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บทคดัย่อ 

มะเรง็ปอดชนิดไม่ใช่เซลล์ขนาดเล็กเป็นสาเหตุหลกัที8ทําให้เกดิการตายจาก
โรคมะเรง็ทั Tงหมด การรกัษาดว้ยเคมบีําบดัเป็นวธิทีี8นิยมใชใ้นการรกัษาแต่ยงัประสบปัญหาการ
กลับเป็นซํTาและอัตราการตายที8สูงในผู้ป่วย ลูทีโอลินเป็นสารประกอบฟลาโวนอยด์ ที8มี
การศกึษาพบว่ามฤีทธิ \ต้านมะเรง็ แต่อย่างไรก็ตามยงัไม่มกีารตรวจสอบกลไกการต้านมะเรง็
ปอดที8แน่ชดั การศกึษาในครั TงนีTจงึมวีตัถุประสงค์เพื8อศกึษาฤทธิ \และกลไกการออกฤทธิ \ระดบั
โมเลกุลของลทูโีอลนิในการยบัยั Tงการเคลื8อนที8และแพรก่ระจายของเซลลม์ะเรง็ปอดที8ไมใ่ชเ่ซลล์
ขนาดเล็ก โดยทดสอบความเป็นพิษของลูทีโอลนิที8ความเขม้ขน้ 5, 10, 20, 40, 50 และ 50  
ไมโครโมลาร ์ต่อเซลลเ์พาะเลีTยงมะเรง็ปอด เอ 549 และเซลลเ์พาะเลีTยงปกต ิเอม็ อาร ์ซ ี5 ดว้ย
วธิ ีเอ็ม ที ที ดูการตายของเซลล์แบบอะพอพโตซีส ทดสอบการยบัยั Tงการเคลื8อนที8และการ
แพ ร่ก ระจายข อง เซ ลล์  โด ย วิธี  scratch wound healing, transwell invasion แล ะก าร
เปลี8ยนแปลงการแสดงออกของโปรตนีดว้ยวธิเีวสเทริน์ บลอ็ททงิ ผลการทดลองในครั TงนีTพบว่า 
ลูทโีอลนิที8ความเขม้ขน้ 5-20 ไมโครโมลาร ์ไม่มคีวามเป็นพษิต่อเซลลเ์พาะเลีTยงมะเรง็ปอด เอ 
549 โดยมีค่าการยับยั Tงการเจริญเติบโตที8ร้อยละ 50 คือ 78.86 ไมโครโมลาร์ นอกจากนีT 
ลูทโีอลนิที8ความเขม้ขน้ 40-80 ไมโครโมลาร ์มผีลทําใหเ้ซลลเ์พาะเลีTยงมะเรง็ปอด เอ 549 ตาย
แบบอะพอพโตซสีไดอ้ยา่งมนียัสาํคญัทางสถติเิมื8อเทยีบกบักลุ่มควบคุม ในขณะที8ลทูโีอลนิที8ทุก
ความเข้มข้นไม่มีความเป็นพิษต่อเซลล์ปกติเอ็ม อาร์ ซี 5 ลูทีโอลินที8ความเข้มข้น 20-40  
ไมโครโมลาร์ มผีลยบัยั Tงการเคลื8อนที8และการแพร่กระจายของเซลล์มะเรง็ รวมทั Tงยบัยั Tงการ
สรา้ง filopodia และ lamellipodia ของเซลล์เพาะเลีTยงมะเรง็ปอด เอ 549 การศกึษาระดบัการ
แสดงออกของโปรตีน Rac1, Cdc42, RhoA, FAK และ Src ซึ8งเป็นตัวส่งสัญญาณให้เกิด
กระบวนการต่าง ๆ ภายในเซลลด์ว้ยวธิเีวสเทริน์ บลอ็ททงิ ผลการศกึษาพบวา่ลทูโีอลนิที8ความ
เขม้ขน้ 20-40 ไมโครโมลาร ์สามารถยบัยั Tงการแสดงออกของโปรตนี Rac1, Cdc42 และ RhoA 
นอกจากนีTสามารถยบัยั Tงการเตมิหมูฟ่อสเฟตของโปรตนี FAK และ Src ไดอ้ยา่งมนียัสาํคญัทาง
สถติเิมื8อเทยีบกบักลุ่มควบคุม ขอ้มูลของการศกึษาครั TงนีTบ่งชีTใหเ้หน็ว่าลูทโีอลนิสามารถยบัยั Tง
การเคลื8อนและการแพรก่ระจายของเซลลม์ะเรง็ปอดโดยลดการแสดงออกของโปรตนีที8เกี8ยวขอ้ง
กบัการเคลื8อนที8ของเซลล ์ซึ8งชีTใหเ้หน็วา่ลทูโีอลนิมปีระสทิธภิาพที8อาจพฒันาเพื8อใชใ้นการรกัษา
มะเรง็ต่อไปได ้
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ABSTRACT 

Non-small cell lung cancer is the leading cause of cancer death. Chemotherapy 

is often considered to target cancer, but still experiencing recurrence and high mortality 

rate in the patients. Luteolin is a flavonoid which has been investigated for the anti-

cancer properties; however, its anticancer mechanisms remain unclear. The objective of 

this study is to examine the effect and the molecular mechanism of luteolin on the 

inhibition of cell migration progression in non-small cell lung cancer. Cytotoxicity of 

luteolin (5 , 10, 20, 40, 50 and 80 µM) on lung cancer A549 cells and normal lung 

fibroblast MRC-5 cells was assessed by MTT assay. The apoptosis cell death was also 

observed. In addition, the anti-migratory and anti-invasive potential of luteolin on lung 

cancer cell lines was determined by scratch wound healing and invasion assays. The 

protein expression was also examined by western blotting. The result showed that 

luteolin at the concentration of 5-20 µM was not toxic to the lung cancer cells A549 and 

its IC50 at 24 h was 78.86 µM. Exposure of A549 cells to luteolin at the concentration of 

40-80 µM resulted in apoptotic cell death. Besides, the treatment of MRC-5 cells with 

luteolin at all concentrations showed no toxicity. Luteolin 20-40 µM was found to inhibit 

migration and invasion as well as the formation of filopodia and lamellipodia in A549 

cells. The protein expression of the signaling molecules including Rac1, Cdc42, RhoA, 

FAK and Src was determined by using western blotting and found that luteolin (20-40 

µM) significantly decreased the phosphorylation of FAK and its downstream targets, Src 

and decreased protein expression of cell motility-related Rac1, Cdc42 and RhoA when 

compared to the control. The findings from this study indicate that luteolin suppresses 

migration and invasion of lung cancer cells by altered cell motility-related protein 

expression, suggesting the potential role of luteolin for the development of cancer 

therapy.  
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ICAM-1    = intercellular adhesion molecule 1 

IGF-1    = Insulin-like growth factor 1 

IL-6    = Interleukin 6 

IRF    = interferon regulatory factor 

IkBa    = nuclear factor of kappa in B-cells inhibitor alpha 

JNK    = c-Jun N-terminal kinase 

KRAS    = kirsten rat sarcoma 

LPS    = lipopolysaccharide 

MMP    = matrix metalloproteinase 

MPP+    = 1-methyl-4-phenylpyridinium 

mTOR    = mammalian target of rapamycin 

NAD+    = nicotinamide adenine dinucleotide 

NADH    = nicotinamide adenine dinucleotide hydrogen 

NEDD9    = neural precursor cell expressed developmentally-9 

NF-κB    = nuclear factor κB 

NOS-2    = nitric oxide synthase-2 

Nrf2    = nuclear factor erythroid 2-related factor 2 

NSCLC    = non-small cell lung cancer 

p130Cas   = crk-associated substrate 

p53    = tumor protein 53 

PAKS    = p21-activated protein kinases pathway 



 (13) 

PBS    = phosphate buffer saline 

PDGFR   = platelet-derived growth factor receptor 

PET-CT Scan   = positron emission tomography-computed  

pFAK    = phosphorylate focal adhesion kinase 

PI3K    = phosphoinositide 3-kinase 

pSrc    = phosphorylate steroid receptor coactivator 

Rac1    = ras-related C3 botulinum toxin substrate 1 

Rb protein   = retinoblastoma protein 

RET    = proto-oncogene encodes a receptor tyrosine 

RhoA    = ras homolog gene family member A 

S.E.M    = standard error of the mean 

SCLC    = small cell lung cancer 

Shc    = src homology 2 domain-containing 

SIADH    = syndrome of inappropriate secretion  

Src    = steroid receptor coactivator 

STAT3    = signal transducer and activator of transcription 3 

TGF-β    = tumor necrosis factor-beta 

TKIs    = tyrosine kinase inhibitors 

TNF-α    = tumor necrosis factor-alpha 

VEGF    = vascular endothelial growth factor 
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บทที$ 1 

บทนํา 

*. บทนําต้นเรื$อง 

จากขอ้มลูของประเทศสหรฐัอเมรกิาระหวา่งปี ค.ศ. 2008-2012 พบรายงานอุบตักิารณ์

การเกดิมะเรง็ปอดในเพศชายเท่ากบั 330 คนต่อประชากร 100,000 คน หรอืคดิเป็นรอ้ยละ 14 

ของการเกดิมะเรง็ทั Qงหมด ซึTงสงูเป็นอนัดบัสองรองจากมะเรง็ต่อมลกูหมาก การเกดิมะเรง็ปอด

ในเพศหญิงอุบตักิารณ์การเกดิมะเรง็ปอดเท่ากบั 217 คนต่อประชากร 100,000 คน หรอืคดิ

เป็นร้อยละ 14 สูงเป็นอนัดบัสองรองจากมะเร็งเต้านม สําหรบัอุบตัิการณ์การเสยีชีวติจาก

โรคมะเรง็ปอดในเพศชายเท่ากบั 250 คน และเพศหญงิเท่ากบั 142 คนต่อประชากร 100,000 

คน คดิเป็นรอ้ยละ 27 และ 26 ตามลําดบั ซึTงเป็นอตัราการเสยีชวีติอนัดบัหนึTงของการเสยีชวีติ

จากโรคมะเรง็ทั Qงหมด (Siegel R.L. et al., 2016) ในประเทศไทย ขอ้มูลจากทะเบยีนมะเรง็

ระดบัโรงพยาบาลทั Tวประเทศปี 2014 พบผูป่้วยมะเรง็ปอดเป็นอนัดบัสองรองจากมะเรง็ลําไส้

ใหญ่ คดิเป็นรอ้ยละ 17 ของมะเรง็ทีTพบในเพศชาย และเป็นอนัดบัสีTรองจากมะเรง็เตา้นม มะเรง็

ปากมดลูก และมะเรง็ลําไสใ้หญ่ คดิเป็นรอ้ยละ 6.5 ในเพศหญงิ (Jiemin M. et al., 2014) ยา

เคมบีําบดัมบีทบาทสําคญัในการรกัษาโรคมะเรง็ปอดทั QงการรกัษาเพืTอหายขาดและการรกัษา

เพืTอบรรเทาอาการ (palliative care) โดยขึQนอยู่กบัระยะของมะเรง็แต่ละชนิด ยาเคมบีําบดัเมืTอ

เข้าสู่ร่างกายจะไปทําลายเซลล์มะเร็ง และยงัมีผลทําลายเซลล์ปกติด้วย ซึTงทําให้เกิดผล

ขา้งเคยีงจากการใชย้าเคมบีาํบดั เชน่ คลืTนไสอ้าเจยีน พษิต่อไต พษิต่อห ูระบบประสาทและกด

ไขกระดูก เป็นตน้ ดงันั Qนในปัจจุบนัการพฒันายาชนิดใหม่จงึตอ้งสมัพนัธก์บัโมเลกุลเป้าหมาย

และมคีวามจาํเพาะต่อเซลลม์ะเรง็ โดยใหม้คีวามเป็นพษิต่อเซลลป์กตน้ิอยทีTสุด ดงันั Qนการวจิยั

และการพฒันายาต้านมะเรง็ทีTได้จากผลติภณัฑ์ธรรมชาตจิงึกลายเป็นเป้าหมายทีTสําคญัของ

นักวทิยาศาสตร์ทั Tวโลก ด้วยความคาดหวงัว่าจะสามารถลดผลทีTเกดิขึQนต่อเซลล์ปกต ิและมี

ความจาํเพาะต่อเซลลม์ะเรง็ รวมทั Qงมอีาการขา้งเคยีงตํTา 

ลทูโีอลนิ (luteolin; 3’,4',5,7-tetrahydroxyflavone) พบไดใ้นพชืหลายชนิด เชน่ แครอท 

พรกิหวาน ขึQนฉ่าย นํQามนัมะกอก ใบสะระแหน่ โรสแมร ีและคารโ์มไมล์ จดัอยู่ในกลุ่มฟลาโว-

นอยดซ์ึTงมสีรรพคุณตา้นมะเรง็ ตา้นอนุมลูอสิระ ตา้นแบคทเีรยี และตา้นการอกัเสบ (Chian S. 

et al., 2014) การศกึษาก่อนหน้านีQพบวา่ ลทูโีอลนิมปีระสทิธภิาพในการยบัยั Qงเซลลม์ะเรง็หลาย

ชนิด เช่น มะเร็งลําไส้ใหญ่ HT29, มะเร็งลําไส้ใหญ่ HCT116 มะเร็งตบั HepG2 มะเร็งปอด 

A549 เป็นตน้ (Chang J. et al., 2005; Lee H.J. et al., 2005; Lim D.Y. et al., 2007 and Tang 

X. et al., 2011) ในการศกึษาครั QงนีQมุง่เน้นไปทีTมะเรง็ปอด โดยการศกึษาฤทธิ �และกลไกการออก

ฤทธิ �ของลทูโีอลนิต่อเซลลม์ะเรง็ปอด ในปัจจุบนัมกีารศกึษาทั Qงในแงท่ีTลทูโีอลนิเพิTมการตายของ
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เซลล์มะเร็งแบบ apoptosis และยบัยั Qงการแพร่กระจายของเซลล์มะเร็งปอด การศึกษาของ 

Leung H.W. และคณะ ได้ทําการศกึษาในเซลล์มะเรง็ปอด CH27 โดยเซลล์ได้รบัลูทโีอลนิทีT 

ความเขม้ขน้ 30, 50 และ 80 ไมโครโมลาร ์พบว่าลูทโีอลนิทีTความเขม้ขน้ดงักล่าวขา้งตน้ทาํให้

เซลลม์ะเรง็ปอดตายแบบ apoptosis โดยทาํใหเ้ซลลเ์กดิ DNA damage เพิTมการแสดงออกของ 

caspase-3 และหยุดวฏัจกัรเซลล์ใหอ้ยู่ในระยะ S (Leung H.W. et al., 2005; Leung H.W. et 

al., 2006) การศึกษาของ Ju W. และคณะ (2007) ทําการศึกษาในเซลล์มะเร็งปอด H23, 

H2009, H460 และ A549 พบวา่ลทูโีอลนิทีTความเขม้ขน้ 40 ไมโครโมลาร ์มผีลยบัยั Qงการกระตุน้

จาก tumor necrosis factor-alpha (TNF-α) โดยยบัยั Qง nuclear factor κB (NF-κB) และกระตุน้ 

c-Jun N-terminal kinase (JNK) ทาํใหเ้ซลลม์ะเรง็ปอดตายแบบ apoptosis (Ju W. et al., 2007 

and Bai L. et al., 2009) การศกึษาของ Tang X. และคณะ (2011) ทําการศกึษาฤทธิ �ในการ

ยบัยั QงการเจรญิเตบิโตและการเพิTมความไวของยาเคมบีาํบดัในเซลลม์ะเรง็ปอดทีTไดร้บัลทูโีอลนิ 

พบวา่ลทูโีอลนิทีTความเขม้ขน้ 10 ไมโครโมลาร ์มผีลยบัยั Qงการแสดงออกของยนี nuclear factor 

erythroid 2-related factor 2 (Nrf2) ร้อยละ 34 เมืTอได้ร ับเป็นเวลา 30 นาทีและยับยั Qงการ

แสดงออกของโปรตีน Nrf� ลดการจบัของ Nrf� กบั antioxidant response element (ARE) 

และลดระดบั glutathione นอกจากนีQลทูโีอลนิยงัมผีลเพิTมความไวของยาเคมบีาํบดั oxaliplatin, 

bleomycin และ doxorubicin ต่อเซลล์มะเรง็ปอด (Tang X. et al., 2011 and Chian S. et al., 

2014) นอกจากลทูโีอลนิทาํใหเ้ซลลม์ะเรง็ปอดเกดิการตายแบบ apoptosis แลว้ ยงัมกีารศกึษา

พบว่าลทูโีอลนิมผีลยบัยั Qงการแพร่กระจายและการเคลืTอนทีTของเซลลม์ะเรง็ปอดดว้ย การศกึษา

ของ Anso’ E. และคณะ (2010) ทําการศกึษาผลของลูทโีอลนิในเซลล์มะเรง็ปอด NCI-H157 

พบว่าลูทโีอลนิยบัยั Qงการแสดงออกของ vascular endothelial growth factor (VEGF) โดยผ่าน

ก า รยับยั Qง ก า ร  phosphorylation ขอ ง  signal transducer and activator of transcription 3 

(STAT3) และเพิTมการแสดงออกของ hypoxia inducible factor-1 (HIF-1) สง่ผลยบัยั Qงการสรา้ง

หลอดเลอืดใหม่ไปยงัเซลล์ทีTเกดิภาวะ hypoxia (Anso’ E. et al., 2010) การศกึษาของ Zhao 

Y.X. และคณะไดท้ําการศกึษาผลของลูทโีอลนิต่อการยบัยั QงการเจรญิเตบิโตและการเคลืTอนทีT

ของเซลล์มะเร็งปอดชนิด A549 พบว่าลูทโีอลนิทีTความเขม้ขน้ 50 ไมโครโมลาร์ มผีลทําให้

เซลล์มะเรง็ปอดตายแบบ apoptosis และหยุดวฏัจกัรเซลล์ใหอ้ยู่ในระยะ G1 อกีทั Qงมผีลยบัยั Qง

การเคลืTอนทีTของเซลล์มะเร็งปอดโดยมีผลลด actin assembly และ stress fiber formation 

(Zhao Y.X. et al., 2011) การศกึษาของ Chen K.C. และคณะ (2013) ทาํการศกึษาผลของลูที

โอลนิในการตา้นฤทธิ �ของ tumor growth factor beta (TGF-β) ทีTทาํใหเ้กดิการแพรก่ระจายของ

เ ซ ล ล์ ม ะ เ ร็ ง  โ ด ย พ บ ว่ า ลู ที โ อ ลิ น ยับ ยั Qง ก า ร ก ร ะ ตุ้ น  phosphoinositide 3-kinase 

(PI3K)/Akt/IκBa/NF-κB/Snail pathway สง่ผลยบัยั Qงการแสดงออกของ E-cadherin ทาํใหย้บัยั Qง
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การเกดิ epithelial mesenchymal transition (EMT) ส่งผลลดการแพร่กระจายของเซลล์มะเรง็

ปอดชนิด  A549 (Chen K.C. et al., 2013)  การศึกษาของ  Meng G. และคณะ (2016) 

ทาํการศกึษาผลของลทูโีอลนิต่อการเพิTมการตายของเซลลม์ะเรง็และการยบัยั QงการเคลืTอนทีTของ

เซลล์มะเรง็ปอด A549 โดยพบว่าเมืTอเซลล์ไดร้บัลูทโีอลนิทีTความเขม้ขน้ 25, 50 และ 100 ไม

โครโมลาร ์มผีลยบัยั Qงการแบ่งตวัของเซลล ์ทาํใหเ้ซลลต์ายแบบ apoptosis โดยเพิTม caspases-

3 และ 9 ลดการแสดงออกของ B-cell lymphoma 2 (Bcl-2) และเพิTมการแสดงออกของ Bcl2 

associated x (Bax) โ ด ย ไ ป ก ร ะ ตุ้ น  mitogen-activated protein kinase kinase (MEK), 

extracellular signal-regulated kinase (ERK) และ Akt นอกจากนีQ ในการศึกษาดังกล่าวยัง

พบวา่ลทูโีอลนิมผีลยบัยั QงการเคลืTอนทีTของเซลลม์ะเรง็ปอดดว้ย โดยผา่นการกระตุน้ MEK/ERK 

pathway (Meng G. et al., 2016)  

ปัจจุบนัไดม้กีารศกึษาแนวทางการรกัษาโรคมะเรง็เป็นจาํนวนมากโดยมุง่เน้นไปทีTการ

ยบัยั Qงการแพร่กระจายและลุกลามของเซลลม์ะเรง็ซึTงเป็นสาเหตุหลกัในการเสยีชวีติของผูป่้วย

มะเร็ง การแพร่กระจายของเซลล์มะเร็งเกีTยวข้องกับการเคลืTอนทีTของเซลล์ เกิดจากการ

เปลีTยนแปลงโปรตนีโครงรา่งของเซลล ์(cytoskeleton) สญูเสยีสภาพยดึเกาะระหว่างเซลล ์และ

การยึดเกาะของเซลล์ต่อ extracellular matrix (ECM) ซึTงกลไกเหล่านีQ เกิดจากการนําส่ง

สญัญาณของโปรตนีต่าง ๆ ภายในเซลล์ ไดแ้ก่ focal adhesion kinase (FAK) เป็นโปรตนีทีTมี

ความสําคญัต่อการเคลืTอนทีTของเซลล์ และการเกาะพืQนผวิของเซลล์กบั ECM โดย FAK เป็น

โปรตนี ทีTมผีลกระตุ้นโปรตนีต่าง ๆ ในเซลล์ เช่น Src family kinases, actin-related proteins 

ARP2 and ARP3 (Arp2 / 3 ), talin, paxillin, Ras homolog gene family member A (RhoA), 

Ras-related C3 botulinum toxin substrate 1 (Rac1 ) แ ล ะ  cell division control protein 42 

(Cdc42) เป็นตน้ ซึTงการกระตุน้โปรตนีเหลา่นีQมผีลต่อการเปลีTยนแปลงโปรตนีโครงรา่งของเซลล ์

สรา้งโปรตนียดึเกาะของเซลล ์และกระตุน้การสรา้งเอนไซม ์matrix metalloproteinase (MMP) 

ส่งผลให้เซลล์มะเร็งสามารถลุกลามและแพร่กระจายไปยงัเซลล์อืTน ๆ ได้ ปัจจุบนัพบว่าใน

โรคมะเร็งหลายชนิดมกีารแสดงออกหรอืมกีารทํางานของโปรตีน FAK ทีTมากผดิปกติ จาก

ผลการวจิยัสนบัสนุนวา่โปรตนี FAK เป็นโปรตนีสาํคญัทีTเกีTยวกบัมะเรง็และการแพรก่ระจายของ

มะเรง็ ซึTงแนวทางปัจจุบนัในการพฒันายารกัษามะเรง็จะมุง่เน้นทีTเป้าหมายใหมข่องเซลลม์ะเรง็ 

การศึกษาโมเลกุลทีTสามารถยบัยั Qงการทํางานของโปรตีน FAK ทั Qงในระดบั upstream และ 

downstream จะสง่ผลยบัยั QงการเคลืTอนทีTและการแพรก่ระจายของเซลลม์ะเรง็ปอดได ้ทาํใหก้าร

วจิยัในครั QงนีQมุง่เน้นไปทีTการศกึษากลไกการออกฤทธิ �ของลทูโีอลนิต่อการยบัยั QงการเคลืTอนทีTและ

การแพรก่ระจายของเซลลม์ะเรง็โดยผา่น FAK/Src/RhoA/Rac1/Cdc42 
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2. วตัถปุระสงค ์

เพืTอศึกษาฤทธิ �และกลไกการออกฤทธิ �ระดบัโมเลกุลของลูทีโอลินต่อการยบัยั Qงการ

เคลืTอนทีTและการแพร่กระจายของเซลล์มะเรง็ปอดชนิดไม่ใช่เซลล์ขนาดเลก็ (non-small cell 

lung cancer; NSCLC)  

 
3. กรอบแนวคิดการวิจยั (conceptual framework) 

การศกึษาในครั QงนีQเพืTอทดสอบฤทธิ �และกลไกการออกฤทธิ �ระดบัโมเลกุลของลทูโีอลนิต่อ

การยบัยั QงการเคลืTอนทีTและการแพรก่ระจายของเซลลม์ะเรง็ปอดชนิดไมใ่ชเ่ซลลข์นาดเลก็ (non-

small cell lung cancer; NSCLC) ผ่านการยบัยั QงการแสดงออกของโปรตนีทีTมคีวามสําคญัต่อ

การเคลืTอนทีTและการแพรก่ระจายของเซลลม์ะเรง็ ไดแ้ก่ focal adhesion kinase (FAK), steroid 

receptor coactivator (Src), ras-related C3 botulinum toxin substrate 1 (RAC1), cell division 

control protein 42 homolog (Cdc42) และ ras homolog gene family, member A (Rho A) ซึTง

มผีลใหก้ารแพรก่ระจาย การเจรญิเตบิโต และการเคลืTอนทีTของเซลลม์ะเรง็ลดลง (รปูทีT 1) 

 

 
 

รปูที$ 1 กลไกทีTคาดวา่ลทูโีอลนิจะยบัยั QงการเคลืTอนทีTและการแพรก่ระจายของเซลลม์ะเรง็ปอด 
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บทที$ 2 

ทบทวนวรรณกรรม 

 

1. มะเรง็ปอด (lung cancer) 

1.1 สาเหตขุองมะเรง็ปอด (causes of lung cancer) 

สาเหตุหลกัของการเกดิมะเรง็ปอด คอื การสบูบุหรีT ซึTงพบมากกว่ารอ้ยละ 80-90 ของ

สาเหตุการเกิดมะเร็งปอดทั Qงหมด และการได้รบัควนับุหรีTมอืสอง (passive smoker) ยงัเป็น

ความเสีTยงใหเ้กดิมะเรง็ปอดดว้ย (Alberg A.J. and Samet J.M., 2003) เนืTองจากภายในบุหรีT

ประกอบไปดว้ยสารเคมปีระมาณ 7,000 ชนิด มสีารก่อมะเรง็มากกว่า 60 ชนิด เช่น นิโคตนิ, 

ทาร์, คาร์บอนมอนอกไซด์, โทลูอนี, เมททลิามนี, เมทานอล, ยาฆ่าแมลง, สารหนู, อะซโิตน 

และโพโลเนียม-210 เป็นตน้ ซึTงสามารถชกันําใหเ้กดิมะเรง็ปอด รวมไปถงึมะเรง็ชนิดอืTน ๆ เชน่ 

มะเรง็ในชอ่งปากและมะเรง็หลอดอาหารไดใ้นภายหลงั นอกจากนีQยาสบูประเภทอืTน เชน่ ยานดั 

ซกิาร ์ยาเสน้ กญัชาผสมบุหรีT กย็งัสามารถเพิTมความเสีTยงของการเป็นมะเรง็ปอดไดม้ากขึQนดว้ย

เช่นกนั สารก่อมะเรง็เหล่านีQเมืTอเขา้สู่ร่างกายจะไปทําลายเนืQอเยืTอภายในปอดไดท้นัท ีซึTงปกติ

ร่างกายจะพยายามซ่อมแซมความเสยีหายทีTเกิดขึQน แต่หากมกีารสูดดมเขา้ไปมากขึQนและ

ต่อเนืTองเป็นเวลานาน จะสง่ผลใหเ้กดิความเสยีหายกบัเซลลม์ากขึQนจนร่างกายซ่อมแซมไม่ทนั 

กระทั TงเกดิความเปลีTยนแปลงไปเป็นเซลลท์ีTผดิปกตทิีTสามารถกลายเป็นเซลลม์ะเรง็บรเิวณปอด 

รวมไปถงึสาเหตุต่าง ๆ ทีTเป็นปัจจยัสําคญัดงันีQ แร่ใยหนิ (asbestos), เรดอน (radon), มลพษิ

ทางอากาศ (air pollution), การได้ร ับรังสี (radiation exposure), สารเคมีในอุตสาหกรรม 

(industrial substances) และการตดิเชืQอวณัโรค (tuberculosis) เป็นตน้ (Doll R. and Peto R., 

1981) 

 

1.2 พยาธิสภาพของมะเรง็ปอด (pathogenesis of lung cancer) 

พยาธสิภาพการเกดิมะเรง็ปอดมลีกัษณะคลา้ยกบัโรคมะเรง็ชนิดอืTน ๆ โดยเมืTอไดร้บั

สารก่อมะเรง็เป็นเวลานาน ๆ สง่ผลกระตุน้ใหเ้ซลลป์กตพิฒันาไปเป็นเซลลม์ะเรง็ ซึTงแบ่งเป็น 3 

ระยะ คอื 1) initiation แลว้จะเขา้สูร่ะยะ 2) promotion ตามดว้ยระยะ 3) progression ทาํใหเ้กดิ

เป็น neoplastic cells ซึTงสาเหตุส่วนใหญ่ในระยะทีT 1 เกิดจากการได้รับพวก genotoxic 

carcinogens ระยะทีT 2 และ 3 เกดิจากได้รบัสารพษิพวก epigenetic carcinogens ทําให้เกดิ

การเปลีTยนแปลงของสารพนัธุกรรม เช่น DNA methylation, histone tail modification หรือ

เกดิผลโดยตรงต่อการควบคุมการแสดงออกของ microRNA มผีลให ้tumor suppressor genes 

หยุดทาํงาน (Jakopovic M. et al., 2013) สง่ผลใหเ้กดิการแบ่งตวัเพิTมจาํนวนเป็นเซลลเ์นืQอรา้ย 
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(malignant cells) แล้วมีการแบ่งตัวซํQา ๆ เรืTอย ๆ จนพฒันาไปเป็นมะเร็ง (Tobias J. and 

Hochhauser D., 2014) มขีอ้มูลทางวทิยาศาสตร์ยนืยนัว่าในคนทีTสูบบุหรีTหรอืได้รบัควนับุหรีT

รอบข้างพบการกลายพนัธุ์ของยีนทีTเกีTยวข้องกับมะเร็งปอด เช่น tumor protein 53 (p53) 

นอกจากนีQยงัพบ chromothripsis ของโครโมโซม 3p โดยพบว่าในผูป่้วยทีTสูบบุหรีTม ีcommon 

chromothripsis region อยู่ ในส่วนทีTมีผลให้ tumor suppressor genes บน 3p ขาดหายไป 

ส่งผลทําใหเ้ซลลเ์ยืTอบุผวิของเยืTอหุม้ปอดมกีารเพิTมจํานวนและเกดิการเปลีTยนแปลงโครงสรา้ง

ของเซลล์มากขึQน ทําให้เซลล์เขา้สู่ระยะ progression ผ่านการกระตุ้น ๆ แบบซํQา ๆ ซึTงจะใช้

เวลาประมาณ 20-25 ปีในการเกดิมะเรง็ อย่างไรก็ตามความเสีTยงต่อการเกดิมะเรง็ลดลงได้

หลงัจากเลกิสบูบุหรีT แต่เซลลท์ีTไดร้บัความเสยีหายในระยะนีQอาจไดร้บั carcinogen carries มา

กระตุน้ใหเ้กดิมะเรง็ไดอ้กี  

Small cell lung cancer (SCLC) และ non-small cell lung cancer (NSCLC) มลีกัษณะ

ในการเกดิมะเรง็ทีTแตกต่างกนั นอกจากนีQยงัพบการกลายพนัธุข์องยนีทีTต่างกนั SCLC มกัมกีาร

กลายพนัธุใ์น Myc protein family, Bcl-2, tyrosine-protein kinase Kit, p53 และ retinoblastoma 

protein (Rb protein) ในขณะทีT  NSCLC มักมีการกลายพันธุ์ ใน epidermal growth factor 

receptor (EGFR), kirsten rat sarcoma (KRAS), CD44 แ ล ะ  cyclin-dependent kinase 

inhibitor 2A (CDKN2A) จงึทําใหม้กีารดแูลรกัษาทีTแตกต่างกนัออกไปตามชนิดของมะเรง็ปอด 

(York E.M., 2005) นอกจากนีQพบว่าร้อยละ 10-30 เกดิจากการกลายพนัธุ์ของ KRAS proto-

oncogene ทาํใหเ้กดิ adenocarcinomas (Aviel-Ronen S. et al., 2006 and Herbst R.S. et al., 

2008) และยงัมรีายงานว่าเกีTยวขอ้งกบัการเกดิการกลายพนัธุ์ของ echinoderm microtubule-

associated protein-like 4 (EML4) แ ล ะ  anaplastic lymphoma kinase (ALK) ซึT ง  EML4-

ALK tyrosine kinase fusion gene ใน NSCLC พบประมาณรอ้ยละ 4 (Martelli M. et al., 2009) 

การกลายพนัธุแ์ละการเพิTมจาํนวนของ EGFR พบไดท้ั Tวไปในมะเรง็ปอดชนิด NSCLC ปัจจุบนั

ไดม้กีารพฒันายาทีTไปยบัยั Qงการทาํงานของตวัรบั (receptor) หลายตวั 

จากการศกึษาโดยใชเ้ซลลเ์พาะเลีQยง (cell lines) และกลไกการเกดิมะเรง็ในชอ่งอกโดย

ศกึษาในเซลล์ต้นกําเนิดมะเรง็ ยงัไม่ทราบกลไกทีTทราบแน่ชดั แต่พบว่ามกีารแสดงออกของ 

keratin 5 มากขึQน มีแนวโน้มทีTจะนําไปสู่การเป็นมะเร็งปอดแบบ NSCLC มากขึQน ส่วน 

squamous-cell lung carcinoma จะพบได้บริเวณส่วนกลางของทางเดินหายใจ มีความ

เกีTยวขอ้งกบัการรวมตวักนัของ neuroepithelial cells มจีํานวนมากขึQน เกดิการเกาะกลุ่มมาก

ขึQน 

มะเรง็ปอดสามารถแพรก่ระจายไดโ้ดยตรงจากตาํแหน่งทีTเกดิในหลอดลม ผนงัทรวงอก 

หลอดเลอืดใหญ่ เยืTอหุม้หวัใจ กะบงัลม และทีTอืTน ๆ เชน่ superior vena cava, phrenic nerves, 
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หลอดอาหาร เป็นต้น เนืQองอกในปอดมกัแพร่กระจายไปทั Tวทั Qงปอด (intraparenchymal) และ

ต่อมนํQาเหลอืง มะเรง็ปอดชนิดเซลลเ์ลก็มแีนวโน้มทีTจะเกดิมากกวา่มะเรง็ปอดทีTไมใ่ชเ่ซลลข์นาด

เลก็ โดยปกตจิะพบทีT hilar lymph nodes ก่อน และจากนั Qนเขา้ไปใน mediastinal lymph nodes 

โดยพบรอ้ยละ 25 ของผูป่้วยจะเริTมจากมะเรง็ทางกลบีปอดซา้ยล่างแลว้แพร่กระจายไปยงัสว่น

อืTน ๆ ต่อไป นอกจากนีQมะเรง็ปอดสามารถแพรก่ระจายไปยงัตบั ต่อมหมวกไต กระดกู ทางเดนิ

หายใจและสมองได้ การแพร่กระจายไปทีTกระดูกมกัจะพบแบบ osteolytic (Frank V. et al., 

2003) 

 

1.2.1 Focal adhesion kinase (FAK) 

เป็นโปรตนีขนาด 125 กโิลดลัตนัทีTมคีวามเกีTยวขอ้งกบัการควบคุมการทาํงานของ

เซลลช์นิดต่าง ๆ  เชน่ endothelial, neutrophil, platelet, macrophage และ fibroblast นอกจากนีQ

ยงัเกีTยวขอ้งกบักระบวนการเคลืTอนทีTของเซลล ์การแบ่งตวัเพิTมจาํนวน การเกาะตดิเซลล ์การอยู่

รอดของเซลล์ และการสรา้งหลอดเลอืดใหม่ ในทางตรงกนัขา้มหากเพิTมการทํางานของ FAK 

นําไปสู่การเพิTมขึQนของเซลลม์ะเรง็จากการเพิTมกระบวนการเคลืTอนทีTของเซลล ์การแบ่งตวัเพิTม

จํานวนเซลล์ นอกจากนีQยงัยบัยั Qงการตายของเซลล์แบบ apoptosis เพิTมอตัราการอยู่รอดของ

เซลล์ ซึTง เ ป็นลักษณะทีTพบได้ในเซลล์มะเร็งและมะเร็งทีTมีการแพร่กระจาย (cancer 

progression) เนืTองจาก FAK สามารถกระตุ้นใหเ้กดิการส่งผ่านสญัญาณภายในเซลล์จากการ

เติมหมู่ฟอสเฟตให้กบัโปรตีนหลาย pathway (Sulzmaier F.J. et al., 2014) การกระตุ้นการ

ทาํงานของโปรตนี FAK ซึTงทาํงานรว่มกบัโปรตนีกลุ่ม Src-family protein tyrosine kinase เมืTอ

มกีารจบักบัโปรตีนกลุ่มนีQ ส่งผลเพิTมการทํางานของ Src kinase และ FAK kinase เกิดการ

กระตุ้นการเติมหมู่ฟอสเฟตในตําแหน่งไทโรซีนทีT 576 และ 577 (Ruest P.J. et al., 2000) 

นอกจากนีQโปรตนี Src ทีTอยู่ในโครงสรา้งเชงิซ้อนร่วมกบัโปรตนี FAK ช่วยใหเ้กดิการเตมิหมู่

ฟอสเฟตในโปรตนีทีTเป็น adaptor proteins เชน่ Shc, paxillin และ p130Cas โครงสรา้งเชงิซอ้น

ของ FAK-Src complex สามารถนําไปสู่การกระตุน้การส่งสญัญาณภายในเซลล์อย่างต่อเนืTอง 

(intracellular signaling cascades) มกีารศกึษาพบวา่ FAK มกีารแสดงออกสงูขึQนในมะเรง็ปอด

และมคีวามสําคญัในมะเร็งปอดโดยมกีารทํางานร่วมกบั steroid receptor coactivator (Src) 

ส่งเสรมิใหเ้พิTมกระบวนการเคลืTอนทีTของเซลล์มะเรง็ จงึมผีลใหม้ะเรง็ปอดแพร่กระจายไปยงั

อวยัวะอืTน ๆ ได้ดขีึQน (Carretero J. et al., 2010) ซึTงมกีารพฒันายา เช่น dasatinib ออกฤทธิ �

ยบัยั Qงการกระตุน้ Src และ FAK (Schaller M.D. et al., 1992) การเพิTมการแสดงออกของ FAK 

จะพบมากในมะเรง็ปอดชนิด NSCLC ซึTงอาจนําไปใชใ้นการตรวจหาและแบ่งระยะของมะเรง็
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ปอดชนิด NSCLC ระยะทีT I ออกจากผูป่้วยระยะอืTน ๆ ไดเ้พืTอลดความเสีTยงจากการเสยีชวีติใน

มะเรง็ปอดโดยใชก้ารประเมนิทาง immunohistochemistry (Dy G.K. et al., 2014) 

 

1.2.2 Steroid receptor coactivator (Src)  

เป็นโปรตนีมขีนาด 52-62 กโิลดลัตนั ซึTง c-Src เป็น nonreceptor tyrosine kinase 

เจอครั Qงแรกในปี ค.ศ. 1909 ประกอบดว้ย 8 members เชน่ Src, Fyn, Yes, Lyn, Lck, Hck, Blk 

และ Fgr (Hong H. et al., 1996 and Torchia J. et al., 1997) พบการแสดงออกของ c-Src 

สงูขึQนอย่างมนีัยสาํคญัทางสถติใินมะเรง็หลายชนิด เช่น มะเรง็ปอด มะเรง็เตา้นม มะเรง็สมอง 

มะเร็งกระดูก มะเร็งมดลูก (Wieser F. et al., 2002) พบว่าการเพิTมการแสดงออกของ Src 

สมัพนัธ์กบัการเพิTมการแบ่งตวั การแพร่กระจายของเซลล์มะเร็ง การสร้างหลอดเลอืดใหม่ 

รวมทั QงการดืQอต่อยาเคมบีาํบดัของเซลลม์ะเรง็ (Kushner P.J. et al., 2000) 

 

1.2.3 Ras-related C3 botulinum toxin substrate 1 (Rac1) 

เป็นโปรตีนมขีนาด 21 กิโลดลัตนั ซึTงประกอบด้วย Ras superfamily จบัอยู่กบั 

small GTP-binding proteins เกีTยวข้องกบัหลายกระบวนการภายในเซลล์เช่น ควบคุมการ

เจริญเติบโต ควบคุมการทํางานของ cytoskeletal reorganization ควบคุมการทํางานของ 

glucose transporter type 4 (GLUT-4) (Ueda S. et al., 2010) และกระตุ้นการทํางานผ่าน 

protein kinases (Ridly A.J., 2006) นอกจากนีQ Rac1 ยงัควบคุมกระบวนทีTเกีTยวขอ้งกบั cell-

cell adhesion กระบวนการ motility ผา่นเสน้ใย actin และกระบวนการ epithelial differentiation 

เป็นตน้ Rac1 เกีTยวขอ้งกบัการเกดิมะเรง็โดยทํางานร่วมกบั Rho ส่งเสรมิใหเ้ซลลม์ะเรง็มกีาร

แบ่งตวัเพิTมจาํนวนและเคลืTอนทีTไดม้ากยิTงขึQน Rac1 มกีารแสดงออกในเนืQอเยืTอทีTหลากหลายและ

เกีT ย วข้อ งกับการสร้ า ง  lamellipodia (Parri M. and Chiarugi P., 2010) เซลล์ม ะ เ ร็ ง จึง

แพรก่ระจายไปยงัเซลลข์า้งเคยีง ซึTงเป็นกลไกหนึTงทีTใชศ้กึษาและตดิตามการเกดิ invasion และ 

metastasis (Hanahan D. and Weinberg R.A., 2011) พบการแสดงออกของ Rac1 เพิTมขึQนใน

หนูทีTเหนีTยวนําใหเ้กดิเนืQองอก Kaposi’s sarcoma (Ma Q. et al., 2009) การถูกกระตุน้และการ

กลายพนัธุ์ของ RAC1 มบีทบาทสําคญัในการส่งเสรมิใหเ้กดิการเคลืTอนทีTของ mesenchymal 

cell โดยอาศยั neural precursor cell expressed developmentally down-regulated protein 9 

(NEDD9) และ dedicator of cytokinesis 3 (DOCK3) ทําใหเ้กดิโครงสรา้งเชงิซ้อนของโปรตนี

เกิดขึQน  (Sanz-Moreno V. et al., 2008) มีผลทําให้เกิดการเปลีTยนแปลงของ epithelial 

mesenchymal transition (EMT) ทีTเกีTยวขอ้งกบัการแพรก่ระจายของเนืQองอกและเกดิการดืQอยา
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ตามมา (Yang W.H. et al., 2012) และยงัพบการกลายพนัธุข์อง Rac1 ใน non-small cell lung 

cancer (Stallings-Mann M.L. et al., 2012) 

 

1.2.4 Cell division control protein 42 homolog (Cdc42) 

เป็นโปรตีนทีTเกีTยวข้องกับกับการทํางานของเซลล์ มีขนาด 21.33 กิโลดัลตัน 

ประกอบดว้ย homodimer สาย A และ B จดัเป็น GTPase ขนาดเลก็ ซึTงควบคมุการทาํงานของ

เซลล ์เชน่ การเคลืTอนทีTของเซลล,์ การแพรก่ระจายของเซลล,์ การก่อตวัของ invadopodia, การ

ก่อตัวของ filopodia นอกจากนีQยังเกีTยวข้องกับการทํางานของเอนไซม์และ cell cycle 

progression ซึTงมคีวามสาํคญักบัการเกดิมะเรง็โดยตรง (Qadir M.I. et al., 2015) จากการศกึษา

บ่งชีQใหเ้หน็ว่า Cdc42 มคีวามสําคญักบัการเกดิ progression ในมะเรง็ พบการแสดงออกของ 

Cdc42 เพิTมขึQนในมะเร็งปอด, มะเร็งลําไส้, มะเร็งเต้านม, มะเร็งอณัฑะ การแสดงออกของ 

Cdc42 เพิTมมากขึQนมคีวามสมัพนัธ์กบัการรอดชวีติของผูป่้วยเชงิลบ (Stengel K. and Zheng 

Y., 2011) จากขอ้มูลการศกึษาในเนืQองอกและเซลลเ์พาะเลีQยงชนิด H1299 และ H520 ซึTงเป็น 

non-small cell lung cancer พบว่าเกดิการกลายพนัธุ์ของยนี LKB1 รอ้ยละ 30 ทําใหม้ผีลต่อ

การแสดงออกของ Cdc42 และการเติมหมู่ฟอสเฟตด้าน downstream ให้กบั p21-activated 

protein kinases pathway (PAKs) เพิTมมากขึQนมีผลให้ส่งเสริมการเกิด lamellipodia เพิTม 

motility ของเซลลแ์ละทาํใหเ้กดิการแพร่กระจายของมะเรง็ปอดไดม้ากยิTงขึQน (Zhang S. et al., 

2008)  

 

1.2.5 Ras homolog gene family, member A (RhoA) 

เป็น GTPase ทีTมขีนาดเลก็ใน Rho family ซึTงจะเขา้จบักบั inactive GDP ใหเ้ป็น 

active GTP ทาํหน้าทีTเป็นตวัเปิดปิด signal transduction cascades ซึTง RhoA เป็นกลุม่โปรตนี

ทีTมคีวามสําคญัในการกระตุ้นใหเ้ซลล์สร้าง actin cytoskeleton การคงรูป การยดึตดิและการ

เคลืTอนทีTของเซลล์ การแสดงออกของยนีทีTสูงขึQนมคีวามสมัพนัธ์โดยตรงกบัการขยายตวั และ

การแพร่กระจายของเนืQองอก และเซลลม์ะเรง็หลายชนิด การศกึษาในมะเรง็ปอดทั Qง small cell 

lung cancer และ non-small cell lung cancer พบการแสดงออกของ RhoA มากขึQนและสมัพนัธ์

กบัการแพร่กระจายของเซลล์มะเรง็มากขึQน จากการศกึษาพบว่าการแสดงออกของ RhoA จะ

พบใน SCLC มากกว่า NSCLC ซึTง RhoA จะไปเพิTมการทํางานของ nitric oxide synthase-2 

(NOS-2) ในเซลลม์ะเรง็ปอด และยงัทําใหเ้กดิ motility เพิTมขึQน ซึTงสมัพนัธก์บัระดบัของ delta-

catenin และพบไดบ่้อยใน NSCLC แต่ไมพ่บในเนืQอเยืTอปกตทิั Tวไป (Zhang D. et al., 2014)  
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1.3 ชนิดเซลลม์ะเรง็ปอด (type of lung cancer) 

1.3.1 มะเรง็ปอดชนิดเซลลเ์ลก็ (small cell lung cancer; SCLC) 

เป็นมะเรง็ปอดทีTพบเป็นอนัดบั 2 โดยพบร้อยละ 15-20 ของมะเรง็ปอดทั Qงหมด 

มะเรง็ปอดชนิดเซลลเ์ลก็เกดิบรเิวณเนืQอเยืTอบุผวิของหลอดลมเชน่เดยีวกบัมะเรง็ปอดชนิดไมใ่ช่

เซลลเ์ลก็ แต่เป็นเซลลต่์างชนิดกนัโดยเกดิจากเซลลท์ีTเรยีกว่า neuroendocrine cell ทีTสามารถ

สรา้งฮอรโ์มนและสารเคมผีดิปกตต่ิาง ๆ ไดห้ลายชนิด ทาํใหเ้กดิกลุ่มอาการทีTผดิปกตใินมะเรง็

ปอดชนิดเซลลเ์ลก็ทีTเรยีกวา่ paraneoplastic syndrome โดยพบวา่มกีารเตบิโตเป็นเซลลม์ะเรง็

เพยีงขนาดเลก็และมกัไม่มกีารลุกลาม มะเรง็ชนิดนีQมโีอกาสรกัษาใหห้ายขาดไดง้่าย โดยพบ

ลกัษณะเซลลค์อืมไีซโตพลาสซมึน้อย และมสีดัสว่นของนิวเคลยีสมากกว่า จงึเหน็เป็นลกัษณะ

ของเซลล์เลก็ ๆ ทีTมนิีวเคลยีสเกอืบเตม็เซลล์ ลกัษณะนิวเคลยีสจะคลา้ย ๆ กนัทั Qงหมด มเีสน้

โครมาทินบาง ๆ และไม่เห็นเม็ดนิวคลีโอไล (finely granular chromatin และ small หรือ 

inapparent nucleoli) ลกัษณะเฉพาะอกีอย่างคอืจะเหน็การแบ่งตวัของเซลลแ์บบไมโตซสี (cell 

mitosis) และมบีรเิวณเซลลท์ีTตายเป็นหยอ่ม ๆ (necrotic areas) (รจนา ศริศิรรีโีร, 2556) 

 

1.3.2 มะเรง็ปอดชนิดไม่ใช่เซลลเ์ลก็ (non-small cell lung cancer; NSCLC) 

เป็นมะเรง็ปอดชนิดทีTเกดิจากเซลล์เยืTอบุผวิของหลอดลมในปอด ในต่างประเทศ

พบร้อยละ 75-80 ส่วนในประเทศไทยพบมากกว่าร้อยละ 90 แบ่งออกเป็น squamous cell 

carcinoma, adenocarcinoma, large cell carcinoma แล ะ  adenosquamous cell carcinoma 

เป็นมะเรง็ปอดทีTพบมกีารเตบิโตเป็นเซลลม์ะเรง็ขนาดใหญ่และมกีารลุกลามมาก ลกัษณะของ

เซลล์มะเร็งจะมีเซลล์ขนาดใหญ่ มีไซโตพลาสซึมเป็นส่วนมาก ไม่พบการเรียงตัวของ 

squamous cell carcinoma หรอืคลา้ยต่อมแบบ adenocarcinoma มะเรง็ชนิดนีQจะมนิีวเคลยีสสี

ไมเ่ขม้  

 

1.4 ระยะของมะเรง็ปอด (stages of lung cancer) 

หลกัการแบ่งระยะของมะเรง็ปอดชนิด NSCLC อาศยัหลกัการแบ่งระยะเหมอืนกบัมะเรง็

ชนิดอืTน ๆ คือระบบทีTเรียกว่า TNM staging system (T = tumor, N = regional nodes, M = 

metastasis) ซึTงจะแยกผู้ป่วยออกเป็นระยะต่าง ๆ 4 ระยะ และแบ่งเป็นระยะย่อย 2 ระยะ 

(ตารางทีT 1) การแบ่งระยะนีQทําใหส้ามารถบอกการพยากรณ์และอตัราการตายของโรคได ้เช่น 

อตัราการตายของผูป่้วยทีT 5 ปีอยู่ในช่วงรอ้ยละ 61 ในผูป่้วยทีTอยู่ในระยะทีT 1A ถงึรอ้ยละ 100 

ในผูป่้วยทีTอยูใ่นระยะทีT 4  
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ตารางที$ 1 การแบ่งระยะของมะเรง็ปอดตาม TNM staging system for lung cancer 7th edition 

(Goldstraw P. et al., 2007) 
 

Primary tumor (T) 

T1 Tumor ≤ 3 cm diameter, surrounded by lung or visceral pleura, without 
invasion more proximal than lobar bronchus 

T1a Tumor ≤ 2 cm in diameter 
 T1b Tumor > 2 cm but ≤ 3 cm in diameter 

T2 Tumor > 3 cm but ≤ 7 cm, or tumor with any of the following features: 
Involves main bronchus, ≥ 2 cm distal to carina 
Invades visceral pleura 
Associated with atelectasis or obstructive pneumonitis that extends 
to the hilar region but does not involve the entire lung 

T2a Tumor > 3 cm but ≤ 5 cm 
T2b Tumor > 5 cm but ≤ 7 cm 

T3 Tumor > 7 cm or any of the following: 
Directly invades any of the following: chest wall, diaphragm, phrenic 
nerve, mediastinal pleura, parietal pericardium, main bronchus < 2 cm 
from carina (without involvement of carina) 
Atelectasis or obstructive pneumonitis of the entire lung 
Separate tumor nodules in the same lobe 

T4 Tumor of any size that invades the mediastinum, heart, great vessels, 
trachea, recurrent laryngeal nerve, esophagus, vertebral body, carina, or 
with 
separate tumor nodules in a different ipsilateral lobe 

Regional lymph nodes (N) 
N0 No regional lymph node metastases 
N1 Metastasis in ipsilateral peribronchial and/or ipsilateral hilar lymph nodes 

and 
intrapulmonary nodes, including involvement by direct extension 

N2 Metastasis in ipsilateral mediastinal and/or subcarinal lymph node (s) 
 
N3 

 
Metastasis in contralateral mediastinal, contralateral hilar, ipsilateral or 
contralateral scalene, or supraclavicular lymph node (s) 
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ตารางที$ 1 (ต่อ) การแบ่งระยะของมะเรง็ปอดตาม TNM staging system for lung cancer 7th 

edition (Goldstraw P. et al., 2007) 

 

Distant metastasis (M) 
No distant metastasis 
Distant metastasis 
Separate tumor nodule (s) in a contralateral lobe; tumor with pleural nodules 
or malignant pleural or pericardial effusion 
Distant metastasis (in extrathoracic organs) 

Stage groupings 
Stage IA T1a-T1b N0 M0 
Stage IB T2a N0 M0 
Stage IIA T1a T1b, T2a N1 M0 

T2b N0 M0 
Stage IIB T2b N1 M0 

T3 N0 M0 
Stage IIIA T1a T1b, T2a, T2b N2 M0 

T3 N1, N2 M0 
T4 N0, N1 M0 

Stage IIIB T4 N2 M0 
Any T N3 M0 

Stage IV Any T Any N M1a or M1b 

 

1.5 อาการของมะเรง็ปอด (symptom of lung cancer) 

อาการของผูป่้วยทีTเป็นโรคมะเรง็ปอดมกัไม่จําเพาะทําใหเ้กดิการวนิิจฉัยทีTล่าชา้มผีลต่อ

ระยะของโรคในเวลาทีTใชก้ารวนิิจฉยั มผีูป่้วยประมาณรอ้ยละ 40 ทีTพบโรคเมืTอทาํการคน้หาใน

ประชากรจะมอีาการเทยีบกบัผูป่้วยทีTเขา้รบัการรกัษาในโรงพยาบาลซึTงจะมอีาการถงึรอ้ยละ 98 

(ตารางทีT 2) อาการทีTนําผูป่้วยโรคมะเรง็ปอดมาพบแพทย ์สว่นมากแลว้ผูป่้วยมกัเริTมดว้ยอาการ

ทางการหายใจทีTเกดิขึQนใหมแ่ละเป็นมากขึQนเรืTอย ๆ สว่นน้อยทีTไมม่อีาการ นอกจากนีQยงัพบผล

เอกซเรยป์อดผดิปกต ิบางครั Qงพบวา่ผูป่้วยมาดว้ยอาการทีTไมจ่าํเพาะของโรคมะเรง็ เชน่ อาการ

เบืTออาหาร นํQาหนกัลด อ่อนเพลยี เป็นตน้ 
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1.5.1 อาการที$เกิดจากมะเรง็ปอดที$อยู่ที$หลอดลมส่วนกลาง (central airway) 

สามในสีTของผูป่้วยโรคมะเรง็ปอดจะเกดิโรคในหลอดลมใหญ่โดยเฉพาะมะเรง็ชนิด 

squamous cell carcinoma และ small cell carcinoma อาการทีTอาจเกดิขึQนคอื ไอ ไอเป็นเลอืด 

อาการเหนืTอยจากการทีTกอ้นมะเรง็ไปอุดกั Qนบางส่วนของหลอดลม (ตารางทีT 2) และอาการเจบ็

หน้าอกทีTจะเป็นการเจบ็ตืQอ ๆ ไม่สามารถระบุตําแหน่งทีTแน่นอนได้ พบได้มากถงึร้อยละ 60 

ของผูป่้วยทีTใหก้ารวนิิจฉยัโรคนีQ อาการไอจะเป็นอาการทีTเกดิไดบ่้อยทีTสดุ โดยผูป่้วยมกัมอีาการ

ไอเป็นเวลานานมากกวา่ 2 สปัดาหแ์ละมอีายุมากกวา่ 40 ปี โดยเฉพาะถา้มคีวามเสีTยงของการ

เกดิโรค เชน่ สบูบุหรีTดว้ยใหส้งสยัวา่อาจจะเป็นโรคมะเรง็ปอด แต่สว่นมากแลว้จะเป็นเพยีงการ

อกัเสบเรืQอรงัของหลอดลมเท่านั Qน อาการไอเป็นเลอืดมกัมจีํานวนน้อยปนมากบัเสมหะหรอื

ออกมาเป็นกอ้นไมม่ากนกั โอกาสทีTจะมเีลอืดออกมาเป็นจาํนวนมากเกดิขึQนไดน้้อยมาก 

 

ตารางที$ 2 อาการทีTนําผูป่้วยโรคมะเรง็ปอดมาพบแพทย ์(สุพตัรา รกัเอยีด และคณะ, 

2558) 

อาการ สดัส่วนของผูป่้วย (%) 

อาการไอ 45-75 

นํQาหนกัลด 8-68 

อาการเหนืTอย 37-58 

อาการไอเป็นเลอืด 27-57 

เจบ็หน้าอก 27-49 

เสยีงแหบ 2-18 

 

1.5.2 อาการที$เกิดจากมะเรง็ปอดที$อยู่ที$หลอดลมส่วนปลาย (peripheral airway) 

มะเรง็ชนิด adenocarcinoma หรอื large cell มกัเป็นบรเิวณชายปอด ดงันั Qนจะไม่

มโีอกาสทีTจะทําให้เกดิการอุดกั QนทีTหลอดลมใหญ่ ทําให้มอีาการเหนืTอย โดยอาการเหนืTอยทีT

เกดิขึQนจะพบในกรณีทีTมะเรง็มกีารกระจายไปยงัทอ่นํQาเหลอืงในปอดเป็นบรเิวณกวา้ง ทาํใหม้ผีล

ต่อการแลกเปลีTยนแก๊ส หรอืมกีารกระจายของมะเรง็เขา้ไปในเยืTอหุม้ปอด ทาํใหเ้กดิการบวมนํQา

ไปกดเนืQอปอด อาการไอหรอืไอเป็นเลือดจะเกิดได้น้อย ถ้ามะเร็งลุกลามเข้าไปยงั parietal 

pleura หรอืผนงัทรวงอกจะทาํใหเ้กดิอาการปวดทีTเกดิจากการกระจายของมะเรง็ปอด (distance 

metastasis) ประมาณหนึTงในสามของผูป่้วยจะมอีาการของการกระจายของมะเรง็ออกนอกปอด

แล้วเมืTอมาพบแพทย์ การกระจายไปกระดูกพบบ่อยใน small cell และ large cell ทําให้เกิด

อาการปวดเฉพาะทีTหรอืมกีระดกูหกั การกระจายไปยงัสมองทาํใหผู้ป่้วยอ่อนแรงเฉพาะทีT ต่อม
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นํQาเหลอืงทีTคอและต่อมหมวกไตเป็นอวยัวะทีTมกัเกดิการกระจายไดบ่้อยแต่ไม่ทําใหเ้กดิอาการ

เชน่เดยีวกบัการกระจายไปทีTตบั 

1.5.3 อาการ paraneoplastic syndrome 

Paraneoplastic syndrome เป็นอาการและอาการแสดงทีTเกดิจากการทีTเซลลม์ะเรง็

หลั TงสารทีTออกฤทธิ �ต่อเซลล์อืTน ๆ ของร่างกายทําใหเ้กดิความผดิปกตขิึQน โดยทีTไม่ไดเ้กดิจาก

การทีTเซลลม์ะเรง็กระจายไป มกัพบในมะเรง็ปอดชนิดเซลลข์นาดเลก็ ซึTงเป็นทีTทราบมานานแลว้

ว่ามีเซลล์ต้นกําเนิดจาก neuroendocrine cell ในหลอดลม ทําให้มีคุณสมบัติในการสร้าง 

polypeptide protein ทีTออกฤทธิ �คล้ายฮอร์โมน อาการและอาการการแสดงทีTพบได้บ่อยคือ 

syndrome of inappropriate secretion of antidiuretic hormone (SIADH) แมว้า่การเพิTมปรมิาณ

ของ antidiuretic hormone (ADH) พบได้ในหลายพยาธิสภาพแต่พบได้บ่อยใน small cell 

carcinoma วนิิจฉัยไดจ้ากการทีTผูป่้วยมรีะดบัโซเดยีม ยูเรยี และออสโมลารติ ี(osmolality) ใน

เลอืดตํTา ในขณะทีTมอีอสโมลารติใีนปัสสาวะสงูกวา่ นอกจากนีQมรีายงานวา่รอ้ยละ 1-69 ในผูป่้วย 

small cell carcinoma ทีTทําใหร้ะดบัโซเดยีมตํTามากจนเกดิอาการ และรอ้ยละ 25 พบว่าภาวะนีQ

ไมส่มัพนัธก์บัระยะของโรค และรอ้ยละ 80 ของผูป่้วยทีTเกดิภาวะโซเดยีมตํTาจะหายไปภายใน 3 

สปัดาหห์ลงัจากเริTมใหย้าเคมบีาํบดัและจะกลบัมาเมืTอโรคลุกลามมากขึQน 
 

1.5.3.1 Ectopic adrenocorticotrophic hormone (ACTH) 

มกัพบใน small cell carcinoma หรือ carcinoid tumor พบว่าร้อยละ 30 

ของผูป่้วยจะมรีะดบั adrenocorticotropic hormone (ACTH) ในเลอืดสงู แต่ไม่ค่อยเกดิอาการ

ของ Cushing syndrome เพราะระยะเวลาการดําเนินโรคสั Qน การเกดิอาการของ ACTH สงูทํา

ใหก้ารพยากรณ์โรคไมด่ ี
 

1.5.3.2 Hypercalcemia 

ภาวะนีQมกัเกดิในกรณีทีTมกีารกระจายของมะเรง็ไปทีTกระดกูแต่บางครั Qงเกดิ

ในขณะทีTย ังไม่มีการกระจายของมะเร็งไปทีTใด ซึTงพบได้ร้อยละ 6 ของมะเร็งปอดชนิด 

squamous cell สาเหตุยงัไมท่ราบแน่ชดัแต่อาจเกดิจากสาร parathyroid hormone like peptide 

ทีTสรา้งจากเซลลม์ะเรง็ สง่ผลใหผู้ป่้วยจะมอีาการคลืTนไส ้อาเจยีน ปวดทอ้ง ทอ้งผกู กระหายนํQา

เกดิภาวะขาดนํQา สภาพการรบัรูส้ตลิดลงจน coma ได ้
 

1.5.3.3 Neuromyopathies 

ผูป่้วยรอ้ยละ 70 ทีTเกดิอาการของ Lambert Eaton myasthenic syndrome 

จะเกดิจากมะเรง็ปอดชนิด small cell โดยจะมอีาการอ่อนแรงของกลา้มเนืQอตน้แขน ขา reflex 

ลดลง การทํา  electrophysiology ของเส้นประสาทจะพบความผิดปกติของการหลั Tง 
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acetylcholine ทีTปลายประสาท ภาวะนีQมกัเกดิก่อนอาการของโรคมะเรง็ไดถ้งึ 2 ปี แต่โดยเฉลีTย

จะประมาณ 8 เดอืน 
 

1.5.3.4 Hypertrophic osteoarthropathy 

มีภาวะ periosteal proliferation ของ tubular bones ร่วมกับมีนิQ วปุ้ ม 

(clubbing of finger) ผู้ป่วยจะมีอาการปวดตามข้อต่าง ๆ ทั Qงสองข้าง เช่น ข้อเท้า ข้อเข่า 

ขอ้ศอกหรอืขอ้มอื หรอืแมก้ระทั Tงฝ่ามอื ฝ่าเทา้หรอืนิQว 

 

1.6 การวินิจฉัย (diagnosis) 

การเอกซเรยท์รวงอก (chest X-ray) นิยมใชเ้ป็นวธิกีารตรวจวนิิจฉยัมะเรง็ปอดเบืQองตน้ 

หากพบเนืQองอกในปอดจะแสดงเป็นลกัษณะโทนสขีาว-เทาให้เห็นถึงสภาพปอดของผู้ป่วย 

อย่างไรกต็ามวธินีีQไม่สามารถแยกความชดัเจนระหว่างกอ้นเนืQอมะเรง็หรอืสภาวะอืTน ๆ ทีTอาจ

เกดิกบัปอดได ้อยา่งโรคฝีในปอด (lung abscess) ก่อนทีTแพทยจ์ะตรวจดว้ยวธิอีืTนเพิTมเตมิ เพืTอ

ดอูกีครั Qงวา่สิTงผดิปกตนิั Qนเป็นมะเรง็ปอดหรอืไม ่รวมถงึชนิดของมะเรง็ และการแพรก่ระจายของ

มะเรง็ 

การเอกซเรย์คอมพวิเตอร์ หรอืซทีสีแกน (CT-scan) เป็นวธิกีารตรวจหาความผดิปกติ

ของอวยัวะภายในโดยรงัสเีอกซ์ก่อนทีTจะสร้างออกมาเป็นภาพด้วยเครืTองมอืพเิศษ เพืTอให้

แพทย์สามารถเห็นเนืQอปอดได้ชัดเจนยิTงขึQน โดยแพทย์อาจมีการตรวจด้วยวิธีนีQหลังการ

เอกซเรยท์รวงอก ก่อนการทาํ ซทีสีแกนแพทยอ์าจจะฉีดสารทบึรงัสใีหแ้ก่ผูป่้วย ซึTงสารทบึสาร

ทบึรงัสนีีQจะทาํใหส้ามารถตรวจพบสิTงผดิปกตภิายในปอดไดช้ดัขึQน การทาํซทีสีแกนจะไมส่ง่ผล

ใหผู้ป่้วยเกดิความเจบ็ปวด และใชเ้วลาประมาณ 20-30 นาท ี

การเอกซเรยค์อมพวิเตอร ์เพทซทีสีแกน (Positron Emission Tomography-Computed 

Tomography: PET-CT Scan) อาจจะมกีารตรวจในกรณีหลงัจากการตรวจพบสิTงปกตทิีTคาดว่า

น่าจะเป็นมะเรง็ภายหลงัการตรวจซทีสีแกน โดยจะช่วยประเมนิการแพร่กระจายของมะเรง็ ทาํ

ใหรู้ไ้ดว้า่ผูป่้วยเป็นมะเรง็อยูใ่นระยะใด ซึTงจะช่วยในการวนิิจฉยัและการรกัษาไดต้รงจุดมากขึQน 

ก่อนทําการตรวจเพทซีทีสแกน แพทย์จะฉีดสารกัมมันตรังสีให้แก่ผู้ป่วยก่อนผ่านเข้า

เครืTองตรวจ การตรวจดว้ยวธินีีQจะไมส่ง่ผลใหผู้ป่้วยเกดิความเจบ็ปวด และใชเ้วลาประมาณ 30-

60 นาท ี(Vansteenkiste J.F. and Stroobants S.S., 2006) 

การส่องกล้องและการตดัชิQนเนืQอ (bronchoscopy และ biopsy) หากพบสิTงผดิปกติทีT

คาดว่าน่าจะเป็นมะเรง็บรเิวณกลางหน้าอก แพทยอ์าจใชว้ธิกีารส่องกลอ้งโดยใชท้่อขนาดเลก็

สอดลงไปในหลอดลม เพืTอตรวจดูความผดิปกตขิองปอดและตดัชิQนเนืQอบางส่วนออกมาตรวจ

วเิคราะหท์างหอ้งปฏบิตักิาร ก่อนทําการส่องกลอ้งแพทยอ์าจจะใหผู้ป่้วยรบัประทานยาทีTช่วย
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คลายกงัวล เพืTอชว่ยใหผู้ป่้วยรูส้กึผอ่นคลายขึQนก่อนทาํการตรวจ ซึTงเป็นวธิทีีTรวดเรว็และใชเ้วลา

ไมน่าน ในกรณีทีTผูป่้วยไมส่ามารถใชว้ธิกีารตดัชิQนเนืQอไปตรวจดว้ยวธิกีารขา้งตน้ได ้แพทยอ์าจ

พจิารณาวธิอีืTนในการใชใ้นการวนิิจฉัยโรค เช่น การเจาะตดัชิQนเนืQอผ่านผวิหนังดว้ยเขม็ขนาด

เลก็ (percutaneous needle biopsy) การผ่าตดัปอดโดยใชก้ลอ้งส่อง (thoracoscopy) หรอืการ

สอ่งกลอ้งในชอ่งอก (mediastinoscopy) 

 

1.7 การรกัษาตามระยะต่าง ๆ (treatment of stages) 

ระยะทีT I เซลล์มะเร็งยงัเป็นทีTปอด ยงัไม่มีการแพร่กระจายสู่ต่อมนํQาเหลืองบริเวณ

ขา้งเคยีงในปอด เกดิเฉพาะส่วนใดส่วนหนึTงของเนืQอปอด ระยะนีQสามารถรกัษาใหห้ายขาดได้

ดว้ยการผา่ตดัเอากอ้นเนืQอมะเรง็ออก โดยไมต่อ้งรกัษาโดยวธิอีืTน ๆ 

ระยะทีT II เซลลม์ะเรง็มกีารแพรก่ระจายสูต่่อมนํQาเหลอืงบรเิวณขา้งเคยีงในปอด และยงัอยู่

ในชอ่งปอด สามารถตรวจพบไดด้ว้ยการตรวจ CT-scan หรอืการสอ่งกลอ้ง การรกัษาในระยะนีQ

จะใชว้ธิกีารผ่าตดัเอาเซลล์มะเรง็ออก พรอ้มกบัเลาะต่อมนํQาเหลอืงทีTตดิเซลล์มะเรง็ และต่อม

นํQาเหลอืงบรเิวณขา้งเคยีงออก และอาจใชว้ธิกีารรกัษาอืTนร่วมดว้ย เช่น การฉายรงัสแีละเคมี

บาํบดั เพืTอกาํจดัเซลลม์ะเรง็ทีTอาจตดิในเซลลอ์ืTน ๆ ขา้งเคยีง 

ระยะทีT III เซลลม์ะเรง็มกีารแพรก่ระจายเขา้สูต่่อมนํQาเหลอืงบรเิวณสว่นกลางของปอด แต่

ยงัไม่แพร่สู่อวยัวะอืTน ๆ ใกล้เคียง แบ่งเป็น 2 ระยะ คือ ระยะทีT IIIA พบการกระจายของ

เซลล์มะเรง็สู่ต่อมนํQาเหลอืงเพยีงจุดเดยีว ระยะนีQรกัษาดว้ยดว้ยการฉายรงัสแีละการใหย้าเคมี

บําบดัก่อน เมืTอกอ้นมะเรง็ค่อย ๆ ลดขนาดจะใชว้ธิกีารผ่าตดัเอาเซลล์มะเรง็ออก ระยะทีT IIIB 

พบการแพรก่ระจายของเซลลม์ะเรง็สูต่่อมนํQาเหลอืงหลายจุด จนรกัษาดว้ยการผา่ตดัไมไ่ด ้การ

รกัษาจะใชก้ารฉายรงัส ีและการใหย้าเคมบีาํบดั 

ระยะทีT IV เป็นระยะทีTมกีารแพร่กระจายของเซลล์มะเรง็สู่ต่อมนํQาเหลอืงหลายจุด และ

แพรก่ระจายเขา้สูก่ระแสเลอืดและอวยัวะต่าง ๆ เช่น ตบั กระดกู และสมอง การรกัษาจะใชก้าร

ฉายรงัส ีและการใหย้าเคมบีาํบดั 

 

1.8 การรกัษาโดยการยา (drug of non-small cell lung cancer; NSCLC) (รปูทีT 2) 

1.8.1 Gefitinib 

ปิดกั Qนตวัรบัของ EGFR โดยจบัทีTสว่น tyrosine kinase การใชใ้นทางคลนิิกเป็นยา

กนิรกัษามะเรง็ปอดชนิด NSCLC ทีTการรกัษาอืTนไม่ไดผ้ล อาจมผีลขา้งเคยีง เช่น อุจจาระร่วง 

คลืTนไส ้ผวิหนงัมผีืTนคนั กระจกตาลอก (corneal erosion) 
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1.8.2 Bevacizumab 

จับกับ VEGF ทําให้ VEGF ไม่สามารถจับกับ VEGF receptor (VEGFR) ได้ 

VEGF มบีทบาทในการสรา้งหลอดเลอืดใหม ่(angiogenesis) ใหแ้ก่เซลลม์ะเรง็ ผลขา้งเคยีงคอื

เลอืดออกงา่ย ลาํไสท้ะลุ แผลผา่ตดัหายยาก 

 

 
 

รปูที$ 2 ยาทีTใชร้กัษามะเรง็ปอดชนิด NSCLC (Gately K., 2013) 
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1.8.3 Sorafenib 

ยบัยั Qง RAF kinase แต่มอีาการขา้งเคยีงทีTรา้ยแรงหลายอย่างเช่น ภาวะลิTมเลอืด

อุดตนั ไตวายเฉียบพลนั ความดนัเลอืดสงู 

1.8.4 Sunitinib  

ยบัยั Qง VEGFR และ platelet-derived growth factor receptor (PDGFR) จงึยบัยั Qง

การสรา้งหลอดเลอืด (angiogenesis) ในเนืQอเยืTอมะเรง็ ผลขา้งเคยีง เช่น เป็นพษิต่อหวัใจหอ้ง 

ventricle ซา้ย เกลด็เลอืดตํTา เลอืดออกงา่ย ซดี เมด็เลอืดขาวตํTา และเป็นพษิต่อตบั 

1.8.5 Crizotinib 

ยบัยั Qงตวัรบั tyrosine kinase ใชใ้นการรกัษาผูป่้วย NSCLC ทีTมคีวามผดิปกตขิอง 

anaplastic lymphoma kinase (ALK) gene ซึTงพบได้ประมาณ 1-7% ของผู้ ป่วย NSCLC 

ผลขา้งเคยีงของยา เช่น ทอ้งผกู อาเจยีน อุจจาระร่วง ไข ้กลนืลําบาก และอาหารไม่ย่อย (สุร

เกยีรต ิอาชานานุภาพ, 2553) 

1.8.6 Vandetanib 

เป็นตวัยบัยั Qง VEGFR, EGFR ผลขา้งเคยีง ปวดทอ้ง คลืTนไส ้อาเจยีน (DrugBank, 

2018) 

1.8.7 Everolimus 

เป็นสารกลุ่ม macrolide ทีTสกดัไดจ้ากเชืQอราในดนิเดมิมชีืTอว่า rapamycin จบักบั 

FK-binding protein-12 (FKBP-12) ในไซโตซอลไดเ้ป็น everolimus-FKBP-12 complex ทาํให้

จบัและยบัยั Qง mammalian target of rapamycin (mTOR) มผีลยบัยั Qงการเจรญิและแบ่งตวัของ 

T cells และยบัยั Qงการตอบสนองของ T cell ต่อ interleukin 2 (IL-2) ผลขา้งเคยีง เช่น กดไข

กระดูก ซดี ตดิเชืQอง่าย ไขมนัในเลอืดสูง ปวดท้อง คลืTนไสอ้าเจยีน โพแทสเซยีมในเลอืดตํTา 

(DrugBank, 2018) 

1.8.8 Tivantinib 

ยับยั Qง c-Met receptor tyrosine kinase มีบทบาทสําคัญหลายอย่างในมะเร็ง

รวมถงึการเตบิโตเซลล์มะเรง็ต่อการสรา้งหลอดเลอืดใหม่ (angiogenesis) การบุกรุกและการ

แพร่กระจาย c-Met ทีTทํางานผดิปกต ิควบคุมการรบัส่งสญัญาณหลายอย่างเกีTยวขอ้งกบัการ

เตบิโตของเนืQองอกและการแพรก่ระจายของเซลลม์ะเรง็ ผลขา้งเคยีง เชน่ เป็นผืTน ทอ้งเสยี และ

มอีาการเมืTอยลา้ (DrugBank, 2018) 
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1.8.9 Lapatinib 

ยับยั Qง  4-anilinoquinazoline kinase ของ tyrosine kinase domains เกีTยวกับ 

epidermal growth factor receptor (HER1 /EGFR/ERBB® )  และ  human epidermal growth 

factor receptor type 2 (HER2/ERBB2) ผลขา้งเคยีง เชน่ ผวิแหง้ ไอ หายใจถีT เมืTอยลา้  

1.8.10 XL765 

ยับยั Qง การทํ า ง านของ  phosphoinositide-3 kinase (PI3K) ซึT ง ส่ ง เ ส ริมการ

เจรญิเติบโตของเซลล์และการอยู่รอด เพิTมความต้านทานต่อยาเคมบีําบดัและการฉายรงัส ี

นอกจากนีQ XL765 ยงัยบัยั Qงเป้าหมาย mTOR มบีทบาทสําคญัในการเติบโตของเซลล์มะเรง็ 

(Gately K., 2013) 

 

1.9 การพยากรณ์โรค (prognosis) 

การวนิิจฉัยและการประเมนิระยะลุกลามของโรคมกัอาศยัการซกัประวตัแิละการตรวจ

ร่างกายทีTแม่นยาํ การถ่ายภาพรงัสทีรวงอกเป็นสิTงทีTจําเป็นมาก เพราะอาจช่วยใหพ้บลกัษณะ

เงาเนืQองอกในปอด ต่อมนํQาเหลอืงทีT mediastinum ภาวะสารนํQาในช่องเยืTอหุม้ปอดหรอืลกัษณะ

ทีTมะเรง็ลุกลามเขา้ผนังทรวงอกได้ การตรวจเอกซเรย์คอมพวิเตอร์ของทรวงอกร่วม upper 

abdomen มปีระโยชน์สงูเพราะจะช่วยใหท้ราบขนาดกอ้นและการลุกลามของกอ้นเขา้สู่อวยัวะ

ใกลเ้คยีง (T) รวมทั Qงตรวจหาต่อมนํQาเหลอืง (N) และการกระจายสูอ่วยัวะนอกทรวงอก (M) การ

รกัษาและพยากรณ์โรคมะเรง็ปอดชนิด NSCLC อาศยัการแบ่งระยะโรคตามระบบ TNM ของ 

American Joint Committee on Cancer (AJCC) 
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ตารางที$  3 อัตราการรอดชีวิตใน 5 ปี ของผู้ป่วย NSCLC แบ่งตามระบบ TNM 

(Mountain C.F., 1997) 

ระยะ TNM Classification อนัตราการอยู่รอด 5 ปี (%) 

0 Carcinoma in situ NR (not reported) 

IA T1N0M0 61 

IB T2N0M0 38 

IIA T1N1M0 34 

IIB T2N1M0 or T3N0M0 24 

IIIA T1-3N2M0 or T3NM0 13 

IIIB T4 Any N M0 or Any T 
N3M0 

5 

IV Any T Any N M1 1 

 

2. ลทีูโอลิน (luteolin) 

ลทูโีอลนิ (3' ,4' ,5,7-tetrahydroxy flavone) (รปูทีT 3) เป็นสารในกลุ่มฟลาโวนอยดซ์ึTงพบ

ในพชืหลายชนิด เช่น carrots (Daucus carota L.), peppers (Capsicum annuum L.), celery 

(Apium graveolens L.), olive oil (Olea europaea L.), peppermint (Mentha piperita L.), 

thyme (Thymus vulgaris L.), rosemary (Rosmarinus officinalis L.), oregano (Origanum 

vulgare L.), lettuce (Lactuca sativa L.), perilla leaves (Perilla frutescens L. Britton), 

pomegranate (Punica granatum L.), artichoke (Cynara scolymus L.), chocolate 

(Theobroma cacao L.), rooibos tea (Aspalathus linearis (Burm.f.) R. Dahlgren), buckwheat 

sprouts (Fagopyrum esculentum Moench), turnip (Brassica napus L.), capers (Capparis 

spinosa L.) และ cucumber (Cucumis sativus L.) นอกจากนีQยงัพบใน เลมอน, บทีรทู, กะหลํTา

ดาว, กะหลํTาปล,ี กะหลํTาดอก, ตน้หอมจนี, ผกัชลีาว, ฮอรส์แรดชิ, กะหลํTาปม, ผกัชใีบเลก็, ผกั
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โขม และ ชาเขยีว (Shimoi K. et al., 1998 and Lo’pez-La'zaro M. 2009) ซึTงมฤีทธิ �ทางเภสชั

วทิยาหลายอย่าง เช่น ฤทธิ �ตา้นอนุมลูอสิระ ฤทธิ �ตา้นมะเรง็ ฤทธิ �ตา้นการอกัเสบ ฤทธิ �ปกป้อง

ระบบประสาท  
 

 
 

รปูที$ 3 โครงสรา้งทางเคมขีองลทูโีอลนิ (Lin Y. et al., 2009) 

 

2.1 ฤทธิ� ทางเภสชัวิทยา (pharmacological effects) 

2.1.1 ฤทธิ� ต้านการอกัเสบ (anti-inflammatory activity) 

การศึกษาฤทธิ �ต้านการอักเสบของลูทีโอลินโดย Ruiz P.A. และคณะ (2006) 

พบว่าลูทโีอลนิยบัยั QงการอกัเสบทีTกระตุน้ดว้ย tumor necrosis factor-α (TNF-α) โดยผ่านการ

ยบัยั Qง NF-kB signaling pathway (Ruiz P.A. et al., 2006) นอกจากนีQลูทีโอลินยงัยบัยั Qงการ

อักเสบผ่านการยับยั Qง  protein kinase B (Akt) และเพิTมการ degradation ของ interferon 

regulatory factor (IRF)-1 การศกึษาฤทธิ �ตา้นอกัเสบในสตัวท์ดลองโดยการใหลู้ทโีอลนิทีTความ

เขม้ขน้ 20 และ 100 ไมโครกรมัแก่หนูทีTชกันําใหเ้กดิการแพด้ว้ย dinitrochlorobenzene พบว่า 

ลูทีโอลินมีผลลดจํานวนการเกิด scratching ลด vascular permeability ลด ear thickness 

รวมทั Qงยบัยั Qงการหลั Tงสารก่ออกัเสบ (Baolin L. et al., 2005) การศกึษาในหนูทีTไดร้บัการกระตุน้

ใหเ้กดิการอกัเสบโดยการฉีด lipopolysaccharide (LPS) พบว่าในหนูทีTไดร้บัลทูโีอลนิก่อนการ

ฉีด LPS จะเพิTมอตัราการรอดชวีติ ลดการสรา้ง TNF-α และลดการแสดงออกของ intercellular 

adhesion molecule 1 (ICAM-1) ในตบั นอกจากนีQยงัลดการเคลืTอนทีTของเซลล์เมด็เลอืดขาว

มายงัตบัและปอด (Kotanidou A. et al., 2002)  

 

2.1.2 ฤทธิ� ต้านอนุมลูอิสระ (anti-oxidant activity) 

การศึกษาฤทธิ �ต้านอนุมูลอิสระของลูทโีอลินโดย Romanova’ และคณะ (2001) 

พบวา่ ลทูโีอลนิมผีลปกป้องการทาํลาย DNA จาก hydrogen peroxide (H2O2) และ ferrous ion 

ไดม้ากทีTสดุ นอกจากนีQลทูโีอลนิยงัปกป้องเซลลต์บัจากการถูกทาํลายในสภาวะทีTม ีferrous ion 

สูง (Galvez J. et al., 1995) Horva’thova’ K. และคณะ (2003) ทําการศกึษาในเซลล์ murine 
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leukemia L1210 พบว่าลูทโีอลนิมผีลลดทําลายดเีอ็นเอ (DNA damage) (Horva’thova’ K. et 

al., 2003)  จากการชักนําของ H2O2 ได้ร้อยละ 40 และในเซลล์ human myelogenous 

leukemia K562 สามารถลดการเกดิการทําลายดเีอน็เอจากการชกันําดว้ย H2O2 ไดร้อ้ยละ 44 

(Horva’thova’ K. et al., 2004) Shimoi K. และ คณะ (1994) ทาํการศกึษาใน ICR mice ทีTไดร้บั 

irradiation (1.5 Gy) พบว่าลูทโีอลนิลดการเกิด micronucleated reticulocytes และยบัยั Qงการ

เกดิ lipid peroxidation นอกจากนีQยงัลดการเกดิ oxidative stress และลดการเกดิการทําลายดี

เอน็เอ โปรตนีและไขมนัในสมองของหนูทีTไดร้บัการกระตุน้ดว้ยการฉีด morphine และ opiates 

(Qiusheng Z. et al., 2005)  

 

2.1.3 ฤทธิ� ต้านมะเรง็ (anti-cancer activity) 

การศกึษาก่อนหน้านีQพบว่า ลูทโีอลนิมปีระสทิธภิาพในการต้านเซลล์มะเรง็ลําไส้

ใหญ่ HT29, HCT116 มะเร็งตบั HepG2 มะเร็งปอด A549 (Chang J. et al., 2005; Lee H.J. 

et al., 2005; Lim D.Y. et al., 2007 and Tang X. et al., 2011) การศึกษาฤทธิ �และกลไกการ

ออกฤทธิ �ของลทูโีอลนิต่อเซลลม์ะเรง็ปอด การศกึษาของ Leung H.W. และคณะไดท้าํการศกึษา

ในเซลลม์ะเรง็ปอด CH27 โดยเซลลไ์ดร้บัลทูโีอลนิทีTความเขม้ขน้ 30, 50 และ 80 ไมโครโมลาร ์

พบว่าลูทโีอลนิทีT ความเขม้ขน้ดงักล่าวขา้งต้นทําใหเ้ซลล์มะเรง็ปอดตายแบบ apoptosis โดย

การทําให้เซลล์เกิด DNA damage เพิTม caspase-3 และหยุดวฏัจกัรเซลล์ให้อยู่ในระยะ S 

(Leung H.W. et al., 2005) และทําให้เซลล์มะเร็งปอด CH27 ตายแบบ apoptosis โดยการ

กระตุน้ antioxidant enzymes เชน่ superoxide dismutase และ catalase (Leung H.W. et al., 

2006) การศกึษาของ Ju W.และคณะ (2007) ทําการศกึษาในเซลล์มะเรง็ปอด H23, H2009, 

H460 และ A549 พบว่าลูทโีอลนิทีTความเขม้ขน้ 40 ไมโครโมลาร์ มผีลยบัยั Qงการกระตุ้นจาก 

TNF-α โดยยบัยั Qง NF-κB และกระตุน้ JNK ทําใหเ้ซลล์มะเรง็ปอดตายแบบ apoptosis (Ju W. 

et al., 2007 and Bai L. et al., 2009) การศกึษาของ Tang X. และคณะ (2011) ทําการศกึษา

ฤทธิ �ในการยบัยั QงการเจรญิเตบิโตและการเพิTมความไวของยาเคมบีําบดัในเซลล์มะเรง็ปอดทีT

ไดร้บัลูทโีอลนิ พบว่าลูทโีอลนิทีTความเขม้ขน้ 1 ไมโครโมลาร ์มผีลยบัยั Qงการแสดงออกของยนี

และโปรตนี Nrf2 ลดการจบัของ Nrf2 กบั ARE และลดระดบั glutathione นอกจากนีQลทูโีอลนิยงั

มผีลเพิTมความไวของยาเคมบีําบดั oxaliplatin, bleomycin และ doxorubicin ต่อเซลล์มะเร็ง

ปอด (Tang X. et al., 2011 and Chian S. et al., 2014) นอกจากลูทีโอลินทําให้เซลล์มะเร็ง

ปอดเกิดการตายแบบ apoptosis แล้ว ยังมีการศึกษาพบว่า  ลูทีโอลินมีผลยับยั Qงการ

แพร่กระจายและการเคลืTอนทีTของเซลล์มะเร็งปอดด้วย การศึกษาของ Anso’ E. และคณะ 

(2010) ทําการศกึษาผลของลูทโีอลนิในเซลล์มะเรง็ปอด NCI-H157 พบว่าลูทโีอลนิยบัยั Qงการ
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แสดงออกของ VEGF โดยผ่านการยับยั Qงการ phosphorylation ของ STAT3 และเพิTมการ

แสดงออกของ HIF-1 ส่งผลยบัยั Qงการสร้างหลอดเลือดใหม่ไปยงัเซลล์ทีTเกิดภาวะ hypoxia 

(Anso’ E. et al., 2010) การศกึษาของ Zhao Y.X. และคณะ (2011) ไดท้าํการศกึษาผลของลทูี

โอลนิต่อการยบัยั QงการเจรญิเตบิโตและการเคลืTอนทีTของเซลล์มะเรง็ปอด A549 พบว่าลูทโีอลิ

นทีTความเข้มข้น 50 ไมโครโมลาร์มผีลทําให้เซลล์มะเร็งปอดตายแบบ apoptosis และหยุด 

วฏัจกัรเซลล์ใหอ้ยู่ในระยะ G1 อกีทั Qงมผีลยบัยั QงการเคลืTอนทีTของเซลล์มะเรง็ปอดโดยมผีลลด 

actin assembly และ stress fiber formation แต่ในการศกึษาครั QงนีQยงัไม่ทราบกลไกการออก

ฤทธิ �ของลูทีโอลิน (Zhao Y.X. et al., 2011) การศึกษาของ Chen K.C. และคณะ (2013) 

ทําการศกึษาผลของ ลูทโีอลนิในการต้านฤทธิ �ของ TGF-β ทีTทําให้เกิดการแพร่กระจายของ

เซลล์มะเรง็ โดยพบว่าลูทโีอลนิยบัยั Qงการกระตุ้น PI3K, Akt, IκBa, NF-κB และ Snail ส่งผล

ยบัยั Qงการแสดงออกของ E-cadherin ทําใหย้บัยั Qงการเกดิ EMT ส่งผลลดการแพร่กระจายของ

เซลล์มะเร็งปอด A549 (Chen K.C. et al., 2013) การศึกษาของ Meng G. และคณะ (2016) 

ทาํการศกึษาผลของลทูโีอลนิต่อการเพิTมการตายของเซลลม์ะเรง็และการยบัยั QงการเคลืTอนทีTของ

เซลล์มะเรง็ปอด A549 โดยพบว่าเมืTอเซลล์ไดร้บัลูทโีอลนิทีTความเขม้ขน้ 25, 50 และ 100 ไม

โครโมลาร ์มผีลยบัยั Qงการแบ่งตวัของเซลล ์ทาํใหเ้ซลลต์ายแบบ apoptosis โดยเพิTม caspases-

3 และ 9 ลดการแสดงออกของ Bcl-2 และเพิTมการแสดงออกของ Bax โดยไปกระตุน้ MEK/ERK 

และ Akt นอกจากนีQลูทโีอลนิมผีลยบัยั QงการเคลืTอนทีTของเซลลม์ะเรง็ปอดดว้ย โดยผ่านการการ

กระตุน้ MEK/ERK pathway (Meng G. et al., 2016) 

 

2.1.4 ฤทธิ� ปกป้องระบบประสาท (neuroprotective effect) 

ลูทโีอลนิมฤีทธิ �ปกป้องระบบประสาทโดยการศกึษาของ Zhou และคณะ (2011) 

พบว่าลูทโีอลนิลดการเกิด oxidative stress ในเซลล์ neuroblastoma ลูทโีอลนิมผีลลดความ

บกพร่องของการเรยีนรูแ้ละความจาํ (cognitive impairment) เพิTมความสามารถการจดจาํระยะ

ยาวในเรืTองทศิทาง (long-term spatial memory) และพบว่ามผีลลดการสรา้ง amyloid–β และ 

amyloid precursor protein ในหนูทีTมีการตัดแต่งทางพันธุกรรมของโมเดลโรคอัลไซเมอร์ 

(transgenic model of Alzheimer’s disease) (Choi S.M. et al., 2014) นอกจากนีQลทูโีอลนิมผีล

ลด 6-hydroxydopamine (6-OHDA) และ 1-methyl-4-phenylpyridinium (MPP+) ทีTชักนําให้

เกดิความเป็นพษิต่อเซลลป์ระสาท โดยลด (HO-1) และ glutamate cysteine ligase (GCL) (Hu 

L.W. et al., 2014 and Patil S.P. et al., 2014)  
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2.2 ความเป็นพิษ (toxicity) ของลทีูโอลิน 

ความเป็นพษิของลูทโีอลนิยงัไม่ชดัเจน ในปัจจุบนัมรีายงานว่าลูทโีอลนิและอนุพนัธข์อง  

ลูทโีอลนิมผีลต่อเซลล์ของมนุษย์เนืTองจากสารมผีลต่อ endocrine system (Nordeen S.K. et 

al., 2013) โดยไปมผีลยบัยั Qงการสรา้ง oestrogen (Scippo M.L. et al., 2004) แต่อยา่งไรกต็าม

ปริมาณของลูทีโอลินทีTอยู่ในพืชนั Qน ปริมาณไม่เพียงพอทีTจะกระตุ้นให้เกิดความเป็นพิษ 

(Nordeen S.K. et al., 2013) 
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บทที$ 3 

วสัด ุอปุกรณ์ และวิธีการทดลอง 

 

3.1 วสัด ุอปุกรณ์ และสารเคมี 

3.1.1 เซลลเ์พาะเลี�ยง (cell culture) 

เซลลเ์พาะเลีQยง human adenocarcinoma epithelial A549 cell line (รปูทีT 4) และ 

human MRC-5 lung fibroblast cell line (รูปทีT  5) ซืQ อ จ ากบริษัท  American Type Culture 

Collection (ATCC, Virginia, USA) ประเทศสหรฐัอเมรกิา 

 

 
รปูที$ 4 สณัฐานวทิยาของเซลลม์ะเรง็ปอด A549  

(https://www.atcc.org/products/all/ccl-185.aspx) 
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รปูที$ 5 สณัฐานวทิยาของเซลลป์กต ิMRC-5  

(https://www.atcc.org/products/all/ccl-171.aspx) 

 

3.1.2 การเตรียมลทีูโอลิน 

เตรยีมสารละลายลูทโีอลนิความเขม้ขน้ 100 มลิลโิมลารด์ว้ย dimethyl sulfoxide 

(DMSO) รอ้ยละ 10 และทําการเจอืจางเพืTอใชใ้นการทดสอบทีTความเขม้ขน้ 5, 10, 20, 40, 50 

และ 80 ไมโครโมลาร ์ 

 

3.1.3 สารเคมีและอปุกรณ์ 

3.1.3.1 สารเคมี 

- Acrylamide/Bis solution 30 % (Merck, Germany) 

- Ammonium persulphate (Vivantis, USA) 

- Anti-mouse lgG HPR-linked antibody (Thermo scientific, USA) 

- Bradford reagent (Bio rad, USA) 

- Chemiluminescent substrate (Thermo scientific, USA) 

- Deionized water 

- Dimethyl sulfoxide (DMSO) (VMR chemicals, France) 

- Distilled water 
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- 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide (Sigma, USA) 

- DMEM/Ham's F-12 (1:1) (Biochrom GmbH, Germany) 

- Fetal bovine serum (Gibco BRL Life technologies, USA) 

- Formaldehyde (Ajax Finechem, New Zealand) 

- Glycine (Ajax Finechem, New Zealand) 

- Hoechst 33342 (Sigma-Aldrich, USA) 

- L-glutamine 200 mM (Gibco BRL Life technologies, USA) 

- Luteolin (3',4',5,7-tetrahydroxy flavone) (Medchem express, USA) 

- Mouse monoclonal antibody to Cdc 42 (Merck, Germany) 

- Mouse monoclonal antibody to FAK (Santa Cruz Biotechnology, USA) 

- Mouse monoclonal antibody to pFAK (Santa Cruz Biotechnology, USA) 

- Mouse monoclonal antibody to pSrc (Abcam, UK) 

- Mouse monoclonal antibody to RAC1 (Merck, Germany) 

- Mouse monoclonal antibody to RhoA (Abcam, UK) 

- Mouse monoclonal antibody to Src (Abcam, UK) 

- Mouse monoclonal antibody to β-actin (Thermo scientific, USA) 

- Non-fat dry milk powder  

- Penicillin-Streptomycin (Gibco BRL Life technologies, USA) 

- Polyoxyethylene (20) sorbittan monolaurate (LOBA chemie, UK) 

- Potassium chloride (Ajax Finechem, New Zealand) 

- Potassium di-potassium orthophosphate (Ajax Finechem, New Zealand) 

- Precision plus proteinTM dual color standard (Bio-rad, USA) 

- Propanol-2-ol (Fisher chemical, UK) 

- Rhodamine phalloidin (Sigma-Aldrich, USA) 

- Sodium chloride (Gyeonggi-do, Korea) 

- Sodium dodecyl sulfate (LOBA chemie, UK) 

- Sodium hydrogen carbonate (Ajax Finechem, New Zealand) 

- Sodium phosphate dibasic anhydrous (Rankem, India) 

- Sodium pyruvate (100mM) (Gibco BRL Life technologies, USA) 

- Tris (hydroxymethyl) methylamine (Ajax Finechem, New Zealand) 

- Trypan blue (Dojindo, Japan) 
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- Trypsin EDTA 0.25% (Gibco BRL Life technologies, USA) 

- β-mercaptoethanol (LOBA Chemie, India)  

3.1.3.2 อปุกรณ์ 

- Clear blue X-ray film (Thermo scientific, USA) 

- Conical tube ขนาด 15 และ 50 มลิลลิติร (Corning, USA) 

- Culture flash T75 (Corning, USA) 

- Culture plate 6, 24, 96 well plates (SPL Life Sciences, Korea) 

- Culture plate P100 (SPL Life Sciences, Korea) 

- Hypercassette (Amersham Biosciences, England) 

- Microtube ขนาด 1.5, 2 มลิลลิติร (Corning, USA) 

- Mini Rocker-Shaker (BioSan, Latvia) 

- Nitrocellulose membrane (Merck, Germany) 

- Pipette boy (Biohit, Germany) 

- Pipette tip ขนาด 10, 20, 100 และ 1000 ไมโครลติร (Corning, USA) 

- Power supply (Bio-rad, USA) 

- Seropipette 5 และ 10 มลิลลิติร (HBG, Germany) 

- Vortex mixer (Scientific Industries, USA) 

- เครืTองกวนสาร (hotplate stirrer) (Corning, USA) 

- เครืTองชั Tงทศนิยม 4 ตาํแหน่ง (Precisa, Switzerland) 

- เครืTองทาํความสะอาดดว้ยคลืTนเสยีง (Elma, Germany) 

- เครืTองปั TนเหวีTยงสาร (high speed refrigerator centrifuge) (Hettich, Germany) 

- เครืTองปั TนเหวีTยงสารขนาดเลก็ (minicentrifuge) (WiseSpin®, Korea) 

- เครืTองวดัคา่กรด-ดา่ง (pH meter) (Thermo scientific, Singapore) 

- เครืTองอบลมรอ้น (hot air oven) (Heraeus, USA) 

- เครืTองอบหมอ้นึTงความดนัไอนํQา (autoclave) (Zealway, USA) 

- เครืTองอ่านปฏกิริยิาบนไมโครเพลท (microplate reader) (Biotek, USA) 

- เครืTองอุ่นหลอดทดลอง (dry bath incubator) (Major science, Taiwan) 

- เครืTองฮอโมจไีนสเซอร ์(homogenizer) (IKA, USA) 

- แทง่แมเ่หลก็กวนสาร (magnetic bar) 

- กระดาษกรองขนาด 0.2 ไมโครเมตร (WhatmanTM, Germany) 

- กลอ้งจุลทรรศน์ชนิดหวักลบั (inverted microscope) (Olympus, Japan) 
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- กลอ้งจุลทรรศน์ฟลอูอเรสเซนตช์นิดหวักลบั (Olympus, Japan) 

- ขวดฝาเกลยีว ขนาด 250, 500 และ1 000 มลิลลิติร (Schott duran, USA) 

- ชดุ gel electrophoresis (gel electrophoresis set) (Bio-rad, USA) 

- ตะเกยีงแอลกอฮอล ์(alcohol lamp) 

- ตูเ้ยน็ (refrigerator) (Toshiba, Japan) 

- ตูค้วบคมุอุณหภมูแิละคารบ์อนไดออกไซด ์(Thermo Forma Scientific, USA) 

- ตูป้ลอดเชืQอ (biological safety cabinet class 2) (Astek, UK) 

- บกีเกอร ์(beaker) ขนาด 100, 250, และ 500 มลิลลิติร (Schott duran, USA) 

- อ่างนํQาควบคมุอุณหภมู ิ(water bath) (WiseBath, Korea) 

 

3.2 วิธีการวิจยั 

3.2.1 การเพาะเลี�ยงเซลลม์ะเรง็ปอด (cell culture) 

เซลล์เพาะเลีQยง human adenocarcinoma epithelial A549 cell line และ human 

MRC-5 lung fibroblast cell line เลีQยงดว้ยอาหารเพาะเลีQยงเซลลค์อื DMEM/Ham's F-12 และ 

DMEM ตามลาํดบั เสรมิดว้ย fetal bovine serum (FBS) 10%, ยาเพนนิซลินิ 1%, ยาสเตรปโต

มัยซิน 1%, แอลกลูตามีน 1% และโซเดียมไพรูเวท 1% เลีQยงทีT 37 องศาเซลเซียส และ

คาร์บอนไดออกไซด์ 5% ทําการเปลีTยนอาหารทุก ๆ 3-4 วนั และ trypsinized ด้วย trypsin 

EDTA 0.25% ปรมิาตร 500 ไมโครลติร เมืTอเซลล์เตบิโตประมาณ 85-90% ของภาชนะเลีQยง

เซลล ์

 

3.2.2 การทดสอบความเป็นพิษของลูทีโอลินต่อเซลลเ์พาะเลี�ยงมะเรง็ปอด A549 

และเชลลป์กติ MRC-5 ด้วยวิธี MTT 

เริTมทําการเพาะเลีQยงเซลล์ human adenocarcinoma epithelial A549 cell line 

และเซลล์ปกติ human MRC-5 lung fibroblast cell line เริTมต้นทีT 1 x 104 เซลล์ต่อหลุมใน

ภาชนะเลีQยง 96-well plate โดยใชอ้าหารเลีQยงเซลล ์DMEM/Ham's F-12 และ DMEM complete 

medium ตามลําดบั บ่มเป็นเวลา 1 คนื หลงัจากนั Qนเซลล์ทั Qงสองชนิดได้รบัลูทโีอลนิทีTความ

เขม้ขน้สุดท้ายเท่ากบั 0, 5, 10, 20, 40, 50 และ 80 ไมโครโมลาร์ เลีQยงทีTอุณหภูม ิ37 องศา

เซลเซยีส และคารบ์อนไดออกไซด ์5% เป็นเวลา 24 ชั Tวโมง เมืTอครบเวลานําเซลลม์าวเิคราะห์

ความเป็นพิษของลูทีโอลินโดยเติมสารละลาย MTT (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-

diphenyltetrazolium bromide) ความเข้มข้น 500 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ปริมาตร 100 

ไมโครลติร แลว้นําไปบ่มต่อทีTอุณหภูม ิ37 องศาเซลเซยีส เป็นเวลา 2 ชั Tวโมง จากนั Qนนําผลกึสี
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มว่งของ formazan มาละลายดว้ย DMSO ปรมิาตร 100 ไมโครลติรในทีTมดื แลว้นําไปวดัความ

เขม้ของสทีีTเกดิขึQนดว้ยเครืTอง microplate reader ทีTความยาวคลืTน 570 นาโนเมตร ซึTงความเขม้

ของสทีีTเกดิขึQนจะสมัพนัธ์กบัจํานวนของเซลล์ทีTมชีวีติ เนืTองจากเซลล์ทีTมชีวีติจะเปลีTยน MTT 

โดยอาศยั mitochondrial reductase enzymes มารีดิวซ์ nicotinamide adenine dinucleotide 

hydrogen (NADH) ใหไ้ปเป็น nicotinamide adenine dinucleotide (NAD+) จงึเกดิเป็นผลกึของ 

formazan ขึQน (รปูทีT 6)  

 
รปูที$ 6 ปฏกิริยิาการเกดิผลกึ formazan เมืTอดว้ยวธิ ีMTT (Sukhramani P.S. et al., 2011) 

 

3.2.3 การทดสอบผลของลูทีโอลินต่อการตายของเซลลแ์บบ apoptosis โดยการ

ย้อมเซลลด้์วย Hoechst 33342 

เริTมทําการเพาะเลีQยงเซลล์ human adenocarcinoma epithelial A549 cell line 

เริTมต้นทีT 5 x 104 เซลล์ต่อหลุม ใน 24 well plate ทีTมีอาหาร DMEM/Ham's F-12 complete 

medium บ่มเป็นเวลา 24 ชั Tวโมง หลงัจากนั Qนเซลล์เพาะเลีQยงจะได้รบัลูทีโอลินความความ

เข้มข้น  0, 5,  10, 20, 40, 50 และ  80 ไมโคร โมลาร์  บ่ มทีT  37 องศา เซล เซียสและ

คารบ์อนไดออกไซด ์5% เป็นเวลา 24 ชั Tวโมง เมืTอครบเวลาลา้งดว้ย phosphate buffer saline 

(PBS) pH 7.4 จาํนวน 2-3 ครั Qง จากนั Qนยอ้มดว้ย Hoechst 33342 ความเขม้ขน้ 10 ไมโครกรมั

ต่อมลิลลิติร บ่ม 30 นาท ีในทีTมดืบน mini rocker-shaker เมืTอครบเวลาลา้งดว้ย PBS pH 7.4 

แล้วนําไปถ่ายรูปดว้ยกล้องจุลทรรศน์ฟลูออเรสเซนต์ชนิดหวักลบั ทีTกําลงัขยาย 20x ทีTความ

ยาวคลืTนแสง 460-490 นาโนเมตร แบบสุม่ 5 field แลว้นํามานบัจาํนวนเชลลท์ั Qงหมดและจาํนวน

เซลลท์ีTตายแบบ apoptosis การคาํนวณการตายแบบ apoptosis (%) ดงัสตูรต่อไปนีQ  
 

Apoptosis cells (%) = (total apoptosis cells / total cells) x 100 
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โดยส ี Hoechst 33342 (2'-(4-ethoxyphenyl)-5-(4-methylpiperazin-1-yl)-2,5'-

bibenzimidazole) สามารถผา่นเยืTอหุม้เซลลแ์ลว้ไปจบักบับรเิวณรอ่งเลก็ (minor groove) ของดี

เอน็เอเกลยีวคูร่ะหวา่งเบสอะดนีีน (adenine) และเบสไทมนี (thymine) ซึTงเซลลท์ีTมกีารตายแบบ 

apoptosis จะเหน็เป็นสฟ้ีาของ Hoechst 33342 สวา่งขึQน (รปูทีT 7) เนืTองจากเกดิการหดตวัของ

โครมาตนิสั Qนลง (chromatin condensation) เกดิการหกัของชิQนสว่นดเีอน็เอเป็นชิQนเลก็ ๆ ทาํให้

เกดิลกัษณะทีTเรยีกวา่ pyknotic nuclei และการแยกสลายของเซลลเ์ป็นรปูแบบทีTเรยีกวา่ 

apoptotic body ทาํใหเ้กดิการสญูเสยีปรมิาตรของเซลลโ์ดยเยืTอหุม้เซลลจ์ะหดแฟบลง (ปกป้อง 

ประยงค ์และคณะ, 2550) 
 

 
 

รปูที$ 7 การตายแบบ apoptosis (ลกูศรสขีาว) ทีTยอ้มดว้ย Hoechst 33342  

(Meng G. et al., 2016) 
 

3.2.4 การทดสอบผลของลูทีโอลินต่อการยับยั �งการเคลื$อนที$ของเซลล์ (cell 

migration) ด้วยวิธี scratch wound healing 

เริTมทําการเพาะเลีQยงเซลล์ human adenocarcinoma epithelial A549 cell line 

เริTมตน้ทีT 7.5 x 105 เซลลต่์อหลุมในภาชนะเลีQยง 24 well plate ทีTมอีาหาร DMEM/Ham's F-12 

complete medium บ่มเป็นเวลา 24-48 ชั Tวโมง เมืTอเซลล์เจรญิเตม็ภาชนะเลีQยงแล้วทําใหเ้กดิ

รอยแผลโดยใช ้sterile pipette tip ขนาด 200 ไมโครลติรขดีบรเิวณกน้หลุมใหเ้ป็นเสน้ตรงตาม

แนวตั Qง  (รูปทีT  8) จากนั Qนล้างเศษเซลล์ด้วย PBS pH 7.4 และเติม DMEM/Ham's F-12 

complete medium ทีTม ีFBS 1% และลทูโีอลนิความเขม้ขน้ 0, 5, 10, 20 และ 40 ไมโครโมลาร ์

บ่มทีT 37 องศาเซลเซยีส และคารบ์อนไดออกไซด ์5% เป็นเวลา 0, 24 และ 48 ชั Tวโมง เมืTอครบ

เวลาทีTกาํหนดนําไปถ่ายรปูดว้ยกลอ้งจุลทรรศน์ชนิดหวักลบัแบบ bright field ทีTกาํลงัขยาย 10x 

แบบสุ่ม 6 field ต่อจากนั Qนนําไปวิเคราะห์การยบัยั QงการเคลืTอนทีTของเซลล์ด้วยโปรแกรม 

ImageJ รุน่ Java 1.8.0_112 64 bit  
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รปูที$ 8 การยบัยั QงการเคลืTอนทีTของเซลลโ์ดยวธิ ีScratch wound healing  

(Meng G. et al., 2016) 
 

3.2.5 การทดสอบผลของลูทีโอลินต่อการยบัยั �งการแพร่กระจายของเซลล์ (cell 

invasion) ด้วยวิธี transwell invasion assay 

ทาํการเพาะเลีQยงเซลล ์human adenocarcinoma epithelial A549 cell line เริTมตน้

ทีT 5 x 104 บน transwell ทีTมโีพลคีารบ์อเนตเมมเบรนขนาด 8 ไมโครเมตร coat ดว้ย matrigel 

ทีTมอีาหาร DMEM/Ham's F-12 incomplete medium เซลล์เพาะเลีQยงจะได้รบัลูทโีอลนิความ

เขม้ขน้ 0, 10, 20 และ 40 ไมโครโมลาร ์เลีQยงทีT 37 องศาเซลเซยีส และคารบ์อนไดออกไซด ์5% 

เป็นเวลา 24 ชั Tวโมง เพืTอดกูารแพรก่ระจายของเซลลล์งสูช่ ั Qนล่างของ chamber เมืTอครบเวลาใช ้

cotton swab เอาเซลล์ทีTไม่เกดิการแพร่กระจายออก และนําเซลล์ทีTผ่านเมมเบรนมา fix ดว้ย

พาราฟอรม์ลัดไีฮด ์4% เป็นเวลา 10 นาท ีแลว้ยอ้มดว้ยส ีHoechst 33342 เป็นเวลา 30 นาท ี

วเิคราะห์จํานวนเซลล์ทีTแพร่กระจายผ่านเมมเบรนเทยีบกบักลุ่มควบคุม โดยการถ่ายรูปดว้ย

กลอ้งจุลทรรศน์ฟลอูอเรสเซนตช์นิดหวักลบัทีTกาํลงัขยาย 20x แบบสุม่ 5 field 
 

3.2.6 การทดสอบผลของลูทีโอลินต่อการยบัยั �งการสร้าง filopodia โดยการย้อม

ด้วย rhodamine phalloidin 

เริTมทําการเพาะเลีQยงเซลล์ human adenocarcinoma epithelial A549 cell line 

เริTมต้นทีT 5 x 104 เซลล์ต่อหลุมในภาชนะเลีQยง 24 well plate ทีTมอีาหาร DMEM/Ham's F-12 

complete medium บ่มเป็นเวลา 24 ชั Tวโมง เมืTอครบเวลาเซลลเ์พาะเลีQยงจะไดร้บัลทูโีอลนิความ

เขม้ขน้ 0, 10, 20 และ 40 ไมโครโมลาร ์เลีQยงทีT 37 องศาเซลเซยีส และคารบ์อนไดออกไซด ์5% 

เป็นเวลา 24 ชั Tวโมง จากนั Qนลา้งดว้ย PBS pH 7.4 จาํนวน 2-3 ครั Qง แลว้ fix ดว้ยพาราฟอรม์ลัดี

ไฮด์ 4% เป็นเวลา 10 นาท ีและทําใหเ้ยืTอหุม้เซลล์เสยีสภาพ (permeabilized) โดยเตมิ 0.1% 

Triton-X100 บ่มทีTอุณหภมูหิอ้งเป็นเวลา 10 นาท ีเมืTอครบเวลาจะลา้งดว้ย PBS pH 7.4 จาํนวน 

2-3 ครั Qง แลว้ blocked ดว้ย bovine serum albumin (BSA) 0.2% เป็นเวลา 1 ชั Tวโมงบน mini 

rocker-shaker ทีTอุณหภมูหิอ้ง เมืTอครบเวลาลา้งดว้ย PBS pH 7.4 จาํนวน 2-3 ครั Qง จากนั Qนเตมิ 

Control Luteolin 

0 h 

24 h 
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rhodamine phalloidin ความเขม้ขน้ 10 ไมโครกรมัต่อมลิลลิติร บ่มทีTอุณหภูมหิอ้งในทีTมดืเป็น

เวลา 30 นาท ีแลว้นําไปถ่ายรปูดว้ยกลอ้งจุลทรรศน์ฟลูออเรสเซนต์ชนิดหวักลบั ทีTกําลงัขยาย 

40x แบบสุม่ 5 field  

โดย phalloidin จะเขา้สู่เซลล์ไปจบัอย่างจําเพาะกบั actin polymerization แต่ละ  

ยู นิตและป้องการ เกิด  filament depolymerization ของ filamentous actin (F-actin) ส่วน 

rhodamine เป็นสยีอ้มเรอืงแสงในชว่งสสีม้แดงมโีครงสรา้งวงนอกเป็น isothiocyanate ซึTงจะไป

ทาํปฏกิริยิากบั succinimidyl-ester ของโปรตนีภายในเซลลท์าํใหส้ามารถตดิตามการทดลองได้

โดยวดัปรมิาณของ microfilament ทีTเกดิขึQนได ้

 

3.2.7 การทดสอบผลของลูทีโอลินต่อการแสดงออกของโปรตีน Rac1, Cdc42, 

RhoA, pFAK, FAK, pSrc และ Src ด้วยวิธี western blot 

เริTมทําการเพาะเลีQยงเซลล์ human adenocarcinoma epithelial A549 cell line 

เริTมตน้ทีT 5 x 106 เซลลใ์น plate ขนาด 100 มลิลลิติร ทีTมอีาหาร DMEM/Ham's F-12 complete 

medium บ่มเป็นเวลา 24 ชั Tวโมง เซลลเ์พาะเลีQยงจะไดร้บัลูทโีอลนิความเขม้ขน้ 0, 10, 20 และ 

40 ไมโครโมลาร ์เลีQยงทีT 37 องศาเซลเซยีส และคารบ์อนไดออกไซด ์5% เป็นเวลา 24 ชั Tวโมง 

หลงัจากนั Qนนํามาลา้งดว้ย PBS pH 7.4 และนําไปปั Tนลา้งเซลลท์ีT 5000 rpm เป็นเวลา 10 นาท ี

จากนั Qนเตมิ RIPA buffer (lysis reagent) ปรมิาตร 150 ไมโครลติร บ่มในนํQาแขง็เป็นเวลา 30 

นาท ีแลว้นําไปเขา้ homogenizer 15 วนิาทแีละปั TนเหวีTยงทีTความเรว็สงู 14000 rpm ทีTอุณหภมู ิ

4 องศาเซลเซยีสเป็นเวลา 20 นาท ีก่อนนําโปรตนีมาใช ้นําโปรตนีทีTไดไ้ปวดัปรมิาณโปรตนี

ดว้ย Bradford reagent และใช ้bovine serum albumin (BSA) เป็นสารมาตรฐาน และนําไปวดั

การดดูกลนืคลืTนแสงทีT 595 นาโนเมตรดว้ยเครืTอง microplate reader ต่อจากนั QนนําโปรตนีทีTได ้

75 ไมโครกรมั มาโหลดลง 8-10% โพลอีะครลิาไมดเ์จล แยกดว้ยกระแสไฟฟ้าทีTความต่างศกัย ์

80 โวลต์ เป็นเวลา 3 ชั Tวโมง หลังจากนั Qนทําการย้ายโปรตีนลงบนแผ่นไนโตรเซลลูโลส 

เมมเบรนด้วยกระแสไฟฟ้าความต่างศกัย์ 90 โวลต์ เป็นเวลา 2 ชั Tวโมง แล้วนําเมมแบรนมา 

blocked ดว้ย 3% BSA บน mini rocker-shaker เป็นเวลา 2 ชั Tวโมง เมืTอครบเวลาเตมิ primary 

antibody (1:1000) เป็นเวลา 1 คนื ทีTอุณหภูม ิ4 องศาเซลเซยีส บน mini rocker-shaker เมืTอ

ครบเวลานําเมมเบรนมาลา้งดว้ย 1x tris buffer saline-1% tween (TBST) และเตมิ secondary 

antibody (1:5000) ใน 3% BSA บ่มทีTอุณหภูมหิอ้งเป็นเวลา 1 ชั Tวโมง บน mini rocker-shaker 

จากนั Qนลา้งดว้ย 1x TBST จาํนวน 5 ครั Qง แลว้นําเมมแบรนไปประกบแผน่ฟิลม์ในหอ้งมดืโดยใช ้

chemiluminescence reagents และวิเคราะห์ความเข้มของแถบโปรตีน โดยใช้โปรแกรม 

ImageJ รุน่ Java 1.8.0_112 64 bit 



 

 

34 

3.3 การวิเคราะหข้์อมลู 

ข้อมูลทีTได้จากการทดลองแสดงค่าเป็นค่าเฉลีTย (mean) ± ค่าความคลาดเคลืTอน

มาตรฐานของค่าเฉลีTย (standard error of the mean; S.E.M.) โดยเปรยีบเทยีบความแตกต่าง

ทางสถติริะหว่างกลุ่มของการทดลองโดยใช ้one-way ANOVA test วเิคราะห์สถติทิดสอบคอื 

post-hoc test (Tukey) ซึTงพจิารณาค่าความแตกต่างอย่างมนีัยสําคญัทางสถิติทีTระดบัความ

เชืTอมั Tน 95% (p < 0.05) โดยใชโ้ปรแกรม IBM SPSS Statistics รุน่ 23 
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บทที$ 4 

ผลการทดลอง 

 

4.1 ผลของลู ที โอลินต่อความเป็นพิษของเซลล์เพาะเ ลี�ยงมะเร็งปอด human 

adenocarcinoma epithelial A549 cell line และเซลลป์กติ human MRC-5 lung fibroblast 

cell line  

การวเิคราะหค์วามเป็นพษิของลูทโีอลนิต่อเซลลเ์พาะเลีQยง A549 และ MRC-5 ดว้ยวธิ ี

MTT assay โดยเซลลท์ั Qง 2 ชนิด จะไดร้บัลทูโีอลนิทีTความเขม้ขน้ 0, 5, 10, 20, 40, 50 และ 80 

ไมโครโมลารเ์ป็นเวลา 24 ชั Tวโมง ผลการทดลองพบว่า ลูทโีอลนิทีTความเขม้ขน้ 5-50 ไมโครโม

ลาร ์ไมท่าํใหเ้กดิความเป็นพษิต่อเซลลม์ะเรง็ปอด A549 โดยทีTความเขม้ขน้ดงักล่าวทาํใหเ้ซลล์

มีชีวิตรอด 101.05 ± 5.92, 92.97 ± 1.50, 91.53 ± 2.21, 86.91 ± 4.52 และ 85.49 ± 1.37% 

ตามลาํดบั ในขณะทีTลทูโีอลนิทีTความเขม้ขน้ 80 ไมโครโมลาร ์มผีลทาํใหเ้ซลลม์ชีวีติรอดน้อยลง

อยา่งมนียัสาํคญัทางสถติ ิ(P < 0.001) เมืTอเทยีบกบักลุ่มควบคุม โดยทาํใหเ้ซลลม์ชีวีติรอดรอ้ย

ละ 48.85 ± 0.18 (รปูทีT 9A) ซึTงมคีา่ความเขม้ขน้ของลทูโีอลนิทีTยบัยั Qงการเจรญิเตบิโตรอ้ยละ 50 

(the half maximal inhibitory concentration; IC50) ทีTเวลา 24 ชั Tวโมงเท่ากบั 78.86 ไมโครโม

ลาร์ ส่วนผลการทดสอบความเป็นพษิของลูทีโอลินต่อเซลล์เพาะเลีQยงปกติ MRC-5 พบว่า 

ลูทโิอลนิทีTทุกความเขม้ขน้ไม่มผีลทําใหเ้กดิความเป็นพษิต่อเซลล์ปกต ิโดยทําใหเ้ซลล์มชีวีติ

รอดรอ้ยละ 102.03 ± 6.86, 99.23 ± 8.69, 97.82 ± 6.26, 97.48 ± 4.23, 97.68 ± 4.29 และ 

94.17 ± 2.51 ตามลําดบั (รูปทีT 9A) จากการทดลองนีQบ่งชีQได้ว่าลูทีโอลินมคีวามจําเพาะต่อ

เซลลม์ะเรง็ปอด โดยไมท่าํใหเ้กดิพษิต่อเซลลป์กต ิ 

 

4.2 ผลของลูทีโอลินต่อรูปแบบการตายของเซลล์เพาะเลี�ยงมะเร็งปอด A549 แบบ 

apoptosis 

 จากการศกึษาการเปลีTยนแปลงสณัฐานวทิยาของเซลล์มะเร็งปอด A549 หลงัได้รบั 

ลทูโีอลนิทีTความเขม้ขน้ 5-80 ไมโครโมลาร ์เป็นเวลา 24 ชั Tวโมง โดยตรวจพบการเปลีTยนแปลง

รูปร่างของเซลล์จากปกต ิซึTงปกตเิซลล์จะมลีกัษณะเป็นเหลีTยมหลายเหลีTยม (epithelium-like 

morphology) มกีารยดึเกาะติดบนผวิภาชนะและเซลล์ขา้งเคยีง (control; รูปทีT 9C) โดยเมืTอ

ไดร้บัลทูโีอลนิทีTความเขม้ขน้ตั Qงแต่ 40-80 ไมโครโมลาร ์เซลลจ์ะมลีกัษณะทีTหดสั Qนลง ผวิเซลลม์ี

การโป่งพอง ขอบเขตของเซลล์ไม่ชดัเจน เสยีสภาพการยดึเกาะและลอยตวัขึQนมาบนอาหาร

เลีQยงเซลล์ (รูปทีT 9C) เมืTอทําการศกึษาโดยการยอ้มด้วย Hoechst 33342 เพืTอศกึษารูปแบบ

การตายแบบ apoptosis พบว่าเซลล์ในกลุ่มควบคุม นิวเคลียสมลีกัษณะกลม และไม่มกีาร
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แตกหกัของดเีอน็เอภายในนิวเคลยีส (รูปทีT 9C) ในขณะทีTกลุ่มทีTไดร้บัลูทโิอลนิทีTความเขม้ขน้ 

40-80 ไมโครโมลาร์ พบลกัษณะการรวมตวักนัของโครมาตินและติดสฟ้ีาสว่างจากการย้อม 

Hoechst 33342 (รูปทีT 9C) และเมืTอนําผลของลูทิโอลินทีTความเข้มข้น 10, 20, 40 และ 80  

ไมโครโมลาร ์มาวเิคราะหร์อ้ยละการตายแบบ apoptosis พบวา่เซลลม์ะเรง็ปอด A549 ทีTไดร้บั

ลทูโิอลนิทีTความเขม้ขน้ 40-80 ไมโครโมลาร ์มจีาํนวนเซลลท์ีTตายแบบ apoptosis เพิTมขึQนอยา่ง

มีนัยสําคัญทางสถิติ (P < 0.001) เมืTอเทียบกับกลุ่มควบคุม โดยมีร้อยละการตายแบบ 

apoptosis เท่ากบั 24.44 ± 0.99 และ 85.96 ± 1.59 ทีTความเขม้ขน้ 40 และ 80 ไมโครโมลาร์ 

ตามลาํดบั (รปูทีT 9C) ซึTงจากการทดลองนีQจงึเลอืกลทูโีอลนิทีTความความเขม้ขน้ 10, 20 และ 40 

ไมโครโมลาร ์ไปใชใ้นการทดลองอืTน ๆ ต่อไป 

 
4.3 ผลของลูทีโอลินต่อการยบัยั �งการเคลื$อนที$ของเซลล์มะเร็งปอดด้วยวิธี scratch 

wound healing 

ผลของลทูโีอลนิต่อการยบัยั QงการเคลืTอนทีTของเซลล ์(cell migration) มะเรง็ปอด ดว้ยวธิ ี

scratch wound healing โดยเซลล์มะเรง็ปอด A549 จะไดร้บัลูทโีอลนิทีTความเขม้ขน้ 0, 5, 10, 

20 และ 40 ไมโครโมลาร ์จากนั Qนนําเซลลไ์ปถ่ายรปูทีTเวลา 0, 24 และ 48 ชั Tวโมงหลงัจากไดร้บั 

ลูทโีอลนิ นําผลทีTไดม้าคํานวณพืQนทีTปิดของรอยบาดแผล (wound area) ผลการทดลองพบว่า  

ลทูโีอลนิทีTความเขม้ขน้ 20 และ 40 ไมโครโมลาร ์มผีลยบัยั QงการเคลืTอนทีTปิดบรเิวณทีTทาํใหเ้กดิ

รอยแผลอย่างมนียัสาํคญัทางสถติ ิ(P < 0.01) เมืTอเทยีบกบักลุ่มควบคุม โดยมรีอ้ยละพืQนทีTรอย

แผล 63.10 ± 14.15 และ 71.69 ± 10.14 ตามลาํดบั เมืTอไดร้บัลทูโีอลนิเป็นเวลา 48 ชั Tวโมง (รปู

ทีT 10A และ 10B) จากการทดลองนีQชีQว่าลูทโีอลนิมผีลยบัยั QงการเคลืTอนทีTของเซลล์มะเรง็ปอด 

A549 
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รูปที$  9 ผลของลูทีโอลินต่อการรอดชีวิตของเซลล์เพาะเลีQยง A549 และ MRC-5 จากการ

วเิคราะห์ดว้ยวธิ ีMTT (A) รอ้ยละการตายแบบ apoptosis จากการยอ้มดว้ย Hoechst 33342 

(B) การเปลีTยนแปลงสัณฐานวิทยาของเซลล์มะเร็งปอด A549 และรูปแบบการตายแบบ 

apoptosis ของเซลลม์ะเรง็ปอด A549 เมืTอยอ้มดว้ย Hoechst 33342 (C) โดยเซลลจ์ะไดร้บัลูที

โอลนิทีTความเขม้ขน้ 0, 5, 10, 20, 40, 50 และ 80 ไมโครโมลาร ์เป็นเวลา 24 ชั Tวโมง โดยขอ้มลู

ทีTไดจ้ากการทดลองแสดงเป็นคา่เฉลีTย ± คา่ความคลาดเคลืTอนมาตรฐานของคา่เฉลีTย (n=4), ทุก

ภาพถ่ายทีTกาํลงัขยายเลนสว์ตัถุ 20 เทา่ และ scale bar คอื 100 ไมโครเมตร 

 * = มคีวามแตกต่างอยา่งมนียัสาํคญัทางสถติ ิ(P < 0.001) เมืTอเทยีบกบักลุม่ควบคมุ 

  

(C) 
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รปูที$ 10 ผลของลูทโีอลนิต่อการยบัยั QงการเคลืTอนทีTของเซลล์เพาะเลีQยงมะเรง็ปอด A549 จาก

การวเิคราะหด์ว้ยวธิ ีscratch wound healing assay  ภาพถ่ายจากกลอ้งจลุทรรศน์ชนิดหวักลบั

ทีTกําลังขยาย 10x, scale bar : 200 ไมโครเมตร (A) กราฟแสดงร้อยละพืQนทีTรอยแผล (% 

wound area) โดยเซลล์จะได้รบัลูทโีอลนิทีTความเขม้ขน้ 0, 10, 20 และ 40 ไมโครโมลาร์เป็น

เวลา 0, 24 และ 48 ชั Tวโมง (B) ขอ้มลูกราฟแสดงเป็นคา่เฉลีTย ± คา่ความคลาดเคลืTอนมาตรฐาน

ของคา่เฉลีTย (n=4) 

 * = มคีวามแตกต่างอยา่งมนียัสาํคญัทางสถติ ิ(P < 0.01) เมืTอเทยีบกบักลุม่ควบคมุ  

 # = มคีวามแตกต่างอยา่งมนียัสาํคญัทางสถติ ิ(P < 0.01) เมืTอเทยีบเวลา 0 ชั Tวโมง 

  

(A) 

(B) 
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4.4 ผลของลูทีโอลินต่อการยบัยั �งการแพร่กระจายของเซลล์ (cell invasion) ด้วยวิธี 

transwell invasion assay 

การวิเคราะห์ผลของลูทีโอลินต่อการยับยั Qงการแพร่กระจาย (cell invasion) ของ

เซลลม์ะเรง็ปอด A549 ดว้ยวธิ ีtranswell invasion assay โดยเซลลม์ะเรง็ปอด A549 จะไดร้บั 

ลูทโีอลนิทีTความเขม้ขน้ 0, 10, 20 และ 40 ไมโครโมลาร์เป็นเวลา 24 ชั Tวโมง ผลการทดลอง

พบว่าลูทโีอลนิทีTความเขม้ขน้ 10, 20 และ 40 ไมโครโมลาร์ มผีลยบัยั Qงการแพร่กระจายของ

เซลลม์ะเรง็ปอด A549 อย่างมนีัยสาํคญัทางสถติ ิ(P < 0.001) เมืTอเทยีบกบักลุ่มควบคุม (รปูทีT 

11A และ 11B) โดยผลทีTเกดิขึQนขึQนกบัขนาดของลทูโีอลนิทีTไดร้บั โดยรอ้ยละจาํนวนเซลลท์ีTเกดิ

การแพร่กระจาย เท่ากับ 43.86 ± 12.50, 29.66 ± 8.40 และ 16.91 ± 4.39 เมืTอได้ร ับ 

ลทูโีอลนิทีTความเขม้ขน้ 10, 20 และ 40 ไมโครโมลาร ์ตามลาํดบั 

 

 
รูปที$  11 ผลของลูทีโอลินต่อการยับยั Qงการแพร่กระจายของเซลล์ (cell invasion) ด้วยวิธี 

transwell invasion assay  รอ้ยละจํานวนเซลล์ทีTเกดิการแพร่กระจาย (A) ภาพถ่ายจากกลอ้ง

จุลทรรศน์ฟลูออเรสเซนต์ชนิดหวักลบั ทีTกําลงัขยาย 20x เมืTอย้อมนิวเคลียสด้วย Hoechst 

33342, scale bar : 100 ไมโครเมตร โดยเซลลไ์ดร้บัลทูโีอลนิทีTความเขม้ขน้ 0, 10, 20 และ 40 

ไมโครโมลาร ์เป็นเวลา 24 ชั Tวโมง (B) ขอ้มลูกราฟแสดงเป็นค่าเฉลีTย ± ค่าความคลาดเคลืTอน

มาตรฐานของคา่เฉลีTย (n=4) 

 * = มคีวามแตกต่างอยา่งมนียัสาํคญัทางสถติ ิ(P < 0.001) เมืTอเทยีบกบักลุม่ควบคมุ  
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4.5 ผลของลูทีโอลินต่อการยบัยั �งการสร้าง filopodia และการยบัยั �งการแสดงออกของ

โปรตีน Rac1, Cdc42 และ RhoA 

การทดลองนีQได้ทําการศกึษาฤทธิ �ของลูทโีอลนิต่อการยบัยั Qงการสร้าง filopodia ของ

เซลลม์ะเรง็ปอด A549 โดยการยอ้มดว้ยสฟีลูออเรสเซนต ์phalloidin rhodamine ภายหลงัจาก

ทีTเซลลไ์ดร้บัลูทโีอลนิทีTความเขม้ขน้ 0, 10, 20 และ 40 ไมโครโมลาร ์เป็นเวลา 24 ชั Tวโมง ผล

การทดลองพบว่าจํานวนของ filopodia ลดลงเมืTอความเขม้ขน้ของลูทโีอลนิเพิTมมากขึQน (รูปทีT 

12) เ นืT องจากการสร้าง filopodia และกระบวนการ protrusions รวมทั Qงการเกิด actin 

polymerization และ cytoskeletal rearrangement เกีTยวข้องกับการกระตุ้นการทํางานของ

โมเลกุลภายในเซลลผ์า่นการกระตุน้ของ Rac1, Cdc42 และ RhoA ซึTงมผีลต่อการเคลืTอนทีTและ

การแพรก่ระจายของเซลลม์ะเรง็ ผูว้จิยัจงึไดท้าํการศกึษาผลของลทูโีอลนิทีTความเขม้ขน้ 0, 10, 

20 และ 40 ไมโครโมลาร ์เป็นเวลา 24 ชั Tวโมงต่อการแสดงออกของโปรตนี Rac1, Cdc42 และ 

RhoA ผลการทดลองพบว่า ลูทโีอลนิทีTความเขม้ขน้ 20 และ 40 ไมโครโมลาร์ ส่งผลลดการ

แสดงออกของโปรตนี Rac1 อย่างมนีัยสําคญัทางสถิต ิ(P < 0.01) เมืTอเทยีบกบักลุ่มควบคุม 

โดยลูทโีอลนิทีTความเขม้ขน้ 20 และ 40 ไมโครโมลาร ์มผีลลดการแสดงออกของโปรตนี Rac1 

เป็น 0.64 ± 0.04 และ 0.24 ± 0.01 ตามลําดบั (รูปทีT 13A และ 13B) นอกจากนีQลูทโีอลนิทีTค

วามเขม้ขน้ 10, 20 และ 40 ไมโครโมลาร ์มผีลยบัยั Qงการแสดงออกของโปรตนี Cdc42 อย่างมี

นัยสาํคญัทางสถติ ิ(P < 0.01) เมืTอเทยีบกบักลุ่มควบคุม โดยมผีลลดการแสดงออกของโปรตนี 

Cdc42 เป็น 0.68 ± 0.03, 0.36 ± 0.02 และ 0.14 ± 0.01 ตามลําดับ (รูปทีT 13A และ 13B) 

นอกจากลูทโีอลินยบัยั Qงการแสดงออกของโปรตีน Rac1 และ Cdc42 แล้ว ลูทีโอลินทีTความ

เข้มข้น 20 และ 40 ไมโครโมลาร์ ยังมีผลยับยั Qงการแสดงออกของโปรตีน RhoA อย่างมี

นัยสาํคญัทางสถติ ิ(P < 0.01) เมืTอเทยีบกบักลุ่มควบคุม โดยมผีลลดการแสดงออกของโปรตนี

เป็น 0.52 ± 0.03 และ 0.41 ± 0.03 ตามลาํดบั (รปูทีT 13A และ 13B) 

  



 

 

41 

 

 
 

รปูที$ 12 ผลของลทูโิอลนิต่อการยบัยั Qงการสรา้ง filopodia ของเซลลเ์พาะเลีQยงมะเรง็ปอด A549 

โดยการยอ้มด้วย rhodamine phalloidin หลงัจากทีTเซลล์ไดร้บัลูทโีอลนิทีTความเขม้ขน้ 0, 10, 

20 และ 40 ไมโครโมลาร ์เป็นเวลา 24 ชั Tวโมง ภาพถ่ายจากกลอ้งจุลทรรศน์ฟลอูอเรสเซนตช์นิด

หวักลบัทีTกาํลงัขยาย 40x, scale bar : 50 ไมโครเมตร  

  



 

 

42 

 
รปูที$ 13 ผลของลูทโีอลนิต่อการยบัยั Qงการแสดงออกของของโปรตนี Rac1, Cdc42 และ RhoA 

การแสดงออกเชิงคุณภาพของโปรตีน Rac1, Cdc42 และ RhoA โดยวิธี Western blot (A) 

กราฟแสดงออกเชงิปรมิาณของโปรตนี Rac1, Cdc42 และ RhoA ในเซลลเ์พาะเลีQยงมะเรง็ปอด 

A549 ซึTงเซลล์จะได้รบัลูทโีอลนิทีTความเขม้ขน้ 0, 10, 20 และ 40 ไมโครโมลาร์เป็นเวลา 24 

ชั Tวโมง (B) โดยขอ้มลูทีTไดจ้ากการทดลองแสดงเป็นค่าเฉลีTย ± ค่าความคลาดเคลืTอนมาตรฐาน

ของคา่เฉลีTย (n=4) 

 * = มคีวามแตกต่างอยา่งมนียัสาํคญัทางสถติ ิ(P < 0.01) เมืTอเทยีบกบักลุม่ควบคมุ  

  

Luteolin (µM)  0 10 20  40  
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4.6 ผลของลทีูโอลินต่อการยบัยั �งการแสดงออกของโปรตีน FAK และ Src 

FAK และ Src มคีวามสําคญัต่อการมชีวีติรอดและมบีทบาทต่อการแพร่กระจายของ

เซลล์มะเรง็โดย FAK และ Src เป็นตวัควบคุมตวัแรกทีTมผีลต่อการทํางานของการส่งถ่ายหมู่

ฟอสเฟตไอออนในการกระตุน้สญัญาณอืTน ๆ ภายในเซลล ์เชน่ actin cytoskeleton remodeling 

และ cell motility ผูว้จิยัจงึทาํการศกึษาผลของลทูโีอลนิทีTความเขม้ขน้ 0, 10, 20 และ 40 ไมโคร

โมลาร ์เป็นเวลา 24 ชั Tวโมงต่อการยบัยั Qงการแสดงออกของโปรตนี FAK และ Src ผลการทดลอง 

พบวา่ลทูโีอลนิทีTความเขม้ขน้ 20 และ 40 ไมโครโมลาร ์มผีลลดการแสดงออกของโปรตนี pFAK 

อยา่งมนียัสาํคญัทางสถติเิมืTอเทยีบกบักลุม่ควบคมุ โดยลดการแสดงออกของโปรตนี pFAK เป็น 

0.66 ± 0.06 และ 0.52 ± 0.03 ตามลาํดบั โดยทีTลทูโีอลนิทีTความเขม้ขน้ 10, 20 และ 40 ไมโคร

โมลาร ์ไมม่ผีลต่อการเปลีTยนแปลงของโปรตนี FAK (รปูทีT 14A และ 14B) 

นอกจากนีQพบวา่ลทูโีอลนิมผีลยบัยั Qงการแสดงออกของ pSrc ทีTความเขม้ขน้ 20 และ 40 

ไมโครโมลาร์ อย่างมนีัยสําคญัทางสถติเิมืTอเทยีบกบักลุ่มควบคุม โดยลดการแสดงออกของ

โปรตนี pSrc เป็น 0.57 ± 0.06 และ 0.01 ± 0.00 ตามลําดบั โดยทีTลูทโีอลนิทีTความเขม้ขน้ 10, 

20 และ 40 ไมโครโมลาร ์ไมม่ผีลต่อการเปลีTยนแปลงของโปรตนี Src (รปูทีT 14A และ 14B) 
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รปูที$ 14 ผลของลูทโีอลนิต่อการยบัยั Qงการแสดงออกของโปรตนี FAK และ Src การแสดงออก

เชงิคุณภาพของโปรตนี FAK และ Src ดว้ยวธิ ีWestern blot (A) กราฟแสดงออกเชงิปรมิาณ

ของ pFAK/FAK และ pSrc/Src ในเซลล์เพาะเลีQยงมะเร็งปอด A549 ซึTง เซลล์จะได้ร ับ 

ลูทโีอลนิทีTความเขม้ขน้ 0, 10, 20 และ 40 ไมโครโมลาร ์เป็นเวลา 24 ชั Tวโมง (B) โดยขอ้มลูทีT

ไดจ้ากการทดลองแสดงเป็นคา่เฉลีTย ± คา่ความคลาดเคลืTอนมาตรฐานของคา่เฉลีTย (n=4) 

 * = มคีวามแตกต่างอยา่งมนียัสาํคญัทางสถติ ิ(P < 0.01) เมืTอเทยีบกบักลุม่ควบคมุ 

Luteolin (µM)     0 
 

10 20  40  
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บทที$ 5 

สรปุและอภิปรายผลการทดลอง 

 

5.1 อภิปรายผลการทดลอง 

มะเรง็ปอดถอืเป็นสาเหตุการตายอนัดบัหนึTงจากสาเหตุการตายในโรคมะเรง็ทั Tวโลก (Li-

Na Z. et al., 2017) เช่นเดยีวกบัในประเทศไทยทีTมะเรง็ปอดเป็นโรคมะเรง็ทีTพบมากและเป็น

สาเหตุการเสยีชวีติอนัดบัตน้ ๆ ทั Qงในเพศชายและเพศหญงิ มะเรง็ปอดเกดิจากการเจรญิเตบิโต

ของเซลล์ทีTผดิปกตอิย่างรวดเรว็และไม่สามารถควบคุมได ้ทําใหเ้กดิเป็นกลุ่มกอ้นของเซลล์ทีT

ผดิปกต ิซึTงจะตรวจพบไดเ้มืTอมขีนาดใหญ่ มจีํานวนมาก และแพร่ไปตามบรเิวณต่าง ๆ ของ

รา่งกาย มะเรง็ปอดจะทาํลายชวีติของผูป่้วยไดร้วดเรว็ขึQนอยูก่บัชนิดของมะเรง็ มะเรง็ปอดชนิด

ไม่ใช่เซลล์เล็ก (non-small cell lung cancer) พบได้ประมาณ 85-90% โดยพบได้บ่อยกว่า

มะเรง็ปอดชนิดเซลลเ์ลก็ แต่จะแพรก่ระจายไดช้า้กวา่และสามารถรกัษาใหห้ายไดโ้ดยการผา่ตดั

ร่วมกบัการใหย้าเคมบีําบดั ในช่วงเวลาทีTผ่านมาไดม้กีารพฒันายาทีTยบัยั Qงการทาํงานของไทโร

ซนีไคเนสหรอืการศกึษาทางภูมคิุม้กนับําบดั (immunotherapy) และการรกัษาด้วยการใหย้า

เคมบีาํบดัถอืเป็นการรกัษาทีTนิยมในผูป่้วยมะเรง็ปอดในขั Qนแรกของการรกัษา ทาํใหผู้ป่้วยมชีวีติ

รอดไดน้านขึQนถงึ 6 เดอืนหรอือาจจะมากกว่าทั QงนีQขึQนอยู่กบัระยะของโรค ซึTงการรกัษาดว้ยยา

เคมบีําบดัใหผ้ลตอบสนองในการรกัษาแค่ 30% เท่านั Qน โดยถอืไดว้่าเป็นวธิทีีTมปีระสทิธภิาพ

มากทีTสุดเมืTอใช้รวมกับวิธีผ่าตัด แต่อย่างไรก็ตามผู้ป่วยยังคงมีชีวิตทีTทุกข์ทรมานจาก

ผลขา้งเคยีงของวธิรีกัษาและอาการทีTกาํเรบิบ่อย ๆ ดงันั Qนความกา้วหน้าทางการแพทยส์มยัใหม่

ตอ้งการพฒันายาใหมท่ีTมคีวามจาํเพาะเจาะจงในการออกฤทธิ � รวมทั Qงมผีลขา้งเคยีงทีTตํTาลงและ

ประสทิธภิาพทีTดขีึQน เพืTอใหผู้ป่้วยมคีณุภาพชวีติทีTดขี ึQนตามมา 

การศึกษาทีTผ่านมาจํานวนมากแสดงให้เห็นว่าสารประกอบพวกฟลาโวนอยด์ เช่น 

flavones, flavanones, anthocyanidins, flavonols, isoflavones และ catechins เป็นสารทีTได้

จากธรรมชาตปิระกอบไปดว้ยสารโพลฟีีนอลเป็นส่วนใหญ่พบไดใ้นพชืผกัและผลไมห้ลายชนิด 

และสารประกอบพวกฟลาโวนอยดเ์หล่านีQมกีารศกึษาว่ามฤีทธิ �ตา้นมะเรง็ทั Qงการศกึษาในระดบั

สตัวท์ดลองและหลอดทดลอง (Kocic B. et al., 2013 and Athira K.V. et al., 2016) โดยเฉพาะลู

ทโีอลนิซึTงเป็นสารประกอบพวกฟลาโวนอยดท์ีTพบในธรรมชาตทิั Qงในผกัและผลไม ้พบว่าลูทโีอ

ลินมีฤทธิ �ต้านการอักเสบ (Kim H.J. et al., 2014) ต้านอนุมูลอิสระ (Zhang T. et al., 2014) 

ป้องกนัระบบหวัใจและหลอดเลอืด (Nai C. et al., 2015) นอกจากนีQมฤีทธิ �ตา้นมะเรง็ในโมเดล

การทดลองทีTหลากหลาย เชน่ มะเรง็ผวิหนงั มะเรง็ตบั มะเรง็ปอด มะเรง็ลาํไส ้มะเรง็สมอง และ

มะเรง็ต่อมลูกหมาก (Meng G. et al., 2016) นอกจากนีQจากการศกึษาทีTผ่านแสดงให้เหน็ถึง
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ประสทิธภิาพของลูทโีอลนิในการกระตุ้นให้เกิดการตายแบบ apoptosis ยบัยั Qงกระบวนการ

แบ่งตวัเพิTมจํานวนของเซลล์และการแพร่กระจายของเซลล์มะเรง็ (Pandurangan A.K. et al., 

2013; Lin P. et al., 2015 and Attoub S. et al., 2011) อย่างไรก็ตามกลไกการออกฤทธิ �ทีT

เกีTยวขอ้งกบัการยบัยั Qงการแพร่กระจายของเซลล์มะเรง็ปอดยงัไม่ชดัเจน การศกึษาครั QงนีQจงึ

สนใจศึกษาฤทธิ �และกลไกการออกฤทธิ �ของลูทีโอลินในการยับยั Qงการแพร่กระจายของ

เซลลม์ะเรง็ปอด 

จากการทดลองความเป็นพษิของลูทโีอลนิต่อเซลล์เพาะเลีQยงมะเร็งปอด A549 และ

เซลลเ์พาะเลีQยงปกต ิMRC-5 โดยเซลลท์ั Qง 2 ชนิดไดร้บัลูทโีอลนิทีTความเขม้ขน้ 5, 10, 20, 40, 

50 และ 80 ไมโครโมลาร ์เป็นเวลา 24 ชั Tวโมง พบว่าลูทโีอลนิทีTความเขม้ขน้ทีT 5-50 ไมโครโม

ลารไ์ม่มคีวามเป็นพษิต่อเซลลเ์พาะเลีQยงมะเรง็ปอด A549 ในขณะทีTลูทโีอลนิทีTทุกความเขม้ขน้

ไม่ทําให้เซลล์เพาะเลีQยงปกติ MRC-5 เกิดความเป็นเป็นพิษ จึงสรุปได้ว่าลูทีโอลินมีความ

จาํเพาะต่อเซลลม์ะเรง็ โดยไมม่ผีลต่อเซลลป์กต ิซึTงสอดคลอ้งกบัหลายการศกึษาทีTพบว่าความ

เขม้ขน้ของ ลูทโีอลนิทีTยบัยั Qงการเจรญิเตบิโตของเซลล์มะเรง็ 50% อยู่ประมาณ 80 ไมโครโม

ลาร ์เมืTอไดร้บัสารเป็นเวลา 24 ชั Tวโมง (Ping C. et al., 2017 and Pu Y. et al., 2018)  

Apoptosis เป็นรปูแบบการตายของเซลลท์ีTมแีบบแผน (programmed cell death) เป็น

กระบวนการตายของเซลล์ทีTเหมาะกบัการรกัษาโรคมะเรง็ (Fuchs Y. and Steller H., 2011) 

apoptosis เป็นลกัษณะการตายของเซลล ์โดยการเปลีTยนแปลงลกัษณะทางสณัฐานวทิยา (cell 

morphology) และสารชวีเคมทีีTสาํคญัแตกต่างกนั ประกอบดว้ยลกัษณะเซลลท์ีTกลมมากขึQน โคร

มาตินรวมตวักนัแน่นขึQน การแตกหกัของสาย DNA ปรมิาณเซลล์ลดลง เซลล์แตกออกเป็น 

apoptotic body และเยืTอหุม้เซลล์พองเป็นถุง และถูกควบคุมโดยสารชวีเคมทีีTมผีลใหเ้กดิการ

ตายของเซลล์ในทีTสุด (Arya R. et al., 2007 and Peng W. et al., 2015) จากผลการศึกษา

ภายใต้ phase-contrast แสดงใหเ้หน็การเปลีTยนแปลงทางสณัฐานวทิยาของเซลล์มะเรง็ปอด 

A549 ในกลุ่มทีTได้รบัลูทโีอลนิทีTความเขม้ขน้ 40-80 ไมโครโมลาร์ พบว่าเซลล์มลีกัษณะกลม 

ขอบเซลลไ์ม่เรยีบ เซลลม์ลีกัษณะหดสั Qนลง ขอบเขตของเซลลไ์ม่ชดัเจน ทั QงนีQลกัษณะดงักล่าว

ไม่ปรากฏในเซลลม์ะเรง็ปอดกลุ่มทีTไม่ไดร้บัลูทโีอลนิ นอกจากนีQการยอ้มดว้ย Hoechst 33342 

เพืTอวเิคราะหก์ารตายแบบ apoptosis ในการศกึษาครั QงนีQพบว่าเซลลม์ะเรง็ปอด A549 ทีTไดร้บั

ไดร้บัลทูโีอลนิทีTความเขม้ขน้ 40-80 ไมโครโมลาร ์มนิีวเคลยีสตดิสฟ้ีาสว่างและพบการแตกหกั

ของดเีอ็นเอภายในเซลล์ ซึTงสอดคล้องกบัการศกึษาของ Pu Y. และคณะ พบว่าเซลล์มะเรง็

กระเพาะอาหาร MKN45 และ BGC823 ทีTไดร้บัลูทโีอลนิพบลกัษณะโครมาตนิรวมตวักนัแน่น 

และการแตกหกัของสายดเีอ็นเอ (Pu Y. et al., 2018) เช่นเดยีวกบัการศกึษาของ Meng G. 

และคณะ พบว่าลูทโีอลนิชกันําให้เกดิ apoptosis ของเซลล์มะเรง็ A549 และ BEAS-2B โดย
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ตรวจพบลกัษณะการแตกหกัของสายดเีอน็เอและโครมาตนิรวมตวักนัแน่น (Meng G. et al., 

2016)  

การเคลืTอนทีTของเซลลม์ะเรง็เป็นปัจจยัทีTสาํคญัสาํหรบัการแพรก่ระจายเซลลม์ะเรง็ไปยงั

เซลล์ข้างเคียงรอบ ๆ (Yamaguchi H. et al., 2005) ในเซลล์ปกติการเคลืTอนทีTของเซลล์มี

ความสําคญัต่อการซ่อมแซมของเนืQอเยืTอและการพฒันาในระบบต่าง ๆ ของร่างกายในการ

พฒันาของทารกและยงัเกีTยวข้องต่อการเกิดเซลล์ใหม่ทีTเพิTมจํานวนอย่างมากผิดปกติของ

เซลล์มะเร็ง (Thiery J.P. et al., 2009) การศึกษาทีTผ่านมาพบว่าลูทีโอลินมีผลยับยั Qงการ

เคลืTอนทีTและการแพร่กระจายของเซลลม์ะเรง็หลายชนิด เช่น มะเรง็เตา้นม (Park S.H. et al., 

2013 and Sui J. Q. et al., 2016) มะเรง็ต่อมลกูหมาก (Tsai P.H. et al., 2016) มะเรง็ชอ่งปาก 

(Chian S. et al., 2014) มะเรง็ปากมดลูก (Lin T.H. et al., 2017) มะเรง็รงัไข ่(Dia V.P. and 

Pangloli P., �·®¸) มะเร็งตบั (Lee W.J. et al., 2006) ซึTงสอดคล้องกบัการวจิยัในครั QงนีQทีT

พบวา่ลทูโีอลนิทีTความเขม้ขน้ 20 และ 40 ไมโครโมลาร ์มผีลยบัยั QงการเคลืTอนทีTของเซลลม์ะเรง็

ปอดอย่างมนีัยสําคญัทางสถติ ินอกจากนีQในการศกึษาครั QงนีQยงัพบว่าลูทโีอลนิทีTความเขม้ขน้ 

10, 20 และ 40 ไมโครโมลาร ์มผีลยบัยั Qงการแพร่กระจายของเซลลม์ะเรง็ปอดอย่างมนีัยสาํคญั

ทางสถติ ิ 

Actin และ microtubule cytoskeleton มบีทบาทสาํคญัในกระบวนการเคลืTอนทีTและการ

แพร่กระจายของเซลลม์ะเรง็ นอกจากนีQยงัเกีTยวขอ้งกบักระบวนการอืTน ๆ เช่น cell adhesion, 

cell cycle progression, angiogenesis และ cell motility (Voura E.B. et al., 1998 and Hall 

A., 2009) เซลลม์ะเรง็จะเพิTมการเกดิ cytoskeleton remodeling เพืTอสง่เสรมิใหเ้กดิการแบ่งตวั

เพิTมจาํนวน การเคลืTอนทีTและการแพรก่ระจายของเซลลม์ะเรง็ ซึTงในปัจจุบนัมยีาเคมบีาํบดักลุ่ม 

taxanes ทีTมใีช้ในทางคลนิิกเพืTอยบัยั Qงการแพร่กระจายของเซลล์มะเรง็โดยออกฤทธิ �รบกวน 

microtubule dynamics (Kuppens I.E., 2006) การพฒันายาทีTสามารถรบกวนหรอืเปลีTยนแปลง 

F-actin cytoskeleton โดยไปมีผลรบกวนการทําหน้าทีTทั Qงในระดับ upstream และ/หรือ 

downstream effectors น่าจะมบีทบาทสาํคญัในการเป็นเป้าหมายทีTสาํคญัของการรกัษามะเรง็ 

นอกจากนีQการเปลีTยนแปลงของ cell morphology ยงัเกีTยวขอ้งกบั F-actin cytoskeleton ซึTงใน

กระบวนการ F-actin organization ระหว่างการเกิด cell motility จะเกีTยวข้องกับการสร้าง 

filopodia และ lamellipodia (Hall A., 1998; Le C.C.; Carlier M.F., 2008 and Hall A., 2009) 

การศกึษาในครั QงนีQพบว่าลูทโีอลนิทีTความเขม้ขน้ 10, 20 และ 40 ไมโครโมลาร ์มผีลยบัยั Qงการ

สรา้ง filopodia และ lamellipodia ซึTงการยบัยั Qงการสรา้ง filopodia และ lamellipodia จะสมัพนัธ์

กบัการลดการแพร่กระจายของเซลล์มะเรง็ (Arjonen A. et al., 2011 and Ntantie E. et al., 

�·®¸) การสร้าง filopodia และ lamellipodia ถูกควบคุมโดยการทํางานของโปรตนีหลายตวั 
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เช่น โปรตีนในกลุ่ม Rho GTPases เช่น Rac1 Cdc42 และ RhoA (Sadok A.and Marshall 

C.J., 2014) การศึกษาครั QงนีQพบว่าลูทีโอลินยบัยั Qงกระบวนการ F-actin organization อาจจะ

เกีTยวขอ้งกบัการลดระดบัของ Rho GTPases การศกึษาครั QงนีQพบวา่ลทูโีอลนิทีTความเขม้ขน้ 20 

และ 40 ไมโครโมลาร์ มผีลลดการแสดงออกของโปรตีน Rac1, Cdc42 และ RhoA อย่างมี

นัยสําคัญทางสถิติเมืTอเทียบกับกลุ่มทีTไม่ได้ร ับลูทีโอลิน ซึTง Rho GTPases มีบทบาททีT

ความสาํคญัในการสรา้ง actin cytoskeleton และเกีTยวขอ้งกบัการแพร่กระจายของมะเรง็ โดย

กระตุ้นการเกดิ polymerization ของ actin ซึTงเกีTยวขอ้งกบัการเคลืTอนทีTและการแพร่กระจาย

ของเซลลม์ะเรง็ (Small J.V. et al., 2002) การทาํงานรว่มกนัของ Rac1 Cdc42, และ RhoA จะ

มผีลกบั mesenchymal transition, cell-cycle progression, migration/invasion, tumor growth, 

angiogenesis แ ล ะ  oncogenic transformation (Mari’a del and Suranganie D., 2018) 

นอกจากนีQมกีารศกึษายนืยนัว่ามกีารกลายพนัธุ์ของยนี Rac1 และ Cdc42 สูงในมะเรง็หลาย

ชนิดรวมถึงมะเร็งปอดด้วย จึงทําให้พบการแสดงออกเพิTมมากขึQนในระดับ mRNA เรียก

ปรากฏการณ์แบบนีQว่า hyperactivated Rac1 และ Cdc42 ทําใหเ้พิTมกระบวนการส่งสญัญาณ

ผ่ าน  oncogenic cell surface receptors ม ากขึQ น  เ ช่ น  epidermal growth factor receptor 

(EGFR), iIntegrin receptor, Syndecan4 receptor แ ล ะ  steroid receptor coactivator (Src) 

โดย Rac1 ควบคุมกระบวนการ protrusion ของเยืTอหุ้มเซลล์ การสร้าง lamellipodia และ 

membrane ruffling (Ridley A.J., 2015) Cdc42 ควบคุมการสร้าง  filopodia (microspike) 

formation (Sonja K. et al., 2001) และ RhoA ควบคุมการสร้าง stress fibers รวมกับ focal 

adhesion ทําหน้าทีTในการยดึเกาะของเซลล ์(Ridley A.J., 2006) การศกึษาครั QงนีQยงัพบว่าลูที

โอลนิมฤีทธิ �ยบัยั Qงการแสดงออกของโปรตนีดงักล่าวเป็นการยนืยนัว่าลูทโีอลนิยบัยั Qงการเกดิ 

actin polymerization จึง ยับยั Qง ก า รสร้ า ง  lamellipodia, filopodia และ  fibers actomyosin 

contractility ตามลําดบัสอดคล้องกบัการศึกษายบัยั Qง downregulation ในการแสดงออกของ

โปรตีน Cdc42 ผ่าน PI3K/Akt pathway ในเซลล์เพาะเลีQยงชนิด U-87MG และ T98G เมืTอ

ไดร้บัลทูโีอลนิทีTความเขม้ขน้เทา่กบั 30 ไมโครโมลาร ์(Wen Y.C. et al., 2013)  

Src/FAK signaling เ ป็นกลไกทีTมีบทบาทสําคัญในกระบวนการเคลืT อนทีTและ

แพร่กระจายของเซลล์มะเรง็ผ่านกระบวนการของ cellular และ cytoskeleton reorganization 

(Hamaguchi M. et al., 1995) การกระตุน้ FAK ผ่านการแสดงออกของ Rho family GTPases 

พบวา่มผีลไปกระตุน้ Src มบีทบาทในการแบ่งตวัเพิTมจาํนวน การเกาะตดิ การอยูร่อด และการ

สรา้งหลอดเลอืดใหม ่หากเพิTมการทาํงานของ FAK ทาํใหเ้ซลลม์ะเรง็เพิTมกระบวนการเคลืTอนทีT

ของเซลล์ การแบ่งตวัเพิTมจํานวนเพิTมขึQน มกีารรายงานว่า FAK สามารถกระตุ้นให้เกิดการ

ส่งผ่านสญัญาณจากการเตมิหมู่ฟอสเฟตใหก้บัโปรตนีหลายตวั (Sulzmaier F.J. et al., 2014) 
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เชน่การกระตุน้การทาํงานของกลุม่ Src-family protein tyrosine kinase เมืTอมกีารจบักบัโปรตนี

กลุ่มนีQ ส่งผลเพิTมการทํางานของ Src kinase และ FAK kinase เกิดการกระตุ้นการเติมหมู่

ฟอสเฟตในตําแหน่งตําแหน่งต่าง ๆ (Ruest P.J. et al., 2000) นอกจากนีQโปรตนี Src ทีTอยู่ใน

โครงสรา้งเชงิซอ้นรว่มกบัโปรตนี FAK ชว่ยใหเ้กดิการเตมิหมูฟ่อสเฟตในโปรตนีทีTเป็น adaptor 

proteins เช่น Shc, paxillin และ p130Cas โครงสรา้งเชงิซอ้นของ FAK-Src complex สามารถ

นําไปสู่การกระตุ้นการส่งสัญญาณภายในเซลล์อย่างต่อเนืT อง (intracellular signaling 

cascades) (Carretero J. et al., 2010) จากผลการศกึษานีQพบวา่ลทูโีอลนิทีT 

ความเขม้ขน้ 20 และ 40 ไมโครโมลาร ์มผีลยบัยั Qงการเตมิหมูฟ่อสเฟตใหก้บัโปรตนี FAK อยา่ง

มนีัยสําคญัทางสถติเิมืTอเทยีบกบักลุ่มควบคุม โดยไม่มผีลต่อระดบัการแสดงออกของโปรตนี 

FAK ทั Qงหมด นอกจากนีQลูทโีอลนิทีT ความเขม้ขน้ 20 และ 40 ไมโครโมลาร ์มผีลยบัยั Qงการเตมิ

หมู่ฟอสเฟตใหก้บัโปรตนี Src อย่างมนีัยสาํคญัทางสถติเิมืTอเทยีบกบักลุ่มควบคุม โดยไม่มผีล

ต่อระดับการแสดงออกของโปรตีน Src ทั Qงหมดในเซลล์เพาะเลีQยงมะเร็งปอด A549 ซึTง

สอดคลอ้งกบัการศกึษาก่อนหน้านีQพบว่าลูทโีอลนิทีTความเขม้ขน้ 40 ไมโครโมลาร ์มผีลยบัยั Qง

การเคลืTอนทีTและการแพร่กระจายของเซลลม์ะเรง็เตา้นม human MDA-MB231 breast cancer 

cells โดยยบัยั Qงการเตมิหมูฟ่อสเฟตใหก้บัโปรตนี FAK ทีTตาํแหน่งไทโรซนี 397 (Hong J. et al., 

2018) นอกจากนีQการศกึษาของ Ruan J.S. และคณะกพ็บว่าทโีอลนิทีTความเขม้ขน้ 25 และ 50 

ไมโครโมลาร ์มผีลยบัยั QงการเคลืTอนทีTและการแพร่กระจายของเซลลม์ะเรง็ melanoma B16F10 

โดยผา่นการยบัยั Qงการเตมิหมูฟ่อสเฟตใหก้บัโปรตนี FAK (Ruan J.S. et al., 2012) นอกจากนีQ

ยงัสอดคลอ้งกบัการศกึษาอืTน ๆ ทีTทําการศกึษาในเซลล์ MiaPaCa-2 cells ทีTพบว่าลูทโีอลนิค

วามเขม้ขน้ 20 ไมโครโมลาร์ มผีลยบัยั Qงการเตมิหมู่ฟอสเฟตใหก้บัโปรตนี FAK เมืTอไดร้บัลูที

โอลนีเป็นเวลา 24 ชั Tวโมง (Lee L.T. et al., 2004) นอกจากนีQการศกึษาในครั QงนีQยงัสอดคลอ้งกบั

การศกึษาของ Byun S. และคณะ ซึTงไดท้ําการศกึษาฤทธิ �ของลูทโีอลนิในการป้องการการเกดิ

มะเรง็ผวิหนัง โดยพบว่าลูทโีอลนิทีTความเขม้ขน้ 10 และ 20 ไมโครโมลาร ์มผีลยบัยั Qงการเตมิ

หมู่ฟอสเฟตใหก้บัโปรตนี Src อย่างมนีัยสาํคญัทางสถติ ิ(P < 0.01) เมืTอเทยีบกบักลุ่มควบคุม 

(Byun S. et al., 2010 and Lin Y.C. et al., 2013) จากขอ้มลูในการทดลองนีQเป็นไปไดว้่าลทูโีอ

ลนิยบัยั QงการเคลืTอนทีTและการแพรก่ระจายของเซลลม์ะเรง็โดยผา่นการลดการกระตุน้ FAK และ 

Src ส่งผลยับยั Qงการกระตุ้นทีTตําแหน่ง downstream effectors อืTน ๆ ต่อไป จึงยับยั Qงการ

เคลืTอนทีTและการแพรก่ระจายของเซลลม์ะเรง็ปอดได ้
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5.2 สรปุผลการทดลอง 

จากการทดลองครั QงนีQแสดงใหเ้หน็วา่ลทูโีอลนิทาํใหเ้กดิความเป็นพษิต่อเซลลเ์พาะเลีQยง

มะเรง็ปอด A549 โดยไม่มคีวามเป็นพษิต่อเซลล์ปกต ิและสามารถชกันําให้เซลล์เพาะเลีQยง

มะเรง็ปอด A549 เกดิการตายแบบ apoptosis นอกจากนีQยงัสง่ผลยบัยั Qงการสรา้ง filopodia และ 

lamellipodia ยบัยั QงการเคลืTอนทีTและการแพรก่ระจายของเซลลม์ะเรง็ปอด โดยลดการแสดงออก

ของโปรตนีทีTเกีTยวขอ้งไดแ้ก่ Rac1, Cdc42, RhoA, FAK และ Src (รปูทีT 15) 

 

 
รปูที$ 15 สรปุกลไกการออกฤทธิ �ของลทูโีอลนิในการยบัยั QงการเคลืTอนทีTและการแพรก่ระจายของ

เซลลม์ะเรง็ปอด 
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วิธีเตรียมสาร 

1. การเตรียมสารละลาย phosphate buffer saline (PBS) pH 7.4 ปริมาตร 1 ลิตร 

ชั Tงสารดงัต่อไปนีQ 

KH2PO4 0.24 กรมั 

NaCl  8.00 กรมั 

KCl  0.20 กรมั 

Na2HPO4 1.44 กรมั 

นําสารทีTชั Tงได้ทั Qงหมดละลายด้วย deionized water ปริมาตร 800 มิลลิลิตรนํา

สารละลายไปปรับ pH 7.4 ด้วย 1 M hydrochloric acid (HCl) หรือ 1 M sodium hydroxide 

(NaOH) เมืTอปรับ pH เรียบร้อยแล้ว นําสารละลายไปปรับปริมาตรให้ได้ 1,000 มิลลิลิตร 

จากนั Qนทาํใหป้ราศจากเชืQอดว้ยเครืTอง autoclave 

 

2. การเตรียมอาหารเลี�ยงเซลล ์DMEM/Ham's F-12 medium ปริมาตร 1 ลิตร 

 ชั Tงสารดงัต่อไปนีQ 

NaHCO3     2.00 กรมั 

       DMEM/Ham's F-12 medium      12.12    กรมั 

นําสารทีTชั Tงได้ทั Qงหมดละลายด้วย deionized water ปริมาตร 800 มิลลิลิตรนํา

สารละลายไปปรบั pH 7.4 ด้วย 1 M HCl หรือ 1 M NaOH เมืTอปรบั pH เรียบร้อยแล้ว นํา

สารละลายไปปรบัปรมิาตรใหไ้ด ้1,000 มลิลลิติร จากนั Qนทาํใหป้ราศจากเชืQอดว้ยการกรองดว้ย 

filter paper ขนาด 0.22 ไมโครเมตร ทดสอบการปนเปืQ อนจุลนิทรยี์เป็นเวลา 1 สปัดาห์ก่อน

นําไปใชเ้ลีQยงเซลล ์

 

3. การเตรียมสารละลาย 10X Tris buffer saline (TBS) ปริมาตร 1 ลิตร 

 ชั Tงสารดงัต่อไปนีQ 

Tris-HCl 63.57 กรมั 

NaCl  87.66 กรมั 

นําสารทีTชั Tงได้ทั Qงหมดละลายด้วย deionized water ปริมาตร 800 มิลลิลิตร นํา

สารละลายไปปรบั pH 7.9 ด้วย 1 M HCl หรือ 1 M NaOH เมืTอปรบั pH เรียบร้อยแล้ว นํา

สารละลายไปปรบัปรมิาตรใหไ้ด ้1,000 มลิลลิติร 
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4. การเตรียมสารละลาย 1X Tris buffer saline + 0.1% Tween 20 ปริมาตร 1 ลิตร 

เทสารละลาย 10X Tris buffered saline (TBS) pH 7.9 ปรมิาตร 100 มลิลลิติร ละลาย

รวมกนัใน deionized water ปริมาตร 900 มลิลิลิตรและเติม 0.1% Tween 20 ปริมาตร 500 

ไมโครลติรผสมใหเ้ป็นสารละลายเนืQอเดยีวกนั 

 

5. การเตรียมสารละลาย 10X electrode buffer ปริมาตร 1 ลิตร 

 ชั Tงสารดงัต่อไปนีQ 

Tris-HCl 30.30 กรมั 

Glycine  144.00 กรมั 

SDS  10.00 กรมั 

นําสารทีTชั Tงได้ทั Qงหมดละลายด้วย deionized water ปริมาตร 800 มิลลิลิตร นํา

สารละลายไปปรบั pH 8.3 ด้วย 1 M HCl หรือ 1 M NaOH เมืTอปรบั pH เรียบร้อยแล้ว นํา

สารละลายไปปรบัปรมิาตรใหไ้ด ้1,000 มลิลลิติร 

 

6. การเตรียมสารละลาย 2X sample buffer ปริมาตร 45 มิลลิลิตร 

Tris-HCl 0.76 กรมั 

SDS  2.00 กรมั 

Glycine  10.00 กรมั 

นําสารทีTชั Tงไดท้ั Qงหมดละลายดว้ย deionized water ปรมิาตร 25 มลิลลิติร นําสารละลาย

ไปปรบั pH 6.3 ดว้ย 1 M HCl หรอื 1 M NaOH เมืTอปรบั pH เรยีบรอ้ยแลว้ นําสารละลายไป

ปรบัปรมิาตรให้ได้ 45 มลิลลิติร และเมืTอจะใช้ให้มกีารเตมิ 2-mercaptoethanal ในอตัราส่วน 

9:1 

 

7. การเตรียมสารละลาย 1X electrophoresis buffer ปริมาตร 2 ลิตร 

 ชั Tงสารดงัต่อไปนีQ 

Tris-Base 6.04 กรมั 

Glycine  28.52 กรมั 

นําสารทีTชั Tงได้ทั Qงหมดละลายด้วย deionized water ปริมาตร 600 มิลลิลิตร เติม 

methanol 400 มลิลลิติร ปรบัปรมิาตรใหไ้ด ้2,000 มลิลลิติร 
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8. การเตรียมสารละลาย 5X separating buffer ปริมาตร 100 มิลลิลิตร 

 ชั Tงสารดงัต่อไปนีQ 

Tris-HCl 22.70 กรมั 

SDS  0.50 กรมั 

นําสารทีTชั Tงไดท้ั Qงหมดละลายดว้ย deionized water ปรมิาตร 50 มลิลลิติร นําสารละลาย

ไปปรบั pH 8.8 ดว้ย 1 M HCl หรอื 1 M NaOH เมืTอปรบั pH เรยีบรอ้ยแลว้ นําสารละลายไป

ปรบัปรมิาตรใหไ้ด ้100 มลิลลิติร 

 

9. การเตรียมสารละลาย 5X stacking buffer ปริมาตร 100 มิลลิลิตร 

 ชั Tงสารดงัต่อไปนีQ 

Tris-HCl 7.57 กรมั 

SDS  0.50 กรมั 

นําสารทีTชั Tงไดท้ั Qงหมดละลายดว้ย deionized water ปรมิาตร 50 มลิลลิติรนําสารละลาย

ไปปรบั pH 6.8 ดว้ย 1 M HCl หรอื 1 M NaOH เมืTอปรบั pH เรยีบรอ้ยแลว้ นําสารละลายไป

ปรบัปรมิาตรใหไ้ด ้100 มลิลลิติร 
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