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บทคัดย�อ 

 
จากงานวิจัยก�อนหน�าท่ีแสดงให�เห็นถึงฤทธิ์ในการต�านมะเร็งของสารสกัดเอทานอลจากเหง�า

เร�วหอมและพบสาร 4-methoxycinnamaldehyde (4-MCA) เป:นหนึ่งในสารออกฤทธิ์นั้น นํามาสู�การ
ทดสอบฤทธิ์การต�านมะเร็งด้ือยาของสารท้ังสองในงานวิจัยชิ้นนี้ เนื่องจากป@ญหาการรักษาโรคมะเร็งในป@จจุบัน
ด�วยยาเคมีบําบัดท่ีไม�ประสบความสําเร็จ ส�วนหนึ่งพบว�าเกิดจากการท่ีเซลลHมะเร็งเกิดการพัฒนาตัวเองให�ด้ือ
ต�อยาเคมีบําบัดหลังได�รับยาต�อเนื่องเป:นระยะเวลาหนึ่ง ในงานวิจัยชิ้นนี้ ผู�วิจัยได�ทําการพัฒนาเซลลHมะเร็งด้ือ
ยาข้ึนมา 2 ชนิด ได�แก� เซลลHมะเร็งเต�านม MDA-MB-231 ท่ีด้ือต�อยา doxorubicin (MDA-MB-231/DoxR ) 
และ เซลลHมะเร็งปากมดลูก C33A ท่ีด้ือต�อยา cisplatin (C33A/CisR10) ซ่ึงมีค�าดัชนีการด้ือยาของเซลลHมะเร็ง 
(resistance index, RI) เม่ือเทียบกับเซลลHมะเร็งต้ังต�น เท�ากับ 1.36 และ 2.37 ตามลําดับ ผลจากการทดสอบ
ความมีชีวิตรอดของเซลลHหลังได�รับสารทดสอบเป:นเวลา 72 ชั่วโมง ด�วยวิธี MTT พบว�าสารสกัดเอทานอลจาก
เหง�าเร�วหอมและสาร 4-MCA สามารถยับยั้งการเจริญของเซลลHมะเร็งท่ีด้ือยาท้ังสองชนิดได� ในลักษณะท่ี
ข้ึนกับความเข�มข�นเช�นเดียวกันกับผลท่ีพบในเซลลHมะเร็งต้ังต�น โดยมีค�า IC50 ของสารสกัดเอทานอลต�อ
เซลลHมะเร็ง MDA-MB-231/DoxR เท�ากับ 357.90±53.62 µg/mL และเซลลHมะเร็ง C33A/CisR10 เท�ากับ 
246.4±9.03 µg/mL ในขณะท่ีสาร 4-MCA มีค�า IC50 ต�อเซลลHมะเร็ง MDA-MB-231/DoxR เท�ากับ 
108.67±1.15 µM และเซลลHมะเร็ง C33A/CisR10 เท�ากับ 65.50±1.50 µM ซ่ึงกลไกในการยับยั้งเซลลHมะเร็ง
ด้ือยาของสารท้ังสองจะถูกทําการทดสอบต�อไป 

 
คําสําคัญ : เร�วหอม, 4-methoxycinnamaldehyde, ฤทธิ์ต�านมะเร็ง, เซลลHมะเร็งด้ือยา  
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Abstract 

 
 Previous study, we reported the anti-cancer effect of ethanolic extract of 

Etlingera pavieana (Pierre ex Gagnep.) R.M. Sm. rhizome (EE) and identified 4-
methoxycinnamaldehyde (4-MCA) as one of bioactive compounds. Since the acquired drug 
resistance of cancer cells after chemotherapy is one cause of treatment failures, in this 
study, the EE and 4-MCA were thus examined for their anti-proliferative effect on drug-
resistant cancer cells. We established two types of drug-resistant cancer cells, doxorubicin-
resistant breast cancer cell (MDA-MB-231/DoxR) and cisplatin-resistant cervical cancer cell 
(C33A/CisR10). When compared to the parental cancer cells, MDA-MB-231/DoxR and 
C33A/CisR10 cells showed the resistance index (RI) of 1.36 and 2.37, respectively. MTT results 
demonstrated dose-dependent reduction of viability of both resistant cancer cells treated 
with EE with the IC50 values of 357.90±53.62 µg/mL against MDA-MB-231/DoxR and 
246.4±9.03 µg/mL against C33A/CisR10 cells. With the same manner, 4-MCA also exhibited the 
anti-proliferative effect in those cell lines with the IC50 values of 108.67±1.15 µM and 
65.50±1.50 µM, respectively.  The mechanism of EE and 4-MCA on this action is under 
investigated. 

 
Keywords : Etlingera pavieana, 4-methoxycinnamaldehyde, anticancer effect, drug-resistant 
cancer cells 



จ 

 

สารบัญเร่ือง 

 

หน�า 

บทคัดย	อ           ข 
ABSTRACT           ค 
กิตติกรรมประกาศ          ง 
สารบัญเรื่อง           จ 
สารบัญภาพ           ฉ 
สารบัญตาราง           ช 
บทนํา            1 
การทบทวนวรรณกรรม/สารสนเทศท่ีเก่ียวข,อง       5 
วิธีการดําเนินการวิจัย         10 
ผลการวิจัย          12 
อภิปราย และสรุปการทดลอง        20 
ผลผลิต           23 
บรรณานุกรม           24 
ประวัติของหัวหน,าโครงการวิจัย และผู,ร	วมวิจัยของโครงการวิจัย    29 
    
          

 

 

 

 

 

 

 

 

 



ฉ 

 

สารบัญภาพ 

 

ภาพท่ี            หน�า 

4-1 TLC pattern ของสารทดสอบชนิดต	างๆ         12 
4-2 ลักษณะรูปร	างภายนอกของเซลลFมะเร็งต้ังต,น MDA-MB-231 และ C33A  และเซลลFมะเร็ง  13 

ท่ีถูกพัฒนาให,ดื้อยา MDA-MB-231/DoxR (ค) และ  C33A/CisR10  
4-3 กราฟการมีชีวิตรอดของเซลลFมะเร็ง MDA-MD-231 และ MDA-MB-231/DoxR ท่ีได,รับยา   14 

Doxorubicin  
4-4 กราฟการมีชีวิตรอดของเซลลFมะเร็ง C33A, C33A/CisR3 และ C33A/CisR10 ท่ีได,รับยา   14 

Cisplatin          

4-5 กราฟการมีชีวิตรอดของเซลลFมะเร็ง MDA-MD-231 และ MDA-MB-231/DoxR ท่ีได,รับ  16 
สารสกัดเอทานอลจากเหง,าเร	วหอม           

4-6 กราฟการมีชีวิตรอดของเซลลFมะเร็ง C33A, C33A/CisR3 และ C33A/CisR10 ท่ีได,รับ   16 
สารสกัดเอทานอลจากเหง,าเร	วหอม          

4-7 กราฟการมีชีวิตรอดของเซลลFมะเร็ง MDA-MD-231 และ MDA-MB-231/DoxR ท่ีได,รับ  18 
สาร 4-MCA          

4-8 กราฟการมีชีวิตรอดของเซลลFมะเร็ง C33A, C33A/CisR3 และ C33A/CisR10 ท่ีได,รับ   18 
สาร 4-MCA         

 

 

 

 

 

 

 

 

 



ช 

 

สารบัญตาราง 

 

ตารางท่ี               หน�า 

4-1 ค	า IC50 ของเซลลFมะเร็งด้ือยาต	อยาเคมีบําบัดท่ีใช,ในการพัฒนาและค	า resistance index (RI)   15  
4-2 ค	า IC50 ของเซลลFมะเร็งและเซลลFมะเร็งด้ือยาต	อสารสกัดเอทานอลจากเหง,าเร	วหอม      17 
4-3 ค	า IC50 ของเซลลFมะเร็งและเซลลFมะเร็งด้ือยาต	อสาร 4-MCA          19 



 
 

1 
 

บทที่ 1 

บทนํา 

 

1.1 ความสําคัญและที่มาของป�ญหาที่ทําการวิจัย 

จากข�อมูลสถิติของกระทรวงสาธารณสุข พบว�าโรคมะเร็งเป นโรคท่ีทําให�คนไทยเสียชีวิตเป น
อันดับหนึ่ง โดยมีแนวโน�มของผู�เสียชีวิตเพ่ิมข้ึนทุกป0ตั้งแต�ป0 พ.ศ. 2542 เป นต�นมา ซ่ึงจากสถิติท่ีบันทึกไว�
ล�าสุดในป0 พ.ศ. 2556 พบว�ามีผู�ป8วยท่ีเสียชีวิตด�วยโรคมะเร็งถึง 67,692 ราย คิดเป นอัตราการตาย 
104.8 คนต�อประชากร 100,000 คน (สํานักนโยบายและยุทธศาสตร? สํานักงานปลัดกระทรวง
สาธารณสุข) ในปAจจุบันการรักษาโรคมะเร็งมีด�วยกันหลายวิธี ท้ังการผ�าตัดเอาชิ้นเนื้อมะเร็งออกไป การ
ฉายรังสี และการรักษาด�วยเคมีบําบัด ซ่ึงโดยปกติแล�ว มะเร็งในระยะท่ียังไม�ลุกลามหากได�รับการรักษา
ด�วยสองวิธีแรกซ่ึงเป นการรักษาเฉพาะจุดก็สามารถทําให�ผู�ป8วยหายจากโรคได� แต�ผู�ป8วยส�วนใหญ�ท่ีเข�ามา
รับการรักษามักจะตรวจพบว�าเป นมะเร็งในระยะท่ีลุกลามแล�วหรือมีความเสี่ยงสูงว�าจะลุกลาม ซ่ึงจะต�อง
ทําการรักษาควบคู�ไปกับการใช�ยาเคมีบําบัด แม�ว�าในปAจจุบันจะมียาเคมีบําบัดหลากหลายชนิดท่ีถูก
นํามาใช�ในสถานพยาบาลต�างๆ แต�ปAญหาสําคัญท่ีทําให�การรักษาไม�ประสบความสําเร็จ คือการท่ี
เซลล?มะเร็งเกิดการด้ือต�อยาเคมีบําบัดหลังจากได�รับการรักษาไปแล�วระยะหนึ่ง (acquired drug 
resistance) ซ่ึงการปรับเปลี่ยนสูตรยาเคมีบําบัดก็ทําให�ผู�ป8วยต�องใช�ระยะเวลาในการรักษาท่ีนานข้ึน มี
ค�าใช�จ�ายท่ีมากข้ึน ต�องทนทุกข?ทรมานกับผลข�างเคียงของยาเคมีบําบัดอย�างต�อเนื่อง รวมถึงทําให�ตัว
ผู�ป8วยและคนใกล�ชิดเสียกําลังใจในการท่ีจะต�อสู�กับโรคร�ายนี้ต�อไป 

เนื่องจากประเทศไทยเป นประเทศท่ีอุดมสมบูรณ?ไปด�วยทรัพยากรธรรมชาติและพืชสมุนไพร 
ต้ังแต�อดีตจนถึงปAจจุบันพืชสมุนไพรได�ถูกนํามาใช�ประโยชน?อย�างมากมาย เช�น นํามาบริโภคเป นอาหาร 
เป นส�วนผสมของเครื่องปรุงอาหาร เครื่องสําอาง หรือแม�แต�นํามาใช�เป นยารักษาโรค พืชในวงศ? 
Zingiberaceae หลายชนิดก็เป นพืชสมุนไพรท่ีคนไทยรู�จักกันดี เช�น ขม้ิน ขิง ข�า กระชาย เป นต�น ซ่ึง
สารสกัดจากพืชเหล�านี้พบว�าสามารถยับยั้งการเจริญของเซลล?มะเร็งได�หลายชนิดท้ังในหลอดทดลองและ
ในหนูทดลอง เช�น เซลล?มะเร็งเต�านม (MCF-7, MDA-MB231), เซลล?มะเร็งรังไข� (CaOV3, SKOV3ip1) 
และเซลล?มะเร็งปากมดลูก (Hela) เป นต�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
น้ําซุปของกvวยเต๋ียวหมูเลียงซ่ึงเป นอีกหนึ่งเมนูข้ึนชื่อของจังหวัดจันทบุรี เร�วหอมมีสรรพคุณใช�ในการ
รักษาอาการท�องอืด ขับลม และขับปAสสาวะ (พงษ?ศักด์ิ พลเสนา, 2550a) จากการศึกษาฤทธิ์ในการต�าน
มะเร็งของเหง�าเร�วหอม พบว�าสารสกัดเอทานอลจากเหง�าเร�วหอม รวมท้ังส�วนสกัดย�อยเฮกเซน เอทิลอะ
ซิเตต และน้ํา และสารบริสุทธิ์ 4-methoxycinnamaldehyde สามารถยับยั้งการเจริญของเซลล?มะเร็ง



 
 

2 
 

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) ประจําป0งบประมาณ 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



 
 

3 
 

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�นมะเร็งท่ีพบมากท่ีสุดในหญิงไทย คือ 
มะเร็งเต�านมและมะเร็งปากมดลูก ท้ังนี้ ผู�วิจัยได�คํานึงถึงความรู�สึกของผู�ป8วยและญาติท่ีจะมีความสบายใจ
มากกว�าหากใช�ยาสมุนไพรซ่ึงเป นท่ีรู�จักกันดีในการรักษาร�วมกับยาเคมีบําบัด ทางผู�วิจัยจึงจะเริ่มทําการ
ทดสอบกับสารสกัดหยาบจากเหง�าเร�วหอมเป นอันดับแรก ซ่ึงหากผลการทดลองสําเร็จ ก็อาจทําให�เกิด
ผลิตภัณฑ?สมุนไพรเร�วหอมในรูปแคปซูลหรือยาลูกกลอนท่ีให�ผู�ป8วยรับประทานในระหว�างเข�ารับการรักษา
เคมีบําบัดได� อย�างไรก็ตาม สารบริสุทธิ์ท่ีพบได�ในเหง�าเร�วหอมก็จะถูกนํามาทดสอบฤทธิ์ด�วย เนื่องจากมี
เป�าหมายเพ่ือท่ีจะนํามาใช�แทนยาท่ีต�องนําเข�าจากต�างประเทศ หรือใช�ร�วมกันกับยาแผนปAจจุบันเพ่ือให�
การรักษามีประสิทธิภาพมากข้ึน ซ่ึงความสําเร็จของงานวิจัยชิ้นนี้จะเป นการเพ่ิมโอกาสให�กับผู�ป8วย
โรคมะเร็งท่ีอยู�ในระยะรุนแรงสามารถรักษาให�หายจากโรคได�และมีอัตราการรอดชีวิตเพ่ิมข้ึน นอกจากนี้
ยังเป นการเพ่ิมคุณค�าและค�านิยมให�กับการบริโภคสมุนไพรท�องถ่ิน สนับสนุนภูมิปAญญาชาวบ�าน เพ่ิมความ
น�าเชื่อถือให�กับตัวยาท่ีมีอยู�ในสมุนไพรให�เป นท่ียอมรับในวงกว�าง ลดการนําเข�ายาจากต�างประเทศ อีกท้ัง
เป นการกระตุ�นเศรษฐกิจของชุมชนภาคตะวันออกให�หันมาปลูกเร�วหอมเป นเชิงพาณิชย?มากข้ึนด�วย 
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1.2 วัตถุประสงค#ของโครงการวิจัย 

งานวิจัยนี้มีจุดมุ�งหมายท่ีจะศึกษาผลของสารสกัดจากเหง�าเร�วหอมและสารบริสุทธิ์ต�อการยับยั้ง
การเจริญของเซลล?มะเร็งท่ีด้ือยา ซ่ึงการด้ือยาของเซลล?มะเร็งนี้เป นปAญหาสําคัญท่ีทําให�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 

เนื่องจากโครงการวิจัยนี้ วางแผนโครงการต�อเนื่องเป นระยะเวลาท้ังสิ้น 3 ป0 (ต้ังแต�ป0พ.ศ. 2560 
จนถึง 2562) สําหรับในป0 พ.ศ. 2560 งานวิจัยชิ้นนี้มีวัตถุประสงค?  

1. เพ่ือผลิตเซลล?มะเร็งเต�านม MDA-MB-231 ท่ีด้ือยา Doxorubicin และเซลล?มะเร็งปากมดลูก 
C33A ท่ีดื้อยา Cisplatin  

2. เพ่ือศึกษาผลของสารสกัดจากเหง�าเร�วหอมและสาร 4-methoxycinnamaldehyde ในการยับยั้ง
การเจริญของเซลล?มะเร็งเต�านมและเซลล?มะเร็งปากมดลูกท่ีด้ือยา โดยไม�ใช�ร�วมกับยาเคมีบําบัด
ใดๆ  
 

1.3 ขอบเขตของโครงการวิจัย 

ในงานวิจัยชิ้นนี้ เริ่มแรกคณะผู�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 ทําการเปรียบเทียบค�า IC50 ต�อยา
เคมีบําบัดกับเซลล?มะเร็งต้ังต�น หลังจากนั้นจะทําการศึกษาผลของสารสกัดหยาบเอทานอลจากเหง�าเร�ว
หอมและสาร 4-methoxycinnamaldehyde ต�อการยับยั้งการเจริญของเซลล?มะเร็ง MDA-MB-231 
และ C33A ท่ีดื้อยาโดยไม�ใช�ร�วมกับยาเคมีบําบัด ด�วยวิธี MTT assay เปรียบเทียบกับเซลล?มะเร็งต้ังต�น  
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บทที่ 2 

การทบทวนวรรณกรรม/สารสนเทศที่เกี่ยวข�อง 
 

การรักษาโรคมะเร็งในป�จจุบัน มีท้ังการฉายรังสี (radiation therapy) การผ*าตัดเอาก.อนเนื้อ
มะเร็งออกไป (surgery) และการรักษาโดยใช.เคมีบําบัด (chemotherapy) โดยจะเลือกใช.วิธีใดวิธีหนึ่งหรือ
รักษาหลายวิธีร*วมกันข้ึนกับชนิดและระยะของมะเร็ง ซ่ึงความแตกต*างของการใช.ยาเคมีบําบัดกับการรักษา
แบบสองวิธีแรกคือ ตัวยาจะสามารถเคลื่อนท่ีไปได.ทุกส*วนของร*างกายเพ่ือกําจัดเซลลDมะเร็งท่ีแพร*กระจาย
ไปยังอวัยวะอ่ืนๆ ได. ในขณะท่ีการฉายรังสีหรือการผ*าตัดจะเปGนการกําจัดมะเร็งเฉพาะส*วนท่ีได.รับการ
รักษาเท*านั้น ในป�จจุบันมียาเคมีบําบัดท่ีผลิตออกมามากกว*า 100 ชนิด ซ่ึงสามารถแบ*งออกได.เปGนหลาย
ประเภทตามกลไกการออกฤทธิ์ เช*น กลุ*ม Alkylating agents เปGนยาท่ีออกฤทธิ์ทําลายสารพันธุกรรมทํา
ให.หยุดการแบ*งตัวของเซลลDมะเร็ง โดยออกฤทธิ์ได.ทุกระยะของการแบ*งเซลลD เช*น ยากลุ*ม platinum 
drugs (cisplatin, carboplatin) เปGนต.น กลุ*ม Antimetabolites ตัวยาจะเข.าไปแทนท่ีในสายพันธุกรรม
ส*งผลให.เกิดยับยั้งการสร.างสายพันธุกรรม โดยออกฤทธิ์ในระยะ S ของการแบ*งเซลลD เช*น 5-fluorouracil 
(5-FU) และ methotrexate เปGนต.น กลุ*ม Anti-tumor antibiotics มีผลต*อเอนไซมDท่ีใช.ในการสังเคราะหD
สารพันธุกรรม ซ่ึงออกฤทธิ์ ได. ในทุกระยะของวงจรการแบ* งเซลลD  ได.แก*  Antracyclines ( เช*น 
Doxorubicin) และ Mitoxantrone (เช*น Actinomycin-D) กลุ*ม Topoisomerase inhibitors ยาใน
กลุ*มนี้ออกฤทธิ์ต*อเอนไซมD Topoisomerase ท่ีใช.ในการสังเคราะหDสารพันธุกรรม เช*น Etoposide (VP-
16) กลุ*ม Mitotic inhibitors ออกฤทธิ์ยับยั้งการแบ*งเซลลDในระยะ Mitosis และยับยั้งเอนไซมDท่ีใช.ในการ
สังเคราะหDโปรตีนสําหรับการแบ*งเซลลD ส*งผลให.สามารถทําลายเซลลDได.ในทุกระยะของวงจรแบ*งเซลลD เช*น 

Taxanes (เช*น Paclitaxel) และ vinca alkaloids (เช*น vinblastin vincristine) เปGนต.น กลุ*ม 
Corticosteroids ออกฤทธิ์ฆ*าเซลลDมะเร็งและยับยั้งการโตของก.อนมะเร็ง เช*น Dexamethasone เปGนต.น 
นอกจากนี้ ยังมีกลุ*มยาอ่ืนๆ เช*น กลุ*มยาท่ีออกฤทธิ์จําเพาะต*อเซลลDมะเร็งเท*านั้น โดยไม*ไปทําลายเซลลD
ปกติของร*างกาย (targeted therapy) โดยยาในกลุ*มนี้มักออกฤทธิ์ยับยั้งการทํางานของเอนไซมDหรือ
โปรตีนท่ีผิดปกติไปในเซลลDมะเร็ง เช*น  ยา Imatinib (Gleevec/Glivec) และ ยา Gefitinib (Iressa) 
ยับยั้งการทํางานของเอนไซมD tyrosine kinase หรือ ยา Trastuzumab (Herceptin) ซ่ึงเปGนแอนติบอด้ี
ต*อ HER2/neu ใช.ในการรักษามะเร็งเต.านม โดยจะเข.าจับกับโปรตีนผิวเซลลDท่ีผลิตข้ึนบนเซลลDมะเร็ง
เท*านั้น หรือยากลุ*มฮอรDโมน เช*น ยา Tamoxifen ท่ีมีคุณสมบัติต.านการทํางานของฮอรDโมนเอสโตรเจน 
(Anti-estrogen) เปGนต.น (http://www.chulacancer.net)  

ป�จจุบันสูตรยาท่ีใช.ในการรักษาโรคมะเร็งเต.านมถูกพัฒนาข้ึนมามากมายหลายสูตร ซ่ึงยาท่ีนิยมใช.
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) เปGนสูตรเคมีบําบัดท่ีนิยมใช.กันมาก โดยเฉพาะกลุ*มท่ีมะเร็งเต.านมยังไม*แพร*
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ไปยังต*อมน้ําเหลือง สูตร TAC เปGนสูตรท่ีเพ่ิม Paclitaxel (Taxol) หรือ Docetaxel (Taxotere) เข.าไปใน
สูตร  AC  เพ่ือไปรักษากลุ*มท่ีมีการแพร*กระจายของเซลลDมะเร็งเต.านมไปยังต*อมน้ําเหลืองแล.ว  หรือในราย
ท่ีมีการกลับมาเปGนซํ้าภายหลังการรักษา โดย TAC จะให.หลังจากเสร็จสิ้นการรักษาด.วย AC สูตร FAC (5-
Fluorouraci, Adrimycin และ Cyclophosphamide) เปGนสูตรยาท่ีใช.ได.ท้ังกลุ*มท่ียังไม*แพร* หรือแพร*ไป
ยังต*อมน้ําเหลือง เปGนต.น (http://www.cancer.org; http://www.thaibreastcancer.com)  สําหรับ
สูตรยารักษามะเร็งปากมดลูกนั้น จะมีต้ังแต*การใช.ยา Cisplatin เพียงชนิดเดียว หรือใช.ยา Cisplatin 
ควบคู*กับยาชนิดอ่ืน เช*น ควบคู*กับยา Paclitaxel, หรือ Gemcitabine เปGนต.น ซ่ึง Cisplatin จัดว*าเปGนยา
ท่ีมีประสิทธิภาพสูงในการรักษามะเร็งปากมดลูก (Yu S และ Garcia AA, 2015) แม.ว*าการใช.ยาหลายชนิด
ร*วมกันจะทําให.เกิดผลการรักษาท่ีดีข้ึน แต*ยาหลายชนิดมีผลข.างเคียงมากหรือก*อให.เกิดอันตรายต*อผู.ปqวย
เม่ือใช.ความเข.มข.นสูงเกินไป เช*น ยา Doxorubicin ท่ีความเข.มข.นสูงจะมีความเปGนพิษต*อหัวใจ ยา 
Cisplatin เปGนพิษต*อไต ซ่ึงพบได. 20-30% ของผู.ปqวย เปGนต.น (Wright JC, 1985; Miller RP et al., 
2010) และป�ญหาสําคัญของการรักษาด.วยวิธีเคมีบําบัดท่ีทําให.การรักษาไม*ประสบความสําเร็จเท*าท่ีควร 
นั่นคือการท่ีเซลลDมะเร็งเกิดการด้ือต*อยาท่ีใช.หลังจากได.รับยาไปแล.วระยะหนึ่ง (acquired drug 
resistance) ซ่ึงกลไกในการด้ือยาอาจเก่ียวข.องกับการทํางานของโปรตีนผิวเซลลDท่ีมีหน.าท่ีในการผลักยา
ออกนอกเซลลD (drug efflux) ได.แก* กลุ*ม ABC (ATP-binding cassette) membrane transporter ซ่ึง
โปรตีนตัวหลักๆ 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*งออกนอกเซลลDได.ด.วย ABC 
transporter เหล*านี้ เช*น Doxorubicin Daunorubin และ Etoposide เปGนต.น ซ่ึงทําให.เกิดการด้ือยา
ของเซลลDมะเร็งนั่นเอง แนวทางท่ีสามารถจะลดป�ญหาการด้ือยานี้ อาจทําได.โดยการใช.ยาต.านมะเร็งท่ีไม*
สามารถถูกขับออกได.ด.วยโปรตีน ABC transporter หรือการให.ยาร*วมกับสารท่ีมีคุณสมบัติในการยับยั้ง
การทํางานของ โปรตีน ABC transporter นี้ (Coley HM, 2008; คณินทรD รังสาดทอง, 2014) อย*างไรก็
ตามการทํางานของ ABC transporter เปGนเพียงกลไกหนึ่งท่ีทําให.เกิดการด้ือยา ซ่ึงโปรตีน ABC 
transporter ยังมีบทบาทท่ีสําคัญในการปกป}องเซลลDจากสิ่งแปลกปลอม  ดังนั้นการเปลี่ยนแปลงการ
ทํางานของ ABC transporter จึงควรมีความจําเพาะเจาะจงกับชนิดของ ABC transporter ด.วย  

ป�จจุบันมีงานวิจัยมากมายท่ีค.นหายีนหรือโปรตีนภายในเซลลDเพ่ือเปGนเป}าหมายใหม*ๆ สําหรับการ
ลดการด้ือยาของเซลลDมะเร็ง หนึ่งในนั้นคือ transcription factor NF-B ซ่ึงในแง*ของการเกิดและพัฒนา
เซลลDมะเร็ง พบว*า NF-B มีบทบาทในการป}องกันการตายแบบ apoptosis ของ transformed cell และ
ส*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 สัมพันธD
กับการด้ือยาเคมีบําบัดของเซลลDมะเร็งเต.านมและเซลลDมะเร็งชนิดอ่ืนๆ อีกหลายชนิด (Weldon CB et 

al., 2001; Broxterman HJ et al., 2009; Godwin P et al., 2013) โดยพบว*า เซลลDมะเร็งท่ีมีระดับการ
แสดงออกของ NF-B สูง มักจะมีความต.านทานต*อยาเคมีบําบัดมากกว*า เซลลDมะเร็งท่ีมีระดับการ
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แสดงออกของ NF-B ตํ่า และตัวยาท่ีใช.ในการรักษาเคมีบําบัดหลายชนิด เช*น doxorubicin, cisplatin, 
5-fluorouracil, vincristine, paclitaxel ฯลฯ มีผลทําให.การทํางานของ NF-B เพ่ิมข้ึนแม.ว*าจะมีกลไก
ในการฆ*าเซลลDมะเร็งท่ีแตกต*างกันก็ตาม (Das KC และ White CW, 1997; Chuang SE et al., 2002) 
การให.สารท่ีมีฤทธิ์ยับยั้งการทํางานของ NF-B แก*เซลลD เช*น Celecoxib, Valspodar (PSC833), 
Pyrrolidine dithiocarbamate (PDTC), Salicylic acid และ Genistein พบว*าทําให.เซลลDมะเร็งเต.านม 
(MDA-MB-231 และ MCF-7) และเซลลDมะเร็งปากมดลูก (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.เซลลDมะเร็งในหนู mice เกิดการตายแบบ apoptosis เม่ือทําการให.สารท่ีมีฤทธิ์ในการ
ยับยั้งมะเร็ง CPT-11 เข.าไปในเซลลDท่ีมีการยับยั้งการทํางานของ NF-B (Wang CY et al., 1999)  

สารสกัดหรือสารบริสุทธิ์ท่ีแยกได.จากพืชในวงศD Zingiberaceae หลายชนิดพบว*าสามารถ
ยับยั้งการเจริญของเซลลDมะเร็งด้ือยาได. รวมท้ังช*วยเพ่ิมการตอบสนองต*อยาเคมีบําบัดในเซลลDมะเร็งด้ือ
ยา เช*น สารสกัดจากพืช Aframonum polyanthum,  A. arundinaceum และสารท่ีแยกได. ได.แก* 
galanals A and B, naringenin และ kaempferol-3,7,4’-trimethylether พบว*าสามารถยับยั้งการ
เจริญของเซลลDมะเร็งเม็ดเลือดขาว CEM/ADR5000 เซลลDมะเร็งเต.านม MDA-MB-231-BCRP และเซลลD

เนื้องอกสมอง U87MG∆EGFR ซ่ึงเปGนเซลลDท่ีด้ือต*อยา doxorubicin ได. (Kuete V et al., 2014) สาร 
Curcumin ซ่ึงแยกได.จาก Curcuma longa (Zingiberaceae) สามารถยับยั้งการเจริญของเซลลDมะเร็ง 
Glioma ท่ีด้ือยาและทําให.เซลลDด้ือยานั้นตอบสนองต*อยาเคมีบําบัด cisplatin, etoposide, 
camptothecin และ doxorubicin  ได. ซ่ึงมีกลไกผ*านทางการยับยั้งการทํางานของ NF-B และ AP-1 
(Dhandapani KM et al., 2007) อีกท้ังสาร Curcumin ยังสามารถเพ่ิมการตอบสนองของเซลลDมะเร็ง
ตับ HA22T/VGH ต*อยา cisplatin และ doxorubicin ได.อีกด.วย (Notarbartolo M et al., 2005) 
นอกจากการยับยั้งผ*านทางวิถี NF-B แล.ว สารสกัดจากพืชในวงศD Zingiberaceae ยังพบว*ามีคุณสมบัติ
ในการยับยั้งการทํางานของ permeability glycoprotein (P-gp) ซ่ึงเปGนโปรตีนท่ีอยู*บนผิวเซลลDและมี
หน.าท่ีในการขนส*งยาออกนอกเซลลD เช*น สารสกัดของ Curcuma aeruginosa และ Zingiber 

cassumunar และสารบริสุทธิ์ท่ีแยกได.สามารถทําให.เซลลDมะเร็งเต.านม MCF-7/ADR ท่ีด้ือต*อยา 
daunomycin กลับมาตอบสนองต*อยา daunomycin ได.เม่ือทําการบ*มเซลลDมะเร็งด.วยสารสกัดเปGน
เวลา 2 ชั่วโมงก*อนให.ยาเคมีบําบัด (Kim HR et al., 2004; Chung SY et al., 2009) นอกจากนี้ สาร 
tetrahydrocurcumin ซ่ึงเปGนสารหลักท่ีได.จากการย*อย curcumin ในร*างกายสิ่งมีชีวิต พบว*าสามารถ
ยับยั้งการทํางานของโปรตีนผิวเซลลDตัวหลักท่ีเก่ียวข.องกับการด้ือยาได.ท้ัง 3ชนิด ได.แก* P-glycoprotein 
( P-gp), mitoxantrone resistance protein (MXR) และ multidrug resistance protein 1 (MRP1) 
ในเซลลDมะเร็งปากมดลูกและเซลลDมะเร็งเต.านมท่ีดื้อยาได. (Limtrakul P et al., 2007) 
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เร*วหอม มีชื่อวิทยาศาสตรDว*า Etlingera pavieana (Pierre ex Gagnep.) R.M. Sm. เปGน
พืชในวงศD Zingiberaceae เช*นเดียวกัน พบมากในพ้ืนท่ีภาคตะวันออกของไทย เช*น จันทบุรี ระยอง 
และตราด (พงษDศักด์ิ พลเสนา, 2550b) มีลักษณะเปGนไม.ล.มลุก ลําตันเปGนเหง.าใต.ดิน ใบเด่ียว เรียงสลับ 
ดอกช*อ แทงจากเหง.า ดอกย*อยสีแดง ทุกส*วนมีกลิ่นหอมแรง เหง.าหรือลําต.นใต.ดินใช.ขับป�สสาวะ แก.ลม 
และแก.ท.องอืด ท.องเฟ}อ (พงษDศักด์ิ พลเสนา, 2550a) นอกจากนี้ในพ้ืนท่ีภาคตะวันออกของไทย จะมีการ
นําเหง.าของเร*วหอมมาใช.เปGนเครื่องเทศผสมในอาหาร เช*น ก�วยเต๋ียวหมูเลียง แกงปqา และผัดเผ็ด เปGนต.น 
ในอดีตเร*วหอมนิยมปลูกเพ่ือเปGนพืชสวนครัวและปลูกแซมในสวนผลไม.เพ่ือขุดเหง.าจําหน*าย แต*ใน
ป�จจุบัน สถาบันวิจัยและพัฒนาแห*งมหาวิทยาลัยเกษตรศาสตรD และกรมส*งเสริมการเกษตร ได.ส*งเสริมให.
เกษตรกรปลูก เร* วหอมในเชิ งพา ณิชยDมาก ข้ึน  เ พ่ื อจํ าหน* าย เหง. า ท้ั ง ในและนอกประเทศ 
(http://www.kehakaset.com)  จากการศึกษาก*อนหน.านี้ ผู.วิจัยพบว*าสารสกัดเอทานอลจากเหง.าเร*ว
หอม รวมท้ังส*วนสกัดย*อยเฮกเซน เอทิลอะซิเตต และน้ํา และสาร 4-methoxycinnamaldehyde 
สามารถยับยั้งการเจริญของเซลลDมะเร็งได.หลายชนิด เช*น เซลลDมะเร็งเต.านม MDA-MB-231 เซลลDมะเร็ง
ปากมดลูก C33A, SiHa เซลลDมะเร็งตับ HepG2 และเซลลDมะเร็งลําไส.ใหญ* HCT116 เปGนต.น และมีพิษ
ตํ่าต*อเซลลDท่ีไม*ใช*มะเร็ง ซ่ึงกลไกการออกฤทธิ์ของสาร 4- methoxycinnamaldehyde ในการยับยั้ง
การเจริญของเซลลDมะเร็ง พบว*าน*าจะเปGนผลมาจากการท่ีสารทําให.เซลลDมะเร็งเกิดการหยุดชะงักของวัฏ
จักรเซลลDและเหนี่ยวนําให.เซลลDมะเร็งเกิดการตายแบบ apoptosis ได.  (Wanichwatanadecha P  et 
al., 2016; Iawsipo P et al., 2018; ทุนอุดหนุนการวิจัยงบประมาณเงินรายได. (เงินอุดหนุนจากรัฐบาล) 
ประจําป�งบประมาณ 2558 และ 2559) นอกจากนี้ยังพบว*าสารสกัดเอทานอลจากเหง.าเร*วหอม ส*วนสกัด
ย*อยเอทิลอะซิเตต รวมท้ังสารบริสุทธิ์ ท่ีสกัดได.จากเหง.าเร*วหอม ได.แก* Methoxycinnamyl p-
coumarate 4-methoxycinnamaldehyde และ p-coumaric acid สามารถต.านการอักเสบได.โดย
ผ*านทางการยับยั้งการผลิตไนตริกออกไซดDหรือวิถี NF-B โดยไปลดการจับของ NF-B กับดีเอ็นเอ ทําให.
เกิดการแสดงออกของเอนไซมD iNOS ท่ีลดลง ซ่ึงพบว*าสาร Methoxycinnamyl p-coumarate จะเปGน
สารบริสุทธิ์ท่ีแยกได.ปริมาณมากท่ีสุดและมีฤทธิ์ในการยับยั้งไนตริกออกไซดDได.ดีท่ีสุด รองลงมาคือ 4-
methoxycinnamaldehyde (เอกรัฐ ศรีสุข และ กล*าวขวัญ ศรีสุข, 2554; เอกรัฐ ศรีสุข และ 
กล*าวขวัญ ศรีสุข, 2555) จากข.อมูลสนับสนุนเหล*านี้ ทําให.คณะผู.วิจัยมีความสนใจท่ีจะศึกษาผลของสาร
สกัดจากเหง.าเร*วหอมและสารบริสุทธิ์ท่ีพบได.ในเหง.าเร*วหอมต*อการยับยั้งการเจริญของเซลลDมะเร็งท่ีด้ือ
ยา โดยจะเลือกใช.เซลลDมะเร็งเต.านมและมะเร็งปากมดลูกซ่ึงเปGนมะเร็งชนิดท่ีพบมากท่ีสุดในหญิงไทย 
และพัฒนาให.เซลลDมะเร็งเหล*านี้เกิดการด้ือยา โดยใช.ตัวยาท่ีอยู*ในสูตรยาท่ีใช.รักษาผู.ปqวยจริง นอกจากนี้
จะทําการศึกษาว*าสารสกัดสามารถเพ่ิมการตอบสนองต*อยาเคมีบําบัดของเซลลDมะเร็งท่ีด้ือยาได.หรือไม* 
เพ่ือลดผลข.างเคียงของยาเคมีบําบัดในผู.ปqวย แล.วจึงศึกษาลึกลงไปถึงกลไกยับยั้งการเจริญของ
เซลลDมะเร็งด้ือยาของสารสกัดจากเร*วหอม และสารบริสุทธิ์ โดยดูผลท่ีเกิดข้ึนต*อการทํางานของ NF-B 
การทํางานของ AP-1 ตลอดจนระดับการแสดงออกของยีนต*างๆ ท่ีเคยมีรายงานว*าเก่ียวข.องกับการด้ือยา 
เช*น ยีนในวิถี NF-B, Bcl-2 family, IAPs, BRCA, ยีนท่ีเก่ียวข.องกับ drug metabolism (เช*น CYPs) 



 
 

9 
 

หรือยีนท่ีเก่ียวข.องกับ drug transporter (เช*น ABCs) ท้ังในระดับ mRNA และโปรตีน ด.วย Real-time 
PCR และ Western blot analysis 
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บทที่ 3 

วิธีการดําเนินการวิจัย 

 

3.1 การสกัดสารจากเหง�าเร�วหอม  
นําเหง�าของเร�วหอมมาล�างด�วยน้ําประปาให�สะอาดแล�วหั่นเป นชิ้นเล็กๆ ก�อนนําไปอบด�วยตู�อบ

ลมร�อนท่ีอุณหภูมิ 50 °C จนกระท่ังแห�ง จากนั้นนําเหง�าท่ีแห�งแล�วมาบดให�ละเอียดด�วยเครื่องป34น แล�วชั่ง
น้ําหนักเหง�าแห�งหลังจากท่ีป34นได�ท้ังหมด นําเหง�าท่ีบดละเอียดแช�ในสารละลายเอทานอลในอัตราส�วน 1 
กรัม ต�อ 10 มิลลิลิตร เป นเวลา 5 วัน กรองส�วนสกัดท่ีได� แล�วนําผงของเหง�าเร�วหอมมาสกัดซํ้าด�วยเอทา
นอลอีก 2 รอบ ทําการระเหยตัวทําละลายเอทานอลด�วยเครื่องระเหยสุญญากาศแบบหมุนและ
โถดูดความชื้น ตามลําดับ ชั่งน้ําหนักของสารสกัดท่ีได� เก็บท่ีอุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียสโดยไม�ให�โดน
แสงเพ่ือนําไปทดสอบฤทธิ์ต�อไป 

 
3.2 การแยกสาร 4-methoxycinnamaldehyde จากเหง�าเร�วหอม 

นําสารสกัดเอทานอลจากเหง�าเร�วหอมมาสกัดแยกส�วนด�วยเฮกเซน และเอทิลอะซิเตต 
ตามลําดับ จะได�เป นส�วนสกัดย�อยเฮกเซน ส�วนสกัดย�อยเอทิลอะซิเตต และส�วนสกัดย�อยน้ํา นําส�วนสกัด
ย�อยเอทิลอะซิเตตไประเหยตัวทําละลายด�วยเครื่องระเหยสุญญากาศแบบหมุนและตามด�วย
โถดูดความชื้น ชั่งน้ําหนักส�วนสกัดย�อยท่ีได� จากนั้นจะนําไปแยกสารประกอบบริสุทธิ์ด�วยวิธีคอลัมนPโคร
มาโตกราฟR โดยใช� Silica gel เป นเฟสคงท่ี และเฟสเคลื่อนท่ีของ Fraction แรกคือ 10-80% 
EtOAc/Hexane ตามด�วย 100% EtOAc และระบบเฟสเคลื่อนท่ีของ fraction ย�อย คือ MeOH/DCM 
ตามวิธีท่ีรายงานใน เอกรัฐ ศรีสุข และกล�าวขวัญ ศรีสุข (2555) ทําการพิสูจนPโครงสร�างของสารโดย
เทคนิคสเปกโทรสโคปRและเปรียบเทียบสเปกตรัม NMR สารประกอบบริสุทธิ์ท่ีได�จะละลายใน DMSO 
และกรองด�วยแผ�นกรองท่ีมีเส�นผ�านศูนยPกลางรู 0.22 m ก�อนนําไปใช�ทดสอบฤทธิ์  

 
3.3 การเลี้ยงเซลลP 

เซลลPมะเร็งเต�านม MDA-MB-231 และเซลลPมะเร็งปากมดลูก 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�ความชื้นและคารPบอนไดออกไซดP 5%  

 
3.4 การพัฒนาเซลลPมะเร็งท่ีดื้อยา 

เซลลPมะเร็งเต�านม MDA-MB-231 และเซลลPมะเร็งปากมดลูก C33A จะถูกพัฒนาให�ด้ือต�อยา 
Doxorubicin และ Cisplatin ตามลําดับ โดยจะใช�วิธีการพัฒนาท่ีแตกต�างกัน ดัดแปลงมาจากวิธีท่ี
รายงานไว�ใน Yang J et al. (2017) และ Yen WC และ Lamph WW. (2005) ดังนี้  

เซลลPมะเร็งเต�านม MDA-MB-231 จะถูกบ�มด�วยยา Doxorubicin ท่ีความเข�มข�น 0.01-0.2 
µg/mL (การบ�มจะแบ�งออกเป น 2 ช�วง ช�วงแรกท่ีความเข�มข�น 0.01-0.1 µg/mL เพ่ิมความเข�มข�นครั้ง
ละสองเท�า หลังจากนั้นจะเพ่ิมความเข�มข�นของยาครั้งละ 0.01 µg/mL จนครบ 0.2 µg/mL) สําหรับ
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เซลลPมะเร็งปากมดลูก C33A จะถูกแบ�งออกเป น 2 กลุ�ม กลุ�มท่ี 1 จะถูกบ�มด�วยยา Cisplatin ท่ีความ
เข�มข�น 0.5-3 µM (ช�วงแรกบ�มด�วย 0.5 µM จากนั้นเพ่ิมความเข�มข�นเป น 1 µM และเพ่ิมความเข�มข�น
ครั้งละ 0.1 µM จนถึง 3 µM) และกลุ�มท่ี 2 จะถูกบ�มด�วยยา Cisplatin ท่ีความเข�มข�น 0.5-10 µM (ทํา
เช�นเดียวกับกลุ�มท่ี 1 แต�เม่ือถึงความเข�มข�นท่ี 1.5 µM จะเพ่ิมความเข�มข�นครั้งละ 0.5 µM จนถึง 10 
µM) 

เม่ือเสร็จสิ้นการพัฒนา เซลลPมะเร็งท่ีด้ือยาจะถูกนําไปทดสอบการมีชีวิตรอดในอาหารท่ีผสมยา
เคมีบําบัดท่ีใช�พัฒนาด�วยวิธี MTT (วิธีทดลองในข�อ 3.5) เพ่ือหาค�า IC50 และคํานวณหาค�า resistant 
index (RI) ซ่ึงได�จากการนําค�า IC50 ของเซลลPท่ีดื้อยาหารด�วยค�า IC50 ของเซลลPตั้งต�น เซลลPมะเร็งท่ีให�ผล
การด้ือต�อยาได�ดีท่ีสุดจะถูกนําไปใช�ในการทดสอบต�อไป 

 
3.5 การทดสอบผลของสารสกัดหรือสารบริสุทธิ์จากเหง�าเร�วหอมต�อการเจริญของเซลลPมะเร็งด้ือยาด�วยวิธี 

MTT assay (Wanichwatanadecha P et al., 2012) 
เซลลPมะเร็งจะถูกเลี้ยงใน 96-well plate ในสภาวะท่ีเหมาะสมและบ�มไว� 24 ชั่วโมง จากนั้นจะ

ใส�สารทดสอบ ได�แก� สารสกัดเร�วหอมหรือ 4-methoxycinnamaldehyde ซ่ึงละลายด�วย DMSO ผสมลง
ในอาหารเลี้ยงเซลลPให�มีความเข�มข�นสุดท�ายตามท่ีต�องการ (ทําอย�างน�อย 3 ความเข�มข�น; สารสกัดใช�
ความเข�มข�น 0-400 g/ml สารบริสุทธิ์ใช�ความเข�มข�น 0-100 M) หลังจากนั้นบ�มเซลลPไว� 24 48 หรือ 
72 ชั่วโมง ท่ี 37 องศาเซลเซียสในสภาวะท่ีมีคารPบอนไดออกไซดP 5% เม่ือครบเวลาแล�วเปลี่ยนเป น
อาหารเลี้ยงท่ีมีสารละลาย MTT 5 มิลลิกรัมต�อมิลลิลิตรซ่ึงละลายในสารละลายบัฟเฟอรP 1X PBS ลงไป 
นําเซลลPกลับไปบ�มท่ี 37 องศาเซลเซียสอีก 4 ชั่วโมง จากนั้นละลายผลึกสาร formazan ท่ีเกิดข้ึนด�วย 
200 l DMSO แล�วนําไปวัดค�าการดูดกลืนแสงท่ี 540 นาโนเมตรด�วยเครื่อง microplate reader 
แสดงผลท่ีได�ในรูปร�อยละของเซลลPท่ีมีชีวิตซ่ึงคํานวณจาก (ค�าการดูดกลืนแสงของหลุมท่ีใส�สารสกัด/ค�า
การดูดกลืนแสงของหลุมท่ีไม�ใส�สารสกัด) X 100 ทําการทดลองอย�างน�อย 3 ซํ้า แล�วรายงานผลการยับยั้ง
ของสารสกัดด�วยค�า IC50 (ค�าความเข�มข�นของสารสกัดท่ีสามารถยับยั้งการเจริญของเซลลPได� 50%) 

สําหรับการทดสอบฤทธิ์ของสารสกัดหรือสารบริสุทธิ์ร�วมกับยา Doxorubicin หรือยา Cisplatin 
เซลลPจะถูกเตรียมเพ่ือประเมินร�อยละของเซลลPท่ีมีชีวิต ด�วยวิธี MTT assay เหมือนกันกับข�างต�น แต�จะ
ถูกเลี้ยงในอาหารท่ีมีสารสกัดและมีหรือไม�มี Doxorubicin/Cisplatin ท่ีความเข�มข�นท่ีไม�เป นพิษ แล�วทํา
การหาค�า IC50 ในสภาวะท่ีมีสารสกัดและยา Doxorubicin/Cisplatin เปรียบเทียบกับสภาวะท่ีมีสารสกัด
หรือยา Doxorubicin/Cisplatin เพียงอย�างเดียว 

 
3.6 การวิเคราะหPค�าทางสถิติ 

ผลการทดลองท่ีแสดงเป นค�าเฉลี่ย ± ค�าเบ่ียงเบนมาตรฐาน ของผลการทดลองอย�างน�อย 3 ครั้ง
ท่ีเป นอิสระต�อกัน แต�ละครั้งทํา 3 ซํ้า วิเคราะหPข�อมูลการทดลองท่ีได� โดยเปรียบเทียบแบบ two-tailed 
student’s t-test และ one-way ANOVA โดยกําหนดค�าความมีนัยสําคัญทางสถิติท่ี p<0.05 
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บทที่ 4 
ผลการวิจัย 

 
4.1 ผลการสกัดสารจากเหง�าเร�วหอม  
 จากเร	วหอมสดท้ังหมด 61.93 กิโลกรัม นํามาอบได�เป!นผงเร	วหอมแห�ง 4.58 กิโลกรัม เม่ือนํามาสกัด
ด�วยตัวทําละลายเอทานอลจะได�เป!นสารสกัดหยาบเอทานอลท่ีมีลักษณะเหนียวข�น สีน้ําตาลเข�ม ปริมาณ 
372.77 กรัม คิดเป!นร�อยละน้ําหนักสารท่ีได� (%Yield) เท	ากับ  8.14% จากนั้นนําสารสกัดหยาบเอทานอล 
จํานวน 350 กรัม มาสกัดแยกส	วนด�วยตัวทําละลายเฮกเซน และเอทิลอะซิเตท ตามลําดับ เพ่ือนําส	วนสกัด
ย	อยเอทิลอะซิเตทไปใช�ในการแยกสารต	อไป 

จากการสกัดแยกส	วนได�ส	วนสกัดย	อยเอทิลอะซิเตทออกมาท้ังสิ้น 33.27 กรัม (คิดเป!น %Yield 
เท	ากับ  9.51 %) นําไปแยกสาร 4-methoxycinnamaldehyde (4-MCA) ด�วยวิธีคอลัมนNโครมาโตกราฟP โดย
ใช� Silica gel เป!นเฟสคงท่ี และเฟสเคลื่อนท่ีคือ 10-20% EtOAc/Hexane ได� sub-fraction ท่ี 1.4 ซ่ึงมีสี
เหลือง และจากผลการวิเคราะหNด�วย TLC เทียบกับสารมาตรฐาน 4-MCA (Sigma-Aldrich) พบว	า sub-
fraction นี้มี 4-MCA เป!นส	วนประกอบหลัก (ภาพ 4-1) และได�ทําการยืนยันชนิดของสาร 4-MCA ด�วย HPLC 
เทียบกับสารมาตรฐาน เนื่องจากสารท่ีแยกออกมาได�ยังมีสารชนิดอ่ืนปนอยู	 ดังนั้น ผู�วิจัยจะใช�สาร 4-MCA ท่ี
สั่งซ้ือจากบริษัท Sigma-Aldrich  สําหรับการทดสอบฤทธิ์ต�านมะเร็งต	อไป  

 

 

 

ภาพท่ี 4-1 TLC pattern ของสารมาตรฐาน 4-MCA (1), สาร 4-MCA ท่ีแยกได� (2) และส	วนสกัดย	อย
เอทิลอะซิเตท (3) ท่ีรันด�วยตัวทําละลาย 30% EtOAc/Hexane  บันทึกภาพภายใต�แสงยูวี 

 

4.2 ผลการพัฒนาเซลล#มะเร็งเต�านมและเซลล#มะเร็งปากมดลูกให�ดื้อต�อยาเคมีบําบัด 
 เซลลNมะเร็งเต�านม MDA-MB-231 ได�ถูกบ	มด�วยยา Doxorubicin ท่ีความเข�มข�น 0.01-0.2 µg/mL 
ในขณะท่ีเซลลNมะเร็งปากมดลูก C33A ได�ถูกแบ	งออกเป!น 2 กลุ	มและบ	มด�วยยา Cisplatin ท่ีความเข�มข�น 

1 2 3 
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0.5-3 µM (กลุ	ม 1) และ 0.5-10 µM (กลุ	ม 2) โดยเซลลNจะถูกบ	มด�วยยาท่ีความเข�มข�นละ 3-4 วัน แล�วจึง 
subculture ลงในอาหารท่ีไม	มียา 1 passage เพ่ือให�เซลลNพักฟmnนก	อนจะบ	มด�วยยาท่ีความเข�มข�นถัดไป รวม
ระยะเวลาท่ีใช�ในการพัฒนาเซลลN MDA-MB-231 และเซลลN C33A กลุ	ม 1 และกลุ	ม 2 ให�ด้ือต	อยา ท้ังสิ้น 49 
วัน 76 วัน และ 86 วัน ตามลําดับ และเรียกเซลลNท่ีพัฒนาให�ด้ือต	อยาเคมีบําบัดนี้ว	า MDA-MB-231/DoxR  
C33A/CisR3 และ C33A/CisR10 ตามลําดับ เม่ือพิจารณารูปร	างลักษณะของเซลลNด้ือยาท่ีพัฒนาได�พบว	า
เซลลNมะเร็งด้ือยาท้ังหมดมีรูปร	างภายนอกท่ีไม	แตกต	างไปจากเซลลNต้ังต�นเดิม (ภาพท่ี 4-2) หลังจากนั้น นํา
เซลลNท่ีพัฒนาได�มาทดสอบการมีชีวิตรอดกับยา Doxorubicin หรือ Cisplatin ด�วยวิธี MTT assay ได�ผลการ
ทดสอบแสดงดังภาพท่ี 4-3 และ 4-4  
 

 
(ก)              (ค) 

 

              
(ข)                  (ง) 

 
ภาพท่ี 4-2 ลักษณะรูปร	างภายนอกของเซลลNมะเร็งต้ังต�น MDA-MB-231(ก) และ C33A (ข) และเซลลNมะเร็ง
ท่ีถูกพัฒนาให�ดื้อยา MDA-MB-231/DoxR (ค) และ  C33A/CisR10 (ง) ถ	ายภายใต�กล�องจุลทรรศนNแบบหัวกลับ
กําลังขยาย 100 เท	า 
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ภาพท่ี 4-3 กราฟการมีชีวิตรอดของเซลลNมะเร็ง MDA-MD-231 และ MDA-MB-231/DoxR  ท่ีได�รับยา 
Doxorubicin ท่ีความเข�มข�น 0.125 - 4 µM เป!นเวลา 72 ชั่วโมง (* แสดงความแตกต	างอย	างมีนัยสําคัญทาง
สถิติของกลุ	มเซลลNดื้อยาท่ีได�รับยาท่ีความเข�มข�นเดียวกันเทียบกับเซลลNมะเร็งต้ังต�น (p<0.05)) 
 
 

 
 
ภาพท่ี 4-4 กราฟการมีชีวิตรอดของเซลลNมะเร็ง C33A, C33A/CisR3 และ C33A/CisR10  ท่ีได�รับยา cisplatin 
ท่ีความเข�มข�น 0.125 - 4 µM เป!นเวลา 72 ชั่วโมง (* แสดงความแตกต	างอย	างมีนัยสําคัญทางสถิติของกลุ	ม
เซลลNด้ือยาท่ีได�รับยาท่ีความเข�มข�นเดียวกันเทียบกับเซลลNมะเร็งต้ังต�น (p<0.05)) 

* 

* 

* 

* 

* 
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จากผล MTT ท่ีได�ในภาพ 4-3 และ 4-4 สามารถนํามาคํานวณหาค	าความเข�มข�นของสารท่ียับยั้งการ
เจริญของเซลลNมะเร็งได� 50% (IC50) แสดงผลดังตารางท่ี 4.1 

 
ตารางท่ี 4.1 ค	า IC50 ของเซลลNมะเร็งด้ือยาต	อยาเคมีบําบัดท่ีใช�ในการพัฒนาและค	า resistance index (RI) 

ชนิดของเซลล# 
IC50 ต�อ Doxorubicin (d) 
หรือ Cisplatin (c) (µM) 

RI 

MDA-MB-231 0.33±0.01d 1.0 
MDA-MB-231/DoxR 0.45±0.02d 1.36 

C33A 2.22±0.03c 1.0 
C33A/CisR3 2.48±0.05c 1.12 
C33A/CisR10 5.27±0.08c 2.37 

 
 จากค	า IC50 ข�างต�น จะเห็นได�ว	าเซลลNมะเร็งเต�านม MDA-MB-231/DoxR มีความสามารถในการ
ต�านทานยา doxorubicin ได�มากกว	าเซลลNมะเร็ง MDA-MB-231 ท่ีเป!นเซลลNต้ังต�น โดยมีค	า resistant index 
(RI) เท	ากับ 1.36 สําหรับเซลลNมะเร็งปากมดลูก C33A ท่ีพัฒนาให�ด้ือต	อยา cisplatin ท้ังสองกลุ	ม ให�ผลการ
ต�านทานต	อยาได�แตกต	างกัน โดยเซลลNมะเร็ง C33A/CisR3 (กลุ	ม 1) ไม	แสดงให�เห็นถึงความสามารถในการ
ต�านทานยาท่ีแตกต	างไปจากเซลลN C33A ต้ังต�นมากนัก ในขณะท่ีเซลลNมะเร็งด้ือยา  C33A/CisR10 (กลุ	ม 2) 
แสดงให�เห็นถึงการต�านทานต	อยา cisplatin ได�มากข้ึนกว	าเซลลNต้ังต�นท่ีใช�พัฒนาถึง 2.37 เท	า ดังนั้น 
เซลลNมะเร็งด้ือยา MDA-MB-231/DoxR และ C33A/CisR10 จึงถูกนําไปทดสอบการมีชีวิตรอดในอาหารท่ีผสม
สารสกัดจากเหง�าเร	วหอมและ 4-MCA ต	อไป 
 
4.3 ผลการทดสอบการมีชีวิตรอดของเซลล#มะเร็งดื้อยาในสภาวะที่มีสารสกัดจากเหง�าเร�วหอม 
 ผลการทดสอบด�วยวิธี MTT ของสารสกัดเอทานอลจากเหง�าเร	วหอม ท่ีความเข�มข�นต้ังแต	 50-200 
µg/ml เป!นเวลา 72 ชั่วโมง แสดงได�ดังภาพท่ี 4-5 ถึง 4-6 ซ่ึงพบว	าการมีชีวิตรอดของเซลลNทุกชนิดจะแปรผัน
ตรงกับความเข�มข�นของสารสกัด โดยท่ีความเข�มข�น 200 µg/ml พบว	าเซลลNมะเร็งเต�านมด้ือยา MDA-MB-
231/DoxR และเซลลNมะเร็งปากมดลูกด้ือยา C33A/CisR10 มีค	า %cell viability เท	ากับ 68.13±2.06 และ
64.99±2.47 ตามลําดับ ซ่ึงมีค	าใกล�เคียงกับเซลลNมะเร็ง MDA-MB-231 และเซลลN C33A ต้ังต�น ท่ีมีค	า %cell 
viability เท	ากับ 64.91±9.04 และ 51.62±0.92 ตามลําดับ และจากการคํานวณเพ่ือหาค	า IC50 ของ
เซลลNมะเร็งท้ังหมด (ตารางท่ี 4.2) ก็ได�แสดงให�เห็นว	า สารสกัดเอทานอลจากเหง�าเร	วหอมมีค	า IC50 ต	อ
เซลลNมะเร็งกลุ	มด้ือยาและไม	ด้ือยาไม	แตกต	างกันมากนัก สําหรับเซลลNมะเร็งเต�านมท้ังสองกลุ	ม จะมีค	า IC50 
ประมาณ 350 µg/mL ในขณะท่ีเซลลNมะเร็งปากมดลูกจะตอบสนองต	อสารสกัดได�ดีกว	าด�วยค	า IC50 ประมาณ 
200-245 µg/mL 

จากผลการทดลองท้ังหมดนี้ แสดงให�เห็นถึงความสามารถของสารสกัดเอทานอลจากเหง�าเร	วหอมใน
การยับยั้งการเจริญของเซลลNมะเร็งเต�านมและมะเร็งปากมดลูกได�ท้ังชนิดท่ีดื้อยาและไม	ดื้อยา  
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ภาพท่ี 4-5 กราฟการมีชีวิตรอดของเซลลNมะเร็ง MDA-MD-231 และ MDA-MB-231/DoxR  ท่ีได�รับสารสกัด
เอทานอลจากเหง�าเร	วหอมท่ีความเข�มข�น 50-200 µM เป!นเวลา 72 ชั่วโมง (* แสดงความแตกต	างอย	างมี
นัยสําคัญทางสถิติระหว	างกลุ	มเซลลNชนิดเดียวกันท่ีได�รับและไม	ได�รับสารสกัด (p<0.05)) 
 

 
 
ภาพท่ี 4-6 กราฟการมีชีวิตรอดของเซลลNมะเร็ง C33A และ C33A/CisR10  ท่ีได�รับสารสกัดเอทานอลจากเหง�า
เร	วหอม ท่ีความเข�มข�น 50-200 µM เป!นเวลา 72 ชั่วโมง (* แสดงความแตกต	างอย	างมีนัยสําคัญทางสถิติ
ระหว	างกลุ	มเซลลNชนิดเดียวกันท่ีได�รับและไม	ได�รับสารสกัด (p<0.05)) 
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ตารางท่ี 4.2 ค	า IC50 ของเซลลNมะเร็งและเซลลNมะเร็งด้ือยาต	อสารสกัดเอทานอลจากเหง�าเร	วหอม 
 

ชนิดของเซลล# สารสกัดเอทานอล (µg/mL) 
MDA-MB-231 367.72±67.50 

MDA-MB-231/DoxR 357.90±53.62 
C33A 205.68±3.31 

C33A/CisR 246.4±9.03 
 
 
4.4 ผลการทดสอบการมีชีวิตรอดของเซลล#มะเร็งดื้อยาในสภาวะที่มีสาร 4-MCA 

จากการทดสอบด�วยวิธี MTT ของสาร 4-MCA ท่ีความเข�มข�นต้ังแต	 0-200 µM เป!นเวลา 72 ชั่วโมง 
ต	อเซลลNมะเร็งต้ังต�นและเซลลNมะเร็งท่ีด้ือยา ได�ผลแสดงดังภาพท่ี 4-7 ถึง 4-8 ซ่ึงพบว	า การมีชีวิตรอดของ
เซลลNท้ังสี่ชนิดจะแปรผกผันกับความเข�มข�นของสาร 4-MCA ท่ีใช� กล	าวคือ ความเข�มข�นของสาร 4-MCA ท่ี
มากข้ึนจะทําให�การมีชีวิตรอดของเซลลNมะเร็งยิ่งลดลง โดยท่ีความเข�มข�น 100 µg/ml พบว	าเซลลNมะเร็งเต�า-
นม MDA-MB-231 และเซลลNมะเร็งเต�านมด้ือยา MDA-MB-231/DoxR มีเปอรNเซ็นตNการมีชีวิตรอดเท	ากับ 
36.66 ±1.97% และ 55.48 ± 0.17% ตามลําดับ ในขณะท่ี เซลลNมะเร็งปากมดลูก C33A และเซลลNมะเร็ง
ปากมดลูกด้ือยา C33A/CisR10 ท่ีความเข�มข�นของ 4-MCA เท	ากับ 50 µg/ml มีค	าเปอรNเซ็นตNการมีชีวิตรอด 
เท	ากับ 48.22±2.34 และ 71.28±2.41 ตามลําดับ  

จากค	าเปอรNเซ็นการมีชีวิตรอดเม่ือเลี้ยงเซลลNในสภาวะท่ีมีสาร 4-MCA สามารถคํานวณค	า IC50 ของ
สาร 4-MCA ต	อเซลลNทุกชนิดได�ดังตารางท่ี 4.3 ซ่ึงจะเห็นได�ว	า ค	า IC50 ของสาร 4-MCA ต	อเซลลNมะเร็งต้ังต�น 
ตํ่ากว	าค	า IC50 ต	อเซลลNมะเร็งด้ือยา และพบผลเช	นนี้เหมือนกันในเซลลNมะเร็งท้ังสองชนิด  

จากผลการทดลองท้ังหมด จะเห็นได�ว	า สาร 4-MCA มีความสามารถในการยับยั้งการเจริญของ
เซลลNมะเร็งปากมดลูกและเซลลNมะเร็งเต�านมได�อย	างมีนัยสําคัญ โดยสามารถลดการมีชีวิตรอดได�ท้ัง
เซลลNมะเร็งปกติและเซลลNมะเร็งท่ีด้ือต	อยาเคมีบําบัด 
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ภาพท่ี 4-7 กราฟการมีชีวิตรอดของเซลลNมะเร็ง MDA-MD-231 และ MDA-MB-231/DoxR  ท่ีได�รับสาร 4-
MCA ท่ีความเข�มข�น 50-200 µM เป!นเวลา 72 ชั่วโมง (* แสดงความแตกต	างอย	างมีนัยสําคัญทางสถิติ
ระหว	างกลุ	มเซลลNชนิดเดียวกันท่ีได�รับและไม	ได�รับยาเคมีบําบัด (p<0.05)) 

 

 
 

ภาพท่ี 4-8 กราฟการมีชีวิตรอดของเซลลNมะเร็ง C33A และ C33A/CisR10  ท่ีได�รับสาร 4-MCA ท่ีความเข�มข�น 
50-200 µM เป!นเวลา 72 ชั่วโมง (* แสดงความแตกต	างอย	างมีนัยสําคัญทางสถิติระหว	างกลุ	มเซลลNชนิด
เดียวกันท่ีได�รับและไม	ได�รับยาเคมีบําบัด (p<0.05)) 

* 

* 

* 
* * * 

* 

* 

* 

* * 

* 
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ตารางท่ี 4.3 ค	า IC50 ของเซลลNมะเร็งและเซลลNมะเร็งด้ือยาต	อสาร 4-MCA 
ชนิดของเซลล# 4-MCA (µM) 
MDA-MB-231 80.67±1.15 

MDA-MB-231/DoxR 108.67±1.15 
C33A 48.33±2.89 

C33A/CisR 65.50±1.50 
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บทที่ 5 

อภิปราย และสรุปผลการทดลอง  

5.1 อภิปรายผลการทดลอง 
ก�อนหน	านี้ คณะวิจัยของเราได	เคยรายงานถึงฤทธิ์ในการต	านเซลล%มะเร็งหลายชนิดของสารสกัด

หยาบเอทานอลจากเหง	า เร�วหอม และพบว�าสารท่ีน�าจะมีส�วนในการแสดงฤทธิ์นี้ คือ สาร 4-
methoxycinnamaldehyde (4-MCA) (Wanichwatanadecha et al, 2016; ทุนอุดหนุนการวิจัย
งบประมาณเงินรายได	 (เงินอุดหนุนจากรัฐบาล) มหาวิทยาลัยบูรพา ประจําปNงบประมาณ 2558 และ 
2559; Iawsipo et al, 2018) ซ่ึงในงานวิจัยนี้ เราได	พบว�า นอกจากสารสกัดหยาบเอทานอลจากเหง	าเร�ว
หอมและสาร 4-MCA จะสามารถยับยั้งการเจริญของเซลล%มะเร็งเต	านม MDA-MB-231 และเซลล%มะเร็ง
ปากมดลูก C33A ได	แล	ว ยังสามารถยับยั้งเซลล%มะเร็งท่ีด้ือยาเคมีบําบัดซ่ึงพัฒนามาจากเซลล%มะเร็งท้ังสอง
ชนิดนี้ได	อีกด	วย 

การด้ือยาเคมีบําบัดของเซลล%มะเร็งจัดเปZนป[ญหาหนึ่งท่ีทําให	การรักษาด	วยวิธี Chemotherapy 
ไม�ได	ผลดีเท�าท่ีควร ซ่ึงกลไกในการด้ือยาของเซลล%มะเร็งนี้พบว�าเกิดข้ึนได	จากหลายสาเหตุ เช�น การลด
ปริมาณการนําส�งยาเข	าสู�เซลล%มะเร็ง หรือยาต	านมะเร็งท่ีเข	าเซลล%ไปแล	วถูกขนส�งกลับออกมานอกเซลล%
ผ�านทาง ABC (ATP-binding cassette) transporter จําพวก 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) หรือการด้ือยาอาจเกิดจากการท่ีเซลล%มะเร็งเพ่ิม
การผลิตเอนไซม%ในกลุ�ม detoxifying enzyme เพ่ือเปลี่ยนแปลงโครงสร	างของยา หรือเปลี่ยนแปลงระดับ
การแสดงออกของยีนเปjาหมาย หรือผลิตเอนไซม%ท่ีลดปริมาณ ROS ท่ียาเคมีบําบัดสร	างข้ึน หรือเพ่ิมระดับ
สมดุลของ ROS ภายในเซลล%มะเร็ง (Redox Resetting) เปZนต	น (Zhu et al, 2016; Liu et al, 2016) 

ดังนั้น เพ่ือเปZนการเพ่ิมโอกาสในการรักษาให	กับผู	ปpวยท่ีมีเซลล%มะเร็งด้ือยา ทางคณะผู	วิจัยจึงได	ทํา
การพัฒนาเซลล%มะเร็งเต	านม MDA-MB-231 และเซลล%มะเร็งปากมดลูก C33A ให	ด้ือต�อยาเคมีบําบัดใน
ห	องปฏิบัติการ เพ่ือใช	เซลล%นี้มาเปZนโมเดลในการค	นหาวิธีการรักษา โดยเลือกใช	ยาเคมีบําบัดท่ีนิยมใช	ใน
การรักษาผู	ปpวยมะเร็งท้ังสองชนิด (Zhu et al, 2016; Lovitt et al, 2018) นั่นคือ ใช	ยา doxorubicin ใน
การพัฒนาเซลล%มะเร็งเต	านม MDA-MB-231 และใช	ยา cisplatin ในการพัฒนาเซลล%มะเร็งเต	านม C33A  

สําหรับวิธีในการพัฒนาให	เซลล%มะเร็งด้ือยานั้นได	ถูกรายงานไว	หลากหลายวิธี ท้ังความเข	มข	นของ
ยาท่ีแตกต�างกัน ระยะเวลาท่ีแตกต�างกัน ซ่ึงจะส�งผลให	ได	เซลล%มะเร็งท่ีมีความสามารถในการต	านทานยาได	
แตกต�างกัน หนึ่งในตัวชี้วัดท่ีสามารถใช	ในการติดตามการเพ่ิมข้ึนของการด้ือยา คือ ค�า Resistance index 
(RI) ซ่ึงหาได	จากสัดส�วนของค�า IC50 ต�อยาเคมีบําบัดของเซลล%มะเร็งด้ือยา ต�อค�า IC50 ต�อยาของ
เซลล%มะเร็งท่ีใช	เปZนตัวต้ังต	น ในงานวิจัยนี้ เราสามารถพัฒนาเซลล%มะเร็งเต	านม MDA-MB-231 ให	มี
ความสามารถในการด้ือต�อยา doxorubicin (MDA-MB-231/DoxR) ได	มากกว�าเดิม 1.36 เท�า (มีค�า RI 
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เท�ากับ 1.36) ในขณะท่ีเซลล%มะเร็งปากมดลูก C33A ท่ีใช	ความเข	มข	นของยา cisplatin ในการพัฒนาสูงสุด
ท่ี 3 µM (C33A/CisR3) แสดงการด้ือยาท่ีน	อยกว�าเซลล%ท่ีใช	ความเข	มข	นของยาสูงสุดท่ี 10 µM 
(C33A/CisR10) ซ่ึงสามารถด้ือยา cisplatin ได	มากกว�าเซลล% C33A ต้ังต	นถึง 2.37 เท�า (มีค�า RI เท�ากับ 
2.37) ผู	วิจัยจึงได	ทําการเลือกเซลล%มะเร็งด้ือยา C33A/CisR10 เปZนตัวแทนของเซลล%มะเร็งปากมดลูกด้ือยา
เพ่ือทําการทดสอบต�อไป ถึงแม	ว�าค�า RI ท่ีได	จากการทดลองจะไม�ได	มีค�าสูงมาก แต�เซลล%ด้ือยาท่ีพัฒนาข้ึนนี้
ก็ได	แสดงให	เห็นถึงการเปลี่ยนแปลงในระดับโมเลกุลท่ีแตกต�างไปจากเซลล%มะเร็งต้ังต	น ซ่ึงผลนี้จะถูก
รายงานไว	ในรายงานฉบับสมบูรณ%ของทุนวิจัยประจําปNงบประมาณ 2561 ต�อไป 

สาร 4-MCA นี้เคยถูกรายงานว�าพบได	จากพืชหลายชนิด รวมถึงเหง	าเร�วหอม (Tachai S and 
Nuntawong N, 2016; Srisook E et al., 2017) และเคยพบว�ามีความสามารถในการต	านการติดเชื้อของ
ไวรัส respiratory syncytial virus (RSV) ในเซลล%มะเร็งกล�องเสียง HEp-2 (Wang KC et al., 2009) เปZน
ตัวกระตุ	น transient receptor potential ankyrin1 (TRPA1) (TRPA1 agonist) ซ่ึงเก่ียวข	องกับ 
homeostasis, somatosensory และ neurogenic inflammation (Moon H et al., 2015) อีกท้ังใน
งานวิจัยของ Srisook E และคณะ (2017) พบสารนี้เปZนหนึ่งในสารองค%ประกอบหลักของส�วนสกัดย�อย
เอทิลอะซิเตตของสารสกัดเอทานอลจากเหง	าเร�วหอม ซ่ึงเปZนส�วนสกัดย�อยท่ีมีฤทธิ์ในการลดการอักเสบใน
เซลล%แมคโครฟาจ RAW264.7 ท่ีถูกกระตุ	นด	วยไลโปโพลิแซคคาไรด%ได	ดีท่ีสุด และในปN 2018 ทีมวิจัยของ
เราได	รายงานถึงฤทธิ์ของสาร 4-MCA ในการยับยั้งการเจริญของเซลล%มะเร็งเต	านมชนิด MDA-MB-231 
เซลล%มะเร็งตับชนิด HepG2 เซลล%มะเร็งลําไส	ใหญ�ชนิด HCT-116 และเซลล%มะเร็งปากมดลูกชนิด C33A  
โดยเราพบว�า สาร 4-MCA สามารถหยุดการเจริญของเซลล%ในระยะ G2/M และสามารถเหนี่ยวนําให	
เซลล%มะเร็งเกิดการตายแบบ apoptosis ได	 (Iawsipo et al, 2018) แต�สําหรับฤทธิ์ของสาร 4-MCA ใน
การยับยั้งเซลล%มะเร็งด้ือยานั้น ยังไม�เคยมีการศึกษามาก�อน 

จากผล MTT ท่ีพบว�าเซลล%มะเร็งและเซลล%มะเร็งด้ือยามีเปอร%เซ็นต%การมีชีวิตรอดลดลงเม่ือได	รับ
สารสกัดจากเหง	าเร�วหอม (ภาพท่ี 4-5 ถึง 4-6) แสดงให	เห็นถึงความสามารถของสารสกัดจากเหง	าเร�วหอม
ในการยับยั้งการเจริญของเซลล%มะเร็งได	ท้ังชนิดท่ีด้ือยาและเซลล%มะเร็งต้ังต	น และแสดงฤทธิ์ได	ท้ังใน
เซลล%มะเร็งเต	านมและเซลล%มะเร็งปากมดลูก ซ่ึงส�วนหนึ่งก็น�าจะเปZนผลมาจากการท่ีสารสกัดเอทานอลจาก
เหง	าเร�วหอมมีสาร 4-MCA เปZนองค%ประกอบ เนื่องจากสาร 4-MCA ก็แสดงให	เห็นถึงความสามารถนี้ได	
เช�นกัน (ภาพท่ี 4-7 ถึง 4-8) อีกท้ังในสารสกัดเอทานอลก็น�าจะมีสารอ่ืนๆ ท่ีแสดงฤทธิ์นี้ได	รวมอยู�ด	วย 
นอกจากนี้ จากตาราง 4.2-4.3 จะเห็นได	ว�าค�า IC50 ของสารทดสอบต�อเซลล%มะเร็งด้ือยาและเซลล%มะเร็งต้ัง
ต	นมีค�าท่ีใกล	เคียงกัน ซ่ึงสอดคล	องกับงานวิจัยก�อนหน	านี้ท่ีเคยมีรายงานถึงฤทธิ์ในการยับยั้งการเจริญของ
เซลล%มะเร็งอัณฑะ PC3 และเซลล%มะเร็งอัณฑะท่ีด้ือยา Docetaxel (PC3R) ของสาร 6-gingerol, 6-
shogaol และ 10-shogaol  ท่ีแยกได	จากพืช Zingiber officinale (ginger) ซ่ึงอยู�ในวงศ% Zingiberaceae 
วงศ%เดียวกันกับเร�วหอม โดยสารท้ังสามชนิดนี้สามารถยับยั้งการเจริญของเซลล%มะเร็ง PC3 และ PC3R ได	
ประมาณ 50% เม่ือใช	ความเข	มข	นเท�ากับ 100 µM (Liu et al., 2017)  
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จากผลการทดลองท้ังหมด แสดงให	เห็นถึงศักยภาพของสารสกัดจากเหง	าเร�วหอมและสาร 4-MCA 
ท่ีสามารถนําไปพัฒนาต�อยอดเพ่ือใช	ในการรักษาผู	ปpวยโรคมะเร็งเต	านมและมะเร็งปากมดลูก ท้ังท่ีมี
เซลล%มะเร็งไม�ดื้อยาและเซลล%มะเร็งด้ือยาได	  

 
5.2 สรุปผลการทดลอง 
 1. ผงแห	งของเหง	าเร�วหอม 4.58 กิโลกรัม นํามาสกัดด	วยตัวทําละลายเอทานอล ได	สารสกัด
ออกมา 372.77 กรัม คิดเปZน % yield เท�ากับ 8.14% 

2. subfraction ท่ี 1.4 จากส�วนสกัดย�อยเอทิลอะซิเตต มีสาร 4-MCA เปZนองค%ประกอบหลัก 
3. เซลล%มะเร็งปากมดลูกด้ือยา C33A/CisR3 และ C33A/CisR10 มีความสามารถต	านทานยา 

cisplatin ได	มากกว�าเซลล% C33A ต้ังต	น 1.12 และ 2.37 เท�า ตามลําดับ 
4. เซลล%มะเร็งเต	านมด้ือยา MDA-MB-231/DoxR มีความสามารถต	านทานยา doxorubicin 

มากกว�าเซลล% MDA-MB-231 ต้ังต	น 1.36 เท�า 
5. สารสกัดเอทานอลจากเหง	าเร�วหอมสามารถยับยั้งการเจริญของเซลล%มะเร็ง C33A และ MDA-

MB-231 ได	 ท้ังชนิดท่ีดื้อยาและไม�ดื้อยา โดยมีค�า IC50 อยู�ท่ีประมาณ 200-350 µg/mL 
6. สาร 4-MCA สามารถยับยั้งการเจริญของเซลล%มะเร็ง C33A และ MDA-MB-231 ได	 ท้ังชนิดท่ี

ด้ือยาและไม�ดื้อยา โดยมีค�า IC50 อยู�ท่ีประมาณ 50-110 µg/mL 
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