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 มะเร็งล าไส้ใหญ่และทวารหนักเป็นชนิดของมะเร็งท่ีพบได้ท่ัวไปในโลก เริ่มต้นจากเซลล์ท่ีบุอยู่ท่ี
ล าไส้ใหญ่ส่วนปลาย โดยยา 5-ฟลูออโรยูราซิลเป็นยาเคมีบ าบัดตัวแรกท่ีน ามาใช้ส าหรับการรักษาผู้ป่วย
มะเร็งล าไส้ใหญ่และทวารหนัก อย่างไรก็ตามอัตราการตอบสนองของยานี้ในผู้ป่วยมะเร็งล าไส้ใหญ่และ
ทวารหนักระยะสุดท้ายประมาณ 10-15 เปอร์เซ็นต์และน าไปสู่การรักษาด้วยยานี้ท่ีไม่ประสบความส าเร็จ
เนื่องมาจากการดื้อต่อยาเคมีบ าบัด ดังนั้นการพัฒนายาต้านมะเร็งชนิดใหม่ส าหรับเพิ่มอัตราการ
ตอบสนองหรือลดการดื้อต่อยา 5-ฟลูออโรยูราซิล จึงเป็นสิ่งท่ีจ าเป็นอย่างมากส าหรับการรักษามะเร็ง
ล าไส้ใหญ่และทวารหนัก สาร oxymatrine เป็นสารส าคัญที่พบได้ในพืช Sophora flavescens ก่อนหน้า
นี้มีการศึกษาฤทธิ์ทางเภสัชวิทยาของสารชนิดนี้ วัตถุประสงค์ของการศึกษาครั้งนี้เพื่อตรวจสอบฤทธิ์ต้าน
มะเร็งของสาร oxymatrine และผลเสริมฤทธิ์ของสาร oxymatrine และยา 5-ฟลูออโรยูราซิล ต่อการ
รอดชีวิต, การเจริญเป็นโคโลนี, การเคลื่อนท่ี, การลุกลามและตรวจสอบการแสดงออกของโปรตีน MMP-
9 ในเซลล์มะเร็งล าไส้ใหญ่และทวารหนักชนิด SW-620 ผลการทดลองแสดงให้เห็นว่าสาร oxymatrine 
สามารถยับยั้งการรอดชีวิตของเซลล์มะเร็งชนิด SW-620 ได้อย่างมีนัยส าคัญ หลังการทดสอบเป็น
ระยะเวลา 24, 48 และ 72 ชั่วโมง สาร oxymatrine และยา 5-ฟลูออโรยูราซิลเสริมฤทธิ์กันในการยับยั้ง
การรอดชีวิตของเซลล์มะเร็งชนิด SW-620 มากกว่าการทดสอบด้วยยา 5-FU เพียงอย่างเดียว นอกจากนี้
สาร oxymatrine ยังสามารถลดการเจริญเป็นโคโลนี, การเคลื่อนท่ีและการลุกลามผ่านทางการลดระดับ
การแสดงออกของเอนไซม์  MMP-9 ในเซลล์มะเร็งชนิด SW-620 จากการศึกษานี้แสดงให้เห็นถึง
ประสิทธิภาพของสารต้านมะเร็งท่ีได้มาจากธรรมชาติ เพื่อท่ีจะลดการดื้อต่อยา 5-ฟลูออโรยูราซิลในมะเร็ง
ล าไส้ใหญ่และทวารหนัก ซึ่งอาจจะมีประโยชน์ส าหรับผู้ป่วยมะเร็งล าไส้ใหญ่และทวารหนักที่รักษาด้วยยา 
5-ฟลูออโรยูราซิล 

ค าส าคัญ : 5-ฟลูออโรยูราซิล, มะเร็งล าไส้ใหญ่และทวารหนัก, การเคล่ือนท่ี, การลุกลาม 
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Abstract 

Project Title : Potentiating effect of oxymatrine and cyclopamine in combination 
with 5-fluorouracil on 5-fluorouracil-resistant human colorectal cancer cell lines 

Investigator : Suwisit manmuan, Faculty of Pharmaceutical Sciences, Burapha 
University 

E-mail Address : suwisit@buu.ac.th 

Project period : 1 year 

Colorectal cancer (CRC) is the most common cancer in the world beginning of the 
cell lining of the colon and rectum 5-fluorouracil (5-FU) which is a first-line therapy for 
colorectal cancer patients. However, the response rate of 5-FU in advanced colorectal 
cancer patients is 10-15% and becomes the 5-FU therapy failure due to drug resistance. 
Therefore, the development of the new anticancer compound for improving the response 
rate or reverse resistance to 5-FU is urgently needed. Oxymatrine is a major component 
of Sophora flavescens. Recently, many pharmacological effects have been exhibited. The 
objectives of the present study were to investigate the anticancer activity of oxymatrine 
as well as to potentiate the effect of oxymatrine with 5-FU on cell viability, colony-forming, 
cell migration, cell invasion, and determined MMP-9 protein expression in SW-620 
colorectal cancer cells. The results demonstrated that oxymatrine significantly inhibited 
cell viability of SW-620 cells after 24, 48, and 72 hours treatment. Oxymatrine and 5-FU 
interaction were synergistically greater in inhibiting the cell survival of SW-620 cells than 
5-FU alone. Oxymatrine also decreased colony formation, cell migration, and cell invasion 
through reducing the level of MMP-9 protein in SW-620 cells. These first findings elucidated 
efficacious anticancer agent which derived from natural sources to overcome a 5-FU 
resistance in colorectal cancer and may be beneficial for the patients with colorectal 
cancer treated with 5-FU.  

Keywords : 5-fluorouracil, colorectal cancer, migration, invasion 
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บทท่ี 1 

บทน า (Introduction) 

ความส าคัญและทีม่าของปัญหา 

 มะเร็งล าไส้ใหญ่และทวารหนักเป็นปัญหาสุขภาพท่ีส าคัญ โดยในแต่ละปีผู้ป่วยประมาณ 800,000 
คนจะถูกวินิจฉัยว่าเป็นโรคมะเร็งล าไส้ใหญ่และทวารหนัก ในประเทศสหรัฐอเมริกาจะพบมะเร็งชนิดนี้ได้
บ่อยเป็นล าดับท่ี 3 ท้ังในผู้ชายและผู้หญิง (1) โดยมะเร็งชนิดนี้จะพบได้มากในผู้ท่ีอายุมากกว่า 50 ปี และ
บุคคลท่ีรับประทานอาหารท่ีมีไขมันสูง (high-fat diet), แคลอรี่สูงและอาหารท่ีมีกากใยน้อย (low fiber 
diet) รวมถึงปัจจัยเสี่ยงของการเกิดโรคมะเร็งชนิดนี้ ประกอบด้วย สิ่งแวดล้อม, พฤติกรรมการบริโภค, 
การออกก าลังกายน้อย, พฤติกรรมการสูบบุหรี่, การดื่มเครื่องดื่มแอลกอฮอล์ ประวัติการเป็นมะเร็งท้ังใน
บุคคลและครอบครัว เช่น ประวัติการเป็นมะเร็งรังไข่, มดลูก, เต้านมและผู้ป่วยท่ีเคยมีประวัติการเป็นโรค
ล าไส้อักเสบ (inflammatory bowel disease) มาก่อน (2) โดยลักษณะอาการของโรคมะเร็งล าไส้ใหญ่
และทวารหนักท่ีพบในผู้ป่วย ประกอบด้วย การเปลี่ยนแปลงการท างานและการเคลื่อนไหวของล าไส้ เช่น 
ท้องอืด, ท้องเฟ้อ, ท้องเดิน, อาการท้องผูก (constipation), อาการท้องเสีย (diarrhea), อุจจาระมีเลือด
ปน, น้ าหนักตัวลดลงโดยไม่ทราบสาเหตุ, อาการอ่อนเพลียและอาการอาเจียน ส าหรับการรักษามะเร็ง
ล าไส้ใหญ่และทวารหนักในปัจจุบัน ประกอบด้วยการผ่าตัดส่วนของล าไส้ใหญ่และทวารหนักเพื่ อช่วย
บรรเทาอาการของโรค, การฉายแสง และการรักษาร่วมกันระหว่างการฉายแสงและยาเคมีบ าบัดในรายท่ีมี
การกระจายตัวของก้อนมะเร็งไปยังอวัยวะอื่นๆ (3) 

การดื้อต่อยาเคมีบ าบัดในเซลล์มะเร็งเป็นสาเหตุหลักของการรักษามะเร็งในปัจจุบัน โดยกลไกการ
ดื้อต่อยาต้านมะเร็งมีหลายกลไก อาทิเช่น การเพิ่มจ านวนและการกลายพันธุ์ของยีนท่ีเป็นเป้าหมายของ
ยา, การเปลี่ยนแปลงการขนส่งยาเข้าสู่เซลล์, การเปลี่ยนแปลงเป้าหมายการออกฤทธิ์ของยา, การเพิ่ม
กระบวนการซ่อมแซมดีเอ็นเอ (DNA repair) หรือการแสดงออกที่สูงขึ้นของยีนท่ีเป็นสาเหตุของการดื้อยา 
เนื่องจากยา 5-Fluorouracil เป็นยาท่ีนิยมใช้ในการรักษามะเร็งล าไส้ใหญ่และทวารหนัก โดยยาชนิดนี้
สามารถเหนี่ยวน าให้เกิดกระบวนการ apoptosis ในเซลล์มะเร็งล าไส้ ในขณะท่ีกลไกการออกฤทธิ์ใน
ระดับโมเลกุลของยานี้จะผ่านทางการยับยั้งเอนไซม์ thymidylate synthase ท าให้ยับยั้งการสร้าง 
deoxythymidine monophosphate (dTMP) ซึ่งมีความส าคัญในกระบวนการ DNA replication และ 
DNA repair ท าให้เกิดการยับยั้งการสร้าง DNA และ RNA (4) ซึ่งการแสดงออกท่ีเปลี่ยนไปของยีนท่ี
เกี่ยวข้องกับกระบวนการ apoptosis จะมีผลต่อการออกฤทธิ์ของยา 5-fluorouracil และสามารถพัฒนา
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ไปสู่การดื้อต่อยาชนิดนี้ได้ ซึ่งยา 5-fluorouracil เป็นยาท่ีใช้กันอย่างกว้างขวางในทางคลินิก แต่อย่างไรก็
ตามปัญหาการดื้อต่อยายังคงเกิดขึ้นในผู้ป่วย มีการศึกษาก่อนหน้าพบการใช้ยา 5-fluorouracil ร่วมกับ
ยาต้านมะเร็งชนิดอื่นๆสามารถเพิ่มอัตราการตอบสนองต่อยาได้เพิ่มขึ้น จาก 10-15 % เป็น 40-50% (5) 
ดังนั้นการพัฒนายาต้านมะเร็งชนิดใหม่เพื่อน ามาใช้ร่วมกับยา 5-fluorouracil เพื่อลดการดื้อต่อยา จึงมี
ความจ าเป็นอย่างมากในการเพิ่มประสิทธิภาพการรักษา 

Oxymatrine เป็นสารสกัดจากพืชสมุนไพรจีนท่ีมีชื่อว่า Sophora Flavescens Ait ซึ่งเคยมีการ
ใช้กันมากในการรักษาโรคหลายชนิด เนื่องจากสมุนไพรชนิดนี้มีฤทธิ์ทางเภสัชวิทยามากมาย เช่น การ
รักษาการติดเชื้อ hepatitis B virus (6), โรค hepatic fibrosis (7), ฤทธิ์ต้านการอักเสบและควบคุม
ระบบภูมิคุ้มกัน (8) เคยมีการรายงานถึงฤทธิ์ต้านมะเร็งของ oxymatrine ในมะเร็งหลายชนิด เช่น 
human gastric cancer cells (9), human breast cancer cells (10) นอกจากนี้ oxymatrine ยังมี
ความสามารถในการยับยั้งการเพิ่มจ านวนและเหนี่ยวน าให้เกิดการ apoptosis ใน human hepatoma 
cells ผ่านทางการยับยั้ง cell cycle ในระยะ G2/M และ S phase โดยยับยั้งการแสดงออกของ anti-
apoptotic BCL-2 gene และเพิ่มการแสดงออกของ p53 ซึ่งมีความส าคัญในการกระตุ้นกระบวนการ 
apoptosis (11) เช่นเดียวกับการศึกษาในเซลล์มะเร็งต่อมลูกหมาก ท้ังใน in vitro และ in vivo พบว่า 
oxymatrine สามารถยับยั้งการเพิ่มจ านวนและเหนี่ยวน าเซลล์มะเร็งให้เกิดกระบวนการ apoptosis ใน
เซลล์มะเร็งต่อมลูกหมาก ชนิด DU145 และ PC-3 ผ่านทางการควบคุมการแสดงออกของยีนท่ีเกี่ยวข้อง
กับกระบวนการ apoptosis โดย oxymatrine สามารถเพิ่มการแสดงออกของ p53 และ bax ซึ่งเป็นยีน
ท่ีเกี่ยวข้องกับการเหนี่ยวน าให้เกิดกระบวนการ apoptosis และ oxymatrine สามารถยับยั้งการ
แสดงออกของ anti-apoptotic BCL-2 gene (12) 

Cyclopamine เป็นสาร steroidal alkaloid ท่ีแยกมาจากพืชท่ีมีชื่อว่า California corn lily 
(Veratrum californicum) ท่ีมีฤทธิ์ teratogenic และ anti-tumor activity (13, 14) เนื่องจากสาร
ชนิดนี้มีความสามารถในการยับยั้งการตอบสนองของเซลล์ต่อ Vertebrate hedgehog signaling ซึ่ง 
Hedgehog signaling pathway มีความส าคัญในการควบคุมกระบวนการพัฒนาตัวอ่อนของสัตว์มีกระดูก
สันหลัง เช่น ความสามารถในการเป็น stem cell, การเจริญและการแบ่งตัวเพิ่มจ านวนของเซลล์ (15), 
ส่งเสริมการด าเนินของเซลล์มะเร็งและความสามารถในการลุกลาม (16) จากการศึกษาก่อนหน้าแสดงให้
เห็นว่าการยับยั้ง Hedgehog signaling pathway โดย cyclopamine สามารถฆ่า cancer stem cells 
ท้ังใน in vitro และ xenograft mice นอกจากนี้ cyclopamine ยังมีความสามารถในการยับยั้ง gastric 
cancer (17), hepatoma cancer (18) แ ล ะ  prostate cancer stem cells (19) ใน  in vitro แ ล ะ
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สามารถยับยั้งความสามารถในการเจริญเติบโตของ human breast cancer stem cells ในหนู mice 
(20) 

ซึ่งการศึกษาในครั้งนี้จะเป็นการทดสอบผลการเสริมฤทธิ์ของสารท้ัง 2 ชนิด เมื่อทดสอบร่วมกับยา
มาตรฐาน 5-fluorouracil ในการยับยั้งการรอดชีวิต, การเจริญเป็นโคโลนี, การเคลื่อนท่ี, การลุกลามของ
เซลล์มะเร็ง อีกท้ังยังท าการศึกษากลไกการออกฤทธิ์ในระดับโมเลกุลของผลการเสริมฤทธิ์ของ 
oxymatrine และ cyclopamine เมื่อให้ร่วมกับยา 5-fluorouracil ผ่านทางการตรวจสอบการแสดงออก
ของยีนท่ีท าหน้าท่ีเกี่ยวข้องกับการเคลื่อนท่ีและการลุกลามของเซลล์มะเร็ง โดยตรวจสอบการแสดงออก
ของเอนไซม์ matrix metalloproteinase 9 ซึ่งข้อมูลท่ีได้จากการวิจัยนี้จะเป็นข้อมูลท่ีท าให้ทราบถึงฤทธิ์
ทางเภสัชวิทยาของ oxymatrine และ cyclopamine มากขึ้น และเป็นข้อมูลพื้นฐานท่ีมีประโยชน์ในการ
น าไปใช้พัฒนายาต้านมะเร็งเพื่อใช้ในผู้ป่วยมะเร็งล าไส้ใหญ่และทวารหนักท่ีต่อไป 

วัตถุประสงค์และขอบเขตการวิจัย 

1. วัตถุประสงค์หลักของแผนงานวิจัย 

 - เพ่ือพัฒนาสมุนไพรและผลิตภัณฑ์จากธรรมชาติเพื่อใช้ส าหรับการรักษาโรค 

 - เพ่ือพัฒนายาต้านมะเร็งจากสมุนไพรและผลิตภัณฑ์จากธรรมชาติ ในการน ามาใช้ร่วมกับยาต้าน
มะเร็งในปัจจุบันเพื่อเพิ่มประสิทธิภาพในการรักษา 

2. วัตถุประสงค์เฉพาะของแผนงานวิจัย 

  - เพื่อศึกษาผลการเสริมฤทธิ์ของ oxymatrine และ cyclopamine เมื่อให้ร่วมกับยา 5-
fluorouracil ในการยับยั้งการรอดชีวิต, การเคลื่อนท่ี, การลุกลามของเซลล์มะเร็งล าไส้ใหญ่และทวาร
หนัก 

- เพื่อศึกษาผลการเสริมฤทธิ์ของ oxymatrine เมื่อให้ร่วมกับยา 5-fluorouracil ต่อระดับการ
แสดงออกของเอนไซม์ matrix metalloproteinase 9 ในเซลล์มะเร็งล าไส้ใหญ่และทวารหนักของมนุษย์ 

วิธีการด าเนินการวิจัยโดยสรุปทฤษฎ ี

 งานวิจัยนี้เป็นการศึกษาถึงฤทธิ์ต้านมะเร็งของสาร oxymatrine และ cyclopamine เมื่อให้
ร่วมกับยาเคมีบ าบัด 5-fluorouracil ในเซลล์มะเร็งล าไส้ใหญ่และทวารหนักของมนุษย์ โดยศึกษาผลของ
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สารท้ัง 2 ชนิดต่อ การรอดชีวิตของเซลล์, การเคลื่อนท่ี, การลุกลาม, การเจริญเป็นโคโลนี และผลต่อการ
เปลี่ยนแปลงการแสดงออกของเอนไซม์ matrix metalloproteinase 9 

ประโยชน์ที่คาดว่าจะได้รับ 

 1. ท าให้ทราบถึงกลไกการออกฤทธิ์เบื้องต้นจากผลการเสริมฤทธิ์ของ oxymatrine และ 
cyclopamine เมื่อให้ร่วมกับยา 5-fluorouracil ในเซลล์มะเร็งล าไส้ใหญ่ของมนุษย์ ผลการศึกษาท่ีได้จะ
เป็นข้อมูลพื้นฐานในการพัฒนายาท่ีใช้ร่วมกับยาเคมีบ าบัดท่ีใช้ในปัจจุบันเพื่อเพิ่มประสิทธิภาพในการ
รักษา ที่มีประสิทธิภาพและผลข้างเคียงน้อย 

2. เป็นการศึกษาและการพัฒนางานวิจัยเกี่ยวกับฤทธิ์ทางเภสัชวิทยาของ oxymatrine และ 
cyclopamine ในการน าไปศึกษาในผู้ป่วยมะเร็งล าไส้ใหญ่ 

3. เพื่อเป็นการลดการน าเข้ายาแผนปัจจุบันจากต่างประเทศ สามารถน างานวิจัยไปศึกษาต่อยอด
ในสัตว์ทดลองและการวิจัยทางคลินิก 

4. เป็นการน าสมุนไพรมาใช้ร่วมกับยาเคมีบ าบัด เพื่อใช้ในการป้องกันและรักษาผู้ป่วยมะเร็งท่ีดื้อ
ยา ซึ่งมีราคาท่ีถูกกว่า, มีประสิทธิภาพมากกว่าและผลข้างเคียงน้อย 
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บทท่ี 2 

เอกสารและงานวิจัยที่เกี่ยวข้อง 

มะเร็งล าไส้ใหญ่และทวารหนัก 

มะเร็งล าไส้ใหญ่และทวารหนักเป็นปัญหาท่ีส าคัญทางสุขภาพท่ีพบได้บ่อยท่ัวโลก ส าหรับประเทศ
ไทย จากการรายงานของสถาบันมะเร็งแห่งชาติ ปี 2554 พบว่ามะเร็งล าไส้ใหญ่และทวารหนักเป็นชนิด
ของมะเร็งท่ีพบในประเทศไทยเป็นอันดับท่ี 1 ในผู้ชาย และ อันดับท่ี 3 ในผู้หญิง (21) จากการคาดการณ์
ของ American Cancer Society คาดว่าประชาชนประมาณ 136,830 คนจะถูกวินิจฉัยเป็นโรคมะเร็ง
ล าไส้ใหญ่และทวารหนักและประชาชนอีกประมาณ 50,310 คน จะเสียชีวิตจากโรคมะเร็งล าไส้ใหญ่และ
ทวารหนักในปี 2014 สาเหตุหลักของโรคนี้และการเสียชีวิตของผู้ป่วยมะเร็งท่ีเพิ่มขึ้น อาจเป็นเพราะขาด
ความรู้ในการป้องกันการเกิดมะเร็ง, การคัดกรองมะเร็งล าไส้ใหญ่และทวารหนักและวิธีการรักษาท่ีเป็น
มาตรฐาน ดังนั้นการตรวจคัดกรองมะเร็งจึงเป็นวิธีท่ีมีประสิทธิภาพเพื่อท่ีจะป้องกันการเกิดมะเร็งล าไส้
ใหญ่และทวารหนัก เนื่องจากการตรวจพบเนื้องอกท่ีผิดปกติ (precancerous tissue) หรือท่ีเรียกว่า 
polyps ในล าไส้ใหญ่และทวารหนักเบ้ืองต้น โดยส่วนมาก polyps จะไม่มีการพัฒนากลายเป็นมะเร็งหาก
มีการก าจัดเนื้องอกนี้ออก ซึ่งจะมีส่วนส าคัญในการป้องกันมะเร็งท่ีอาจเกิดขึ้นได้  ซึ่งปัจจัยเสี่ยงของการ
เกิดมะเร็งชนิดนี้ มีสาเหตุมาจากหลายปัจจัย อาทิเช่น ประวัติทางพันธุกรรม, ปัจจัยทางสิ่งแวดล้อมและ
พฤติกรรมการบริโภค (2) โดยลักษณะอาการของผู้ป่วยโรคมะเร็งล าไส้ใหญ่และทวารหนัก ท่ีสามารถพบ
ได้คือ พบเลือดในอุจจาระ, อุจจาระมีสีด าคล้ า, ลักษณะของก้อนอุจจาระเปลี่ยนแปลงไป, มีอาการปวด
หรือไม่สบายท้องบริเวณท้องส่วนล่าง, มีอาการท้องผูกหรือท้องเสีย, ความอยากอาหารลดลง, น้ าหนักตัว
ลดลง หรือในบางกรณี อาจเกิดภาวะสูญเสียเลือดจากมะเร็งน าไปสู่การเกิดภาวะโลหิตจาง (anemia) หรือ 
จ านวนเม็ดเลือดแดงน้อยกว่าปกติ 

มะเร็งล าไส้ใหญ่และทวารหนักพัฒนาขึ้นในล าไส้ใหญ่ (large intestine) ส่วน colon และ 
rectum โดยล าไส้ส่วน colon และ rectum เป็นส่วนหนึ่งของระบบย่อยอาหาร (digestive system) 
หรือ gastrointestinal (GI) system ระบบย่อยอาหารท าหน้าท่ีในการเปลี่ยนอาหารเป็นแหล่งพลังงานแก่
ร่างกายและท าหน้าท่ีขับของเสียท่ีเป็นของแข็งออกจากร่างกาย หลังจากการเคี้ยวและกลืนอาหาร อาหาร
จะเคลื่อนท่ีจากหลอดอาหารลงสู่กระเพาะอาหาร โดยกระเพาะอาหารจะท าการย่อยและส่งอาหารต่อไป
ยังส่วนของล าไส้เล็ก เพื่อท าการย่อยอาหารต่อและดูดซึมสารอาหารเข้าสู่ร่างกาย โดยส่วนใหญ่มะเร็งจะ
พัฒนาขึ้นในส่วนของล าไส้เล็กน้อยกว่าล าไส้ใหญ่ส่วน colon และ rectum ล าไส้เล็กจะต่อกับล าไส้ใหญ่
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บริเวณช่องท้องด้านซ้าย โดยส่วนแรกท่ีต่อจากล าไส้เล็กและเป็นส่วนท่ียาวท่ีสุดของล าไส้ใหญ่ คือ ล าไส้
ใหญ่ส่วน colon มีลักษณะเป็นท่อท่ีบุด้วยกล้ามเนื้อ มีความยาวประมาณ 5 ฟุต ซึ่งน้ าและสารอาหารจะ
ถูกดูดซึมกลับจากล าไส้ใหญ่ส่วน colon ในขณะท่ีส่วนท่ีไม่ถูกดูดซึมหรืออุจจาระจะเคลื่อนท่ีผ่านไปยัง
ล าไส้ใหญ่ส่วน rectum ท่ีมีความยาว 6 นิ้ว ซึ่งเป็นล าไส้ใหญ่ส่วนสุดท้ายท่ีจะต่อกับทวารหนัก (anus) 

 
ภาพท่ี 1 แสดงโครงสร้างทางกายวิภาคของล าไส้ใหญ่ส่วน colon และ rectum 

(ท่ีมา : © 2012 stockmedicalart.com) 

การแบ่งระยะของโรคมะเร็งล าไส้ใหญ่และทวารหนัก 

 มะเร็งท่ีเกิดขึ้นภายในผนังด้านในของล าไส้ใหญ่ สามารถเจริญเข้าสู่ผนังด้านในของล าไส้ใหญ่ส่วน 
colon และ rectum มะเร็งท่ีเจริญเข้าสู่ผนังสามารถเข้าสู่หลอดเลือดและหลอดน้ าเหลือง โดยท่ัวไป
เซลล์มะเร็งจะแพร่กระจายไปยังบริเวณต่อมน้ าเหลือง (lymph nodes) ท่ีใกล้ท่ีสุด และเซลล์มะเร็งยัง
สามารถอาศัยหลอดเลือด เพื่อท่ีจะเคลื่อนท่ีไปยังตับ , ปอดและสามารถแพร่กระจายไปยังเชิงกราน 
(pelvis) และช่องว่างภายในช่องท้อง (abdominal cavity) หรืออวัยวะส่วนอื่นๆของร่างกาย โดย
ความสามารถในการแพร่กระจายของเซลล์มะเร็งไปยังส่วนอื่นๆของร่างกาย จะเรียกว่า metastasis 

ตารางที่ 2.1 แสดงระยะของมะเร็งและลักษณะอาการที่พบได้ 
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ระยะของมะเร็ง ลักษณะอาการท่ีพบได้ 
Stage A มีการเจริญของเซลล์มะเร็งจ ากัดอยู่บริเวณผนังล าไส้ใหญ่ 
Stage B มีการเจริญของเซลล์มะเร็งจากล าไส้ใหญ่และทวารหนัก แต่ยังไม่มีการ

แพร่กระจายของเซลล์มะเร็งไปยังน้ าเหลือง 
Stage C 
Stage C1 
Stage C2 

มีการเจริญของเซลล์มะเร็งท่ีแพร่กระจายไปยังต่อมน้ าเหลือง 
มีการแพร่กระจายของเซลล์มะเร็งไปยังต่อมน้ าเหลืองบริเวณใกล้เคียง 
มีการแพร่กระจายของเซลล์มะเร็งไปยังต่อมน้ าเหลืองและหลอดเลือด 

 
ภาพท่ี 2 แสดงระยะของมะเร็งล าไส้ใหญ่และทวารหนัก 

(ท่ีมา : Besthesda, MD: National Institute of Health, c.2010 Colon cancer ; Available from: 
http://www.nih.gov/science/colorectalcancer) 

การวินิจฉัยโรคมะเร็งล าไส้ใหญ่และทวารหนัก 

 เนื่องจากมะเร็งชนิดนี้จะมีการเจริญเติบโตช้าจาก precancerous polyp ไปเป็น invasive 
cancer ดังนั้นวิธีการตรวจหา (screening) จะสามารถป้องกันการพัฒนาของมะเร็งหรือการตรวจพบ
มะเร็งในระยะแรก (22) อาจท าให้ประสบความส าเร็จในการรักษาและลดอัตราการเสียชีวิตในผู้ป่วย โดย
ลดท้ังอัตราการเกิดและเพิ่มโอกาสรอดชีวิตในผู้ป่วย ในผู้ป่วยบางรายอาจไม่มีอาการแสดงในระยะแรก
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ของมะเร็ง โดยวิธีการวินิจฉัยด้วยการส่องกล้องตรวจล าไส้ใหญ่ (colonoscopy) เป็นวิธีท่ีตรวจดูล าไส้
ใหญ่ส่วน colon และ rectum โดยตรง โดยใช้เครื่องมือเพื่อตรวจดูล าไส้ใหญ่ท้ังหมดและน าส่วนของชิ้น
เนื้อ polyps ออก ซึ่งก่อนท่ีจะใช้กล้องเพื่อตรวจดูล าไส้ใหญ่ ผู้ป่วยต้องรับประทานยาระบาย (laxative 
agents) เพื่อท าความสะอาดล าไส้ใหญ่ก่อน และวิธีการส่องกล้องเป็นวิธีท่ีมีความไว (sensitivity) ในการ
วินิจฉัยและคัดกรองผู้ป่วยมะเร็ง และวิธีสวนแป้งตรวจล าไส้ใหญ่ (air contrast barium enema) เป็นวิธี
ท่ีน ามาใช้ท่ัวไป เนื่องจากเพิ่มความสามารถในการส่องกล้องเพื่อตรวจดูล าไส้ใหญ่ แต่เทคนิคนี้เป็นวิธีท่ีมี
ความไวน้อยกว่าการใช้กล้องเพื่อส่องดูล าไส้ใหญ่ในการตรวจหา polyps ท่ีมีขนาดเล็กและมะเร็ง ในกรณี
ท่ีผู้ป่วยไม่มีปัจจัยเส่ียงในการเป็นมะเร็งท้ังของตนเองและครอบครัว แนะน าให้ตรวจเลือดท่ีอยู่ในอุจจาระ 
(fecal occult blood test) ทุกปี และการส่องกล้องตรวจล าไส้ใหญ่ส่วนขด (sigmoidoscopy) ทุก 3-5 
ปี ในผู้ป่วยอายุตั้งแต่อายุ 50 ขึ้นไป 

การรักษามะเร็งล าไส้ใหญ่และทวารหนัก 

 การรักษามะเร็งในปัจจุบัน จะขึ้นอยู่กับดุลยพินิจจากการตัดสินใจของแพทย์ เพื่อท่ีจะเลือก
ทางเลือกท่ีดีท่ีสุดในการรักษาผู้ป่วย โดยจะพิจารณาจากระยะของมะเร็ง , ต าแหน่งท่ีเกิดมะเร็ง, ความ
เส่ียงและประโยชน์ท่ีเกิดขึ้นจากการรักษา 

Colon cancer 

- Carcinoma in situ : วิธีการรักษามะเร็งในระยะนี้ จะใช้วิธีการผ่าตัด (surgery) เพื่อก าจัด
เอาเซลล์ท่ีมีการเจริญผิดปกติออก เนื่องจากมะเร็งในระยะนี้จะไม่มีการแพร่กระจายไปยัง
ด้านบนของชั้นท่ีเกิดมะเร็ง หรือการผ่าตัดเอาบางส่วนของล าไส้ส่วน colon ออก อาจจะ
จ าเป็น ถ้ามะเร็งมีขนาดใหญ่มากเกินไป 

- Localized stage : วิธีการรักษามะเร็งในระยะนี้ จะใช้วิธีการผ่าตัดตลอดความยาวของล าไส้
ใหญ่ท้ังด้านข้างท่ีติดกับมะเร็งและบริเวณที่ใกล้กับต่อมน้ าเหลือง เนื่องจากมะเร็งในระยะนี้จะ
มีการลุกลามไปยังผนังของล าไส้ใหญ่ส่วน colon  

- Regional stage : ในระยะนี้มะเร็งจะมีการเจริญทะลุผนังของล าไส้ใหญ่ส่วน colon และ
มะเร็งจะมีการแพร่กระจายไปยังบริเวณต่อมน้ าเหลืองใกล้เคียง ดังนั้นการผ่าตัดเอาส่วนของ
ล าไส้ใหญ่ที่มีก้อนมะเร็งออก อาจจะเป็นวิธีเดียวในการรักษา แต่ถ้าผู้ป่วยกลับมาเป็นมะเร็งซ้ า 
วิธีการฉายรังสีหรือการให้ยาเคมีบ าบัดจะมีการแนะน าให้ใช้กับผู้ป่วย และถ้ามะเร็งมีการ
แพร่กระจายไปยังต่อมน้ าเหลืองใกล้เคียง การผ่าตัดล าไส้ใหญ่ส่วน colon ท่ีมีก้อนมะเร็งจะ
เป็นวิธีแรก (first treatment) ในการรักษาตามด้วยการให้ยาเคมีบ าบัด ซึ่งยาเคมีบ าบัด 5-
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fluorouracil จะมีการน ามาใช้ในผู้ป่วยมะเร็งในระยะท่ี III หรือระยะท่ี II (23) ท่ีมีความเสี่ยง
สูง เพื่อท่ีจะลดการเกิดมะเร็งซ้ า และการฉายรังสีอาจมีการแนะน าให้ใช้ ถ้ามะเร็งมีการเจริญ
ไปยังเนื้อเยื่อข้างเคียง 

- Distant stage : มะเร็งในระยะนี้จะมีการแพร่กระจายไปยังอวัยวะท่ีอยู่ห่างไกลออกไปและ
เนื้อเยื่ออื่นๆ เช่น ตับ, ปอด, ช่องท้องหรือรังไข่ เมื่อมีการผ่าตัดจะมีเป้าหมายเพื่อป้องกันการ
อุดตันของล าไส้ใหญ่ส่วน colon และป้องกันอาการแทรกซ้อนอื่นๆ แต่อย่างไรก็ตามการผ่าตัด
จะไม่แนะน าในผู้ป่วยมะเร็งในระยะนี้ โดยจะมีการให้ยาเคมีบ าบัด, การฉายรังสี หรือการให้ยา
ในกลุ่ม targeted therapy โดยอาจจะให้เป็นยาเดี่ยวหรือให้ร่วมกันเพื่อบรรเทาอาการและ
ท าให้ผู้ป่วยมีชีวิตยาวนานขึ้น (24) 

Rectal cancer 

 การรักษามะเร็งล าไส้ใหญ่ส่วน rectum จะใช้วิธีการผ่าตัดเป็นหลัก ยกเว้นในกรณีท่ีผู้ป่วยเป็น
มะเร็งล าไส้ในระยะแพร่กระจาย ซึ่งต้องมีการเพิ่มการรักษา ได้แก่ การใช้ยาเคมีบ าบัด (chemotherapy) 
หรือการฉายรังสี (radiation) โดยอาจจะให้วิธีการรักษาต่างๆเหล่านี้ก่อนท่ีจะท าการผ่าตัดเอาก้อนมะเร็ง
ออก (neoadjuvant therapy) หรือให้ภายหลังการผ่าตัดเอาก้อนมะเร็งออก (adjuvant therapy) เพื่อ
ลดความเสี่ยงต่อการเกิดมะเร็งซ้ าและการแพร่กระจายของมะเร็ง โดยยาเคมีบ าบัดที่ใช้ในการรักษามะเร็ง
ล าไส้ใหญ่ส่วน rectum จะเหมือนกับท่ีใช้ในการรักษามะเร็งล าไส้ใหญ่ส่วน colon 

- Carcinoma in situ : เป็นวิธีการเอาเซลล์ท่ีมีการเจริญผิดปกติออก ซึ่งวิธีการรักษา ได้แก่ 
polyp removal, local excision และ full-thickness rectal resection 

- Localized stage : วิธีการรักษามะเร็งในระยะนี้ เนื่องจากมะเร็งมีการเจริญเติบโตผ่านชั้น
แรก (first layer) ของล าไส้ใหญ่ส่วน rectum ไปยังชั้นท่ีลึก (deeper layers) แต่ไม่ได้
แพร่กระจายออกไปด้านนอกของผนังล าไส้ใหญ่ส่วน rectum หากมะเร็งมีขนาดเล็ก อาจท า
การรักษาโดยการผ่าตัดเอามะเร็งออกทางทวารหนัก (anus) โดยไม่ต้องท าการผ่าตัดช่องท้อง 
(abdominal incision) ส าหรับวิธีการรักษามะเร็งอื่นๆนั้น จะขึ้นอยู่กับต าแหน่งท่ีเกิดมะเร็ง 
โดยวิธีการผ่าตัดอาจจะใช้ในการน าเอาก้อนมะเร็งออกโดยผ่าตัดช่องท้อง แต่ถ้าหากผู้ป่วยไม่
สมัครใจท่ีจะผ่าตัด อาจท าการรักษาด้วยวิธีการฉายรังสี ได้แก่ วิธี endocavitary radiation 
therapy หรือ brachytherapy แต่อย่างไรก็ตามวิธีการฉายรังสีเพียงอย่างเดียว อาจจะไม่มี
ประสิทธิภาพเทียบเท่าการผ่าตัดในการรักษาผู้ป่วยมะเร็งล าไส้ใหญ่ส่วน rectum 
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- Regional stage : ถ้าหากมะเร็งมีการแพร่กระจายผ่านผนังของล าไส้ใหญ่ส่วน rectum ไปยัง
เนื้อเยื่อข้างเคียง และ/หรือ ต่อมน้ าเหลือง ซึ่งการฉายรังสีและการให้ยาเคมีบ าบัด นิยมให้
ร่วมกันก่อนท่ีจะท าการผ่าตัด ร่วมกับการให้ยาเคมีบ าบัดหลังจากการผ่าตัดเอาก้อนมะเร็งออก
แล้ว 

- Distant stage : มะเร็งในระยะนี้จะมีการแพร่กระจายไปยังอวัยวะต่างๆและเนื้อเย่ือ เช่น ตับ
หรือปอด ในบางกรณีมะเร็งในระยะนี้สามารถท าการรักษาด้วยการผ่าตัด แต่อย่างไรก็ตามการ
ผ่าตัด, การให้ยาเคมีบ าบัด และ/หรือการฉายรังสีอาจใช้ในการบรรเทาหรือชะลอ เพ่ือป้องกัน
อาการท่ีเกิดขึ้นในผู้ป่วย และท าให้มีชีวิตยาวนานขึ้น 

อาการข้างเคียงจากการรักษามะเร็งล าไส้ใหญ่และทวารหนัก 

- การผ่าตัด : ผู้ป่วยมะเร็งล าไส้ใหญ่และทวารหนักท่ีผ่าตัดก้อนมะเร็ง ในบางรายจะมีอาการ
ปวด ซึ่งปกติสามารถควบคุมอาการปวดท่ีเกิดขึ้นโดยใช้ยา และอาจต้องมีการตรวจติดตาม
อาการอื่นๆ เช่น ภาวะเลือดออก (bleeding), การติดเชื้อ (infection) และปัญหาอื่นๆท่ีต้อง
ท าการรักษาอย่างทันท่วงที โดยผลข้างเคียงอื่นๆที่เกิดขึ้นจากการผ่าตัด ได้แก่ อาการเมื่อยล้า, 
อาการท้องผูกหรือท้องเสีย, อาการหย่อนสมรรถภาพทางเพศ 

- การฉายรังสี : ผลข้างเคียงท่ีเกิดขึ้นจากการใช้การฉายรังสีในการรักษามะเร็งล าไส้ใหญ่และ
ทวารหนัก ได้แก่ การระคายเคืองผิวหนัง, การคลื่นไส้และท้องเสีย, การระคายเคืองกระเพาะ
ปัสสาวะและล าไส้ใหญ่ส่วน rectum, อาการเสื่อมสมรรถภาพทางเพศ นอกจากนี้การฉายรังสี
อาจน าไปสู่การเกิดภาวะเลือดออกในล าไส้ใหญ่ส่วน rectum และอาการปวดท่ีกระเพาะ
ปัสสาวะ 

- การรักษาด้วยยาเคมีบ าบัด : ยาเคมีบ าบัดท่ีใช้ในการรักษามะเร็งล าไส้ใหญ่และทวารหนัก 
ได้แก่ 5-fluorouracil (5-FU), capecitabine, oxalipatin และ irinotecan ซึ่งยาเคมีบ าบัด
จะออกฤทธิ์ฆ่าเซลล์มะเร็ง แต่ยังมีผลต่อเซลล์ปกติท่ีมีการแบ่งตัวเร็ว โดยผลข้างเคียงท่ีเกิดขึ้น
นั้นขึ้นอยู่กับชนิดและขนาดของยา และระยะเวลาท่ีใช้ในการรักษา โดยท่ัวไปผลข้างเคียงท่ี
เกิดขึ้นจากการใช้ยาเคมีบ าบัด ได้แก่ อาการคลื่นไส้และอาเจียน, ท้องเสีย, สูญเสียความอยาก
อาหาร, ผมร่วง และอาการบวมและมีผื่น แต่ในผู้ป่วยบางรายอาจมีจ านวนเม็ดเลือดลดลง 
เนื่องจากยาเคมีบ าบัดสามารถท าลายเซลล์ท่ีท าหน้าท่ีสร้างเม็ดเลือดในไขกระดูก ซึ่งน าไปสู่
การติดเชื้อได้ง่ายและเกิดการสุญเสียเลือดมากหลังจากการบาดเจ็บเพียงเล็กน้อย แต่อย่างไรก็
ตามในปัจจุบันมีการใช้ยาต้านอาเจียน (anti-emetic drugs) เพื่อลดอาการคลื่นไส้และ
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อาเจียน และยาในกลุ่มท่ีช่วยกระตุ้นการสร้างเซลล์ต่างๆในระบบเลือด (growth factors) ท่ี
สามารถเพิ่มระดับเม็ดเลือดขาวในร่างกายได้ 

- การรักษามะเร็งด้วยยา targeted therapy : ยาในกลุ่ม targeted therapy เป็นยากลุ่ม
ใหม่ท่ีถูกพัฒนา ซึ่งเป็นผลมาจากการเข้าใจกลไกการเปลี่ยนแปลงท่ีเกิดขึ้นกับมะเร็ง โดยยาใน
กลุ่มนี้จะออกฤทธ์ิจ าเพาะกับเป้าหมายท่ีอยู่บนเซลล์มะเร็ง (target specific molecules) ท่ีมี
ความเกี่ยวข้องกับการเจริญและการด าเนินโรคมะเร็งและยังมีผลข้างเคียงน้อยกว่ายาเคมี
บ าบัด ยาท่ีจัดอยู่ในกลุ่ม targeted therapy ได้แก่ Epidermal growth factor receptor 
(EGFR) inhibitors จะออกฤทธิ์ โดยท าให้ เซลล์มะเร็ง เจริญเติบโตช้าลงหรือหยุดการ
เจริญเติบโต แต่ยาจะมีผลข้างเคียงท่ีเกี่ยวข้องกับผิวหนัง ได้แก่ ผื่นท่ีมีลักษณะคล้ายสิว 
(acne-like rash) และผิวแห้ง  (dry skin), Vascular endothelial growth factor (VEGF) 
inhibitors จะออกฤทธิ์ป้องกันการสร้างเส้นเลือดใหม่ท่ีมีความจ าเป็นส าหรับการเจริญของ
มะเร็ง ผลข้างเคียงท่ีเกิดขึ้น ได้แก่ ภาวะเลือดออก (bleeding), ความดันเลือดสูง (high 
blood pressure), ลิ่มเลือดในหลอดเลือด artery และ vein และไตถูกท าลาย (kidney 
damage) 

ปัญหาของการรักษามะเร็งล าไส้ใหญ่และทวารหนัก 

 เนื่องจากในช่วง 10 ปีท่ีผ่านมาได้มีการศึกษาอย่างมากเกี่ยวกับการพัฒนาของเซลล์มะเร็ง น าไปสู่
การเข้าใจกระบวนการเปลี่ยนแปลงของเซลล์ปกติไปเป็นเซลล์มะเร็งมากขึ้น จึงท าให้มีการพัฒนายาเพื่อ
น ามาใช้ในการรักษามะเร็งมากขึ้น การรักษามะเร็งในปัจจุบันมี 4 แนวทางหลัก ประกอบด้วย การผ่าตัด, 
การฉายรังสี, การให้ยาเคมีบ าบัด และการรักษาโรคโดยการเพิ่มภูมิต้านทานของผู้ป่วย การรักษาด้วยยา
เคมีบ าบัดเป็นวิธีท่ีนิยมใช้ในการรักษา โดยในปัจจุบันได้มีการน ายาเคมีบ าบัดสูตรดั้งเดิม (conventional 
chemotherapy) เช่น 5-fluorouracil, irinotecan, oxaliplatin,  และยาเคมีบ าบัดท่ีมีความจ าเพาะต่อ
เซลล์มะเร็งมากขึ้น หรือท่ีเรียกว่ายากลุ่ม targeted therapy ได้แก่ bevacizumab, cetuximab, 
panitumumab และ capecitabine ซึ่งยาในกลุ่มนี้จะออกฤทธิ์จับกับ receptor ท่ีอยู่บริเวณผิวเซลล์
หรือภายนอกเซลล์ ท าให้เซลล์มะเร็งไม่สามารถแบ่งตัวเพิ่มจ านวนหรือเจริญเติบโตได้ อีกท้ังยังเป็นการ
ยับยั้งการลุกลามและการแพร่กระจายของเซลล์มะเร็งไปยังอวัยวะส่วนอื่นของร่างกาย (25) โดยยากลุ่ม
ดังกล่าวนิยมน ามาใช้ร่วมกับยาเคมีบ าบัดสูตรดั้งเดิม เพื่อเพิ่มประสิทธิภาพของการรักษา แต่อย่างไรก็ตาม
ยาเคมีบ าบัดสูตรดั้งเดิมยังคงน ามาใช้เป็นยาตัวแรก ( first line treatment) ร่วมกับยากลุ่มอื่นๆหรือ
วิธีการรักษาอื่นๆ เช่น การฉายรังสี ซึ่ง 5-fluorouracil เป็นยาเคมีบ าบัดตัวแรกท่ีนิยมน ามาใช้ในการ
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รักษาโรคมะเร็งล าไส้ใหญ่และทวารหนัก และยังมีประโยชน์ในการน ามาใช้รักษามะเร็งเต้านมและมะเร็ง
ชนิดอื่นๆ โดย 5-fluorouracil จะออกฤทธิ์ยับยั้งการสังเคราะห์ DNA ผ่านทางการยับยั้งเอนไซม์ 
thymidylate synthase ท่ีถูกควบคุมโดย cell cycle proteins นอกจากนี้ฤทธิ์ต้านมะเร็งของ 5-
fluorouracil ยังเกี่ยวข้องกับการเหนี่ยวน ากระบวนการ apoptosis จากการควบคุมยีนต่างๆท่ีมีความ
เกี่ยวข้องกับการกระตุ้นกระบวนการ apoptosis ของเซลล์มะเร็งล าไส้ใหญ่และทวารหนัก เช่น  Bax, Bcl-
2 และ Bcl-xL ดังนั้นในปัจจุบันจึงมีการใช้ยา 5-fluorouracil ร่วมกับยาต้านมะเร็งตัวอื่นๆ และใช้ร่วมกับ
การฉายรังสีเพื่อเพิ่มประสิทธิภาพในการรักษา ซึ่งการรักษาด้วยยาเคมีบ าบัดสูตร FOLFOX เป็นการรักษา
ด้วยยา 3 รายการ คือ 5-fluorouracil, leucovorin และ oxalipatin โดยการรักษาด้วยยาสูตร FOLFOX 
นั้นจะใช้ส าหรับรักษาผู้ป่วยมะเร็งล าไส้ใหญ่และทวารหนัก โดยยาจะยับยั้งการแบ่งตัวของเซลล์มะเร็งและ
ลดขนาดของก้อนมะเร็ง ถึงแม้ว่าประสิทธิภาพของยา 5-fluorouracil จะเพิ่มขึ้นจากการน าไปใช้ร่วมกับ
ยาเคมีบ าบัดชนิดอื่นๆ แต่ปัญหาการดื้อต่อยา 5-fluorouracil ยังคงเกิดขึ้นและเป็นสาเหตุของการรักษาท่ี
ไม่ประสบความส าเร็จ โดยปัญหาท่ีพบในทางคลินิกนั้นมีสาเหตุมากจากการดื้อต่อยา 5-fluorouracil และ
ผลข้างเคียงท่ีเกิดขึ้นจากการใช้ยา เนื่องจากยามีผลต่อเซลล์มะเร็งและเซลล์ปกติที่มีการแบ่งตัวเพ่ิมจ านวน
เร็ว  โดยอัตราการตอบสนองของผู้ป่วยมะเร็งล าไส้ใหญ่และทวารหนักขั้นสุดท้ายต่อการรักษาด้วยยา 5-
fluorouracil อยู่ท่ี 10-15 % ในขณะท่ีการใช้ยา 5-fluorouracil ร่วมกับยารักษามะเร็งชนิดอื่นๆ สามารถ
เพิ่มอัตราการตอบสนองต่อยาได้ประมาณ 40-50 % ซึ่งการดื้อต่อยารักษามะเร็งเป็นผลมาจากหลาย
สาเหตุ ประกอบด้วย การเปลี่ยนแปลงการขนส่งยาเข้าและออกจากเซลล์, การเปลี่ยนแปลงเป้าหมายการ
ออกฤทธิ์ของยา, การแสดงออกท่ีเพิ่มขึ้นของเอนไซม์ thymidylate synthase, การเพิ่มการท างานของ
เอนไซม์ deoxyuridine triphosphate ซึ่งเป็นเอนไซม์ท่ีมีความส าคัญในกระบวนการ catabolism ของ 
5-fluorouracil, การแสดงออกท่ีเพ่ิมสูงขึ้นของ anti-apoptotic proteins เช่น Bcl-2, Bcl-XL และ Mcl-
1 และการแสดงออกของ proteins ในวัฏจักรของเซลล์ที่เปลี่ยนไป ท่ีน าไปสู่การดื้อต่อยา 5-fluorouracil 
(4)  

ดังนั้นการพัฒนายาเคมีบ าบัดชนิดใหม่จึงมีความจ าเป็นอย่างมาก ซึ่งการรักษามะเร็งแบบ
ผสมผสาน (combination therapy) โดยการใช้สารส าคัญท่ีมีฤทธิ์ต้านมะเร็งจากพืชสมุนไพรเป็น
เป้าหมายใหม่ส าหรับการพัฒนายาต้านมะเร็ง เนื่องจากในปัจจุบันได้มีการน าสมุนไพรในการน ามาใช้
ประโยชน์ทางการแพทย์และน ามาพัฒนาเป็นยาเพื่อเพิ่มประสิทธิภาพในการรักษา ส าหรับในประเทศไทย
สมุนไพรจัดเป็นทางเลือกหนึ่งส าหรับการรักษาและดูแลสุขภาพของผู้ป่วยและได้มีการน าเอาสมุนไพรไปใช้
ร่วมกับยาแผนปัจจุบันมากขึ้น ดังนั้นการพัฒนายาใหม่จากสมุนไพร จึงมีความจ าเป็นท่ีจะต้องมีการ
ทดสอบฤทธิ์ทางเภสัชวิทยา พิษวิทยาและความปลอดภัยในการน าสมุนไพรมาใช้ อีกท้ังสารสกัดธรรมชาติ
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จากสมุนไพรจะประกอบไปด้วยสารส าคัญต่างๆ เช่น flavonoids, phenolic compounds และ
สารพฤกษเคมีอื่นๆ ท่ีซึ่งมีผลข้างเคียงท่ีน้อยกว่าเมื่อเทียบกับยาเคมีบ าบัดสูตรดั้งเดิม และมีความสามารถ
ในการยับยั้งเซลล์มะเร็ง (26) มีการศึกษามากมายแสดงให้เห็นถึงสมุนไพรสามารถเพ่ิมฤทธิ์ต้านมะเร็งของ
ยา โดยมีผลข้างเคียงต่อเซลล์ปกติน้อยมาก จากการศึกษาของ Se-Lim Kim และ คณะ รายงานถึง 
parthenolide ซึ่งเป็นผลิตภัณฑ์จากธรรมชาติสามารถเพิ่มฤทธิ์ของยา 5-fluorouracil ในการเหนี่ยวน า
ให้เกิดกระบวนการ apoptosis ผ่านทางการกระตุ้น mitochondrial pathway โดยพบการแสดงออก
ของ anti-apoptotic proteins : Bcl-2 และ Bcl-xL ลดลง ในขณะท่ีระดับการแสดงออกของ pro-
apoptotic protein : Bax เพ่ิมสูงขึ้น และยังพบการแสดงออกของเอนไซม์ caspase 3 และ caspase 9 
เพิ่มสูงขึ้น ส าหรับการศึกษาใน in vivo พบว่าการฉีด parthenolide  ร่วมกับ 5-fluorouracil เข้าทาง 
intra-peritoneal ใน xenograft mice สามารถยับยั้งการเจริญของก้อนมะเร็งได้อย่างมีนัยส าคัญ (27) 

Oxymatrine 

Oxymatrine เป็นสาร quinolizidine alkaloids ท่ีแยกมาจากส่วนรากของสมุนไพรจีนท่ีมีชื่อว่า 
Sophora flavescens Ait. ซึ่งมีฤทธิ์ทางเภสัชวิทยามากมาย เช่น ฤทธิ์ต้านการติดเชื้อ hepatitis, ฤทธิ์
ยับยั้งการเกิด fibrosis ในตับ, ฤทธิ์ต้านการอักเสบ, ฤทธิ์ต้านการเกิดภูมิแพ้, ฤทธิ์ควบคุมระบบภูมิคุ้มกัน 
และมีการรายงานถึงฤทธิ์ต้านมะเร็งของ oxymatrine มากมาย จากการศึกษาของ Jun Liu และคณะใน
ปี 2014 พบว่า oxymatrine สามารถลดการเพิ่มจ านวนของ human leukemia HL-60 cells ผ่าน
ทางการเหนี่ยวน าให้เกิดกระบวนการ apoptosis และยับยั้งวัฏจักรของเซลล์ให้หยุดอยู่ในระยะ G2/M 
และ S phase ซึ่งกลไกในระดับโมเลกุลของ oxymatrine ในการเหนี่ยวน าให้เกิดกระบวนการ apoptosis 
ใน human leukemia HL-60 cells นั้นเกิดขึ้นผ่านทางการลดการแสดงออกของ anti-apoptotic Bcl-
2 และเพิ่มการแสดงออกของ pro-apoptotic Bax นอกจากนี้ยังพบว่า oxymatrine สามารถเหนี่ยวน า
ให้ เกิดการกระตุ้น  caspase-3 และ caspase-9 ซึ่ งมีบทบาทส าคัญใน intrinsic pathway ของ
กระบวนการ apoptosis (28) นอกจากนี้ยังมีการรายงานฤทธิ์ยับยั้งเซลล์มะเร็งของ oxymatrine ใน 
human osteosarcoma MNNG/HOS cells โ ดย  oxymatrine ส ามารถยั บยั้ ง ก าร รอดชี วิ ต ขอ ง
เซลล์มะเร็งชนิดนี้ได้ผ่านทางการเหนี่ยวน าให้เกิดกระบวนการ apoptosis และยับยั้งการสังเคราะห์ DNA 
ในเซลล์มะเร็ง ส าหรับกลไกในระดับโมเลกุลพบว่า oxymatrine สามารถชักน าให้เกิดการไหลออกของ 
cytochrome C จาก mitochondria สู่ cytoplasm และยังสามารถกระตุ้นการท างานของเอนไซม์ 
caspase3 และ caspase 9 และยังพบว่า oxymatrine สามารถยับยั้ง PI3K/Akt pathway ซึ่งเป็น 
pathway ท่ีมีบทบาทส าคัญในการควบคุมกระบวนการ apoptosis ส่วนการศึกษาใน in vivo พบว่า 
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oxymatrine สามารถยับยั้งการเจริญของก้อนมะเร็งใน BALB/C nude mice ตามความเข้มข้นของ 
oxymatrine ท่ีเพ่ิมขึ้นเมื่อเปรียบเทียบกับกลุ่ม control (29) 

Cyclopamine 

Cyclopamine เป็นสาร steroidal alkaloid ท่ีแยกมาจากพืชท่ีมีชื่อว่า California corn lily 
(Veratrum californicum) โดยพืชชนิดนี้มีความสามารถในการยับยั้ง hedgehog signaling pathway 
(Hh) ซึ่งเป็น pathway ท่ีมีความส าคัญส าหรับการเจริญเติบโตและพัฒนาของตัวอ่อน (embryogenesis) 
และยังมีความส าคัญในการพัฒนาของเนื้อเยื่อปกติในระบบต่างๆ เช่น integument, musculoskeletal, 
gastrointestinal และ urogenital systems (30) โดยมีการรายงานก่อนหน้านี้พบว่า cyclopamine 
สามารถยับยั้งการเพิ่มจ านวนของ murine medulloblastoma cells ใน in vitro และเหนี่ยวน าให้เกิด
การแสดงออกของยีนเปลี่ยนไป ซึ่งเป็นยีนท่ีมีความเกี่ยวข้องกับการแบ่งตัวของ neuronal cell และท าให้ 
neuronal cell สูญเสียลักษณะในการเป็น stem cell (31) และจากการศึกษาก่อนหน้าพบว่า 
cyclopamine สามารถยับยั้ง gemcitabine-resistant pancreatic cancer cell lines ผ่านทางการลด
การแสดงออกของ cancer stem cell marker และ Hedgehog signalling pathway molecules ท้ัง
ในระดับ mRNA และโปรตีน เช่น  Shh, SMO, Gli-1 (32) มีการศึกษาถึงฤทธิ์ทางเภสัชวิทยาของ 
cyclopamine ในเซลล์มะเร็งเต้านมชนิด MCF-7 cells พบว่าสาร cyclopamine สามารถยับยั้งการเพิ่ม
จ านวนของเซลล์มะเร็งเต้านมชนิด MCF-7 ตามความเข้มข้นของสาร cyclopamine และระยะเวลาหลัง
การทดสอบท่ีนานขึ้น เมื่อศึกษาถึงกลไกการออกฤทธิ์พบว่าสาร cyclopamine เพิ่มจ านวนเซลล์ในระยะ 
G0/G1 และลดจ านวนของเซลล์ในระยะ S ของวัฏจักรเซลล์เมื่อเปรียบเทียบกับกลุ่มควบคุม และยังท าให้
เซลล์ตายแบบ apoptosis โดยลดระดับการแสดงออกของโปรตีน cyclin D และเพิ่มการแสดงออกของ
โปรตีน p21 ในเซลล์มะเร็งเต้านมชนิด MCF-7 cells ซึ่งแสดงให้เห็นถึงความสัมพันธ์ของ hedgehog 
signaling pathway กับ cyclins (33) เช่นเดียวกับการศึกษาผลของสาร cyclopamine ต่อการเพิ่ม
จ านวนและการเกิด apoptosis ของเซลล์มะเร็งต่อมลูกหมากชนิด LNCaP cells และตรวจสอบการ
แสดงออกของยีน PCA3 gene ในเซลล์มะเร็งต่อมลูกหมาก ผลการศึกษา เมื่อเปรียบเทียบกับกลุ่มควบคุม
พบว่า สาร cyclopamine ท่ีความเข้มข้น 5, 10, 15 ไมโครโมล/ลิตร สามารถยับยั้งการเพิ่มจ านวนของ
เซลล์มะเร็งต่อมลูกหมากได้อย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (p < 0.01) หลังการทดสอบเป็นระยะเวลา 48 
ชั่วโมง โดยมีค่า inhibitory concentration at 50% (IC50) เท่ากับ 10 ไมโครโมล/ลิตร อัตราการตาย
แบบ apoptosis ของเซลล์มะเร็ง ท่ี 24, 48 และ 72 ชั่วโมง มีค่าเท่ากับ 37.21%, 57.38% และ 57.98% 
หลังการทดสอบท่ีความเข้มข้น 10 ไมโครโมล/ลิตร และอัตราการตายแบบ apoptosis ของเซลล์มะเร็งท่ี 
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24, 48 และ 72 ชั่วโมง มีค่าเท่ากับ 21.16% , 71.31% และ 72.90% หลังการทดสอบท่ีความเข้มข้น 15 
ไมโครโมล/ลิตร เมื่อเปรียบเทียบกับกลุ่มควบคุมท่ีระดับนัยส าคัญ p < 0. 01 แสดงให้เห็นว่าการตายของ
เซลล์แบบ apoptosis เพิ่มขึ้น เมื่อความเข้มข้นของสาร cyclopamine เพิ่มขึ้น ในขณะท่ีการแสดงออก
ของ PCA3 gene ลดลง เมื่อความเข้มข้นของสาร cyclopamine เพิ่มขึ้น เมื่อเทียบกับกลุ่มควบคุมท่ี
ระดับนัยส าคัญ 0.01 (34) 

การแพร่กระจายของเซลล์มะเร็ง (Cancer metastasis) 

การแพร่กระจายของเซลล์มะเร็งเป็นสาเหตุหลักของการเสียชีวิตของผู้ป่วยโรคมะเร็งส่วนใหญ่ 
กระบวนการนี้เริ่มเกิดขึ้นจากการหลุดออกของเซลล์มะเร็งจากบริเวณก้อนมะเร็งปฐมภูมิ (primary 
tumor) จากนั้นเซลล์มะเร็งจะเกิดการเคลื่อนท่ีเข้าสู่หลอดเลือดและระบบน้ าเหลือง เพื่อเคลื่อนท่ีไปยัง
บริเวณอวัยวะส่วนอื่นของร่างกาย จากนั้นจะเคลื่อนท่ีออกจากหลอดเลือดและเจริญเป็นก้อนมะเร็งทุติย
ภูมิ (secondary tumor) ซึ่งกระบวนการแพร่กระจายของเซลล์มะเร็ง สามารถแบ่งออกได้เป็น 3 
กระบวนการหลัก (35) 

 
ภาพท่ี 3 แสดงกระบวนการแพร่กระจายของเซลล์มะเร็ง 

(ท่ีมา : Wirtz, D., K. Konstantopoulos, et al.  The physics of cancer: the role of 
physical interactions and mechanical forces in metastasis. Nature Reviews Cancer 11(7): 

512-522, 2011)  

1. Metastasis initiation เป็นกระบวนการท่ีเซลลม์ะเร็งจะสลายส่วนของ extracellular matrix 
(ECM) และ basement membranes ซึ่ งเป็นชั้นท่ีประกอบด้วย collagen IV, laminin, 
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entactin, และ heparan sulfate proteoglycans โดยเกิดผ่ านสองกระบวนการ คือ 
adhesion และ matrix dissolution ส่วนของ extracellular matrix (ECM) ซึ่งเป็นโครงสร้าง
ท่ีมีส่วนประกอบหลักเป็นไกลโคโปรตีน มีบทบาทส าคัญในการควบคุมพฤติกรรมเซลล์และท า
หน้าท่ีควบคุมการส่งสัญญาณระหว่างเซลล์และภายในเซลล์ และยังเป็นส่วนส าคัญส าหรับให้
เซลล์ยึดเกาะและส่งเสริมการเคลื่อนท่ีของเซลล์ โดยเซลล์มะเร็งจะจับกับส่วนของ ECM และ
เปลี่ยนแปลงโครงสร้างของ ECM เพื่อใช้ส าหรับการเคลื่อนท่ีจากบริเวณท่ีเกิดมะเร็ง (primary 
tumor) โดยการเปลี่ยนแปลงโครงสร้างและการท าลาย ECM จะต้องอาศัย proteolytic 
enzymes ท่ีมีชื่อว่า matrix metalloproteinases (MMPs) 

2. Metastatic dissemination กระบวนการนี้เกิดจากเซลล์มะเร็งเคลื่อนท่ีเข้าระบบเลือดและ
น้าเหลือง มีการหลบหลีกจากระบบภูมิคุ้มกันของร่างกาย มีการยึดเกาะกับโมเลกุลท่ีผิวเซลล์
ของผนังของหลอดเลือด และไปเปลี่ยนแปลงระบบภูมิคุ้มกันให้เกิดการตอบสนองน้อยลง 

3. Metastatic colonization กระบวนการนี้เกิดจากเซลล์มะเร็งออกจากระบบเลือดโดยใช้
เอนไซม์ย่อยผนังหลอดเลือดและบุกรุกเนื้อเยื่อบริเวณนั้น หรือในบางกรณีเซลล์มะเร็งอาจเพิ่ม
จ านวนก่อน และบุกรุกเซลล์ผนังหลอดเลือดและเนื้อเยื่อเกี่ยวพันเพื่อแทรกตัวเข้าไปยังอวัยวะ
ใหม่ ท าให้มีการเจริญเติบโตและเพิ่มจ านวนเซลล์มะเร็งอย่างต่อเนื่อง 

Matrix metalloproteinases (MMPs) เป็นกลุ่มของเอนไซม์ proteolytic ท่ีมีบทบาทส าคัญ
ในการย่อยส่วนของ extracellular matrix (ECM) ซึ่งส่งเสริมให้เกิดการเคลื่อนท่ี, การลุกลาม, 
การแพร่กระจายและกระบวนการสร้างหลอดเลือดใหม่ การแสดงออกและการท างานของเอนไซม์
ท่ีเพิ่มขึ้นในมะเร็งหลายชนิด มีความสัมพันธ์กับมะเร็งในระยะขั้นสุดท้าย และมีส่วนเพิ่มการ
เคลื่อนท่ีและการลุกลามของมะเร็ง ท าให้อัตราการรอดชีวิตของผู้ป่วยมะเร็งลดลง (36, 37) 
เอนไซม์นี้สามารถแบ่งตามโครงสร้าง ได้แก่ gelatinases, collagenases, membrane-type, 
stromelysins และ matrilysins โครงสร้างของ MMPs ประกอบด้วยส่วนของ pro-peptide, 
catalytic domain, hemopexin-like C terminal domain แ ล ะ  hinge region ท่ี เ ชื่ อ ม 
catalytic site ด้วย hemopexin domain (38) การศึกษาในมะเร็งล าไส้ใหญ่และทวารหนัก
แสดงให้เห็นถึงความสัมพันธ์ระหว่างการแสดงออกที่เพ่ิมขึ้นของ MMP-2 และ MMP-9 กับอาการ
แสดงในผู้ป่วยท่ีแย่ลง เนื่องจากเอนไซม์ MMPs เปรียบเสมือน marker ส าหรับการลุกลามของ
มะเร็งล าไส้ใหญ่และทวารหนัก มีการศึกษาพบระดับของโปรตีน MMP-2 และ MMP-9 เพิ่มสูงขึ้น
อย่างมีนัยส าคัญใน serum ของผู้ป่วยมะเร็งล าไส้ใหญ่และทวารหนักเมื่อเทียบกับกลุ่มควบคุม 
(39) 
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บทท่ี 3 

วิธีการด าเนินการวิจัย (Material & Method) 

1. การเพาะเล้ียงเซลล์มะเร็งล าไส้ใหญ่ของมนุษย์ชนิด SW-620 และเซลล์ปกติไฟโบรบลาสต์ชนิด MRC-5 

- เพาะเลี้ยงเซลล์มะเร็งล าไส้ใหญ่ของมนุษย์ชนิด SW-620 ใน flask T25 ใน RPMI-1640 
medium ท่ี มี  1 0%  heat inactivated fetal bovine serum, 1 00  U/ml penicillin, 1 0 0  U/ml 
streptomycin ท่ีอุณหภูมิ 37˚C, 5% CO2, 95% humidity ใน incubator โดยเซลล์ท่ีน ามาใช้ในการ
ทดสอบ ต้องเป็นเซลล์ท่ีมีชีวิตไม่น้อยกว่า 95% จากการตรวจสอบเซลล์ท่ีมีชีวิตด้วยการย้อมสี 0.4% 
trypan blue 

- เพาะเลี้ยงเซลล์ไฟโบบลาสต์ชนิด MRC-5 ใน flask T25 ใน DMEM medium ท่ีมี 10% heat 
inactivated fetal bovine serum, 100 U/ml penicillin, 100 U/ml streptomycin ท่ีอุณหภูมิ 37˚C, 
5% CO2, 95% humidity ใน incubator โดยเซลล์ท่ีน ามาใช้ในการทดสอบ ต้องมีเซลล์ท่ีมีชีวิตไม่น้อย
กว่า 95% จากการตรวจสอบเซลล์ที่มีชีวิตด้วยการย้อมสี 0.4% trypan blue 

2. การศึกษาฤทธิ์ต้านมะเร็งของสาร oxymatrine และ cyclopamine ในการยับยั้งการรอดชีวิตของ
เซลล์มะเร็งล าไส้ใหญ่ของมนุษย์ชนิด SW-620 โดยใช้เทคนิค MTT cell viability assay 

 2.1 เพาะเลี้ยงเซลล์มะเร็งล าไส้ใหญ่ชนิด SW-620 ใน 96-well plate ท่ีความหนาแน่น 5,000 
cells/well ท่ีอุณหภูมิ 37˚C, 5% CO2, 95% humidity ใน incubator 

 2.2 ปิเปต media ท้ิง และเติม oxymatrine ท่ีความเข้มข้น 5, 10, 25, 50,100 µg/ml และ 
cyclopamine ท่ีความเข้มข้นต่าง 5 ความเข้มข้น ได้แก่ 1, 5, 10, 25 และ 50 µg/ml โดยมีเซลล์ท่ีไม่ได้
รับการทดสอบด้วยสาร oxymatrine และ cyclopamine เป็น negative control และ 5-fluorouracil 
ท่ีความเข้มข้น 1, 10, 100 µg/ml เป็น positive control 

 2.3 เพาะเล้ียงเซลล์ต่อเป็นระยะเวลา 24, 48 และ 72 ชั่วโมง 

 2.4 เติมสารละลาย MTT ใน PBS solution ท่ีความเข้มข้น 5 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร ลงในแต่ละ 
well จากนั้น incubate plate เป็นระยะเวลา 3 ชั่วโมง 

 2.5 ดูด supernatant ในแต่ละ well ท้ิง 

 2.6 เติม DMSO เพ่ือละลาย formazan crystal 
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 2.7 วัดค่าการดูดกลืนแสงด้วยเคร่ือง microplate reader ท่ีความยาวคลื่น 570 nm 

2.8 ค านวณเปอร์เซ็นต์เซลล์ท่ีรอดชีวิต โดยใช้สูตร 

% Cell viability =    

OD control = OD ท่ีวัดได้จากเซลล์ที่ได้รับการทดสอบด้วย RPMI media 

OD sample = OD ท่ีวัดได้จากเซลล์ที่ได้รับการทดสอบด้วย oxymatrine และ cyclopamine ท่ีความ
เข้มข้นต่างๆ 

3.การศึกษาผลเสริมฤทธิ์ของ oxymatrine และ cyclopamine เมื่อให้ร่วมกับยา 5-fluorouracil ในการ
ยับยั้งการรอดชีวิตของเซลล์มะเร็งล าไส้ใหญ่และทวารหนักของมนุษย์ชนิด SW-620 โดยใช้เทคนิค Drug 
combination assay 

3.1 เพาะเลี้ยงเซลล์มะเร็งล าไส้ใหญ่ชนิด SW-620 ใน 96-well plate ท่ีความหนาแน่น 5,000 
cells/well ท่ีอุณหภูมิ 37˚C, 5% CO2, 95% humidity ใน incubator 

3.2 ปิ เ ปต  media ท้ิ ง  แ ล ะ เ ติ ม  oxymatrine ท่ี ค ว าม เ ข้ ม ข้ น  30, 40, 50 µg/ml แ ละ 
cyclopamine ท่ีความเข้มข้นต่าง ได้แก่ 10 และ 20 µg/ml ร่วมกับยา 5-fluorouracil ท่ีความเข้มข้น 
1, 2.5, 5, 7.5, 10, 25 และ 50 µg/ml 

3.3 เพาะเล้ียงเซลล์ต่อเป็นระยะเวลา 72 ชั่วโมง 

3.4 เติมสารละลาย MTT ใน PBS solution ท่ีความเข้มข้น 5 mg/ml ปริมาตร 10 µl ลงใน 96-
well plate จากนั้นบ่มเซลล์ต่อภายใต้อุณหภูมิ 37˚C, 5% CO2, 95% humidity ต่อเป็นระยะเวลา 3 
ชั่วโมง 

3.5 ปิเปต supernatant ท้ิง และเติม absolute DMSO ปริมาตร 100 μl ลงใน 96-well plate 

3.6 วัดค่าการดูดกลืนแสงด้วยเคร่ือง microplate reader ท่ีความยาวคลื่น 570 nm 

3.7 ค านวณเปอร์เซ็นต์เซลล์ท่ีรอดชีวิต โดยใช้สูตร 
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% Cell viability =  
%100)( 





blankcontrol

blanksample

ODOD

ODOD

 

OD control = OD ท่ีวัดได้จากเซลล์ที่ได้รับการทดสอบด้วย RPMI media 

OD sample = OD ท่ีวัดได้จากเซลล์ที่ได้รับการทดสอบด้วย oxymatrine และ cyclopamine ท่ีความ
เข้มข้นต่างๆ ร่วมกับยา 5-fluorouracil 

4. การศึกษาผลเสริมฤทธิ์ของ oxymatrine เมื่อทดสอบร่วมกับยา 5-fluorouracil ต่อการรอดชีวิตของ
เซลล์ปกติไฟโบรบลาสต์ชนิด MRC-5 โดยใช้เทคนิค Drug toxicity testing 

 4.1 เพาะเล้ียงเซลล์ไฟโบรบลาสต์ชนิด MRC-5 ใน 96-well plate ท่ี density 5,000 cells/well 
ท่ีอุณหภูมิ 37˚C, 5% CO2, 95% humidity ใน incubator 

 4.2 ปิเปต media ท้ิง และเติม oxymatrine ท่ีความเข้มข้น 30, 40, 50 µg/ml และ ทดสอบ
ร่วมกับยา 5-fluorouracil ท่ีความเข้มข้น 1, 2.5, 5, 7.5, 10, 25 และ 50 µg/ml 

 4.3 เพาะเล้ียงเซลล์ต่อเป็นระยะเวลา 72 ชั่วโมง 

4.4 เติมสารละลาย MTT ใน PBS solution ท่ีความเข้มข้น 5 mg/ml ปริมาตร 10 µl ลงใน 96-
well plate จากนั้นบ่มเซลล์ต่อภายใต้อุณหภูมิ 37˚C, 5% CO2, 95% humidity ต่อเป็นระยะเวลา 3 
ชั่วโมง 

4.5 ปิเปต supernatant ท้ิง และเติม absolute DMSO ปริมาตร 100 μl ลงใน 96-well plate 

4.6 วัดค่าการดูดกลืนแสงด้วยเคร่ือง microplate reader ท่ีความยาวคลื่น 570 nm 

4.7 ค านวณเปอร์เซ็นต์เซลล์ท่ีรอดชีวิต โดยใช้สูตร 

% Cell viability =   

OD control = OD ท่ีวัดได้จากเซลล์ที่ได้รับการทดสอบด้วย RPMI media 

OD sample = OD ท่ีวัดได้จากเซลล์ที่ได้รับการทดสอบด้วย oxymatrine ท่ีความเข้มข้นต่างๆ 
ร่วมกับยา 5-fluorouracil 

 

%100)( 




blankcontrol

blanksample

ODOD

ODOD



30 
 

5. การศึกษาความเป็นพิษของ cyclopamine ต่อการรอดชีวิตของเซลล์ปกติไฟโบรบลาสต์ชนิด MRC-5 
โดยใช้เทคนิค Drug toxicity testing 

 5.1 เพาะเล้ียงเซลล์ไฟโบรบลาสต์ชนิด MRC-5 ใน 96-well plate ท่ี density 5,000 cells/well 
ท่ีอุณหภูมิ 37˚C, 5% CO2, 95% humidity ใน incubator 

 5.2 ปิเปต media ท้ิงและเติม cyclopamine ท่ีความเข้มข้น 1, 2.5, 5, 10, 25 µg/ml  

 5.3 เพาะเล้ียงเซลล์ต่อเป็นระยะเวลา 24 ชั่วโมง 

 5.4 เติมสารละลาย MTT ใน PBS solution ท่ีความเข้มข้น 5 mg/ml ปริมาตร 10 µl ลงใน 96-
well plate จากนั้นบ่มเซลล์ต่อภายใต้อุณหภูมิ 37˚C, 5% CO2, 95% humidity ต่อเป็นระยะเวลา 3 
ชั่วโมง 

 5.5 ปิเปต supernatant ท้ิงและเติม absolute DMSO ปริมาตร 100 µl ลงใน 96-well plate  

 5.6 วัดค่าการดูดกลืนแสงด้วย microplate reader ท่ีความยาวคลื่น 570 nm 

 5.7 ค านวณเปอร์เซ็นต์เซลล์ท่ีรอดชีวิต โดยใช้สูตร 

% Cell viability =  

OD control = OD ท่ีวัดได้จากเซลล์ที่ได้รับการทดสอบด้วย RPMI media 

OD sample = OD ท่ีวัดได้จากเซลล์ที่ได้รับการทดสอบด้วย cyclopamine 

6.การศึกษาผลการเสริมฤทธิ์ของ oxymatrine เมื่อให้ร่วมกับยา 5-fluorouracil ในการยับยั้งการเจริญ
เป็นโคโลนีของเซลล์มะเร็งล าไส้ใหญ่ของมนุษย์ชนิด SW-620 โดยใช้เทคนิค colony formation assay 

6.1 เพาะเล้ียงเซลล์จ านวน 500 cells/well ใน 24-well plate ใน complete RPMI media  

6.2 บ่มเซลล์ต่อภายใต้อุณหภูมิ 37˚C, 5% CO2, 95% humidity เป็นระยะเวลา 24 ชั่วโมง 

6.3 เติม oxymatrine ท่ีความเข้มข้น 50 µg/ml และ oxymatrine 50 µg/ml + 5-fluorouracil 
25 µg/ml 

6.4 บ่มเซลล์ต่อภายใต้อุณหภูมิ 37˚C, 5% CO2, 95% humidity เป็นระยะเวลา 24 ชั่วโมง 

6.5 ปิเปต media ท่ีมีสารทดสอบท้ิง 
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6.6 เลี้ยงเซลล์ต่อใน complete RPMI 1640 เป็นระยะเวลา 7 วัน เพื่อสังเกตการเจริญและ
แบ่งตัวของเซลล์เป็นโคโลนี 

6.7 ดูด media ท่ีใช้ เลี้ยงเซลล์ ท้ิงและท าการ fix เซลล์ด้วย acetic acid : methanol ใน
อัตราส่วน 1 : 3 เป็นระยะเวลา 15 นาที 

6.8 ท าการย้อมเซลล์ด้วย 0.5% crystal violet เป็นระยะเวลา 30 นาที 

6.9 นับเซลล์โดยใช้กล้อง light microscope ท่ีก าลังขยาย 5x 

7.การศึกษาผลการเสริมฤทธิ์ของ oxymatrine และ cyclopamine เมื่อให้ร่วมกับยา 5-fluorouracil ใน
การยับย้ังการเคล่ือนท่ีในเซลล์มะเร็งล าไส้ใหญ่ของมนุษย์ชนิด SW-620  

7.1 เพาะเลี้ยงเซลล์ใน 24-well plate จนกระท่ังเซลล์เจริญเป็น monolayer และได้ 100% 
confluent 

7.2 ใช้ plastic pipette tip ขนาด 20 µl ในการ scratch เพ่ือท าให้เกิด wound 

7.3 ล้างเซลล์ด้วย serum free media จ านวน 2 ครั้ง 

7.4 เลี้ยงเซลล์มะเร็งล าไส้ใหญ่และทวารหนัก ใน RPMI 1640 media และในสภาวะท่ีมี  
oxymatrine 50 µg/ml และ oxymatrine 50 µg/ml + 5-fluorouracil 25 µg/ml และ cyclopamine 
20 µg/ml และ cyclopamine 20 µg/ml + 5-fluorouracil 20 µg/ml โดยเซลล์ท่ีไม่ได้รับการทดสอบ
จะใช้เป็น negative control 

7.5 วัดความกว้างของ wound ด้วยกล้อง invert microscope ท่ีก าลังขยาย 5x โดยวัดท่ีเวลา 
24 และ 48 ชั่วโมงหลังจากการเติมสารทดสอบ 

7.6 ค านวณ % number of cells migrated 

8. การศึกษาผลการเสริมฤทธิ์ของ oxymatrine และ cyclopamine เมื่อให้ร่วมกับยา 5-fluorouracil ใน
การยับย้ังการลุกลามในเซลล์มะเร็งล าไส้ใหญ่ของมนุษย์ชนิด SW-620  

8.1 เพาะเล้ียงเซลล์ใน 24-well plate ท่ีอุณหภูมิ 37°C,  5% CO2 เป็นเวลา 24 ชั่วโมง 

8.2 ปิเปต media ท้ิง และเติม oxymatrine 50 µg/ml และ oxymatrine 50 µg/ml + 5-
fluorouracil 2 5  µg/ml แ ละ  cyclopamine 2 0  µg/ml แ ละ  cyclopamine 2 0  µg/ml + 5 -
fluorouracil 20 µg/ml โดยมีเซลล์ท่ีไม่ได้รับการทดสอบ เป็น negative control 
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8.3 ท าการ coat invasion chamber ด้วย matrigel เป็นระยะเวลา 24 ชั่วโมงก่อนท าการ
ทดลอง 

8.4 Trypsinize เซลล์และปิเปตเซลล์ปริมาตร 500 µl ท่ีความหนาแน่น 1.0 x 105 cell/ml ลง
บน upper chamber ท่ีวางบน 24-well plate ในขณะท่ีด้านล่างของ chamber จะประกอบด้วย RPMI 
1640 media ท่ีมี 10 % FBS ปริมาตร 500 µl 

8.6 บ่มเซลล์ต่อเป็นเวลา 72 ชั่วโมง 

8.7 น าเซลล์ที่อยู่ด้านบนของ chamber ออกโดยใช้ cotton swab 

8.8 Fix cell ท่ีเคล่ือนท่ีผ่าน matrigel ด้วย ice cold methanol 

  8.9 ย้อมเซลล์ด้วยสี crystal violet เป็นเวลา 30 นาที 

 8.10 ล้างด้วย 1x PBS จนกระทั่งไม่เห็นสีของ crystal violet 

  8.10 นับเซลล์ 5 random fields โดยใช้กล้อง invert microscope  

8.11 ค านวณ % proportional invasiveness 

9. การศึกษาผลการเสริมฤทธ์ิของ oxymatrine เมื่อให้ร่วมกับยา 5-fluorouracil ต่อระดับการแสดงออก
ของเอนไซม์ matrix metalloproteinase 9 โดยใช้เทคนิค Enzyme-link immunosorbent assay 
(ELISA) 

9.1 การเตรียม sample  

- Dilute tissue culture samples อัตราส่วน 40 เท่าใน standard diluent buffer โดยเติม 117 
µl ของ standard diluent buffer ใน microfuge tube ตามด้วย sample 3 µl 
 
9.2 การเตรียม standard 

- Label tube ส าหรับการท า standard 

- เติม 300 µl ของ standard diluent buffer ลงใน tube จ านวน 6 tube : 750, 375, 187.5, 
93.8, 46.9 และ 23.5 pg/ml Hu MMP-9 
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- Dilution of Hu MMP-9 standard 
ตารางที่ 3.2 แสดง Dilution of Hu MMP-9 standard 

Standard Add : Into : 

1,500 pg/ml Swirl or mix gently and allow to sit for 10 minute 

750 pg/ml 300 µl of 1,500 pg/ml 300 µl of Diluent buffer 

375 pg/ml 300 µl of 750 pg/ml 300 µl of Diluent buffer 

187.5 pg/ml 300 µl of 375 pg/ml 300 µl of Diluent buffer 

93.8 pg/ml 300 µl of 187.5 pg/ml 300 µl of Diluent buffer 

46.9 pg/ml 300 µl of 93.8 pg/ml 300 µl of Diluent buffer 

23.5 pg/ml 300 µl of 46.9 pg/ml 300 µl of Diluent buffer 

0 pg/ml 300 µl of Diluent buffer Empty tube 

 

9.3 การ Dilution of streptavidin-HRP (100x) 

 เตรียมโดยเติม 10 µl ของ 100x concentration ใน 1 ml ของ streptavidin-HRP diluent 
ส าหรับ 8 well 

ตารางที่ 3.3 แสดงการ Dilution of Streptavidin-HRP (100x) 

# of 8-well strips Volume of streptavidin-
HRP (100x) 

Volume of diluent 

2 20 µl solution 2 ml 
4 40 µl solution 4 ml 
6 60 µl solution 6 ml 
8 80 µl solution 8 ml 
10 100 µl solution 10 ml 
12 120 µl solution 12 ml 

9.4 การ Dilution of wash buffer 
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 วาง wash buffer concentration (25X) ไว้ที่ room temp และ mix เพ่ือละลาย salts จากนั้น 
dilute 1 ml ของ wash buffer concentration ด้วย 24 ml ของ deionized water  และ label ค า
ว่า working wash buffer 

9.5   ขั้นตอนการท า MMP9 ELIZA kit 

- Dilute tissue culture samples (1:40) ด้วย standard diluent buffer 

- เติม 100 µl ของ standard diluent buffer ไปที่ zero standard wells 

- เติม 100 µl ของ standards, control หรือ samples ลงในแต่ละ well  

- ปิด plate ด้วย plate cover และ incubate ท่ีอุณหภูมิห้อง 2 ชั่วโมง 

- เท solution จาก well และล้าง plate จ านวน 4 ครั้ง 

- เติม  100 µl ของ biotinylated Hu MMP-9 Biotin conjugate solution ลงในแต่ละ  well 
ยกเว้น chromogen blank 

- ปิด plate ด้วย plate cover และ incubate ท่ีอุณหภูมิห้อง 1 ชั่วโมง 

- เท solution จาก well และล้าง plate จ านวน 4 ครั้ง 

- เติม 100 µl ของ streptavidin-HRP working solution ลงในแต่ละ well ยกเว้น chromogen 
blank  

- ปิด plate ด้วย plate cover และ incubate ท่ีอุณหภูมิห้อง 30 นาที 

- เท solution จาก well และล้าง plate จ านวน 4 ครั้ง 

- เติม 100 µl ของ stabilized chromogen ลงในแต่ละ well  (สังเกตเห็นเป็นสีฟ้า) 

- Incubate เป็นเวลา 30 นาทีท่ีอุณหภูมิห้องและในท่ีมืด (ห้าม cover plate ด้วย aluminum 
foil) 

- เติม 100 µl ของ stop solution ลงในแต่ละ well (จะสังเกตเห็นสารละลายใน well เปลี่ยนจาก
สีฟ้าเป็นสีเหลือง) 

- น าไปวัดค่าการดูดกลืนแสงท่ี 450 nm ด้วยเครื่อง microplate reader 
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บทท่ี 4 

ผลการวิจัย (Results) 

1. การเพาะเล้ียงเซลล์มะเร็งล าไส้ใหญ่ของมนุษย์ชนิด SW-620 
- เพาะเลี้ยงเซลล์มะเร็งล าไส้ใหญ่ของมนุษย์ชนิด SW-620 ใน flask T25 ใน RPMI-1640 

medium ท่ี มี  1 0%  heat inactivated fetal bovine serum, 1 00  U/ml penicillin, 1 0 0  U/ml 

streptomycin ท่ีอุณหภูมิ 37˚C, 5% CO2, 95% humidity ใน incubator  

 

ภาพท่ี 4 แสดงลักษณะรูปร่างของเซลล์มะเร็งล าไส้ใหญ่และทวารหนักชนิด SW-620 cells ท่ีก าลังขยาย 

100x 
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2. การศึกษาลักษณะรูปร่างของเซลล์มะเร็งชนิด SW-620 ท่ีทดสอบด้วย cyclopamine  

      Control            Cyclopamine 5 µg/ml 

   

Cyclopamine 10 µg/ml                Cyclopamine 25 µg/ml 

   

ผลการทดลองจากการศึกษาลักษณะรูปร่างของเซลล์มะเร็งล าไส้ใหญ่และทวารหนักชนิด SW-620 

ด้วยกล้อง light microscope ท่ีก าลังขยาย 100x เซลล์ถูกทดสอบด้วย cyclopamine ท่ีความเข้มข้น

ต่างๆ ได้แก่ 5, 10, 25 µg/ml เป็นระยะเวลา 24 ชั่วโมง พบการเปลี่ยนแปลงลักษณะรูปร่างของ

เซลล์มะเร็ง โดยเซลล์สูญเสียลักษณะรูปร่าง epithelial morphology โดยท่ีความเข้มข้น 25 µg/ml ของ 

cyclopamine จะพบเซลล์มีขนาดเล็ก รูปร่างกลม มีลักษณะของเซลล์ท่ีอยู่ในระยะ apoptosis เมื่อเทียบ

กับกลุ่มควบคุม ในขณะท่ีความเข้มข้น 5 และ 10 µg/ml ไม่พบการเปลี่ยนแปลงของเซลล์มะเร็ง 
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3. การศึกษาลักษณะรูปร่างของเซลล์มะเร็งชนิด SW-620 ท่ีทดสอบด้วย oxymatrine 

     Control           Oxymatrine 25 µg/ml  

     

Oxymatrine 50 µg/ml            Oxymatrine 100 µg/ml 

     

   ผลการทดลองจากการศึกษาลักษณะรูปร่างของเซลล์มะเร็งล าไส้ใหญ่และทวารหนักชนิด SW-

620 ด้วยกล้อง light microscope ท่ีก าลังขยาย 10x เซลล์ถูกทดสอบด้วย oxymatrine ท่ีความเข้มข้น

ต่างๆ ได้แก่ 25, 50, 100 µg/ml เป็นระยะเวลา 24 ชั่วโมง พบว่าจ านวนเซลล์มะเร็งลดลง และเซลล์มี

รูปร่างกลมมากขึ้น โดยท่ีความเข้มข้น 100 µg/ml ของ oxymatrine จะพบเซลล์มีขนาดเล็ก รูปร่างกลม 

มีลักษณะของเซลล์ท่ีอยู่ในระยะ apoptosis เมื่อเทียบกับกลุ่มควบคุม ในขณะท่ีความเข้มข้น 25 และ 50 

µg/ml ไม่พบการเปลี่ยนแปลงของเซลล์มะเร็งมากนัก แต่พบว่าจ านวนของเซลล์มะเร็งลดลง 
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4. การศึกษาฤทธิ์ต้านมะเร็งของสาร oxymatrine ต่อเซลล์มะเร็งล าไส้ใหญ่และทวารหนัก SW-620 cells 

ด้วยเทคนิค MTT cell viability assay 

 

 

 ผลการทดสอบฤทธิ์ต้านมะเร็งของสาร oxymatrine พบว่าสาร oxymatrine สามารถลด

เปอร์เซ็นต์เซลล์ท่ีรอดชีวิตตามความเข้มข้นของสารท่ีเพิ่มมากขึ้นและระยะเวลาท่ีนานขึ้นท่ี 24, 48 และ 

72 ชั่วโมงหลังการทดสอบด้วยสาร oxymatrine ท่ีความเข้มข้น 5, 10, 25, 50 และ 100 µg/ml  

โดยเฉพาะอย่างยิ่งท่ีความเข้มข้น 50 และ 100 µg/ml ของ oxymatrine สามารถลดเปอร์เซ็นต์เซลล์ท่ี

รอดชีวิตได้อย่างมีนัยส าคัญที่ระดับนัยส าคัญ 0.001 เมื่อค านวณค่า IC50 ของ oxymatrine ต่อเซลล์มะเร็ง

ล าไส้ใหญ่และทวารหนักชนิด SW-620 cells มีค่าเท่ากับ 54.29, 51.27 และ 46.41 μg/ml 
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5. การศึกษาผลเสริมฤทธิ์ของ oxymatrine และยา 5-fluorouracil ต่อการรอดชีวิตของเซลล์มะเร็งล าไส้

ใหญ่และทวารหนักของมนุษย์ชนิด SW-620 cells โดยใช้เทคนิค Drug combination assay 

ตาราง แสดงค่า IC50 และ CI value ของการทดสอบด้วยสาร oxymatrine, 5-fluorouracil alone และ 

oxymatrine ท่ีความเข้มข้น 30 µg/ml + 5-fluorouracil 

 

ผลการทดสอบแสดงเปอร์เซ็นต์เซลล์ท่ีรอดชีวิตหลังการทดสอบด้วยยา 5-fluorouracil ท่ีความ

เข้มข้น 1, 2.5, 5, 7.5, 10, 25, และ 50 μg/ml และสาร oxymatrine ท่ีความเข้มข้น 30, 40, และ 50 

μg/ml พบว่า สาร oxymatrine สามารถเพิ่มฤทธิ์ต้านมะเร็งของยา 5-fluorouracil และลดเปอร์เซ็นต์

เซลล์ท่ีรอดชีวิต เมื่อเปรียบเทียบกับการทดสอบด้วยยา 5-fluorouracil เพียงอย่างเดียว ค่า IC50 ของยา 
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5-fluorouracil ลดลงจาก 1.25 µg/ml เป็น 0.02 µg/ml เมื่อทดสอบร่วมกับ oxymatrine ท่ีความเข้มข้น 

30 µg/ml เมื่อน ามาค านวณค่า Combination index (CI) พบว่ามีค่าเท่ากับ 0.662 ซึ่งแสดงให้เห็นว่าสาร 

oxymatrine และยา 5-fluorouracil เมื่อทดสอบร่วมกันให้ผลเสริมฤทธิ์กัน (synergism) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



41 
 

6. การศึกษาผลเสริมฤทธิ์ของสาร oxymatrine เมื่อให้ร่วมกับยา 5-fluorouracil ต่อการรอดชีวิตของ

เซลล์ไฟโบบลาส (fibroblast) ชนิด MRC-5 โดยใช้เทคนิค Drug combination toxicity testing 

 
ผลการศึกษาแสดงเปอร์เซ็นต์เซลล์ปกติ (normal cell) ท่ีรอดชีวิตหลังการทดสอบด้วยยา 5-

fluorouracil ท่ีความเข้มข้น 1, 2.5, 5, 7.5, 10, 25, และ 50 μg/ml และสาร oxymatrine ท่ีความ

เข้มข้น 30, 40, และ 50 μg/ml พบว่าเปอร์เซ็นต์ของเซลล์ท่ีรอดชีวิตในกลุ่มท่ีทดสอบด้วยยา 5-

fluorouracil และสาร oxymatrine ท่ีความเข้มข้น 30 และ 40 µg/ml มีค่ามากกว่า เปอร์เซ็นต์เซลล์ท่ี

รอดชีวิตในกลุ่มท่ีทดสอบด้วยยา 5-fluorouracil เพียงอย่างเดียว แสดงให้เห็นว่า สาร oxymatrine มี

ความเป็นพิษต่อเซลล์ปกติน้อยกว่าเซลล์มะเร็ง และเมื่อเพ่ิมขนาดของสาร oxymatrine ท่ี 50 µg/ml 

พบว่าเปอร์เซ็นต์เซลล์ท่ีรอดชีวิต มีค่าไม่แตกต่างจากกลุ่มท่ีทดสอบด้วยยา 5-fluorouracil เพียงอย่าง

เดียว แสดงให้เห็นว่าสาร oxymatrine ออกฤทธ์ิจ าเพาะต่อเซลล์มะเร็งมากกว่าเซลล์ปกติ 
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7. การศึกษาผลเสริมฤทธิ์ของ oxymatrine และยา 5-fluorouracil ต่อการเจริญเป็น colony ของ

เซลล์มะเร็งล าไส้ใหญ่และทวารหนักของมนุษย์ชนิด SW-620 cells โดยใช้เทคนิค Colony formation 

assay 

 

ผลการทดสอบพบว่าสาร oxymatrine ท่ีความเข้มข้น 50 µg/ml สามารถลดเปอร์เซ็นต์การเจริญ

เป็นโคโลนีเมื่อเทียบกับกลุ่มควบคุมในเซลล์มะเร็งล าไส้ใหญ่และทวารหนักของมนุษย์ชนิด SW-620 cells 

หลังการทดสอบเป็นระยะเวลา 7 วัน และเลี้ยงเซลล์ต่อ ใน RPMI1640 media + 10% FBS เป็น

ระยะเวลา 7 วัน และเมื่อศึกษาผลเสริมฤทธิ์ของสาร oxymatrine ท่ีความเข้มข้น 50 µg/ml และยา 5-

fluorouracil ท่ีความเข้มข้น 25 µg/ml ต่อการเจริญเป็นโคโลนีในเซลล์มะเร็งพบว่า เมื่อทดสอบร่วมกัน

สามารถลดเปอร์เซ็นต์การเจริญเป็นโคโลนีอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติเมื่อเทียบกับกลุ่มควบคุม (p < 0.001) 
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8. การศึกษาผลเสริมฤทธิ์ของ oxymatrine เมื่อทดสอบร่วมกับยา 5-fluorouracil ต่อการยับยั้งการ

เคลื่อนท่ีในเซลล์มะเร็งล าไส้ใหญ่และทวารหนักของมนุษย์ชนิด SW-620 cells โดยใช้เทคนิค Scratch 

assay 
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ผลการทดสอบพบว่า สาร oxymatrine ท่ีความเข้มข้น 50 µg/ml สามารถลดการเคลื่อนท่ีของ

เซลล์มะเร็งชนิด SW-620 cells หลังการทดสอบเป็นระยะเวลา 48 ชั่วโมง และเมื่อทดสอบร่วมกับยา 5-

fluorouracil ท่ีความเข้มข้น 25 µg/ml สามารถลดจ านวนของเซลล์ท่ีเคลื่อนท่ีมายังบริเวณท่ีเกิด 

wound อย่างมีนัยส าคัญเมื่อเทียบกับกลุ่มควบคุม (p < 0.001) 
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9. การศึกษาผลเสริมฤทธิ์ของ oxymatrine เมื่อทดสอบร่วมกับยา 5-fluorouracil ต่อการยับยั้งการ

ลุกลามในเซลล์มะเร็งล าไส้ใหญ่และทวารหนักของมนุษย์ชนิด SW-620 cells โดยใช้เทคนิค Matrigel 

invasion assay 

 

 

 ผลการทดสอบพบว่าสาร oxymatrine ท่ีความเข้มข้น 50 µg/ml สามารถลดจ านวนเซลล์ท่ี

เคลื่อนท่ีผ่าน matrigel-coated invasion chamber และ % proportional invasiveness ได้อย่างมี

นัยส าคัญ ท่ีระดับนัยส าคัญ 0.001 และเมื่อทดสอบสาร oxymatrine ท่ีความเข้มข้น 50 µg/ml ร่วมกับ

ยา 5-fluorouracil ท่ีความเข้มข้น 25 µg/ml สามารถลดจ านวนเซลล์ท่ีเคลื่อนท่ีผ่าน matrigel-coated 

invasion chamber และลดเปอร์ เซ็นต์  proportional invasiveness ได้อย่างมีนัยส าคัญ ท่ีระดับ

นัยส าคัญ 0.001 เมื่อเทียบกับกลุ่มควบคุม แสดงให้เห็นว่าการทดสอบร่วมกันของสาร oxymatrine และ 

5-fluorouracil ให้ผลเสริมฤทธิ์กันเมื่อเทียบกับกลุ่มท่ีทดสอบด้วยสาร oxymatrine อย่างเดียว 
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10. การศึกษาผลเสริมฤทธิ์ของ oxymatrine เมื่อทดสอบร่วมกับยา 5-fluorouracil ต่อการแสดงออก

ของเอนไซม์ matrix metalloproteinase 9 ในเซลล์มะเร็งล าไส้ใหญ่และทวารหนักของมนุษย์ชนิด SW-

620 cells โดยใช้เทคนิค ELISA 

 

 ผลการทดลองพบว่าสาร oxymatrine ท่ีความเข้มข้น 50 µg/ml สามารถลดการแสดงออกของ

เอนไซม์ matrix metalloproteinase 9 และเมื่อตรวจสอบการแสดงออกของเอนไซม์นี้ใน supernatant 

ของเซลล์ท่ีได้รับการทดสอบด้วย oxymatrine ท่ีความเข้มข้น 50 µg/ml ร่วมกับ 5-fluorouracil ท่ีความ

เข้มข้น 25 µg/ml พบว่าสามารถลดระดับเอนไซม์ matrix metalloproteinase 9 ได้อย่างมีนัยส าคัญท่ี

ระดับนัยส าคัญ 0.05 เมื่อเทียบกับกลุ่มควบคุม ผลการทดลองแสดงให้เห็นว่า สาร oxymatrine สามารถ

ลดการเคลื่อนท่ีและการลุกลามของเซลล์มะเร็งล าไส้ใหญ่และทวารหนักของมนุษย์ชนิด SW-620 ผ่าน

ทางการลดระดับการแสดงออกของเอนไซม์ matrix metalloproteinase 9 
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11. การศึกษาฤทธิ์ต้านมะเร็งของสาร cyclopamine ต่อการรอดชีวิตของเซลล์มะเร็งล าไส้ใหญ่และทวาร

หนักชนิด SW-620 ด้วยเทคนิค MTT cell viability assay 
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 Cyclopamine 48 hrs
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 Cyclopamine 72 hrs
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ผลการศึกษาหลังจากการทดสอบด้วยสาร cyclopamine ท่ีความเข้มข้น 1, 5, 10, 25, และ 50 

µg/ml เป็นระยะเวลา 24, 48 และ 72 ชั่วโมง พบว่าสาร cyclopamine สามารถลดเปอร์เซ็นต์การรอด

ชีวิตของเซลล์มะเร็งตามความเข้มข้นของสารและระยะเวลาท่ีเพิ่มขึ้น โดยเฉพาะอย่างยิ่งท่ีความเข้มข้น

ของ cyclopamine ท่ี 25 และ 50 µg/ml สามารถลดเปอร์เซ็นต์การรอดชีวิตของเซลล์มะเร็งอย่างมี

นัยส าคัญท่ี p < 0.001 เมื่อค านวณค่า IC50 values ท่ี 24, 48, 72  ชั่วโมง พบว่ามีค่าเท่ากับ 30.52, 

23.49 และ 21.99 μg/ml ตามล าดับ 
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12. การศึกษาความเป็นพิษของ cyclopamine ต่อการรอดชีวิตของเซลล์ปกติไฟโบรบลาสต์ ชนิด MRC-

5 โดยใช้เทคนิค Drug toxicity testing 

 
 ผลการทดสอบแสดงเปอร์ เซ็นต์เซลล์ไฟโบรบลาสต์ ท่ีรอดชีวิตหลังการทดสอบด้วยสาร 

cyclopamine ท่ีความเข้มข้น 1, 2.5, 5, 10 และ 25 µg/ml เป็นระยะเวลา 24 ชั่วโมง พบว่าสาร 

cyclopamine ท่ีความเข้มข้น 1, 2.5 และ 5 µg/ml มีผลต่อจ านวนเซลล์ท่ีรอดชีวิตน้อย เมื่อเทียบกับ

กลุ่มควบคุม แต่จ านวนเซลล์เร่ิมลดลงจากการทดสอบด้วยสาร cyclopamine ท่ีความเข้มข้น 10 และ 25 

µg/ml 
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13. การศึกษาผลเสริมฤทธิ์ของ cyclopamine และยา 5-fluorouracil ต่อการรอดชีวิตของเซลล์มะเร็ง

ล าไส้ใหญ่และทวารหนักของมนุษย์ชนิด SW-620 cells โดยใช้เทคนิค Drug combination assay 
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ตาราง แสดงค่า IC50 และ CI value ของการทดสอบด้วยสาร cyclopamine, 5-fluorouracil alone 

และ cyclopamine ท่ีความเข้มข้น 10 µg/ml + 5-fluorouracil 

Test compound IC50 
(µg/ml) 

CI value Description 

Cyclopamine 23.49 - - 
5-FU single treatment 2.774 - - 

Cyclopamine 10 µg/ml +5-FU 1.516 0.973 synergism 
*CI < 1, CI = 1, and CI  > 1 were synergism (CI < 1), additive (CI = 1), antagonism (CI > 

1), respectively. 
 

ผลการทดสอบแสดงเปอร์เซ็นต์เซลล์ท่ีรอดชีวิตหลังการทดสอบด้วยยา 5-fluorouracil ท่ีความ

เข้มข้น 1, 2.5, 5, 7.5, 10, 25, และ 50 μg/ml และสาร cyclopamine ท่ีความเข้มข้น 10 และ 20 

μg/ml พบว่า สาร cyclopamine สามารถเพิ่มฤทธิ์ต้านมะเร็งของยา 5-fluorouracil และลดเปอร์เซ็นต์

เซลล์ท่ีรอดชีวิต เมื่อเปรียบเทียบกับการทดสอบด้วยยา 5-fluorouracil เพียงอย่างเดียว ค่า IC50 ของยา 

5-fluorouracil ลดลงจาก 2.774 µg/ml เป็น 1.516 µg/ml เมื่อทดสอบร่วมกับ cyclopamine ท่ีความ

เข้มข้น 10 µg/ml เมื่อน ามาค านวณค่า Combination index (CI) พบว่ามีค่าเท่ากับ 0.973 ซึ่งแสดงให้

เห็นว่าสาร cyclopamine และยา 5-fluorouracil เมื่อทดสอบร่วมกันให้ผลเสริมฤทธิ์กัน (synergism) 
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14. การศึกษาผลเสริมฤทธิ์ของ cyclopamine และยา 5-fluorouracil ต่อการเคลื่อนท่ีของเซลล์มะเร็ง

ล าไส้ใหญ่และทวารหนักของมนุษย์ชนิด SW-620 cells โดยใช้เทคนิค Scratch assay 

 
 กระบวนการเคลื่อนท่ีของเซลล์มีความส าคัญระหว่างกระบวนการแพร่กระจายของเซลล์มะเร็ง ผล

การทดสอบหลงัใช้ pipette tip ขนาด 200 µl ท าให้เกิดแผลและทดสอบด้วยสาร cyclopamine ท่ีความ

เข้มข้น 20 µg/ml และ cyclopamine ท่ีความเข้มข้น 20 µg/ml + 5-fluorouracil ท่ีความเข้มข้น 20 

µg/ml พบว่าจ านวนของเซลล์มะเร็งท่ีเคลื่อนท่ีมายังบริเวณแผลลดลงอย่างมาก เมื่อทดสอบด้วยสาร 

cyclopamine ท่ีความเข้มข้น 20 µg/ml และ เมื่อทดสอบร่วมกันระหว่าง cyclopamine + 5-

fluorouracil พบว่าเสริมฤทธิ์กันในการลดจ านวนเซลล์มะเร็งล าไส้ใหญ่และทวารหนักท่ีเคลื่อนท่ีมายัง

บริเวณแผล 
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15. การศึกษาฤทธิ์ยับยั้งการลุกลามของเซลล์มะเร็งล าไส้ใหญ่และทวารหนักของมนุษย์ชนิด SW-620 

cells เมื่อทดสอบด้วยสาร cyclopamine และ cyclopamine+5-fluorouracil โดยใช้เทคนิค Matrigel 

invasion assay 

          Control               Cm 20 µg/ml       Cm 20 µg/ml + 5-FU 20 µg/ml 
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ผลการศึกษาพบว่าสาร cyclopamine ท่ีความเข้มข้น 20 µg/ml สามารถยับยั้งเปอร์เซ็นต์การ

ลุกลามของเซลล์มะเร็งล าไส้ใหญ่และทวารหนักชนิด SW-620 หลังการทดสอบเป็นระยะเวลา 48 ชั่วโมง

อย่างมีนัยส าคัญทางสถิติท่ีระดับนัยส าคัญ p < 0.01 และเมื่อทดสอบด้วย cyclopamine ร่วมกับยา 5-

fluorouracil สามารถยับยั้งเปอร์เซ็นต์การลุกลามของเซลล์มะเร็งล าไส้ใหญ่และทวารหนักชนิด SW-620 

อย่างมีนัยส าคัญท่ีระดับนัยส าคัญ 0.01 เมื่อเทียบกับกลุ่มควบคุม จากผลการศึกษาแสดงให้เห็นว่าสาร 

cyclopamine น่าจะมีประสิทธิภาพเป็น anti-invasive agents เพื่อใช้ในการรักษามะเร็งล าไส้ใหญ่และ

ทวารหนัก 
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บทท่ี 5 

อภิปรายผลการทดลอง (Discussion) 

 จากผลการศึกษาฤทธิ์ต้านมะเร็งของสาร oxymatrine ต่อเซลล์มะเร็งล าไส้ใหญ่และทวารหนัก
ของมนุษย์ชนิด SW-620 พบว่าสาร oxymatrine มีฤทธิ์ยับยั้งการรอดชีวิตของเซลล์มะเร็งล าไส้ใหญ่และ
ทวารหนักภายหลังการทดสอบด้วยสาร oxymatrine ท่ีความเข้มข้น 5, 10, 25, 50 และ 100 ไมโครกรัม/
มิลลิลิตร ท่ีระยะเวลา 24, 48 และ 72 ชั่วโมงภายหลังการทดสอบ โดยมียา 5-fluorouracil เป็น 
positive control โดยผลการทดลองแสดงให้เห็นว่าสาร oxymatrine สามารถยับยั้งการรอดชีวิตของ
เซลล์มะเร็งตามความเข้มข้นของสารทดสอบท่ีเพิ่มมากขึ้นและระยะเวลาท่ีนานขึ้น  ซึ่งเป็นไปได้ว่าสาร 
oxymatrine น่าจะสามารถยับยั้งการรอดชีวิตของเซลล์มะเร็งล าไส้ใหญ่และทวารหนักชนิดอื่นๆ 

 การวิจัยและพัฒนาสารส าคัญจากพืชสมุนไพรจีน หรือ traditional Chinese herb ในปัจจุบัน
เป็นท่ีสนใจของนักวิจัย  เนื่องจากสารส าคัญในพืชมีฤทธิ์ทางชีวภาพและฤทธิ์ทางเภสัชวิทยาท่ีส าคัญ
มากมาย จึงเป็นไปได้ท่ีจะพัฒนาสารดังกล่าว เพื่อน ามาใช้ร่วมกับยามาตรฐานหรือน ามาใช้ร่วมกับการ
รักษามะเร็งวิธีอื่นๆ เนื่องจากการรักษามะเร็งแบบผสมผสาน (combination therapy) โดยการน า
สารส าคัญจากพืชสมุนไพรไม่เพียงแต่เป็นการลดขนาดของยามาตรฐานท่ีใช้ในการรักษามะเร็ง แต่ยังเป็น
การลดผลข้างเคียงท่ีอาจเกิดขึ้นจากการใช้ยาเคมีบ าบัดในการรักษาผู้ป่วยมะเร็ง จากการรายงานก่อนหน้า
แสดงให้เห็นถึงศักยภาพของสาร oxymatrine ในการยับยั้งมะเร็งชนิดต่างๆ โดยน ามาใช้ร่วมกับยาเคมี
บ าบัด ซึ่งผลการทดลองจากการทดสอบด้วยสาร oxymatrine ร่วมกับยา 5-fluorouracil ต่อการรอด
ชีวิตของเซลล์มะเร็งล าไส้ใหญ่และทวารหนักของมนุษย์ชนิด SW-620 พบว่าสาร oxymatrine สามารถ
เพิ่มประสิทธิภาพของยา 5-fluorouracil ในการยับยั้งเซลล์มะเร็ง เมื่อเทียบกับการทดสอบด้วยยา 5-
fluorouracil เพียงอย่างเดียว โดยค่า combination index (CI value) ภายหลังการทดสอบด้วยสาร 
oxymatrine ท่ีความเข้มข้น 30 µg/ml ร่วมกับยา 5-fluorouracil ท่ีความเข้มข้นต่างๆ มีค่าเท่ากับ 0.02 
เมื่อเทียบกับการทดสอบด้วยยา 5-fluorouracil เพียงอย่างเดียว ท่ีมีค่า CI value เท่ากับ 1.25 ซึ่งแสดง
ให้เห็นถึงปฏิกิริยาระหว่างกันของสาร oxymatrine และยา 5-fluorouracil คือเสริมฤทธิ์กันในการยับยั้ง
การรอดชีวิตของเซลล์มะเร็ง ซึ่งความเข้มข้นท่ีใช้ในการทดสอบ คือ 30 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร ซึ่งเป็นความ
เข้มข้นท่ีน้อยแต่สามารถเพิ่มประสิทธิภาพของยา 5-fluorouracil ในการยับยั้งเซลล์มะเร็ง แสดงให้เห็น
ถึงประสิทธิภาพของสาร oxymatrine ในการเพิ่มฤทธิ์ต้านมะเร็งของยา 5-fluorouracil ผลการศึกษาใน
ครั้งนี้สอดคล้องกับการศึกษาก่อนหน้าท่ีได้มีการทดสอบฤทธิ์ของสารสกัดจากสมุนไพรจีน เช่น 
resveratrol และ ginsenoside ในการเพิ่มความไวของเซลล์มะเร็งต่อยา 5-fluorouracil และเพิ่ม
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ประสิทธิภาพของยา 5-fluorouracil ในการยับยั้งการเพิ่มจ านวนของเซลล์มะเร็งล าไส้ใหญ่และทวารหนัก 
แสดงให้เห็นว่า การรักษามะเร็งแบบผสมผสานโดยใช้สาร oxymatrine ร่วมกับยา 5-fluorouracil อาจ
เป็นอีกหนึ่งทางเลือกในการรักษามะเร็งล าไส้ใหญ่และทวารหนัก ในการเพิ่มฤทธิ์ต้านมะเร็งของยา 5 -
fluorouracil และยังเป็นการลดขนาดของยา 5-fluorouracil ในการน าไปใช้ในผู้ป่วยมะเร็ง เพื่อลด
ผลข้างเคียงท่ีอาจเกิดขึ้นได้ และเมื่อทดสอบผลเสริมฤทธิ์ของสาร oxymatrine เมื่อทดสอบร่วมกับยา 5-
fluorouracil ต่อการรอดชีวิตของเซลล์ปกติ (normal fibroblast, MRC-5 cells) พบว่าการทดสอบ
ร่วมกันของสาร oxymatrine และยา 5-fluorouracil มีความเป็นพิษน้อยต่อเซลล์ปกติ โดยค่า IC50 เมื่อ
ทดสอบด้วยสาร oxymatrine ท่ีความเข้มข้น 30, 40 และ 50 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร เมื่อทดสอบร่วมกับ 
5-fluorouracil ในเซลล์ปกติ มีค่าเท่ากับ 11.78, 8.29 และ 4.67 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร เมื่อเปรียบเทียบ
กับค่า IC50 จากการทดสอบด้วยยา 5-fluorouracil เพียงอย่างเดียว มีค่าเท่ากับ 4.12 ไมโครกรัม/
มิลลิลิตร หลังการทดสอบเป็นระยะเวลา 72 ชั่วโมง แสดงให้เห็นว่า การเพิ่มสาร oxymatrine เพื่อ
ทดสอบร่วมกับ 5-fluorouracil สามารถลดค่า IC50 ของยา 5-fluorouracil หรือความเป็นพิษของยา 5-
fluorouracil ต่อเซลล์ปกติ แสดงให้เห็นว่าสาร oxymatrine มีความจ าเพาะสูงในการฆ่าเซลล์มะเร็ง
มากกว่าเซลล์ปกติ เมื่อเทียบค่า IC50 จากการทดสอบในเซลล์ปกติและเซลล์มะเร็ง อีกท้ังขนาดของสาร 
oxymatrine ท่ีใช้ในการทดสอบมีขนาดต่ า แต่มีความเป็นพิษต่อเซลล์มะเร็งสูง ในขนาดเดียวกันมีความ
เป็นพิษต่อเซลล์ปกติน้อยกว่า แสดงให้เห็นถึงประสิทธิภาพและความปลอดภัยของสาร oxymatrine และ
เป็นข้อมูลท่ีเป็นประโยชน์ในการน า oxymatrine ไปใช้ร่วมกับยา 5-fluorouracil ในการรักษามะเร็ง
ล าไส้ใหญ่และทวารหนักหรือพัฒนาต่อเป็น adjuvant therapy ในการให้กับผู้ป่วยมะเร็งท้ังก่อนและหลัง
การผ่าตัด เพื่อลดขนาดของก้อนมะเร็งและลดอัตราการเกิดมะเร็งซ้ าหลังการรักษา ในขณะท่ีผลการศึกษา
จากการทดสอบผลของสาร oxymatrine ต่อการเจริญเป็นโคโลนีหรือการเพิ่มจ านวนเพื่อขยายขนาดของ
โคโลนีของเซลล์มะเร็งล าไส้ใหญ่และทวารหนัก พบว่าสาร oxymatrine ท่ีความเข้มข้น 50 ไมโครกรัม/
มิลลิลิตร สามารถยับยั้งการเจริญเป็นโคโลนีของเซลล์มะเร็งได้และเมื่อทดสอบร่วมกับยา 5-fluorouracil 
สามารถเพิ่มฤทธิ์ในการยับยั้งการเจริญเป็นโคโลนีของเซลล์มะเร็งได้ เมื่อเทียบกับกลุ่มควบคุมและกลุ่มท่ี
ทดสอบด้วยสาร oxymatrine เพียงชนิดเดียว แสดงให้เห็นว่าสาร oxymatrine มีความสามารถในการ
ยับยั้งการเจริญของเซลล์มะเร็งจากเซลล์เดี่ยวๆเป็นโคโลนีท่ีมีขนาดใหญ่ หรืออาจท าให้เซลล์มะเร็งสูญเสีย
การแบ่งตัว ซึ่งเป็นประโยชน์ต่อการพัฒนาสารชนิดนี้ไปใช้ในการรักษามะเร็งล าไส้ใหญ่และทวารหนัก 

 กระบวนการเคลื่อนท่ีของเซลล์มะเร็งเป็นขั้นตอนส าคัญท่ีส่งเสริมกระบวนการแพร่กระจายของ
เซลล์มะเร็งจากบริเวณท่ีเกิดมะเร็งไปยังส่วนอื่นๆของร่างกาย โดยเซลล์มะเร็งจะหลุดออกจากก้อนมะเร็ง
และเคล่ือนท่ีเข้าสู่หลอดเลือดและระบบไหลเวียนน้ าเหลืองของร่างกาย เพื่อท่ีจะแพร่กระจายไปยังบริเวณ
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อื่นๆของร่างกายหรืออวัยวะต่างๆ ผลของสาร oxymatrine ต่อการเคลื่อนท่ีของเซลล์มะเร็ง พบว่าสาร 
oxymatrine ท่ีความเข้มข้น 50 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร สามารถลดจ านวนของเซลล์มะเร็งมายังบริเวณท่ี
เกิดแผล (wound) ท่ีระยะเวลา 24 และ 48 ชั่วโมงภายหลังการทดสอบ และเมื่อทดสอบร่วมกับยา 5 -
fluorouracil พบว่าสามารถยับยั้งจ านวนเซลล์มะเร็งท่ีเคลื่อนท่ีมายังบริเวณท่ีเกิดแผลได้อย่างมีนัยส าคัญ
ทางสถิติ เมื่อเปรียบเทียบกับกลุ่มควบคุม ซึ่งแสดงให้เห็นถึงความสามารถและฤทธิ์ยับยั้งการเคลื่อนท่ีของ
สาร oxymatrine ต่อการเคลื่อนท่ีของเซลล์มะเร็งล าไส้ใหญ่และทวารหนัก  

 กระบวนการลุกลามของเซลล์มะเร็งเป็นขั้นตอนส าคัญในการแพร่กระจายของมะเร็ง โดย
เซลล์มะเร็งจะเปลี่ยนแปลงโมเลกุลท่ีจ าเพาะของเซลล์ เพื่อใช้ในการยึดเกาะกับเซลล์อื่นๆและเนื้อเยื่อ
เกี่ยวพัน เช่น คอลลาเจน และหลั่งเอนไซม์ท่ีใช้ในการสลายโปรตีน ท่ีมีชื่อว่า matrix metalloproteinase 
และเอนไซม์ท่ีใช้สลายคอลลาเจน ท่ีมีชื่อว่า collagenase เพ่ือย่อยสลายส่วนของ extracellular matrix, 
basement membrane และเนื้อเยื่อเกี่ยวพัน ท าให้เซลล์มะเร็งเป็นอิสระท่ีเคลื่อนท่ีเข้าสู่ระบบไหลเวียน
เลือดได้ ผลการศึกษาฤทธิ์ยับยั้งการลุกลามของสาร oxymatrine ต่อเซลล์มะเร็งล าไส้ใหญ่และทวารหนัก
พบว่า สาร oxymatrine ท่ีความเข้มข้น 50 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร สามารถลดจ านวนของเซลล์ท่ีเคลื่อนท่ี
ผ่านชั้นของ matrigel และลดเปอร์เซ็นต์เซลล์มะเร็งท่ีลุกลาม ภายหลังการทดสอบเป็นระยะเวลา 72 
ชั่วโมง เมื่อเปรียบเทียบกับกลุ่มควบคุม เมื่อทดสอบร่วมกับยา 5-fluorouracil ท่ีความเข้มข้น 25 
ไมโครกรัม/มิลลิลิตร พบว่าสามารถยับยั้งเปอร์เซ็นต์เซลล์มะเร็งท่ีลุกลาม ได้อย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ เมื่อ
เทียบกับกลุ่มควบคุมและกลุ่มท่ีได้รับการทดสอบด้วยสาร oxymatrine เพียงอย่างเดียว จากผลการ
ทดลองแสดงให้เห็นถึงฤทธิ์ยับยั้งการลุกลามของเซลล์มะเร็งล าไส้ใหญ่และทวารหนัก ซึ่งเป็นขั้นตอนท่ี
ส าคัญอย่างหนึ่งในกระบวนการแพร่กระจายของเซลล์มะเร็ง 

 เอนไซม์ matrix metalloproteinase 9 เป็นชนิดของเอนไซม์ท่ีมีความส าคัญในกระบวนการ
แพร่กระจายของมะเร็งและใช้เป็น marker ในมะเร็งหลายชนิดและใช้ในการวินิจฉัยระยะของมะเร็ง 
เอนไซม์ matrix metalloproteinase 9 จึงเป็นเป้าหมายใหม่ส าหรับการรักษามะเร็ง เนื่องจาก
ความสามารถในการแพร่กระจายนั้น มีความสัมพันธ์กับความสามารถของเซลล์มะเร็งในการท าลายชั้น 
basement membrane ผลการทดลองพบว่าสาร oxymatrine ท่ีความเข้มข้น 50 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร 
สามารถลดระดับการแสดงของเอนไซม์ matrix metalloproteinase 9 ใน cell supernatant เมื่อ
เปรียบเทียบกับกลุ่มควบคุม เมื่อทดสอบร่วมกับยา 5-fluorouracil พบว่าสามารถลดระดับเอนไซม์ 
matrix metalloproteinase 9 ได้อย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ เมื่อเทียบกับกลุ่มควบคุมและกลุ่มที่ได้รับการ
ทดสอบด้วยสาร oxymatrine เพียงอย่างเดียว ซึ่งแสดงให้เห็นว่าสาร oxymatrine สามารถลดการ
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เคลื่อนท่ีและการลุกลามของเซลล์มะเร็งล าไส้ใหญ่และทวารหนัก ผ่านทางการลดการแสดงออกของ
เอนไซม์ matrix metalloproteinase 9 ซึ่งน าไปสู่การลดกระบวนการแพร่กระจายของเซลล์มะเร็ง ซึ่ง
เป็นกระบวนการท่ีส าคัญในการด าเนินโรคมะเร็ง และเป็นไปได้ว่าสาร oxymatrine อาจมีผลต่อการ
แสดงออกของเอนไซม์ matrix metalloproteinase ชนิดอื่นๆ หรือ โมเลกุลท่ีท าหน้าท่ีเป็นรีเซ็ฟเตอร์ใน
กระบวนการแพร่กระจายของมะเร็งล าไส้ใหญ่และทวารหนัก ซึ่งผลการศึกษาในครั้งนี้สอดคล้องกับ
การศึกษาก่อนหน้าท่ีมีการทดลองพบว่าสาร epigallocatechin-3-gallate สามารถยับยั้งการเพิ่มจ านวน
และการเคลื่อนท่ีของเซลล์มะเร็งล าไส้ใหญ่และทวารหนักชนิด SW-620 ผ่านทางการลดการหลั่งเอนไซม์ 
matrix metalloproteinase 9 เช่นเดียวกับการศึกษาก่อนหน้าท่ีพบว่า glaucine เป็นสารอัลคาลอยด์ท่ี
ได้จากพืชสามารถลดการลุกลามและการแพร่กระจายในเซลล์มะเร็งเต้านม ผลการศึกษาวิจัยในครั้งนี้ท า
ให้ทราบถึงฤทธิ์ต้านมะเร็งของสาร oxymatrine ต่อเซลล์มะเร็งล าไส้ใหญ่และทวารหนัก และข้อมูลความ
ปลอดภัยของสาร oxymatrine เมื่อทดสอบร่วมกับยา 5-fluorouracil ในเซลล์ปกติ จึงเป็นไปได้ว่าข้อมูล
นี้อาจจะน าไปใช้เป็นข้อมูลพื้นฐานส าหรับการพัฒนายาหรือสารส าคัญท่ีได้จากพืชในการน าไปใช้ร่วมกับ
ยา 5-fluorouracil เพื่อเพิ่มฤทธิ์ยับยั้งมะเร็งล าไส้ใหญ่และทวารหนักมากขึ้น ซึ่งจะเป็นประโยชน์ในการ
รักษาผู้ป่วยมะเร็งล าไส้ใหญ่และทวารหนักต่อไป 

 Cyclopamine เป็นสารสเตียรอยด์ท่ีถูกแยกจากพืช Veratrum californicum มีการศึกษาก่อน
หน้าพบว่า cyclopamine ยับยั้งมะเร็งหลายชนิด เช่น มะเร็งต่อมลูกหมากและมะเร็งเต้านม จาก
การศึกษาฤทธ์ิต้านมะเร็งของ cyclopamine ต่อเซลล์มะเร็งล าไส้ใหญ่และทวารหนักของมนุษย์ชนิด SW-
620 cells ผลการศึกษาพบว่าสาร cyclopamine ท่ีความเข้มข้น 1, 5, 10, 25, และ 50 µg/ml เป็น
ระยะเวลา 24, 48 และ 72 ชั่วโมง พบว่าสาร cyclopamine สามารถลดเปอร์เซ็นต์การรอดชีวิตของ
เซลล์มะเร็งตามความเข้มข้นของสารและระยะเวลาท่ีเพิ่มขึ้น โดยเฉพาะอย่างยิ่งท่ีความเข้มข้นของ 
cyclopamine ท่ี 25 และ 50 µg/ml สามารถลดเปอร์เซ็นต์การรอดชีวิตของเซลล์มะเร็งอย่างมีนัยส าคัญ
ท่ี p < 0.001 เมื่อค านวณค่า IC50 values ท่ี 24, 48, 72 ชั่วโมง พบว่ามีค่าเท่ากับ 30.52, 23.49 และ 

21.99 μg/ml ตามล าดับ เมื่อท าการศึกษาผลเสริมฤทธิ์ของสาร cyclopamine กับยา 5-fluorouracil 
ต่อการรอดชีวิตของเซลล์มะเร็งล าไส้ใหญ่และทวารหนัก พบว่า เมื่อทดสอบร่วมกันสามารถลดเปอร์เซ็นต์
ของรอดชีวิตของเซลล์มะเร็งอย่างมีนัยส าคัญ เมื่อเปรียบเทียบกับการทดสอบด้วยยา 5-fluorouracil 
เพียงอย่างเดียว มีค่า IC50 ของยา 5-fluorouracil ลดลงจาก 2.774 µg/ml เป็น 1.516 µg/ml เมื่อ
ทดสอบร่วมกับ cyclopamine ท่ีความเข้มข้น 10 µg/ml เมื่อน ามาค านวณค่า Combination index 
(CI) พบว่ามีค่าเท่ากับ 0.973 ซึ่งแสดงให้เห็นว่าสาร cyclopamine และยา 5-fluorouracil เมื่อทดสอบ
ร่วมกันให้ผลเสริมฤทธิ์กัน (synergism) เมื่อน ามาศึกษาฤทธิ์ยับยั้งการเคลื่อนท่ีและการลุกลามพบว่าสาร 
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cyclopamine ท่ีความเข้มข้น 20 µg/ml สามารถยับยั้งการเคลื่อนท่ีและการลุกลามของเซลล์มะเร็งล าไส้
ใหญ่และทวารหนัก ได้อย่างมีนัยส าคัญ ท่ีระดับนัยส าคัญ 0.01 และเมื่อทดสอบร่วมกับยา 5-fluorouracil 
ท่ีความเข้มข้น 20 µg/ml สามารถยับยั้งการเคลื่อนท่ีและการลุกลามของเซลล์มะเร็ง ได้อย่างมีนัยส าคัญ
ทางสถิติท่ีระดับนัยส าคัญ 0.05 แสดงให้เห็นถึงความสามารถของสาร cyclopamine ท่ีจะถูกน าไปพัฒนา
ของสารต้านมะเร็ง เพื่อยับยั้งการเคลื่อนท่ีและการลุกลามของเซลล์มะเร็งล าไส้ใหญ่และทวารหนักใน
อนาคต 

ข้อสรุปและข้อเสนอแนะเกี่ยวกับการวิจัย ตลอดจนประโยชน์ในทางประยุกต์ของ
ผลการวิจัยท่ีได้ 

 ผลการศึกษาวิจัยในครั้งนี้  ท าให้ทราบถึงฤทธิ์ทางเภสัชวิทยาของสาร oxymatrine และ 
cyclopamine ในการยับยั้งเซลล์มะเร็งล าไส้ใหญ่และทวารหนักมากขึ้น ตลอดจนกลไกการออกฤทธิ์ของ
สารท้ังสองชนิดในการยับยั้งเซลล์มะเร็งล าไส้ใหญ่และทวารหนัก ซึ่งเป็นประโยชน์ต่อการพัฒนายาจากพืช
สมุนไพรและสารส าคัญท่ีได้จากธรรมชาติ เพื่อน าไปใช้ร่วมกับยามาตรฐาน 5-fluorouracil ในการรักษา
โรคมะเร็งล าไส้ใหญ่และทวารหนัก อีกท้ังยังเป็นการเพิ่มประสิทธิภาพในการรักษาผู้ป่วยและลดอัตราการ
ดื้อต่อการรักษาด้วยยา 5-fluorouracil ข้อมูลท่ีได้จากการศึกษาจะเป็นข้อมูลพื้นฐานในการวิจัยต่อยอด
ในสัตว์ทดลองและผู้ป่วยมะเร็งล าไส้ใหญ่และทวารหนักต่อไป 
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ภาคผนวก 

Buffers and reagents 

1. RPMI 1640 stock solution ปริมาตร 1 ลิตร 

- RPMI powder   10.4 g 

- NaHCO3   1.5 g 

- ddH20    900 ml 

ปรับ pH ท่ี 7.4 โดย 1 M HCl และ 1 M NaOH 

เติม ddH20 จนได้ปริมาตร 1 ลิตร และกรองผ่านหัวกรอง ท่ีมีขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 0.2 

มิลลิเมตร 

2. 10x Phosphate Buffered Saline (PBS) ปริมาตร 1 ลิตร 

- NaCl    80.65 g 

- KCl    2 g 

- KH2PO4   2 g 

- Na2HPO4   11.5 g 

- ddH2O    900 ml 

ปรับ pH ท่ี 7.4 โดย 1 M HCl และ 1 M NaOH 

เติม ddH20 จนได้ปริมาตร 1 ลิตร น าไป sterilized โดยวิธี autoclave 

3. Complete RPMI1640 media ปริมาตร 100 มิลลิลิตร 

- Incomplete RPMI1640 media    89 ml 

- Heat inactivated Fetal Bovine Serum (FBS)  10 ml 

- Penicillin/Streptomycin    1 ml 
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