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บทคัดย!อ 

 
ความล�มเหลวของการรักษามะเร็งด�วยยาเคมีบําบัดส�วนหนึ่งพบว�า เกิดจากการท่ีเซลล"มะเร็งพัฒนาให�

ด้ือต�อยาหลังได�รับยาต�อเนื่องเป*นระยะเวลาหนึ่ง อีกท้ัง ผลข�างเคียงของยาเคมีบําบัดท่ีทําให�ผู�ป-วยทุกข"ทรมาน
จากอาการไม�พึงประสงค" ซ่ึงอาจรุนแรงจนทําให�เสียชีวิตได� ดังนั้น การค�นหาสารจากธรรมชาติเพ่ือเป*น
ทางเลือกในการรักษาและแก�ป2ญหาข�างต�นจึงเป*นสิ่งจําเป*น ในงานวิจัยชิ้นนี้ ผู�วิจัยได�นําเซลล"มะเร็งปากมดลูก
ด้ือยา C33A/CisR ท่ีพัฒนาข้ึน มาทดสอบกับสาร 4-methoxycinnamaldehyde (4-MCA) ซ่ึงเป*นสารท่ีพบ
ได�ในเหง�าของเร�วหอมและเราเคยรายงานแล�วว�ามีฤทธิ์ในการต�านเซลล"มะเร็งได�หลายชนิด รวมถึงเซลล"มะเร็ง
ด้ือยาท่ีเราพัฒนาข้ึนด�วย ผลจากการทดสอบด�วยเทคนิค Real-time Polymerase Chain Reaction (Real-
time PCR) และ Western blot analysis แสดงให�เห็นถึงการเปลี่ยนแปลงระดับของยีนภายในเซลล"มะเร็ง
หลังได�รับสาร 4-MCA ท่ีสื่อได�ถึงกลไกท่ีสาร 4-MCA นี้ใช�ในการยับยั้งเซลล"มะเร็ง โดยพบว�าเซลล"มะเร็งด้ือยา
ท่ีได�รับสาร 4-MCA มีการแสดงออกของยีน MDR1 ท่ีผลิตโปรตีน p-glycoprotein ลดลง ร�วมกับการลดการ
แสดงออกของ p53 mutant ท่ีส�งเสริมการเจริญของเซลล"มะเร็ง รวมท้ังยังพบว�ามีการยับยั้งการแสดงออก
ของยีนในกลุ�ม DDH ท่ีเก่ียวข�องกับระบบกําจัดอนุมูลอิสระภายในเซลล" ซ่ึงสอดคล�องกับการพบว�าเซลล"มะเร็ง
ด้ือยาท่ีได�รับสาร 4-MCA มีระดับ Reactive oxygen species (ROS) ท่ีสูงข้ึน จนนําไปสู�การตายของ
เซลล"มะเร็งแบบ apoptosis จากผลการทดสอบท้ังหมดนี้ ชี้ให�เห็นถึงศักยภาพของสาร 4-MCA ท่ีจะนําไป
พัฒนาเป*นยารักษามะเร็งท่ีดื้อยาต�อไปในอนาคต 

คําสําคัญ : 4-methoxycinnamaldehyde, มะเร็งด้ือยา, เร�วหอม 
 

 
 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

Abstract 
 

 Failure of chemotherapy is partly due to chemotherapeutic resistance of 
cancer cells evolved during treatment period. Despite high efficiency in killing cancer, 
chemotherapeutic drugs result in adverse effects ranged from mild symptoms to death. 
Thus, the natural agents with anti-cancer activity which have no or least effect on normal 
cells should be considered. In this study, the mechanism of 4-methoxycinnamaldehyde on 
modulating target gene expression in cisplatin resistant cervical cancer cells (C33/CisR) was 
addressed. Results from Real-time PCR and Western blot analysis revealed the reduction in 
expression of MDR1 and (mutated) TP53 genes after C33/CisR cells exposed to 4-MCA. 
Moreover, we found that 4-MCA also downregulated the antioxidant enzyme genes, DDH, in 
C33/CisR which was consistent to the increase in intracellular ROS production, and eventually 
lead to apoptosis in the cancer cells. Overall results from this study indicate the 4-MCA as a 
promising compound for cancer treatment.   

 
Keywords : 4-methoxycinnamaldehyde, drug-resistant cancer, Etlingera pavieana 
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บทที่ 1 

บทนํา 

 

1.1  ความสําคัญและที่มาของป\ญหาที่ทําการวิจัย 

 จากข�อมูลสถิติของกระทรวงสาธารณสุข พบว�าโรคมะเร็งเป*นโรคท่ีทําให�คนไทยเสียชีวิตเป*น
อันดับหนึ่ง จัดเป*นโรคไม�ติดต�อท่ีสําคัญติดอันดับ 1 ใน 5 ของไทยและของโลก โดยมีแนวโน�มของ
ผู�เสียชีวิตในไทยเพ่ิมข้ึนทุกปjต้ังแต�ปj พ.ศ. 2542 เป*นต�นมา ซ่ึงจากสถิติท่ีบันทึกไว�ล�าสุดในปj พ.ศ. 2558 
พบว�ามีผู�ป-วยท่ีเสียชีวิตด�วยโรคมะเร็งถึง 73,938 ราย คิดเป*นอัตราการตาย 113.7 คนต�อประชากร 
100,000 คน (สํานักนโยบายและยุทธศาสตร" สํานักงานปลัดกระทรวงสาธารณสุข) ในป2จจุบันการรักษา
โรคมะเร็งมีด�วยกันหลายวิธี ท้ังการผ�าตัดเอาชิ้นเนื้อมะเร็งออกไป การฉายรังสี และการรักษาด�วยเคมี
บําบัด ซ่ึงโดยปกติแล�ว มะเร็งในระยะท่ียังไม�ลุกลามหากได�รับการรักษาด�วยสองวิธีแรกซ่ึงเป*นการรักษา
เฉพาะจุดก็สามารถทําให�ผู�ป-วยหายจากโรคได� แต�ผู�ป-วยส�วนใหญ�ท่ีเข�ามารับการรักษามักจะตรวจพบว�า
เป*นมะเร็งในระยะท่ีลุกลามแล�วหรือมีความเสี่ยงสูงว�าจะลุกลาม ซ่ึงจะต�องทําการรักษาควบคู�ไปกับการใช�
ยาเคมีบําบัด แม�ว�าในป2จจุบันจะมียาเคมีบําบัดหลากหลายชนิดท่ีถูกนํามาใช�ในสถานพยาบาลต�างๆ แต�
ป2ญหาสําคัญท่ีทําให�การรักษาไม�ประสบความสําเร็จ คือการท่ีเซลล"มะเร็งเกิดการด้ือต�อยาเคมีบําบัด
หลังจากได�รับการรักษาไปแล�วระยะหนึ่ง (acquired drug resistance) ซ่ึงการปรับเปลี่ยนสูตรยาเคมี
บําบัดก็ทําให�ผู�ป-วยต�องใช�ระยะเวลาในการรักษาท่ีนานข้ึน มีค�าใช�จ�ายท่ีมากข้ึน ต�องทนทุกข"ทรมานกับ
ผลข�างเคียงของยาเคมีบําบัดอย�างต�อเนื่อง รวมถึงทําให�ตัวผู�ป-วยและคนใกล�ชิดเสียกําลังใจในการท่ีจะ
ต�อสู�กับโรคร�ายนี้ต�อไป 

ในขณะท่ีแนวโน�มของสังคมไทยกําลังก�าวเข�าสู�สังคมของผู�สูงอายุ แต�สถิติด�านสาธารณสุข
กลับชี้ให�เห็นถึงแนวโน�มการขาดสุขภาวะในช�วงอายุท่ีเพ่ิมข้ึน (http://osthailand.nic.go.th/files 
/social_sector/SDP_health291057-new6.pdf) การนําความรู�ทางวิทยาศาสตร" เข�ามาช�วยเพ่ิม
คุณภาพชีวิตให�กับประชาชนจึงเป*นเรื่องท่ีท�าทายสําหรับนักวิทยาศาสตร" เนื่องจากประเทศไทยเป*น
ประเทศท่ีอุดมสมบูรณ"ไปด�วยทรัพยากรธรรมชาติและพืชสมุนไพร ต้ังแต�อดีตจนถึงป2จจุบันพืชสมุนไพรได�
ถูกนํามาใช�ประโยชน"อย�างมากมาย เช�น นํามาบริโภคเป*นอาหาร เป*นส�วนผสมของเครื่องปรุงอาหาร 
เครื่องสําอาง หรือแม�แต�นํามาใช�เป*นยารักษาโรค พืชในวงศ" Zingiberaceae หลายชนิดก็เป*นพืช
สมุนไพรท่ีคนไทยรู�จักกันดี เช�น ขม้ิน ขิง ข�า กระชาย เป*นต�น ซ่ึงสารสกัดจากพืชเหล�านี้พบว�าสามารถ
ยับยั้งการเจริญของเซลล"มะเร็งได�หลายชนิดท้ังในหลอดทดลองและในหนูทดลอง เช�น เซลล"มะเร็งเต�านม 
(MCF-7, MDA-MB231), เซลล"มะเร็งรังไข� (CaOV3, SKOV3ip1) และเซลล"มะเร็งปากมดลูก (Hela) เป*น
ต�น (Elkady AI et al., 2012; Sinha D et al., 2012; Debata PR et al., 2013; Lin YG et al., 
2007; Rahman S et al., 2011; Sabli F et al., 2012; Vinothkumar R et al., 2014; 
Samarghandian S et al., 2014)  



 

 

เร�วหอม [Etlingera pavieana (Pierre ex Gagnep.) R.M. Sm.] จัดเป*นพืชท่ีอยู�ในวงศ" 
Zingiberaceae เช�นกันและเป*นพืชเศรษฐกิจท่ีสําคัญของภาคตะวันออกของไทย มีลักษณะเป*นไม�ล�มลุก 
ลําต�นเป*นเหง�าใต�ดิน มีกลิ่นหอม เหง�าของเร�วหอมนิยมนํามาใช�ผสมในเครื่องเทศปรุงอาหาร รวมท้ังใส�ใน
น้ําซุปของก�วยเต๋ียวหมูเลียงซ่ึงเป*นอีกหนึ่งเมนูข้ึนชื่อของจังหวัดจันทบุรี เร�วหอมมีสรรพคุณใช�ในการ
รักษาอาการท�องอืด ขับลม และขับป2สสาวะ (พงษ"ศักด์ิ พลเสนา, 2550a) จากการศึกษาฤทธิ์ในการต�าน
มะเร็งของเหง�าเร�วหอม พบว�าสารสกัดเอทานอลจากเหง�าเร�วหอม รวมท้ังส�วนสกัดย�อยเฮกเซน เอทิลอะ
ซิเตต และน้ํา และสารบริสุทธิ์ 4-methoxycinnamaldehyde สามารถยับยั้งการเจริญของเซลล"มะเร็ง
ได�หลายชนิด เช�น เซลล"มะเร็งเต�านม MDA-MB-231 เซลล"มะเร็งปากมดลูก C33A, SiHa เซลล"มะเร็งตับ 
HepG2 และเซลล"มะเร็งลําไส�ใหญ� HCT116 เป*นต�น และมีพิษตํ่าต�อเซลล"ท่ีไม�ใช�มะเร็ง 
(Wanichwatanadecha P  et al., 2016 และผลวิจัยรอตีพิมพ", ทุนอุดหนุนการวิจัยงบประมาณเงิน
รายได� (เงินอุดหนุนจากรัฐบาล) ประจําปjงบประมาณ 2558และ 2559) นอกจากนี้ยังพบว�าสารสกัดเอทา
นอลจากเหง�าเร�วหอม ส�วนสกัดย�อยเอทิลอะซิเตต รวมท้ังสารบริสุทธิ์ท่ีสกัดได�จากเหง�าเร�วหอม ได�แก� 
Methoxycinnamyl p-coumarate 4-methoxycinnamaldehyde และ p-coumaric acid สามารถ
ต�านการอักเสบได�โดยผ�านทางการยับยั้งวิถี NF-B หรือการยับยั้งการผลิตไนตริกออกไซด" โดยท่ี 
Methoxycinnamyl p-coumarate จะเป*นสารท่ีมีปริมาณมากท่ีสุดและมีฤทธิ์ในการยับยั้งการผลิตไน
ตริกออกไซด"ดีท่ีสุด รองลงมาคือ 4-methoxycinnamaldehyde (เอกรัฐ ศรีสุข และ กล�าวขวัญ ศรีสุข, 
2554; เอกรัฐ ศรีสุข และ กล�าวขวัญ ศรีสุข, 2555) ซ่ึงวิถีของ NF-B นี้นอกจากจะมีความเก่ียวข�องกับ
การทําให�เซลล"มะเร็งอยู�รอดและมีความรุนแรงของโรคมากข้ึนแล�ว ยังพบว�ามีความเก่ียวข�องกับการด้ือยา
เคมีบําบัดของเซลล"มะเร็งเต�านม เซลล"มะเร็งปากมดลูกและเซลล"มะเร็งชนิดอ่ืนๆ ด�วย (Weldon CB et 
al., 2001; Broxterman HJ et al., 2009; Godwin P et al., 2013) เซลล"มะเร็งท่ีมีระดับการ
แสดงออกของ NF-B สูง มักจะมีความต�านทานต�อยาเคมีบําบัดมากกว�า ซ่ึงทําให�ต�องใช�ความเข�มข�น
ของยาสูงกว�าเซลล"มะเร็งท่ีมีระดับการแสดงออกของ NF-B ตํ่า และตัวยาท่ีใช�ในการรักษาเคมีบําบัด
หลายชนิด แม�ว�าจะมีกลไกในการฆ�าเซลล"มะเร็งแตกต�างกัน เช�น doxorubicin, cisplatin, 5-
fluorouracil, vincristine, paclitaxel ฯลฯ แต�ก็มีผลทําให�เกิดการกระตุ�นการทํางานของ NF-B 
เพ่ิมข้ึนได�เช�นเดียวกัน (Das KC และ White CW, 1997; Chuang SE et al., 2002) การให�สารท่ีมีฤทธิ์
ยับยั้งการทํางานของ NF-B เช�น Celecoxib, Valspodar (PSC833), Pyrrolidine dithiocarbamate 
(PDTC), Salicylic acid และ Genistein แก�เซลล"พบว�าทําให�เซลล"มะเร็งเต�านม (MDA-MB-231 และ 
MCF-7) และเซลล"มะเร็งปากมดลูก (SiHa และ HeLa) ตอบสนองต�อยา doxorubicin หรือ cisplatin 
ได�ดีข้ึน (Venkatraman M et al., 2005; van Wijngaarden J et al., 2007; Chen C et al., 2011; 
Sahin K et al., 2012) นอกจากนี้ เม่ือทําการทดสอบในหนู mice ยังพบว�าการยับยั้งการทํางานของ 
NF-B ทําให�เกิดการถดถอยของมะเร็ง (cancer regression) ในหนู mice ได� และยังทําให�เซลล"มะเร็ง
ด้ือยา ในหนู mice เกิดการตายแบบ apoptosis เม่ือทําการให�สารท่ีมีฤทธิ์ในการยับยั้งมะเร็ง CPT-11 
เข�าไปในเซลล"ท่ีมีการยับยั้งการทํางานของ NF-B (Wang CY et al., 1999)  



 

 

สารสกัดหรือสารบริสุทธิ์ท่ีแยกได�จากพืชในวงศ" Zingiberaceae หลายชนิดพบว�าสามารถ
ยับยั้งการเจริญของเซลล"มะเร็งด้ือยาได� รวมท้ังช�วยเพ่ิมการตอบสนองต�อยาเคมีบําบัดในเซลล"มะเร็งด้ือ
ยา เช�น สารสกัดจากพืช Aframonum polyanthum,  A. arundinaceum และสารท่ีแยกได� ได�แก� 
galanals A and B, naringenin และ kaempferol-3,7,4’-trimethylether พบว�าสามารถยับยั้งการ
เจริญของเซลล"มะเร็งเม็ดเลือดขาวด้ือยา CEM/ADR5000 เซลล"มะเร็งเต�านมด้ือยา MDA-MB-231-BCRP 

และเซลล"เนื้องอกสมองด้ือยา U87MG∆EGFR ได� (Kuete V et al., 2014) สาร Curcumin ซ่ึงแยกได�
จาก Curcuma longa (Zingiberaceae) สามารถยับยั้งการเจริญของเซลล"มะเร็ง Glioma ท่ีด้ือยาและ
ทําให�เซลล"ด้ือยานั้นตอบสนองต�อยาเคมีบําบัด cisplatin, etoposide, camptothecin และ 
doxorubicin  ได� ซ่ึงมีกลไกผ�านทางการยับยั้งการทํางานของ NF-B และ AP-1 (Dhandapani KM et 
al., 2007) อีกท้ังสาร Curcumin ยังสามารถเพ่ิมการตอบสนองของเซลล"มะเร็งตับ HA22T/VGH ต�อยา 
cisplatin และ doxorubicin ได�อีกด�วย (Notarbartolo M et al., 2005) นอกจากการยับยั้งผ�านทาง
วิถี NF-B แล�ว สารสกัดจากพืชในวงศ" Zingiberaceae ยังพบว�ามีคุณสมบัติในการยับยั้งการทํางานของ 
permeability glycoprotein (P-gp) ซ่ึงเป*นโปรตีนท่ีอยู�บนผิวเซลล"และมีหน�าท่ีในการขนส�งยาออกนอก
เซลล" เช�น สารสกัดของ Curcuma aeruginosa และ Zingiber cassumunar และสารบริสุทธิ์ท่ีแยกได�
สามารถทําให�เซลล"มะเร็งเต�านม MCF-7/ADR ท่ีด้ือต�อยา daunomycin กลับมาตอบสนองต�อยา 
daunomycin ได�เม่ือทําการบ�มเซลล"มะเร็งด�วยสารสกัดเป*นเวลา 2 ชั่วโมงก�อนให�ยาเคมีบําบัด (Kim HR 
et al., 2004; Chung SY et al., 2009) นอกจากนี้ สาร tetrahydrocurcumin ซ่ึงเป*นสารหลักท่ีได�
จากการย�อย curcumin ในร�างกายสิ่งมีชีวิต พบว�าสามารถยับยั้งการทํางานของโปรตีนผิวเซลล"ตัวหลักท่ี
เก่ียวข�องกับการด้ือยาได�ท้ัง 3ชนิด ได�แก� P-glycoprotein ( P-gp), mitoxantrone resistance 
protein (MXR) และ multidrug resistance protein 1 (MRP1) ในเซลล"มะเร็งปากมดลูกและ
เซลล"มะเร็งเต�านมท่ีดื้อยา (Limtrakul P et al., 2007) 

 จากข�อมูลสนับสนุนเหล�านี้และจากผลการวิจัยของคณะผู�วิจัยท่ีพบว�าสารสกัดเร�วหอมและสาร
บริสุทธิ์จากเร�วหอม 4-methoxycinnamaldehyde สามารถยับยั้งการเจริญของเซลล"มะเร็งได�หลายชนิด
รวมถึงชนิดท่ีเป*นเซลล"มะเร็งในระยะรุนแรง และสามารถยับยั้งวิถี NF-B ได�ซ่ึงเก่ียวข�องกับการทําให�
มะเร็งด้ือยา ทําให�คณะผู�วิจัยเห็นว�ามีแนวโน�มเป*นอย�างมากท่ีสารสกัดจากเร�วหอมหรือสารบริสุทธิ์ท่ีพบได�
ในเหง�าเร�วหอมจะมีฤทธิ์ยับยั้งการเจริญของเซลล"มะเร็งท่ีด้ือยาได� และ/หรือเพ่ิมการตอบสนองต�อยาเคมี
บําบัดของเซลล"มะเร็งท่ีอยู�ในระยะรุนแรงและด้ือยาได� โดยจะเน�นมะเร็งท่ีพบมากท่ีสุดในหญิงไทยก�อน คือ 
มะเร็งเต�านมและมะเร็งปากมดลูก ท้ังนี้ ผู�วิจัยได�คํานึงถึงความรู�สึกของผู�ป-วยและญาติท่ีจะมีความสบายใจ
มากกว�าหากใช�ยาสมุนไพรซ่ึงเป*นท่ีรู�จักกันดีในการรักษาร�วมกับยาเคมีบําบัด ทางผู�วิจัยจึงจะเริ่มทําการ
ทดสอบกับสารสกัดหยาบจากเหง�าเร�วหอมเป*นอันดับแรก ซ่ึงหากผลการทดลองสําเร็จ ก็อาจทําให�เกิด
ผลิตภัณฑ"สมุนไพรเร�วหอมในรูปแคปซูลหรือยาลูกกลอนท่ีให�ผู�ป-วยรับประทานในระหว�างเข�ารับการรักษา
เคมีบําบัดได� อย�างไรก็ตาม สารบริสุทธิ์ท่ีพบได�ในเหง�าเร�วหอมก็จะถูกนํามาทดสอบฤทธิ์ด�วย เนื่องจากมี
เป{าหมายเพ่ือท่ีจะนํามาใช�แทนยาท่ีต�องนําเข�าจากต�างประเทศ หรือใช�ร�วมกันกับยาแผนป2จจุบันเพ่ือให�



 

 

การรักษามีประสิทธิภาพมากข้ึน ซ่ึงความสําเร็จของงานวิจัยชิ้นนี้จะเป*นการเพ่ิมโอกาสให�กับผู�ป-วย
โรคมะเร็งท่ีอยู�ในระยะรุนแรงสามารถรักษาให�หายจากโรคได�และมีอัตราการรอดชีวิตเพ่ิมข้ึน รวมถึง
ส�งเสริมให�คนไทยมีสุขภาวะตามอายุคาดเฉลี่ยท่ีเพ่ิมข้ึนเพ่ือรองรับสังคมผู�สูงอายุในอนาคต นอกจากนี้ยัง
เป*นการเพ่ิมคุณค�าและค�านิยมให�กับการบริโภคสมุนไพรท�องถ่ิน สนับสนุนภูมิป2ญญาชาวบ�าน เพ่ิมความ
น�าเชื่อถือให�กับตัวยาท่ีมีอยู�ในสมุนไพรให�เป*นท่ียอมรับในวงกว�าง ลดการนําเข�ายาจากต�างประเทศ อีกท้ัง
เป*นการกระตุ�นเศรษฐกิจของชุมชนภาคตะวันออกให�หันมาปลูกเร�วหอมเป*นเชิงพาณิชย"มากข้ึน และอาจ
พัฒนาเป*นผลิตภัณฑ"เร�วหอมสร�างชื่อเสียงให�กับชุมชนหรือทําเป*นสินค�าส�งออกได�ในอนาคต 

 

1.2  วัตถุประสงค�ของโครงการวิจัย 

งานวิจัยนี้มีจุดมุ�งหมายท่ีจะศึกษาผลของสารสกัดจากเหง�าเร�วหอมและสารบริสุทธิ์ต�อการ
ยับยั้งการเจริญของเซลล"มะเร็งท่ีด้ือยา ซ่ึงการด้ือยาของเซลล"มะเร็งนี้เป*นป2ญหาสําคัญท่ีทําให�การรักษา
โรคมะเร็งด�วยวิธีเคมีบําบัดไม�ประสบความสําเร็จเท�าท่ีควร เนื่องจากเร�วหอมเป*นสมุนไพรพ้ืนบ�านท่ีนิยม
นํามาปรุงอาหารในภาคตะวันออก และจากการศึกษาของคณะผู�วิจัยพบว�าสารสกัดจากเร�วหอมและสาร
บริสุทธิ์ 4-methoxycinnamaldehyde มีฤทธิ์ต�านมะเร็งได�หลายชนิด โดยยับยั้งเซลล"มะเร็งเต�านมได�
มากท่ีสุด รองลงมาคือ เซลล"มะเร็งปากมดลูก อีกท้ังสารสกัดท้ังสองยังมีรายงานว�ามีฤทธิ์ต�านการอักเสบ
ผ�านทางการยับยั้งการผลิตไนตริกออกไซด"หรือวิถี NF-B ซ่ึงเป*นวิถีท่ีมีความเก่ียวข�องกับการด้ือยาของ
เ ซ ล ล" ม ะ เ ร็ ง  ทํ า ใ ห� ผู� วิ จั ย ส น ใ จ ท่ี จ ะ ศึ ก ษ า ว� า ส า ร ส กั ด จ า ก เ ห ง� า เ ร� ว ห อ ม แ ล ะ ส า ร  4 -
methoxycinnamaldehyde สามารถยับยั้งการเจริญของเซลล"มะเร็งเต�านมและเซลล"มะเร็งปากมดลูกท่ี
ด้ือยาได�โดยไม�ต�องใช�ร�วมกับยาเคมีบําบัดหรือไม� และศึกษาว�าสารสกัดมีความสามารถในการเพ่ิมการ
ตอบสนองของเซลล"มะเร็งด้ือยาต�อยาเคมีบําบัดได�หรือไม� แล�วเปรียบเทียบผลท่ีได�กับการใช�สารสกัดหรือ
ยาเคมีบําบัดเพียงอย�างเดียว รวมท้ังศึกษากลไกในระดับโมเลกุล 

กล�าวโดยสรุป งานวิจัยชิ้นนี้มีวัตถุประสงค"ทําวิจัยต�อเนื่องมาจากงานวิจัยเดิมและคงเหลือ
วัตถุประสงค"สําหรับปjนี้ คือ  

1. เพ่ือศึกษากลไกการออกฤทธิ์ในระดับโมเลกุลของสารสกัดจากเหง�าเร�วหอมและสาร 4-
methoxycinnamaldehyde ในการยับยั้งการเจริญของเซลล"มะเร็งท่ีดื้อยา 

 

1.3  ขอบเขตของโครงการวิจัย 
ในงานวิจัยชิ้นนี้ เริ่มต�นคณะผู�วิจัยจะทําการพัฒนาเซลล"มะเร็งท่ีด้ือยา 2 แบบ คือ เซลล"มะเร็ง

เต�านมระยะลุกลามชนิด MDA-MB-231 (invasive breast cancer cell lines) ท่ีด้ือต�อยา 
Doxorubicin (Adriamycin) และเซลล"มะเร็งปากมดลูก C33A ท่ีด้ือต�อยา Cisplatin หลังจากนั้นจะ
ทําการศึกษาผลของสารสกัดหยาบเอทานอลจากเหง�าเร�วหอมและสาร 4-methoxycinnamaldehyde 
ต�อการยับยั้งการเจริญของเซลล"มะเร็ง MDA-MB-231 และ C33A ท่ีด้ือยาโดยไม�ใช�ร�วมกับยาเคมีบําบัด 
ทดสอบด�วยวิธี MTT assay เปรียบเทียบกับเซลล"มะเร็งท่ีไม�ด้ือยา จากนั้นจะทําการศึกษาต�อไปว�าสาร
สกัดเร�วหอมสามารถช�วยเพ่ิมการตอบสนองต�อยาเคมีบําบัดของเซลล"มะเร็งด้ือยาได�หรือไม� โดยจะให�สาร



 

 

สกัดหรือสาร 4-methoxycinnamaldehyde ในเซลล"มะเร็งด้ือยาท้ัง 2 ชนิดร�วมกับยา Doxorubicin 
หรือ Cisplatin แล�วทดสอบการมีชีวิตรอดของเซลล"ด�วยวิธี MTT assay และเปรียบเทียบค�า IC50 ท่ีได�
ระหว�างการใช�สารสกัดร�วมกับยาเคมีบําบัดกับการใช�สารสกัดหรือยาเพียงอย�างเดียว สุดท�ายจะนํา
เซลล"มะเร็งด้ือยาท่ีถูกยับยั้งไปศึกษากลไกของสารสกัดหรือสาร 4-methoxycinnamaldehyde ในการ
ออกฤทธิ์ โดยวัดระดับการแสดงออกของยีนต�างๆ ท่ีเคยมีรายงานว�าเก่ียวข�องกับการด้ือยา ท้ังในระดับ 
mRNA และโปรตีน ด�วย Real-time PCR และ Western blot analysis 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 

 

 
 

บทที่ 2 
การทบทวนวรรณกรรม/สารสนเทศที่เกี่ยวข อง 

 

การรักษาโรคมะเร็งในป2จจุบัน มีท้ังการฉายรังสี (radiation therapy) การผ�าตัดเอาก�อนเนื้อ
มะเร็งออกไป (surgery) และการรักษาโดยใช�เคมีบําบัด (chemotherapy) โดยจะเลือกใช�วิธีใดวิธีหนึ่งหรือ
รักษาหลายวิธีร�วมกันข้ึนกับชนิดและระยะของมะเร็ง ซ่ึงความแตกต�างของการใช�ยาเคมีบําบัดกับการรักษา
แบบสองวิธีแรกคือ ตัวยาจะสามารถเคลื่อนท่ีไปได�ทุกส�วนของร�างกายเพ่ือกําจัดเซลล"มะเร็งท่ีแพร�กระจาย
ไปยังอวัยวะอ่ืนๆ ได� ในขณะท่ีการฉายรังสีหรือการผ�าตัดจะเป*นการกําจัดมะเร็งเฉพาะส�วนท่ีได�รับการ
รักษาเท�านั้น ในป2จจุบันมียาเคมีบําบัดท่ีผลิตออกมามากกว�า 100 ชนิด ซ่ึงสามารถแบ�งออกได�เป*นหลาย
ประเภทตามกลไกการออกฤทธิ์ เช�น กลุ�ม Alkylating agents เป*นยาท่ีออกฤทธิ์ทําลายสารพันธุกรรมทํา
ให�หยุดการแบ�งตัวของเซลล"มะเร็ง โดยออกฤทธิ์ได�ทุกระยะของการแบ�งเซลล" เช�น ยากลุ�ม platinum 
drugs (cisplatin, carboplatin) เป*นต�น กลุ�ม Antimetabolites ตัวยาจะเข�าไปแทนท่ีในสายพันธุกรรม
ส�งผลให�เกิดยับยั้งการสร�างสายพันธุกรรม โดยออกฤทธิ์ในระยะ S ของการแบ�งเซลล" เช�น 5-fluorouracil 
(5-FU) และ methotrexate เป*นต�น กลุ�ม Anti-tumor antibiotics มีผลต�อเอนไซม"ท่ีใช�ในการ
สังเคราะห"สารพันธุกรรม ซ่ึงออกฤทธิ์ได�ในทุกระยะของวงจรการแบ�งเซลล" ได�แก� Antracyclines (เช!น 
Doxorubicin) และ Mitoxantrone (เช�น Actinomycin-D) กลุ�ม Topoisomerase inhibitors ยาใน
กลุ�มนี้ออกฤทธิ์ต�อเอนไซม" Topoisomerase ท่ีใช�ในการสังเคราะห"สารพันธุกรรม เช�น Etoposide (VP-
16) กลุ�ม Mitotic inhibitors ออกฤทธิ์ยับยั้งการแบ�งเซลล"ในระยะ Mitosis และยับยั้งเอนไซม"ท่ีใช�ในการ
สังเคราะห"โปรตีนสําหรับการแบ�งเซลล" ส�งผลให�สามารถทําลายเซลล"ได�ในทุกระยะของวงจรแบ�งเซลล" เช�น 
Taxanes (เช�น Paclitaxel) และ vinca alkaloids (เช�น vinblastin vincristine) เป*นต�น กลุ�ม 
Corticosteroids ออกฤทธิ์ฆ�าเซลล"มะเร็งและยับยั้งการโตของก�อนมะเร็ง เช�น Dexamethasone เป*น
ต�น นอกจากนี้ ยังมีกลุ�มยาอ่ืนๆ เช�น กลุ�มยาท่ีออกฤทธิ์จําเพาะต�อเซลล"มะเร็งเท�านั้น โดยไม�ไปทําลายเซลล"
ปกติของร�างกาย (targeted therapy) โดยยาในกลุ�มนี้มักออกฤทธิ์ยับยั้งการทํางานของเอนไซม"หรือ
โปรตีนท่ีผิดปกติไปในเซลล"มะเร็ง เช�น  ยา Imatinib (Gleevec/Glivec) และ ยา Gefitinib (Iressa) 
ยับยั้งการทํางานของเอนไซม" tyrosine kinase หรือ ยา Trastuzumab (Herceptin) ซ่ึงเป*นแอนติบอด้ี
ต�อ HER2/neu ใช�ในการรักษามะเร็งเต�านม โดยจะเข�าจับกับโปรตีนผิวเซลล"ท่ีผลิตข้ึนบนเซลล"มะเร็ง
เท�านั้น หรือยากลุ�มฮอร"โมน เช�น ยา Tamoxifen ท่ีมีคุณสมบัติต�านการทํางานของฮอร"โมนเอสโตรเจน 
(Anti-estrogen) เป*นต�น (http://www.chulacancer.net)  



 

 

ป2จจุบันสูตรยาท่ีใช�ในการรักษาโรคมะเร็งเต�านมถูกพัฒนาข้ึนมามากมายหลายสูตร ซ่ึงยาท่ี
นิยมใช�ในการรักษามะเร็งเต�านมระยะเริ่มแรก ได�แก� ยากลุ�ม Antracyclines เช�น Doxorubicin 
(Adriamycin) และยากลุ�ม taxanes เช�น Paclitaxel (Taxol) สูตรยามีด�วยกันหลายสูตร เช�น สูตร AC 
(Adriamycin และ Cyclophosphamide) เป*นสูตรเคมีบําบัดท่ีนิยมใช�กันมาก โดยเฉพาะกลุ�มท่ีมะเร็งเต�า
นมยังไม�แพร�ไปยังต�อมน้ําเหลือง สูตร TAC เป*นสูตรท่ีเพ่ิม Paclitaxel (Taxol) หรือ Docetaxel 
(Taxotere) เข�าไปในสูตร  AC  เพ่ือไปรักษากลุ�มท่ีมีการแพร�กระจายของเซลล"มะเร็งเต�านมไปยังต�อม
น้ําเหลืองแล�ว  หรือในรายท่ีมีการกลับมาเป*นซํ้าภายหลังการรักษา โดย TAC จะให�หลังจากเสร็จสิ้นการ
รักษาด�วย AC สูตร FAC (5-Fluorouraci, Adrimycin และ Cyclophosphamide) เป*นสูตรยาท่ีใช�ได�ท้ัง
กลุ�ม ท่ียั งไม�แพร�  หรือแพร� ไปยังต�อมน้ํ า เหลือง เป*นต�น (http://www.cancer.org; 
http://www.thaibreastcancer.com)  สําหรับสูตรยารักษามะเร็งปากมดลูกนั้น จะมีต้ังแต�การใช�ยา 
Cisplatin เพียงชนิดเดียว หรือใช�ยา Cisplatin ควบคู�กับยาชนิดอ่ืน เช�น ควบคู�กับยา Paclitaxel, หรือ 
Gemcitabine เป*นต�น ซ่ึง Cisplatin จัดว�าเป*นยาท่ีมีประสิทธิภาพสูงในการรักษามะเร็งปากมดลูก (Yu S 
และ Garcia AA, 2015) แม�ว�าการใช�ยาหลายชนิดร�วมกันจะทําให�เกิดผลการรักษาท่ีดีข้ึน แต�ยาหลายชนิด
มีผลข�างเคียงมากหรือก�อให�เกิดอันตรายต�อผู�ป-วยเม่ือใช�ความเข�มข�นสูงเกินไป เช�น ยา Doxorubicin ท่ี
ความเข�มข�นสูงจะมีความเป*นพิษต�อหัวใจ ยา Cisplatin เป*นพิษต�อไต ซ่ึงพบได� 20-30% ของผู�ป-วย เป*น
ต�น (Wright JC, 1985; Miller RP et al., 2010) และป2ญหาสําคัญของการรักษาด�วยวิธีเคมีบําบัดท่ีทําให�
การรักษาไม�ประสบความสําเร็จเท�าท่ีควร นั่นคือการท่ีเซลล"มะเร็งเกิดการด้ือต�อยาท่ีใช�หลังจากได�รับยาไป
แล�วระยะหนึ่ง (acquired drug resistance) ซ่ึงกลไกในการด้ือยาอาจเก่ียวข�องกับการทํางานของโปรตีน
ผิวเซลล"ท่ีมีหน�าท่ีในการผลักยาออกนอกเซลล" (drug efflux) ได�แก� กลุ�ม ABC (ATP-binding cassette) 
membrane transporter ซ่ึงโปรตีนตัวหลักๆ ประกอบด�วย P-glycoprotein (P-gp; หรือ MDR1 หรือ 
ABCB1), breast cancer resistance protein (BCRP; หรือ MXR หรือ ABCG2) และ multidrug 
resistance-associated protein 1(MRP1; หรือ ABCC1) ยาต�านมะเร็งหลายชนิดสามารถถูกขนส�งออก
นอกเซลล"ได�ด�วย ABC transporter เหล�านี้ เช�น Doxorubicin Daunorubin และ Etoposide เป*นต�น 
ซ่ึงทําให�เกิดการด้ือยาของเซลล"มะเร็งนั่นเอง แนวทางท่ีสามารถจะลดป2ญหาการด้ือยานี้ อาจทําได�โดยการ
ใช�ยาต�านมะเร็งท่ีไม�สามารถถูกขับออกได�ด�วยโปรตีน ABC transporter หรือการให�ยาร�วมกับสารท่ีมี
คุณสมบัติในการยับยั้งการทํางานของ โปรตีน ABC transporter นี้ (Coley HM, 2008; คณินทร" รังสาด
ทอง, 2014) อย�างไรก็ตามการทํางานของ ABC transporter เป*นเพียงกลไกหนึ่งท่ีทําให�เกิดการด้ือยา ซ่ึง
โปรตีน ABC transporter ยังมีบทบาทท่ีสําคัญในการปกป{องเซลล"จากสิ่งแปลกปลอม  ดังนั้นการ
เปลี่ยนแปลงการทํางานของ ABC transporter จึงควรมีความจําเพาะเจาะจงกับชนิดของ ABC 
transporter ด�วย  

ป2จจุบันมีงานวิจัยมากมายท่ีค�นหายีนหรือโปรตีนภายในเซลล"เพ่ือเป*นเป{าหมายใหม�ๆ สําหรับ
การลดการด้ือยาของเซลล"มะเร็ง หนึ่งในนั้นคือ transcription factor NF-B ซ่ึงในแง�ของการเกิดและ
พัฒนาเซลล"มะเร็ง พบว�า NF-B มีบทบาทในการป{องกันการตายแบบ apoptosis ของ transformed 



 

 

cell และส�งเสริมให�มะเร็งลุกลาม (invasion) และแพร�กระจายไปยังอวัยวะอ่ืนได� (metastasis) (Greten 
FR et al., 2004; Yang CR et al., 2005; Luo JL et al., 2004) นอกจากนี้ ยังพบว�า วิถีของ NF-B 
สัมพันธ"กับการด้ือยาเคมีบําบัดของเซลล"มะเร็งเต�านมและเซลล"มะเร็งชนิดอ่ืนๆ อีกหลายชนิด (Weldon 
CB et al., 2001; Broxterman HJ et al., 2009; Godwin P et al., 2013) โดยพบว�า เซลล"มะเร็งท่ีมี
ระดับการแสดงออกของ NF-B สูง มักจะมีความต�านทานต�อยาเคมีบําบัดมากกว�า เซลล"มะเร็งท่ีมีระดับ
การแสดงออกของ NF-B ตํ่า และตัวยาท่ีใช�ในการรักษาเคมีบําบัดหลายชนิด เช�น doxorubicin, 
cisplatin, 5-fluorouracil, vincristine, paclitaxel ฯลฯ มีผลทําให�การทํางานของ NF-B เพ่ิมข้ึนแม�ว�า
จะมีกลไกในการฆ�าเซลล"มะเร็งท่ีแตกต�างกันก็ตาม (Das KC และ White CW, 1997; Chuang SE et al., 
2002) การให�สารท่ีมีฤทธิ์ยับยั้งการทํางานของ NF-B แก�เซลล" เช�น Celecoxib, Valspodar (PSC833), 
Pyrrolidine dithiocarbamate (PDTC), Salicylic acid และ Genistein พบว�าทําให�เซลล"มะเร็งเต�านม 
(MDA-MB-231 และ MCF-7) และเซลล"มะเร็งปากมดลูก (SiHa และ HeLa) ตอบสนองต�อยา 
doxorubicin หรือ cisplatin ได�ดีข้ึน (Venkatraman M et al., 2005;  van Wijngaarden J et al., 
2007; Chen C et al., 2011; Sahin K et al., 2012) นอกจากนี้ เม่ือทําการทดสอบในหนู mice ยัง
พบว�าการยับยั้งการทํางานของ NF-B ทําให�เกิดการถดถอยของมะเร็ง (cancer regression) ในหนู mice 
ได� และยังทําให�เซลล"มะเร็งในหนู mice เกิดการตายแบบ apoptosis เม่ือทําการให�สารท่ีมีฤทธิ์ในการ
ยับยั้งมะเร็ง CPT-11 เข�าไปในเซลล"ท่ีมีการยับยั้งการทํางานของ NF-B (Wang CY et al., 1999)  

สารสกัดหรือสารบริสุทธิ์ท่ีแยกได�จากพืชในวงศ" Zingiberaceae หลายชนิดพบว�าสามารถ
ยับยั้งการเจริญของเซลล"มะเร็งด้ือยาได� รวมท้ังช�วยเพ่ิมการตอบสนองต�อยาเคมีบําบัดในเซลล"มะเร็งด้ือยา 
เช�น สารสกัดจากพืช Aframonum polyanthum,  A. arundinaceum และสารท่ีแยกได� ได�แก� 
galanals A and B, naringenin และ kaempferol-3,7,4’-trimethylether พบว�าสามารถยับยั้งการ
เจริญของเซลล"มะเร็งเม็ดเลือดขาว CEM/ADR5000 เซลล"มะเร็งเต�านม MDA-MB-231-BCRP และเซลล"

เนื้องอกสมอง U87MG∆EGFR ซ่ึงเป*นเซลล"ท่ีด้ือต�อยา doxorubicin ได� (Kuete V et al., 2014) สาร 
Curcumin ซ่ึงแยกได�จาก Curcuma longa (Zingiberaceae) สามารถยับยั้งการเจริญของเซลล"มะเร็ง 
Glioma ท่ีด้ือยาและทําให�เซลล"ด้ือยานั้นตอบสนองต�อยาเคมีบําบัด cisplatin, etoposide, 
camptothecin และ doxorubicin  ได� ซ่ึงมีกลไกผ�านทางการยับยั้งการทํางานของ NF-B และ AP-1 
(Dhandapani KM et al., 2007) อีกท้ังสาร Curcumin ยังสามารถเพ่ิมการตอบสนองของเซลล"มะเร็งตับ 
HA22T/VGH ต�อยา cisplatin และ doxorubicin ได�อีกด�วย (Notarbartolo M et al., 2005) นอกจาก
การยับยั้งผ�านทางวิถี NF-B แล�ว สารสกัดจากพืชในวงศ" Zingiberaceae ยังพบว�ามีคุณสมบัติในการ
ยับยั้งการทํางานของ permeability glycoprotein (P-gp) ซ่ึงเป*นโปรตีนท่ีอยู�บนผิวเซลล"และมีหน�าท่ีใน
การขนส�งยาออกนอกเซลล" เช�น สารสกัดของ Curcuma aeruginosa และ Zingiber cassumunar และ
สารบริสุทธิ์ท่ีแยกได�สามารถทําให�เซลล"มะเร็งเต�านม MCF-7/ADR ท่ีด้ือต�อยา daunomycin กลับมา
ตอบสนองต�อยา daunomycin ได�เม่ือทําการบ�มเซลล"มะเร็งด�วยสารสกัดเป*นเวลา 2 ชั่วโมงก�อนให�ยาเคมี
บําบัด (Kim HR et al., 2004; Chung SY et al., 2009) นอกจากนี้ สาร tetrahydrocurcumin ซ่ึงเป*น



 

 

สารหลักท่ีได�จากการย�อย curcumin ในร�างกายสิ่งมีชีวิต พบว�าสามารถยับยั้งการทํางานของโปรตีนผิว
เซลล"ตัวหลักท่ีเก่ียวข�องกับการด้ือยาได�ท้ัง 3ชนิด ได�แก� P-glycoprotein ( P-gp), mitoxantrone 
resistance protein (MXR) และ multidrug resistance protein 1 (MRP1) ในเซลล"มะเร็งปากมดลูก
และเซลล"มะเร็งเต�านมท่ีดื้อยาได� (Limtrakul P et al., 2007) 

 เร�วหอม มีชื่อวิทยาศาสตร"ว�า Etlingera pavieana (Pierre ex Gagnep.) R.M. Sm. เป*น
พืชในวงศ" Zingiberaceae เช�นเดียวกัน พบมากในพ้ืนท่ีภาคตะวันออกของไทย เช�น จันทบุรี ระยอง และ
ตราด (พงษ"ศักด์ิ พลเสนา, 2550b) มีลักษณะเป*นไม�ล�มลุก ลําตันเป*นเหง�าใต�ดิน ใบเด่ียว เรียงสลับ ดอกช�อ 
แทงจากเหง�า ดอกย�อยสีแดง ทุกส�วนมีกลิ่นหอมแรง เหง�าหรือลําต�นใต�ดินใช�ขับป2สสาวะ แก�ลม และแก�
ท�องอืด ท�องเฟ{อ (พงษ"ศักด์ิ พลเสนา, 2550a) นอกจากนี้ในพ้ืนท่ีภาคตะวันออกของไทย จะมีการนําเหง�า
ของเร�วหอมมาใช�เป*นเครื่องเทศผสมในอาหาร เช�น ก�วยเต๋ียวหมูเลียง แกงป-า และผัดเผ็ด เป*นต�น ในอดีต
เร�วหอมนิยมปลูกเพ่ือเป*นพืชสวนครัวและปลูกแซมในสวนผลไม�เพ่ือขุดเหง�าจําหน�าย แต�ในป2จจุบัน 
สถาบันวิจัยและพัฒนาแห�งมหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร" และกรมส�งเสริมการเกษตร ได�ส�งเสริมให�เกษตรกร
ป ลู ก เ ร� ว ห อ ม ใ น เ ชิ ง พ า ณิ ช ย" ม า ก ข้ึ น  เ พ่ื อ จํ า ห น� า ย เ ห ง� า ท้ั ง ใ น แ ล ะ น อ ก ป ร ะ เ ท ศ 
(http://www.kehakaset.com)  จากการศึกษาก�อนหน�านี้ ท่ีผู� วิจัยทํามาอย�างต�อเนื่องและได�รับ
ทุนอุดหนุนการวิจัยงบประมาณเงินรายได� (เงินอุดหนุนจากรัฐบาล) ประจําปjงบประมาณ 2558 และ 2559 
ผู�วิจัยพบว�าสารสกัดเอทานอลจากเหง�าเร�วหอม รวมท้ังส�วนสกัดย�อยเฮกเซน เอทิลอะซิเตต และน้ํา และ
สาร 4-methoxycinnamaldehyde สามารถยับยั้ งการเจริญของเซลล"มะเร็ งได�หลายชนิด เช�น 
เซลล"มะเร็งเต�านม MDA-MB-231 เซลล"มะเร็งปากมดลูก C33A, SiHa เซลล"มะเร็งตับ HepG2 และ
เซลล"มะเร็งลําไส�ใหญ� HCT116 เป*นต�น และมีพิษตํ่าต�อเซลล"ท่ีไม�ใช�มะเร็ง (Wanichwatanadecha P  et 
al., 2016; ผาณตา เอ้ียวซิโปและคณะ, 2559) นอกจากนี้ยังพบว�าสารสกัดเอทานอลจากเหง�าเร�วหอม 
ส�วนสกัดย�อยเอทิลอะซิเตต รวมท้ังสารบริสุทธิ์ท่ีสกัดได�จากเหง�าเร�วหอม ได�แก� Methoxycinnamyl p-
coumarate 4-methoxycinnamaldehyde และ p-coumaric acid สามารถต�านการอักเสบได�โดยผ�าน
ทางการยับยั้งการผลิตไนตริกออกไซด"หรือวิถี NF-B โดยไปลดการจับของ NF-B กับดีเอ็นเอ ทําให�เกิด
การแสดงออกของเอนไซม" iNOS ท่ีลดลง ซ่ึงพบว�าสาร Methoxycinnamyl p-coumarate จะเป*นสาร
บริสุทธิ์ ท่ีแยกได�ปริมาณมากท่ีสุดและมีฤทธิ์ในการยับยั้งไนตริกออกไซด"ได�ดีท่ีสุด รองลงมาคือ 4-
methoxycinnamaldehyde (เอกรัฐ ศรีสุข และ กล�าวขวัญ ศรีสุข, 2554; เอกรัฐ ศรีสุข และ กล�าวขวัญ 
ศรีสุข, 2555) จากข�อมูลสนับสนุนเหล�านี้ ทําให�คณะผู�วิจัยมีความสนใจท่ีจะศึกษาผลของสารสกัดจากเหง�า
เร�วหอมและสารบริสุทธิ์ท่ีพบได�ในเหง�าเร�วหอมต�อการยับยั้งการเจริญของเซลล"มะเร็งท่ีด้ือยา โดยจะ
เลือกใช�เซลล"มะเร็งเต�านมและมะเร็งปากมดลูกซ่ึงเป*นมะเร็งชนิดท่ีพบมากท่ีสุดในหญิงไทย และพัฒนาให�
เซลล"มะเร็งเหล�านี้เกิดการด้ือยา โดยใช�ตัวยาท่ีอยู�ในสูตรยาท่ีใช�รักษาผู�ป-วยจริง นอกจากนี้จะทําการศึกษา
ว�าสารสกัดสามารถเพ่ิมการตอบสนองต�อยาเคมีบําบัดของเซลล"มะเร็งท่ีด้ือยาได�หรือไม� เพ่ือลดผลข�างเคียง
ของยาเคมีบําบัดในผู�ป-วย แล�วจึงศึกษาลึกลงไปถึงกลไกยับยั้งการเจริญของเซลล"มะเร็งด้ือยาของสารสกัด
จากเร�วหอม และสารบริสุทธิ์ โดยวัดระดับการแสดงออกของยีนต�างๆ ท่ีเคยมีรายงานว�าเก่ียวข�องกับการ



 

 

ด้ือยา เช�น ยีนในวิถี NF-B, Bcl-2 family, IAPs, BRCA, ยีนท่ีเก่ียวข�องกับ drug metabolism (เช�น 
CYPs) หรือยีนท่ีเก่ียวข�องกับ drug transporter (เช�น ABCs) ท้ังในระดับ mRNA และโปรตีน ด�วย Real-
time PCR และ Western blot analysis 

 

บทที่ 3 

วิธีการดําเนินการวิจัย 
 

ภาพรวมของข้ันตอนการวิจัยทั้งหมดแสดงได�ดังแผนภาพด�านล�าง 
 

 
 

 
 

3.1 การเลี้ยงเซลล" 
เซลล"มะเร็งเต�านม MDA-MB-231 และเซลล"มะเร็งปากมดลูก C33A จะถูกเลี้ยงในอาหาร 

Dulbecco’s modified Eagle’s medium (DMEM) ท่ีผสม 100 U/ml penicillin, 100 g/ml 



 

 

streptomycin และ 10% heat-inactivated fetal bovine serum (FBS) ท่ีอุณหภูมิ 37 องศา
เซลเซียส ภายใต�ความชื้นและคาร"บอนไดออกไซด" 5%  

 
3.2 การทดสอบผลของสารสกัดจากเหง�าเร�วหอมต�อการแสดงออกของยีนท่ีเก่ียวข�องกับการด้ือยาของ

เซลล"มะเร็ง 
 

3.2.1 ตรวจสอบการแสดงออกของยีนเป{าหมายในระดับ mRNA ด�วยวิธี Real-time PCR 
(Wanichwatanadecha P et al., 2012)  

ยีนท่ีเคยมีรายงานว�าเก่ียวข�องกับการด้ือยาของเซลล"มะเร็ง เช�น ยีนในวิถี NF-B, Bcl-2 
family, IAPs, BRCA, ยีนท่ีเก่ียวข�องกับ drug metabolism (เช�น CYPs) หรือยีนท่ีเก่ียวข�องกับ 
drug transporter (เช�น ABCs) เป*นต�น จะถูกตรวจสอบระดับ mRNA ด�วยเทคนิค Real-time 
polymerase chain reaction (Real-time PCR) โดย primer ท่ีใช�ในปฏิกิริยาแสดงดังตารางท่ี 3.1 
เริ่มจากการเลี้ยงเซลล"ในอาหารเลี้ยงท่ีผสมสารสกัด หลังจากนั้นทําการสกัด RNA ท้ังหมด วัดปริมาณ 
RNA ท่ีได� โดยการวัดค�าการดูดกลืนแสงท่ี 260 และ 280 nm ด�วยเครื่อง UV/VIS 
Spectrophotometer คํานวณปริมาณ RNA จาก 1 A260 เท�ากับ 40 µg/mL ของ RNA จากนั้นทํา
การสังเคราะห" cDNA จาก RNA ท้ังหมดท่ีได�ด�วยวิธี reverse transcription แล�วนํา cDNA ท่ีได�มา
เป*นสารต้ังต�นในปฏิกิริยาเพ่ือวิเคราะห"หาปริมาณ mRNA ของยีนเป{าหมาย ด�วยเทคนิค Real-time 
PCR โดยใช� SYBR Green และไพรเมอร"ท่ีจําเพาะต�อยีนเป{าหมาย ปฏิกิริยาสําหรับวิเคราะห"ปริมาณ 
mRNA ประกอบด�วย (2X) iTagTM Universal SYBR® Green supermix [antibody-mediated 
hot-start iTaq DNA polymerase, dNTPs, MgCl2, SYBR® Green I dye, enhancers, 
stabilizers และ blend of passive reference dyes] จํานวน 10 µl, 10 µM Forward primer 
จํานวน 0.5 µl, 10 µM Reverse primer จํานวน 0.5 µl, cDNA ท่ีสังเคราะห" จํานวน 2 µl และ
ปรับปริมาตรให�เป*น 20 µl ด�วยน้ําปราศจาก DNase และ RNase ปฏิกิริยาของยีนแต�ละตัวจะถูกทํา
ในสภาวะท่ีเหมาะสม จากนั้นวิเคราะห"หา cycle of threshold (Ct) ของแต�ละปฏิกิริยา แล�วนําค�า 
Ct ท่ีได�มาคํานวณหาการแสดงออกท่ีเปลี่ยนแปลงไปโดยเปรียบเทียบเชิงสัมพัทธ"กับเซลล"ท่ีไม�ได�รับ
สารสกัด ตามสมการด�านล�าง 

2-∆∆Ct=ปริมาณดีเอ็นเอเป{าหมาย 
∆∆Ct = ∆Ct (เซลล"ท่ีได�รับสารสกัด) - ∆Ct (เซลล"ท่ีไม�ได�รับสารสกัด) 
  ∆Ct = Ct ของยีนเป{าหมาย – Ct ของยีนควบคุม* 
*ยีนควบคุม หมายถึง housekeeping gene ซ่ึงในการทดลองนี้จะใช� EF-2 เป*นยีน

ควบคุมทําการทดลองอย�างน�อย 3 ครั้ง แต�ละครั้งทํา 3 ซํ้าในแต�ละสภาวะการทดลอง 
 

ตารางท่ี 3.1 primer ท่ีใช�ในปฏิกิริยา PCR 

ชื่อ primer ลําดับเบส 

MDR1 (F) 5’-TCCATGCTCAGACAGGATGT-3’  



 

 

MDR1 (R) 5-’AACTTGAGCAGCATCATTGG-3’ 

c-Myc (F) 5'-GGCTCCTGGCAAAAGGTCA-3'  

c-Myc (R) 5'-CTGCGTAGTTGTGCTGATGT-3'  

cyclinD1 (F) 5-TGGAGCCCGTGAAAAAGAGC-3'  

ชื่อ primer ลําดับเบส 

cyclinD1 (R) 5'-TCTCCTTCATCTTAGAGGCCAC-3'  

Bcl-2 (F) 5'-TTGTGGCCTTCTTTGAGTTCGGTG-3'  

Bcl-2 (R) 5'-GGTGCCGGTTCAGGTACTCAGTCA-3'  

Bax (F) 5'-CCTGTGCACCAAGGTGCCGGAACT-3'  

Bax (R) 5'-CCACCCTGGTCTTGGATCCAGCCC-3'  

p21 (F) 5'-GACCAGCATGACAGATTTC-3'  

p21 (R) 5'-TGAGACTAAGGCAGAAGATG-3'  

p53 (F) 5'-TGAGGTGCGTGTTTGTGCCTGT-3'  

p53 (R) 5'-TCGGAACATCTCGAAGCGCTCA-3'  

p65 (F) 5′-CTGCAGTTTGATGATGAAGA-3′  

p65 (R) 5′-TAGGCGAGTTATAGCCTCAG-3′  

DDH-1 (F) 5’-GTAAAGCTTTAGAGGCCAC-3’ 

DDH-1 (R) 5’-ATAAGGTAGAGGTCAACATAA-3’ 

DDH-2 (F) 5’-AAGCCGGGTTCCACCATATT-3’ 

DDH-2 (R) 5’-TGACATTCCACCTGGTTGCA-3’ 

DDH-3 (F) 5’-AAGCTGGGTTCCGCCATATA-3’ 

DDH-3 (R) 5’-TGCCTGCGGTTGAAGTTTGA-3’ 



 

 

GAPDH (F) 5'-GAAGGTGAAGGTCGGAGTC-3'  

GAPDH (R) 5'-GAAGATGGTGATGGGATTTC-3'  

 
3.2.2 ตรวจสอบการแสดงออกของยีนเป{าหมายในระดับโปรตีนด�วย Western blot analysis 

(Wanichwatanadecha P et al., 2012) 
ปริมาณโปรตีนของยีนเป{าหมายจะถูกตรวจสอบด�วยวิธี Western blot analysis โดยเลี้ยง

เซลล"ในสภาวะเช�นเดียวกันกับท่ีใช�ตรวจสอบปริมาณ mRNA จากนั้นล�างเซลล"ด�วยบัพเฟอร" 1X PBS 
ท่ีเย็น 2 ครั้ง ดูดเก็บเซลล"ท่ีลอยอยู�ใน PBS แล�วใช� cell scraper ขูดเก็บเซลล"ลงในหลอดพลาสติก
ขนาด 1.5 ml นําไปป2�นเหวี่ยงท่ี 13,000 g ท่ีอุณหภูมิ 4 ºC เป*นเวลา 5 นาที ก�อนนํามาสกัดโปรตีน
ด�วย PierceTM RIPA buffer (Thermo Scientific, USA) ซ่ึงผสมสารละลาย 1X protease 
inhibitors (Amresco) ปริมาตร 50-100 µL ทําตามวิธีท่ีผู�ผลิตแนะนํา ร�วมกับการดูด cell 
suspension ผ�านเข็มฉีดยาขนาดเข็ม 27G x1/2” (Nipro) นําไปป2�นเหวี่ยงท่ี 13,000 g ท่ีอุณหภูมิ 4 
ºC เป*นเวลา 15 นาที แล�วดูดส�วนใสด�านบนเก็บใส�หลอดพลาสติกหลอดใหม� นําไปวิเคราะห"หา
ปริมาณโปรตีนท้ังหมดโดยวิธี Bradford assay และเก็บไว�ท่ีอุณหภูมิ -80 ºC ก�อนนําไปวิเคราะห"ด�วย
วิธี Western blot ต�อไป 

ทําการแยกโปรตีนรวมท่ีสกัดได�ด�วยเทคนิค SDS-PAGE โดยใช� 7.5-15% separating gel 
และ 4% stacking gel ก�อนจะย�ายโปรตีนบนแผ�นเจลไปบนเมมเบรน Polyvinylidenedifloride 
(PVDF) จากนั้นนําแผ�นเมมเบรนท่ีผ�านการส�งผ�านโปรตีนแล�วมาบ�มในสารละลายบัฟเฟอร" TBS-T [10 
mM Tris-HCl, pH 7.5, 150 mM NaCl และ 0.1% (v/v) Tween 20] ท่ีมี 5% (w/v) non-fat 
dried milk ท่ีอุณหภูมิห�องเป*นเวลา 1 ชั่วโมง แล�วจึงนําเมมเบรนแช�ในสารละลายแอนติบอด้ีท่ี
จําเพาะต�อโปรตีนเป{าหมายและ -actin (primary antibody) ท่ีอุณหภูมิห�องเป*นเวลา 1 ชั่วโมง 
ล�างแผ�นเมมเบรนด�วยสารละลายบัฟเฟอร" TBS-T ก�อนนําแผ�นเมมเบรนมาแช�ในสารละลาย 
secondary antibody ท่ีติดฉลากด�วยเอนไซม" HRP เป*นเวลา 1 ชั่วโมงท่ีอุณหภูมิห�อง ล�างแผ�นเมม
เบรนด�วยสารละลายบัฟเฟอร" TBS-T แล�วนําไปบ�มในสารละลายซับสเตรทสําหรับ enhanced 
chemiluminescence (ELC) เป*นเวลา 5 นาที ก�อนนําไปประกบฟ�ล"มเอกซ"เรย"ในห�องมืด วิเคราะห"
ผลแถบสัญญาณโปรตีนท่ีได�โดยโปรแกรม BIO-1D เวอร"ชัน 12.10a แสดงผลเป*นจํานวนเท�าของการ
เหนี่ยวนํา (Fold of induction) ของโปรตีนเป{าหมายในเซลล"ท่ีสัมผัสสารสกัดเปรียบเทียบกับเซลล"
ควบคุมท่ีไม�สัมผัสสารสกัด ทําการทดลองอย�างน�อย 3 ครั้ง  
 

3.3 การวิเคราะห"ค�าทางสถิติ 
ผลการทดลองท่ีแสดงเป*นค�าเฉลี่ย ± ค�าเบ่ียงเบนมาตรฐาน ของผลการทดลองอย�างน�อย 3 ครั้ง

ท่ีเป*นอิสระต�อกัน แต�ละครั้งทํา 3 ซํ้า วิเคราะห"ข�อมูลการทดลองท่ีได� โดยเปรียบเทียบแบบ ANOVA 
และ Tukey’s Honestly Significant Difference โดยกําหนดค�าความมีนัยสําคัญทางสถิติท่ี p<0.05 
 

 



 

 

 
 
 
 
 

บทที่ 4 
ผลการวิจัยและอภิปรายผล 

 
4.1 การทดสอบผลของสารสกัดจากเหง าเร!วหอมต!อการแสดงออกของยีนท่ีเก่ียวข องกับการดื้อยาของ

เซลล�มะเร็ง 
4.1.1 ตรวจสอบการแสดงออกของยีนเปfาหมายในระดับ mRNA ด วยวิธี Real-time PCR 

เซลล"มะเร็งเต�านมด้ือยา MDA-MB-231/DoxR และเซลล"มะเร็งปากมดลูกด้ือยา C33A/CisR 
ได�ถูกนําไปตรวจสอบการแสดงออกของยีนท่ีเปลี่ยนแปลงไปเปรียบเทียบกับเซลล"มะเร็งต้ังต�น (MDA-
MB-231 และ C33A ตามลําดับ) เพ่ือให�ทราบถึงกลไกการด้ือยาในเบ้ืองต�นของเซลล"มะเร็งท่ีเรา
พัฒนาข้ึน โดยในการทดสอบนี้จะทดสอบด�วยวิธี Real-time PCR และวิเคราะห"ข�อมูลแบบ Relative 
quantification ด�วยสูตร 2-∆∆Ct ซ่ึง normalized การแสดงออกของยีนเป{าหมายด�วยการแสดงออก
ของ GAPDH พบว�า เซลล"มะเร็งเต�านมด้ือยาท่ีเราพัฒนาให�ดื้อต�อยา Doxorubicin นี้ มีการ
แสดงออกของยีน MDR1 เพ่ิมข้ึนเม่ือเทียบกับเซลล"มะเร็งต้ังต�น 2.54 เท�า (ตารางท่ี 4.1) ซ่ึงยีน 
MDR1 หรือ ABCB1 เป*นยีนท่ีมีรายงานมาแล�วว�าเก่ียวข�องกับการด้ือยาในเซลล"มะเร็งหลายชนิด 
เนื่องจากเป*นยีนท่ีสร�าง p-glycoprotein และเก่ียวข�องกับการขับยาออกนอกเซลล"ท่ีจะนําไปสู�การ
ด้ือยาของเซลล"มะเร็งได�ในท่ีสุด (Yun et al., 2015) นอกจากนี้ ยังพบการลดลงของ p21 mRNA ใน
เซลล"มะเร็งด้ือยา MDA-MB-231/DoxR ซ่ึง p21 นี้เก่ียวข�องกับการหยุดวัฏจักรของเซลล" (Abbas & 
Dutta, 2009) แสดงให�เห็นถึงการเติบโตของเซลล"มะเร็งด้ือยา MDA-MB-231/DoxR ท่ีมากกว�า
เซลล"มะเร็งต้ังต�นนั่นเอง สอดคล�องกับผลการสังเกตท่ีพบจากการเลี้ยงเซลล" ซ่ึงพบว�า เซลล"มะเร็งด้ือ
ยามีการเจริญท่ีดีกว�าเซลล"มะเร็งต้ังต�นเม่ือเลี้ยงอยู�ในสภาวะเดียวกัน เช�นเดียวกันกับงานวิจัยอ่ืนท่ี
พบว�า เซลล"มะเร็งเต�านม MCF ท่ีดื้อยา paclitaxel หรือ มะเร็งช�องปากชนิด HSC2 และชนิด HSC4 
ท่ีดื้อต�อยา 5-fluorouracil เจริญได�เร็วกว�าเซลล"มะเร็งต้ังต�น (Harada et al., 2014; Park et al., 

2019) อย�างไรก็ตาม สําหรับยีน p65 ซ่ึงเป*นองค"ประกอบหนึ่งของ NF-B ไม�พบการแสดงออกท่ี
เปลี่ยนแปลงอย�างมีนัยสําคัญในเซลล"มะเร็งด้ือยา MDA-MB-231/DoxR เม่ือเทียบกับเซลล"ตั้งต�น และ
เป*นท่ีน�าเสียดายท่ีไม�ได�มีการศึกษาการแสดงออกของยีนอ่ืนเพ่ิมเติมในเซลล" MDA-MB-231/DoxR 

เนื่องจากเกิด contamination ของเซลล"ดังท่ีได�รายงานไปในรายงานความก�าวหน�าก�อนหน�านี้ ซ่ึงทํา
ให�ต�องพัฒนาเซลล"ดื้อยาชนิดนี้ข้ึนใหม� แต�หลังจากท่ีทําการพัฒนาเสร็จสิ้นและนํามาทดสอบระดับ



 

 

ของ MDR พบว�าไม�มีการเพ่ิมข้ึนของระดับ MDR mRNA เม่ือเทียบกับเซลล"มะเร็งต้ังต�น (1.06 เท�า) 
จึงไม�ได�นําเซลล"มะเร็งเต�านมด้ือยาชนิดนี้มาใช�ในการทดสอบต�อไป เนื่องจากต�องทําการพัฒนาใหม�
หรือบ�มด�วยยาเพ่ิมเพ่ือให�เกิดการด้ือยามากข้ึนก�อน 

สําหรับเซลล"มะเร็งปากมดลูกด้ือยาท่ีเราพัฒนาให�ดื้อต�อยา cisplatin (C33A/CisR) พบว�า มี
การเปลี่ยนแปลงการแสดงออกของยีนท่ีมีนัยสําคัญเม่ือเทียบกับเซลล"มะเร็งต้ังต�น ดังตารางท่ี 4.1 คือ 
มีการเพ่ิมของยีน MDR1 เช�นเดียวกันกับเซลล"มะเร็งเต�านมด้ือยา 2.98 เท�า อีกท้ังยังพบการ
แสดงออกท่ีเพ่ิมสูงข้ึนอย�างมากในยีนกลุ�ม DDH (ประมาณ 13-21 เท�า) ซ่ึงเป*นเอนไซม"ท่ีเก่ียวข�องกับ 
antioxidant system และเคยมีรายงานว�าในเซลล"มะเร็งท่ีดื้อยามักจะมียีนกลุ�มนี้เพ่ิมข้ึนเสมอ 
(Chen etal., 2008) นอกจากนี้ยังพบการเพ่ิมข้ึนของ p21 ด�วย ซ่ึงอาจเป*นไปได�ว�าในบริบทของ
เซลล"นี้ p21 อาจทําหน�าท่ีเป*น anti-apoptosis protein เพ่ือเพ่ิมการอยู�รอดให�กับเซลล"มะเร็งด้ือยา 
ดังท่ีเคยมีรายงานไว�ใน Liu และคณะ (2013) 

และเนื่องจากการวัดระดับผลิตภัณฑ" PCR ด�วยสีย�อมชนิด SYBR green จะทําให�เกิดความ
คลาดเคลื่อนของผลทดสอบได�หากผลิตภัณฑ"ท่ีได�จากปฏิกิริยา PCR มีความไม�จําเพาะเจาะจง เช�น 
เกิดผลิตภัณฑ"จาก primer dimer ร�วมด�วย หรือเกิดผลิตภัณฑ"จากการท่ี primer ไปจับตรงบริเวณ 
DNA อ่ืนนอกเหนือจาก cDNA ของยีนเป{าหมายท่ีเราต�องการ ดังนั้น ในการทดสอบนี้จึงได�มีการ
ตรวจสอบชนิดของผลิตภัณฑ"ท่ีเกิดข้ึนจาก primer ทุกคู�ด�วยการทํา melting curve analysis ผล
การทดสอบพบว�า ได�กราฟท่ีมีจุดยอดสูงสุด (peak) เพียง 1 จุด และแต�ละเส�นได�จุด peak ตรงกัน 
ซ่ึงแสดงให�เห็นถึงการมีผลิตภัณฑ"เพียงชนิดเดียวท่ีเกิดข้ึนในปฏิกิริยา ไม�มี non-specific product 
เกิดข้ึน จึงสรุปได�ว�า ค�าสัญญาณท่ีได�จากการทดสอบนี้มาจากผลิตภัณฑ"ของยีนท่ีเราต�องการเท�านั้น 
(ภาพท่ี 4.1) 

 
ตารางท่ี 4.1 การแสดงออกของยีนเป{าหมายในระดับ mRNA ท่ีวัดด�วยเทคนิค Real-time PCR ใน
เซลล"มะเร็งต้ังต�นและเซลล"มะเร็งด้ือยา 

Gene 
Annealing 

Temperature 

จํานวนเท!าของการแสดงออกของยีนเม่ือเทียบกับเซลล�ตั้งต น 

MDA-MB-231/DoxR C33A/CisR 

MDR1 60 ºC 2.54 2.98 ± 1.12 

P65 58 ºC 1.39 1.21 ±0.57 

P21 55 ºC 0.20 1.57±0.09 

TP53 55 ºC - 1.06±0.46 

c-myc 58 ºC - 1.19±0.57 



 

 

CCND1 60 ºC - 1.21±0.59 

DDH-1 62 ºC - 13.24±5.11 

DDH-2 60 ºC - 10.55±12.04 

DDH-3 60 ºC - 21.83±12.08 
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  ภาพท่ี 4.1  Melting curve ของผลิตภัณฑ"ท่ีได�จากการทํา real-time PCR ด�วย primer ของยีน MDR1 
p65 p21 และ TP53 จาก cDNA ของเซลล" C33A และ C33A/CisR  
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 ภาพท่ี 4.1 (ต!อ) Melting curve ของผลิตภัณฑ"ท่ีได�จากการทํา real-time PCR ด�วย primer ของยีน 

DDH-1 DDH-2 DDH-3 และ GAPDH จาก cDNA ของเซลล" C33A และ C33A/CisR  
   
ตารางท่ี 4.2 การแสดงออกของยีนเป{าหมายในระดับ mRNA ท่ีวัดด�วยเทคนิค Real-time PCR ใน
เซลล"มะเร็งด้ือยาท่ีได�รับสาร 4-MCA เทียบกับเซลล"มะเร็งด้ือยาท่ีไม�ได�รับสาร  

Gene 
จํานวนเท!าของการแสดงออกของยีน 

4-MCA treated C33A/CisR : untreated cells 

MDR1 0.52 ± 0.33 

P65 1.07 ± 0.03 

P21 1.23 ± 0.14 

TP53 1.06 ± 0.15 

c-myc 1.02 ± 0.10 

CCND1 0.80 ± 0.10 

DDH-1 0.75 ± 0.01 

DDH-2 0.65 ± 0.00 

DDH-3 0.94 ± 0.34 

 
 หลังจากทําการทรีทเซลล"มะเร็งปากมดลูกด้ือยา C33A/CisR ด�วยสารทดสอบ 4-MCA พบว�า 

ยีนเป{าหมายท่ีทดสอบส�วนใหญ�ไม�มีการเปลี่ยนแปลงระดับการแสดงออกเม่ือเทียบกับเซลล"มะเร็งเต�า-
นมด้ือยาท่ีไม�ได�รับสาร ในขณะท่ีจะมียีน 2 ชนิด คือ MDR1 และ DDH-2 ท่ีพบว�ามีการลดระดับการ

GAPDH 



 

 

แสดงออกอย�างมีนัยสําคัญ จากข�อมูลนี้ ชี้ให�เห็นว�า สาร 4-MCA น�าจะมีความสามารถในการลดการ
ด้ือยาในเซลล"มะเร็งได� อย�างไรก็ตาม ยังต�องยืนยันผลด�วยการทดสอบอ่ืนเพ่ิมเติม  

 
4.1.2 ตรวจสอบการแสดงออกของยีนเปfาหมายในระดับโปรตีนด วย Western blot analysis 

เซลล"มะเร็งปากมดลูก C33A ท่ีได�รับสาร 4-MCA 100 µM และเซลล"มะเร็งปากมดลูกด้ือยา 
cisplatin (C33A/CisR) ท่ีได�รับสาร 4-MCA ท่ีความเข�มข�น 150 กับ 300 µM หรือได�รับยา cisplatin 
25 µM เป*นเวลา 48-72 ชั่วโมง จะถูกนํามาสกัดโปรตีนด�วย RIPA buffer ผสม 1X protease 
inhibitor cocktail จากนั้น โปรตีนรวมจํานวน 100 µg จะถูกนําไปวิเคราะห"ระดับของโปรตีน
เป{าหมายด�วย Western blot analysis  

เนื่องจากในกระบวนการเหนี่ยวนําให�เซลล"เกิด apoptosis นั้น จะมีการกระตุ�นการทํางาน
ของโปรตีนในกลุ�ม caspase หลายชนิดเกิดข้ึน และจะเกิดการย�อยโปรตีนท่ีเป*น substrate ของ
โปรตีน caspase เหล�านี้ หนึ่งในนั้นคือ โปรตีน poly(ADP-ribose) polymerase-1 (PARP-1) ซ่ึง
การถูกตัดของ PARP-1 (PARP-1 cleavage) ด�วย caspase นี้ จะจัดเป*นตัวบ�งชี้ถึงการตายแบบ 
apoptosis ของเซลล"ได� (Chaitanya et al., 2010) 

จากผลการทดลองในภาพท่ี 4.2 จะเห็นได�ว�า เม่ือให�สาร 4-MCA กับเซลล"ทดสอบ จะพบ
การตัดของโปรตีน PARP-1 โดยในภาพจะแสดงแถบโปรตีนขนาด 116 kD ซ่ึงเป*นขนาดของโปรตีน 
PARP-1 full-length ในขณะท่ีแถบโปรตีนขนาด 89 kD คือ ขนาดของชิ้น PARP-1 ท่ีถูกตัด 
(catalytic fragment) ผลนี้สอดคล�องกับแถบโปรตีนท่ีพบในเซลล"ท่ีได�รับยา Cisplatin ซ่ึงถูกใช�เป*น 
positive control (ภาพท่ี 4.2, เลนท่ี 2) แสดงให�เห็นถึงกลไกท่ีสาร 4-MCA ใช�ในการยับยั้ง
เซลล"มะเร็งโดยเหนี่ยวนําให�เกิดการตายของเซลล"แบบ apoptosis  

อย�างไรก็ตาม ผู�วิจัยได�พยายามศึกษาระดับของโปรตีน caspase 3 และการกระตุ�นการ
ทํางานของ caspase 3 จากการตัด pro-caspase3 ด�วยเทคนิค western blot analysis ซ่ึงผลท่ีได�
คือ ยังไม�สามารถตรวจพบการตัดของ pro-caspase3 พบเพียงแถบโปรตีนของ pro-caspase 3 
เท�านั้น ท้ังนี้ อาจเนื่องมาจากสภาวะในการย�ายโปรตีนลงแผ�นเมมเบรนยังไม�เหมาะสม (เนื่องจาก 
cleaved caspase3 มีขนาดเพียง 17-19 kD เท�านั้น) หรืออาจเป*นเพราะการตัดของ PARP-1 ท่ีพบ
นั้นไม�ได�เป*นผลมาจากการทํางานของ caspase 3 อาจเป*น caspase ชนิดอ่ืน ซ่ึงต�องทําการทดสอบ
เพ่ิมเติมต�อไป 

 

 
 

ภาพท่ี 4.2 แถบโปรตีนท่ีได�จากการบ�มเมมเบรนด�วย anti-PARP antibody และตรวจสอบด�วย ECL 
reagent ตรวจวัดสัญญาณและถ�ายภาพผ�านเครื่อง Gel Documentation (M= protein marker, 



 

 

1= C33A, 2= cisplatin treated C33A, 3= C33A/CisR, 4= 150 µM 4-MCA treated  
C33A/CisR, 5= 300 µM 4-MCA treated  C33A/CisR) 

 
 
และเนื่องจากโปรตีน p53 เป*นโปรตีนท่ีเก่ียวข�องกับกระบวนการ apoptosis ของเซลล" แต�

ในเซลล"มะเร็ง C33A นี้ จะมีโปรตีน p53 ท่ีกลายพันธุ"ไป แบบ missense โดยเปลี่ยนกรดอะมิโนท่ี
ตําแหน�ง 273 จากเดิมเป*น Arginine ไปเป*น Cysteine (R273C) ซ่ึงเคยมีรายงานว�าการกลายพันธุ"
ของโปรตีน p53 ในเซลล"มะเร็งนี้ จะทําให�โปรตีน p53 เปลี่ยนบทบาทไป กล�าวคือ โปรตีน p53 จาก
เดิมจะส�งเสริมให�เซลล"เกิดการตายแบบ apoptosis ในขณะท่ีโปรตีน p53 กลายพันธุ" จะเป*นโปรตีนท่ี
ส�งเสริมการเกิดมะเร็งและการพัฒนาระยะของมะเร็ง (Lim et al., 2009; Bargonetti & Prives, 
2019) ซ่ึงเม่ือตรวจสอบระดับโปรตีน p53 กลายพันธุ"ในเซลล"มะเร็งปากมดลูก C33A และเซลล"มะเร็ง
ด้ือยา C33A/CisR หลังได�รับสาร 4-MCA แล�ว พบว�า เซลล"มีระดับโปรตีน p53 กลายพันธุ"ท่ีลดลง 
เช�นเดียวกันกับผลท่ีได�จากยา cisplatin (ภาพท่ี 4.3) ซ่ึงแสดงให�เห็นถึงกลไกท่ีสาร 4-MCA ใช�ในการ
ยับยั้งการเจริญของเซลล"มะเร็งปากมดลูกและเซลล"มะเร็งปากมดลูกด้ือยา เกิดข้ึนผ�านทางการท่ีสาร
ไปลดระดับของโปรตีน p53 กลายพันธุ"นั่นเอง 

 

 

 
 

ภาพท่ี 4.3 (บน) แถบโปรตีนท่ีได�จากการบ�มเมมเบรนด�วย anti-p53 antibody และตรวจสอบด�วย ECL 
reagent ตรวจวัดสัญญาณและถ�ายภาพผ�านเครื่อง Gel Documentation (ล�าง) แถบโปรตีนท่ีได�จากการ



 

 

ย�อมเมมเบรนหลังทดสอบโปรตีน p53 ด�วย Ponceau S เพ่ือแสดงปริมาณโปรตีนรวมในแต�ละเลน (M= 
protein marker, 1= C33A, 2= cisplatin treated C33A, 3= 4-MCA treated C33A,  4=C33A/CisR, 
5= 150 µM 4-MCA treated  C33A/CisR, 6= 300 µM 4-MCA treated  C33A/CisR) 

 
 

และจากความสัมพันธ"แบบผกผันของโปรตีน DDH กับระดับ Reactive oxygen species 
(ROS) ภายในเซลล" ท่ี Chen และคณะ (2008) เคยรายงานไว�ว�า การแสดงออกของยีน DDH1 DDH2 
และ DDH3 จะมีเพ่ิมสูงข้ึนในเซลล"มะเร็งรังไข�ท่ีด้ือยา cisplatin (2008/C13*) และส�งผลให�ระดับ 
ROS ภายในเซลล"มะเร็งนั้นลดลง ทําให�ผู�วิจัยได�สนใจทําการศึกษาเพ่ิมเติมถึงระดับ ROS ใน
เซลล"มะเร็งปากมดลูกด้ือยา C33A/CisR ท่ีได�รับสาร 4-MCA ซ่ึงมีการลดลงของระดับการแสดงออกใน
ยีนกลุ�ม DDH ดังท่ีรายงานไว�ข�างต�นในตาราง 4.2  

ผลจากการทดสอบด�วย DCHDA staining พบว�า เซลล"มะเร็งปากมดลูกด้ือยา C33A/CisR ท่ี
ได�รับสาร 4-MCA มีระดับ ROS ในเซลล"ท่ีสูงข้ึน เม่ือเทียบกับเซลล"ท่ีไม�ได�รับสารทดสอบ (ภาพท่ี 4.4) 
ซ่ึงชี้ให�เห็นถึงกลไกการทํางานของสาร 4-MCA นี้ ในการเหนี่ยวนําให�เกิดการตายผ�านทางการเพ่ิม
ระดับ ROS ในเซลล" 

 
 

 
 

ภาพท่ี 4.4 กราฟแสดงปริมาณความเข�มแสงฟลูออเรสเซ�นต"ท่ีได�จาก 2’, 7’ –dichlorofluorescein (DCF) 
จากการตรวจวัดด�วย fluorescence spectroscopy ท่ี excitation 485 นาโนเมตร และ emission ท่ี 535 
นาโนเมตร โดยกําหนดให�เซลล"มะเร็งปากมดลูกต้ังต�น C33A มีค�าเท�ากับ 100% 

 
 

 ท้ังนี้ ผู�วิจัยได�มีการทดสอบระดับของโปรตีน MDR1 ในเซลล"มะเร็งท่ีดื้อยาเปรียบเทียบกับ
เซลล"มะเร็งต้ังต�น รวมท้ังเทียบกับเซลล"ท่ีได�รับสารทดสอบ 4-MCA แต�ยังไม�สามารถตรวจพบโปรตีน 
MDR1 ได� อาจเนื่องจากโปรตีนนี้มีขนาดใหญ� ประมาณ 170 kD ซ่ึงไม�สามารถใช�สภาวะเช�นเดียวกัน



 

 

กับการตรวจหาโปรตีนชนิดท่ัวไปได อย�างไรก็ตาม ผู�วิจัยได�พยายามเปลี่ยนสภาวะหลากหลายรูปแบบ 
ท้ังการแยกโปรตีนและการย�ายโปรตีนลงแผ�นเมมเบรนด�วยบัฟเฟอร"ในสูตรต�างๆ รวมท้ังการใช� 
primary antibody จาก 2 บริษัทท่ีมีชื่อเสียง แต�ก็ยังไม�สามารถตรวจพบแถบโปรตีนของ MDR1 ได� 
ดังนั้น ในงานวิจัยชิ้นนี้ ผู�วิจัยจึงสามารถรายงานได�เพียงระดับการแสดงออกของยีน MDR1 ท่ีระดับ
ของ mRNA ด�วยเทคนิค Real-time PCR เท�านั้น 

 
 

 
 
 
 

บทที่ 5 

สรุปผลการทดลอง 

 
จากงานวิจัยท้ังหมดสามารถสรุปผลได� ดังนี้ 

1. เซลล"มะเร็งเต�านมด้ือยา Doxorubicin (MDA-MB-231/DoxR) และเซลล"มะเร็งปากมดลูกด้ือยา 
cisplatin (C33A/CisR)  มีการแสดงออกของยีน MDR1 เพ่ิมข้ึน เม่ือเทียบกับเซลล"มะเร็งต้ังต�น 2.54 
เท�า และ 2.98 เท�า ตามลําดับ 

2. เซลล"มะเร็งปากมดลูกด้ือยา C33A/CisR มีระดับ mRNA ของยีน DDH-1 DDH-2 และ DDH-3 
เพ่ิมข้ึน เม่ือเทียบกับเซลล"มะเร็งต้ังต�น 13.24 10.55 และ 21.83 เท�า ตามลําดับ 

3. เซลล"มะเร็งปากมดลูกด้ือยา C33A/CisR ท่ีได�รับสาร 4-MCA มีระดับ mRNA ของยีน MDR1 และยีน
ในกลุ�ม DDH ลดลง เม่ือเทียบกับเซลล"ท่ีไม�ได�รับสาร  

4. เซลล"มะเร็งปากมดลูกด้ือยา C33A/CisR ท่ีได�รับสาร 4-MCA ตรวจพบการถูกตัดของโปรตีน PARP-1 
ซ่ึงแสดงให�เห็นถึงการเหนี่ยวนําวิถีการตายแบบ apoptosis 

5. เม่ือตรวจสอบระดับโปรตีน p53 กลายพันธุ"ในเซลล"มะเร็งปากมดลูก C33A และเซลล"มะเร็งด้ือยา 
C33A/CisR หลังได�รับสาร 4-MCA แล�ว พบว�า เซลล"มีระดับโปรตีน p53 กลายพันธุ"ท่ีลดลง 
เช�นเดียวกันกับผลท่ีได�จากยา cisplatin 

6. เซลล"มะเร็งปากมดลูกด้ือยา C33A/CisR ท่ีได�รับสาร 4-MCA มีระดับ ROS ในเซลล"ท่ีสูงข้ึน เม่ือเทียบ
กับเซลล"ท่ีไม�ได�รับสารทดสอบ ซ่ึงสื่อถึงกลไกท่ีสารนี้ใช�ในการยับยั้งการเจริญของเซลล"มะเร็งด้ือยา 
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Manuscript เรื่อง trans-4-methoxycinnamaldehyde induces apoptosis in drug resistance 
cervical cancer cell through increased intracellular ROS production อยู�ในระหว�างเตรียมเพ่ือลง
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