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บทคัดย่อ 

ระบบน ำส่งยำอนุภำคนำโนเป็นกลยุทธ์ส ำคัญที่สำมำรถเพ่ิมควำมจ ำเพำะต่อกำรน ำส่งไปยังเซลล์มะเร็ง ซึ่งจะ
ช่วยลดอำกำรข้ำงเคียงของยำและเพ่ิมควำมสำมำรถในกำรออกฤทธิ์ของยำได้ โดยงำนวิจัยนี้มีวัตถุประสงค์เพ่ือ
พัฒนำระบบ liposome เพ่ือน ำส่ง Furazolidone  และเตรียม Liposome จำก DCA และ 
Phosphatidylcholine (PD) เพื่อใช้น ำส่งไปยังเซลล์มะเร็งด้วยวิธี lipid film hydration method. ต ำรับที่
เตรียมได้แต่ละสูตรจะน ำมำเปรียบเทียบกันในปัจจัยของลักษณะทำงกำยภำพ ขนำดอนุภำค กำรกระจำยตัว
ของอนุภำค และควำมสำมำรถในกำรกักเก็บยำ ศึกษำควำมคงตัวในสภำวะจ ำลองภำยในร่ำงกำย 3 สภำวะ 
คือ Phosphate buffer saline solution (PBS pH 7.4), RPMI-1640 medium และ DMEM ที่อุณหภูมิ 
37ºC  เป็นระยะเวลำ 7 วัน พบว่ำต ำรับที่เหมำะสมที่สุดคือ PD: DCA: Furazolidone in ratio 4:1:5 มีขนำด
อนุภำค 177.9556± 39.0976 และสำมำรถกักเก็บตัวยำได้ถึง 35.6087 ± 4.3671 % และน ำต ำรับที่คัดเลือก
ได้นั้นมำทดสอบฤทธิ์ในกำรยับยั้งเซลล์มะเร็งและควำมสำมำรถในกำรน ำส่งเข้ำสู้เซลล์มะเร็งเต้ำนม (MCF-7) 
ผลกำรศึกษำพบว่ำ PD: DCA: Furazolidone in ratio 4:1:5 สำมำรถเพ่ิมกำรยับยั้งกำรแบ่งตัวของ
เซลล์มะเร็งและน ำส่งเข้ำสู่เซลล์มะเร็งได้อย่ำงมีนัยยะส ำคัญ (P<0.05) โดยสรุปแล้ว liposome-Deoxycholic 
acid สำมำรถน ำมำพัฒนำเพ่ือใช้เป็นระบบน ำส่งยำต่อไปได้ในอนำคต 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Abstract 

Nano-drug delivery system is important strategy to increase specific targeting, increase 

therapeutic effect and reduced adverse effect of anticancer drugs.  The objective of this study 

was carried out to develop liposome as vehicle for delivery Furazolidone. The liposome was 

prepared from Phosphatidylcholine (PD) and Deoxycholic acid (DCA) for delivery to cancer cell. 

All formulations were prepared by lipid-film hydration method. The formulations were selected by 

comparing parameter; physical properties, particle size, zeta potential and entrapment efficacy. 

The stability of liposome have been stored in 3 conditions medium PBS pH 7.4, RPMI-1640 

medium and DMEM, and control temperature at 37ºC for 7 day. The result found that the optimal 

formulation PD: DCA: Furazolidone in ratio 4:1:5 had greater value of parameters (size=177.9556± 

39.0976, %EE=35.6087 ± 4.3671 %). The selected formulations were prepared for all cytotoxicity 

and cellular uptake evaluation in breast cancer cell line (MCF-7). The result show that liposome 

contained PD: DCA: Furazolidone in ratio 4:1:5 can be inhibit proliferation and increase cellular 

uptake significantly (P<0.05). In conclusion, the liposome-Deoxycholic acid can be developing to 

drug nano-carrier.  
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บทที ่1 
บทน า 

 
เนื่องจากปัจจุบันพบอุบัติการณ์การเกิดโรคมะเร็งในประชากรไทยสูงขึ้น โดยโรคมะเร็งที่เป็น

ปัญหาส าคัญ 5 อันดับแรกของประเทศได้แก่ มะเร็งตับ มะเร็งปอด มะเร็งเต้านม มะเร็งปากมดลูก 
และมะเร็งล าไส้ใหญ่ ซึ่งคิดเป็นร้อยละ 62.01 ของมะเร็งทั้งหมด(1) โดยโรคมะเร็งเต้านมและมะเร็ง
ปากมดลูกเป็นมะเร็ง 2 อันดับแรกที่ก่อโรคในผู้หญิง ซึ่งถือเป็นโรคที่เป็นปัญหาทางสาธารณสุขของ
ประเทศอย่างมาก โดยจากอัตราการเกิดโรคมะเร็งที่เพ่ิมสูงขึ้นดังที่กล่าวข้างต้นคณะผู้วิจัยจึงเกิดความ
สนใจที่ศึกษาและพัฒนาระบบน าส่งยาที่มีความจ าเพาะต่อเซลล์มะเร็งเต้านมเพ่ือประโยชน์ต่อผู้ป่วย
โรคมะเร็งเต้านม โดยปัจจุบันมีการคิดค้นและพัฒนายารักษาโรคมะเร็งอย่างต่อเนื่องเพ่ือให้การรักษา
มะเร็งมีประสิทธิภาพสูงขึ้น แต่ก็ยังไม่สามารถก าจัดผลข้างเคียงของยาเคมีบ าบัดได้ เนื่องจากยาเคมี
บ าบัดส่วนใหญ่จะมีกลไกในการออกฤทธิ์โดยรบกวนระยะวงจรเซลล์ (cell cycle) เช่น ยาที่ออกฤทธิ์
ต่อกระบวนการจ าลองดีเอ็นเอ (DNA replication) หรือออกฤทธิ์ต่อกระบวนการเมทาบอลิซึม 
(metabolite) ของเซลล์เป็นต้น ยาเคมีบ าบัดที่ไม่จ าเพาะต่อระยะวงจรเซลล์ของเซลล์มะเร็ง เมื่อยา
เข้าสู่ร่างกายจะไปมีผลต่อทั้งเซลล์มะเร็งและเซลล์ปกติของร่างกาย โดยเซลล์ที่ได้รับผลกระทบจากผล
ของยาเคมีบ าบัดมักเป็นเซลล์ที่มีการแบ่งตัวเร็วเช่น เซลล์เยื่อบุ เซลล์ เม็ดเลือด และเซลล์เส้นผม  ท า
ให้เกิดผลข้างเคียงจากการใช้ยาขึ้น โดยผลข้างเคียงนี้สามารถเกิดได้กับทุกระบบของร่างกายและ
แสดงอาการต่างๆออกมาเช่น อาการคลื่นไส้อาเจียน เกิดภาวะซีด และผมร่วง เป็นต้น นอกจากปัญหา
ด้านอาการไม่พึงประสงค์ของยาเคมีบ าบัดดังกล่าวข้างต้นแล้ว ยาเคมีบ าบัดหลายชนิดยังมีปัญหาด้าน
ลักษณะทางกายภาพของตัวยาเช่น ยามีการละลายที่ต่ าหรือมีความคงตัวต่ า เป็นต้น อีกทั้งยาส่วน
ใหญ่มคี่าดัชนีในการรักษา (therapeutic index) แคบ ท าให้เกิดพิษจากการใช้ยาได้ง่าย ดังนั้นจึงได้มี
การพัฒนาระบบน าส่งยามะเร็งเพื่อเพ่ิมความจ าเพาะต่อเซลล์มะเร็งและเพ่ิมประสิทธิภาพในการรักษา 
ซึ่งจะช่วยลดลดอาการข้างเคียงของยาและเพ่ิมความสามารถในการออกฤทธิ์ของยานั้นเอง   

ในปัจจุบันระบบน าส่งยาถูกพัฒนาขึ้นอย่างต่อเนื่อง ซึ่งแต่ละระบบมีข้อดีและข้อเสียที่
แตกต่าง ดังนั้นการเลือกระบบน าส่งยาให้เหมาะสมกับลักษณะของยาและสภาวะโรคจึงเป็นสิ่งส าคัญ 
โดยคณะผู้วิจัยได้เร่งเห็นถึงความส าคัญของระบบน าส่งยาในรูปแบบ liposome ซึ่งเป็นระบบน าส่งยา
แบบ nanovesicle ที่มีขนาดอนุภาคขนาดเล็กกว่าระดับไมครอน (submicron) และ
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โครงสร้างหลักเป็น phospholipid  และcholesterol ซึ่งมีคุณสมบัติเป็น amphipathic 
กล่าวคือมีทั้งส่วนที่ชอบน้ า (hydrophobic) และส่วนที่ไม่ชอบน้ า (hydrophobic) ในโมเลกุล  โดย
จะเรียงตัวเป็นแถวของโมเลกุลซ้อนกันเป็นผนังสองชั้นหรือ lipid bilayer โดยตัวยาหรือสารส าคัญที่มี
คุณสมบัติชอบน้ าจะกักเก็บอยู่ในส่วนของชั้นที่มีขั้ว ส่วนตัวยาหรือสารส าคัญที่มีคุณสมบัติไม่ชอบน้ า
จะแทรกอยู่ใน lipid bilayer โดยยาในรูปแบบ liposome นี้มีข้อดีหลายประการได้แก่ สามารถเพ่ิม
ความคงตัวของสารที่ถูกกักเก็บ ช่วยลดความเป็นพิษของสารที่ถูกกักเก็บ สามารถเข้ากันได้กบัร่างกาย
และถูกท าลายได้ในร่างกาย ช่วยเพ่ิมประสิทธิภาพของสารที่ถูกกักเก็บและสามารถออกแบบระบบให้
มีความจ าเพาะต่อการน าส่งยาได้(2) ซึ่งจากข้อดีนี้เองจึงสนใจน าระบบน าส่งยาในรูปแบบ liposome 
มาพัฒนาและออกแบบให้มีความจ าเพาะต่อเซลล์มะเร็งเพ่ือเพ่ิมประสิทธิภาพในการรักษาและลด
อาการข้างเคียงจากการใช้ยาเคมีบ าบัด ซึ่งจากการศึกษาของ Fuping Gaoa, Lei Li และคณะ พบว่า 
deoxycholic acid ซึ่งเป็น secondary bile acid ที่จัดเป็น polar lipid มีลักษณะเป็น amphiphilic 
นี้ สามารถเพ่ิมความจ าเพาะเจาะจงในการน าส่งยาเข้าสู่เซลล์มะเร็งได้หลายกลไกขึ้นกับชนิดของ
เซลล์มะเร็ง โดยไม่มีผลหรือมีผลน้อยต่อเซลล์ปกติของร่างกายและการใช้ deoxycholic acid มาเป็น
องค์ประกอบของระบบน าส่งยายังสามารถลดอัตราการรอดชีวิต (%vialability) ของเซลล์มะเร็งได้
มากกว่าการใช้ยาเดี่ยวๆอย่างมีนัยยะส าคัญ(3) อีกท้ังยังสามารถแก้ไขคุณสมบัติที่ไม่เหมาะสมทางด้าน
ต่างๆของยาได้ ดังนั้นจึงเกิดความสนใจที่จะน า deoxycholic acid มาใช้ในการพัฒนาระบบน าส่งยา
ในรูปแบบ liposome เพ่ือช่วยเพิ่มความจ าเพาะต่อเซลล์มากยิ่งขึ้น แต่เนื่องจาก deoxycholic acid 
มี aggregation number ต่ า ซึ่งท าให้ความสามารถในการเกิด liposome ได้ไม่ดี จึงจ าเป็นต้องใช้
สารอ่ืนช่วยในการเกิด liposome โดยจาการศึกษาของ De Castro B., Gameiro P. และคณะ พบว่า
การ ใช้  phosphatidylcholin เป็ น  copolymer จะช่ วย ในการ เกิ ด  liposome ซึ่ ง เมื่ อ เ พ่ิ ม 
phosphatidylcholine  เข้าไปในสูตรจะสามารถเพ่ิมความเป็น lipophilic drug ได้เป็นผลให้ประจุ
บนผิวเล็กกว่าการใช้ bile acid เดี่ยวๆ ท าให้ความสามารถในการละลายของ liposome เพ่ิมมากขึ้น
ได้นั้นเอง (4) อีกทั้ง phosphatidylcholine เป็นสารที่ได้จากธรรมชาติและนิยมน ามาใช้เป็นสาร
ต้ น แ บ บ ใ น ก า ร ศึ ก ษ า ร ะ บ บ น า ส่ ง ย า ใ น รู ป แ บ บ  liposome ดั ง นั้ น จึ ง ส น ใ จ ที่ จ ะ น า  
phosphatidylcholine มาใช้ในการศึกษาและพัฒนาระบบน าส่งยา โดยตัวยาส าคัญที่จะน ามาใช้ใน
การศึกษานี้ เพ่ือใช้เป็นต้นแบบของยามะเร็งในการพัฒนาระบบน้ าส่งยาเข้าสู่เซลล์มะเร็งได้แก่ 
furazolidone เนื่องจากเป็นสารที่ปัญหาด้านการละลายซึ่งสอดคล้องปัญหาของยามะเร็งที่ เกิดขึ้น
และ furazolidone มีประโยชน์ทางการแพทย์คือ ใช้เป็นยาฆ่าเชื้อแบคทีเรีย และมีรายงานการต้าน
มะเร็งในหลอดทดลองได้ ซึ่งมีกลไกการออกฤทธิ์ยับยั้งเซลล์มะเร็งได้ โดยไปมีผลยับยั้งวงจรการ
แบ่งตัวของเซลล์มะเร็งและท าให้เกิด apoptosisได้ (5, 6) นอกจากนี้ยังเป็นสารที่สามารถหาได้ง่าย
และราคาไม่แพง จึงเลือกน ามาศึกษาในงานวิจัยนี้  
         จากที่มาและความส าคัญดังกล่าวข้างต้นจึงได้ท าการศึกษาและพัฒนาระบบน าส่งยาใน
รูปแบบ liposome โดยใช้ deoxycholic acid ร่วมกับ phosphatidylcholine ในสัดส่วนต่างๆกัน
ในการสร้าง liposome เพ่ือน าส่งยา furazolidone เข้าสู่มะเร็งเต้านม  
 
วัตถุประสงค์  
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1. พัฒนาระบบน าส่งยาในรูปแบบ liposome ที่มีส่วนประกอบ deoxycholic acid 
และ phosphatidylcholine  

2. ศึกษาผล deoxycholic acid ต่อคุณสมบัติของ liposome และประสิทธิภาพใน
การน าส่งเข้าสู่เซลล์มะเร็ง 

 
ประโยชน์ที่คาดว่าจะได้รับ 

1. ได้ระบบน าส่งยาในรูปแบบ liposome ที่เหมาะสมในการน าส่งยาเข้าสู่เซลล์มะเร็ง 
2. ได้องค์ความรู้ในการเตรียมผลิตภัณฑ์รูปแบบ liposome และการเลี้ยงเซลล์เบื้องต้น 
3. ได้องค์ความรู้ในกระบวนการวิจัย 

 
กรอบแนวคิด 

 
รูปท่ี 1 แสดงกรอบแนวคิดของงานวิจยั 
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บทที ่2 

วรรณกรรมท่ีเกี่ยวข้อง 

 

1.   Liposome (7-13) 

 
รูปที่ 2 แสดงลักษณะของ liposome(7) 

Liposome มีลักษณะเป็นถุงทรงกลม (spherical shape) มีขนาดประมาณ 15 -1000 nm. 
ประกอบด้วย phospholipid และอาจมี cholesterol เรียงตัวกันแบบ bilayer โดย phospholipid 
เป็นสารไขมันประเภทมีขั้ ว  (polar lipid) ชนิด amphipathic กล่าวคือมีทั้ งกลุ่มที่ชอบน้ า  
(hydrophilic)และกลุ่มที่ไม่ชอบน้ า (hydrophobic) ในโมเลกุล โดย phospholipids มีทั้งจาก
ธรรมชาติและสังเคราะห์ขึ้น ซึ่งที่นิยมใช้คือ lecithin (phosphatidylcholine) หรืออาจใช้สารอ่ืนที่มี
คุณสมบัติเป็น  Amphipathic ในการสร้าง liposome  ซึ่งการเกิด liposome  ชนิดใดนั้นขึ้นกับ
ปัจจัยต่างๆ ได้แก่ ธรรมชาติของลิพิดที่เป็นสารชอบน้ าและไขมันที่เลือกใช้ส่วนประกอบของสาร
กระจายที่มีความดันออสโมซิสเสมอ (isotonic) และวิธีที่ใช้เตรียม liposome ดังนั้นจึงสามารถเลือก
สารให้เหมาะสมกับระบบน าส่งยาที่ต้องการได ้

โดยระบบน าส่งยาในรูปแบบ liposome มีข้อดีหลายประการที่น ามาประยุกต์ใช้ในการ
พัฒนาระบบน าส่งยา ได้แก่  
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1. เนื่องจาก liposome เตรียมจากไขมันที่ไม่เป็นพิษและเป็นองค์ประกอบในผนังเซลล์ของ
สิ่งมีชีวิตท าให้เข้ากันได้กับร่างกายและสามารถถูกท าลายได้ในร่างกาย 

2. สามารถเพ่ิมความคงตัวของสารที่ถูกกักเก็บได้ 
3. ช่วยลดความเป็นพิษของสารที่ถูกกักเก็บ 
4. สามารถดัดแปลงโครงสร้างได้ง่าย เช่นสามารถเตรียม liposome ที่มีความจ าเพาะเจาะจงต่อ

เซลล์ได้ โดยติดสารหรือลิแกนด์ เป็นต้น 
5. ช่วยเพิ่มประสิทธิภาพในการออกฤทธิ์ของสารที่ถูกกักเก็บภายในและท าให้ยาออกฤทธิ์ได้

นานขึ้น 
แต่อย่างไรก็ตาม liposome พบปัญหาความไม่คงตัวของต ารับ เนื่องจาก phospholipid บาง

ชนิดเกิด oxidation และ hydrolysis-like reaction  การรั่วของสารที่กักเก็บภายใน และ
กระบวนการผลิตมีต้นทุนที่ค่อนข้างสูง   

1.1. ประเภท liposome 

การแบ่งประเภท liposome โดยแบ่งตาม structural parameter สามารถแบ่งได้ดังนี้

 

รูปที่ 3 แสดงการแบ่งประเภท liposome ตาม structural parameter (2) 

 

1.2. วิธีการเตรียม liposome  
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รูปที่ 4 แสดงวิธีในการเตรียม liposome (2) 

การเลือกวิธีในการเตรียม liposome ขึ้นกับปัจจัยต่างๆได้แก่ 1)ลักษณะทางเคมี ความ
เข้มข้น ความเป็นพิษของสารที่จะน าเข้าสู่ liposome สารที่ใช้สร้าง liposome 2)ลักษณะทางเคมี
ของสารที่ใช้สร้าง liposome 3) ความเหมาะสมของ ขนาด polydispersity และshelf-life ของ 
liposome ที่จะน าไปประยุกต์ใช้และ 4) ขนาดการผลิต ซึ่งจากการศึกษาพบว่าวิธี  Thin-film 
hydration method เป็นวิธีที่แพร่หลาย มีกระบวนการไม่ซับซ้อนและเหมาะกับสารที่ใช้ในการ
เตรียม liposome ซึ่งเตรียมโดยละลายสาร phospholipid ในตัวท าละลายอินทรีย์ที่เหมาะสม แล้ว
ท าให้เกิดฟิล์มของ phospholipid ด้วยการระเหยเอาส่วนของตัวท าละลายอินทรีย์ออก จากนั้นเติม
น้ าหรือสารละลายบัฟเฟอร์หรือสารละลายน้ า (rehydration)  ฟิล์มที่กลับมาเปียกจะสร้างเป็น
liposome ชนิด MLV ซึ่งการเติมตัวยาลงไปจะขึ้นอยู่กับความสามารถในการละลายน้ า ถ้าตัวยา
ละลายได้ไม่ดี จะเติมลงในสารละลาย phospholipid ในช่วงการสร้างฟิล์ม แต่ถ้าตัวยาละลายน้ าได้ดี
จะเติมลงในส่วนของสารละลายน้ าในช่วงที่ท าให้ฟิล์มเปียกแทน 
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รูปที่ 5 แสดงวิธีการเตรียม liposome โดยวิธี Thin film hydration(12) 

1.3. ประโยชน์ของระบบน าส่งยาในรูปแบบ liposome ต่อการรักษาโรคมะเร็ง 

 ยาที่ใช้ในการรักษามะเร็งส่วนใหญ่พบอุบัติการณ์การเกิดอาการไม่พึงประสงค์จากยาค่อนข้าง
สูงเนื่องจากยามีกลไกในการยับยั้งการเจริญและแบ่งตัวของเซลล์มะเร็งแต่อาจมีผลข้างเคียงต่อเซลล์
ปกติท่ีสามารถแบ่งตวัได้เร็วเช่น เซลล์รากผม เซลล์ล าไส้ เซลล์เม็ดเลือด เป็นต้น ซึ่งพบว่าการน าส่งยา
มะเร็งในรูปแบบ liposome สามารถลดอาการไม่พึงประสงค์ที่เกิดจากยาได้มากถึง 50% เนื่องจาก 
liposome ช่วยเพ่ิมความจ าเพาะต่อเซลล์มะเร็ง อีกทั้งเพ่ิมประสิทธิภาพในการออกฤทธิ์ได้โดยยา
สามารถอยู่ในกระแสเลือดได้เป็นระยะเวลานานยิ่งขึ้น 

2. Deoxycholic acid (3, 4, 14-18) 

 
รูปที่ 6 แสดงโครงสร้างของ deoxycholic acid (17) 

 

2.1. คุณสมบัติทั่วไปของ deoxycholic acid 

 Molecular formula :  C24H40NaO4 
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 Molecular weight : 392.6 
 Melting Point: 177 °C 
 CMC : 0.21 % (5mM) 
 Water Solubility : 43.6 mg/L (at 20 °C) 

 free acid : soluble at 0.24 g/L in water at 15 ºC 
 sodium salt : soluble at > 333 g/L in water at 15 ºC 

 Storage instructions:  Store at Room Temperature 
Deoxycholic acid (DCA) เป็น secondary bile acids ซึ่งได้จาก 7- dehydroxylation 

ข อ ง  cholic acid โ ด ย เ อ า ห มู่  OH ที่ ต า แ ห น่ ง  C7 อ อ ก มี โ ค ร ง ส ร้ า ง เ ป็ น  saturated 
cyclopentanophenanthrene ซึ่งเป็นอนุพันธ์ของ steroid ซึ่ง deoxycholic acid จัดเป็น polar 
lipid มีลักษณะเป็น amphiphillic ท าให้สามารถ form ตัวให้อยู่ในรูป micelle ได ้

 ปัจจุบันมีการน า bile acid  มาใช้ในการพัฒนาระบบน าส่งยาเพ่ือแก้ไขคุณสมบัติที่ไม่
เหมาะสม ทางด้านต่างๆของยา เช่น ค่าการละลาย, ความคงตัว, การดูดซึม, ความเป็นพิษ และ
ผลข้างเคียงของยา ซึ่งมีงานวิจัยที่ได้ศึกษาระบบน าส่งยาโดยใช้  amphiphilic polymer นั่นคือ 
mPEGylated starch-deoxycholic acid, mPEG-St-DCA (mPEG-St-DCA) มาใช้ในการน าส่งยา 
doxorubicin (DOX) ซึ่งมีปัญหาในเรื่องของผลข้างเคียงสูง  โดยผลการทดลอง in vitro cell 
cytotoxicity study เป็นการทดสอบ cytotoxicity ของ blank mPEG32-St-DCA13, DOX-loaded 
mPEG32-St-DCA13 และ free DOX โดยวิธี MTT assays ในเซลล์มะเร็ง HeLa cell โดยจาก รูปที่ 
7 เป็นการทดลองโดยให้ blank mPEG32-St-DCA13 ที่ความเข้มข้น 20, 40, 60, 80 ละ 100 µg/ml 
ใน HeLa cell แล้ว incubate เป็นเวลา 24 ชั่วโมง แล้ววัด % cell availability พบว่า blank 
mPEG32-St-DCA13 มีผล toxicity น้อยมากคือไม่มีนัยยะส าคัญในการฆ่าเซลล์มะเร็ง ซึ่งมีความ
เหมาะสมในการน ามาใช้ขนส่งยาเข้าเซลล์มะเร็ง ส่วนรูปที่ 8 เป็นการทดลองโดย DOX-loaded 
mPEG32-St-DCA13 และ free DOX ที่ ความเข้มข้นของ DOX ต่ างๆกันใน HeLa cell แล้ว 
Incubate เป็นเวลา 24 ชั่วโมง พบว่า เมื่อเพ่ิมความเข้มข้นของ DOX ขึ้นไปถึง 15 mg mL-1 DOX-
loaded mPEG32-St-DCA13 สามารถลดปริมาณ cell viability ได้ถึง 45% ในขณะที่ free DOX 
ลด cell viability ได้เพียง 40% แต่เมื่อเปรียบเทียบ IC50 พบว่า DOX-loaded mPEG32-St-DCA13 
มีค่า IC50  เท่ากับ 5.74 mg mL-1 ซึ่งสูงกว่า free DOX ถึง 6 เท่า ซึ่งจากผลการทดลองดูเหมือนว่า 
free DOX ที่ความเข้มข้นเดียวกันจะมีประสิทธิภาพเหนือกว่าการใช้ DOX-loaded mPEG32-St-
DCA13 เนื่องจากการใช้ carrier ในการน าส่งยาจะมีการปลดปล่อยตัวยาที่ช้ากว่าแต่มีการปลดปล่อย
แบบสม่ าเสมอ 



9 
 

 
 

 
รูปที่  7  แสดง % cell availability ของ blank mPEG32-St-DCA13 ที่ความเข้มข้น 20, 40, 60, 

80 และ 100 µg/ml(18) 
 

 
รูปที่ 8 แสดง % cell availability ของ DOX-loaded mPEG32-St-DCA13 และ free DOX ที่

ความเข้มข้นของ DOX ต่างๆกัน และ Incubate เป็นเวลา 24 ชั่วโมง(18) 
 

 อีกทั้งมีงานวิจัยศึกษาถึงความจ าเพาะในการน าส่งยามะเร็งไปยังเซลล์มะเร็ง เพ่ือลด
ผลข้างเคียงของยาและเพ่ิมประสิทธิภาพในด้านต่างๆโดยมีการใช้self-assembled nanoparticles 
of deoxycholic acid (DOCA)-modified CM-Fudlan (DCMC) เป็น carrier ในการน าส่งตัวยา
ส าคัญ คือ epirubicin (EPB) ซึ่งเป็นยามะเร็งในกลุ่ม anthracycline ที่มีผลข้างเคียงมาก เช่น 
allergic reaction, cardiotoxicity และblood problem โดยสามารถออกแบบให้ค่อยๆปลดปล่อย
ตัวยาส าคัญได้ท าให้มี circulation time ที่มากขึ้น เพ่ิมประสิทธิภาพในการรักษาและลดอาการ
ข้างเคียงจากการใช้ยาได้ 

ซึ่ งจากการทดลองพบว่ าสั ดส่ วนของ  drug :  carrier ที่ เหมาะสมอยู่ ที่  1: 5  และ
nanoparticles ทีได้มีขนาดประมาณ 192 - 347 nm ซึ่งมีลักษณะเป็น spherical shape 
การทดสอบ cytotoxicity 
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จากการทดสอบ cytotoxicity ของ free EPB กับ EDN ในเซลล์มะเร็งเต้านม (MCF-7) โดย
ใช้วิธี MTT assay พบว่าได้ผลดังนี้ รูปที่ 9 (กราฟ a) เป็นการทดสอบผลของ DCMC เดี่ยวๆที่ไม่ได้
โหลดตัวยา พบว่า ไม่มีผลยับยั้งเซลล์มะเร็ง ( MCF-7 cells) อย่างมีนัยยะส าคัญ ส่วนรูปที่ 10 (กราฟ 
b, c) เป็นการทดลองให้ free EPB กับ EDN ที่ความเข้มข้นต่างๆกัน 3 ความเข้มข้น คือ 0.1, 1.0, 10 
µg/ml พบว่า ทั้ง free EPB และ EDN มีผลยับยั้งการแบ่งตัวของเซลล์มะเร็ง (MCF-7 cells) อย่างมี
นัยยะส าคัญ ซึ่งพบว่า EDNs สามารถยับยั้งการแบ่งตัวได้มากกว่า  free EPB อย่างมีนัยยะส าคัญ โดย
เฉพาะทีค่วามเข้มข้น µ1 g/ml และ incubate เป็นระยะเวลา 24 ชั่วโมง 

 

 
  
รูปที่ 9 แสดง % cell availability ของ blank DCMC self-assembled nanoparticles ที่ความ

เข้มข้น 0.1, 1.0, 10, 100 µg/ml(3) 
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รูปที่ 10 แสดง % cell availability ของ free EPB และ EDN ที่ 3 ความเข้มข้น คือ 0.1, 1.0, 10 

µg/ml และincubate เป็นเวลา 24 ชั่วโมง(3) 
 

 
รูปที่ 11 แสดง % cell availability ของ free EPB และ EDN ที่ 3 ความเข้มข้น คือ 0.1, 1.0, 10 

µg/ml และincubate เป็นเวลา 48 ชั่วโมง(3) 
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การทดสอบ cellular uptake 

 
รูปที่ 12 แสดงการศึกษาการ uptake ของ free EPB และ EDN เข้าสู่ MCF-7 cell โดยใช้วิธี 

Fluorescence(3) 
 

จากภาพเป็นการศึกษาการ Uptake ของ free EPB และ EDN เข้าสู้ MCF-7 cell โดยใชว้ิธี 
Fluorescence พบว่า EDN (ภาพ b) มีความเข้มของ fluorescence ที่มากกว่า free EPB ดังรูปที ่
12 (ภาพ a)  ซึ่งหมายความว่า EDN สามารถถูก uptake เข้าสู่เซลล์ได้มากกว่า ดังนั้นจึงสอดคล้อง
กับผล Cytotoxicity   
การทดสอบ Sub-acute toxicity of DCMC nanoparticles 
 ทดสอบโดยการฉีด DCMC ที่ความเข้มข้น 2 mg/kg และ 20 mg/kg เข้าทางเส้นเลือดที่หาง
ของหนู mice พบว่า ไม่มีผลเปลี่ยนแปลงน้ าหนักตัว RBC, WBC, platelet count อย่างมีนัยยะ
ส าคัญ ค่า  AST, ALT, creatinine และ BUN อยู่ในช่วงปกติ การท างานของตับไตเป็นปกติจึง
สามารถสรุปได้ว่า DCMC ท าให้เกิดผลข้างเคียงท่ีไม่ต้องการและมีความปลอดภัยที่จะน ามาใช้ในการ
น าส่งยา

 
รูปที่ 13 แสดงค่าทาง Hematology และ Biochemistry test จากการให้ DCMC(3) 
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3. Phosphatidylcholine (16, 19-21) 

 
รูปที่ 14 แสดงโครงสร้างของ phosphatidylcholine (21) 

3.1. คุณสมบัติทั่วไปของ phosphatidylcholine 

 Solubility : 100 mg/ml ใน chloroform, ethanol, and hexane ที่มี 3% 
ethanol ที่อุณหภูมิห้อง 

 Storage temperature : - 20 °C 
Phosphatidylcholine หรือ lecithin คือ สารจากธรรมชาติที่เป็นส่วนประกอบส าคัญและมี

มากที่สุดของพืชและสัตว์ ซึ่งพบได้ใน ไข่แดง ถั่วเหลือง เมล็ดธัญพืช เป็นต้น มีโครงสร้างเป็น 
phospholipid และมีคุณสมบัติ amphipathic  สามารถละลายได้ทั้งในน้ าและไขมัน รวมถึงมี
คุณสมบัติที่เป็นกลาง (neutral) นิยมน ามาใช้ในการขนส่งยาในรูปแบบ micelle และliposome  

จากการศึกษาพบว่า การใช้  bile salts ร่วมกับ phosphatidylcholine ในการสร้างเป็น 
mixed micelles มีผลท าให้มีประจุบนผิวอนุภาคสุทธิมีขนาดเล็กกว่าการใช้ bile salts เดี่ยวๆ ซึ่ง
เป็นปัจจัยที่ส่งผลต่อความสามารถในการละลายของ mixed micelles อีกทั้งยังพบว่าการใช้ 
phosphatidylcholine ร่วมกับ bile salts ช่วยในการป้องกันการเกิดการท าลายเซลล์ในทางเดิน
อาหาร เนื่องจาก toxic ของ bile acid หาก bile salts ชนิดเดียวจะท าให้เกิดการสลาย membrane 
ในทางเดินอาหารและท าลาย gastric mucosal barrier ใน GI tract และปริมาณของ bile acid ที่
ไม่ก่อให้เกิดพิษอยู่ที่ไม่เกิน 0.2 mM และเมื่อเพ่ิมปริมาณ พบว่าความเป็นพิษต่อเซลล์ยิ่งเพ่ิมมากขึ้น 
ดังนั้นการใช้ phosphatidylcholine ร่วมกับ bile acid ในการออกแบบระบบน าส่งยามีความจ าเป็น
อย่างยิ่งในการช่วยป้องกันการเกิด พิษจาก  bile acid และช่วยเพ่ิมการละลายของยาที่ เป็น 
lipophilic  
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4. ฟูราโซลิโดน (furazolidone) 
 

 
รูปที่ 8 โครงสร้าง furazolidone 

ข้อมูลทั่วไป 
ยา furazolidone หรือชื่อ สามัญคือ 3-(5'-Nitrofurfuralamino)-2-oxazolidone มีน้ าหนักโมเลกุล 
225.15 g/mol เป็นยาปฏิชีวนะที่ใช้ส าหรับรักษาโรคท้องเสียจากการติดเชื้อ ด้วยกลไกของยาจะไป
จับกับสาย DNA ท าให้รบกวนการแบ่งสาย DNA และการสร้างโปรตีนของแบคทีเรีย ของแบคทีเรียท า
ให้แบคทีเรียตายในที่สุด โดยออกฤทธิ์ครอบคลุม ทั้งเชื้อแกรมบวก แกรมลบ และโปรโตซัว เช่น E. 
coli, staphylococci, Salmonella, Shigella, Proteus, Aerobacter aerogenes, Vibrio 
cholerae และ Giardia lamblia การศึกษาวิจัยพบว่าตัวยา furazolidone มีคุณสมบัติเบื้องต้นเป็น
ยาต้านมะเร็งได้ มีค่าการละลายเพียง 40 mg/lit และ log P = 0.15 ท าให้ตัวยา furazolidone มีค่า
การละลายต่ าไม่ค่อยดูดซึม พัฒนาเป็นผลิตภัณฑ์ได้ยาก 

 
2.2 Furazolidone กับฤทธิ์ในการยับยั้งเซลล์มะเร็ง  
จากการศึกษารายงานประสิทธิภาพฤทธิ์ของยา furazolidone มีผลการทดลองในการสนับสนุนฤทธิ์
ทางยาว่าสามารถต้านเซลล์มะเร็งได้เนื่องจากการค้นพบในรายงานวิจัยการรักษาผู้ป่วยที่ได้รับยา 
furazolidone เป็นยาที่ใช้ในการรักษาโรควัณโรค และผู้ป่วยมีโรคร่วมคือโรคมะเร็งตับ จากการได้รับ
ยาไประยะหนึ่งพบว่าเซลล์มะเร็งมีการเจริญเติบโตที่ลดลง หลังจากนั้นได้มีการศึกษาฤทธิ์ฤทธิ์ทางยา
ต่อเซลล์มะเร็ง พบว่าเมื่อใช้ความเข้มข้นของยาที่ <40 ไมโครกรัมต่อลิตร มีผลในการลดเจริญเติบโต
ของการสร้างเส้นเลือดใหม่ของเซลล์มะเร็ง ซึ่งความเข้มข้นที่ใช้อยู่ในช่วง 10-100 ไมโครกรัมต่อมิลิ
ลิตร(29) โดยกลไกของยาจะกดการเจริญเยื่อบุผนังเซลล์ และความเข้มข้น 500 ไมโครกรัมต่อ
มิลลิลิตร สามารถยับยั้ง histone deacetylase  ได้ประมาณ 3.42% ซึ่งถือว่าเป็นเป้าหมายที่ส าคัญ
ส าหรับ      การบ าบัดโรคมะเร็ง เมื่อศึกษาความเข้มข้นของยาที่มีผลต่อการยับยั้ง sarcoma and 
melanoma cells อยู่ที่ 5-20 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ในขณะที่เซลล์ปกติเซลล์มะเร็งปากมดลูกและ
เซลล์มะเร็งกระเพาะปัสสาวะมีการตอบสนองต่อยาน้อยลง โดยกลไกจะยับยั้ง DNA-directed DNA 
polymerases(30) ซึ่งการศึกษาฤทธิ์ต้านเซลล์มะเร็งเต้านมของ furazolidone พบว่ามีการศึกษา
เกี่ยวกับการเปลี่ยนแปลงระดับของ p53 ใน เซลล์ T47D และ progesterone receptor (PR) เป็น

https://www.google.co.th/url?sa=i&rct=j&q=&esrc=s&source=imgres&cd=&cad=rja&uact=8&ved=0ahUKEwi4v6LD3YfPAhUHOo8KHY4iAxIQjRwIBw&url=https://commons.wikimedia.org/wiki/File:Furazolidone.svg&psig=AFQjCNFSO17l5PCnKLQ8zMViw1MY5x4Kcg&ust=1473697604377489
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ยีนที่เกี่ยวข้องกับการเจริญเติบโตของเซลล์เต้านม โดยจากการศึกษาผลของยาในหลอดทดลอง
สามารถยับยั้งการแสดงออกของ polymerase และ ยับยั้งการท างานของ PR ผลของยาจะกดการ
เจริญเติบโตของเซลล์ และเกิดการกลายพันธุ์ของ p53 ท าให้ควบคุมการเกิดเนื้องอกได้ และความ
เข้มข้นของยา furazolidone ที่สามารถรถลดการเจริญเติบโตของเซลล์ T47D ประมาณ 70-80% 
คือ 175 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร และค่า IC50 ของ Furazolidone ที่สามารถยับยั้งเชื้อได้ คือ 50 
ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร(8) 
5. Cancer cell (22, 23) 

 โรคมะเร็งเป็นโรคที่เกิดจากการมีพยาธิสภาพที่มีความผิดปกติของยีน ซึ่งส่งผลต่อการแบ่งตัว
ของเซลล์และท าให้เซลล์มีการเจริญเติบโตผิดปกติที่ไร้ระเบียบและเหนือการควบคุมของร่างกาย 
นอกจากนี้เซลล์มะเร็งยังสามารถพัฒนาคุณสมบัติในการแพร่กระจาย คือเซลล์มะเร็ง สามารถเคลื่อน
ออกจากอวัยวะต้นก าเนิดแล้วไปเจริญเติบโตยังเนื้อเยื่อที่อยู่ใกล้ เคียง (local metastasis) หรือ
อวัยวะอ่ืนที่อยู่ไกลออกไป (distant metastasis) ได้ โดยผ่านทางกระแสเลือด (blood metastasis) 
หรือทางหลอดน้ าเหลือง (lymphatic metastasis) และเกิดการแบ่งเซลล์ต่อไปอีกเรื่อยๆภายใน
หลอดเลือด และอวัยวะต่างๆ เป็นเหตุให้มะเร็งเกิดการลุกลามไปยังที่อ่ืนได้ และเนื่องจากเซลล์มะเร็ง
มีอายุยืนและ ทนทานมากกว่าเซลล์ปกติจึงท าให้การรักษาโรคมะเร็งให้หายขาดนั้นค่อนข้างจะท าได้
ยาก 

 โดยขั้นตอนการแบ่งเซลล์ของเซลล์มะเร็งเมื่อมีถูกกระตุ้นจาก carcinogen ต่างๆ พบว่า การ
สังเคราะห์ DNA จะเกิดแบบควบคุมไม่ได้ ท าให้มีการจับคู่กันของ DNA ที่ผิดพลาด เป็นผลให้เซลล์
พยายามที่จะซ่อมแซมตัวเองจนเกิดเป็นระยะ preneoplastic cells ตามด้วย preneoplastic 
lesion จนกลายเป็น neoplasm cell ในที่สุด  

  

รูปที่ 16 แสดงกระบวนการการเกิดมะเร็ง(23) 

 โดยคณะผู้จัดท าเกิดความสนใจที่จะศึกษามะเร็ง ได้แก่ มะเร็งเต้านม เนื่องจากพบอุบัติการณ์
การเกิดในประเทศไทยสูง  

 



16 
 

 
 

5.1. เซลล์มะเร็งเต้านม (MCF-7 cell) (24, 25) 

 

รูปที่ 17 แสดงลักษณะของ MCF-7 cell(24) 

มะเร็งเต้านมเป็นมะเร็งที่พบมากในผู้หญิง มีอุบัติการณ์การเกิดสูงขึ้น จึงท าให้มีการศึกษา
เกี่ยวกับมะเร็งเต้านมออกมาอย่างแพร่หลายซึ่งการศึกษาแบบ in vitro จะใช้ MCF-7 Cell ซึ่งเป็น 
human breast cancer cell line ที่ได้มาจาก malignant adenocarcinoma breast tissue และ 
MCF-7 cell มีลักษณะคล้ายคลึงกับ mammary epithelium โดย MCF-7 cell จัดเป็นเซลล์  
epithelial cell line แบบ attached cell  

วิธีการเลี้ยง MCF-7 cell ได้แก่ 

 Culture medium: DMEM (high glucose), 10% fetal bovine serum (FBS), 0.1 mM 
MEM Non-Essential Amino Acids (NEAA), 2 mM L-glutamine, 1% Pen-Strep. 

 เลี้ยงที่สภาวะ :  5 % ± 1 % CO2  ที่อุณหภูมิ 37 °C



17 
 

 
 

บทที่ 3 

วิธีด าเนินงานวิจัย 

ตอนที1่ : ศึกษาและพัฒนาระบบน าส่งยาในรูปแบบ liposome ที่มีส่วนประกอบของ deoxycholic 
acid และ phosphatidylcholine  

1. ศึกษาผลของ phosphatidylcholine (PC) ต่อการเกิด liposome และระยะเวลาในการ
ลดขนาดอนุภาคด้วยการ sonicate  ซึ่งเตรียม liposome ด้วยวิธี Thin-film hydration method 
(26) โดยมีกระบวนการดังนี้ 

 1.1. น า phosphatidylcoline (PC) ปริมาณ 50, 100, 200 และ 300 mg ละลาย
ด้วย ethanol ปริมาตร 10 ml ใน round-bottom flask 

1.2. น าสารละลายที่ได้ไประเหยตัวท าละลายออกด้วยเครื่อง Rotary evaporation 
ที่ความดัน 120 mbar, อุณหภูมิ 50ºC และรอบหมุน 2 rpm 

1.3. ท าการ dehydration ด้วยการเติมสารละลาย NaCl 0.1 M จ านวน 10 ml 
เพ่ือท าให้เกิด liposome 

1.4. น าอนุภาค liposome ที่ได้มาลดขนาดอนุภาคด้วยการ sonicate ในน้ าแข็ง 
โดยใช้ระยะเวลาแตกต่างกันได้แก่ 0, 5, 15 และ 30 นาท ี

1.5. ประเมินลักษณะ liposome ด้วยตาเปล่า หลังจากนั้นวัดขนาดอนุภาคและ 
zeta potential ด้วยเครื่อง Zetasizer  

1.6. เลือกสูตร phosphatidylcholine ที่เหมาะสมไปใช้ในขั้นตอนต่อไป 

2. ศึกษาผลของ  deoxycholic acid (DCA) ต่อการเกิด liposome ด้วยวิธี Thin-film 
hydration method (26) โดยมีกระบวนการดังนี้ 

2.1. เตรียมสารละลาย phosphatidylcholine (PC) และ deoxycholic acid 
(DCA) ในอัตราส่วน PC: DCA ต่างๆดังนี้ 4:1, 2:1, 1:1, 1:2 และ1:4 ซึ่งละลายด้วย ethanol 
ปริมาตร 10 ml ใน round-bottom flask 

2.2. น าสารละลายที่ได้ไประเหยตัวท าละลายออกด้วยเครื่อง Rotary evaporation 
ที่ความดัน 120 mbar, อุณหภูมิ 50 ºC และรอบหมุน 2 rpm 

2.3. dehydration ด้วยการเติมสารละลาย NaCl 0.1 M จ านวน 10 ml เพ่ือท าให้
เกิด liposome 
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2.4. น าอนุภาค liposomeที่ได้มาลดขนาดอนุภาคด้วยการ sonicate ในน้ าแข็ง
เป็นระยะเวลา 15 นาท ี

2.5. ท าการประเมินลักษณะ liposome ด้วยตาเปล่า หลังจากนั้นวัดขนาดอนุภาค
และ zeta potential ด้วยเครื่อง Zetasizer  

3.  ศึ กษ าผลของ   deoxycholic acid ต่ อ ก า ร เ กิ ด  liposome และกา ร  load ย า 
furazolidone ลง ในอนุภาค  liposome ด้ วยวิ ธี  Thin- film hydration method (26)  โดยมี
กระบวนการดังนี้ 

3.1. เตรียมสารละลาย phosphatidylcoline (PC) และdeoxycholic acid (DCA) 
ใน อัตราส่ วน  PC :  DCA ต่ า งๆดั งนี้  4: 1, 2: 1, 1: 1, 1: 2 และ1: 4 โดยมี การ เติ มยา 
furazolidone ปริมาณ 5 mg เท่ากันในทุกสูตรต ารับ ซึ่งละลายด้วย ethanol ปริมาตร 10 
ml ใน round-bottom flask 

3.2. น าสารละลายที่ได้ไประเหยตัวท าละลายออกด้วยเครื่อง Rotary evaporation 
ที่ความดัน 120 mbar, อุณหภูมิ 50ºC และรอบหมุน 2 rpm 

3.3. dehydration ด้วยการเติมสารละลาย NaCl 0.1 M จ านวน 10 ml เพ่ือท าให้
เกิด liposome 

3.4. น าอนุภาค liposome ที่ได้มาลดขนาดอนุภาคด้วยการ sonicate ในน้ าแข็ง
เป็นระยะเวลา 15 นาท ี

3.5. ประเมินลักษณะ liposome ด้วยตาเปล่า หลังจากนั้นวัดขนาดอนุภาคและ 
zeta potential ด้วยเครื่อง Zetasizer  

3.6. น า liposome จากขั้นตอน 3.5. มากรองด้วย membrane ขนาด 0.45 um 
เพ่ือกรอง Furazolidone ที่ไม่ถูกกักเก็บใน liposome ออก   

3.7. เตรียมสารละลายยา furazolidone standard จ านวน 5 ความเข้มข้นได้แก่ 
10, 50, 100, 150 และ 300 µg/ml ซึ่งละลายด้วย methanol  

3.7.น าสารละลาย furazolidone standard และสารละลายที่กรองได้มาวิเคราะห์
ปริมาณตัวยา (%entrapment efficiency) ด้วยเครื่อง HPLC (27) โดยใช้ condition ใน
การวิเคราะห์ ได้แก่ 

- Column : C-18 column (250 mm × 4.6 mm ,5 µm) 
- Mobile phase : acetonitrile และ DI water ในอัตราส่วน 25:75 v/v 
- Running time : 5 นาท ี
- Injection volume : 20 µL 
- Flow rate : 1.5 ml/min 
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- Retention time : 3.8 นาท ี
- Detector : UV detector wavelength 360 nm 

โดยค านวณปริมาณตัวยา(%entrapment efficiency) จากสูตรต่อไปนี้ 

EE% =  
 c drug load

c total drug
× 100 

3.8.ประเมินลักษณะliposome ด้วยตาเปล่า วัดขนาดอนุภาคและ zeta potential 
ด้วยเครื่อง Zetasizer 

3.9. ศึกษา morphology ของระบบน าส่งยาโดยน าตัวอย่างไปส่องด้วยกล้อง 
polarized light microscope และ Transmission electron microscopy (TEM) 

4) การศึกษาความคงตัวของ liposome ในสภาวะจ าลองของร่างกาย 

  4.1. น าอนุภาค liposome ที่ เตรียมได้เจือจางใน phosphate buffer saline 
solution (PBS, pH 7.4), RPMI-1640 medium และ DMEM ในอัตราส่วน 1:20 หลังจากนั้นน าไป
เก็บท่ีอุณหภูมิ 37 ºC  

  4.2. ประเมินลักษณะ liposome ด้วยตาเปล่า หลังจากนั้นวัดขนาดอนุภาค Zeta 
potential ด้วยเครื่อง Zetasizer  

 

 

 

ตอนที่ 2 : ศึกษาผลของ deoxycholic acid ต่อประสิทธิภาพในการน าส่งยาเข้าสูเ่ซลล์มะเร็ง  

1. การศึกษาฤทธิ์ในการยับยั้งเซลล์มะเร็ง (cytotoxicity)  

1.1. ขั้นตอนในการเลี้ยงเซลล์มะเร็ง 
1.1.1.  ท าการเลี้ ยง เซลล์มะเร็ ง เต้ านม  (MCF-7 cell)  โดยใช้สูตร media 

ประกอบด้วย dulbecco’s modified minimum essential medium (DMEM), 10% 
fetal bovine serum (FBS), 1% antibiotic-antimycotic และ 1% L-glutamax 

1.1.2. น าเซลล์มะเร็งที่เลี้ยงในอาหารเลี้ยงเชื้อมา incubate ที่อุณหภูมิ 37ºC ± 
CO2 5 % ให้เซลล์เจริญเติบโตใน culture flask ขนาด 75 cm2  เปลี่ยน medium ทุก 3 
วัน 

1.1.3. ท าการ subculture เพ่ือเพ่ิมจ านวนเซลล์ โดยมีกระบวนการดังต่อไปนี้ 

  1.1.3.1. ดูด media ที่ใช้เลี้ยงเซลล์เดิมทิ้ง 
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1.1.3.2. ปิเปต sterile phosphate buffer saline (PBS) pH 7.4 เพ่ือล้าง
ผิวเซลล์ 3-5 ml ใส่ลงใน flask แล้วดูดสารละลายออก 

1.1.3.3. ปิเปต trypsin 2 ml ใส่ลงใน flask หลังจากนั้น incubate ที่
อุณหภูมิ 37ºC เป็นเวลา 3 นาที เคาะเพ่ือให้เซลล์ที่เกาะอยู่กับ flask หลุดออก 

1.1.3.4. ปิเปต complete media 2 ml ใส่ลงใน flask เพ่ือหยุดปฏิกริยา
ของ trypsin ท าการ resuspended อีกครั้ง หลังจากนั้นดูดใส่ centrifuge tube 
15 ml และ centrifuge โดยใช้รอบหมุน 1500 rpm ที่อุณหภูมิ 4ºC เป็นเวลา 5 
นาที  

1.1.3.5. ดูดของเหลว (supernatant) เหนือเซลล์ที่ตกตะกอนทิ้ง 

1.1.3.6. ปิเปต complete media 2-3 ml ใส่ลงในหลอด ให้เซลล์กระจาย
ตัวอีกครั้ง น าไปนับจ านวนเซลล์ เพ่ือใช้ศึกษาฤทธิ์ในการยับยั้งมะเร็ง (cytotoxicity) 
และการศึกษาคุณสมบัติ cellular uptake ต่อไป 

1.1.4. น าไปนับเซลล์ โดยดูดของเหลวที่มีเซลล์ 20 µL ผสมกับ trypanblue 20 µL 
ใน microcontrifuge หลังจากนั้นปิเปตลง hemocytometer และท าการนับจ านวนเซลล์ 
โดยใช้สูตรในการค านวณดังนี้ 

จ านวนเซลล์/ml = 
จ านวนเซลล์ที่นับ

จ านวนช่อง
 × dilution factor (2)×104 

1.1.5. ท าการเลี้ยงเซลล์มะเร็งเต้านม (MCF-7 cell) และ seed cells จ านวน 
10,000 cell/well ลงใน 96 well plate หลังจากนั้น treat ด้วยตัวอย่าง ซึ่งแบ่งกลุ่ม
ตัวอย่างออกเป็น 6 กลุ่ม ดังนี้  

1. Control: กลุ่มที่ไม่ใส่สารตัวอย่างใดๆ  
2. Negative control: กลุ่มที่ใส่ 1% tritonX    
3. กลุ่มท่ีใส่ สูตร PC: DCA: Fu (1:0:5) ที่กักเก็บ furazolidone    
4. กลุ่มท่ีใส่ สูตร PC: DCA: Fu (4:1:5) ที่กักเก็บfurazolidone    
5. กลุ่มที่ใส่ สูตร PC: DCA: Fu (4:1:0) ที่ไม่มีการบรรจุตัวยาลงไป  
6. กลุ่มท่ีใส่ Furazolidone solution 

1.1.6. หลังจากนั้นท าการวิเคราะห์ปริมาณเซลล์ที่รอดชีวิตด้วยวิธี Presto blue 
(28)  โดยหยดสารละลาย presto blue 10 µL/100 µL น าไป incubate เป็นระยะเวลา 
3 ชั่วโมง ในที่มืดที่อุณหภูมิ 37ºC  แล้ววิเคราะห์ด้วย Microplate reader ที่ความยาว
คลื่น excitation 560 nm และ emission 590 nm และค านวณ Viability โดยใช้สูตร
ดังนี้ 

%cell viability = 
Absorbance of treated cell 

Absorbance of control cell 
 ×100 
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2. การศึกษาคุณสมบัติ cellular uptake   

2.1. ท าการเลี้ยงเซลล์มะเร็งเต้านม (MCF-7 cell) และ seed cells จ านวน 
100,000 cells/well ลงใน 12 well plate หลังจากนั้น treat ด้วยตัวอย่าง ซึ่งแบ่งกลุ่ม
ตัวอย่างเป็น 5 กลุ่ม ได้แก ่

 1. กลุ่มท่ีใส่ สูตร PC : DCA : Fu (1:0:5) ที่กักเก็บ Furazolidone   
 2. กลุ่มท่ีใส่ สูตร PC : DCA : Fu (4:1:5) ที่กักเก็บ Furazolidone   
 3. กลุ่มที่ใส่ สูตร PC : DCA : Fu (4:1:0) + Furazolidone (5) ที่ไม่มีการ

บรรจุตัวยาลงไป  
 4. กลุ่มท่ีใส่ Furazolidone solution  
 5. Bank คือ กลุ่มที่ไม่ใส่สารใด 

2.2. หลังจากนั้น 3 ชั่วโมง ดูดสารละลายยาทิ้งและล้างด้วย phosphate buffer จ านวน 2 ครั้ง เพ่ือ
ก าจัดยาที่ไม่เข้าเซลล์ออกให้หมด   

2.3.  ท าการ เติมตั วท าละลาย ให้ผนั ง เซลล์ แตก ( cell lysis)  เ พ่ือละลาย 
furazolidone ที่อยู่ภายในเซลล์ออกมา  
2.4. กรองด้วย membrane ขนาด 0.22 µm เพ่ือก าจัดผนังเซลล์ออกไปและท า
การวิเคราะห์ด้วยเครื่อง HPLC  
2.5. เตรียมสารละลายยา furazolidone standard จ านวน 6 ความเข้มข้นได้แก่ 

0.1, 0.5, 5, 10, 20 และ 50 µM ซึ่งละลายด้วย methanol และท าการวิเคราะห์ด้วยเครื่อง 
HPLC โดยใช้ condition ได้แก่ 

- Column : C-18 column (250 mm × 4.6 mm ,5 µm) 
- Mobile phase : acetonitrile และ DI water ในอัตราส่วน 50:50 v/v 
- Running time :10 นาที 
- Injection volume : 20 µL 
- Flow rate : 1 ml/min 
- Retention time : 7.2 นาที 
- Detector : UV detector wavelength 421 nm 

3. การแสดงผลข้อมูล:  mean ± standard deviation สถิติ one way ANOVA และวิเคราะห์ 
โดย Tukey's Honestly Significant Difference (HSD) 
4. วิเคราะห์และสรุปผลการทดลอง 
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บทที่ 4 

ผลการวิจัย 

 

ตอนที่ 1 : ศึกษาและพัฒนาระบบน าส่งยาในรูปแบบ liposome ที่มีส่วนประกอบของ deoxycholic 
acid และ phosphatidylcoline  

1. ผลการศึกษาผลของ phosphatidylcholine (PC) ต่อการเกิด liposome  

ตารางที่ 1 แสดงขนาดอนุภาคและ zeta potential ของ liposome  

Formulation Time of Sonicate (min) Size (nm) Zeta potential (mV) 
PC 50 mg 
 
 
 
 
PC 100 mg 
 
 
 
PC 200 mg 
 
 
 
PC 300 mg 

 
 
 

0 
5 
15 
30 
0 
5 
15 
30 
0 
5 
15 
30 
0 
5 
15 
30 

1619.88 ± 483.79* 
447.98 ± 95.72 
130.98 ± 19.56 
88.55 ± 16.54 

976.65 ± 168.34 
1008.27 ± 137.99 
101.41 ± 11.71** 
92.09 ± 10.22** 

1035.56 ± 218.81 
883.41 ± 282.42 

122.40 ± 18.35*** 
88.79 ± 8.20*** 
967.76 ± 31.18 

1037.01 ± 121.09 
117.91 ± 8.67 

101.59 ± 3.20**** 

-73.65 ± 9.05 
-57.01 ± 5.72 
-42.64 ± 10.27 
-22.88 ± 14.12* 
-63.48 ± 14.62 
-67.54 ± 2.91 
-43.24 ± 9.66 
-42.4 ± 54.9 
-73.46 ± 1.80 
-70.67 ± 4.80 
-61.73 ± 1.10 
-47.55 ± 2.45 
-56.25 ± 25.81 
-55.65 ± 28.83 
-60.36 ± 3.58 
-56 ± 2.08 

Each value presents the mean ± S.D. (n=3); *P < 0.05 compared with PC 50 mg(sonicate 0 min) ; **P < 0.05 
compared with PC 100 mg(sonicate 0 min) ;***P < 0.05 compared with PC 200 mg(sonicate 0 min) ; ****P < 0.05 
compared with PC 300 mg(sonicate 0 min) 
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1.1. ผลการวัดขนาดอนุภาคและ zeta potential ของ phosphatidylcholine 50 mg 

 

รูปที่ 18 แสดงขนาดอนุภาคของ phosphatidylcholine 50 mg ซึ่งใช้ระยะเวลาในการ 
sonicate แตกต่างกัน (*P < 0.05 compared with PC 50 mg sonicate 0 min) 

 

 

รูปที่ 19 แสดง zeta potential ของ Phosphatidylcholine 50 mg ซึ่งใช้ระยะเวลาในการ 
sonicate แตกต่างกัน (*P < 0.05 compared with PC 50 mg sonicate 0 min) 
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1.2. ผลการวัดขนาดอนุภาคและ zeta potential ของ phosphatidylcholine 100 mg 

 

รูปท่ี 20 แสดงขนาดอนภุาคของ phosphatidylcholine 100 mg ซึง่ใช้ระยะเวลาในการ 
sonicate แตกตา่งกนั (*P < 0.05 compared with PC 100 mg sonicate 0 min) 

 

 

รูปท่ี 21 แสดง zeta potential ของ phosphatidylcholine 100 mg ซึง่ใช้ระยะเวลาในการ 
sonicate แตกตา่งกนั 
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1.3. ผลการวดัขนาดอนภุาคและ zeta potential ของ phosphatidylcholine 200 mg 

 

รูปท่ี 22 แสดงขนาดอนภุาคของ phosphatidylcholine 200 mg ซึง่ใช้ระยะเวลาในการ 
sonicate แตกตา่งกนั (*P < 0.05 compared with PC 200 mg sonicate 0 min) 

 

 

รูปท่ี 23 แสดง zeta potential ของ phosphatidylcholine 200 mg ซึง่ใช้ระยะเวลาในการ 
sonicate แตกตา่งกนั 
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1.4. ผลการวดัขนาดอนภุาคและ zeta potential ของ phosphatidylcholine 300 mg 

 

รูปที่ 24 แสดงขนาดอนุภาคของ phosphatidylcholine 300 mg ซึ่งใช้ระยะเวลาในการ 
sonicate แตกต่างกัน  (*P < 0.05 compared with PC (sonicate 0 min) in same 

concentrations.) 

 

 

รูปท่ี 25 แสดง zeta potential ของ phosphatidylcholine 300 mg ซึง่ใช้ระยะเวลาในการ 
sonicate แตกตา่งกนั 
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1.5. ผลการเปรียบเทียบขนาดอนภุาคและ zeta potential ของ phosphatidylcholine ความ
เข้มข้นและระยะเวลาในการ sonicate แตกตา่งกนั  

 

รูปท่ี 26 แสดงการเปรียบเทียบขนาดอนภุาคของ phosphatidylcholine ความเข้มข้นและ
ระยะเวลาในการ sonicate แตกตา่งกนั 

 

 

รูปท่ี 27 แสดงการเปรียบเทียบ zeta potential ของ phosphatidylcholine ความเข้มข้นและ
ระยะเวลาในการ sonicate แตกตา่งกนั 
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รูปท่ี 28 แสดงลกัษณะทางกายภาพของ liposome ท่ีสร้างจาก PC      
(a), (b), (c) และ (d) คือ PC 50 mg ซึง่ sonicate เป็นระยะเวลา 0, 5, 15 และ 30 นาที ตามล าดบั                 
(e), (f), (g) และ (h) คือ PC 100 mg ซึง่ sonicate เป็นระยะเวลา 0, 5, 15 และ 30 นาที ตามล าดบั                  
(i), (j), (k) และ (l) คือ PC 200 mg ซึง่ sonicate เป็นระยะเวลา 0, 5, 15 และ 30 นาที ตามล าดบั                   
(m), (n), (o) และ (p) คือ PC 300 mg ซึง่ sonicate เป็นระยะเวลา 0, 5, 15 และ 30 นาที ตามล าดบั 

จ ากกา รผลกา ร วั ด ขน าดอนุ ภ าคและ  zeta potential ขอ ง  Liposome ที่ มี ป ริ ม าณ
phosphatidylcholine ต่างกันได้แก่ 50 mg, 100 mg, 200 mg และ 300 mg โดยท าการลดขนาด
อนุภาคด้วยการ sonicate ที่เวลาแตกต่างกันได้แก่ 0, 5 , 15 และ 30 นาที  เมื่อเปรียบเทียบผลของ
ระยะเวลาในการ sonicate ที่เวลาต่างๆ ณ ความเข้มข้นเดียวกัน พบว่า การ sonicate สามารถการ
ลดขนาดอนุภาค liposome ได้ดีกว่าการไม่ท าการ sonicate  โดยหากใช้ phosphatidylcholine 
100 mg และ sonicate เป็นเวลา 15 นาที จะท าให้ขนาดอนุภาคลดลงอย่างมีนัยส าคัญ (P < 0.05) 
เมื่อเปรียบเทียบกับ phosphatidylcholine 100 mg ที่ ไม่ ได้ท าการ sonicate เนื่องจากการ 
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sonicate จะท าให้เกิดแรง Shear ท าให้เกิดเป็นโพรง bubble ภายในliposome และส่งผลให้ 
liposome ขนาดใหญ่แตกออกหลังจากนั้นเกิดการรวมตัวใหม่กลายเป็น liposome ที่ขนาดเล็กลง
กว่าเดิม (29)  เมื่อพิจารณาผล zeta potential พบว่าการใช้ระยะเวลาในการ sonicate ที่แตกต่าง
กันนั้นให้ผล zeta potential ไม่แตกต่างกัน เนื่องจากการ sonicate มีผลเพียงต่อขนาดเท่านั้นไม่มี
ผลต่อประจุและการกระจายตัวของอนุภาค โดยต้องท าที่อุณหภูมิต่ ากว่า critical temperature = 
18 ºC (30, 31) 

เมื่ อ เปรี ยบเทียบการใช้ ร ะยะ เวลาในการ  sonicate ที่ เท่ ากัน  แต่ความเข้มข้ นของ
phosphatidylcholine แตกต่างกัน พบว่าการ sonicate สามารถลดขนาดอนุภาคได้ไม่แตกต่างกัน
ในแต่ละความเข้นของ phosphatidylcholine  รวมถึง ผลของ zeta potential ก็ให้ผลที่ไม่แตกต่าง
กันเช่นเดียวกันซึ่งเป็นเพราะปัจจัยที่ส่งผลต่อคุณลักษณะของ liposome จะขึ้นอยู่กับ 3 ปัจจัยคือ 
องค์ประกอบของโครงสร้าง lipid ระยะเวลาในการ sonicate และอุณหภูมิขณะ sonicate นั้นเอง 
ดังนั้นการเปลี่ยนแปลงความเข้มข้นของ phosphatidylcholine  จึงไม่มีผลต่อทั้งขนาดและ zeta 
potential ของ liposome (29) ดังนั้นจากการศึกษาผลของ phosphatidylcholine ต่อการเกิด 
liposome สามารถคัดเลือกสูตรที่ เหมาะสม ได้แก่  สูตร phosphatidylcholine 100 mg ที่  
sonicate เป็นระยะเวลา 15 นาที เนื่องจากมีขนาดอนุภาคที่เล็ก โดยมีขนาดเฉลี่ย 101.41 ± 11.71 
nm ซึ่งเมื่อเทียบกับสูตร 100 mg ที่ไม่ได้มีการ sonicate พบว่าแตกต่างกันอย่างมีนัยยะส าคัญ (P=
0.004) และจากการสังเกตลักษณะทางกายภาพเปรียบเทียบกันทั้ง 16 สูตรดังรูปที่ 28 จะเห็นได้ว่า
สูตรที่ได้คัดเลือกมามีความคงตัวและไม่มีการตกตะกอน นอกจากนี้มีงานวิจัยที่ศึกษาระบบน าส่งยา
รูปแบบ liposome ที่มี phosphatidylcholine เป็นองค์ประกอบในการน าส่ง hyaluronidase เข้า
เซลล์พบว่าปริมาณของ phosphatidylcholine มีผลต่อขนาดและความคงตัวของ liposome โดย
จากผลการทดลองสรุปได้ว่าปริมาณของ phosphatidylcholine ทีท่ าให้ liposome คงตัวอยู่ที่ 110-
140 mg ที่ รอบหมุนประมาณ 100-120 rpm และจะมีขนาดเล็กกว่า 500 nm เมื่อปริมาณ 
phosphatidylcholine 120 -140 mg ทีร่อบหมุนน้อยกว่า 150 rpm (32) 

 

 

2.ผลการศึกษาผลของ deoxycholic acid ต่อการเกิด liposome  
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ตารางที่ 2 แสดงขนาดอนุภาคและ zeta potential ของ PC: DCA ในอัตราส่วนต่างๆ  

Formulation Size (nm) Zeta potential (mV) 
PC : DCA (4:1) 127.24 ± 27.69 -51.57 ± 5.14 
PC : DCA (2:1) 234.24 ± 97.89 -54.07 ± 5.92 
PC : DCA (1:1) 309.27 ± 136.64 -59.59 ± 4.79 
PC : DCA (1:2) 886.50 ± 175.81 -56.83 ± 3.65 
PC : DCA (1:4) 2456.22 ± 397.66 -35.11 ± 28.76 

Each value presents the mean ± S.D. (n=3); *P < 0.05 compared with PC: DCA in all 
formulation 

 

 

รูปท่ี 29 แสดงการเปรียบเทียบขนาดอนภุาคของ liposome ท่ีอตัราสว่น phosphatidylcholine 
(PC) และ deoxycholic acid (DCA) ตา่งๆกนั (*P < 0.05 compared with PC : DCA in all 

formulation) 
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รูปท่ี 30 แสดงการเปรียบเทียบ zeta potential ของ liposome ท่ีอตัราสว่น phosphatidylcholine 
(PC) กบั deoxycholic acid (DCA) ตา่งๆ 

 

 

รูปท่ี 31 แสดงลกัษณะทางกายภาพของ phosphatidylcholine (PC) : deoxycholic acid (DCA) 
อตัราสว่นตา่งๆโดย (a) อตัราสว่น  1:2 (b)อตัราส่วน  2:1 (c) อตัราสว่น  4:1 (d) อตัราสว่น  1:4  

(e) อตัราสว่น 1:1 
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 จากการศึกษาผลของ deoxycholic acid ต่อการเกิด liposome พบว่า ความเข้มข้นของ 
deoxycholic acid  มี ผลต่ อขนาดของอนุภาค  liposome โดย เมื่ อ เ พ่ิมความเข้ มข้นของ 
deoxycholic acid จะท าให้ขนาดของอนุภาคใหญ่ขึ้น โดยสูตร PC : DCA (1:2) และ PC :DCA (1:4) 
มีขนาดอนุภาคใหญ่แตกต่างจากสูตรอ่ืนๆอย่างมีนัยส าคัญ (P<0.05) เนื่องจากมีงานวิจัยก่อนหน้านี้ที่
ศึกษาโครงสร้าง membrane ของ  large unilamellar  vesicles หลังจากใส่ sodium cholate 
พบว่า การเพ่ิมโมเลกุลของ  cholate  เข้าไปยังโครงสร้างจะท าให้ขนาดของ intramembrane 
pores  ใหญ่ขึ้นเป็นผลให้ขนาดของลิโพโซมใหญ่ขึ้น (30)  แต่ผลการวัด zeta potential พบว่าการ
เพ่ิมความเข้มข้นของ deoxycholic acid ให้ผล zeta potential ที่ไม่แตกต่างกันในแต่ละสูตร ดังนั้น
จึงสามารถสรุปได้ว่าที่อัตราส่วน  PC : DCA (4:1) มีขนาดอนุภาค liposome เล็กที่สุดโดยเฉลี่ยคือ 
127.24 nm และจากค่า zeta potential พบว่ามีค่าเฉลี่ย  -51.57 mV  ซึ่งมากกว่า -30  mV  
หมายถึงอนุภาคมีความเสถียรไม่เกาะกลุ่มกัน และเม่ือสังเกตลักษณะทางกายภาพของ liposome ดัง
รูปที่ 31 พบว่าสูตรที่เลือกค่อนข้างมีความคงตัว ในขณะที่อัตราส่วน  1:4 และ 1:1 มีการเกาะกันของ
อนุภาคและตกตะกอนอย่างชัดเจน  ดังนั้นจึงสรุปได้ว่าอัตราส่วน  PC : DCA (4:1) มีความเหมาะที่จะ
น ามาพัฒนาในขั้นตอนถัดไป 

3.ผลการศึกษาผลของ deoxycholic acid ต่อการเกิด liposome และการ load ยา furazolidone 

3.1. ผลการวัดขนาดอนุภาคและ zeta potential  

ตารางที่ 3 แสดงผลขนาดอนุภาคและ zeta potential (ก่อนกรอง) 

Formulation Size (nm) Zeta potential (mV) 
PC : DCA : Fu (4:1:5) 177.96 ± 39.09 -49.68 ± 6.56 
PC : DCA : Fu (2:1:5) 191.48 ± 48.86 -55.39 ± 6.41 
PC : DCA : Fu (1:0:5) 158.72 ± 25.74 -38.23 ± 6.72 
PC : DCA : Fu (1:1:5) 261.66 ± 108.65 -54.07 ± 1.73 
PC : DCA : Fu (1:2:5) 2163 ± 518.47* -44.71 ± 12.41 
PC : DCA : Fu (1:4:5) 3837.11 ± 1166.47* -53.31 ± 3.12 

Each value presents the mean ± S.D. (n=3); *P < 0.05 compared with PC: DCA : Fu in all 
formulation 
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รูปท่ี 32 แสดงการเปรียบเทียบขนาดอนภุาคของ liposome ท่ีอตัราสว่น 
phosphatidylcholine (PC) : deoxycholic acid (DCA) : furazolidone (Fu) ตา่งๆกนั (ก่อน

กรอง) (*P < 0.05 compared with PC : DCA : Fu in all formulation) 

 

 

รูปท่ี 33 แสดงการเปรียบเทียบ zeta potential ของ liposome ท่ีอตัราสว่น phosphatidylcholine 
(PC) : deoxycholic acid (DCA) : furazolidone (Fu) ตา่งๆกนั (ก่อนกรอง) 
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ตารางท่ี 4 แสดงผลขนาดอนภุาคและ zeta potential (หลงักรอง) 

Formulation Size (nm) Zeta potential (mV) 
PC : DCA : Fu (4:1:5) 134.71 ± 30.25 -41.28 ± 7.55 
PC : DCA : Fu (2:1:5) 126.74 ± 16.45 -43.4 ± 3.87 
PC : DCA : Fu (1:0:5) 99.43 ± 18.28 -53.57 ± 6.78 
PC : DCA : Fu (1:1:5) 365.62 ± 251.62 -37.86 ± 13.55 
PC : DCA : Fu (1:2:5) 218.45 ± 21.15 -33.66 ± 6.10 
PC : DCA : Fu (1:4:5) 395.04 ± 208.80 -46.28 ± 42.59 

Each value presents the mean ± S.D. (n=3) 

 

 

รูปท่ี 34 แสดงการเปรียบเทียบขนาดอนภุาคของ liposome ท่ีอตัราสว่น phosphatidylcholine 
(PC) : deoxycholic acid (DCA) : furazolidone (Fu) ตา่งๆกนั (หลงักรอง) 
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รูปท่ี 35 แสดงการเปรียบเทียบ zeta potential ของ liposome ท่ีอตัราสว่น
phosphatidylcholine (PC) : deoxycholic acid (DCA) : furazolidone (Fu) ตา่งๆกนั (หลงั

กรอง) 

 

 

รูปท่ี 36 แสดงลกัษณะทางกายภาพของ liposome สตูร PC : DCA : Fu (1:0:0), (4:1:0), (2:1:5), 
(1:1:5), (1:2:5) และ(1:4:5) 

จากการศึกษาผลของ deoxycholic acid ต่อการเกิด liposome และการ load ยา 
furazolidone โดยการวัดขนาดอนุภาคและ zeta potential พบว่า เมื่อเปรียบเทียบขนาดอนุภาค
ก่อนและหลังการ load ยา furazolidone เข้าสู่ liposome สูตร PC : DCA : Fu (1:2:5) และสูตร 
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PC :DCA : Fu (1:4:5) มีขนาดอนุภาคแตกต่างจากก่อน load ยาสูตร PC : DCA (1:2) และสูตร PC : 
DCA (1:4) อย่างมีนัยส าคัญที่ P- value เท่ากับ 0.031 และ 0.016 ตามล าดับ เนื่องจากมีงานวิจัย
ก่อนหน้านี้ศึกษาพบว่า การเพ่ิม Cholate เข้าไปในโมเลกุลจะเป็นผลให้ Intramembrane pore มี
ขนาดใหญ่ขึ้น ส่งผลให้ขนาดอนุภาคโดนรวมของ liposome ใหญ่ขึ้นด้วยนั่นเอง (31) ส่วนผล
ทางด้าน zeta potential ไม่แตกต่างกันทั้งก่อนและหลัง load ยา และเมื่อสังเกตลักษณะทาง
กายภาพของ liposome หลังกรองด้วย membrane ขนาด 0.45 nm เพ่ือกรอง Furazolidone 
ส่วนที่ไม่ถูกกักเก็บออกดังรูปที่ 36  พบว่า ที่อัตราส่วน 1:1:5, 1:2:5 และ 1:4:5 สีของสารค่อนข้างใส 
ซึ่งอาจเป็นไปได้ว่า liposome สามารถกักเก็บตัวยา furazolidone ได้น้อยมาก ดังนั้นจึงตัดสูตร 
1:1:5, 1:2:5 และ 1:4:5 ทิ้งแล้วพิจารณาเพียงสูตร 4:1:5 และ 2:1:5 แทน ซึ่งเมื่อน ามาเปรียบเทียบ
กันจะเห็นได้ว่าลักษะสีของสูตร 4:1:5 มีความเข้มกว่าอย่างเห็นได้ชัด คาดว่าน่าจะสามารถกักเก็บยา 
Furazolidone ได้มากกว่า ดังนั้นทั้งจากผลทางด้านขนาดอนุภาค zeta potential และลักษณะทาง
กายภาพจึงเลือกสูตร PC : DCA : Fu (4:1:5) มาใช้ในการศึกษาถัดไป  

3.2. ผลการวิเคราะห์ปริมาณตัวยา (%entrapment efficiency)  

3.2.1. ตัวอย่าง chromatogram ของสารที่วิเคราะห์ และ standard Curve ของ
ยา furazolidone ซึ่งวิเคราะห์ด้วยเครื่อง HPLC โดยใช้ condition ดังนี้  Column : C-18 
column (250 mm × 4.6 mm ,5 µm), Mobile phase : acetonitrile และ DI water ใน
อัตราส่วน 50:50 v/v, Running time : 10 นาที, Injection volume : 20µL, Flow rate : 
1 ml/min, Retention time : 7.2 นาท ีและ Detector : UV detector wavelength 421 
nm 
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ตวัอยา่ง chromatogram  

 

รูปท่ี 37 แสดง chromatogram ของยา furazolidone ท่ีความเข้มข้น 300 µg/ml ใช้ mobile 
phase คือ acetonitrile : DI water (25:75); retention time : 3.812 นาที; running time : 5 นาที 

 

 

รูปท่ี 38 แสดง chromatogram ของสตูร PC : DCA : Fu(1:0:5)ใช้ mobile phase คือ 
acetonitrile acetonitrile : DI water (25:75); retention time : 3.806 นาที; running time : 5 

นาที 
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รูปท่ี 39 แสดง chromatogram ของสตูร PC : DCA : Fu (4:1:5) ใช้ mobile phase คือ 
acetonitrile : DI water (25:75); retention time : 3.797 นาที; running time : 5 นาที 

 

 

รูปท่ี 40 แสดง standard Curve ของยา Furazolidone 

การวิเคราะห์ปริมาณสาร furazolidone ต่ าสุด ได้แก่  

Limit of detection (LOD) = 0.1 µM  

y = 101.4033x - 396.3174
R² = 0.9997
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Limit of quantification (LOQ) = 0.5 µM 
3.2.2. ผลการวิเคราะห์ปริมาณตัวยา (%entrapment efficiency) ด้วยเครื่อง HPLC 

ตารางที่ 5 แสดงผลการวิเคราะห์ปริมาณตัวยา (%entrapment efficiency)  

Formulation AUC % Entrapment 
PC : DCA : Fu (1:0:5) 22182.57 89.07 ± 8.63* 
PC : DCA : Fu (4:1:5) 9670.07 35.61 ± 4.37* 
PC : DCA : Fu (2:1:5) 2064.47 10.40 ± 4.50 
PC : DCA : Fu (1:1:5) 2.93E+01 2.42 ± 0.66 
PC : DCA : Fu (1:2:5) N/A N/A 
PC : DCA : Fu (1:4:5) N/A N/A 

Each  value presents the mean ± S.D. (n=3); *P < 0.05 compared with PC : DCA : Fu in all 
formulation 

 

 

รูปท่ี 41 แสดงการเปรียบเทียบปริมาณตวัยา (% entrapment efficiency) ในสตูรตา่งๆ                  
(*P < 0.05 compared with PC : DCA : Fu in all formulation) 
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จากการศึกษาการวิเคราะห์ปริมาณตัวยา (% entrapment efficiency) พบว่าสูตรที่ไม่มี  
deoxycholic acid สามารถที่จะกักเก็บยา furazolidoneไว้ภายใน liposome ได้มากกว่าสูตรที่มี 
deoxycholic acid ได้แก่ สูตร PC : DCA : Fu (1:0:5) มี % entrapment efficiency เท่ากับ 89.07 
± 8.63 ซึ่งเมื่อเปรียบเทียบสูตร liposome ที่มี deoxycholic acid ในอัตราส่วนต่างๆ พบว่า สูตร 
PC : DCA : Fu (4:1:5) ม ี%entrapment efficiency เท่ากับ 35.61 ± 4.37 ซึ่งแตกต่างจากสูตร PC 
: DCA : Fu (2:1:5), (1:1:5), (1:2:5) และ(1:4:5) อย่างมีนัยส าคัญ ( P< 0.000) เนื่องจากกลไกหลัก
ในการกักเก็บของ furazolidone คือจะไปจับกับโครงสร้างส่วน phosphatidylcholine ซึ่งเมื่อมี
องค์ประกอบที่เป็น deoxycholic acid เพ่ิมขึ้นจะไปสร้างพันธะกับ phosphatidylcholine ท าให้
พ้ืนที่ในการจับกับตัวยา furazolidone ลดลง เป็นผลให้ %entrapment efficiency ลดลงเช่นกัน 
(31) ซึ่งจากผลการทดลองพบว่าสูตรที่สามารถกักเก็บตัวยาได้มากที่สุดนั่นคืออัตราส่วน PC : DCA : 
Fu (4:1:5) มีค่า %entrapment เท่ากับ 35.61 ± 4.37 ซึ่งมีค่าแตกต่างกับสูตรอ่ืนอย่างมีนัยยะ
ส าคัญทางสถิติ (P < 0.05) และผลสอดคล้องกับลักษณะทางกายภาพจากการทดลองที่ 3.1. ผู้วิจัยจึง
เลือกสูตรนี้มาใช้ในการทดลองขั้นต่อไป 

3.3. ศึกษา morphology ของระบบน าส่งยาโดยน าตัวอย่างไปส่องด้วยกล้อง Polarized 
light microscope และTransmission electron microscopy (TEM) 

 

รูปท่ี 42 แสดงลกัษณะ liposome ท่ีใช้ในการศกึษาโดยส่องผา่นกล้อง Polarized light 
microscope 

100 X 
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รูปท่ี 43 แสดง morphology ของสตูร PC : DCA : Fu (4:1:5) โดยส่องผา่นกล้อง TEM 

 

  

รูปท่ี 44 แสดง morphology ของสตูร PC : DCA : Fu (1:0:5) โดยส่องผา่นกล้อง TEM 

จากการศึกษาลักษณะทางกายภาพโดยการส่องกล้อง   Transmission electron 
microscopy (TEM) ด้วยเทคนิค negative staining พบว่ามีขนาคอนุภาคอยู่ในช่วง 20 - 100 nm 
และจากรูปที่ 43 จะสังเกตได้ว่ามีลักษณะเป็นถุงมีขอบซึ่งเป็นลักษณะของ liposome โดยเมื่อเทียบ
ภาพจากงานวิจัยของ P.  Chetanachan, P.  Akarachalanon, D.  Worawirunwong, ที่ศึกษา
ลักษณะของ liposome โดยส่งผ่านกล้อง Transmission electron microscope (TEM) พบว่า
ลักษณะ liposome แบบ multilamellar vesicle แสดงดังรูปที่ 45 จะสังเกตได้ว่ามีความแตกต่าง
กันอย่างชัดเจน จึงสามารถสรุปได้ว่าอนุภาคที่ได้เป็น liposome ชนิด unilamellar  vesicle 
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รูปท่ี 45 แสดงตวัอยา่งการเรียงตวัแบบ multilamellar vesicle (32) 
 

4.การศึกษาความคงตัวของ liposome ในสภาวะจ าลองของร่างกาย 

4.1. ผลการวัดขนาดอนุภาคและ zeta potential ของสูตร PC: DCA: Fu (1:0:5) 

ตารางที่ 6 แสดงผลความคงตัวของสูตร PC : DCA : Fu (1:0:5) ในสภาวะจ าลองของร่างกายโดยใช้ 
medium ต่างๆกัน คือ PBS pH 7.4, RPMI-1640 และ DMEM ในอัตราส่วน 1:20 เก็บที่อุณหภูมิ 
37 ºC 

 

Each  value presents the mean ± S.D. (n=3); *P < 0.05 compared with DMEM Day 1 

Day medium Size (nm) Zeta potential (mV) 
Day 0  203.37 ± 16.45 -41.07 ± 1.15 
Day 1 PBS 150.33 ± 42.08 -42.78 ± 2.56 

 DMEM 187.96 ± 11.54 -32.72 ± 3.93 
 RPMI - 1604 153.84 ± 27.12 -41.67 ± 2.52 

Day 3 PBS 240.18 ± 5.95 -28.59 ± 4.28 
 DMEM 212.13 ± 23.82 -26.16 ± 0.53 
 RPMI - 1604 135.27 ± 25.82 -33.41 ± 6.79 

Day 7 PBS 214.73 ±9.15 -34.21 ± 6.45 
 DMEM 343.34 ± 263.21 -18.79 ± 8.73* 
 RPMI - 1604 240 ± 80.70 -21.00 ± 16.69 
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รูปท่ี 46  แสดงเปรียบเทียบขนาดอนภุาคของสตูร PC : DCA : Fu (1:0:5) ในสภาวะจ าลองของ
ร่างกายโดยใช้ medium คือ PBS pH 7.4, RPMI-1640 และ DMEM ในอตัราสว่น 1:20 ท่ีอณุหภมูิ  

37 ºC 

 

 

รูปท่ี 47 แสดงการเปรียบเทียบ zeta potential ของสตูร PC : DCA : Fu (1:0:5) ในสภาวะจ าลอง
ของร่างกายโดยใช้ medium คือ PBS pH 7.4, RPMI-1640 และ DMEM ในอตัราส่วน 1:20 ท่ี

อณุหภมูิ 37 ºC (*P < 0.05 compared with DMEM Day 1) 
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ซึ่งจากการผลความคงตัวของสูตร PC : DCA : Fu (1:0:5) ในสภาวะจ าลองของร่างกายโดยใช้ 
medium ต่างๆกัน คือ PBS pH 7.4, RPMI-1640 และ DMEM ในอัตราส่วน 1:20 และควบคุม
อุณหภูมิที่  37 ºC พบว่า ขนาดอนุภาคของ Liposome เมื่อเก็บเป็นระยะเวลา 1, 3 และ 7 วัน ไม่มี
ความแตกต่างกัน ส่วนผล zeta potential พบว่า สูตร PC : DCA : Fu (1:0:5) ที่อยู่ในสารละลาย 
DMEM เมื่อเก็บไว้เป็นเวลา 7 วัน มีค่า zeta potential เท่ากับ -18.79 ± 8.73 mV ซึ่งค่าเพ่ิมข้ึน
เมื่อเปรียบเทียบกับค่าในวันที่ 1 อย่างมีนัยส าคัญ P-value เท่ากับ 0.006   

4.2 ผลการวัดขนาดอนุภาคและ Zeta potential ของสูตร PC: DCA: Fu (4:1:5)   

ตารางที่ 7 แสดงผลความคงตัวของสูตร PC : DCA : Fu (4:1:5) ในสภาวะจ าลองของร่างกายโดยใช้ 
medium ต่างๆกัน คือ PBS pH 7.4, RPMI-1640 และ DMEM ในอัตราส่วน 1:20 ที่อุณหภูมิ  37 
ºC 

 

Day medium Size (nm) Zeta potential (mV) 
Day 0  218.13 ± 14.72 -32.77 ± 2.65 
Day 1 PBS 250.57 ± 12.87 -41.98 ± 2.78 

 DMEM 193.68 ± 6.32 -20.43 ± 9.27 
 RPMI - 1604 163.97 ± 22.32 -23.27 ± 3.93 

Day 3 PBS 237.84 ± 15.51 -22.08  ± 7.54 
 DMEM 179.34 ± 16.80 -20.77 ± 1.29 
 RPMI - 1604 189.24 ± 18.11 -23.06 ± 1.18 

Day 7 PBS 244.16 ± 9.05 -22.44 ± 14.83 
 DMEM 196.24 ± 1.84 -20.28 ± 4.67 
 RPMI - 1604 197.01 ± 6.06 -15.92 ± 8.89 
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รูปท่ี 48 แสดงการเปรียบเทียบของสตูร PC : DCA : Fu (4:1:5) ในสภาวะจ าลองของร่างกายโดย
ใช้ medium คือ PBS pH 7.4, RPMI-1640 และ DMEM ในอตัราสว่น 1:20 ท่ีอณุหภูมิ 37 ºC 

 

 

รูปท่ี 49 แสดงการเปรียบเทียบ zeta potential  ของสตูร PC : DCA : Fu (4:1:5) ในสภาวะจ าลอง
ของร่างกายโดยใช้mediumคือ PBS pH 7.4, RPMI-1640 และDMEM ในอตัราสว่น 1:20 ท่ี

อณุหภมูิ 37 ºC 
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ซึ่งจากการผลความคงตัวของสูตร PC : DCA : Fu (4:1:5) ในสภาวะจ าลองของร่างกายโดย
ใช้ medium ต่างๆกัน คือ PBS pH 7.4, RPMI-1640 และ DMEM ในอัตราส่วน 1:20 และควบคุม
อุณหภูมิที่  37 ºC พบว่า ขนาดอนุภาคและ zeta potential ของสูตร PC : DCA : Fu (4:1:5) เมื่อ
เก็บเป็นระยะเวลา 1, 3 และ 7 วัน มีไม่แตกต่างกัน จึงสามารถสรุปได้ว่าสูตรต ารับ liposome ที่
เตรียมได้มีความคงตัวเหมาะสมที่จะน ามาพัฒนาในขั้นตอนต่อไป 

4.3 ผลความคงตัวของ liposome ในสภาวะจ าลองของร่างกายทางกายภาพ 

ตารางที่ 8 แสดงความคงตัวของสูตร PC : DCA : Fu (1:0:5)  และสูตร PC : DCA : Fu (4:1:5) ใน
สภาวะจ าลองของร่างกายทางกายภาพ 

Formulation Day 0 Day 1 Day 3 Day 7 
PC : DCA : Fu (1:0:5)   
DMEM สารละลายใสสแีดง สารละลายใสสแีดง สารละลายใสสแีดง สารละลายใสสแีดง 
RPMI สารละลายใสสส้ีม สารละลายใสสส้ีม สารละลายใสสส้ีม สารละลายสชีมพขูุน่ 
PBS สารละลายใสสี

เหลอืง 
สารละลายสเีหลอืง, 
ตะกอนขุน่ขาวแขวง
ลอยเลก็น้อย 

สารละลายสเีหลอืง, 
ตะกอนขุน่ขาวแขวง
ลอยเลก็น้อย 

สารละลายสเีหลอืง, 
ตะกอนขุน่ขาวแขวง
ลอยเลก็น้อย 

PC : DCA : Fu (4:1:5) 
DMEM สารละลายใสสแีดง สารละลายใสสแีดง สารละลายใสสแีดง สารละลายใสสแีดง 
RPMI สารละลายใสสส้ีม

ออ่น 
สารละลายสส้ีมออ่น สารละลายใสสส้ีม สารละลายสชีมพใูส 

PBS สารละลายใสสี
เหลอืง 

สารละลายสเีหลอืง, 
ตะกอนขุน่ขาวแขวง
ลอยเลก็น้อย 

สารละลายสเีหลอืง, 
ตะกอนขุน่ขาวแขวง
ลอยเลก็น้อย 

สารละลายสเีหลอืง, 
ตะกอนขุน่ขาวแขวง
ลอยเลก็น้อย 
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รูปท่ี 50 แสดงลกัษณะของสตูร PC : DCA : Fu (1:0:5)  และสตูร PC : DCA : Fu (4:1:5) ใน
สภาวะจ าลองของร่างกายโดยใช้ medium คือ PBS pH 7.4, RPMI-1640 และ DMEM ในวนัท่ี 1 

  

   

รูปที่ 51 แสดงลักษณะของสูตร PC : DCA : Fu (1:0:5)  และสูตร PC : DCA : Fu (4:1:5) ในสภาวะ
จ าลองของร่างกายโดยใช้ medium คือ PBS pH 7.4, RPMI-1640 และ DMEM ในวันที่ 7 

(4:1:5)-PBS (4:1:5)-DMEM 

(1:0:5)-RPMI 

(4:1:5)-RPMI 

(1:0:5)-DMEM (1:0:5)-PBS 

(4:1:5)-PBS 

(1:0:5)-RPMI (1:0:5)-DMEM (1:0:5)-PBS 

(4:1:5)-DMEM (4:1:5)-RPMI 
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ตอนที่ 2 : ศึกษาผลของ deoxycholic acid ต่อประสิทธิภาพในการน าส่งยาเข้าสู่เซลล์มะเร็ง 

1.ผลการศึกษาฤทธิ์ในการยับยั้งเซลล์มะเร็ง (cytotoxicity)  

 

รูปที่ 52 แสดงลักษณะของ MCF-7 cell ในการศึกษา โดยส่องผ่านกล้อง Inverted microscope 

 

รูปที่ 53 แสดงการศึกษาความสามารถในการละลายของยา furazolidone ความเข้มข้น 15, 30, 50, 
75, 100 และ150 µM ในอาหารเลี้ยงเซลล์สูตร DMEM + 0.1% DMSO 

 

รูปที่ 54 แสดงผลการยับยั้งเซลล์มะเร็ง (cytotoxicity) ของ MCF-7 cell ที่ treat ด้วย 
furazolidone acid solution, สูตร PC : DCA : Fu (1:0:5)  และสูตร PC : DCA : Fu (4:1:5) และ

ท าการหาปริมาณเซลล์ที่รอดชีวิตด้วยวิธ ีpresto blue และวิเคราะห์ด้วย Microplate reader 

 

MCF-7 cell Loose MCF-7 cell Dense 
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ตารางท่ี 9 แสดงปริมาณเซลล์ท่ีรอดชีวิต (% viability) ของ MCF-7 cell  

Formulation Mean ±S.D. 
Furazolidone [15] 112.0 ± 5.3 
Furazolidone [30] 89.3 ± 6.7 
Furazolidone [50] 
PC : DCA : Fu (4:1:0) [100] 

82.5 ± 1.2 
49.7 ± 6.0** 

PC : DCA : Fu (4:1:5) [15] 95.5 ± 2.0 
PC : DCA : Fu (4:1:5) [30] 70.4 ± 5.1 
PC : DCA : Fu (4:1:5) [50] 62.0 ± 8.5 
PC : DCA : Fu (4:1:5) [75] 22.8 ± 8.6*** 
PC : DCA : Fu (4:1:5) [100] 6.3 ± 2.6*** 
PC : DCA : Fu (4:1:5) [150] 0.2 ± 0.5*** 
PC : DCA : Fu (1:0:5) [15] 88.7 ± 9.6* 
PC : DCA : Fu (1:0:5) [30] 81.4 ± 9.9 
PC : DCA : Fu (1:0:5) [50] 82.9 ± 4.5 
PC : DCA : Fu (1:0:5) [75] 62.5 ± 5.2 
PC : DCA : Fu (1:0:5) [100] 61.9 ± 17.3 
PC : DCA : Fu (1:0:5) [150] 44.8 ± 26.0 

Each value represents the mean ± S.D. (n=5) ; *P < 0.05 compared with 
Formulation(Furazolidone) in same concentrations;**P < 0.05 compared with PC : DCA : Fu 
(4:1:5) [100]; ***P < 0.05 compared with each formulation in same concentrations 
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รูปท่ี 55 แสดง % viability ของ MCF-7 cell ซึง่ treated ด้วย furazolidone solution ความเข้มข้น
ตา่งๆ 

 

 

รูปท่ี 56 แสดง % viability ของ MCF-7 cell ซึง่ treated ด้วยสตูร PC : DCA : Fu (1:0:5) ความ
เข้มข้นตา่งๆ 
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รูปท่ี 57 แสดง % viability ของ MCF-7 cell ซึง่ treated ด้วยสตูร PC : DCA : Fu (4:1:5) ความ
เข้มข้นตา่งๆ 

 

 

รูปท่ี 58 แสดงการเปรียบเทียบแสดง % viability ของ MCF-7 cell ซึง่ treated ด้วย Furazolidone 
Solution, สตูร PC : DCA : Fu (1:0:5) และสตูร PC : DCA : Fu (4:1:5) ความเข้มข้นตา่งๆ     (*P 

< 0.05 compared with each formulation in same concentrations) 
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ตารางท่ี 10 แสดง The half maximal inhibitory concentration (IC50) ของ Furazolidone 
solution, สตูร PC : DCA : Fu (1:0:5) และสตูร PC : DCA : Fu (4:1:5) 

Formulation IC50(µM) 
Furazolidone solution 86.40 
PC : DCA : Fu (1:0:5) 115.28 
PC : DCA : Fu (4:1:5) 54.04* 

*P < 0.05 compared with all formulation 

  จากการศึกษาฤทธิ์ในการยับยั้งเซลล์มะเร็ง (cytotoxicity) ซึ่งศึกษาโดยใช้เซลล์มะเร็งเต้านม 
( MCF-7 cell )ที่ เลี้ยงในอาหารเลี้ยงเซลล์ประกอบไปด้วย dulbecco’s modified minimum 
essential medium (DMEM),10% fetal bovine serum (FBS), 1% antibiotic-antimycotic และ 
1% L-glutamax แล้ว incubate ที่ อุณหภูมิ 37ºC ± CO2 5 % เปลี่ยนอาหารทุก 3 วัน พบว่า
ลักษณะ MCF-7 cell ที่น ามาศึกษาจัดเป็น epithelial cell line แบบ attached cell  ซึ่งลักษณะ
เซลล์แสดงดังรูปที่  52 หลังจากนั้นจะน า MCF-7 cell ทีได้มาทดสอบด้วยสารสูตรต่างๆได้แก่ 
furazolidone solution, สูตร PC : DCA : Fu (1:0:5) และสูตร PC : DCA : Fu (4:1:5) โดยเตรียม
สารละลายแต่ละสูตรจ านวน 6 ความเข้มข้น ได้แก่ 15, 30, 50, 75, 100 และ150 µM ในอาหาร
เลี้ยงเซลล์สูตร DMEM + 0.1%DMSO ซึ่งพบว่า การละลายของยา furazolidone จะสามารถละลาย
ได้ที่ความเข้มข้น 15, 30 และ 50  µM แสดงดังรูปที่ 53 เนื่องจากที่ความเข้มข้น 75, 100 และ150 
µM จะเริ่มมีการตกตะกอนของยา furazolidone ที่ไม่ละลาย ดังนั้นจึงศึกษาฤทธิ์ในการยับยั้ง
เซลล์มะเร็ง(cytotoxicity) ของยา furazolidone เพียง 3 ความเข้มข้นดังกล่าว  หลังจากทดสอบ
ด้วยfurazolidone solution, สูตร PC : DCA : Fu (1:0:5) และสูตร PC : DCA : Fu (4:1:5) แล้วจะ
ท าการวิเคราะห์ปริมาณเซลล์ที่รอดชีวิต (% Viability) ด้วยวิธี Presto blue ซึ่งหากสีของสารละลาย 
presto blue เปลี่ยนจากสีม่วงเป็นสีชมพู แสดงถึงเซลล์ที่รอดชีวิต โดยความเข้มของสีที่เปลี่ยนแปลง
ไปจะแปรผันตรงกับปริมาณเซลล์ที่รอดชีวิต และวิเคราะห์ความเข้มของสีด้วยเครื่อง Microplate 
reader ที่ความยาวคลื่น excitation 560 nm และ emission 590 nm แล้วค านวณออกมาเป็น % 
viability พบว่า หากใช้ความเข้มข้นของ furazolidone solution, สูตร PC : DCA : Fu (1:0:5) และ
สูตร PC : DCA : Fu (4:1:5) มากขึ้นจะสามารถยับยั้งเซลล์มะเร็งได้เพ่ิมขึ้น และเมื่อเปรียบเทียบ % 
Viability แต่ละสูตรที่ความเข้มข้นเดียวกัน พบว่าระบบน าส่งยาในรูปแบบ liposome สามารถเพ่ิม
การยับยั้งเซลล์มะเร็งได้มากกว่าการที่ไม่มีระบบน าส่งยา เนื่องจากระบบน าส่งยาในรูปแบบ 
liposome มีขนาดอนุภาคเล็กท าให้สามารถเข้าสู่ เซลล์ได้ดีขึ้น อีกทั้งช่วยเพ่ิมความคงตัวและ
ประสิทธิภาพในการออกฤทธิ์ของสารที่ถูกกักเก็บได้ ท าให้  furazolidone ที่อยู่ในระบบน าส่งยา 
liposome  ออกฤทธิ์ยับยั้งเซลล์มะเร็งได้ดีกว่า  furazolidone ที่ไม่มีระบบน าส่งยา และเมื่อ
เปรียบเทียบระหว่างระบบน าส่งยาสูตร PC : DCA : Fu (4:1:0) กับสูตร PC : DCA : Fu (4:1:5) ซึ่งมี
ยา furazolidone และไม่มียา furazolidone อยู่ภายในที่ความเข้มข้นเดียวกันพบว่าสูตรที่มี  
furazolidone สามารถยับยั้งเซลล์มะเร็งได้มากกว่าอย่างมีนัยส าคัญ (P<0.05) แสดงให้ทราบว่า ยา
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furazolidone มีฤทธิ์ในการยับยั้งเซลล์มะเร็ง ซึ่งสอดคล้องกับการศึกษาของ Hua-qiang Li และ
คณะ ได้ศึกษาประสิทธิภาพของ furazolidone โดยศึกษาcytotoxicity ด้วยวิธี MTT assays พบว่า 
furazolidone สามารถลด proliferation ของ MCF-7 cell ได้อย่างมีนัยส าคัญ (P<0.05) ขึ้นกับ
ขนาดยาและระยะเวลา(33) และจาก % viability ของสูตร PC : DCA : Fu (4:1:0)  ที่ไม่มียา
Furazolidone มีค่าเท่ากับ 49.7 ± 6.0 µM แสดงให้ทราบว่า ระบบน าส่งยาที่มี deoxycholic acid 
เป็นองค์ประกอบสามารถยับยั้งเซลล์มะเร็งได้แม้ไม่มียา  furazolidoneในอนุภาค จึงคาดว่า 
deoxycholic acid มีฤทธิ์ยับยั้งเซลล์มะเร็งได้ สอดคล้องกับการศึกษาของ Ksenija N. Kuhajda 
และคณะ ได้ศึกษาผลของ bile acid derivative ต่อการยับยั้งเซลล์มะเร็ง(cytotoxicity) พบว่า 
deoxycholic acid มีฤทธิ์ antiproliferation ต่อ MCF-7 cell ซึ่งมีค่า IC50 เท่ากับ >100 µM (34)  
และจากการศึกษาฤทธิ์ในการยับยั้งเซลล์มะเร็งของระบบน าส่งยาในสูตร PC : DCA : Fu (4:1:5)  
พบว่า สามารถยับยั้งเซลล์มะเร็งได้มากกว่าสูตร PC : DCA : Fu (1:0:5) ซึ่งไม่มี deoxycholic acid 
ที่ความเข้มข้น 75, 100 และ150 µM อย่างมีนัยส าคัญ (P<0.05) และเมื่อค านวณThe half 
maximal inhibitory concentration (IC50) พบว่า สูตร PC : DCA : Fu (4:1:5) มีค่า IC50 เท่ากับ 
54.04 µM แตกต่างจากสูตรอ่ืนอย่างมีนัยส าคัญ (P<0.05) เนื่องจากสูตร liposome ที่สร้างจาก 
phosphatidylcholine ซึ่งมีโครงสร้างเป็น Phospholipid นี้ เมื่อเข้าสู่ เซลล์ด้วยกระบวนการ 
endocytosisผ่าน caveolae pathway เพราะเยื่อหุ้มเซลล์ของ caveolae pathway มีลักษณะเป็น 
highly hydrophobic membrane ซึ่งประกอบไปด้วย springomyelin, phosphatidyl inositol 
P2 , ceramideและ diacylalycerol จะเห็นได้ว่ าโครงสร้ างของเยื่ อหุ้ มเซลล์ของ  caveolae 
pathway จะมีสารจ าพวกlipid เป็นองค์ประกอบดังนั้นสารที่มีโครงสร้างเป็น  lipid เช่น liposome 
จึงสามารถเข้าสู่เซลล์ผ่าน caveolae pathway ได้ อีกทั้งจากการศึกษาของJoanna REJMAN, 
Volker OBERLE และคณะได้ท าการศึกษา ผลของขนาดอนุภาคที่จะผ่านเข้าสู่  clathrin และ 
caveolae-mediated endocytosis pathways พบว่าขนาดอนุภาคที่จะชอบเข้าผ่าน  caveolae-
mediated endocytosis pathways นั้นมีขนาด ประมาณ 200 nm - 1µm (35) ซึ่งขนาดอนุภาค
ของสูตร liposome มีขนาดที่ใกล้เคียงกับช่วงขนาดอนุภาคที่ผ่านทาง caveolae pathway  ดังนั้น
เมื่อ liposme จับกับ caveolin protein ที่อยู่บนผิวเยื่อหุ้มเซลล์จะเกิดกระบวนการ endocytosis 
เข้าสู่เซลล์เกิดเป็น caveosome ซึ่งจาก caveosome จะสามารถเข้าสู่กระบวนต่างๆภายในเซลล์ 
โดยถ้าหาก caveosome เข้าสู่ระบบ lysosome ซึ่งท าหน้าที่ในการสลายอนุภาค โมเลกุล หรือสิ่ง
แปลกปลอมที่เข้าสู่เซลล์ก็จะถูกจับท าลาย ท าให้เมื่อ liposome เข้าสู่เซลล์ผ่านกระบวนการนี้จึงมี
โอกาสที่จะถูกท าลายโดย lysosome จึงส่งผลให้สูตร PC : DCA : Fu (1:0:5) ที่ไม่มี Deoxycholic 
acid มี IC50 ที่สูงกว่าสูตร PC : DCA : Fu (4:1:5) (36-38) 

2. การศึกษาคุณสมบัติ cellular uptake โดยศึกษาความสามารถในการน าส่งยาเข้าสู่เซลล์มะเร็ง 
MCF-7 cell ซึ่งวิเคราะห์ปริมาณยา furazolidone ที่อยู่ภายในเซลล์ด้วยเครื่อง HPLC  
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รูปท่ี 59 แสดงลกัษณะของ MCF-7 cell ในการศกึษา โดยสอ่งผา่นกล้อง Inverted microscope 

 

รูปท่ี 60 แสดงการศกึษาคณุสมบตั ิcellular uptake เข้าสู ่MCF-7 cell  

  

2.2. ผลการ uptake ยา furazolidone เข้าสูเ่ซลล์มะเร็งเต้านม (MCF-7 cell) 

ตารางท่ี 11 แสดงคณุสมบตั ิcellular uptake ของยา furazolidone เข้าสูเ่ซลล์มะเร็งเต้านม 

Tumor Formulation Concentrations(µM) 
MCF-7 cell Blank 

Furazolidone solution 
PC : DCA :Fu (1:0:5) 
PC : DCA : Fu (4:1:5)  
PC : DCA : Fu (4:1:0)-Furazolidone(5) 

N/A 
N/A 
N/A 

0.67 ± 0.02* 
N/A 

Each value represents the mean ± S.D. (n=3); *P < 0.05 compared with all formulation. 

MCF-7 cell Loose MCF-7 cell Dense 
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จากการศึกษาคุณสมบัติ cell uptake  เข้าสู่ MCF-7 cells พบว่าสูตร PC : DCA : Fu 
(4:1:5) สามารถการน าส่งยาเข้าสู่เซลล์มะเร็งได้ดีกว่าสูตรอ่ืนอย่างมีนัยส าคัญ (P<0.05) ซึ่งสอดคล้อง
กับผลการศึกษาฤทธิ์ในการยับยั้งเซลล์มะเร็ง (cytotoxicity) ที่สูตร PC : DCA : Fu (4:1:5) มี IC50  
ต่ ากว่าสูตรอ่ืนๆ เนื่องจากดังที่กล่าวไว้ในส่วนของการศึกษาฤทธิ์ในการยับยั้งเซลล์มะเร็งแล้วว่า 
liposome นั้นจะเข้าสู่เซลล์โดยกระบวนการ endocytosis ผ่าน caveolae pathway ซึ่งเมื่อเข้าไป
ภายในเซลล์แล้วอาจถูกท าลายโดยระบบ lysosome ของเซลล์ ก่อนที่จะไปออกฤทธิ์ยับยั้ง
เซลล์มะเร็ง แต่สารในสูตร PC : DCA : Fu (4:1:5) จะสามารถเพ่ิมความจ าเพาะต่อเซลล์มะเร็งมาก
ขึ้น ท าให้ระบบน าส่งยานี้สามารถเข้าสู่เซลล์อย่างจ าเพาะ โดยผ่านระบบ lysosome ลดลงท าให้ออก
ฤทธิ์ยับยั้งเซลล์มะเร็งได้ยิ่งขึ้น  เนื่องจากระบบน าส่งยารูปแบบ liposome ที่มี deoxycholic acid 
ซึ่งเป็นสารที่มีโครงสร้างเป็น steroid คล้ายคลึงกับฮอร์โมน estrogen โดยฮอร์โมนชนิดนี้ ปกติจะท า
หน้าที่เป็น mitogenic กระตุ้น estrogen-receptor positive ซึ่งเป็นตัวรับสัญญาณฮอร์โมนที่อยู่บน
ผิวของเซลล์มะเร็งเต้านม (MCF-7 cell) ท าให้เซลล์มะเร็งเต้านมเกิดการแบ่งตัวเพ่ิมมากขึ้น  ดังนั้น
การที่  deoxycholic acid มีโครงสร้างคล้ายกับ estrogen นี้  ท าให้สามารถจับกับ estrogen-
receptor positive ที่อยู่บนผิวของ MCF-7 cell ซึ่งลักษะการจับกับ receptor แสดงดังรูปที่ 68     

 
รูปที่ 61 แสดงลักษณะการจับของ estrogen กับ estrogen receptor 

จึงสามารถช่วยเพ่ิมความจ าเพาะในการน าส่งยาเข้าสู่เซลล์มะเร็งเต้านมได้สอดคล้องกับ
การศึกษาของ Baker PR, Wilton JC และคณะได้ท าการศึกษาผลของ bile acid ต่อ oestrogen 
receptor และ oestrogen-regulated proteins ใน  MCF-7 human breast cancer cells พบว่า 
bile acid มีผลต่อ steroid receptor function ของ human breast cancer cells(39) 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Baker%20PR%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=1562465
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Wilton%20JC%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=1562465
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บทที่ 5 

สรุปและวิจารณ์ผลวิจัย 

 

จากการศึกษาและพัฒนาระบบน าส่งยาในรูปแบบ liposome โดยใช้ deoxycholic acid 
ร่ วมกับ  phosphatidylcholine ในสั ดส่ วนต่ า งๆกัน ในการสร้ า ง  liposome เ พ่ือน าส่ ง ย า 
furazolidone เข้าสู่เซลล์มะเร็งเต้านม (MCF-7 cell) เมื่อท าการประเมินคุณสมบัติของ liposome 
ในทางกายภาพ (physical stability) ได้แก่ ขนาดอนุภาค ประจุบนพ้ืนผิวอนุภาค (zeta potential) 
การวิเคราะห์ปริมาณตัวยา (%entrapment efficiency) ศึกษา morphology โดยส่องผ่านกล้อง 
Polarized light microscopeและ Transmission electron microscopy (TEM) และการศึกษา
ความคงตัวในสภาวะจ าลองของร่างกาย พบว่า สูตรต ารับ liposome ที่เหมาะสมที่สุดคือ สูตร  PC : 
DCA : Fu (4:1:5)  มีขนาดอนุภาคเฉลี่ยเท่ากับ 177.96 ± 39.09  nm ซึ่งมีขนาดเล็กกว่าสูตรอ่ืนๆ 
และ Zeta potential  เฉลี่ยเท่ากับ -49.68  ±  6.57 mV โดยแสดงถึงอนุภาคมีความเสถียรไม่เกาะ
กลุ่มกัน อีกทั้ง liposome ในสูตรนี้สามารถกักเก็บตัวยาได้ 35.61 ± 4.37 %  แตกต่างจากสูตรอ่ืน
อย่างมีนัยส าคัญ (P<0.05) โดยการกักเก็บตัวยา furazolidone ภายใน liposome อาศัยกลไก คือ
ยา Furazolidone จับกับโครงสร้างส่วน phosphatidylcholine และเมื่อทดสอบความคงตัวใน
สภาวะจ าลองของร่างกายของสูตร  PC : DCA : Fu (4:1:5) ก็พบว่ามีความคงตัวใน medium ทั้ง 3 
ชนิดได้แก่ PBS (pH 7.4), RPMI-1640 medium และ DMEM ที่อุณหภูมิ 37ºC เป็นระยะเวลา 7 วัน 
หลังจากนั้นจึงได้น าสูตร PC : DCA : Fu (4:1:5) มาศึกษาฤทธิ์ในการยับยั้งเซลล์มะเร็ง(cytotoxicity) 
และคุณสมบัติ cellular uptake โดยศึกษาในเซลล์มะเร็งเต้านม (MCF-7 cell) พบว่า สูตร PC : 
DCA : Fu (4:1: 5) มี The half maximal inhibitory concentration (IC50) เท่ากับ 54.04 µM 
แตกต่างจากสูตรอ่ืนอย่างมีนัยส าคัญ  (P<0.05) เนื่องจากการที่  liposome เข้าสู่ เซลล์ด้วย
กระบวนการ endocytosis ผ่าน caveolae pathway ซึ่งเยื่อหุ้มเซลล์ของ caveolae pathway มี
ลักษณะเป็น highly hydrophobic membrane จะเห็นได้ว่าโครงสร้างของเยื่อหุ้มเซลล์ของ 
caveolae pathway จะมีสารจ าพวก lipid เป็นองค์ประกอบ ดังนั้นสารที่มีโครงสร้างเป็น  lipid เช่น 
Liposome จึงสามารถเข้าสู่เซลล์ผ่าน caveolae pathway ได้ เมื่อ liposome เข้าสู่เซลล์แล้วจะ 
เกิดเป็น caveosome ซึ่งจาก caveosome จะสามารถเข้าสู่กระบวนต่างๆภายในเซลล์  โดยถ้าหาก 
caveosome เข้าสู่ระบบ lysosome ซึ่งท าหน้าที่ในการสลายอนุภาค โมเลกุล หรือสิ่งแปลกปลอมที่
เข้าสู่เซลล์ก็จะถูกจับท าลาย ท าให้เมื่อ liposome เข้าสู่เซลล์ผ่านกระบวนการนี้จึงมีโอกาสที่จะถูก
ท าลายโดยระบบ lysosome แต่ liposome ในสูตร PC : DCA : Fu (4:1: 5) ซึ่งมี deoxycholic 
acid จะสามารถเพ่ิมความจ าเพาะต่อเซลล์มะเร็งมากขึ้น ท าให้ระบบน าส่งยานี้สามารถเข้าสู่เซลล์
อย่างจ าเพาะ โดยผ่านระบบ lysosome ลดลงท าให้ออกฤทธิ์ยับยั้งเซลล์มะเร็งได้ยิ่งขึ้นจึงท าให้สูตร 
PC : DCA : Fu (4:1: 5)  มีค่า IC50 ต่ ากว่าสูตรอ่ืนๆ  เนื่องจากระบบน าส่งยารูปแบบ Liposomeที่มี 
Deoxycholic acid ซึ่งเป็นสารที่มีโครงสร้างเป็น steroid คล้ายคลึงกับฮอร์โมน estrogen โดย
ฮอร์โมนชนิดนี้ ปกติจะท าหน้าที่เป็น mitogenic กระตุ้น estrogen-receptor positive ซึ่งเป็นตัวรับ
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สัญญาณฮอร์โมนที่อยู่บนผิวของเซลล์มะเร็งเต้านม(MCF-7 cell) ท าให้เซลล์มะเร็งเต้านมเกิดการ
แบ่งตัวเพ่ิมมากขึ้น  ดังนั้นการที่ Deoxycholic acid มีโครงสร้างคล้ายกับ estrogen นี้ ท าให้
สามารถจับกับ estrogen-receptor positive ที่อยู่บนผิวของ MCF-7 cell จึงสามารถช่วยเพ่ิม
ความจ าเพาะในการน าส่งยาเข้าสู่เซลล์มะเร็งเต้านม ซึ่งสอดคล้องกับผลการศึกษาคุณสมบัติ cell 
uptake ของสูตร PC : DCA : Fu (4:1: 5) สามารถการน าส่งยาเข้าสู่เซลล์มะเร็งเต้านม (MCF-7 cell) 
ได้ดีกว่าสูตรอื่นอย่างมีนัยส าคัญ (P<0.05)  

 ดังนั้นจะเห็นได้ว่าระบบน าส่งยาในรูปแบบ liposome ที่มี  deoxycholic acid เป็น
องค์ประกอบนั้นมีลักษณะด้านสมบัติทางกายภาพ (physical stability) ที่เหมาะสมในการน าส่งยา 
รวมถึงสามารถช่วยเพ่ิมความจ าเพาะต่อเซลล์มะเร็งเต้านมและเพ่ิมประสิทธิภาพในการออกฤทธิ์ของ
ยาได้ แต่จากการศึกษานี้ศึกษาเพียงคุณสมบัติของ liposome ในด้านทางกายภาพเท่านั้นซึ่งอาจเพ่ิม
การศึกษาในด้านอ่ืนๆเช่น สมบัติทางเคมี (chemical stability) หรือ สมบัติทางชีววิทยา (biological 
stability) ต่อไป อีกท้ังการศึกษาฤทธิ์ในการยับยั้งเซลล์มะเร็ง (cytotoxicity) และคุณสมบัติ cellular 
uptake ศึกษาเฉพาะในเซลล์มะเร็งเต้านมซึ่งในอนาคตอาจจะพัฒนาการศึกษาในเซลล์มะเร็งชนิดอ่ืน
เช่น เซลล์มะเร็งตับ เซลล์มะเร็งปากมดลูก เป็นต้น เพ่ือสามารถอธิบายกลไกในเพ่ิมความจ าเพาะต่อ
เซลล์มะเร็งได้ของ liposome ที่มี deoxycholic acid  ได้ดียิ่งขึ้น 
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บทท่ี 6 

ผลผลิต  (Output) 

ก ำลังด ำเนินกำรเพื่อเผยแพร่ผลงำนทำงวำรสำร 

 

งบประมาณของโครงการวิจัย 

รายละเอียดงบประมาณการวิจัย จ าแนกตามงบประเภทต่างๆ 

ปีที่

ด าเนินการ 

งบประมาณท่ีเสนอขอ (บาท) 

งบบุคลากร ค่าตอบแทน ค่าใช้สอย ค่าวัสดุ 
ค่าธรรมเนียมการ

อุดหนุนสถาบัน 
ครุภัณฑ์ รวม 

ปีที่ 1 360,000 50,000 42,000 884,500 148,500 - 1,485,000 

ปีที่ 2 360,000 50,000 35,000 256,010 77,890 - 778,900 

 

รายละเอียดงบประมาณการวิจัย จ าแนกตามงบประเภทต่างๆที่เสนอขอในแต่ละปี 

รายการ 
จ านวนเงิน 

หมายเหตุ 
ปี 2562 

1.   งบบุคคลากร   

      1.1  ค่าจ้างชั่วคราวผูช้่วยนักวิจัย

ท างานเต็มเวลา 

   - วุฒิปริญญาตรี 15,000  บาท  x 

จ านวน2 คน 12เดือน) 

 

 

 

 

360,000 

 

- 

 

2.  งบด าเนินงาน 403,950  

 2.1  ค่าตอบแทน 50,000  
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รายการ 
จ านวนเงิน 

หมายเหตุ 
ปี 2562 

          (1)  ค่าตอบแทนคณะผู้วิจัย 

(อาจารย์ต่ ากว่าระดับ 5x จ านวน 4 คน)    

          (2)  ค่าตอบแทนที่ปรึกษา

โครงการ  

 

40,000 

 

10,000 

 

 

2.2 ค่าใช้สอย 35,000  

(1) ค่าใช้จ่ายในการเดินทางไปราชการ 

(2) ค่าใช้จ่ายในการสัมมนา/ฝึกอบรม 

(3) ค่าใช้สอยอื่น 

- ค่าถ่ายเอกสารและสืบค้นข้อมูล 

- ค่าตีพิมพ์ 

4,000 

1,000 

30,000 

 

2.3  ค่าวัสดุ 256,010  

ค่าวัสดุส านักงาน 

- กระดาษ  

-  ตู้เก็บเอกสาร 

- แฟ้มใส่เอกสาร  

- เครื่องเจาะรูกระดาษ 

- ปากกาเคมี 

- แม็คเย็บกระดาษ 

- คลิปหนีบกระดาษ 

 

ค่าวัสดุคอมพิวเตอร์ 

 

ค่าวัสดุสารเคมีและค่าวัสดุวิทยาศาสตร์ 

-  สารมาตรฐาน 

- 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

20,000 

 



60 
 

 
 

รายการ 
จ านวนเงิน 

หมายเหตุ 
ปี 2562 

-  ตัวท าละลาย HPLC grade 

-  อาหารเลี้ยงเซลล์และอุปกรณ์เลี้ยง

เซลล์ 

- ค่าสั่งซื้อเซลล์  

- ค่าสารทดสอบทางชีวภาพ เช่น MTT 

- ค่าสารเคมีทั่วไป ในการเตรียมระบบ

น าส่ง และ phospholipid 

50,000 

50,000 

30,000 

                                                  10,000 

96,010 

3.  งบลงทุน  (ค่าครุภัณฑ์ และ

สิ่งก่อสร้าง) 

-  

 3.1  ค่าครุภัณฑ์ -  

    3.2  ค่าท่ีดินและสิ่งก่อสร้าง -  

4.  ค่าธรรมเนียมอุดหนุนสถาบัน 

(ค าอธิบาย : เป็นค่าสาธารณูปโภค ไม่เกิน

ร้อยละ 10    

      ของงบวิจัยไม่รวมค่าครุภัณฑ์) 

77,890  

รวมงบประมาณท่ีเสนอขอ 778,900  

 
 
 
 
 
 

 
 
 



61 
 

 
 

เอกสารอ้างอิง 
 
1. กระทรวงสาธารณสุข ก. แผนการป้องกันและควบคุม 
โรคมะเร็งแห่งชาติ 
National Cancer Control Programmes 
(พ.ศ. 2556 – 2560). โรงพิมพ์ชุมนุมสหกรณ์การเกษตรแห่งประเทศไทย จ ากัด: สถาบันมะเร็ง
แห่งชาติ กรมการแพทย์; พ.ศ. 2556 – 2560. 
2. J.S. Dua PACR, Dr. A. K. Bhandari. LIPOSOME: METHODS OF PREPARATION AND 
APPLICATIONS. International Journal of Pharmaceutical Studies and Research. 
2012;3(2):14-20. 
3. Fuping Gaoa, Lei Li , Huizhu Zhanga, Wenzhi Yanga. Deoxycholic acid 
modified-carboxymethyl curdlan conjugate as a novel carrier of epirubicin: In vitro 
and in vivo studies. International Journal of Pharmaceutics. 2010;392:254-60. 
4. de Castro B, Gameiro P, Guimarães C, Lima JLFC, Reis S. Partition coefficients 
of β-blockers in bile salt/lecithin micelles as a tool to assess the role of mixed 
micelles in gastrointestinal absorption. Biophysical Chemistry. 2001;90(1):31-43. 
5. Seo J-a, Kim B, Dhanasekaran DN, Tsang BK, Song YS. Curcumin induces 
apoptosis by inhibiting sarco/endoplasmic reticulum Ca2+ ATPase activity in ovarian 
cancer cells. Cancer Letters. 2016;371(1):30-7. 
6. Kumar A, Kaur G, Kansal SK, Chaudhary GR, Mehta SK. Enhanced solubilization 
of curcumin in mixed surfactant vesicles. Food Chemistry. 2016;199:660-6. 
7. Pranali P Deshpande SB, and Vladimir P Torchilin. Current trends in the use of 
liposomes for tumor targeting. Nanomedicine: Nanotechnology. 20134;8:1-31. 
8. Abolfazl Akbarzadeh RR-S, Soodabeh Davaran1 Liposome: classification, 
preparation, and 
applications. Nanoscale Research Letters. 2013;8:1-9. 
9. Agnieszka Z. Wilczewska KN, Karolina H. Markiewicz,, Ca H. Nanoparticles as 
drug delivery systems. Pharmacological Reports. 2012;64:1-18. 
10. Mariusz Kepczy ˛ nski ´  KN, Marta Kumorek, Agnieszka Kobierska,, Barbara 
Jachimska  MN. Which physical and structural factors of liposome carriers control 
their 
drug-loading efficiency? Chemistry and Physics of Lipids. 2008;155:7-15. 
11. จรรณยาประเสริฐ ว. Nanotechnology in Skin Delivery. 1 ed. กรุงเทพมหานคร: 
บริษัท ประชาชน จ ากัด; 2555. 



62 
 

 
 

12. Sávia Caldeira de Araújo Lopes CdSG. Liposomes as Carriers of Anticancer 
Drugs 2013 [Available from: http://www.intechopen.com/books/cancer-treatment-
conventional-and-innovative-approaches/liposomes-as-carriers-of-anticancer-drugs. 
13. มโนสร้อย อ. Liposome inPharmaceutical and cosmetics. กรุงเทพมหานคร: โอ.
เอส.พริ้รติ้ง เฮ้าส์; 2545. 
14. KULLAK-UBLICK B, AND PAUMGARTNER. Molecular and Functional 
Characterization of Bile Acid 
Transport in Human Hepatoblastoma HepG2 Cells. HEPATOLOGY. 1996;23:1053-60. 
15. JENKINS DSAG. An Overview of Bile-Acid 
Synthesis, Chemistry 
and Function. Royal Society of Chemistry. 2008:1-14. 
16. Ya'nan Tan JQ, Yi Lu ,Tuqiang Hu. Lecithin in mixed micelles attenuate the 
cytotoxicity of bile salts in Caco -2 cells. Toxicology in vitro 2013;27:714-20. 
17. PubChem. Deoxycholic acid  [Available from: 
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/deoxycholic_acid. 
18. Jinlong Yang CG, Shaoyu L¨u, Xinggang Wang, Mingjia Chen, Liu aM. Novel self-
assembled amphiphilic mPEGylated starch-deoxycholic acid polymeric micelles with 
pH-response for anticancer drug delivery. The Royal Society of Chemistry. 
2014;4:55139-49. 
19. Baltazar de Castro PG, Carla Guimarae. Partition coefficient of beta-blockers in 
bile salt/lecithin micelles atool to assess rhe role of mixed micells in gastrointestinal 
absorption. Biophysical Chemistry. 2001;90:31-43. 
20. Baltazar de Castro PG, Carla Guimarae. Study of partition of nitrazepam inbile 
salt micelles and the role of lecithin. Pharmaceotical and Biomedical Analysis. 
2001;24:595-602. 
21. D’elia. phosphatidylcholine 2010 [Available from: 
https://www.studyblue.com/notes/note/n/chapter-6/deck/1208453. 
22. Sulheim E. Mechanisms of Cellular Uptake and 
Intracellular Degradation of Polymeric 
Nanoparticles 
Norwegian University of Science and Technology. 2014:1-130. 
23. วงศ์ค า ขอ. การแพรกระจายของมะเร็งซสาเหตุหลักในการเสียชีวิตของผู้ป่วยมะเร็ง. วารสาร
โรคมะเร็ง. 2552;29(4):185-90. 
24. Biolabs C. MCF-7/GFP Cell Line 2010-1016 [Available from: 
www.cellbiolabs.com. 

http://www.intechopen.com/books/cancer-treatment-conventional-and-innovative-approaches/liposomes-as-carriers-of-anticancer-drugs
http://www.intechopen.com/books/cancer-treatment-conventional-and-innovative-approaches/liposomes-as-carriers-of-anticancer-drugs
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/deoxycholic_acid
https://www.studyblue.com/notes/note/n/chapter-6/deck/1208453
www.cellbiolabs.com


63 
 

 
 

25. Teerasak E-kobon  PT, Sittiruk Roytrakul , Ladda Meesuk , Pramote 
Chumnanpuen Prediction of anticancer peptides against MCF-7 breast cancer cells 
from 
the peptidomes of Achatina fulica mucus fractions. Computational 
and Structural Biotechnology Journal. 2016;14:49-57. 
26. Wei Zhang Ys, Yanzuo Chen,Jiang Ye. maltifunctional Pluronic P123/F127 
mixed polymeric micelles loaded with paclitaxel for tretment of multidtug resistant 
tumors. Biomaterials. 2011;32:2894-906. 
27. THORAT RDJaBN. Reversed-phase High-performance Liquid Chromatography 
Medthod  for Analysis of Curcuminoids and curcuminiod-loaded Liposome 
Formulation. Indian Journal of Pharmaceutical Sciences. 2013;2013:60-6. 
28. Magdalena Boncler MR, Urszula Krajewska. Com-proliferative effects of plant 
extracts on human endothelial cellsparison of PrestoBlue and MTT assays of cellular 
viability in the assessment of ant. Jourrmacological and Toxicological Medthodenal of 
pha. 2014;69:9-16. 
29. Kwok D. Optimization of Sonication Conditions to Formulate Liposomes for 
Drug Delivery Purposes  [20/11/2559]. Available from: 
http://sunzi.lib.hku.hk/ER/detail/hkul/5128604. 
30. Rolf Schubert KB, Hartwig Wolburg and Karl-Heinz Schmidt. Structural Changes 
in Membranes of Large Unilamellar Vesicles after Binding of Sodium Cholate+. 
American Chemical Society 1986;25(18):5263-68. 
31. Murali M Yallapu MJ, and Subhash C Chauhan. Curcumin nanoformulations: a 
future nanomedicine for cancer. Drug Discov Today. 2013;17(2):1-10. 
32. P. Chetanachan PA, D. Worawirunwong, P. Dararutana, A. Bangtrakulnonth, M. 
Bunjop and S. Kongmuang. Ultrastructural Characterization of Liposomes Using 
Transmission Electron Microscope. Advanced Materials Research 2008;55-57:709-11. 
33. Hua-qiang Li L-jJ, Fei-fei Wu, Xiao-yu Li, Jian-song You, Zhen-hui Cao and Dan 
Li. Effect of curcumin on proliferation, cell cycle, and caspases and MCF-7 cells. 
African Journal of Pharmacy and Pharmacology. 2012;6(12):864-70. 
34. KSENIJA N. KUHAJDA SMC, EVGENIJA A. DJURENDIĆ,, al MNSe. SYNTHESIS AND 
CYTOTOXIC ACTIVITY OF A SERIES OF BILE ACID DERIVATIVES. Hem ind. 
2009;64(4):313-8. 
35. Joanna REJMAN VO, Inge S. ZUHORN and Dick HOEKSTRA. Size-dependent 
internalization of particles via the pathways of clathrinand caveolae-mediated 
endocytosis. Biochemical Society. 2004;377:159-69. 

http://sunzi.lib.hku.hk/ER/detail/hkul/5128604


64 
 

 
 

36. สิทธิเวช ช. ราฟต์ คาวีโอเล และการขนส่งคอเลสเตอรอลภายในเซลล์ Rafts, Caveolae 
and Intracellular Cholesterol Trafficking. วารสารวิทยาศาสตร์บูรพา. 2557;19(1):147-59. 
37. Botos ALKaE. Endocytosis via caveolae: alternative pathway with distinct 
cellular compartments to avoid lysosomal degradation? Foundation for Cellular and 
Molecular Medicine/Blackwell Publishing Ltd. 2009;13(7):1228-37. 
38. Helenius LPaA. Endocytosis Via Caveolae. Munksgaard International Publishers. 
2002;3:311-20. 
39. Baker PR WJ, Jones CE, Stenzel DJ, Watson N and Smith GJ. Bile acids 
influence the growth, oestrogen receptor and oestrogen-regulated proteins of MCF-7 
human breast cancer cells. Br J Cancer. 1992;65(4):566-72. 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



65 
 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

ภาคผนวก 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



66 
 

 
 

Abbreviations 

ตารางท่ี 12 แสดง Abbreviations 

ค าย่อ ค าเตม็ 

DCA Deoxycholic acid 
PC Phosphatidylcholine 
Fu Furazolidone 
สตูร PC : DCA : Fu(1:0:5) 
 
สตูร PC : DCA : Fu(4:1:5) 
 
สตูร PC : DCA : Fu(4:1:0) 
 
 
สตูร PC : DCA : 
Fu(4:1:0)+Furazolidone(5) 
 
 
%EE 
PBS 
DMEM 
 
FBS 
TEM 

สตูร phosphatidylcholine ตอ่ deoxycholic 
acid อตัราสว่น 1:0 ท่ีมียา furazolidone 5 mg 
สตูร phosphatidylcholine ตอ่ deoxycholic 
acid อตัราสว่น 4:1 ท่ีมียา furazolidone 5 mg 
สตูร phosphatidylcholine ตอ่ deoxycholic 
acid อตัราสว่น 4:1 ท่ีไมมี่ยา furazolidone กกั
เก็บภายใน liposome 
สตูร phosphatidylcholine ตอ่ deoxycholic 
acid อตัราสว่น 4:1 ท่ีมียา Furazolidone 5 mg 
อยูน่อกระบบ liposome  
% Entrapment efficiency 
Phosphate buffer saline 
Dulbecco’s modified minimum essential 
medium 
Fetal bovine serum 
Transmission electron microscopy 

MLV Multilamellar vesicle 
RPMI  Roswell Park Memorial Institute medium 
DMEM Dulbecco’s modified eagle’s medium  
rpm Revolution per minute 
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