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บทคัดย่อ 
 

สารคูซูโนคินินจัดอยู่ในกลุ่มลิกแนน เป็นสารบริสุทธิ์ที่สกัดได้จากพริกไทยด า (Piper 
nigrum) มีฤทธิ์ยับยั้งการเจริญเติบโตและเหนี่ยวน าให้เซลล์มะเร็งเต้านมเกิดการตายแบบอะพอพโท-
ซิส จากการศึกษาแบบ in vivo ในหนูทดลองสายพันธุ์ Sprague-Dawley พบว่าสารคูซูโนคินิน
สามารถยับยั้งการเจริญเติบโตของก้อนมะเร็งเต้านมได้ อย่างไรก็ตามการศึกษาก่อนหน้านี้ยังไม่
สามารถอธิบายกลไกการออกฤทธิ์ในระดับโมเลกุลของสารคูซูโนคินินได้ ดังนั้นการศึกษาในครั้งนี้จึงมี
วัตถุประสงค์เพ่ือศึกษากลไกการออกฤทธิ์ในระดับโมเลกุลของสารคูซูโนคินินในหนูขาวใหญ่สายพันธุ์ 
Sprague-Dawley ที่ถูกเหนี่ยวน าให้เป็นมะเร็งเต้านมด้วยสารเอ็น-ไนโตรโซ-เอ็น-เมทิลยูเรีย (N-
nitroso-N-methylurea หรือ NMU) โดยให้สารที่จะทดสอบกับหนูเมื่อพบก้อนมะเร็ง สารที่ให้ ได้แก่ 
สารคูซูโนคินินขนาด 7 และ 14 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม หรือยาเคมีบ าบัดชนิดด็อกโซรูบิซินขนาด 0.5 
มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม (เป็นขนาดที่ไม่สามารถรักษามะเร็งได้) หรือยาเคมีบ าบัดชนิดด็อกโซรูบิซินขนาด 
0.5 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม ร่วมกับสารคูซูโนคินินขนาด 7 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม ให้สารเป็นเวลา 14 วัน 
จากนั้นน าตัวอย่างก้อนมะเร็งเต้านมมาศึกษาระดับโปรตีนที่เกี่ยวข้องกับกระบวนการแบ่งตัว 
กระบวนการเจริญเติบโต กระบวนการสร้างหลอดเลือด และกระบวนการเคลื่อนที่ของเซลล์ด้วยวิธี 
Western blot analysis โดยโปรตีนที่ท าการศึกษาประกอบด้วยโปรตีนที่เกี่ยวข้องกับกระบวนการ
เจริญเติบโต ได้แก่ c-Src, PI3K, Akt, p-Erk1/2, Erk1/2, p-STAT5, STAT5 และ Wnt-4, โปรตีนที่
เกี่ยวข้องกับวัฏจักรของเซลล์ ได้แก่ E2f-1 และ Cyclin D1, โปรตีนที่เกี่ยวข้องกับกระบวนการสร้าง
หลอดเลือด ได้แก่  VEGF และโปรตีนที่ เกี่ยวข้องกับกระบวนการเคลื่อนที่ของเซลล์  ได้แก่                  
E-cadherin, MMP-2 และ MMP-9 จากผลการทดลองพบว่าสารคูซูโนคินินขนาด 14 มิลลิกรัมต่อ
กิโลกรัม สามารถยับยั้งกระบวนการเติมหมู่ฟอสเฟตให้กับโปรตีน Erk1/2 และลดระดับโปรตีน c-Src 
ได้ และยังมีแนวโน้มลดระดับโปรตีน PI3K, Akt และ E2f-1 ซึ่งเป็นโปรตีนที่เกี่ยวข้องกับกระบวนการ
เจริญเติบโตและการแบ่งตัวของเซลล์ด้วย นอกจากนี้ยังพบว่าการให้ยาเคมีบ าบั ดชนิดด็อกโซรูบิ-        
ซินเพียงชนิดเดียวและการให้ยาเคมีบ าบัดชนิดด็อกโซรูบิซินร่วมกับสารคูซูโนคินินสามารถลดระดับ
โปรตีน p-Erk1/2 ได้อย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ และสารคูซูโนคินินยังสามารถลดระดับโปรตีน VEGF 
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ซึ่งเป็นโปรตีนที่เกี่ยวข้องกับกระบวนการสร้างหลอดเลือดได้ อีกด้วย แต่ไม่มีความแตกต่างอย่างมี
นัยส าคัญทางสถิติ ส่วนการศึกษาโปรตีนที่เกี่ยวข้องกับกระบวนการเคลื่อนที่ของเซลล์ พบว่าสารคูซู -
โนคินินขนาด 14 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม สามารถยับยั้งโปรตีน E-cadherin และ MMP-9 ได้อย่างมี
นัยส าคัญทางสถิติ จากนั้นท าการยืนยันผลการยับยั้งการเคลื่อนที่ของเซลล์โดยศึกษาในเซลล์มะเร็ง
เต้านมเพาะเลี้ยงชนิด MCF-7 ด้วยวิธี Wound healing assay จากการทดลองพบว่าสารคูซูโนคิ-     
นินที่ความเข้มข้น 0.286 และ 0.571 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร สามารถยับยั้งการเคลื่อนที่ของเซลล์ 
MCF-7 ได้ โดยการยับยั้งเพิ่มขึ้นตามความเข้มข้นของสารที่เพ่ิมข้ึน 

จากการศึกษาสามารถสรุปได้ว่ากลไกระดับโมเลกุลของสารคูซูโนคินินในการยับยั้ง
มะเร็งเต้านมอาจเกี่ยวข้องกับการยับยั้งโปรตีนที่อยู่ในกระบวนการแบ่งตัวและกระบวนการเคลื่อนที่
ของเซลล์ โดยสารคูซูโนคินินไปลดระดับโปรตีน c-Src, p-Erk1/2, E-cadherin และ MMP-9 ซึ่งผล
การศึกษาที่ได้นี้สามารถใช้เป็นข้อมูลในการพัฒนาสารคูซูโนคินินเป็นยารักษามะเร็งเต้านมชนิด
จ าเพาะกับโปรตีนเป้าหมายได้ 
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Abstract 
 

Kusunokinin, a lignin compound from Piper nigrum, shows an 
antiproliferation and induction of apoptosis on breast cancer cells. Moreover, in vivo 
study found that kusunokinin inhibited the growth of tumor volume in Sprague-Dawley 
rats. However, the previous study provides insufficient data of molecular mechanism 
of kusunokinin. Therefore, this work was aimed to study the molecular mechanism of 
kusunokinin in N-nitroso-N-methylurea (NMU) induced mammary tumor Sprague-
Dawley rats. After tumor was found, rats were treated with 7 and 14 mg/kg of 
kusunokinin or 0.5 mg/kg of doxorubicin (an ineffective dose) or the combination of 
0.5 mg/kg doxorubicin with 7 mg/kg of kusunokinin for 14 days. Then, protein levels of 
cell cycle, proliferation, angiogenesis, and migration in mammary tumor tissue were 
investigated using Western blot analysis. Proteins in four pathways were determined 
including proliferation (c-Src, PI3K, Akt, p-Erk1/2, Erk1/2, p-STAT5, STAT5 and Wnt-4), 
cell cycle (E2f-1 and Cyclin D1), angiogenesis (VEGF) and migration (E-cadherin, MMP-2 
and MMP-9). The results showed that 14 mg/kg of kusunokinin inhibited 
phosphorylation of Erk1/2 and c-Src, and tended to decrease protein levels of PI3K, 
Akt, and E2f-1 which were associated in cell cycle and proliferation. Surprisingly, 
doxorubicin alone and the combination with kusunokinin showed a significant 
difference in p-Erk1/2 protein. Furthermore, kusunokinin also reduced the protein level 
in angiogenesis, VEGF, but did not showed a significant different. For migration pathway, 
14 mg/kg of kusunokinin showed significantly suppressed the protein levels of               
E-cadherin and MMP-9. Finally, the inhibition of cell migration of kusunokinin was 
confirmed in MCF-7 cells using Wound healing assay. The results showed that 
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kusunokinin at 0.286 and 0.571 µg/mL inhibited the migration of MCF-7 cells in a dose-
dependent manner. 

These results suggest that the molecular mechanism of kusunokinin, 
might be through the suppression of protein in proliferation and migration pathways 
via down-regulation of c-Src, p-Erk1/2, E-cadherin and MMP-9. The outcome from this 
study will be provided the necessary information of kusunokinin in developing a 
specific targets therapeutic drugs for breast cancer. 
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บทที่ 1 
บทน า 

 
1.1 ความส าคัญและที่มาของปัญหา 
 

มะเร็งเต้านมเกิดจากเซลล์ที่อยู่ภายในท่อน้ านมหรือต่อมน้ านมมีการแบ่งตัวผิดปกติ
จนร่างกายไม่สามารถควบคุมได้ และมีการแพร่กระจายของเซลล์มะเร็งไปยังอวัยวะใกล้เคียง เช่น 
ต่อมน้ าเหลืองบริเวณรักแร้ หรืออวัยวะที่ไกลออกไป เช่น กระดูก ปอด ตับ และสมอง เป็นต้น ผู้ป่วย
ส่วนใหญ่จะมาพบแพทย์ด้วยปัญหาก้อนที่เต้านม ผิวหนังบริเวณหน้าอกมีรอยบุ๋มหนาคล้ายเปลือกส้ม 
หัวนมแดงผิดปกติ และมีสารคัดหลั่งไหลออกจากหัวนม จากการส ารวจของประเทศสหรัฐอเมริกาในปี 
ค.ศ. 2018 พบว่าใน 1 ปี จะมีผู้ป่วยมะเร็งเต้านมรายใหม่ถึง 266,120 ราย และเสียชีวิตปีละ 40,920 
ราย (American Cancer Society, 2018) ในปัจจุบันการรักษามะเร็งเต้านมประกอบด้วย 5 วิธีหลัก 
ได้แก่ 1) การผ่าตัดเต้านมและการเลาะเอาต่อมน้ าเหลืองที่รักแร้ออก (Radical mastectomy) 2) 
การรักษาโดยการฉายรังสี (Radiation) 3) การให้ยาเคมีบ าบัด (Chemotherapy) 4) การให้ยาต้าน
ฮอร์โมน (Hormonal therapy) และ 5) การให้ยาตรงเป้า (Targeted therapy) จากการรักษาผู้ป่วย
มะเร็งด้วยยาเคมีบ าบัด พบว่าผู้ป่วยมักได้รับผลข้างเคียงที่รุนแรง เช่น ยาออกฤทธิ์ยับยั้งการสร้างเม็ด
เลือดขาวและเม็ดเลือดแดงของไขกระดูก ท าให้เกิดภาวะเม็ดเลือดขาวต่ าเป็นผลให้ผู้ป่วยติดเชื้อได้ง่าย 
และมีโอกาสเสียชีวิตจากพิษของยาเคมีบ าบัดในขนาดสูง เป็นต้น (ศิริมาศ กาจนวาศ และ วิจิตรา 
ทัศนียกุล, 2551) ซึ่งส่งผลให้การรักษาโรคมะเร็งเต้านมมักไม่ประสบผลส าเร็จ 

ในปัจจุบันมีการน าสารจากพืชสมุนไพรหลายชนิดมาศึกษาฤทธิ์ต้านมะเร็ง เช่น สาร
ในกลุ่มลิกแนน (lignan) ซึ่งเป็นสารที่มีโครงสร้างเกิดจากการจับคู่กันของหน่วยย่อยฟีนิลโพรพานอยด์ 
(phenylpropanoid) จับกับหมู่ที่มีคุณสมบัติทางเคมีและหน้าที่เฉพาะ ท าให้ได้สารที่มีฤทธิ์ต้าน
มะเร็ง (Wilson et al., 2012) เช่น สารซีโคไอโซลาริซิเรซินอล (secoisolariciresinol) และสารเอน-
เทอโรแลคโตน (enterolactone) จากเมล็ดจากต้นลินิน (Linum usitatissimum) มีความเป็นพิษ
ต่อเซลล์มะเร็งเต้านมเพาะเลี้ยงชนิด MDA-MB-231 และ SKBR3 (Di Y et al., 2018) นอกจากนี้ยัง
พบว่าสารเอนเทอโรแลคโตนที่ความเข้มข้น 10-100 ไมโครโมลาร์ สามารถยับยั้งการเจริญเติบโตของ
เซลล์มะเร็งต่อมลูกหมากเพาะเลี้ยงชนิด PC-3, DU-145 และ LNCaP ได้ (Lin et al., 2001) สาร    
ชิแซนดริน (schizandrin) ที่แยกได้จากผลของ Schisandra chinensis สามารถเหนี่ยวน าให้เซลล์
หยุดอยู่ในระยะ G0/G1 เพ่ิมขึ้น โดยเพ่ิมระดับโปรตีน p21 และ p27 และลดระดับโปรตีน Cyclin 
D1, Cyclin A, CDK2 และ  CDK4 ( Jack et al., 2009)  สาร เซซามิน  (sesamin)  จาก เมล็ด งา 
(Sesamum indicum L.) มีฤทธิ์ยับยั้งการเจริญเติบโตของเซลล์มะเร็งเต้านมเพาะเลี้ยงชนิด MCF-7 
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โดยท าให้เซลล์หยุดอยู่ในระยะ G1 ของวัฏจักรเซลล์ และเหนี่ยวน าให้เซลล์เกิดการตายแบบอะพอพ-
โทซิส (apoptosis) โดยการเพ่ิมระดับโปรตีน bax, caspase-3 และ p53 (Siao et al., 2015) สาร
เอนเทอโรแลคโตนขนาด 25 และ 50 ไมโครโมลาร์ จากเมล็ดแฟลกซ์ (flaxseed) ยับยั้งการเคลื่อนที่
ของเซลล์มะเร็งเต้านมเพาะเลี้ยงชนิด MCF-7 และ MDA-MB-231 โดยการลดระดับโปรตีน MMP-2, 
MMP-9 และ MMP-14 (Mali et al., 2012) ในการศึกษาของ Sriwiriyajan และคณะในปี 2017 ได้
แยกสารบริสุทธิ์จากสารสกัดจากพริกไทยด าที่ปราศจากพิเพอรีน (piperine free P. nigrum 
extract; PFPE) ได้สารคูซูโนคินิน (kusunokinin) ซึ่งเป็นสารในกลุ่มลิกแนน (Sriwiriyajan et al., 
2017) โดยสารคูซู โนคินินสามารถสกัดได้จากพืชหลายชนิด เช่น Aristolochia cymbifera, 
Wikstromia indica, Haplophyllum vulcanicum และ Wikstroemia sikokiana (Awale et al., 
2014; Belkis et al., 1996; Tomoya et al., 2000)  

ในการศึกษาฤทธิ์ทางชีวภาพของสารคูซูโนคินิน พบว่ามีความเป็นพิษต่อปรสิตชนิด 
Trypanosome cruzi โดยไม่ส่ งผลข้างเคียงต่อเซลล์ เม็ ดเลือดแดง (Sartorelli et al., 2010) 
โครงสร้างสารคูซูโนคินินประกอบด้วยวงเบนซีน (benzene) และหมู่เมทอกซี (methoxy) ซึ่ง
ใกล้เคียงกับโครงสร้างของยารักษามะเร็งที่ใช้ในปัจจุบัน ได้แก่ ยาเคมีบ าบัดชนิดอีโทโพไซด์ 
(etoposide) และยาเคมีบ าบัดชนิดเทนิโพไซด์ (teniposide) (Wilson et al., 2012)  และคล้ายกับ
สารจากพืชสมุนไพรที่มีฤทธิ์ต้านมะเร็ง เช่น สารฮิโนคินิน (hinokinin) จากพืช Anthriscus 
sylvestris มีความเป็นพิษต่อเซลล์มะเร็งผิวหนังเพาะเลี้ยงชนิด B16-F10 เซลล์มะเร็งปากมดลูก
เพาะเลี้ยงชนิด HeLa และเซลล์มะเร็งกระเพาะอาหารเพาะเลี้ยงชนิด MK-1 โดยมีค่า ED50 เท่ากับ 
2.72, 2.58 และ 1.67 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ตามล าดับ (Ikeda et al., 1998) สารคูบีบิน (cubebin) 
จากพืช Piper cubeba มีความเป็นพิษต่อเซลล์มะเร็งปอดเพาะเลี้ยงชนิด A549 เซลล์มะเร็งเม็ดเลือด
ขาวเพาะเลี้ยงชนิด K562 และเซลล์มะเร็งปากมดลูกเพาะเลี้ยงชนิด KB โดยมีค่า IC50 เท่ากับ 8.30, 
8.66 และ 8.16 ตามล าดับ (Rajalekshmi et al., 2016) ทั้งนี้จากการศึกษาฤทธิ์ต้านมะเร็งพบว่าสาร
คูซูโนคินินที่แยกได้จากพริกไทยด ามีความเป็นพิษต่อเซลล์มะเร็งเต้านมเพาะเลี้ยงชนิด MCF-7 และ 
MDA-MB-468 มีค่า IC50 เท่ากับ 4.37 และ 3.19 ไมโครโมลาร์ ตามล าดับ นอกจากนี้ยังพบว่าสารคูซู
โนคินินสามารถยับยั้งการเจริญเติบโตของเซลล์มะเร็งเต้านมเพาะเลี้ยงชนิด MCF-7 โดยลดระดับ
โปรตีน topoisomerase II เพ่ิมระดับโปรตีน p21 และชักน าให้เซลล์เกิดกระบวนการตายของเซลล์
แบบอะพอพโทซิส โดยลดระดับโปรตีน bcl-2 และเพ่ิมระดับโปรตีน p53, bax, cytochrome c, 
caspase cleaved-7 และ caspase cleaved-8 (Sriwiriyajan et al., 2017)  

นอกจากนี้จากรายงานวิจัยยังท าให้ทราบว่าสารคูซูโนคินินมีฤทธิ์ต่อเซลล์มะเร็งเต้า
นม ท าให้เซลล์หยุดการเจริญเติบโต และเหนี่ยวน าให้เกิดการตายของเซลล์แบบอะพอพโทซิส 
(Sriwiriyajan et al., 2017) จึงน ามาสู่การทดลองในสัตว์ทดลอง (in vivo) โดยใช้สารไนโตรโซเมทิล- 
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ยูเรีย (N-Nitroso-N-methylurea; NMU) เพ่ือเหนี่ยวน าให้เกิดก้อนมะเร็งเต้านมในหนูขาวใหญ่สาย
พันธุ์ Sprague Dawley หลังจากนั้นให้สารคูซูโนคินินความเข้มข้นต่าง ๆ ตามแต่ละกลุ่มเป็นเวลา 14 
วัน แล้วจึงติดตามผลในการยับยั้งมะเร็งเต้านมของสารคูซูโนคินินในสัตว์ทดลอง ซึ่งพบว่าสารคูซูโนคิ-
นินสามารถลดขนาดก้อนมะเร็งเต้านมในหนูขาวใหญ่ และลดระดับโปรตีนที่เกี่ยวข้องกับกระบวนการ
เจริญเติบโตได้ (อามานร์ เทศอาเส็น, 2561) ในการศึกษาครั้งนี้จึงจะศึกษากลไกในการยับยั้งมะเร็ง
เต้านมของสารคูซูโนคินินเพ่ิมเติม โดยจะศึกษาการเปลี่ยนแปลงของระดับโปรตีนที่เกี่ยวข้องใน
กระบวนการแบ่งตัวของเซลล์และการเจริญเติบโต กระบวนการสร้างหลอดเลือด และกระบวนการ
เคลื่อนที่ของเซลล์ และศึกษาการยับยั้งการเคลื่อนที่ของเซลล์ในเซลล์มะเร็งเต้านมเพาะเลี้ยงชนิด 
MCF-7 เพ่ือเป็นข้อมูลพ้ืนฐานในการพัฒนาสารคูซูโนคินินเป็นยารักษาผู้ป่วยมะเร็งเต้านมต่อไปใน
อนาคต 
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1.2 การตรวจเอกสาร 
 
1.2.1 มะเร็งเต้านม 
 

มะเร็งเต้านมสามารถพบได้บ่อย และเป็นสาเหตุของการเสียชีวิตอันดับต้น ๆ ใน
ประชากรเพศหญิง จากการส ารวจของประเทศสหรัฐอเมริกาในปี ค .ศ. 2018 พบว่าใน 1 ปีจะมีผู้ที่
ได้รับการวินิจฉัยเป็นผู้ป่วยมะเร็งเต้านมรายใหม่ถึง 266,120 รายและเสียชีวิตปีละ 40,920 ราย 
(American Cancer Society, 2018) ส าหรับในประเทศไทยมะเร็งเต้านมเป็นปัญหาทางสาธารณสุข
ที่ส าคัญอย่างหนึ่ง จากสถิติผู้ป่วยมะเร็งของสถาบันมะเร็งแห่งชาติ พบว่าในผู้ป่วยเพศหญิงเป็นมะเร็ง
เต้านมสูงถึงร้อยละ 39.43 จากจ านวนผู้ป่วยมะเร็งทั้งหมด (สถาบันมะเร็งแห่งชาติ, 2559) 

พยาธิก าเนิดของมะเร็งเต้านมปัจจุบันคาดว่าขึ้นอยู่กับ 2 ปัจจัยหลัก คือ ปัจจัยที่ไม่
สามารถเปลี่ยนแปลงได้ ได้แก่ (1) อายุเมื่อเริ่มมีรอบเดือน โดยในหญิงที่เริ่มมีรอบเดือนเร็ว และช่วง
ห่างของแต่ละรอบเดือนปกติมาเร็ว จะมีความเสี่ยงของมะเร็งเต้านมเป็น 4 เท่าของหญิงที่เริ่มมีรอบ
เดือนช้า (2) พันธุกรรม มีรายงานวิจัยพบว่าบุคคลที่มีคนในครอบครัวเป็นมะเร็งเต้านมจะมีความเสี่ยง
ในการเป็นโรคถึง 5 เท่าของบุคลที่ไม่มีประวัติ และจากการศึกษาต่อมาพบว่าในผู้ที่มีการกลายพันธุ์
ของยีน BRCA1 จะมีความเสี่ยงในการเป็นมะเร็งเต้านมถึงร้อยละ 85 ส่วนการกลายพันธุ์ที่ยีน BRCA2 
จะมีความเสี่ยงต่อการเกิดมะเร็งเต้านมและรังไข่ (วิระพล ภิมาลย์, 2555) ส่วนปัจจัยที่เปลี่ยนแปลงได้ 
คือ สิ่งแวดล้อมและการด าเนินชีวิต เช่น การปรุงอาหารด้วยวิธี ปิ้ง ย่าง รมควัน และทอด จะท าให้เกิดสาร
โพลีไซคลิกอะโรมาติกไฮโดรคาร์บอน (polycyclic aromatic hydrocarbons; PAHs) ซึ่งเป็นสารก่อมะเร็ง 
(carcinogen) โดยมีรายงานการวิจัยพบว่าสาร PAH กลุ่มเบนโซไพรีน (benzopyrene) สามารถก่อให้เกิด
มะเร็ง (ภรณี เหล่าอิทธิ และ นภา ปริญญานิติกูล, 2559) นอกจากนี้การดื่มแอลกอฮอล์จะส่งผลให้เกิด
การเพ่ิมระดับของเอสทราดิโอล (estradiol) ในกระแสเลือดท าให้เซลล์ตับผิดปกติ ส่งผลให้ตับไม่
สามารถท าหน้าที่ในการเปลี่ยนสารก่อมะเร็งให้อยู่ในรูปที่ไม่ท างานได้ ดังนั้นกระบวนการเปลี่ยนแปลง
สารก่อมะเร็งให้อยู่ในรูปหมดฤทธิ์จึงลดน้อยลง 

สามารถจัดประเภทของมะเร็งเต้านมโดยแบ่งตามตามสถานะของรีเซพเตอร์ 
(receptors’ status) ได้เป็น 4 ประเภท ดังนี้ (1) Luminal A คือ เซลล์มะเร็งที่มีเอสโตรเจนรีเซพ-
เตอร์ (estrogen receptor; ER) มี/ไม่มีโปรเจสเตอโรนรีเซพเตอร์ (progesterone receptor; PR) 
และไม่มีฮิวแมนเอพิเดอร์มอลโกรทแฟคเตอร์ทูรีเซพเตอร์ (human epidermal growth Receptor 
2; HER2)  (2)  Luminal B คือ เซลล์มะเร็ งที่มี  ER และ HER2 และมี/ ไม่มี  PR (3)  Basal คือ 
เซลล์มะเร็งที่ไม่มี ER, PR และ HER2 (4) HER2 คือ เซลล์มะเร็งที่ไม่มี ER และ PR และมี HER2 
(ภรณี เหล่าอิทธิ และ นภา ปริญญานิติกูล, 2559) 
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1.2.1.1 การรักษามะเร็งเต้านม 
 
การรักษามะเร็งเต้านมแบ่งได้เป็น 2 วิธีหลัก ได้แก่ (1) การผ่าตัด (2) การรักษาด้วยวิธี

อ่ืนเสริมหลังการผ่าตัด 
 
1) การผ่าตัด (Surgery)  
 

การผ่าตัดเพ่ือรักษามะเร็งเต้านม แบ่งได้เป็น 2 แบบ คือ การผ่าตัดเพ่ือป้องกัน
โรคมะเร็ งที่อาจเกิดการลุกลาม (prevention of cancer) และการผ่าตัดเ พ่ือการรักษาโรค 
(treatment of cancer) ในปัจจุบันการผ่าตัดมะเร็งเต้านมแบ่งได้เป็น 3 วิธี ได้แก่ 

  
ก. การผ่าตัดที่เนื้อเต้านม (Mastectomy) แบ่งได้เป็น 2 วิธี ได้แก่ (1) การตัดเต้านม

ออกท้ังเต้า (Total or Simple mastectomy) คือ การผ่าตัดเอาเต้านมออกท้ังหมด (รวมผิวหนังส่วน
ที่อยู่ เหนือก้อนมะเร็งและหัวนมด้วย) แพทย์มักเลือกใช้กับผู้ป่วยที่ก้อนมะเร็งมีขนาดใหญ่ มี
ก้อนมะเร็งหลายก้อนและเต้านมมีขนาดเล็ก (2) การตัดเต้านมออกเพียงบางส่วน (Partial 
mastectomy or Breast-conserving surgery) คือ การตัดก้อนมะเร็งและเนื้อของเต้านมปกติที่อยู่
รอบก้อนมะเร็ง โดยตัดห่างจากขอบของก้อนมะเร็งประมาณ 1-2 เซนติเมตร โดยมากจะยังคงเหลือ
หัวนม ฐานหัวนมและเนื้อเต้านม ส่วนใหญ่จะใช้วิธีนี้ในรายที่มะเร็งมีขนาดเล็ก หรือมีมะเร็งเพียง
ต าแหน่งเดียว หรือเต้านมมีขนาดใหญ่พอสมควร (อดุลย์ รัตนวิจิตราศิลป์ และ นิตย์ ศุภะพงษ,์ 2547) 

ข. การผ่าตัดต่อมน้ าเหลืองที่รักแร้ (Axillary lymph node surgery) การผ่าตัดต่อม 
น้ าเหลืองที่รักแร้มีวัตถุประสงค์เพ่ือดูการแพร่กระจายของโรค และเพ่ือน ามะเร็งที่แพร่กระจายไปยัง
ต่อมน้ าเหลืองออก ในปัจจุบันการผ่าตัดต่อมน้ าเหลือง มี 2 วิธี คือ (1) การผ่าตัดเลาะต่อมน้ าเหลือง 
(Axillary lymph node dissection) เป็นการผ่าตัดน าต่อมน้ าเหลืองที่รักแร้ออกมาทั้งหมด โดยการ
เลาะต่อมน้ าเหลืองที่รักแร้จะเลาะทั้ง 3 ระดับ (ต าแหน่งของต่อมน้ าเหลืองที่รักแร้ ระดับที่ I จะอยู่
ด้านข้างของกล้ามเนื้อหน้าอกมัดเล็ก, ระดับที่ II จะอยู่บนกล้ามเนื้อหน้าอกมัดเล็ก และระดับที่ III จะ
อยู่ตรงกลางของกล้ามเนื้อมัดเล็ก) (2) การผ่าตัดต่อมน้ าเหลืองเซนติเนล (Sentinel lymph node 
biopsy) เป็นการผ่าตัดต่อมน้ าเหลืองเซนติเนลออกไปตรวจหาการแพร่กระจายของมะเร็ง โดยการฉีด
สี isosulfan blue ความเข้มข้นร้อยละ 1 ไปที่ก้อนมะเร็งแล้วจึงผ่าตัดต่อมน ้าเหลืองเซนติเนลออก 
(อดุลย์ รัตนวิจิตราศิลป์ และ นิตย์ ศุภะพงษ,์ 2547) 

ค. การผ่าตัดเพ่ือเสริมหรือแก้ไขความบกพร่องของเต้านม (oncoplastic breast 
reconstruction) เป็นวิธีการผ่าตัดมะเร็งเต้านม โดยผสมผสานการผ่าตัดมะเร็งเต้านมออก 
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(oncologic ablative technique) เข้ากับวิธีการสร้างเต้านมใหม่ ( reconstructive technique) 
เพ่ือแก้ไขเต้านมที่มีลักษณะผิดรูป (breast deformity) และความไม่สมดุล (asymmetry) ที่เกิดจาก
การผ่าตัดเต้านมออก โดยใช้วิธีการยืดขยายเนื้อเยื่อ (Tissue expander) โดยการใส่เต้านมเทียม 
(breast implants) หรือวิธีการปลูกถ่ายเนื้อเยื่อของตนเอง (Autologoustissue) (วิษณุ โล่ห์สิริวัฒน์ 
และ ศุภกร โรจนนินทร์, 2552) 
 

2) การรักษาด้วยวิธีอ่ืนเสริมหลังการผ่าตัด (Adjuvant therapy) 
 
ก. ยาเคมีบ าบัด (Chemotherapy) จะใช้วิธีนี้เมื่อพบว่าก้อนมะเร็งมีขนาดใหญ่กว่า 1 

เซนติเมตรและ/หรือมีการกระจายของมะเร็งไปที่ต่อมน้ าเหลืองบริเวณรักแร้ ซึ่งการให้ยาเคมีบ าบัดจะ
มีสูตรยาหลายสูตร มีทั้งแบบใช้ยาตัวเดียวหรือยาหลายตัวผสมกัน โดยหลักการเลือกใช้ยาร่วมกัน
หลายตัวนั้นจะเลือกใช้ยาที่มีฤทธิ์ท าลายมะเร็งได้สูง ลดการกลับเป็นซ้ า และมีการดื้อยาน้อย สูตรที่
นิยมใช้กันมากที่สุดคือ ไซโคลฟอสฟาไมด์ (cyclophosphamide), เมโธเทรกเซท (methotrexate) 
และฟลูออโรยูราซิล (fluorouracil) เรียกสูตรนี้ว่า “CMF” (วิระพล ภิมาลย์, 2555) แสดงสูตรการให้
ยารักษา กลไกการออกฤทธิ์ และผลข้างเคียงของยาในตารางที่ 1 และ 2 

ข. การฉายรังสี (Radiation) ท าเมื่อพบว่าก้อนมะเร็งมีขนาดใหญ่กว่า 5 เซนติเมตร มี
การกระจายของมะเร็งไปยังต่อมน้ าเหลืองที่รักแร้มากกว่า 4 ต่อมขึ้นไป หรือขอบชิ้นเนื้อที่ผ่าตัด
ออกไปยังมีเซลล์มะเร็งอยู่ รังสีที่ใช้ในปัจจุบัน เช่น X-beam และ electron beam เป็นต้น โดยรังสี
จะไปท าให้เซลล์บริเวณที่ฉายรังสีตาย ส่งผลให้ก้อนมะเร็งมีขนาดเล็กลง แต่ข้อเสียของการรักษาด้วย
วิธีนี้ คือ ท าลายเนื้อเยื่อและเซลล์ปกติ อาจจะส่งผลให้ผู้ป่วยเกิดอาการข้างเคียง เช่น เกิดการระคาย
เคืองผิวหนังบริเวณท่ีฉายรังสีและปวดบริเวณเต้านม เป็นต้น (เอ้ือมแข สุขประเสริฐ, 2554) 

ค. ยาต้านฮอร์โมน (Hormonal therapy) เป็นการรักษาโดยอาศัยหลักการในการ
ขัดขวางการออกฤทธิ์ของฮอร์โมนที่จะไปกระตุ้นให้เซลล์มะเร็งเจริญเติบโต ดังนั้นผู้ที่จะได้รับการ
รักษาด้วยยาต้านฮอร์โมน ควรเป็นกลุ่มที่มีเซลล์ที่มีตัวรับสัญญาณฮอร์โมน ได้แก่ ผู้ป่วยที่เป็นมะเร็ง
ชนิด Luminal A และ Luminal  B ซึ่งเป็นกลุ่มที่ ให้ผลการตรวจตัวรับ ER และ PR เป็นบวก 
(positive) ยาต้านฮอร์โมนที่นิยมใช้รักษามะเร็งเต้านม ได้แก่ ยาทาม็อกซิเฟน (tamoxifen), ยากลุ่ม
ที่ยับยั้งการท างานของเอนไซม์อะโรมาเตส (aromatase inhibitors; AIs) เช่น แอนแอสโทรโซล   
(anastrozole), เลโทรโซล (letrozole) และเอ็กซ์เซเมสเทน (exemestane) แสดงกลไกการออก
ฤทธิ์และผลข้างเคียงของยาในตารางที่ 3 

ง. ยาตรงเป้า (Targeted therapy) เป็นการรักษาโดยอาศัยหลักการออกฤทธิ์โดยจับกับ
เป้าหมายที่อยู่ภายนอกเซลล์หรือบนผิวเซลล์แล้วท าให้เซลล์มะเร็งไม่สามารถแบ่งตัวหรือเจริญเติบโต

http://haamor.com/th/%E0%B8%9F%E0%B8%A5%E0%B8%B9%E0%B8%AD%E0%B8%AD%E0%B9%82%E0%B8%A3%E0%B8%A2%E0%B8%B9%E0%B8%A3%E0%B8%B2%E0%B8%8B%E0%B8%B4%E0%B8%A5/#article103
http://haamor.com/th/%E0%B8%97%E0%B8%B2%E0%B8%A1%E0%B9%87%E0%B8%AD%E0%B8%81%E0%B8%8B%E0%B8%B4%E0%B9%80%E0%B8%9F%E0%B8%99/#article103
http://haamor.com/th/%E0%B9%80%E0%B8%A5%E0%B9%82%E0%B8%97%E0%B8%A3%E0%B9%82%E0%B8%8B%E0%B8%A5/#article103
http://haamor.com/th/%E0%B9%80%E0%B8%AD%E0%B9%87%E0%B8%81%E0%B8%8B%E0%B9%8C%E0%B9%80%E0%B8%8B%E0%B9%80%E0%B8%A1%E0%B8%AA%E0%B9%80%E0%B8%97%E0%B8%99/#article103
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ได้ ดังนั้นผู้ป่วยที่จะได้รับการรักษาด้วยยาตรงเป้าควรเป็นกลุ่มที่มีตัวรับหรือเป้าหมาย ( target) ที่
ตอบสนองต่อยา ได้แก่ ผู้ป่วยที่เป็นมะเร็งชนิด HER2 เนื่องจากเป็นกลุ่มที่ให้ผลการตรวจตัวรับ ER 
และ PR เป็นลบ (negative) และให้ผลการตรวจรับ HER2 เป็นบวก ยาตรงเป้าที่นิยมใช้รักษามะเร็ง
เต้านม ได้แก่ ทราสทูซูแมบ (trastuzumab) และลาพาทินิป (lapatinib) แสดงกลไกการออกฤทธิ์
และผลข้างเคียงของยาในตารางที่ 4 



8 
 

ตารางท่ี 1 สูตรยารักษามะเร็งเต้านม (วิระพล ภิมาลย์, 2555)  
การรักษา สูตรยา ยา ยาและปริมาณการใช้ 

 
 
 
 
 
 
 
สูตรการให้ยาเคมีบ าบดัแก่
ผู้ป่วยหลังจากท่ีไดร้ับการ
ผ่าตัด (Adjuvant 
Chemotherapy 
Regimens) 

AC + Paclitaxel ด็อกโซรูบิซิน + ไซโคล
ฟอสฟาไมด ์+ แพคลิแท
กเซล 

ในวันแรกเริ่มให้ด็อกโซรูบิซิน 60 mg/m2 และไซโคลฟอสฟาไมด์ 600 mg/m2 ทางหลอดเลือดด า 
โดยให้ด็อกโซรูบิซินและไซโคลฟอสฟาไมด์ ซ้ าทุก 21 วัน ทั้งหมด 4 รอบ หลังจากนั้นให้แพคลิ
แท๊กเซิล 175 mg/m2 ทางหลอดเลือดด าโดยให้ยาหมดภายใน 3 ช่ัวโมง หลังจากนั้นให้แพคลิ
แท๊กเซิลซ้ าทุก 21 วัน อีก 4 รอบ 

FAC ฟลูออโรยรูาซิล +  
ด็อกโซรูบิซิน + ไซโคล
ฟอสฟาไมด ์

ให้ฟลูออโรยูราซิล 500 mg/m2 ทางหลอดเลือดด า ในวันที่ 1 และวันที่ 4 ของรอบการรักษาหลัง
จากนั้นให้ด็อกโซรูบิซิน 50 mg/m2 ทางหลอดเลือดด าหลังจากให้ฟลูอโรยูราซิลไปแล้วไม่เกิน 72 
ช่ัวโมง และให้ไซโคลฟอสฟาไมด์ 500 mg/m2 เฉพาะในวันที่ 1 ของรอบการรักษา หลังจากนั้นให้ยา
สูตรนี้ซ้ าทุก ๆ 21-28 วัน จนครบ 6 รอบ 

TAC โดซีแทคเซล + ด็อกโซรูบิ
ซิน + ไซโคลฟอสฟาไมด ์

ในวันแรกให้โดซีแทคเซล 75 mg/m2 ทางหลอดเลือดด า ร่วมกับด็อกโซรูบิซิน 50 mg/m2 ทางหลอด
เลือดด าแบบปริมาณมาก (IV bolus) และให้ไซโคลฟอสฟาไมด์ 500 mg/m2 ทางหลอดเลือดด า 
หลังจากนั้นให้ยาท้ัง 3 ชนิด ซ้ าทุก ๆ 21-28 วัน จนครบ 6 รอบ 

Paclitaxel + 
FAC 

แพคลิแทกเซล + ฟลูออ
โรยูราซิล + ด็อกโซรูบิซิน 
+ ไซโคลฟอสฟาไมด ์

ให้แพคลิแทกเซล 80 mg/m2 ทางหลอดเลือดด าโดยให้ยาหมดภายใน 1 ช่ัวโมง ทุกสัปดาห์นาน 12 
สัปดาห์ และให้ฟลูออโรยูราซิล 500 mg/m2 ทางหลอดเลือดด า ในวันที่ 1 และวันที่ 4 ของรอบการ
รักษา ตามด้วยให้ด็อกโซรูบิซิน 50 mg/m2 ทางหลอดเลือดด าหลังจากให้ฟลูอโรยูราซิลไปแล้วไม่เกิน 
72 ช่ัวโมง และให้ไซโคลฟอสฟาไมด์ 500 mg/m2 ในวันท่ี 1 ของรอบการรักษา หลังจากนั้นให้ยาสูตร
นี้ซ้ าทุก ๆ 21-28 วัน จบครบ 4 รอบ 

FEC ฟลูออโรยรูาซิล + เอพิรูบิ
ซซิน + ไซโคลฟอสฟา
ไมด ์

ในวันแรกให้ฟลูออโรยูราซิล 500 mg/m2 ทางหลอดเลือดด า ให้เอพิรูบิซซิน 100 mg/m2 ทางหลอด
เลือดด าแบบปริมาณมาก (IV bolus) และตามด้วยให้ไซโคลฟอสฟาไมด์ 500 mg/m2 ทางหลอด
เลือดด า หลังจากนั้นให้ยาท้ัง 3 ชนิด ซ้ าทุก 21 วัน จนครบ 6 รอบ 

 8 
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ตารางท่ี 1 สูตรยารักษามะเร็งเต้านม (ต่อ) (วิระพล ภิมาลย์, 2555)  
การรักษา สูตรยา ยา ยาและปริมาณการใช้ 

 Vinorelbine ไวโนเรลบีน ให้ไวโนเรลบีน 30 mg/m2 ทางหลอดเลือดด าในวันที่ 1 และ วันที่ 8 ของรอบการรักษา หลังจากนั้น
ให้ไวโนเรลบีนซ้ าทุก 21 วัน หรือ  ให้ไวโนเรลบีน 25–30 mg/m2 ทางหลอดเลือดด า ทุก 7 วัน 

Gemcitabine เจมไซทาบีน ให้เจมไซทาบีน 600–1000 mg/m2 ทางหลอดเลือดด าในวันที่ 1 วันท่ี 8 และวันท่ี 15 หลังจากนั้นให้
เจมไซทาบีนซ้ าทุก 28 วัน 

CMF ไซโคลฟอสฟาไมด ์+ 
เมโธเทรกเซท + ฟลูออโร
ยูราซลิ 

รับประทานไซโคลฟอสฟาไมด์ 100 mg/m2 วันละ 1 ครั้ง เป็นเวลา 14 วัน ร่วมกับให้เมโธเทรกเซท 
40 mg/m2 และฟลูออโรยูราซิล 600 mg/m2 ทางหลอดเลือดด าในวันที่ 1 และวันที่ 8 ของรอบการ
รักษา หลังจากนั้นให้ไซโคลฟอสฟาไมด์ เมโธเทรกเซทและฟลูออโรยูราซิลซ้ าทุก 28 วัน จนครบ 6 
รอบ หรือ ให้ไซโคลฟอสฟาไมด์ 600 mg/m2 และ เมโธเทรกเซท 40 mg/m2 ทางหลอดเลือดด าใน
วันที่ 1 และให้ฟลูออโรยูราซิล 600 mg/m2 ทางหลอดเลือดด าในวันที่ 1 และ วันที่ 8 ของรอบการ
รักษา หลังจากน้ันให้ยาทั้ง 3 ชนิดซ้ าทุก 28 วัน จนครบ 6 รอบ 

CEF ไซโคลฟอสฟาไมด ์+ เอพิ
รูบิซซิน + ฟลูออโรยูรา
ซิล 

รับประทานไซโคลฟอสฟาไมด์ 75 mg/m2 วันละ 1 ครั้ง เป็นเวลา 14 วัน ร่วมกับให้เอพิรูบิซซิน 60 
mg/m2 และฟลูออโรยูราซิล 600 mg/m2 ทางหลอดเลือดด าในวันที่ 1 และ วันที่ 8 หลังจากนั้นให้
ซ้ าทุก 28 วัน ทั้งหมด 6 รอบ (สูตรนี้อาจต้องให้ยาปฏิชีวนะหรือโกรทแฟคเตอร์ร่วมด้วย) 

Dose-Dense AC 
+ Paclitaxel 

ด็อกโซรูบิซิน + ไซโคล
ฟอสฟาไมด ์+ แพคลิแท
กเซล 

ในวันแรกให้ด็อกโซรูบิซิน 60 mg/m2 และไซโคลฟอสฟาไมด์ 600 mg/m2 ทางหลอดเลือดด า 
หลังจากนั้นให้ด็อกโซรูบิซินและไซโคลฟอสฟาไมด์ซ้ าทุกๆ 14 วัน จนครบ 4 รอบ (สูตรนี้ต้องให้โกรท
แฟคเตอร์ร่วมด้วย) ตามด้วยให้แพคลิแทกเซล 175 mg/m2 ทางหลอดเลือดด าโดยให้ยาหมดภายใน 
3 ช่ัวโมง และให้แพคลิแทกเซลซ้ าทุก ๆ 14 วัน อีก 4 รอบ 

9 
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ตารางท่ี 1 สูตรยารักษามะเร็งเต้านม (ต่อ) (วิระพล ภิมาลย์, 2555)  
การรักษา สูตรยา ยา ยาและปริมาณการใช้ 

 
 
 
 
การให้ยาเคมีบ าบัดแก่
ผู้ป่วยมะเร็งในระยะ
แพร่กระจาย (Metastatic 
Single-Agent 
Chemotherapy) 

Paclitaxel แพคลิแทกเซล ให้แพคลิแทกเซล 175 mg/m2 ทางหลอดเลือดด าโดยใหย้าหมดภายใน 3 ช่ัวโมง หลังจากนั้นให้แพค
ลิแทกเซล ซ้ าทุก 21 วัน หรือ ให้แพคลิแทกเซล 80 mg/m2 ทางหลอดเลือดด าโดยใหย้าหมดภายใน 
1 ช่ัวโมง ทุก 7 วัน 

Docetaxel โดซีแทคเซล ให้โดซีแทคเซล 60–100 mg/m2 ทางหลอดเลือดด าโดยให้ยาหมดภายใน 1 ช่ัวโมง หลังจากนั้นให้โด
ซีแทคเซล ซ้ าทุก 21 วัน หรือ ให้โดซีแทคเซล 30–35 mg/m2 ทางหลอดเลือดด าโดยให้ยาหมด
ภายใน 30 นาที ทุก 7 วัน 

Vinorelbine ไวโนเรลบีน ให้ไวโนเรลบีน 30 mg/m2 ทางหลอดเลือดด าในวันท่ี 1 และ วันท่ี 8 ของรอบการรักษา หลังจากนั้น
ให้ไวโนเรลบีนซ้ าทุก 21 วัน หรือ  ให้ไวโนเรลบีน 25–30 mg/m2 ทางหลอดเลือดด า ทุก 7 วัน 

Gemcitabine เจมไซทาบีน ให้เจมไซทาบีน 600–1000 mg/m2 ทางหลอดเลือดด าในวันท่ี 1 วันท่ี 8 และวันท่ี 15 หลังจากนั้นให้
เจมไซทาบีนซ้ าทุก 28 วัน 

Capecitabine คาเพ็กไซทาบีน รับประทานคาเพ็กไซทาบีน 2,000–2,500 mg/m2 ต่อวัน แบ่งให้วันละ 2 ครั้ง นาน 14 วัน 
Liposomal 
doxorubicin 

ไลโปโซมด็อกโซรูบิซิน ให้ไลโปโซมด็อกโซรบูิซิน30–50 mg/m2 ทางหลอดเลือดด าโดยใหย้าหมดภายใน 90 นาที ทุก 21-28 
วัน 
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ตารางท่ี 1 สูตรยารักษามะเร็งเต้านม (ต่อ) (วิระพล ภิมาลย์, 2555) 
การรักษา สูตรยา ยา ยาและปริมาณการใช้ 

สูตรการให้ยาเคมีบ าบดัแก่
ผู้ป่วยมะเร็งในระยะ
แพร่กระจาย (Metastatic 
Combination 
Chemotherapy 
Regimens) 

Docetaxel + 
capecitabine 

 

โดซีแทคเซล + คาเพ็กไซ
ทาบีน 

ให้โดซีแทคเซล 75 mg/m2 ทางหลอดเลือดด าโดยให้ยาหมดภายใน 1 ช่ัวโมง ในวันที่ 1 ของรอบการ
รักษา และรับประทานคาเพ็กไซทาบีน 2,000–2,500 mg/m2 ต่อวัน แบ่งให้วันละ 2 ครั้ง นาน 14 
วัน หลังจากนั้นให้โดซีแทคเซลและคาเพ็กไซทาบีนซ้ าทุก 21 วัน หรือ ในวันแรกให้ด็อกโซรูบิซิน 50 
mg/m2 ทางหลอดเลือดด าแบบปริมาณมาก (IV bolus) ตามด้วยโดซีแทคเซล 75 mg/m2 ทางหลอด
เลือดด าโดยให้ยาหมดภายใน 1 ช่ัวโมง หลังจากนั้นให้ด็อกโซรูบิซินและโดซีแทคเซลซ้ าทุก ๆ 21 วัน 

Epirubicin + 
docetaxel 

เอพิรูบิซซิน + โดซี 
แทคเซล 

ให้เอพิรูบิซซิน 70–90 mg/m2 ทางหลอดเลือดด าแบบปริมาณมาก (IV bolus) ตามด้วยโดซีแทคเซล 
70-90 mg/m2 ทางหลอดเลือดด าโดยให้ยาหมดภายใน 1 ช่ัวโมง หลังจากนั้นให้เอพิรูบิซินและโด
ซีแทคเซลซ้ าทุก ๆ 21 วัน 

 

ค าย่อ AC = Doxorubicin + Cyclophosphamide; FAC = Fluorouracil + Doxorubicin + Cyclophosphamide; TAC = Docetaxel + Doxorubicin + Cyclophosphamide; 
CAF = Cyclophosphamide + Doxorubicin + Fluorouracil; FEC = Fluorouracil + Epirubicin + Cyclophosphamide; CMF = Cyclophosphamide + Methotrexate + 
Fluorouracil; CEF = Cyclophosphamide + Epirubicin + Fluorouracil
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ตารางท่ี 2 กลไกการออกฤทธิ์และผลข้างเคียงของยาเคมีบ าบัดที่ใช้ในการรักษามะเร็งเต้านม 
ยา โครงสร้างยา กลไกการออกฤทธิ์ ผลข้างเคียง อ้างอิง 

ด็อกโซรูบิซิน 

 

ยาจะแทรกตัวอยู่ในระหว่างคู่เบสของดีเอ็นเอ และ
ป้องกันการสังเคราะห์นิวคลีโอไทด์ตัวใหม่ และท าให้
สายดีเอ็นเอมีการเรียงล าดับเบสในสายผิดปกติ ท าให้
ขาดเป็นท่อน ๆ ชักน าให้เซลล์เกิดการตายแบบอะ
พอพโทซิส 

โรคกล้ามเน้ือหัวใจโต  
(Cardiomegaly) ท าให้เกิดภาวะหัว
ใจเต้นผิดจังหวะและหัวใจวาย 
 

(Thorn et al., 2011) 

ไซโคลฟอสฟาไมด์  
 

ยามีโครงสร้างส่วนที่เป็น active alkylating moiety 
หรือ alkyl group ไปจับกับซัลเฟอร์ , ไนโตรเจน , 
ออกซิเจน หรือฟอสฟอรัส ที่เป็นส่วนประกอบในสาย
ดีเอ็นเอ ท าให้เกิดการแตกหักของสายดีเอ็นเอ (DNA 
strand break) ส่งผลให้เกิดการตายของเซลล์แบบอะ
พอพโทซิส 

กดการสร้างเม็ดเลือดขาวในไขกระดูก 
ท าให้ท้องเสีย เบื่อ อาหาร เกิดแผลใน
ปาก หากยาตกค้างในกระเพาะ
ปัสสาวะจะท าให้ เกิดการอัก เสบ 
(Hemorrhage cystitis) 

(Gerald and David, 
1990) 

เมโธเทรกเซท  ยับยั้งการท างานของเอนไซม์ไดไฮโดรโฟเลตรีดักเตส 
( dihydrofolate reductase; DHFR) ที่ ใ ช้ ใ น ก า ร
เปลี่ยนกรดโฟลิค (folic acid) ให้กลายเป็นกรดเทท
ระไฮโดรโฟลิก (tetrahydrofolic acid; THFA) ที่ใช้
ใ น ก า ร ส ร้ า ง พิ ว รี น  ( purine) แ ล ะ ไ พ ริ มิ ดี น
(pyrimidine) ท าให้การสร้างดีเอ็นเอ และ อาร์เอ็นเอ
หยุดชะงัก 

เกล็ดเลือดลดลง ผมร่วง ผิวหนัง
อักเสบ และท าให้เกิดอาการขาดโฟ
เลต ( folate deficiency)  ใน เซลล์
ปกติ 
 

(Edwin and Bruce, 
2013)  
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ตารางท่ี 2 กลไกการออกฤทธิ์และผลข้างเคียงของยาเคมีบ าบัดที่ใช้ในการรักษามะเร็งเต้านม (ต่อ)  
ยา โครงสร้างยา กลไกการออกฤทธิ์ ผลข้างเคียง อ้างอิง 

ฟลูออโรยูราซิล  ยามีสูตรโครงสร้างคล้ายไพริมิดีนเบสชนิดยูราซิล 
(uracil) เมื่อถูกดูดซึมเข้าสู่เซลล์จะถูกเอนไซม์ไพริมิ
ดี นฟอสโฟไร โบ ซิลทราน เฟอ เรส  (pyrimidine 
phosphoribosyl transferase) เปลี่ยนเป็นฟลูออโร
ดีออกซียูริไดเลท  (fluorodeoxyuridylate; FdUMP) 
ซ่ึงจะไปขัดขวางการท างานของเอนไซม์ไธมิไดเลตซิน
เธส ( thymidylate synthase; TS) ท า ให้ เกิดการ
ยับยั้งการสังเคราะห์ดีเอ็นเอและอาร์เอ็นเอ 

คลื่นไส้อาเจียน เบื่ออาหาร ปากเป็น
แผล ลิ้นอักเสบ ผมร่วงเม็ดเลือดขาว
ต่ า และผิวหนังมีสีเข้มขึ้น 
 

(Longley et al., 
2003) 

แพคลิแทกเซล 

 

ยาไปจับกับหน่วยย่อยบีตา (β-subunit) ของ ทิวบูลิน
ในไมโครทิวบูล (microtubule) ส่งผลให้ เกิดการ
บล็อคต าแหน่งเฉพาะที่ให้แอลฟาและบีตา-ทิวบูลินที่
จับกันเป็นคู่ (tubulin dimer หรือ heterodimer) มา
จับ ท าให้กระบวนการต่อสายของไมโครทิวบูลหยุดลง 
 
 
 

หลังการฉีดยาส่วนใหญ่จะมีอาการ
คลื่นไส้เพียงเล็กน้อย จ านวนเม็ดเลือด
ขาวลดลง ปวดกล้ามเน้ือหรือปวดข้อ 

(Beth, 2014) 
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ตารางท่ี 2 กลไกการออกฤทธิ์และผลข้างเคียงของยาเคมีบ าบัดที่ใช้ในการรักษามะเร็งเต้านม (ต่อ)  
ยา โครงสร้างยา กลไกการออกฤทธิ์ ผลข้างเคียง อ้างอิง 

วินคริสทีน (Vincristine) และ 
วินบลาสทีน ( Vinblastine) 

 
วินคริสทีน 

 
วินบลาสทีน 

ยาจะจับกับบีตาทิวบูลิน (β-tubulin) มีผลท าให้บีตา
ทิวบูลินไม่สามารถจับกับแอลฟาทิวบูลิน (α-tubulin) 
เพื่อกลายเป็นไมโครทิวบูลได้ ท าให้เซลล์หยุดแบ่งตัว
ในระยะเมทาเฟส และเกิดการตายของเซลล์  

วินคริสทีนท าให้เกิดชาตามปลายมือ
ปลายเท้า และเดินเซ (ataxia)  
วินบลาสทีนจะกดการท างานของไข
กระดูก  
อาการข้างเคียงอื่นที่พบบ่อยได้ในยา
ทั้ง 2 ชนิด คือ คลื่นไส้ อาเจียน เบื่อ
อาหาร 

(วสุ ศุภรัตนสิทธ,ิ 
2556) 
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ตารางท่ี 3 กลไกการออกฤทธิ์และผลข้างเคียงของยาต้านฮอร์โมนที่ใช้ในการรักษามะเร็งเต้านม 
ชนิดมะเร็ง ยา กลไกการออกฤทธิ์ ผลข้างเคียง อ้างอิง 

Luminal A 
Luminal  B 

ทาม็อกซิเฟน  ยาออกฤทธิ์โดยการแย่งจับกับ  ER 
( competitive inhibitor) ส่ ง ผ ล ให้
ฮอร์โมนเอสโตรเจนไม่สามารถออก
ฤทธิ์ได้ ท าให้เซลล์มะเร็งนั้นหยุดการ
เจริญเติบโตหรือเจริญเติบโตช้ากว่า
ปกติ 

ท าให้เกิดการเปลี่ยนแปลง
ของเยื่อบุผนังมดลูก และ
เพิ่มความเสี่ยงต่อการเกิด
มะเร็งปากมดลูก 

(Rong and 
Leena, 2015) 

Luminal A 
Luminal  B 

ยากลุ่มทีย่ับยั้ง
การท างานของ
เอนไซม์อะโรมา
เตส  

ยายับยั้งการท างานของเอนไซม์อะโร
มาเตส ท าให้ไม่สามารถเปลี่ยนแอน
โดรสตีนไดโอน (androstenedione) 
ให้เป็นเอสโทรน (oestrone, E1) และ
เปลี่ยนเทสโทสเตอโรน (testosterone)  
เป็นเอสทราไดออล (oestradiol, E2) 
จึงไม่มีตัวไปกระตุ้นสัญญาณการแบ่ง
เซลล์ ส่งผลให้เซลล์มะเร็งหยุดการ
เจริญเติบโตหรือเจริญเติบโตช้ากว่า
ปกติ 

แอนแอสโทรโซล  และ เล
โทรโซล มีผลข้างเคียงต่อ

ระบบหัวใจและหลอดเลือด 
เช่น หัวใจขาดเลือด เพิ่ม
ระดับโคเลสเตอรอลในเลือด 

(Reinert et al., 
2015) 

 
ตารางท่ี 4 กลไกการออกฤทธิ์และผลข้างเคียงของยาตรงเป้าที่ใช้ในการรักษามะเร็งเต้านม 

ยา เป้าหมายของยา กลไกการออกฤทธิ์ ผลข้างเคียง อ้างอิง 
ทราสทูซูแมบ  
 

HER2 จับกับตัวรับ HER2 บนเซลล์มะเร็ง มี
ผลยับยั้ งการกระบวนการเติมหมู่
ฟอสเฟต (phosphorylation) ของ
โ ม เ ล กุ ล  PI3K, MAPK, SRC, PKC 
และ RAS ส่งผลให้การส่งสัญญาณ
กระตุ้นการแบ่งเซลล์หยุดลง ท าให้
เกิดการยับยั้งการเจริญเติบโตของ
เซลล ์

ปฏิกิริยาแพ้ ได้แก่ ลมพิษ 
หายใจมี เสียงหวีด และ
ปัญหาในการหายใจเนื่องจาก
เกิดการบวมและการหด
เกร็งของกล้ามเน้ือทางเดิน
หายใจ 
 

(ศิริมาศ กาจน
วาศ และ วจิิ
ตรา ทัศนียกุล, 
2551) 

ลาพาทินิป  เอนไซม์ไทโรซิน
ไคเนส (tyrosine 
kinase)  

ยับยั้งเอนไซม์ไทโรซินไคเนส โดยไป
ยับยั้งที่ HER1 และ HER2 ส่งผลให้ 
HER1 และ HER2 ไม่สามารถเติม
ฟอสเฟตให้แก่โมเลกลุของ PI3K ท า
ให้การส่งสัญญาณกระตุ้นการแบ่งตัว
ของเซลล์หยุดชะงักลง ส่งผลให้เซลล์
หยุดการเจริญเติบโตหรือเจริญเติบโต
ช้าลง 

เบื่ออาหาร ค่าการบีบตัวของ
หัวใจห้องล่างซ้าย ลดลง 
ท้องเสีย คลื่นไส้อาเจียน บิ
ลิรูบินในเลือดสูง ผื่นแดง 
เมื่อยล้า อาหารไม่ย่อย 

(เอื้อมแข สุข
ประเสริฐ, 
2554) 

 
 

http://haamor.com/th/%E0%B8%97%E0%B8%B2%E0%B8%A1%E0%B9%87%E0%B8%AD%E0%B8%81%E0%B8%8B%E0%B8%B4%E0%B9%80%E0%B8%9F%E0%B8%99/#article103
http://haamor.com/th/%E0%B9%80%E0%B8%A5%E0%B9%82%E0%B8%97%E0%B8%A3%E0%B9%82%E0%B8%8B%E0%B8%A5/#article103
http://haamor.com/th/%E0%B9%80%E0%B8%A5%E0%B9%82%E0%B8%97%E0%B8%A3%E0%B9%82%E0%B8%8B%E0%B8%A5/#article103
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1.2.2 กระบวนการที่เกี่ยวข้องกับการเกิดมะเร็ง (carcinogenesis) 
 

1.2.2.1 วัฏจักรเซลล์ และการควบคุมวัฏจักรของเซลล์ (cell cycle and cell 
cycle regulation) 

 
วัฏจักรเซลล์ หมายถึง ช่วงระยะเวลาการเปลี่ยนแปลงของเซลล์ ในขณะที่เซลล์มีการ

แบ่งตัว โดยประกอบไปด้วยระยะตาง ๆ ดังนี้ G1, S, G2 และ M โดยระยะ G1 เป็นระยะที่ค่ันระหว่าง
ระยะ M และ S ซึ่งในระยะนี้เซลล์มีการเจริญเติบโตเต็มที่ และมีการสร้างสารบางอย่างเพ่ือใช้สร้าง  
ดีเอ็นเอต่อไป ระยะ S เป็นระยะที่มีการจ าลองตัวเองของดีเอ็นเอ (DNA replication) ระยะ G2 เป็น
ระยะที่ค่ันระหว่างระยะ S และ M ซึ่งในระยะนี้เซลล์มีการสร้างสารอื่น ๆ เพ่ิมเติมเล็กน้อย และมีการ
ตรวจสอบความถูกต้องของดีเอ็นเอที่สังเคราะห์ขึ้นมาใหม่และท าการซ่อมแซมดีเอ็นเอที่บกพร่องให้
สมบูรณ์ ก่อนที่เซลล์จะแบ่งโครโมโซมและไซโทพลาสซึมต่อไป สวนระยะ G0 เป็นระยะพักของเซลล์ 
(quiescence) ซึ่งเซลล์จะออกจากวัฏจักรเซลล์ เนื่องจากเซลล์ไมมีสัญญาณกระตุ้นการเจริญเติบโต 
โดยระยะ G1, G0 และ S เรียกระยะทั้ง 3 นี้ว่าระยะอินเตอร์เฟส ( interphase) ซึ่งใช้เวลาเกือบ
ทั้งหมดของวัฏจักรเซลล์ สวนระยะ M คือ ไมโทซิส (mitosis) ซึ่งประกอบไปด้วยระยะย่อย คือ      
โพรเฟส (prophase), เมทาเฟส (metaphase), แอนนาเฟส (anaphase) และเทโลเฟส (telophase) 
โดยระยะโพรเฟสเป็นระยะเริ่มต้นของไมโทซิส  โครโมโซมจะมีการอัดแน่นเป็นแท่ง เซนตริโอล
เคลื่อนที่ไป 2 ข้างของเซลล์ และมีการสร้างเส้นใยไมโทติกสปินเดิล (mitotic spindle fiber) ไปเกาะ
ที่เซนโทรเมียร์ (centromere) สวนระยะเมทาเฟสเปนระยะที่แทงโครโมโซมมาเรียงกันอยู่ตรงกลาง
เซลล์พรอมที่จะถูกดึงแยกออกจากกัน เมื่อซิสเตอร์โครมาทิด (sister chromatids) ถูกดึงแยกออก
จากกันไปยังฝั่งตรงข้ามจะเข้าสู่ระยะแอนนาเฟส ต่อมาจะมีการสร้างเยื่อหุ้มนิวเคลียสล้อมรอบ
โครโมโซมแลวจะเริ่มมีการคลายตัวของโครโมโซม ระยะนี้เรียกว่าเทโลเฟส ต่อมาเมื่อเซลล์เข้าสู่ระยะ
การแบ่งไซโทพลาสซึม (cytokinesis) จะเป็นระยะที่มีการสร้างเยื่อหุ้มเซลล์มาล้อมรอบเกิด           
เปนโครโมโซมลูก (daughter chromosome) 2 เซลล์ ซึ่งจะมีลักษณะเหมือนกันทุกประการ         
ดังแสดงในรูปที่ 1 (Malumbres and Barbacid, 2010; Williams and Stoeber, 2012) 

ในการควบคุมวัฏจักรเซลล์สามารถแบงออกได้เป็นการควบคุมเพ่ือให้วัฏจักรเซลล์
ด าเนินไปตามล าดับ และการควบคุมจากภายนอก (extracellular signals) ที่จะกระตุ้นหรือยับยั้งวัฏ
จักรเซลล์ ดังนี้ 

(1) ไซคลินและไซคลินดีเพนเดนท์ไคเนส (cyclin and cyclin dependent kinases; 
CDKs) ในการผ่านเข้าสู่ระยะต่าง ๆ ของวัฏจักรของเซลล์จะถูกควบคุมโดยเอนไซม์ CDKs ซึ่งเอนไซม์ 
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CDKs จะสามารถท างานได้ต้องผ่านกระบวนการส าคัญ 2 กระบวนการ ได้แก่ CDKs จับกับโปรตีน
เชิงซ้อนที่ชื่อว่าไซคลินได้เป็น cyclin-cdk complex หลังจากนั้น cyclin-cdk complex จะถูกเติม
หมู่ฟอสเฟตโดยเอนไซม์ไซคลินดีเพนเดนท์ไคเนสแอคติเวติงไคเนส (CDK-activating kinase; CAK) 
แล้วจึงท าหน้าที่ในการควบคุมการผ่านของเซลล์ให้เข้าสู่ระยะต่าง ๆ โดย Cyclin D เป็นตัวแรกที่ถูก
สร้างขึ้นมาแล้วจับกับ CDKs4/6 ท าหน้าที่ควบคุมการด าเนินของเซลล์ในระยะ G1 ซึ่ง Cyclin D มี
บทบาทส าคัญในการควบคุมการแสดงออก (expression) ของ Cyclin E ซึ่งจับกับ CDKs2 ท าหน้าที่
ในการควบคุมให้เซลล์ผ่านจากระยะ G1 เข้าสู่ระยะ S สวน Cyclin A จับกับ CDKs2 มีบทบาทส าคัญ
ในการท าให้เซลล์ผ่านระยะ S และ Cyclin A และ B ที่จับกับ CDKs1 ท าหน้าที่ในการควบคุมให้เซลล์
ผ่านระยะ G2 เพ่ือให้เข้าสู่ระยะ M ต่อไป ดังแสดงในรูปที่ 2 

(2) การควบคุมวัฏจักรของเซลล์ (cell cycle regulation) เป็นการตรวจสอบเพ่ือ
ป้องกันไม่ให้เซลล์ที่มีความผิดปกติมีการแบ่งเซลล์เพ่ิมจ านวนขึ้น  ซึ่งการตรวจสอบประกอบด้วย
กระบวนการที่ส าคัญในแต่ละระยะ ได้แก่ G1, G2 และ mitotic checkpoints โดย G1 checkpoint 
เป็นการตรวจสอบความเสียหายของดีเอ็นเอ (DNA damage) เพ่ือป้องกันไมให้ดีเอ็นเอที่เสียหายเกิด
การถ่ายแบบในระยะ G1 โดยจะมีโปรตีนที่ส าคัญ คือ โปรตีนเรติโนบลาสโตมา (Retinoblastoma; 
Rb) ซึ่งเป็นตัวควบคุมการผ่านของเซลล์จากระยะ G1 เข้าสู่ระยะ S โดยโปรตีน Rb ท าหน้าที่ในการ
ควบคุมการท างานของแฟคเตอร์ถอดรหัส (E2f factor) ให้สร้างโปรตีนที่ส าคัญต่อการด าเนินไป
ของวัฏจักรเซลล์ ได้แก่ โปรตีนฮิสโตน (histone), เอนไซม์ไธมิไดเลตซินเธส ( thymidylate 
synthase) และเอนไซม์ไดไฮโดรโฟเลตรีดักเทส (dihydrofolate reductase) ซึ่งโปรตีนต่าง ๆ 
เหล่านี้จะท าหน้าผลักดันให้เซลล์ผ่านเข้าสู่ระยะต่าง ๆ ต่อไป G2 checkpoint ท าหน้ายับยั้งไม่ให้
เซลล์ที่มีความเสียหายของดีเอ็นเอจากระยะ S ผ่านเข้าสู่ระยะ M โดย checkpoint kinase ที่ส าคัญ
ในระยะนี้ คือ Cdc25 tyrosine phosphatase ท าหน้าที่ในการควบคุมการท างานของ CDK ในการ
ท าหน้าที่เติมหมู่ฟอสเฟตให้แก่กลุ่มโปรตีน Rb โดยเมื่อมีการกระตุ้น G2 checkpoint เอนไซม์ Chk1 
และ  Cds1 จะเติมหมู่ฟอสเฟตให้กับ Cdc25 ส่ งผลให้ ไม่สามารถท างานได้  ( Ingrid, 2000)               
M checkpoint เป็นการตรวจเช็คในระยะ M ซึ่งจะต้องได้โครโมโซม 2 ชุดที่มีลักษณะเหมือนกัน โดย
หากเซลล์ตรวจพบว่าไคนีโทคอร์ (kinetochore) ยังไม่ติดกับเส้นใยสปินเดิล (spindle fiber) จะเกิด
การยับยั้งโปรตีนแอนนาเฟสโปรโมทติงคอมเพล็กซ์ (anaphase-promoting complex; APC) ส่งผล
ให้ APC ไม่สามารถส่งสัญญาณต่อ เซลล์จึงไม่เข้าสู่ระยะแอนนาเฟส แต่ถ้าไคนีโทคอร์จับกับเส้น
ใยสปินเดิลเรียบร้อยแล้ว โปรตีน APC จะส่งสัญญาณให้เอนไซม์โพรทิโอลิททิค  (proteolytic 
enzyme) ย่อยไซคลินและโปรตีนที่ยึดซิสเตอร์โครมาทิดให้เชื่อมติดกัน เซลล์จึงเข้าสู่ระยะแอนนาเฟส
ต่อไป  

https://www.google.co.th/search?rlz=1C1GCEA_enTH806TH806&biw=1366&bih=657&q=%E0%B8%84%E0%B8%AD%E0%B8%A1%E0%B9%80%E0%B8%9E%E0%B8%A5%E0%B9%87%E0%B8%81%E0%B8%8B%E0%B9%8C&spell=1&sa=X&ved=0ahUKEwiZ7Nmy0_veAhWJQY8KHT1hBGEQkeECCCkoAA
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(3) ตัวยับยั้งที่เกี่ยวข้องกับการควบคุมการท างานของ Cyclin-cdk (Cdk inhibitors) 
คือ กลุ่มโปรตีน p16ink4a (INK) ได้แก่ p16ink4a, p15ink4b, p18ink4c และ p19ink4d และกลุ่มโปรตีน 
p21 (Cip/Kip) ได้แก่ p21cip1, p27kip1 และ p57kip2 หลังจากที่ CDKs/cyclins ท าหน้าที่ผลักดันให้
เซลล์เคลื่อนเข้าสู่ระยะต่าง ๆ จนได้เป็น 2 เซลล์ใหม่ที่สมบูรณ์แล้ว โมเลกุลของ CDKs/cyclins จะถูก
โปรตีนในกลุ่ม CDKIs คือ ประเภท Cip/Kip และประเภท INK4 ยับยั้งการท างาน โดย Cip/Kip จะไป
จับกับ CDKs/cyclins และขัดขวางไม่ให้ ATP เข้าไปจับกับ CDKs ตรงต าแหน่ง ATP-binding site 
ส่งผลให้  CDKs/cyclins ไม่สามารถท างานได้  ส่วน INK4 จะไปจับกับ CDKs ท าให้ เกิดการ
เปลี่ยนแปลงตรงต าแหน่ง cyclin binding site ส่งผลให้ CDKs ไม่สามารถจับ cyclin ได้ (สรายุทธ์ 
จันทร์มหเสถียร, 2549) 
 
 

 
 

รูปที่ 1 วัฏจักรของเซลล์ (ดัดแปลงจาก Al-Ali et al., 2014) 
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รูปที่ 2 การควบคุมการด าเนินไปของวัฏจักรเซลล์โดยเอนไซม์ CDKs (Victor and Lluis, 2010) 
 
 

1.2.2.2 กระบวนการเกิดมะเร็ง 
 

มะเร็งเป็นโรคที่มีความผิดปกติทางพันธุกรรมในระดับเซลล์ เนื่องจากสารก่อมะเร็ง
(carcinogens) ที่มีผลท าให้เกิดการเปลี่ยนแปลงระดับดีเอ็นเอ (alterations of DNA) หรือเกิดการ
กลายพันธุ์ (genetic mutation) ซึ่งในกระบวนการเกิดมะเร็งการกลายพันธุ์ที่จะเกิดข้ึนต้องใช้เวลาใน
การสะสมการเกิดการกลายพันธุ์ (mutation accumulation) โดยกระบวนการเกิดหลายขั้นตอน 
(multi-step process) (Ohnishi et al., 2013; Garnis et al., 2004) ดังนี้ 

(1) Initiation เป็นระยะแรกหลังสัมผัสสารก่อมะเร็ง ท าให้เกิดการเปลี่ยนแปลงทาง
พันธุกรรมอย่างถาวรภายในเซลล์ (genetic change) ก่อให้เกิดเซลล์ต้นก าเนิดของเซลล์มะเร็ง 

(2) Promotion เป็นระยะที่มีกระบวนการสะสมความเปลี่ยนแปลงทางพันธุกรรม
ของเซลล์เพ่ือให้เซลล์มีคุณสมบัติเพียงพอที่จะก่อเป็นเซลล์มะเร็ง ซึ่งใช้เวลานาน 5-10 ปี 

(3) Transformation ระยะก่อนการเกิดเป็นเซลล์มะเร็ง ซึ่งเป็นระยะที่มีการ
เปลี่ยนแปลงทั้งรูปร่าง และคุณสมบัติของเซลล์ มีการแบ่งตัวต่อเนื่องและกลายเป็นเซลล์มะเร็งในที่สุด 
(malignant transformation) 
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(4) Progression เป็นระยะที่เซลล์มะเร็งเริ่มมีการลุกลาม และกลายเป็นมะเร็งชนิด
ร้าย (malignant tumor) ดังแสดงในรูปที่ 3 

 
 

รูปที ่3 ขั้นตอนการเกิดมะเร็ง (Kaur et al., 2014) 
 
 

การเกิดการกลายพันธุ์นั้นอาจเกิดขึ้นเนื่องจากความผิดปกติของกลไกการตรวจสอบ
การซ่อมแซมดีเอ็นเอ เนื่องมาจากกลุ่มของยีนที่ท าหน้าที่ดังกล่าวเกิดการกลายพันธุ์ เช่น ยีน TP53 
ซึ่งเป็นยีนที่ท าหน้าที่สร้างโปรตีน p53 หรือยีน BRCA1 (breast cancer type 1 susceptibility) 
และ BRCA2 (breast cancer type 2 susceptibility) โดยพบว่าการกลายพันธุ์ของยีน BRCA1 และ 
BRCA2 เป็นยีนส าคัญที่ท าให้เกิดมะเร็งเต้านม และมะเร็งรังไข่ที่สามารถถ่ายทอดทางพันธุกรรมได้ 
(Joo et al., 2011; Wang et al., 2011) เมื่อเกิดความเสียหายดีเอ็นเอ ซึ่งอาจเกิดจากกระบวนการ
เผาผลาญตามปกติในเซลล์มนุษย์และปัจจัยจากสิ่งแวดล้อม เช่น รังสียูวี ในการท าหน้าที่ซ่อมแซม    
ดีเอ็นเอ ยีน BRCA1 ต้องอาศัยโมเลกุลที่ส าคัญอีก 2 ตัว ได้แก่ RAD5 และ BRCA2  ซึ่งขณะเกิดความ
เสียหายต่อดีเอ็นเอจะมีการส่งสัญญาณที่ท าให้ Ataxia telangiectasia mutated  (ATM) ไปเร่งการ
เติมหมู่ฟอสเฟตให้กับยีน BRCA1 เพ่ือให้อยู่ในภาวะที่พร้อมท างาน ในขณะที่โปรตีน carboxy 
terminal binding protein-interacting protein (CtIP) จะแยกตัวออกจากยีน BRCA1 เพ่ือให้กลุ่ม
โปรตีนที่ท าหน้าที่ซ่อมแซมดีเอ็นเอ ได้แก่ BRCA1, BRCA2, RAD51 และ BARD เข้ามาจับกับ BRCA1 
โดยทั้งกลุ่มจะเคลื่อนตัวไปยังโครโมโซมที่เกิดความเสียหายของดีเอ็นเอที่ ก าลังมีการสังเคราะห์ดีเอ็น
เอ โดยอาศัยสัญญาณจาก proliferating cell nuclear antigen (PCNA) ซึ่งเป็น marker protein 
ที่บ่งชี้ว่าก าลังมีการสังเคราะห์ดีเอ็นเอ จากนั้นกลุ่มซ่อมแซมจะด าเนินการซ่อมแซมดีเอ็นเอที่เสียหาย
จนเสร็จสมบูรณ์ ในกรณีที่ BRCA1 หรือ BRCA2  เกิดการกลายพันธุ์ ท าให้กระบวนการซ่อมแซมดี
เอ็นเอหยุดชะงักลงและล้มเหลวลงได้ ส่งผลให้เกิดความเสียหายต่อดีเอ็นเอเพ่ิมขึ้น ถ้าหากในกรณีที่

https://th.wikipedia.org/wiki/Metabolism
https://th.wikipedia.org/wiki/Metabolism
https://th.wikipedia.org/w/index.php?title=%E0%B9%80%E0%B8%8B%E0%B8%A5%E0%B8%A5%E0%B9%8C%E0%B8%A1%E0%B8%99%E0%B8%B8%E0%B8%A9%E0%B8%A2%E0%B9%8C&action=edit&redlink=1
https://th.wikipedia.org/wiki/Ultraviolet
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ยีน TP53 และ p21 ยังปกติ ก็จะสร้างโปรตีน p53 และ p21 ให้ท าหน้าที่และควบคุมวัฏจักรเซลล์
ต่อไป แต่ถ้าหากมีปริมาณดีเอ็นเอที่เสียหายเพ่ิมขึ้น และกระบวนการซ่อมแซมดีเอ็นเอช ารุดไป เซลล์
เนื้อเยื่อเต้านมจะเกิดการเปลี่ยนแปลง 3 ระดับ ขึ้นอยู่กับระดับความเสียหายที่เกิดขึ้น (Scully and 
Livingston, 2000) ได้แก่ 

(1) ถ้า p53 ตรวจพบว่าดีเอ็นเอมีความเสียหายมาก แต่ยังไม่รุนแรงถึงขั้นที่ต้อง
ท าลายเซลล์ เซลล์จะตอบสนองความผิดพลาดของดีเอ็นเอโดยไม่มีการแบ่งตัว และลดกิจกรรมภายใน
เซลล์ ซึ่งเซลล์จะกระตุ้นการท างานของ p53 จากนั้น p53 จะไปกระตุ้นการแสดงออกของ p21 ซึ่ง
ระดับ p21 ที่เพ่ิมขึ้นจะออกฤทธิ์ป้องกันไม่ให้มีการเติมหมู่ฟอสเฟตให้กับโปรตีน Rb ท าให้ไม่สามารถ
สร้างสารที่ใช้ในการแบ่งเซลล์ได้ เซลล์จึงหยุดชะงักในระยะ G1  

(2) หากเกิดความเสียหายของดีเอ็นเอเพ่ิมขึ้น รวมถึงการมีจ านวนรหัสพันธุกรรมที่
ผิดพลาดเพ่ิมขึ้น ส่งผลให้ p53 กระตุ้นกระบวนการอะพอพโทซิส เพ่ือท าลายเซลล์ที่มีความเสียหาย 
หลังจากนั้นเนื้อเยื่อปกติโดยรอบจะเจริญเติบโตเข้ามาแทนท่ีเซลล์เดิมที่ตายไป  

(3) หากเกิดความเสียหายของดีเอ็นเอเพ่ิมมากขึ้น รวมทั้งมีการกลายพันธุ์ของยีน 
BRCA1, BRCA2 และ TP53 จะส่งผลให้ไม่มีการตรวจสอบรหัสพันธุกรรมที่ผิดพลาด ไม่มีการควบคุม
เซลล์ให้หยุดนิ่งหรือตายไป ตลอดจนไม่มีการซ่อมแซมแก้ไขดีเอ็นเอที่เสียหาย ส่งผลให้เซลล์ที่เสียหาย
นั้นแบ่งตัวต่อไป เมื่อเซลล์แบ่งตัวเพ่ิมมากขึ้นและมีการสะสมรหัสพันธุกรรมที่ผิดพลาดเพ่ิมมากขึ้น 
บางรหัสที่ผิดพลาดไปกลายเป็นรหัสที่เปลี่ยนยีนปกติให้กลายเป็นยีนผิดปกติ จากนั้นยีนที่ผิดปกติ
เหล่านี้จะไปกระตุ้นการแบ่งเซลล์ และการเจริญเติบโตของเนื้อเยื่อนั้นให้มากขึ้น โดยไม่มีขีดจ ากัด ไม่
สามารถควบคุมได้จนกลายเป็นเซลล์มะเร็งในที่สุด (รูปที่ 4) 
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รูปที ่4 กระบวนการเกิดมะเร็ง (ดัดแปลงจาก Mako et al., 2016; Sierraoncology, 2018; Welcsh 
et al., 2000) 
 

 
1.2.2.3 การเจริญเติบโตของเซลล์มะเร็ง (cancer cell proliferation) 

 
ในกระบวนการเจริญเติบโตของเซลล์มะเร็งเมื่อโกรทแฟคเตอร์ (growth factor)  

เช่น เอสโตรเจน (estrogen), เอพิเดอร์มอลโกรทแฟคเตอร์ (epidermal growth factor; EGF), 
ตัวกระตุ้นการเจริญเติบโตที่มีโครงสร้างคล้ายอินซูลิน  (insulin-like growth factor; IGF) จับกับ
ตัวรับบริเวณผิวเซลล์ จะเกิดการเติมหมู่ฟอสเฟตให้กับโปรตีน sarcoma (Src) ซึ่งเป็นโปรตีนอิสระที่
จะไปเติมหมู่ฟอสเฟตให้กับโปรตีนไทโรซีนของตัวรับเอพิเดอร์มอลโกรทแฟคเตอร์ (epidermal 
growth factor receptor; EGFR) และเกิดวิถีการส่งสัญญาณผ่าน phosphoinositide3-kinase 
(PI3K) (รูปที่ 5) โดย PI3K จะเติมหมู่ฟอสเฟตให้ phosphatidylinositol-4,5-bisphosphate (PIP2) 
ได้เป็น phosphatidylinositol-3,4,5-tris phosphate (PIP3) ซึ่ง PIP3 จะดึงโมเลกุล Akt มายัง
พลาสมาเมมเบรน จากนั้นจึงเติมหมู่ฟอสเฟตให้แก่ Akt สองบริเวณ คือ กรดอะมิโนทรีโอนีน 
( threonine) ต า แหน่ ง  308 โ ดย เอน ไซม์  phosphoinositide-dependent protein kinase 1 

https://www.mdpi.com/search?authors=Mako%20Ogino&orcid=
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(PDK1) (Andjelkovic et al., 1999) และบริเวณกรดอะมิโนซีรีน (serine) ต าแหน่ง 473 โดยเอนไซม์ 
phosphoinositide-dependent protein kinase 2 (PDK2) ซึ่ง Akt เป็นโปรตีนส าคัญที่กระตุ้นให้
เกิดการเจริญเติบโตของเซลล์ผ่านการกระตุ้นการท างานของ cellular myelocytomatosis 
oncogene (c-Myc) เพ่ิมการแสดงออกของ Cyclin D1 นอกจากนี้การกระตุ้น Akt ยังท าให้เกิดการ
ยับยั้ง TSC1/2 ส่งผลให้เกิดการยับยั้ง Rheb ท าให้ mTORC1 ไปควบคุมการท างานของซับสเตรทที่
ส าคัญ ได้แก่ mTORC1 ซึ่งจะไปเติมหมู่ฟอสเฟตให้ S6K บริเวณกรดอะมิโนทรีโอนีน (threonine) 
ต าแหน่ง 389 ซ่ึง S6K จะท าหน้าที่เป็นทรานสเลชันแฟคเตอร์ ส่งผลให้เกิดการสร้างโปรตีนต่าง ๆ    
ที่ใช้ในการเจริญเติบโตของเซลล์มะเร็ง (Costa and Lisa, 2013) นอกจากนี้การเข้าจับของไซโทไคน์ 
กับตัวรับบนผิวเซลล์ ท าให้เกิดการกระตุ้นโปรตีน Janus kinase (JAK) และท าหน้าที่เติมหมู่ฟอสเฟต
ให้ signal tranducer and activators of transcription 3 และ 5 (STAT3 และ STAT5) จากนั้น 
STAT3 หรือ STAT5 จะจับคู่กัน (dimerization) และเข้าสู่นิวเคลียสเพ่ือท าหน้าที่เป็นทรานสคริป-
ชันแฟคเตอร์ โดยจับกับ histone acetyltransferase (HAT) และ histone deacetylase (HDAC) 
และไปจับกับดีเอ็นเอต าแหน่ง interferon-stimulated response element (ISRE) มียีนเป้าหมาย
ที่ท าหน้าที่เกี่ยวกับการเจริญเติบโตและการรอดชีวิตของเซลล์ ได้แก่ c-Myc, bcl-2, bcl-xl, p21, 
VEGF, HIF-α, Cyclin D1, Cyclin B และ MMP-2, -7, -9 (Alvarez and Frank, 2000) 

 

 
 

รูปที่ 5 วิถีการส่งสัญญาณของโมเลกุล Akt ส่งผลให้เกิดกระบวนการต่าง ๆ ในมะเร็งเต้านม (Abber 
and Alex, 2014) 
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1.2.2.4 วิถีสัญญาณอะพอพโทซิส (apoptosis) และการรอดชีวิตของเซลล์ (cell  
survival) 

 
อะพอพโทซิส คือ การตายอย่างมีแบบแผนที่อาจเกิดขึ้นกับเซลล์ในหลายสภาวะ เช่น 

การถูกยับยั้งการเจริญเติบโต การได้รับรังสี การได้รับสารเคมี และดีเอ็นเอเกิดความเสียหาย เป็นต้น 
การเกิดกระบวนการอะพอพโทซิส เริ่มจากเซลล์ได้รับสัญญาณกระตุ้น ซึ่งสามารถแบ่งได้เป็น 2 แบบ 
ได้แก่  

ก.  การรับสัญญาณจากภายนอกเซลล์  (Death receptor induce extrinsic 
pathway) เกิดจากตัวรับสัญญาณ (death receptor) เช่น Tumor necrosis factor receptor 
(TNFR) , Fas receptor (FasR) , TNF-related apoptosis inducing ligand receptor (TRAILR) 
และ Interleukin-1 receptor (IL-1) เป็นต้น เมื่อ death ligand เช่น TRAIL และ TNF-α ที่ถูกส่งมา
จากภายนอกเซลล์จับกับ death receptor ท าให้ adaptor protein ในส่วนปลาย C-terminal ของ 
death receptor ที่อยู่ภายในไซโทพลาสซึมไปกระตุ้นให้เกิดกระบวนการอะพอพโทซิส เช่น เมื่อ 
death ligand จั บกั บ  FasR และกระตุ้ น ให้  death factors FAS associated death domain 
protein (FADD) จับกับ procaspase-8 และกระตุ้น procaspase-8 ให้กลายเป็น caspase-8 ที่
สามารถท างานได้ โดย caspase-8 สามารถไปกระตุ้นกระบวนการอะพอพโทซิส ได้ 2 ทาง คือ (1) 
ไปกระตุ้น caspase cascade โดยตรงท าให้ปริมาณของ caspase-3 ภายในเซลล์เพ่ิมขึ้น (2) ไป
กระตุ้น bid ให้กลายเป็น truncated bid (tBid) จากนั้น tBid จะไปจับกับ bax และ bak ท าให้
โมเลกุลทั้ง 2 นี้ไปเกาะอยู่กับเยื่อหุ้มเซลล์ของไมโตคอนเดรียและท าให้เกิดรูรั่วเพ่ือปลดปล่อย 
cytochrome c ท าให้เกิดการกระตุ้นกระบวนการอะพอพโทซิสต่อไป (รูปที่ 6) 

ข. การเกิดสัญญาณจากภายในเซลล์  (Mitochondria mediated apoptosis 
intrinsic pathway) มีกระบวนการหลัก คือ การใช้ไมโทคอนเดรียเป็นสื่อกลางในการกระตุ้นให้เกิด
กระบวนการอะพอพโทซิส เมื่อเซลล์ได้รับความผิดปกติต่างๆ เช่น ได้รับ oxidative stress สูง ดีเอ็น-
เอเกิดความเสียหาย ท าให้มีการปลดปล่อย Cyt c จากนั้น Cyt c จะไปรวมตัวกับโปรตีน Apaf-1 ท า
ให้เกิดเป็น apoptosome ซึ่งจะไปกระตุ้นการท างานของ caspase-9 และ caspase-9 จะไปกระตุ้น
การท างานของ caspases-3, -6, และ -7 ส่งผลให้เซลล์เกิดการตายแบบอะพอพโทซิส นอกจากนี้
โปรตีนที่หลั่งออกมาจากไมโทคอนเดรียบางชนิด เช่น Smac จะไปยับยั้งโปรตีนที่ยับยั้งการตาย
แบบอะพอพโทซิส (inhibitors of apoptosis proteins; IAPs) ท าให้ IAPs ไมส่ามารถไปยับยั้งการ
ท างานของเอนไซม์ caspase ได้ จึงส่งผลให้เซลล์เกิดการตายแบบอะพอพโทซิสได้เช่นกัน (รูปที่ 6) 
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เซลล์มะเร็งจะมีการส่งสัญญาณกระตุ้นการรอดชีวิตของเซลล์ (survival signals) 
โดยเริ่มจาก Akt กระตุ้นการท างานของทรานสคริปชันแฟคเตอร์ที่ชื่อ NF-κB ท าให้มีการเพ่ิมระดับ
ของโปรตีนที่ต้านการตายแบบอะพอพโทซิส (antiapoptotic proteins) เช่น bcl-2 และ bcl-xl เป็น
ต้น ซึ่งโปรตีนเหล่านี้จะไปยับยั้งการท างานของโปรตีนที่ส่งเสริมการตายแบบอะพอพโทซิส (pro-
apoptotic proteins) เช่น bid, bax และ bak เป็นต้น ส่ งผลให้ ไม่สามารถกระตุ้นการหลั่ ง 
cytochrome c ออกจากไมโทคอนเดรียได้ จึงไม่เกิดการกระตุ้น apaf-1 และ caspase-9 นอกจากนี้
ยังพบว่า Akt ท าหน้าที่เติมหมู่ฟอสเฟตให้กับโปรตีน MDM2 บริเวณกรดอะมิโนซีรีน (serine) ที่
ต าแหน่ง 166 ซึ่ง MDM2 จะท าหน้าที่เป็น p53 negative regulator ท าให้ p53 ไม่สามารถกระตุ้น
กระบวนการอะพอพโทซิสส่งผลให้เซลล์รอดชีวิต (Gottlieb et al., 2002) 

 
 

รูปที่ 6 กระบวนการเกิดการตายของเซลล์แบบอะพอพโทซิส (Novusbio, 2018) 
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1.2.2.5 การแพร่กระจายของเซลล์มะเร็ง (metastasis) 
 

การแพร่กระจายของเซลล์มะเร็ง คือ การที่เซลล์มะเร็งแพร่กระจายไปเจริญเติบโตที่
บริเวณอ่ืน ๆ ของร่างกายที่ห่างไกลออกไปจากก้อนมะเร็งเดิม  ในสภาวะปกติเนื้อเยื่อเต้านม
ประกอบด้วยเซลล์อีพีทีเลียม (epithelium) ของต่อมน้ านมซึ่งเป็นเซลล์ที่ผลิตน้ านม (milk-
producing lobules) และอีพีทีเลียมที่เรียงประกอบกันเป็นท่อน าส่งน้ านมจากต่อมผลิตไปยังหัวนม 
ซึ่งเซลล์มะเร็งเต้านมมักเปลี่ยนแปลงมาจากอีพีทีเลียมเซลล์เหล่านี้ เริ่มจากมีการเติบโตของเซลล์มาก
ขึ้น (ductal hyperplasia) จากนั้นเซลล์จะมีการแบ่งตัวและเปลี่ยนแปลงรูปร่างที่ผิดปกติไปจากเดิม 
(atypical hyperplasia) จนกลายเป็นเซลล์มะเร็งในที่สุด (รูปที่ 7) มะเร็งในระยะแรก ๆ เป็นมะเร็งที่
ยังไม่มีการลุกลามไปจากจุดที่เกิดมะเร็ง ซึ่งจะพบเซลล์มะเร็งได้ในท่อน้ านมและเต้านม จะไม่มีการ
กระจายออกไปนอกท่อนม เรียกว่า Ductal Carcinoma in Situ (DCIS) ต่อมาเซลล์มะเร็งจะมีการ
ลุกลามจากต่อมน้ านมไปยังเนื้อเยื่อใกล้เคียง หรือกระจายไปยังส่วนต่าง ๆ ของร่างกาย เรียกว่า 
Invasive Ductal Carcinoma  

 

 
 

รูปที่ 7 การแบ่งตัวและการแพร่กระจายของเซลล์มะเร็งภายในท่อน้ านม  (Nature education, 
2018)  

 
 
ในการแพร่กระจายของเซลล์มะเร็ง ภายในเซลล์มะเร็งจะมีการส่งสัญญาณที่ท าให้

เซลล์มะเร็งมีการเคลื่อนที่และเกิดการแพร่กระจายไปยังส่วนต่างๆ ของร่างกาย โดยเริ่มจากโกรท -  
แฟคเตอร์ เช่น Transforming growth factor beta (TGF-β) จับกับ Transforming growth factor 
beta receptor (TGF-βR) หรือ EGF และ IGF จับกับ Receptor tyrosine kinase ส่งผลให้เกิดการ
กระตุ้น PI3K จากนั้น PI3K จะกระตุ้นให้ Akt ท างาน โดย Akt จะเป็นตัวกลางในการเกิดกระบวนการ
ต่างๆ ที่ส าคัญ คือ (1) ส่งผลให้เกิดการการสูญเสียหน้าที่ของ glycogen synthase kinase 3β (GSK-

http://www.nature.com/nature_education
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3β) ในวิถี Wnt/β-catenin นอกจากนี้ยังพบว่าการจับกันระหว่าง collagen และ fibronectin กับ 
integrin ส่งผลให้เกิดการกระตุ้นการท างานของ integrin-linked kinase ท าให้โมเลกุล β-catenin 
เพ่ิมขึ้นในไซโทพลาสซึม หลังจากนั้นระดับ β-catenins ที่เพ่ิมสูงขึ้นจะเคลื่อนที่เข้าสู่นิวเคลียสไปจับ
กับ Transcription Factor/Lymphoid enhancer-binding factor1 (TCF/LEF1) และกระตุ้นการ
ท างานของยีน Slug ซึ่งยีนดังกล่าวจะไปควบคุมการท างานของยีนต่าง ๆ ให้ท าหน้าที่สร้างโปรตีนที่
ส าคัญต่อกระบวนการแพร่กระจายของเซลล์มะเร็ ง  ได้แก่  ยีน  collagenase, urokinase, 
heparanase และ MMP ชนิดต่าง ๆ (รูปที่ 8) ซึ่งจะท าหน้าที่ในการย่อยโครงสร้างของผนังเซลล์ 
ส่งผลให้เซลล์มะเร็งสามารถลุกลามจากเซลล์หนึ่งไปยังอีกเซลล์หนึ่งได้ (2) กระตุ้นการท างานของยีน 
snail ส่งผลให้เกิดการยับยั้งการท างานของยีน CDH1 (รูปที่ 8) ส่งผลให้การสร้าง E-cadherin ลดลง 
ท าให้เซลล์มะเร็งหลุดจากโมเลกุลยึดเกาะ และเคลื่อนที่มากขึ้น ดังนั้นการสูญเสียหน้าที่หรือการลด
ปริมาณของ E-cadherin สามารถเพ่ิมอัตราการอยู่รอดของเซลล์ เหนี่ยวน าให้เกิดกระบวนการ 
epithelial mesenchymal transition (EMT) ตลอดจนการบุกรุกและการแพร่กระจายของ
เซลล์มะเร็ง (Larue and Bellacosa, 2005) นอกจากนี้ยังพบว่าการจับกันระหว่าง TGF-β กับ TGF-
βR ท าให้เกิดการกระตุ้นการท างานของโมเลกุล Ras และกระตุ้นการท างานของทรานสคริปชันแฟค-
เตอร์ c-Jun และ c-Fos ซึ่งจะไปยับยั้งการท างานของยีน CDH1 ส่งให้การสร้าง E-cadherin ลดลง 
(Lionel and Alfonso, 2005) 
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รูปที่ 8 วิถีการส่งสัญญาณท่ีส่งผลให้เกิดกระบวนการแพร่กระจายของเซลล์มะเร็ง (Lionel and 
Alfonso, 2005) 
 
 

1.2.2.6 การสร้างหลอดเลือดใหม่ (angiogenesis) 
 

การสร้างหลอดเลือดใหม่มีบทบาทส าคัญในการก่อตัวของมะเร็ง โดยการ
เจริญเติบโตของเนื้องอกจะมีเส้นเลือดที่ท าหน้าที่น าออกซิเจนและสารอาหารมาหล่อเลี้ยงและขนส่ง
ของเสีย ซึ่งหากเนื้องอกมีการเจริญเติบโตและมีขนาดใหญ่กว่า 2 มิลลิเมตร จะส่งผลให้ออกซิเจนและ
สารอาหารไม่สามารถแทรกซึมไปเข้าไปในเซลล์ที่อยู่บริเวณใจกลางเนื้องอกได้ ท าให้เกิดภาวะขาด
ออกซิเจนในเซลล์ ซึ่งมะเร็งจะต้องมีการสร้างเส้นเลือดใหม่ นอกจากนี้ยังพบว่าการสร้างหลอดเลือด
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ใหม่จะช่วยในการซ่อมแซมเนื้อเยื่อ และการเจริญเติบโตเซลล์มะเร็งเกิดโดยกระตุ้นการท างานของ
โปรตีน VEGF (รูปที่ 9) จากนั้น VEGF จะไปจับกับ VEGFR บนผิวเซลล์เป้าหมาย ได้แก่ เซลล์หลอด
เลือดหรือหลอดน้ าเหลือง รวมทั้งเซลล์ต้นก าเนิดของเม็ดเลือดต่าง ๆ ส่งผลให้เกิดการส่งสัญญาณ
ภายในเซลล์เป้าหมายเพ่ือสร้างหลอดเลือดใหม่ การเพ่ิมจ านวนของเซลล์ การอยู่รอดของเซลล์ การ
เคลื่อนที่ของเซลล์ และการอักเสบ เป็นต้น 

 

 
 

รูปที่ 9 กระบวนการกระตุ้นการสร้างหลอดใหม่ของเซลล์โดยโปรตีน VEGF ( National Cancer 
Institute, 2018) 
 
 

โดยกระบวนการสร้างหลอดเลือดใหม่ในเซลล์มะเร็งมักมีการกระตุ้นการท างานผ่านวิถี
การส่งสัญญาณ JAK/STAT ซึ่งไซโทไคน์ (cytokine) หรือ EGFR จะจับกับตัวรับบนผิวเซลล์ เกิดการ
กระตุ้น JAK ท าให้เกิดกระบวนการเติมหมู่ฟอสเฟตให้ STAT5 ที่บริ เวณกรดอะมิโนไทโรซีน 
(tyrosine) ต าแหน่ง 694 และโปรตีน STAT3 ที่บริเวณกรดอะมิโนไทโรซีน (tyrosine) ต าแหน่ง 705 
เกิดเป็น phospho-STAT เป็นรูปที่สามารถท างานได้ จากนั้นโมเลกุล p-STATs จะเกิดการจับคู่กัน 
เคลื่อนที่เข้าสู่นิวเคลียสเพ่ือท าหน้าที่เป็นทรานสคริปชันแฟคเตอร์ (รูปที่ 10) โดยจับกับ histone 
acetyltransferase (HAT) และ histone deacetylase (HDAC) และไปจับกับดีเ อ็นเอต าแหน่ง 
interferon-stimulated response element (ISRE) มียีนเป้าหมายที่เกี่ยวข้องกับการสร้างหลอด
เลือดใหม่เป็น Vascular endothelial growth factor (VEGF) โดย VEGF จะไปจับกับ Vascular 
endothelial growth factor receptor (VEGFR) หลังจากนั้นจะเกิดการกระตุ้นการท างานของ
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โปรตีนต่าง ๆ ผ่านวิถีการส่งสัญญาณของ MAPK ได้แก่ Ras, Raf, MEK และ Erk ไปกระตุ้นการ
ท างานของ c-Jun และ c-Fos ซึ่งเป็นทรานสคริปชันแฟคเตอร์ เกิดกระบวนการสร้างหลอดเลือดเพ่ือ
เลี้ยงเซลล์มะเร็ง ส่งผลให้เซลล์มะเร็งสามารถเจริญเติบโตได้ (Hirano et al., 2000) 

 

 
 

รูปที ่10 วิถีการส่งสัญญาณ JAK/STAT (Sabbiotech, 2018) 
 
 

1.2.2.7 การกลายพันธ์ของยีนที่ท าให้เกิดมะเร็งเต้านม 
  

การเปลี่ยนแปลงของเซลล์ปกติพัฒนาไปเป็นเซลล์มะเร็ง อาจเกิดจากความผิดพลาด
ในกระบวนการควบคุมการเจริญเติบโต การซ่อมแซมตัวเอง และการชักน าให้เกิดการตายของเซลล์ 
ซึ่งส่งผลให้การสร้างและการท าลายเซลล์ขาดสมดุล ท าให้เซลล์มีความผิดปกติและแบ่งตัวต่อไปจนไม่
สามารถควบคุมได้  และกลายเป็นเซลล์มะเร็งในที่สุด การกลายพันธุ์ของยีนที่เป็นสาเหตุของมะเร็ง
เต้านมอาจแบ่งได้เป็น 2 กลุ่ม คือ  

(1) การกลายพันธุ์ของยีนที่ท าหน้าที่เกี่ยวกับการกระตุ้นการแบ่งตัวของเซลล์ เช่น 
HER-2/neu, c-myc และ Cyclin D1 เป็นต้น ยีน HER2 เป็นยีนที่ท าหน้าที่สร้างโปรตีน HER2 ซึ่ง
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เป็นตัวรับโกรทแฟคเตอร์บนผิวเซลล์ ในมะเร็งเต้านมการเพ่ิมจ านวนของยีน HER2 พบว่าท าให้วิถี
สัญญาณ PI3K/Akt ถูกกระตุ้นอยู่ตลอดเวลา ท าให้เกิดการกระตุ้น PI3K ซ้ า ๆ ส่งผลให้เซลล์
เจริญเติบโตและเพ่ิมจ านวนได้อย่างไม่สิ้นสุด นอกจากนี้การเพ่ิมการแสดงออกของยีน HER2 พบว่ามี
ส่วนเกี่ยวข้องกับกลไกที่ท าให้เซลล์มะเร็งดื้อต่อยาเคมีบ าบัด โดยพบว่าโปรตีน HER2 จะไปกระตุ้นให้ 
Akt เติมหมู่ฟอสเฟตกับ MDM2 ท าให้ MDM2 สามารถเข้าสู่นิวเคลียสและยับยั้งการท างานของ
โปรตีน p53 ส่งผลให้เซลล์ไม่ตายแบบอะพอพโทซิส ยีน CCND1 เป็นยีนที่ท าหน้าที่สร้างโปรตีน 
cyclin D1 (Eeckhoute et al., 2006) ในมะเร็งเต้านมพบว่า Cyclin D1 มีการแสดงออกเพ่ิมขึ้นถึง
ร้อยละ 50 ซึ่งจะเหนี่ยวน าให้เซลล์มะเร็งแบ่งตัวและมีความสัมพันธ์กับการพยากรณ์โรคที่ไม่ดี    (Ishii 
et al., 2006; Eeckhoute et al., 2006) นอกจากนี้ยังพบว่า Cyclin D1 เป็นตัวกลางในการกระตุ้น
วิถีสัญญาณอ่ืน ๆ เช่น nuclear factor-κB (NF-κB), Rac1 และ  5′ adenosine monophosphate-
activated protein kinase (AMPK) เป็นต้น ซึ่งพบว่าการลดระดับของ Rac1 ท าให้เกิดการยับยั้งวิถี
สัญญาณ NF-κB ส่งผลให้เกิดการแตกหักของ Cyclin D1 (Zheng et al., 2011; Yoshida et al., 
2010) ในขณะที่การกระตุ้น AMPK ส่งผลให้ระดับโปรตีน Cyclin D1 ลดลง (Zhuang et al., 2008)  

(2) ยีนที่ท าหน้าที่ระงับการแบ่งเซลล์ที่ผิดปกติ หรือการแบ่งเซลล์ที่มากเกินไป  เช่น 
TP53, BRCA1 และ BRCA1 เป็นต้น ยีน TP53 เป็นยีนที่ท าหน้าที่สร้างโปรตีน p53 ซึ่ง p53 จะท า
หน้าที่ตรวจเช็คความเสียหายของดีเอ็นเอ เมื่อตรวจพบจะท าให้วัฏจักรเซลล์หยุดลงและส่งสัญญาณ
ให้มีการซ่อมแซมดีเอ็นเอ หากไม่สามารถซ่อมแซมดีเอ็นเอได้ p53 จะกระตุ้นให้เซลล์เกิดการตาย
แบบอะพอพโทซิส การกลายพันธุ์ของยีน TP53 จะท าให้เกิดการกระตุ้นวิถีสัญญาณ Akt ซึ่งจะไป
กระตุ้นการท างานของ MDM2 ส่งผลให้เกิดการยับยั้งกระบวนการอะพอพโทซิส ยีน BRCA1 และ 
BRCA2 มีหน้าที่ส าคัญโดยตรงในการซ่อมแซมดีเอ็นเอ ในกรณีที่ BRCA1 หรือ BRCA2 เกิดการกลาย
พันธุ์ ท าให้กระบวนการซ่อมแซมดีเอ็นเอหยุดชะงักลง และส่งผลให้เกิดความเสียหายต่อดีเอ็นเอ
เพ่ิมขึ้น ถ้าหากในกรณีที่ยีน TP53 และ p21 ยังปกติ ก็จะสร้างโปรตีน p53 และ p21 ให้ท าหน้าที่
และควบคุมวัฏจักรเซลล์ต่อไป หากเกิดความเสียหายของดีเอ็นเอเพ่ิมมากขึ้น รวมทั้งมีการกลายพันธุ์
ของยีน BRCA1, BRCA2 และ TP53 ซึ่งเป็นกลุ่มยีนที่ท าหน้าที่ในการตรวจสอบและแก้ไขรหัส
พันธุกรรมที่ผิดพลาด จะส่งผลให้ไม่มีการตรวจสอบรหัสที่ผิดพลาด ไม่มีการควบคุมเซลล์ให้หยุดนิ่ง
หรือตายไป ตลอดจนไม่มีการซ่อมแซมแก้ไขดีเอ็นเอที่เสียหาย  ส่งผลให้เซลล์ที่เสียหายนั้นแบ่งตัว
ต่อไปจนกลายเป็นเซลล์มะเร็งในที่สุด  
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1.2.3 ลิกแนน 
 

สารในกลุ่มลิกแนนเป็นสารจากพืช ที่ได้จากกระบวนการสังเคราะห์กรดซินนามิก 
(cinnamic acid) ในกระบวนการสลายฟีนิลอะลานีน (Moss, 2000) โครงสร้างของลิกแนนเกิดจาก
การจับคู่กันของหน่วยฟีนิลโพรพานอยด์ (phenylpropanoid) 2 หน่วย ดังแสดงในรูปที่ 11  (Wilson 
et al., 2012) จับกับหมู่ที่มีคุณสมบัติทางเคมีและหน้าที่เฉพาะ ท าให้สามารถแบ่งลิกแนนได้เป็น 8 
กลุ่ม คือ ฟูโรฟูแรน (furofuran), ฟูแรน (furan), ไดเบนซิลบิวเทน (dibenzylbutane), ได-เบนซิล
บิวทิโรแลคโตน (dibenzylbutyrolactone), แอริลเตตระลิน (aryltetralin), แอริลแนฟทาลีน  
(arylnaphthalene), ไดเบนโซไซโคลออกตะไดอีน (dibenzocyclooctadiene) และไดเบนซิลบิวทิ-
โรแลคตอล (dibenzylbutyrolactol) (Apollinaire et al., 2013) 
 

 
 

รูปที่ 11 สูตรโครงสร้างของสารลิกแนน ก. หน่วยฟีนิลโพรพานอยด์ ข. โครงสร้างเต็มของสารลิกแนน 
(Wilson et al., 2012) 

 
ปัจจุบันได้มีการศึกษาคุณสมบัติทางชีวภาพของสารกลุ่มลิกแนนในด้านต่าง ๆ เช่น 

การต้านไวรัส ต้านแบคทีเรีย ต้านอักเสบ ต้านอนุมูลอิสระ กดภูมิคุ้มกัน และต้านมะเร็ง เป็นต้น 
(ตารางท่ี 5)

https://th.wikipedia.org/wiki/%E0%B8%9F%E0%B8%B5%E0%B8%99%E0%B8%B4%E0%B8%A5%E0%B8%AD%E0%B8%B0%E0%B8%A5%E0%B8%B2%E0%B8%99%E0%B8%B5%E0%B8%99
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/B9780124059276000126#!
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ตารางท่ี 5 ฤทธิ์ต้านมะเร็งของสารในกลุ่มลิกแนน 
สาร โครงสร้างสาร แหล่งที่มาของสาร กลไกของสารต่อเซลล์มะเร็ง โมเลกุลเป้าหมาย อ้างอิง 

นอร์ตระชิโลจีนิน 
(Nortrachelogenin) 

 

Wikstroemia indica เหนี่ยวน าให้เกิดการตายของเซลลม์ะเร็ง
ต่อมลูกหมากเพาะเลี้ยงชนิด LNCaP 

p85 PI3K, p-Akt (ser473), 
Akt, bid และ caspase 9 

(Peuhu et al., 
2013) 

มีโซ-ไดไฮโดรกัวรตีิค
เอซิด 
(Meso-
dihydroguaiaretic 
acid; MEGA) 

 

Myristica fragrans เหนี่ยวน าให้เกิดการตายของเซลลม์ะเร็ง
เต้านมเพาะเลี้ยงชนิด MCF-7 

p-AMPK, AMPK, cleaved 
PARP และ p-p53 

(Thi et al., 2017) 

อาร์คทิจีนิน 
(Arctigenin) 

 

 

 
 
 
Artium lappa 

ยับยั้งการแพร่กระจายของเซลลม์ะเร็งเตา้
นมเพาะเลี้ยงชนิด MDA-MB-231 

MMP-2 และ MMP-9 (Lou et al., 
2017) 

เหนี่ยวน าให้เกิดการตายของเซลลม์ะเร็ง
เต้านมเพาะเลี้ยงชนิด MDA-MB-231 

bax, bak, bcl-xl, bcl-2, p-
p38 และ p38 

(Hsieh et al., 
2014) 

ยับยั้งการแพร่กระจายของเซลลม์ะเร็งเตา้
นมเพาะเลี้ยงชนิด MCF-7 

MMP-9, Akt, NF-ᴋB, ERK1/
2 และ JNK1/2 

(Maxwell et al., 
2017) 
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ตารางท่ี 5 ฤทธิ์ต้านมะเร็งชนิดของสารในกลุ่มลิกแนน (ต่อ)  
สาร โครงสร้างสาร แหล่งที่มาของสาร กลไกของสารต่อเซลล์มะเร็ง โมเลกุลเป้าหมาย อ้างอิง 

เซซามิน 
(Sesamin) 

 

Seasamum indicum ยับยั้งการเจริญเติบโตและเหนี่ยวน าให้
เกิดการตายของเซลล์มะเร็งเม็ดเลอืดขาว
เพาะเลี้ยงชนิด KBM-5 และชนิด Jurkat 
E6.1 TIB-152 

cyclin D1, COX-2, Bcl-2, 
surviving, MMP-9, ICAM-1 
และ VEGF 

(Kuzhuvelil et 
al., 2010) 

เบนโซฟูแรน 
(Benzofuran) 

 

 

 
 
 
Croton californicus 

ยับยั้งการเจริญเติบโตและเหนี่ยวน าให้
เกิดการตายของเซลล์มะเร็งต่อม
น้ าเหลืองเพาะเลี้ยงชนิด U-937 

p53, p21, cleaved 
caspase 3, cleaved PARP 
และ cyclin D1  

(Pan et al., 
2016) 

ยับยั้งการเจริญเติบโตและเหนี่ยวน าให้
เกิดการตายของเซลล์มะเร็งเม็ดเลอืดขาว
เพาะเลี้ยงชนิด KBM-5 และชนิด Jurkat 
E6.1 TIB-152 

p21, p27, cyclin B, p-Rb, 
Rb, p53, Cyt c, bcl-2 และ 
bax 

(Sunil et al., 
2010) 

เบอมีแนน 
(Boehmenan) 

 

Clematis armandii เหนี่ยวน าให้เกิดการตายของเซลลม์ะเร็ง
ปอดเพาะเลี้ยงชนิด A549 

p-ERk, Erk, p-Akt, Akt, 
cyclin D1, p21 และ p53 

(Pan et al., 
2016) 
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ตารางท่ี 5 ฤทธิ์ต้านมะเร็งชนิดของสารในกลุ่มลิกแนน (ต่อ)  
สาร โครงสร้างสาร แหล่งที่มาของสาร กลไกของสารต่อเซลล์มะเร็ง โมเลกุลเป้าหมาย อ้างอิง 

เมสลิกแนน 
(Macelignan)  

 

Myristica fragrans เหนี่ยวน าให้เกิดการตายของ
เซลล์มะเร็งเตา้นมเพาะเลีย้งชนิด MCF-
7 

p-AMPK, AMPK, cleaved 
PARP และ p-p53 

(Thi et al., 
2017) 

เอนเทอโรแลคโตน 
(Enterolactone) 

 

สารเมแทบอไลต์จากการ
ย่อยลิกแนนโดยจลุินทรีย์ใน
ล าใสส้ัตว์เลี้ยงลูกด้วยน้ านม 

เหนี่ยวน าให้เกิดการตายของ
เซลล์มะเร็งต่อมลูกหมากเพาะเลี้ยงชนิด 
LNCaP 

p-Akt (ser473), Akt, p-
GSK-3β, p-MDM2, MDM2 
และ p53 

(Chen et al., 
2007) 

4'-ไดเมธลิ ดีออกซีโพโดฟิล
โลทอกซิน 
(4'-Demethyl-
deoxypodophyllotoxin) 

 

Podophyllum 
hexandrum 

ยับยั้งการเจริญเติบโตและเหนี่ยวน าให้
เกิดการตายของเซลล์มะเร็งเต้านม
เพาะเลี้ยงชนิด MCF-7 

p-Chk-2, Chk-2, MDM2, 
MDM2 cleaved, p-Akt, 
Akt, caspase 8, cleaved 
caspase 8 และ bcl-2 

(Zilla et al., 
2014) 
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1 .2.3.1 สารคูซูโนคินิน 
 

สารคูซูโนคินินมีโครงสร้างประกอบด้วย 4 ส่วนที่ส าคัญ ได้แก่ วงเบนซีน (benzene 
ring), หมู่เมททอกซี (methoxy group), ฟอมอลดีไฮด์เอทิลีนอะซีทัล (formaldehyde ethylene 
acetal) และแกมมาบิวทีโรแลคโตน (γ-Butyrolactone) (รูปที่ 12) มีรายงานว่าสารคูซูโนคินินสามารถ
สกัดได้จากพืชหลายชนิด เช่น Aristolochia cymbifera, Wikstromia indica, Haplophyllum 
vulcanicum และ Wikstroemia sikokiana (Barros et al., 2005; Sartorelli et al., 2010) สาร
คูซูโนไคนินมีสูตรเคมี คือ C21H22O6 มีน้ าหนักโมเลกุล 370.401 กรัมต่อโมล  

 

 
 

รูปที่ 12 สูตรโครงสร้างสารคูซูโนคินิน (Pubchem, 2018) 

    =  วงเบนซีน  
 =  หมู่เมททอกซี (O-CH3) 

             =  ฟอมอลดีไฮด์เอทิลีนอะซีทัล  

    = แกมมาบิวทีโรแลคโตน  
 
 

มีรายงานการศึกษาฤทธิ์ของสารคูซูโนคินินในด้านต่าง ๆ เช่น สารคูซูโนคินินจาก 
Aristolochia malmeana มีความเป็นพิษต่อแมลงชนิด Aristolochia gemmatalis มีค่า LD50 
เท่ากับ 230.1 ไมโครกรัมต่อไมโครลิตร (Messiano et al., 2008) สารสกัดคูซูโนคินินจากใบของ 
Aristolochia cymbifera มีความเป็นพิษต่อปรสิตชนิด Trypanosome cruzi มีค่า IC50 ต่อปรสิตใน
ระยะที่อยู่ภายในเซลล์ (amastigotes) เท่ากับ 17 ไมโครโมลาร์ และต่อปรสิตระยะที่อยู่ในกระแส
เลือด (trypomastigotes) เท่ากับ 51 ไมโครโมลาร์ โดยไม่ส่งผลข้างเคียงต่อเซลล์เม็ดเลือดแดง 
(Sartorelli et al., 2010) นอกจากนี้ในรายงานของ Bicalho และคณะในปี 2012 พบว่าสารคูซูโนคิ-
นินมีความเป็นพิษต่อแมลงชนิด Atta sexdens rubropilosa และเชื้อราชนิด Leucoagaricus 
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gongylophorus (Bicalho et al., 2012) ในการศึกษาฤทธิ์ต้านมะเร็งพบว่าสารคูซูโนคินินจาก
พริกไทยด า มีความเป็นพิษต่อเซลล์มะเร็งเต้านมชนิด MCF-7 และ MDA-MB-468 มีค่า IC50 เท่ากับ 
4.37 และ 3.19 ไมโครโมลาร์ ตามล าดับ และจากการศึกษากลไกของสารคูซูโนคินินต่อการยับยั้งการ
เจริญเติบโตในเซลล์มะเร็งเต้านมทั้ง 2 ชนิด พบว่าสารท าให้เซลล์หยุดอยู่ในวัฏจักรเซลล์ระยะ G2 
และระยะ M มากขึ้น โดยการลดระดับของโปรตีน  topoisomerase II, เพ่ิมระดับของโปรตีน p21 
และยังชักน าให้เซลล์เกิดกระบวนการตายแบบอะพอพโทซิส โดยลดระดับโปรตีน bcl-2, เพ่ิมระดับ
โปรตีน p53, bax, cytochrome c, caspase cleaved-7 และ caspase cleaved-8 (Sriwiriyajan 
et al., 2017) 

 
1.2.3.2 สารและยาเคมีบ าบัดที่มีโครงสร้างคล้ายสารคูซูโนคินิน 
 

1.2.3.2.1 สารจากพืช 
 
1) โพโดฟิลโลทอกซินและอนุพันธ์  
 

สารโพโดฟิลโลทอกซิน (Podophyllotoxin) มีสูตรเคมี คือ C22H22O8 มีน้ าหนัก
โมเลกุล 414.41 กรัมต่อโมล และมีสูตรโครงสร้างดังแสดงในรูปที่ 13 สามารถสกัดสารนี้ได้จากราก
ของพืชในกลุ่ม Podophyllum เช่น P. peltatum, P. emodii และ P. hexandrum (Cragg and 
Newman, 2005) จากการศึกษาของ Chen และคณะในปี 2014 พบว่าสารโพโดฟิลโลทอกซิน
สามารถยับยั้งการเจริญเติบโตของเซลล์มะเร็งกระเพาะอาหารเพาะเลี้ยงชนิด SGC 7901 โดยท าให้
เซลล์หยุดอยู่ในระยะ G2/M ของวัฎจักรเซลล์ และชักน าให้เซลล์เกิดกระบวนการตายแบบอะพอพโท-
ซิส (Chen et al., 2008)  

 ปัจจุบันมีการสังเคราะห์อนุพันธ์ของสารโพโดฟิลโลทอกซิน เช่น สาร GP7 (4-[4''-
(2'', 2'', 6'', 6''-tetramethy-l''-piperidinyloxy) amino]–4'-demethyl-epipodophyllotoxin] 
สามารถยับยั้งการเจริญเติบโตของเซลล์มะเร็งกระเพาะอาหารเพาะเลี้ยงชนิด MKN28, AGS, BGC-
823 และ HGC-27 โดยพบว่าสาร GP7 สามารถยับยั้งการเจริญเติบโตของเซลล์ BGC-823 และ HGC-
27 ได้สูงกว่ายาเคมีบ าบัดชนิดอีโทโพไซด์ 1.15-1.21 เท่า และชักน าให้เซลล์เกิดการตายโดยผ่านการ
กระตุ้นการท างานของ caspase-9, caspase-3 และกระตุ้นการหลั่ง Cyt c (Yang et al., 2017) 
สาร 8c มีความเป็นพิษต่อเซลล์มะเร็งเม็ดเลือดขาวเพาะเลี้ยงชนิด K562 มีค่า IC50 เท่ากับ 0.067 ± 
0.010 ไมโครโมลาร์ นอกจากนี้พบว่า 8c เหนี่ยวน าให้เซลล์หยุดอยู่ในระยะ G2/M และลดปริมาณ
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โปรตีนที่เกี่ยวข้องกับกลไกการเกิดการดื้อยาในเซลล์มะเร็งเม็ดเลือดขาวเพาะเลี้ยงชนิด K562 เช่น 
Pgp, MRP-1 และ GST-π เป็นต้น (Zhang et al., 2015) สาร LJ12 (N-(1-oxyl-4'-demethyl-4-
deoxyp odophyllic)-L-methine-4'-piperazine carbamate สามารถเหนี่ยวน าให้เซลล์มะเร็ง
ปอดเพาะเลี้ยงชนิด A549 หยุดอยู่ในระยะ G2/M ลดจ านวนเซลล์ที่อยู่ในระยะ G0/G1 และ S โดย
การเพ่ิมปริมาณโปรตีน Cdc2 และ Cyclin B1 เหนี่ยวน าให้เซลล์เกิดการตายโดยลดปริมาณโปรตีน 
bcl-xl และเพ่ิมโปรตีน caspase-3 และ p53 (Hui et al., 2016) สาร 7',8' -ไฮโดรอะซิทิลโพโด -
ฟิล โ ล ทอกซิน  (7',8'-dehydroacetylpodophyllotoxin) มีความเป็นพิษต่อเซลล์มะเร็งเต้านม
เพาะเลี้ยงชนิด MCF-7, MDA-MB-231 และ BT-549 มีค่า IC50 7.22, 2.44 และ 1.26 ไมโครโมลาร์ 
ตามล าดับ (Pena et al., 2016) (รูปที่ 12) 

 

 
 

รูปที่ 13 สูตรโครงสร้างสารโพโดฟิลโลทอกซิน (ก.) (Pubchem, 2018) และอนุพันธ์ ได้แก่ ข. สาร 
GP7 (Yang et al., 2017) ค. สาร 8c (Zhang et al., 2015) ง. สาร LJ12 (Hui et al., 2016) และ 
จ. สาร 7',8'-ไฮโดรอะซิทิลโพโดฟิลโลทอกซิน (Pena et al., 2016)  
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2) ยาเตอิน 
 

ยาเตอิน (Yatein) หรือ ไดไฮโดรแอนไฮโดรโพโดไรซอล (Dihydroanhydropodorhizol) 
สามารถสกัดได้จากพืชหลายชนิด เช่น Chamaecyparis obtuse, Juniperus chinensis และ 
Austrocedrus chilensis (Kuo et al., 2006) มีสูตรเคมี คือ C22H24O7 มีน้ าหนักโมเลกุล 400.427 
กรัมต่อโมล และมีสูตรโครงสร้างสารดังแสดงในรูปที่ 14 จากการศึกษาพบว่าสารยาเตอินจากพืช 
Austrocedrus chilensis สามารถยับยั้งการเจริญเติบโตของเซลล์มะเร็งเม็ดเลือดขาวเพาะเลี้ยงชนิด 
P3X โดยพบว่าสารยาเตอินที่ความเข้มข้น 25 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร สามารถท าให้เกิดการตายของ
เซลล์ได้ประมาณร้อยละ 75 (Donoso et al., 2015)  
 
 
 
 
 
 

รูปที่ 14 สูตรโครงสร้างสารยาเตอิน (Pubchem, 2018) 
 
 

3) ฮิโนคินิน 
  

ฮิโนคินิน (Hinokinin) มีสูตรเคมี คือ C20H18O6 น้ าหนักโมเลกุล 354.358 กรัมต่อ
โมล และมีสูตรโครงสร้างสารดังแสดงในรูปที่ 15 เป็นสารที่สกัดได้จากพืช Chamaecyparis obtuse 
รายงานการศึกษาของ Ikeda และคณะ 1998 พบว่าสารฮิโนคินินจากพืช Anthriscus sylvestris    
มีความเป็นพิษต่อเซลล์มะเร็งชนิดต่าง ๆ ได้แก่ เซลล์มะเร็งผิวหนังเพาะเลี้ยงชนิด B16-F10 
เซลล์มะเร็งปากมดลูกเพาเลี้ยงชนิด HeLa และเซลล์มะเร็งกระเพาะอาหารเพาะเลี้ยงชนิด MK-1 โดย
มีค่า ED50 เท่ากับ 2.72, 2.58 และ 1.67 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ตามล าดับ นอกจากนี้ในรายงานของ 
Mansoor และคณะ 2012 พบว่าสารฮิโนคินินจาก Pycnanthus angolensis สามารถเหนี่ยวน าให้
เซลล์มะเร็งตับเพาะเลี้ยงชนิด HuH-7 เกิดการตายได้มากท่ีสุด 
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รูปที่ 15 สูตรโครงสร้างสารฮิโนคินิน (Pubchem, 2018) 
 
 

4) คูบีบิน 
 

คูบีบิน (Cubebin) มีสูตรเคมี คือ C20H20O6 น้ าหนักโมเลกุล 356.374 กรัมต่อโมล 
และมีสูตรโครงสร้างสารดังแสดงในรูปที่ 16 มีรายงานพบว่าสารคูบีบินจากพืช Piper cubeba        
มีความเป็นพิษต่อเซลล์มะเร็งชนิดต่าง ๆ ได้แก่ เซลล์มะเร็งปอดเพาะเลี้ยงชนิด A549 เซลล์มะเร็งเม็ด
เลือดขาวเพาะเลี้ยงชนิด K562 และเซลล์มะเร็งหลังโพรงจมูกเพาะเลี้ยงชนิด KB มีค่า IC50 เท่ากับ 
8.30, 8.66 และ 8.16 ตามล าดับ (Dhanya et al., 2016) นอกจากนี้ยังพบว่าสารคูบีบินสามารถ
กระตุ้นกระบวนการสร้างเม็ดสีในเซลล์มะเร็งผิวหนังเพาะเลี้ยงชนิด B16-F10 โดยเพ่ิมการท างานของ
เอนไซม์ไทโรซิเนส (tyrosinase) เพ่ิมปริมาณเมลานิน (melanin) และเพ่ิมกระบวนการเติมหมู่
ฟอสเฟตให้แก่โมเลกุล p38MAPK (Hirata et al., 2007) 

 

 
 

 รูปที่ 16 สูตรโครงสร้างสารคูบีบิน (Pubchem, 2018) 
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5) เบอซีเฮอนินและอนุพันธ์ 
 

เบอซีเฮอนิน (Bursehernin) หรือ 5'-เดสเมททอกซียาเตอิน (5'-desmethoxyyatein) 
มีสูตรเคมี คือ C21H22O6 น้ าหนักโมเลกุล 370.401 กรัมต่อโมล และมีสูตรโครงสร้างสารดังแสดงใน
รูปที่ 17 สารนี้สกัดได้จากพืช Hernandia peltata (Pettit et al., 2004) ปัจจุบันมีการสังเคราะห์
อนุพันธ์ของสารเบอซีเฮอนิน เช่น สาร 7,7´-ไดไฮดรอกซีเบอซีเฮอนิน (7,7´-dihydroxybursehernin) 
จากพืช Geranium thunbergii สามารถยับยั้ งการท างานของเอนไซม์ ไซโคลออกซิจิ เนส 
(cyclooxygenase; COX) และไนตริกออกไซด์ซินเทส (nitric oxide synthase; NOS) ส่งผลให้
ระดับโปรตีน NF-κB ลดลงในเซลล์เม็ดเลือดขาวเพาะเลี้ยงชนิด RAW264.7 (Pokharel et al., 2007) 

 
 

รูปที่ 17 สูตรโครงสร้างสารเบอซีเฮอนิน (Pubchem, 2018) 
 
 

1.2.3.2.2 สารที่ใช้เป็นยาเคมีบ าบัด 
 
1) อีโทโพไซด์ 
 

สารอีโทโพไซด์ (Etoposide) เป็นยาเคมีบ าบัดที่ใช้ในการรักษาโรคมะเร็งชนิดต่าง ๆ 
ได้แก่ มะเร็งเต้านม มะเร็งต่อมน้ าเหลือง มะเร็งตับ และมะเร็งปอด มีสูตรเคมี คือ C29H32O13  น้ าหนัก
โมเลกุล 588.562 กรัมต่อโมล และมีสูตรโครงสร้างสารดังแสดงในรูปที่ 18 สารอีโทโพไซด์เป็นอนุพันธ์
ของสารโพโดฟิลโลทอกซิน ซึ่งเป็นสารที่สามารถสกัดได้จากพืชในกลุ่ม Podophyllum (Wilson et 
al., 2012)  กลไกการออกฤทธิ์ ของยา คื อ  ท าหน้ าที่ ยั บยั้ ง เ อน ไซม์ โท โพไ อโซเมอ เรสทู  
(topoisomerase II) ซึ่งเป็นเอนไซม์ที่ส าคัญในขั้นตอนการแยกสายดีเอ็นเอในระหว่างกระบวนการ
เพ่ิมจ านวนดีเอ็นเอ ซึ่งเมื่อเอนไซม์ถูกยับยั้งจะส่งผลให้ดีเอ็นเอเกิดความเสียหายและท าให้เซลล์มะเร็ง
เกิดการตายแบบอะพอพโทซิส (Devendra, 2011) 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Pettit%20GR%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=14987061
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รูปที่ 18 สูตรโครงสร้างยาเคมีบ าบัดชนิดอีโทโพไซด์ (Pubchem, 2018) 
 
 
2) เทนิโพไซด ์
 

สารเทนิโพไซด์ (Teniposide) เป็นยาเคมีบ าบัดที่ใช้ในการรักษามะเร็งเม็ดเลือดขาว 
มีสูตรเคมี คือ C32H32O13S มีน้ าหนักโมเลกุล 656.655 กรัมต่อโมล และมีโครงสร้างสารดังแสดงในรูป
ที่ 19 สารเทนิโพไซด์เป็นอนุพันธ์ของสารโพโดฟิลโลทอกซิน กลไกการออกฤทธิ์ของยา คือ ยับยั้ง
กระบวนการสังเคราะห์ดีเอ็นเอ โดยเข้าจับกับเอนไซม์โทโพไอโซเมอเรสทู ส่งผลให้ดีเอ็นเอไม่สามารถ
คลายเกลียวได้ ท าให้เซลล์หยุดอยู่ในระยะ S ของวัฎจักรเซลล์ และท าให้เซลล์มะเร็งเกิดการตาย
แบบอะพอพโทซิส (Devendra, 2011) 

 
 

รูปที่ 19 สูตรโครงสร้างยาเคมีบ าบัดชนิดเทนิโพไซด์ (Pubchem, 2018)
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1.3 วัตถุประสงค์ 
 

1) ศึกษากลไกระดับโมเลกุลของสารคูซูโนคินินต่อระดับของโปรตีนที่เกี่ยวข้องกับ
กระบวนการแบ่งตัวของเซลล์และการเจริญเติบโต (cell cycle and proliferation) กระบวนการ
สร้างหลอดเลือด (angiogenesis) และกระบวนการเคลื่อนที่ของเซลล์ (migration) ในก้อนมะเร็งเต้า
นมของหนูขาวใหญ่ที่ได้รับยาเคมีบ าบัดและสารคูซูโนคินินตามความเข้มข้นต่าง ๆ ด้วยวิธี Western 
blot analysis 

2) ศึกษาฤทธิ์ของสารคูซูโนคินินในการยับยั้งการเคลื่อนที่ของเซลล์มะเร็งเต้านม
เพาะเลี้ยงชนิด MCF-7 ด้วยวิธี Wound healing assay 
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บทที่ 2 
วิธีการวิจัย 

 
2.1 วิธีด าเนินการวิจัย 
 

2.1.1 สารคูซูโนคินิน 
 

การศึกษาครั้งนี้ได้รับความอนุเคราะห์สารคูซูโนคินินจาก ดร. อามานร์ เทศอาเส็น 
ภาควิชาชีวเวชศาสตร์ คณะแพทยศาสตร์ มหาวิทยาลัยสงขลานครินทร์ โดยท าการสกัดจากเมล็ด
พริกไทยบดแห้ง ซึ่งสกัดตามวิธีการของ Sriwiriyajan และคณะ 2017 
 

2.1.2 ก้อนมะเร็งเต้านม 
 
ก้อนมะเร็งเต้านมที่ใช้ในการศึกษาครั้งนี้ได้รับความอนุเคราะห์จาก ดร. อามานร์ 

เทศอาเส็น ท าการเหนี่ยวน าให้หนูขาวใหญ่เพศเมีย สายพันธุ์ Sprague dawley อายุ 50 วัน เกิด
ก้อนมะเร็งโดยให้สาร NMU ขนาด 50 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม ฉีดเข้าบริเวณช่องท้อง (intraperitoneal 
injection) หลังจากนั้นคล าก้อนมะเร็งด้วยมือเมื่อก้อนมีขนาดเส้นผ่าศูนย์กลาง 0.2 ถึง 0.5 
เซนติเมตร จึงแบ่งหนูขาวใหญ่ออกเป็น 7 กลุ่ม ดังแสดงในตารางที่ 6 และให้สารทดสอบเป็นเวลา 14 
วัน (อามานร์ เทศอาเส็น, 2561) หลังจากเสร็จสิ้นการทดลองท าการเก็บก้อนมะเร็งเต้านมมาสกัด
โปรตีนและตรวจสอบระดับของโปรตีนที่สนใจ ได้แก่ โปรตีนที่เกี่ยวข้องกับกระบวนแบ่งเซลล์และการ
เจริญเติบโต, กระบวนการสร้างหลอดเลือด และกระบวนการเคลื่อนที่ของเซลล์ ด้วยวิธี Western 
blot analysis 
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ตารางท่ี 6 ก้อนมะเร็งเต้านมจากกลุ่มหนูทดลองและการให้สารทดสอบ 

กลุ่มที ่ ชื่อกลุม่ จ านวน 
(ตัว) 

การทดลอง 

1 ปกติ (normal) 8 ไม่ให้ NMU, เลี้ยงโดยให้อาหารและน้ าตามสภาวะปกติ 
2 ควบคุม (control) 6 ให้ NMU เพื่อเหนี่ยวน าให้เกิดก้อนมะเร็งเต้านม 
3 ตัวท าละลาย (vehicle) 6 ให้ NMU เพื่อเหนี่ยวน าให้เกิดก้อนมะเร็งเต้านม และ

ให้ตัวท าละลายสารที่ประกอบด้วยคลีโมฟอร์ ความ
เข้มข้นร้ อยละ  10.4, ฟอสเฟตบัฟ เฟอร์ ซา ไลน์  
(phosphate buffer saline; PBS) , ไดเม็ทธิลซัลโฟ
ไซด์ (dimethyl sulfoxide; DMSO) ความเข้มข้นร้อย
ละ 4.2 และเอทานอลความเข้มข้นร้อยละ 10.4) 

4 ยาเคมีบ าบัดชนิดด็อกโซรูบิ 
ซินขนาด 0.5 มิลลิกรัมต่อ
น้ าหนักตัว 1 กิโลกรัม 

5 ให้ NMU เพื่อเหนี่ยวน าให้เกิดก้อนมะเร็งเต้านม และ
ให้ยาเคมีบ าบัดชนิดด็อกโซรูบิซินขนาด 0.5 มิลลิกรัม
ต่อน้ าหนักตัว 1 กิโลกรัม โดยฉีดเข้าใต้ผิวหนังบริเวณ
รอบก้อนมะเร็ง 

5 ส า ร คู ซู โ น คิ นิ น ขนา ด  7 
มิลลิกรัมต่อน้ าหนักตัว 1 
กิโลกรัม 

5 ให้ NMU เพื่อเหนี่ยวน าให้เกิดก้อนมะเร็งเต้านม และ
ให้สารคูซูโนคินินขนาด 7 มิลลิกรัมต่อน้ าหนักตัว 1 
กิโลกรัม โดยฉีดเข้าใต้ผิวหนังบริเวณรอบก้อนมะเร็ง 

6 สารคูซู โนคินินขนาด 14 
มิลลิกรัมต่อน้ าหนักตัว 1 
กิโลกรัม 

5 ให้ NMU เพื่อเหนี่ยวน าให้เกิดก้อนมะเร็งเต้านม และ
ให้สารคูซูโนคินินขนาด 14 มิลลิกรัมต่อน้ าหนักตัว 1 
กิโลกรัม โดยฉีดเข้าใต้ผิวหนังบริเวณรอบก้อนมะเร็ง 

7 ส า ร คู ซู โ น คิ นิ น ขนา ด  7 
มิลลิกรัมต่อน้ าหนักตัว 1 
กิโลกรัม และยาเคมีบ าบัด
ชนิดด็อกโซรูบิซินขนาด 0.5 
มิลลิกรัมต่อน้ าหนักตัว 1 
กิโลกรัม 

5 ให้ NMU เพื่อเหนี่ยวน าให้เกิดก้อนมะเร็งเต้านม และ
ให้สารสารคูซูโนคินินขนาด 7 มิลลิกรัมต่อน้ าหนักตัว 1 
กิโลกรัม ร่วมกับยาเคมีบ าบัดชนิดด็อกโซรูบิซินขนาด 
0.5 มิลลิกรัมต่อน้ าหนักตัว 1 กิโลกรัม โดยฉีดเข้าใต้
ผิวหนังบริเวณรอบก้อนมะเร็ง 
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2.1.3 การศึกษาระดับของโปรตีนที่เกี่ยวข้องในกระบวนการแบ่งตัวของเซลล์และการ
เจริญเติบโต กระบวนการสร้างหลอดเลือด และกระบวนการเคลื่อนที่ของเซลล์ด้วยวิธี Western 
blot analysis  

 
2.1.3.1 การสกัดโปรตีน 
 

ตัดก้อนมะเร็งเต้านมแล้วชั่งให้ได้น้ าหนักขนาด 100 มิลลิกรัม ใส่ลงในครกส าหรับ
บดชิ้นเนื้อ จากนั้นเติมไนโตรเจนเหลว บดเนื้อเยื่อให้ละเอียด แล้วเติมบัฟเฟอร์ส าหรับการสกัด
ปริมาตร 500 ไมโครลิตร (ประกอบด้วย 25 M Tris-HCl pH 7.6, 150 mM NaCl, 1% NP-40, 1% 
sodium deoxycholate, 1% sodium dodecyl sulfate แ ล ะ  1X proteinase inhibitor)                 
ดูดตัวอย่างลงหลอดไมโครเซ็นตริฟิวก์ขนาด 1.5 มิลลิลิตร น าไปผสมให้เข้ากันโดยเครื่องผสม
สารละลายเป็นเวลา 1 นาที จากนั้นบ่มในน้ าแข็งเป็นเวลา 45 นาที ท าการแช่แข็งตัวอย่างด้วย
ไนโตรเจนเหลวเป็นเวลา 10 นาที แล้วท าให้ละลายในอ่างน้ าควบคุมอุณหภูมิ  (water bath) ที่
อุณหภูมิ 42 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5 นาที ท าซ้ าขั้นตอนดังกล่าว 2 ครั้ง จากนั้นน าตัวอย่างไปปั่น
เหวี่ยงที่ความเร็ว 14,000 g ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 นาที แล้วดูดส่วนใสซึ่งเป็น
โปรตีนใส่ลงในหลอดไมโครเซ็นตริฟิวก์ขนาด 1.5 มิลลิลิตร และเก็บในตู้เย็นที่อุณหภูมิ -80 องศา-
เซลเซียส จนกว่าจะน ามาใช้ในการทดลองครั้งต่อไป 

 
2.1.3.2 การวิเคราะห์ปริมาณโปรตีนด้วยวิธี Bradford assay 
 

เตรียมสารละลายแบรดฟอรด (Bradford reagent) โดยใช้สัดส่วนดังนี้ สารละลาย
แบรดฟอรด ปริมาตร 125 ไมโครลิตร และน้ ากลั่นปริมาตร 875 ไมโครลิตร เตรียมสารละลายโปรตีน
มาตรฐานโบไวน์ซีรั่มอัลบูมิน (bovine serum albumin; BSA) ที่ความเข้มข้น 3.125, 6.25, 12.5, 
25, 50 และ 100 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร เพ่ือใช้เป็นค่ามาตรฐานในการเปรียบเทียบหาความเข้มข้น
ของโปรตีนในสารตัวอย่าง (standard curve) ท าการเตรียมสารละลายโปรตีนตัวอย่างโดยใช้โปรตีน
ที่สกัดได้ปริมาตร 2.5 ไมโครลิตร มาเจือจางในน้ ากลั่นปริมาตร 1,247.5 ไมโครลิตร (500 เท่า) จาก
นั้นปิเปตโปรตีนมาตรฐานทุกความเข้มข้นและโปรตีนตัวอย่างที่ต้องการวิเคราะห์ลงในจาน 96 หลุม 
หลุมละ 50 ไมโครลิตร ความเข้มข้นละ 2 หลุม (duplicate) พร้อมท า blank โดยการปิเปตน้ ากลั่น
ปริมาตร 50 ไมโครลิตร ลงในหลุม 2 หลุม จากนั้นเติมสารละลาย Bradford reagent ที่เจือจางแล้ว
หลุมละ 100 ไมโครลิตร ใช้ปิเปตดูดขึ้นลงผสมกันโดยระวังอย่าให้มีฟองอากาศ หลังจากนั้นน าไปวัด
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ค่าการดูดกลืนแสงด้วยเครื่อง Microplate reader ที่ความยาวคลื่น 595 นาโนเมตร ภายใน 5 นาที 
และน าค่าการดูดกลืนแสงมาค านวณหาความเข้มข้นของโปรตีนตัวอย่าง 

 
2.1.3.3 การแยกโปรตีนตามน้ าหนักโมเลกุลด้วยวิธี Sodium dodecyl sulfate-

polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE) 
 
1) การเตรียม SDS-PAGE 
 

เตรียมเจล 2 ส่วน คือ ชั้น stacking (อะคริลาไมด์ความเข้มข้นร้อยละ 4) และชั้น 
separating (อะคริลาไมด์ความเข้มข้นร้อยละ 12) แสดงส่วนผสมส าหรับเตรียมเจลขนาดใหญ่ (ขนาด 
16 x 20 เซนติเมตร) ในตารางที่ 7 และเจลขนาดเล็ก (ขนาด 10 x 7.5 เซนติเมตร) ในตารางที่ 8 

 
ตารางที่ 7 ส่วนประกอบในเจลชั้น stacking และเจลชั้น separating ส าหรับการเตรียมเจลขนาด

ใหญ ่

ส่วนประกอบ เจล stacking เจล separating 

น้ ากลั่น (distilled water) 5.09 มิลลิลิตร 7.67 มิลลิลิตร 
อะคริลาไมด์ 37.5:1 880 ไมโครลิตร 5.4 มิลลิลิตร 
Tris pH 8.8 ความเข้มข้น 1.5 โมลาร์ - 4.56 มิลลิลิตร 
Tris pH 6.8 ความเข้มข้น 1 โมลาร์ 880 ไมโครลิตร - 
SDS ความเข้มข้นร้อยละ 10  70.28 ไมโครลิตร 179.9 ไมโครลิตร 
แอมโมเนียมเปอร์ซัลเฟตความเข้มข้นร้อยละ 
10 (ammonium persulphate; APS) 

70.28 ไมโครลิตร 179.9 ไมโครลิตร 

เตตระเมทิลอีทีลีนไดเอมีน 
(Tetramethylethylenediamine; TEMED) 

7.028 ไมโครลิตร 7.2 ไมโครลิตร 
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ตารางท่ี 8 ส่วนประกอบในเจลชั้น stacking และเจลชั้น separating ส าหรับการเตรียมเจลขนาดเล็ก 

ส่วนประกอบ เจล stacking เจล separating 

น้ ากลั่น (distilled water) 0.725 มิลลิลิตร 1.64 มิลลิลิตร 

อะคริลาไมด์ 37.5:1 0.125 ไมโครลิตร 1.15 มิลลิลิตร 

Tris pH 8.8 ความเข้มข้น 1.5 โมลาร์ - 0.97 มิลลิลิตร 

Tris pH 6.8 ความเข้มข้น 1 โมลาร์ 0.125 ไมโครลิตร - 
SDS ความเข้มข้นร้อยละ 10  10 ไมโครลิตร 38.46 ไมโครลิตร 
APS ความเข้มข้นร้อยละ 10  10 ไมโครลิตร 38.46 ไมโครลิตร 
TEMED 1 ไมโครลิตร 1.54 ไมโครลิตร 

 
 
การเตรียมเจลชั้น stacking และเจลชั้น separating ดังส่วนประกอบในตารางที่ 7 

และ 8 เริ่มจากการเตรียมชั้น separating โดยการผสมส่วนประกอบทั้งหมดของแต่ละเจลให้เข้ากัน 
ยกเว้น APS และ TEMED ให้ใส่เป็นล าดับสุดท้ายก่อนปิเปตส่วนประกอบทั้งหมดลงกระจกส าหรับ
เตรียมเจล ท าการปิเปตส่วนประกอบของเจลชั้น separating เป็นล าดับแรก และเติมน้ ากลั่นตามเพ่ือ
ท าให้หน้าเจลเรียบและป้องกันการแห้งของหน้าเจล จากนั้นตั้งทิ้งไว้เป็นเวลา 3 ชั่วโมง ส าหรับเจล
ขนาดใหญ่ และ 1 ชั่วโมง ส าหรับเจลขนาดเล็ก เมื่อครบเวลาให้เทน้ ากลั่นทิ้งจากนั้นใช้กระดาษกรอง
ซับน้ ากลั่นที่เหลือ อย่าให้กระดาษกรองสัมผัสหน้าเจล จากนั้นจึงเตรียมเจลชั้น stacking โดยผสม
ส่วนประกอบตามตารางที่ 7 หรือ 8 เทเจลให้ถึงขอบบนของกระจกเตรียมเจลและใส่หวีให้อยู่ตรง
กลางระหว่างกระจก ระหว่างการเตรียมเจลอย่าให้มีฟองอากาศ ตั้งทิ้งไว้เป็นเวลา 2 ชั่วโมง ส าหรับ
เจลขนาดใหญ่และ 30 นาที ส าหรับเจลขนาดเล็ก เมื่อครบเวลาจึงน าหวีออกและน ากระจกที่เตรียม 
เจลเรียบร้อยแล้วมาใส่ในชุด electrode chamber แล้วจึงน าไปใส่ electrophoresis tank และเติม
สารละลาย 1X running buffer (ประกอบด้วย 124.6 mM Tris-base, 1.25 M glycine และ 0.5% 
v/v SDS) เพ่ือเตรียมการแยกขนาดของโปรตีนตามน้ าหนักโมเลกุล 
 

2) การเตรียมตัวอย่างโปรตีน 
 

น าโปรตีนตัวอย่างปริมาณ 200 ไมโครกรัม ผสมใน 4X protein loading buffer 
(ประกอบด้วย 200 mM Tris-HCl pH 6.8, 412.8 mM SDS, 400 mM DTT, 59.9 % v/v glycerol, 
8% v/v β-mercaptoethanol และ 0.4 % w/v bromophenol blue) โดยผสมโปรตีนตัวอย่างกับ 
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4X protein loading buffer ในอัตราส่วนที่เหมาะสมขึ้นอยู่กับความเข้มข้นของโปรตีนที่วัดได้ และ
น าโปรตีนตัวอย่างที่ผสมใน 4X protein loading buffer มาต้มที่อุณหภูมิ 100 องศาเซลเซียส เป็น
เวลา 5 นาที เพ่ือท าให้โปรตีนเสียสภาพ (denature protein) เมื่อครบเวลาน าตัวอย่างมาบ่มใน
น้ าแข็งเป็นเวลา 5 นาที และท าการเตรียมโปรตีนมาตรฐาน (Precision plus protein standard) 
ปริมาตร 7 ไมโครลิตร ผสมกับ 4X protein loading buffer ในอัตราส่วนเช่นเดียวกับตัวอย่าง 

 
3) การหยอดตัวอย่างโปรตีนใน SDS-PAGE และการแยกโปรตีนด้วยกระแสไฟฟ้า 
 

น าโปรตีนตัวอย่างและโปรตีนมาตรฐาน มาหยอดลงในแต่ละหลุมในเจลที่เตรียมไว้ 
ส าหรับเจลขนาดใหญ่ให้กระแสไฟฟ้า 30 มิลลิแอมแปร์ เป็นเวลา 1 ชั่วโมง แล้วให้กระแสไฟฟ้า 120 
โวลต์ เป็นเวลา 10 นาที เพื่อให้โปรตีนตัวอย่างและโปรตีนมาตรฐานผ่านเจลชั้น stacking ลงมาสู่เจล 
separating จากนั้นท าการเพ่ิมกระแสไฟฟ้าเป็น 180 โวลต์ เป็นเวลา 4 ชั่วโมง (ขึ้นอยู่กับขนาดของ
โปรตีนที่ต้องการแยก) ส่วนเจลขนาดเล็กให้กระแสไฟฟ้า 80 โวลต์ เป็นเวลา 30 นาที แล้วเพ่ิม
กระแสไฟฟ้าเป็น 120 โวลต์ เป็นเวลา 1 ชั่วโมง (ขึ้นอยู่กับขนาดของโปรตีนที่ต้องการแยก) เพ่ือแยก
โปรตีนตามขนาดโมเลกุล จากนั้นน าเจลออกจากกระจก และย้ายโปรตีนจากเจลลงสู่แผ่นเมมเบรน
ชนิดไนโตรเซลลูโลส (nitrocellulose membrane) 

 
4) การย้ายโปรตีนจากเจลพอลิอะคริลาไมด์ลงสู่แผ่นเมมเบรนไนโตรเซลลูโลส 
 

หลังจากแยกโปรตีนด้วย SDS-PAGE ให้น าเจลมาประกบเป็นชั้น ๆ คล้ายแซนวิซ 
(sandwich) จากประจุลบ (cathode) ไปยังประจุบวก (anode) โดยประกอบด้วยชั้นต่าง ๆ เรียง
ตามล าดับดังนี้ 1) ฟองน้ า (transferring sponge) จ านวน 1 ชิ้น 2) กระดาษกรอง 3M จ านวน 2 
แผ่น 3) เจลที่มีโปรตีน 4) แผ่นเมมเบรไนโตรเซลลูโลสจ านวน 1 แผ่น 5) กระดาษกรอง 3M จ านวน 
2 แผ่น 6) ฟองน้ าจ านวน 1 ชิ้น โดยกระบวนการนี้จะท าในถาดที่มี transfer buffer (ประกอบด้วย 
105 M glycine, 48mM Tris-base และ 20% methanol) เมื่อประกอบเป็นแซนวิซเสร็จสมบูรณ์ 
ให้น ามาใส่ใน electrophoretic transfer cell (mini trans-blot) วางทั้งชุดลงใน transfer tank 
ส าหรับเจลทั้ง 2 ขนาด ให้กระแสไฟฟ้าคงที่ 35 โวลต์ เป็นเวลา 1 คืน (overnight) ที่อุณหภูมิ 4 
องศาเซลเซียส จากนั้นให้กระแสไฟฟ้าที่ 100 โวลต์ เป็นเวลา 1 ชั่วโมง โปรตีนจะมีทิศทางการ
เคลื่อนย้ายจากประจุลบมายังประจุบวก เมื่อครบเวลาน าแผ่นเมมเบรนไนโตรเซลลูโลสมาย้อมด้วยสี 
Ponceau S เป็นเวลา 3 นาที เพ่ือให้แน่ใจว่าโปรตีนจากเจลได้ย้ายลงสู่แผ่นเมมเบรนไนโตรเซลลูโลส
อย่างสมบูรณ์ แล้วจึงล้างสีออกด้วยน้ ากลั่น 3 ครั้ง ครั้งละ 2 นาท ี
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2.1.3.4 การตรวจสอบระดับของโปรตีนด้วยวิธี Western blot analysis 
 

หลังจากแยกโปรตีนด้วย SDS-PAGE และย้ายโปรตีนจากเจลพอลิอะคริลาไมด์ลงสู่
แผ่นเมมเบรนไนโตรเซลลูโลส แล้วจึงน าแผ่นเมมเบรนไนโตรเซลลูโลสมาท าการ block ด้วย
สารละลาย non-fat milk ความเข้มข้นร้อยละ 5 ที่ละลายใน 1X TBS-T (ประกอบด้วย 0.1 % 
Tween 20, 154 mM NaCl, 48 mM Tris-base pH 6.8) เป็นเวลา 1 ชั่วโมง ที่อุณหภูมิห้อง เพ่ือ
ป้องกันไม่ให้แอนติบอดีไปจับกับโปรตีนที่ไม่จ าเพาะ ต่อมาน าเมมเบรนมาล้างในสารละลาย non-fat 
milk ความเข้มข้นร้อยละ 1 ที่ละลายใน 1X TBS-T จ านวน 2 ครั้ง ครั้งละ 5 นาที ที่อุณหภูมิห้อง 
จากนั้นบ่มแผ่นเมมเบรนด้วยแอนติบอดีตัวที่ 1 ที่จ าเพาะต่อโปรตีน c-Src, PI3K, Akt, p-Erk1/2, 
Erk1/2, Wnt-4, E2f-1, Cyclin D1, p-STAT5, STAT5, VEGF, E-cadherin, MMP-2 และ MMP-9 
ใช้ GAPDH เป็นโปรตีนควบคุมปริมาณ (internal control) โดยระยะเวลาในการบ่มเมมเบรนด้วย
แอนติบอดีตัวที่ 1 ขึ้นอยู่กับชนิดของโปรตีน (ตารางที่ 9) เมื่อครบระยะเวลาในการบ่มเมมเบรน น า
เมมเบรนมาล้างในสารละลาย non-fat milk ความเข้มข้นร้อยละ 1 ที่ละลายใน 1X TBS-T จ านวน 3 
ครั้ง ครั้งละ 5 นาที ที่อุณหภูมิห้อง เมื่อล้างเสร็จท าการบ่มเมมเบรนด้วยแอนติบอดีตัวที่ 2 ที่ติดฉลาก
ด้วย HRP เป็นเวลา 1 ชั่วโมง ที่อุณหภูมิห้อง จากนั้นล้างแผ่นเมมเบรนด้วยสารละลาย 1X TBS-T 
จ านวน 3 ครั้ง ครั้งละ 10 นาที ตรวจวัดโปรตีนโดยการผสมบัฟเฟอร์ซูเปอร์ซิกแนลชนิดเวสท์พิโคส, ดู
ร่า หรือเฟมโต สเตเบิลเปอร์ออกไซด์  (SuperSignal® West Pico, Dura, Femto Stable Peroxide 
Buffer) กับสารละลายซูเปอร์ซิกแนลชนิดเวสท์พิโคส, ดูร่า หรือเฟมโต ลูมินอล/เอนแฮนเซอร์ 
(SuperSignal® West Pico, Dura, Femto Luminol/Enhancer Solution) ในอัตราส่วน 1 ต่อ 1 
ท าการผสมให้เข้ากัน แล้วน าไปราดบนแผ่นเมมเบรน ทิ้งไว้เป็นเวลา 1 นาที และน าแผ่นเมมเบรนไป
ประกบฟิลม์เพ่ือดูระดับของโปรตีนหรือน าไปวัดด้วยเครื่อง fusion FX CCD จากนั้นน าผลที่ได้ไปวัด
ความเข้มข้นของแถบโปรตีน (band intensity) ด้วยโปรแกรม Image J 
 

2.1.4 การเลี้ยงเซลล์มะเร็งเต้านมเพาะเลี้ยงชนิด MCF-7 
 
เลี้ยงเซลล์มะเร็ งเต้านมเพาะเลี้ยงชนิด MCF-7 ด้วยอาหาร Roswell Park 

Memorial Institute 1640 Medium (RPMI 1640) ที่มีเพนิซิลินความเข้มข้น 50 หน่วยต่อมิลลิลิตร 
(50 U/mL penicillin) สเตรปโตมัยซินความเข้มข้น 50 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร (50 µg/mL  
streptomycin) ฟีตัลโบไวน์ซีรั่มความเข้มข้นร้อยละ 10 (10% fetal bovine serum) และ แอล-
กลูตามีนความเข้มข้นร้อยละ 1 (1% L-glutamine) โดยเลี้ยงเซลล์ในตู้เพาะเลี้ยงเซลล์ ที่อุณหภูมิ 37 
องศาเซลเซียส คาร์บอนไดออกไซด์ร้อยละ 5 และความชื้นสัมพัทธ์ร้อยละ 80 
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2.1.5 การศึกษาฤทธิ์ของสารคูซูโนคินินต่อการเคลื่อนที่ของเซลล์มะเร็งเต้านมด้วยวิธี 
Wound healing assay 

 
เลี้ยงเซลล์ MCF-7 จ านวน 8 x 105 เซลล์ต่อหลุม ในจานเพาะเลี้ยงแบบ 12 หลุม  

บ่มในตู้เพาะเลี้ยงเซลล์เป็นเวลา 1 คืน จากนั้นขูดเซลล์ด้วยทิปขนาด 200 ไมโครลิตร ให้เป็นแนว
เส้นตรงผ่านกลางหลุม และล้างเศษเซลล์ที่ขูดออกด้วยสารละลาย PBS เติมอาหารเลี้ยงเซลล์ (กลุ่ม
ควบคุม) และอาหารเลี้ยงเซลล์ที่ผสมสารคูซูโนคินินที่ความเข้มข้น 0.25 เท่าของค่า IC50 และ 0.5 
เท่าของค่า IC50 คือ 0.286 และ 0.571 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร น าเซลล์ไปถ่ายรูปด้วยกล้องจุลทรรศน์
แบบหัวกลับ (inverted microscope) และท าการวัดความกว้างของรอยแผลที่ขูด (ไมโครเมตร) ที่
เวลา 0 ชั่วโมง น าเซลล์ไปบ่มในตู้เพาะเลี้ยงเซลล์ และถ่ายรูปเซลล์ในช่วงเวลาต่างๆ ได้แก่ 24, 48, 
72, 96 และ 120 ชั่วโมง แล้วจึงค านวณเป็นร้อยละของการเคลื่อนที่ของเซลล์โดยใช้วิธีค านวณของ   
Li และคณะ 2017 แสดงดังสมการ 
 

𝑇ℎ𝑒 𝑟𝑎𝑡𝑒 𝑜𝑓 𝑚𝑖𝑔𝑟𝑎𝑡𝑖𝑜𝑛 (%) = 100 ×
wound healing width at t0 − wound healing width at t1

wound healing width at t0
 

 
Wound healing width at t0 คือ ความกว้างของรอยแผลที่ขูดที่เวลา 0 ชั่วโมง 
Wound healing width at t1 คือ ความกว้างของรอยแผลที่ขูดที่เวลาต่างๆ (24, 48, 72, 96 และ 
120 ชั่วโมง)
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ตารางที่ 9 อัตราส่วนระหว่างแอนติบอดีตัวที่หนึ่ง (primary antibody) แอนติบอดีตัวที่สอง (secondary antibody) ระยะเวลาในการบ่มเมมเบรนด้วย

แอนติบอด ีและวิธีการดีเทคโปรตีน 

โปรตีน น้ าหนักโมเลกุล 
(kDa) 

อัตราส่วนแอนติบอดีตัวท่ีหนึ่ง และ
ระยะเวลาการบ่ม 

อัตราส่วนแอนติบอดีตัวท่ีสอง และ
ระยะเวลาการบ่ม 

ชุด Detection kit 
และระยะเวลาการดีเทค 

c-Src 60 1:500 บ่มนาน 3 ช่ัวโมง 1:2500 บ่มนาน 1 ช่ัวโมง Femto, 30 sec – 3 min 
PI3K 110 1:500 บ่มนาน 3 ช่ัวโมง 1:2500 บ่มนาน 1 ช่ัวโมง Femto, 1 min – 5 min 
Akt 60 1:1000 บ่มนาน 3 ช่ัวโมง 1:2500 บ่มนาน 1 ช่ัวโมง Femto, 50 sec – 3 min 
p-Erk1/2 42 1:500 บ่มนาน 3 ช่ัวโมง 1:2500 บ่มนาน 1 ช่ัวโมง Dura, 30 sec - 5 min 
Erk1/2 42 หรือ 44 1:500 บ่มนาน 3 ช่ัวโมง 1:2500 บ่มนาน 1 ช่ัวโมง Femto, 30 sec – 1 min 
Wnt-4 40 1:500 บ่มนาน 3 ช่ัวโมง 1:2500 บ่มนาน 1 ช่ัวโมง Dura, 30 sec – 3 min 
E2f-1 60 1:200 บ่มนาน 1 คืน 1:2500 บ่มนาน 1 ช่ัวโมง Femto, 30 sec – 5 min 
Cyclin D1 36 1:500 บ่มนาน 3 ช่ัวโมง 1:2500 บ่มนาน 1 ช่ัวโมง Pico:Dura 1:1, 30 sec – 3 min 
p-STAT5 90 1:500 บ่มนาน 3 ช่ัวโมง 1:2500 บ่มนาน 1 ช่ัวโมง Femto, 1 min – 7 min 
STAT5 90 1:500 บ่มนาน 3 ช่ัวโมง 1:2500 บ่มนาน 1 ช่ัวโมง Dura:Femto 1:1, 1 min – 5 min 
VEGF 42 1:100 บ่มนาน 1 คืน 1:2500 บ่มนาน 1 ช่ัวโมง Pico:dura 2:1, 20 sec – 3 min 
E-cadherin 120 1:5000 บ่มนาน 3 ช่ัวโมง 1:5000 บ่มนาน 1 ช่ัวโมง Femto, 20 sec – 2 min 
MMP-2 72 1:5000 บ่มนาน 3 ช่ัวโมง 1:10,000 บ่มนาน 1 ช่ัวโมง Dura:Femto 1:1, 30 sec – 3 min 
MMP-9 92 1:2500 บ่มนาน 3 ช่ัวโมง 1:5000 บ่มนาน 1 ช่ัวโมง Femto, 30 sec – 2 min 
GAPDH 36 1:5000 บ่มนาน 1 ช่ัวโมง 1:5000 บ่มนาน 1 ช่ัวโมง Pico, 10 sec – 50 sec 
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2.1.6 การวิเคราะห์ข้อมูลทางสถิติ 
  

1) ระดับของโปรตีนรายงานเป็นค่าเฉลี่ย ± ค่าความเบี่ยงเบนมาตรฐานของค่าเฉลี่ย 
(mean ± SEM) และเปรียบเทียบความแตกต่างของข้อมูลระหว่างกลุ่มโดยใช้ One way ANOVA  
(p-value < 0.05 ถือว่ามีนัยส าคัญทางสถิติที่ระดับความเชื่อมั่นร้อยละ 95)  

2) ร้อยละการเคลื่อนที่ของเซลล์มะเร็งเต้านมเพาะเลี้ยงชนิด MCF-7 รายงานเป็น
ค่าเฉลี่ย ± ค่าเบี่ยงเบนมาตรฐาน (mean ± S.D.) เปรียบเทียบความแตกต่างของข้อมูลระหว่างเซลล์
ในกลุ่มควบคุม และกลุ่มท่ีได้รับสารคูซูโนคินิน โดยใช้ One way ANOVA  (p-value < 0.05 ถือว่ามี
นัยส าคัญทางสถิติที่ระดับความเชื่อมั่นร้อยละ 95 )  

 
2.2 วัสดุ และอุปกรณ์ 
 

2.2.1 สารเคมี วัสดุ และเครื่องมือในการสกัดโปรตีน 
 

สารเคมี วัสดุ และเครื่องมือในการสกัดโปรตีน แสดงในตารางที่ 10 
 

ตารางท่ี 10 สารเคมี วัสดุ และเครื่องมือในการสกัดโปรตีน 
รายการ บริษัท 

สารเคมี 
-     บัฟเฟอร์ส าหรับการสกัดโปรตีน (RIPA bufer) 

 
Thermo fisher scientific 

วัสดุ 
-     ใบมีดผ่าตัด 
-     จานเพาะเลี้ยงเชื้อ 
-     หลอดไมโครเซ็นตริฟิวก์ขนาด 1.5 มิลลิลิตร 
-     ปิเปตทิบขนาด 100-1,000 ไมโครลิตร 
-     ปิเปตขนาด 1,000 ไมโครลิตร 

 
Paramount 

Pyrex 
BioScience 
BioScience 

Gilson 
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ตารางท่ี 10 สารเคมี วัสดุ และเครื่องมือในการสกัดโปรตีน (ต่อ) 

รายการ บริษัท 

เครื่องมือ 
-    อ่างน้ าควบคุมอุณหภูมิและเขย่าด้วยไฟฟ้า รุ่น ZHWY- 
     110X30 
-    เครื่องปั่นตกตะกอนและควบคุมอุณหภูมิ รุ่น RC-5C Plus 
-    ตู้แช่แข็ง -80 องศาเซลเซียส รุ่น DW-86L486 

 
Zhicheng 

 
Sorvall 

Haier biomedical 
 
 

2.2.2 สารเคมี วัสดุ และเครื่องมือในการศึกษาระดับของโปรตีนด้วยวิธี Western blot 
analysis 

 
สารเคมี วัสดุ และเครื่องมือที่ใช้ในการศึกษาระดับของโปรตีนด้วยวิธี Western 

blot analysis แสดงในตารางที่ 11 และแอนติบอดีแสดงในตารางที ่12 
 
ตารางที่ 11 สารเคมี วัสดุ และเครื่องมือที่ใช้ในการศึกษาระดับของโปรตีนด้วยวิธี Western blot 
analysis 

รายการ บริษัท 
สารเคมี 
-     เมทานอล (Methanol) 
-     ทวีน 20 (Tween 20) 
-     โซเดียมโดเดซิลซัลเฟต (SDS) 
-     โซเดียมคลอไรด์ (NaCl) 
-     ไกลซีน (Glycine) 
-     ทริสเบส (Tris-Base) 
-     ทริสไฮโดรคลอไรด์ (Tris-HCl) 

 
J.T.Baker 

Calbiochem 
Amresco 
Amresco 
Amresco 
Amresco 
Amresco 
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ตารางที่ 11 สารเคมี วัสดุ และเครื่องมือที่ใช้ในการศึกษาระดับของโปรตีนด้วยวิธี Western blot 

analysis (ต่อ) 

รายการ บริษัท 
-     แผ่นเมมเบรนไนโตรเซลลูโลส ขนาด 0.45 ไมโครเมตร  
      (Nitrocellulose transfer membranes, 0.45 µm) 
-     APS 
-     TEMED 
-     โปรตีนมาตรฐาน (Precision plus protein standard) 
-     อะคริลาไมด์/บิส 37.5:1 (Acrylamide/Bis Solution,    
      37.5:1) 
-     โปรตีนส าหรับวัดปริมาณของโปรตีน (Protein Assay) 
-     บัฟเฟอร์ส าหรับการสตริปปิง (Stripping buffer) 
-     ซูเปอร์ซิกแนลพิโคเคมิลูมิเนสเซนต์ซับสเตรท   
      (SuperSignal® West Pico Chemiluminescent    
      Substrate) 
-     ซูเปอร์ซิกแนลเวสท์ดูร่าเอ็กเท็นด์ดูเรชั่นซับสเตรท  
      (SuperSignal® West Dura Extened Duration  
      Substrate) 
-     ซูเปอร์ซิกแนลเวสท์เฟมโตแมคซิมัมเซนซิทิฟวิทีซับสเตรท   
      (SuperSignal® West Femto Maximum Sensitivity   
      Substrate) 

BIO-RAD 
 

BIO-RAD 
BIO-RAD 
BIO-RAD 
BIO-RAD 

 
Thermo fisher scientific 
Thermo fisher scientific 
Thermo fisher scientific 

 
 

Thermo fisher scientific 
 
 

Thermo fisher scientific 
 

วัสดุ 
-    ปิเปตขนาด 0.2-2 ไมโครลิตร 
-    ปิเปตขนาด 2-20 ไมโครลิตร 
-    ปิเปตขนาด 20-200 ไมโครลิตร 
-    ปิเปตขนาด 1,000 ไมโครลิตร 
-    จานเพาะเลี้ยงเซลล์ขนาด 96 หลุม 
-    ถุง hybridization 
-    ฟิล์มส าหรับ Western blotting ขนาด 5x7 นิ้ว 

 
Gilson 
Gilson 
Gilson 
Gilson 
Costar 
Roche 

Thermo fisher scientific 
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ตารางที่ 11 สารเคมี วัสดุ และเครื่องมือที่ใช้ในการศึกษาระดับของโปรตีนด้วยวิธี Western blot 

analysis (ต่อ) 

รายการ บริษัท 
วัสดุ 
-    ปิเปตขนาด 0.2-2 ไมโครลิตร 
-    ปิเปตขนาด 2-20 ไมโครลิตร 
-    ปิเปตขนาด 20-200 ไมโครลิตร 
-    ปิเปตขนาด 1,000 ไมโครลิตร 
-    จานเพาะเลี้ยงเซลล์ขนาด 96 หลุม 
-    ถุง hybridization 
-    ฟิล์มส าหรับ Western blotting ขนาด 5x7 นิ้ว 

 
Gilson 
Gilson 
Gilson 
Gilson 
Costar 
Roche 

Thermo fisher scientific 
เครื่องมือ 
-    Microplate reader รุ่น SpectraMax M5 
-    เครื่องให้กระแสไฟฟ้า (PowerPac HC) 
-    ชุด gel running 
-    ชุด transfer electrophoresis 
-    เครื่องเขย่าตัวอย่างแบบโยก (Digital Rocker) 
-    เครื่องเขย่าสารละลายแบบหมุนแนวราบพร้อมแท่น 
-    เครื่องถ่ายภาพแบบ chemiluminescent และ infrared   
     Fluorescent พร้อมโปรแกรมวิเคราะห์ CCD 
-    เครื่องล้างฟิล์ม รุ่น SRX-101A 

 
Bio-active 
BIO-RAD 
BIO-RAD 
BIO-RAD 
WiseMix 

IKA 
Biogenomed 

 
Konica Minolta 
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ตารางท่ี 12 แอนติบอดีต่อโปรตีนเป้าหมายที่ใช้ใน Western blot analysis 

ล าดับ แอนติบอดีต่อโปรตีนเป้าหมาย บริษัท เลขที่สินค้า 

1 c-Src Santa Cruz Sc-5266 
2 PI3K Santa Cruz Sc-7174 
3 Akt Cell signaling #9272 
4 p-Erk1/2 Santa Cruz Sc-7383 
5 Erk1/2 Santa Cruz Sc-271269 
6 Wnt Santa Cruz Sc-376279 
7 E2f-1 Santa Cruz Sc-251 
8 Cyclin D1 Cell signaling #2922 
9 p-STAT5 Cell signaling #9359 
10 STAT5 Santa Cruz Sc-74442 
11 VEGF Santa Cruz Sc-507 
12 E-cadherin BD Bioscience 610181 
13 MMP-2 Torrey Pines Biolabs TP220 
14 MMP-9 Torrey Pines Biolabs TP221 
15 GAPDH CalBiochem CB1001 
16 Anti-rabbit IgG HRP-linked Ab Cell signaling #7074 
17 Anti-mouse IgG HRP-linked Ab Cell signaling #7076 

 
 

2.2.3 วัสดุ และอุปกรณ์ในการเพาะเลี้ยงเซลล์ และการศึกษาการยับยั้งการเคลื่อนที่ของ
เซลล์ด้วยวิธี Wound healing assay 

 
เซลล์เพาะเลี้ยง สารเคมี วัสดุ และอุปกรณ์ท่ีใช้ในการเพาะเลี้ยงเซลล์ และการศึกษา

การยับยั้งการเคลื่อนที่ของเซลล์ด้วยวิธี Wound healing assay แสดงในตารางที่ 13 
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ตารางที่ 13 เซลล์เพาะเลี้ยง สารเคมี วัสดุ อุปกรณ์ที่ใช้ในการเพาะเลี้ยงเซลล์ และการศึกษาการ

ยับยั้งการเคลื่อนท่ีของเซลล์ด้วยวิธี Wound healing assay 

รายการ บริษัท 
เซลล์เพาะเลี้ยง 
-     เซลล์มะเร็งเต้านมเพาะเลี้ยง MCF-7 

 
ATCC 

สารเคมี 
-     อาหารเลี้ยงเซลล์ชนิด RPMI 1640 
-     ฟีตัลโบไวน์ซีรั่ม 
-     แอล-กลูตามีน 
-     เพนิซิลิน/สเตรปโตมัยซิน (10,000 U/mL) 
-     ทริปซิน ความเข้มข้น 0.25%  
-     โพแทสเซียมคลอไรด์ (KCI) 
-     โซเดียมไบคาร์บอเนต (Na2HCO3) 
-     โซเดียมคลอไรด์ (NaCl) 
-     โพแทสเซียมฟอสเฟต (KH2PO4) 
-     โซเดียมฟอสเฟตไดเบสิกแอนไฮดรัส (Na2HPO4) 
-     ไดเมทิลซัลฟอกไซด์ (DMSO) 

 
Invitrogen 
Invitrogen 
Invitrogen 
Invitrogen 
Invitrogen 
Amresco 
Amresco 
Amresco 
Amresco 
Amresco 
Amresco 

วัสดุ 
-     หลอดส าหรับปั่นเหวี่ยงขนาด 15 และ 50 มิลลิลิตร 
-     หลอดไมโครเซ็นตริฟิวก์ขนาด 1.5 มิลลิลิตร 
-     ปิเปตทิบขนาด 0.1-10 ไมโครลิตร 
-     ปิเปตทิบขนาด 1-200 ไมโครลิตร 
-     ปิเปตทิบขนาด 100-1,000 ไมโครลิตร 
-     ปิเปตขนาด 0.2-2 ไมโครลิตร 
-     ปิเปตขนาด 2-20 ไมโครลิตร 
-     ปิเปตขนาด 20-200 ไมโครลิตร 
-     ปิเปตขนาด 1,000 ไมโครลิตร 
-    จานเพาะเลี้ยงเซลล์ขนาด 12 หลุม 
-    จานเพาะเลี้ยงเซลล์ขนาด 96 หลุม 

 
Corning 

BioScience 
BioScience 
BioScience 
BioScience 

Gilson 
Gilson 
Gilson 
Gilson 
Costar 
Costar 
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ตารางที่ 13 เซลล์เพาะเลี้ยง สารเคมี วัสดุ อุปกรณ์ที่ใช้ในการเพาะเลี้ยงเซลล์ และการศึกษาการ

ยับยั้งการเคลื่อนท่ีของเซลล์ด้วยวิธี Wound healing assay (ต่อ) 

รายการ บริษัท 
เครื่องมือ 
-     ตู้บ่มเพาะเลี้ยงเซลล์ รุ่น 3410 
-     ตู้ปฏิบัติการเพาะเลี้ยงเซลล์ รุ่น LA2-4A1 
-     เครื่องส าหรับปั่นเหวี่ยงหลอดขนาดเล็ก รุ่น 5417C 
-     เครื่องปั่นเหวี่ยงหลอดจนาดใหญ่ รุ่น 30RF 
-     กล้องจุลทรรศน์แบบฟลูออเรสเซน (Fluorescence  
      Microscope) รุ่น DP72 

 
Sheldon 

ESCO 
Eppendroft 
Universal 
OLYMPUS 

 

 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 



60 
 

 
 

บทที่ 3 
ผลการวิจัย 

 
3.1 ฤทธิ์ของสารคูซูโนคินินต่อการเจริญเติบโตของก้อนมะเร็งเต้านมในหนูขาวใหญ ่
 

ก้อนมะเร็งเต้านมที่ใช้ในการศึกษาครั้งนี้ได้รับความอนุเคราะห์จาก ดร. อามานร์ 
เทศอาเส็น โดยกระตุ้นหนูขาวใหญ่เพศเมีย สายพันธุ์ Sprague dawley ให้เป็นมะเร็งเต้านมด้วยสาร 
NMU หลังจากตรวจพบก้อนมะเร็ง หนูขาวจะได้รับยาเคมีบ าบัดชนิดด็อกโซรูบิซินขนาด 0.5 มิลลิกรัม
ต่อกิโลกรัมน้ านักตัว สารคูซูโนคินินขนาด 7 และ 14 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัมน้ าหนักตัว และยาเคมี
บ าบัดชนิดด็อกโซรูบิซินขนาด 0.5 ร่วมกับสารคูซูโนคินินขนาด 7 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัมน้ าหนักตัว เป็น
ระยะเวลา 14 วัน ท าการวัดขนาดและค านวณหาปริมาตรของก้อนมะเร็งเต้านม เพ่ือวิเคราะห์อัตรา
การเจริญเติบโตของก้อนมะเร็งในหนูกลุ่มต่าง ๆ 

จากการศึกษาพบว่าก้อนมะเร็งเต้านมของหนูขาวใหญ่กลุ่มที่ได้รับตัวท าละลายมี
ร้อยละการเจริญเติบโตของก้อนอยู่ที่ 92.81 ส่วนในกลุ่มที่ได้รับยาเคมีบ าบัดชนิดด็อกโซรูบิซินขนาด 
0.5 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัมน้ าหนักตัว สารคูซูโนไคนินขนาด 7 และ 14 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัมน้ าหนักตัว 
และด็อกโซรูบิซินร่วมกับสารคูซูโนคินิน มีร้อยละการเจริญเติบโตของก้อนอยู่ที่ 22.3, 37.7, 28.4 
และ 18.2 ตามล าดับ เมื่อเปรียบเทียบกับการเจริญเติบโตของก้อนมะเร็งเต้านมของหนูขาวใหญ่กลุ่ม
ควบคุม จากผลดังกล่าวจะเห็นได้ว่าสารคูซูโนคินินสามารถยับยั้งการเจริญเติบโตของก้อนมะเร็งเต้า
นมได้ และเมื่อน าผลการศึกษาที่ได้มาค านวณร้อยละการยับยั้งการเจริญเติบโตของก้อนมะเร็งเต้านม
โดยดูผลในวันที่ 14  หลังหนูขาวใหญ่ได้รับสาร พบว่ายาเคมีบ าบัดชนิดด็อกโซรูบิซินสามารถยับยั้งได้
ร้อยละ 77.7 สารคูซูโนคินินที่ขนาด 7 และ 14 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม สามารถยับยั้งได้ 62.3 และ 
71.65 ตามล าดับ และการใช้ยาเคมีบ าบัดชนิดด็อกโซรูบิซินขนาด 0.5 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัมร่วมกับ
สารคูซูโนคินินขนาด 14 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม สามารถยับยั้งได้ร้อยละ 81.8 ดังแสดงในรูปที่ 20  
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รูปที่ 20 กราฟแสดงร้อยละการยับยั้งการเจริญเติบโตของก้อนมะเร็งเต้านมของสารคูซูโนคินินในหนู
กลุ่มต่าง ๆ โดยเปรียบเทียบกับการเจริญเติบโตของก้อนมะเร็งเต้านมในหนูกลุ่มควบคุม และกลุ่มตัว
ท าละลาย แสดงข้อมูลด้วย mean ± SEM (ชื่อย่อ Dox 0.5 = doxorubicin 0.5 mg/kg, Kusu 7 
และ Kusu 14 = kusunokinin 7 และ 14 mg/kg ตามล าดับ และ KD = doxorubicin 0.5 mg/kg 
ร่วมกับ kusunokinin 7 mg/kg) 
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3.2 ผลการศึกษาระดับของโปรตีนเพื่อหากลไกการออกฤทธิ์ต้านมะเร็งในระดับโมเลกุลของสารคูซู
โนคินินด้วยวิธี Western blot analysis 
 

3.2.1 กลุ่มโปรตีนที่เกี่ยวข้องกับกระบวนการแบ่งตัวของเซลล์และการเจริญเติบโต 
 

จากผลการศึกษาพบว่าสารคูซูโนคินินสามารถยับยั้งการเพ่ิมขึ้นของปริมาตร
ก้อนมะเร็งได้ เมื่อสิ้นสุดการทดลองจึงได้เก็บก้อนมะเร็งเต้านมมาสกัด และศึกษาโปรตีนที่เกี่ยวข้อง
กับกระบวนการเจริญเติบโต ได้แก่ c-Src, PI3K, Akt, p-Erk1/2, Erk1/2, p-STAT5, STAT5, Wnt-4, 
E2f-1 และ Cyclin D1 ด้วยวิธี Western blot analysis น าผลของระดับโปรตีนที่ได้ไปค านวณค่า
ความเข้มของแบนด์ ( intensity) และสร้างเป็นกราฟแสดงความสัมพันธ์ระหว่างกลุ่มที่ได้รับสาร
ทดสอบหารด้วยความเข้มของแถบโปรตีน GAPDH ซึ่งเป็นโปรตีนควบคุมปริมาณ (internal control) 
แล้วจึงทดสอบค่าทางสถิติของกลุ่มตัวท าละลายกับกลุ่มทดสอบ 
 

3.2.1.1 โมเลกุลส่งสัญญาณ (Signal molecule) ที่เกี่ยวข้องในกระบวนการเจริญเติบโต 
 

โปรตีน c-Src 
พบว่าระดับโปรตีน c-Src ในกลุ่มที่ได้รับสารคูซูโนคินินขนาด 14 มิลลิกรัมต่อ

กิโลกรัม ลดลงอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (p < 0.05) เมื่อเปรียบเทียบกับกลุ่มที่ได้รับตัวท าละลาย 
ส่วนในกลุ่มที่ได้รับยาเคมีบ าบัดชนิดด็อกโซรูบิซิน สารคูซูโนคินินขนาด 7 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม และ
กลุ่มที่ได้รับยาเคมีบ าบัดชนิดด็อกโซรูบิซินร่วมกับสารคูซูโนคินินขนาด 7 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม พบว่า
ระดับโปรตีน c-Src ไม่ลดลง (รูปที่ 21) 

 
โปรตีน PI3K 
พบว่าระดับโปรตีน PI3K ในกลุ่มที่ได้รับยาเคมีบ าบัดชนิดด็อกโซรูบิซิน สารคูซูโนคิ- 

นินขนาด 7 และ 14 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม มีแนวโน้มลดลงอย่างเป็นล าดับแต่ไม่มีความแตกต่างอย่างมี
นัยส าคัญทางสถิติ ส่วนในกลุ่มที่ได้รับยาเคมีบ าบัดชนิดด็อกโซรูบิซินร่วมกับสารคูซูโนคินินขนาด 7 
มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม พบว่าระดับโปรตีน PI3K เพ่ิมขึ้นแต่ไม่มีความแตกต่างอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ 
(รูปที่ 21) 
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โปรตีน Akt 
พบว่าระดับของโปรตีน Akt ในกลุ่มที่ได้รับยาเคมีบ าบัดชนิดด็อกโซรูบิซิน และสาร

คูซูโนคินินขนาด 14 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม มีแนวโน้มลดลงแต่ไม่มีความแตกต่างอย่างมีนัยส าคัญทาง
สถิติ ส่วนในกลุ่มที่ได้รับสารคูซูโนคินินขนาด 7 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม มีระดับโปรตีนไม่ลดลง และกลุ่ม
ทีไ่ดร้ับยาเคมีบ าบัดชนิดด็อกโซรูบิซินร่วมกับสารคูซูโนคินินขนาด 7 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม พบว่าระดับ
โปรตีน Akt เพ่ิมข้ึนอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (p < 0.05) เมื่อเปรียบเทียบกับกลุ่มที่ได้รับตัวท าละลาย 
(รูปที่ 21) 
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รูปที่ 21 ผลของสารคูซูโนคินินต่อระดับโปรตีน c-Src, PI3K และ Akt ก. ระดับของโปรตีน c-Src, 
PI3K และ Akt ที่ได้จากการท า Western blot analysis ข. กราฟแสดงความสัมพันธ์ของโปรตีนที่
สนใจ ได้แก่ c-Src, PI3K และ Akt กับโปรตีน GAPDH (โปรตีนควบคุมปริมาณ) แสดงข้อมูลด้วย 
mean ± SEM และเปรียบเทียบความแตกต่างระหว่างกลุ่มด้วยสถิติ one way ANOVA (* p < 0.05 
เมื่อเปรียบเทียบกับกลุ่มที่ได้รับตัวท าละลาย)  (ชื่อย่อ V = Vehicle, D 0.5 = doxorubicin 0.5 
mg/kg, K 7 และ K 14 = kusunokinin 7 และ 14 mg/kg ตามล าดับ และ KD = doxorubicin 0.5 
mg/kg ร่วมกับ kusunokinin 7 mg/kg) 
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โปรตีน Erk1/2 
ระดับโปรตีน Erk1/2 ในการศึกษาครั้งนี้จะแสดงเป็นสัดส่วนระหว่างโปรตีน         

p-Erk1/2 เทียบกับโปรตีน t-Erk1/2 โดยค านวณค่าความเข้มข้นของแถบโปรตีนแต่ละชนิดเทียบกับ 
GAPDH ก่อน จากนั้นน าค่าที่ได้มาคิดเป็นสัดส่วนระหว่างโปรตีน p-Erk1/2 และ Erk1/2  

จากการทดลองพบว่าระดับโปรตีน t-Erk1/2 ในกลุ่มที่ได้รับสารคูซูโนคินินขนาด 14 
มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม มีแนวโน้มลดลงแต่ไม่มีความแตกต่างอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ ส่วนกลุ่มที่ได้รับ
ยาเคมีบ าบัดชนิดด็อกโซรูบิซิน สารคูซูโนคินินขนาด 7 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม และยาเคมีบ าบัดชนิด    
ด็อกโซรูบิซินร่วมกับสารคูซูโนคินินขนาด 7 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม พบว่าระดับโปรตีน Erk1/2 ไมล่ดลง 

ระดับโปรตีน p-Erk1/2 ในกลุ่มที่ได้รับยาเคมีบ าบัดชนิดด็อกโซรูบิซิน สารคูซูโนคิ-  
นินขนาด 14 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม และยาเคมีบ าบัดชนิดด็อกโซรูบิซินร่วมกับสารคูซูโนคินินขนาด 7 
มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม ลดลงอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (p < 0.05) เมื่อเปรียบเทียบกับกลุ่มท่ีได้รับตัวท า
ละลาย ส่วนในกลุ่มที่ได้รับสารคูซูโนคินินขนาด 7 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม พบว่าระดับโปรตีน p-Erk1/2 
มีแนวโน้มลดลงแต่ไม่มีความแตกต่างอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (รูปที่ 22) 
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รูปที่ 22 ผลของสารคูซูโนคินินต่อระดับโปรตีน p-Erk1/2  และ t-Erk1/2 ก. ระดับของโปรตีน         
p-Erk1/2  และ t-Erk1/2 ที่ได้จากการท า Western blot analysis ข. กราฟแสดงความสัมพันธ์ของ
โปรตีนที่สนใจ ได้แก่ p-Erk1/2 และ t-Erk1/2 กับโปรตีน GAPDH (โปรตีนควบคุมปริมาณ) แสดง
ข้อมูลด้วย mean ± SEM และเปรียบเทียบความแตกต่างระหว่างกลุ่มด้วยสถิติ one way ANOVA 
(* p < 0.05 เมื่ อ เปรียบเทียบกับกลุ่ มที่ ได้ รับตัวท าละลาย)  (ชื่ อย่อ V = Vehicle, D 0.5 = 
doxorubicin 0.5 mg/kg, K 7 และ K 14 = kusunokinin 7 และ 14 mg/kg ตามล าดับ , KD = 
doxorubicin 0.5 mg/kg ร่วมกับ kusunokinin 7 mg/kg, t-Erk1/2 = total Erk1/2, p-Erk1/2 = 
phosphorylation Erk1/2 และ p/t = p-Erk/t-Erk 
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โปรตีน STAT5 
ระดับโปรตีน STAT5 ในการศึกษาครั้งนี้จะแสดงเป็นสัดส่วนระหว่างโปรตีน         

p-STAT5 เทียบกับโปรตีน t-STAT5 โดยค านวณค่าความเข้มข้นของแถบโปรตีนแต่ละชนิดเทียบกับ 
GAPDH ก่อน จากนั้นน าค่าที่ได้มาคิดเป็นสัดส่วนระหว่างโปรตีน p-STAT5 และ t-STAT5 

จากการทดลองพบว่าระดับโปรตีน t-STAT5 ในกลุ่มที่ได้รับยาเคมีบ าบัดชนิดด็อก- 
โซรูบิซิน สารคูซูโนคินินขนาด 14 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม มีแนวโน้มลดลงแต่ไม่มีความแตกต่างอย่างมี
นัยส าคัญทางสถิติ กลุ่มที่ได้รับสารคูซูโนคินินขนาด 14 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม พบว่าระดับโปรตีนไม่
ลดลง ส่วนกลุ่มที่ได้รับยาเคมีบ าบัดชนิดด็อกโซรูบิซินร่วมกับสารคูซูโนคินินขนาด 7 มิลลิกรัมต่อ
กิโลกรัม ระดับโปรตีน t-STAT5 มีแนวโน้มเพ่ิมข้ึนแต่ไม่มีความแตกต่างอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ 

ระดับโปรตีน p-STAT5 ในกลุ่มที่ได้รับยาเคมีบ าบัดชนิดด็อกโซรูบิซินร่วมกับสารคู- 
ซูโนคินินขนาด 7 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม มีแนวโน้มลดลงแต่ไม่มีความแตกต่างอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ 
ส่วนในกลุ่มที่ได้รับยาเคมีบ าบัดชนิดด็อกโซรูบิซิน สารคูซูโนคินินขนาด 7 และ 14 มิลลิกรัมต่อ
กิโลกรัม พบว่าระดับโปรตีนเพ่ิมขึ้นอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (p < 0.05) เมื่อเปรียบเทียบกับกลุ่มที่
ได้รับตัวท าละลาย (รูปที่ 23) 
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รูปที่ 23 ผลของสารคูซูโนคินินต่อระดับโปรตีน p-STAT5 และ t-STAT5 ก. ระดับของโปรตีน        
p-STAT5 และ t-STAT5 ที่ได้จากการท า Western blot analysis ข. กราฟแสดงความสัมพันธ์ของ
โปรตีนที่สนใจ ได้แก่ p-STAT5 และ t-STAT5 กับโปรตีน GAPDH (โปรตีนควบคุมปริมาณ) แสดง
ข้อมูลด้วย mean ± SEM (ชื่อย่อ V = Vehicle, D 0.5 = doxorubicin 0.5 mg/kg, K 7 และ K 14 
= kusunokinin 7 และ 14 mg/kg ตามล าดับ, KD = doxorubicin 0.5 mg/kg ร่วมกับ kusunokinin 
7 mg/ kg, t-STAT5 = total STAT5, p-STAT5 = phosphorylation STAT5 และ  p/ t = p-
STAT5/t-STAT5) 
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โปรตีน Wnt-4 
พบว่าระดับโปรตีน Wnt-4 ในกลุ่มที่ได้รับยาเคมีบ าบัดชนิดด็อกโซรูบิซิน มีแนวโน้ม

ลดลงแต่ไม่มีความแตกต่างอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ ส่วนในกลุ่มที่ได้รับสารคูซูโนคินินขนาด 7 
มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม ระดับโปรตีน Wnt-4 ไม่เปลี่ยนแปลง ส่วนกลุ่มที่ได้รับสารคูซูโนคินินขนาด 14 
มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม ยาเคมีบ าบัดชนิดด็อกโซรูบิซินร่วมกับสารคูซูโนคินินขนาด 7 มิลลิกรัมต่อ
กิโลกรัม พบว่าระดับโปรตีน Wnt-4 เพ่ิมข้ึนแต่ไม่มีความแตกต่างอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (รูปที่ 24) 
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รูปที่ 24 ผลของสารคูซูโนคินินต่อระดับโปรตีน Wnt-4 ก. ระดับของโปรตีน Wnt-4 ที่ได้จากการท า 
Western blot analysis ข. กราฟแสดงความสัมพันธ์ของโปรตีนที่สนใจ คือ Wnt-4 กับโปรตีน 
GAPDH (โปรตีนควบคุมปริมาณ) แสดงข้อมูลด้วย mean ± SEM (ชื่อย่อ V = Vehicle, D 0.5 = 
doxorubicin 0.5 mg/kg, K 7 และ K 14 = kusunokinin 7 และ 14 mg/kg ตามล าดับ และ KD = 
doxorubicin 0.5 mg/kg ร่วมกับ kusunokinin 7 mg/kg)  
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3.2.1.2 โมเลกุลปลายทาง (Downstream molecule) ที่เกี่ยวข้องในกระบวนการ
เจริญเติบโต 

 
โปรตีน E2f-1 
พบว่าระดับโปรตีน E2f-1 ในกลุ่มที่ได้รับยาเคมีบ าบัดชนิดด็อกโซรูบิซิน สารคูซูโนคิ-

นินขนาด 14 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม มีแนวโน้มลดลงแต่ไม่มีความแตกต่างอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ ใน
กลุ่มที่ได้รับสารคูซูโนคินินขนาด 7 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม พบว่าระดับโปรตีน E2f-1 ไม่เปลี่ยนแปลง 
ส่วนในกลุ่มที่ได้รับยาเคมีบ าบัดชนิดด็อกโซรูบิซินร่วมกับสารคูซูโนคินินขนาด 7 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม 
พบว่าระดับโปรตีน E2f-1 เพ่ิมข้ึนแต่ไม่มีความแตกต่างอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (รูปที่ 25) 

 
โปรตีน Cyclin D1 
พบว่าระดับโปรตีน Cyclin D1 มีแนวโน้มเพ่ิมขึ้นแต่ไม่มีความแตกต่างอย่างมี

นัยส าคัญทางสถิติ (รูปที่ 25) 
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รูปที่ 25 ผลของสารคูซูโนคินินต่อระดับโปรตีน E2f-1 และ Cyclin D1 ก. ระดับของโปรตีน E2f-1 
และ Cyclin D1 ที่ได้จากการท า Western blot analysis ข. กราฟแสดงความสัมพันธ์ของโปรตีนที่
สนใจ ได้แก่ E2f-1 และ Cyclin D1 กับโปรตีน GAPDH (โปรตีนควบคุมปริมาณ) แสดงข้อมูลด้วย 
mean ± SEM ชื่ อ ย่ อ  ( V = Vehicle, D 0.5 = doxorubicin 0.5 mg/ kg, K 7 และ  K 14 = 
kusunokinin 7 และ  14 mg/ kg ตามล า ดั บ  แล ะ  KD = doxorubicin 0.5 mg/ kg ร่ ว มกั บ 
kusunokinin 7 mg/kg) 
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3.2.2 กลุ่มโปรตีนที่เกี่ยวข้องกับกระบวนการสร้างหลอดเลือดใหม่ 
 

จากผลการศึกษาที่บ่งบอกว่าสารคูซูโนคินินสามารถยับยั้งการเพ่ิมขึ้นของก้อนมะเร็ง 
และลดระดับโปรตีนบางชนิดที่เกี่ยวข้องกับกระบวนการเจริญเติบโต จึงได้ท าการศึกษาโปรตีนใน
กระบวนการสร้างหลอดเลือด คือ VEGF ด้วยวิธี Western blot analysis น าผลของระดับโปรตีนที่
ได้ไปค านวณค่าความเข้มของแบนด์ และสร้างเป็นกราฟแสดงความสัมพันธ์ระหว่างกลุ่มที่ได้รับสาร
ทดสอบหารด้วยความเข้มของแถบโปรตีน GAPDH ซึ่งเป็นโปรตีนควบคุมปริมาณ แล้วจึงทดสอบค่า
ทางสถิติของกลุ่มตัวท าละลายกับกลุ่มทดสอบ 

 
โปรตีน VEGF 
พบว่าระดับโปรตีน VEGF ในกลุ่มที่ได้รับสารคูซูโนคินินขนาด 14 มิลลิกรัมต่อ

กิโลกรัม มีแนวโน้มลดลงแต่ไม่มีความแตกต่างอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ ส่วนในกลุ่มที่ได้รับยาเคมี
บ าบัดชนิดด็อกโซรูบิซิน สารคูซูโนคินินขนาด 7 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม และกลุ่มที่ได้รับยาเคมีบ าบัด
ชนิดด็อกโซรูบิซินร่วมกับสารคูซูโนคินินขนาด 7 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม พบว่าระดับโปรตีน VEGF 
เพ่ิมข้ึนแต่ไม่มีความแตกต่างอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (รูปที่ 26) 
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รูปที่ 26 ผลของสารคูซูโนคินินต่อระดับโปรตีน VEGF ก. ระดับของโปรตีน VEGF ที่ได้จากการท า 
Western blot analysis ข. กราฟแสดงความสัมพันธ์ของโปรตีนที่สนใจ คือ VEGF กับโปรตีน 
GAPDH (โปรตีนควบคุมปริมาณ) แสดงข้อมูลด้วย mean ± SEM (ชื่อย่อ V = Vehicle, D 0.5 = 
doxorubicin 0.5 mg/kg, K 7 และ K 14 = kusunokinin 7 และ 14 mg/kg ตามล าดับ และ KD = 
doxorubicin 0.5 mg/kg ร่วมกับ kusunokinin 7 mg/kg) 
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3.2.3 กลุ่มโปรตีนที่เกี่ยวข้องกับกระบวนการเคลื่อนที่ของเซลล์ 
 

จากผลการศึกษาพบว่าสารคูซูโนคินินสามารถลดระดับโปรตีนที่เกี่ยวข้องกับ
กระบวนการเจริญเติบโต และกระบวนการสร้างหลอดเลือดได้ จึงได้ท าการศึกษาระดับของโปรตีนที่
เกี่ยวข้องกับกระบวนการเคลื่อนที่ของเซลล์ ได้แก่ E-cadherin, MMP-2 และ MMP-9 ด้วยวิธี 
Western blot analysis น าผลของระดับโปรตีนที่ได้ไปค านวณค่าความเข้มของแบนด์ และสร้างเป็น
กราฟแสดงความสัมพันธ์ระหว่างกลุ่มที่ได้รับสารทดสอบหารด้วยความเข้มของแถบโปรตีน  GAPDH 
ซ่ึงเป็นโปรตีนควบคุมปริมาณ แล้วจึงทดสอบค่าทางสถิติของกลุ่มตัวท าละลายกับกลุ่มทดสอบ 

 
โปรตีน E-cadherin 
พบว่าระดับโปรตีน E-cadherin ในกลุ่มที่ได้รับยาเคมีบ าบัดชนิดด็อกโซรูบิซิน สาร

คูซูโนคินินขนาด 7 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม และกลุ่มที่ได้รับยาเคมีบ าบัดชนิดด็อกโซรูบิซินร่วมกับสารคู- 
ซูโนคินินขนาด 7 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม มีแนวโน้มลดลงแต่ไม่มีความแตกต่างอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ 
ส่วนในกลุ่มที่ได้รับสารคูซูโนคินินขนาด 14 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม พบว่าระดับโปรตีน E-cadherin 
ลดลงอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (p < 0.05) เมื่อเปรียบเทียบกับกลุ่มที่ได้รับตัวท าละลาย (รูปที่ 27) 
 

โปรตีน MMP-2 
พบว่าระดับโปรตีน MMP-2 ในกลุ่มที่ได้รับสารคูซูโนคินินขนาด 7 และ 14 มิลลิกรัม

ต่อกิโลกรัม มีแนวโน้มลดลงแต่ไม่มีความแตกต่างอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ กลุ่มที่ได้รับยาเคมีบ าบัด
ชนิดด็อกโซรูบิซิน พบว่าระดับโปรตีน MMP-2 เพ่ิมขึ้นอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (p < 0.05) เมื่อ
เปรียบเทียบกับกลุ่มที่ได้รับตัวท าละลาย ส่วนกลุ่มที่ได้รับยาเคมีบ าบัดชนิดด็อกโซรูบิซินร่วมกับสาร
คูซูโนคินินขนาด 7 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม พบว่าระดับโปรตีน MMP-2 เพ่ิมขึ้นแต่ไม่มีความแตกต่าง
อย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (รูปที่ 27) 

 
โปรตีน MMP-9 
พบว่าระดับโปรตีน MMP-9 ในกลุ่มที่ได้รับยาเคมีบ าบัดชนิดด็อกโซรูบิซิน และกลุ่ม

ที่ได้รับยาเคมีบ าบัดชนิดด็อกโซรูบิซินร่วมกับสารคูซูโนคินินขนาด 7 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม มีแนวโน้ม
ลดลงแต่ไม่มีความแตกต่างอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ ส่วนในกลุ่มที่ได้รับสารคูซูโนคินินขนาด 7 และ 
14 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม พบว่าระดับโปรตีน MMP-9 ลดลงอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (p < 0.05) เมื่อ
เปรียบเทียบกับกลุ่มที่ได้รับตัวท าละลาย (รูปที่ 27)  
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รูปที่ 27 ผลของสารคูซูโนคินินต่อระดับโปรตีน E-cadherin, MMP-2 และ MMP-9  ก. ระดับของ

โปรตีน E-cadherin, MMP-2 และ MMP-9 ที่ได้จากการท า Western blot analysis ข. กราฟแสดง

ความสัมพันธ์ของโปรตีนที่สนใจ ได้แก่ E-cadherin, MMP-2 และ MMP-9 กับโปรตีน GAPDH 

(โปรตีนควบคุมปริมาณ) แสดงข้อมูลด้วย mean ± SEM และเปรียบเทียบความแตกต่างระหว่างกลุ่ม

ด้วยสถิติ one way ANOVA (* p < 0.05 เมื่อเปรียบเทียบกับกลุ่มที่ได้รับตัวท าละลาย) (ชื่อย่อ V = 

Vehicle, D 0.5 = doxorubicin 0.5 mg/kg, K 7 และ K 14 = kusunokinin 7 และ 14 mg/ kg 

ตามล าดับ และ KD = doxorubicin 0.5 mg/kg ร่วมกับ kusunokinin 7 mg/kg) 
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3.3 ฤทธิ์ของสารคูซูโนคินินต่อการยับย้ังการเคลื่อนที่ของเซลล์มะเร็งเต้านมเพาะเลี้ยงชนิด MCF-
7 
 

จากการศึกษาพบว่าสารคูซู โนคินินสามารถลดระดับโปรตีนที่ เกี่ยวข้องกับ
กระบวนการเคลื่อนที่ของเซลล์ ได้แก่ E-cadherin, MMP-2 และ MMP-9 ดังนั้นจึงได้ศึกษาผลของ
สารคูซูโนคินินต่อการเคลื่อนที่ของเซลล์มะเร็งเต้านมเพาะเลี้ยงชนิด MCF-7 ด้วยวิธี Wound healing 
assay ซ่ึงเป็นวิธีการที่ใช้ศึกษาการเคลื่อนที่ของเซลล์ในหลอดทดลอง (in vitro) โดยท าการขูดบริเวณ
กลางเซลล์ให้เกิดช่องว่าง จากนั้นวัดความกว้างของช่องและค านวณหาร้อยละของการเคลื่อนที่ของ
เซลล์ โดยในงานวิจัยครั้งนี้ศึกษาฤทธิ์ของสารคูซูโนคินินต่อการยับยั้งการเคลื่อนที่ของเซลล์มะเร็งเต้า
นมเพาะเลี้ยงชนิด MCF-7 เพ่ือยืนยันผลการศึกษาที่ได้ในสัตว์ทดลอง โดยแบ่งการทดลองออกเป็น 3 
กลุ่ม ได้แก่ เซลล์ในกลุ่มที่ได้รับอาหารเลี้ยงเซลล์ (ควบคุม) และเซลล์ในกลุ่มที่ได้รับอาหารเลี้ยงเซลล์
ที่ผสมสารคูซูโนคินินที่ความเข้มข้น 0.25 และ 0.5 เท่าของค่า IC50  (IC50 = 1.142 ไมโครกรัมต่อ
มิลลิลิตร) ซึ่งจะใช้สารคูซูโนคินินความเข้มข้น 0.286 และ 0.571 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ตามล าดับ 
ท าการถ่ายภาพและวัดความกว้างของช่องว่างที่ขูดที่เวลา 0, 24, 48, 72, 96 และ 120 ชั่วโมง ผล
การทดลองพบว่าเซลล์ในกลุ่มควบคุมมีค่าร้อยละการเคลื่อนที่ของเซลล์ที่ชั่วโมงที่ 120 เท่ากับ 67.51 
ส่วนเซลล์ในกลุ่มที่ได้รับสารคูซูโนคินินที่ความเข้มข้น 0.286 และ 0.571 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร มีค่า
ร้อยละการเคลื่อนที่ของเซลล์ เท่ากับ 54.75 และ 28.96 ตามล าดับ จากผลการทดลองจะเห็นได้ว่า
เซลล์ในกลุ่มที่ได้รับสารคูซูโนคินินที่ความเข้มข้น 0.286 และ 0.571 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร มีการ
เคลื่อนที่ลดลงตามช่วงเวลาและความเข้มข้นของสารที่เพ่ิมขึ้นเมื่อเปรียบเทียบกับกลุ่มควบคุม ดัง
แสดงในตารางที่ 14 โดยพบว่าเซลล์ในกลุ่มที่ได้รับสารคูซูโนคินิน ความเข้มข้น 0.571 ไมโครกรัมต่อ
มิลลิลิตร มีการเคลื่อนที่ลดลงอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติที่ 72, 96 และ 120 ชั่วโมง เมื่อเปรียบเทียบ
กับเซลล์ในกลุ่มควบคุม (รูปที่ 28) ซึ่งจากผลการศึกษาที่ได้นี้อาจสรุปได้ว่าสารคูซูโนคินินสามารถ
ยับยั้งการเคลื่อนที่ของเซลล์มะเร็งเต้านมเพาะเลี้ยงชนิด MCF-7 โดยผลการยับยั้งเป็นไปตามความ
เข้มข้นของสารที่เพิ่มขึ้น
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ตารางที่ 14 ผลการทดสอบฤทธิ์ของสารคูซูโนคินินต่อการยับยั้งการเคลื่อนที่ของเซลล์มะเร็งเต้านม
เพาะเลี้ยงชนิด MCF-7  

กลุ่มทดลอง ความกว้างของช่อง (µm) ที่เวลาต่าง ๆ (ชั่วโมง) (n=3) 
24 48 72 96 120 

ควบคุม 427.44 341.27 262.78 199.49 162.10 

สารคูซูนิคินินความเข้มข้น 0.286 
µg/mL 

472.66 393.11 
 

354.07 
 

297.85 
 

250.83 
 

สารคูซูนิคินินความเข้มข้น 0.571 
µg/mL 

502.52 454.74 428.53 
 

392.46 
 

381.63 
 

n=3 : ท้ำกำรทดลองซ ้ำ 3 ครั ง และรำยงำนข้อมูลเป็นค่ำเฉลี่ย  
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รูปที่ 28 ผลของสารคูซูโนคินินในการยับยั้งการเคลื่อนที่ของเซลล์มะเร็งเต้านมเพาะเลี้ยงชนิด MCF-7  
รูป ก. การเคลื่อนที่ของเซลล์ในกลุ่มควบคุม และกลุ่มที่ได้รับสารคูซูโนคินินที่ความเข้มข้น 0.286 และ 
0.571 µg/mL ที่เวลา 0, 24, 48, 72, 96 และ 120 ชั่วโมง รูป ข. ร้อยละของการเคลื่อนที่ของเซลล์ 
MCF-7 (mean ± S.D. ที่ n=3) (* p < 0.05 เมื่อเปรียบเทียบกับกลุ่มควบคุม) 
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บทที่ 4 
บทวิจารณ์ 

 
4.1 กระบวนการเกิดมะเร็งเต้านม 
 

กระบวนการเกิดมะเร็งเต้านม มักเกี่ยวข้องกับการกลายพันธุ์ของยีน หรือมีการ
กระตุ้นการท างานของโปรตีนต่าง ๆ เช่น c-Src, PI3K และ Akt โดยเริ่มจากโกรทแฟคเตอร์ เช่น 
estrogen, EGF และ IGF เป็นต้น จับกับตัวรับบริเวณผิวเซลล์ เช่น ER, HER2, IGER หรือ EGFR ท า
ให้โมเลกุล c-Src ท างาน และเกิดการกระตุ้นต่อไปยังโมเลกลุ PI3K ไปจนถึง Akt จากนั้น Akt จะท า
หน้าที่เป็นตัวกลางในการเกิดกระบวนการต่าง ๆ ภายในเซลล์ที่ส าคัญ ดังแสดงในรูปที่ 29 ได้แก่ (1) 
เติมหมู่ฟอสเฟตให้แก่โปรตีน p21 ส่งผลให้อยู่ในรูปที่ไม่ท างาน เมื่อโปรตีน p21 ไม่ท างานจึงส่งผล
ให้วัฏจักรของเซลล์ด าเนินไปอย่างต่อเนื่อง จนไม่สามารถควบคุมการแบ่งเซลล์ได้ (Li et al., 2002) 
(2) กระตุ้น IKKα ท าให้เกิดการสลายของโมเลกุล IκBα จากนั้นโมเลกุล NF-κB จะหลุดเป็นอิสระและ
ท าให้เกิดการกระตุ้นการท างานของ c-Myc ซึ่งเป็นทรานสคริปชันแฟคเตอร์ที่ควบคุมการสร้างโปรตีน
ที่ส าคัญ เช่น  Cyclin D1 (Bai et al., 2009) ซึ่ง cyclin D1 จะไปจับกับ CDK2, CDK4 และ CDK6 
ได้สารเชิงซ้อน CDK2/cyclin D, CDK4/cyclin D และ CDK6/cyclin D ซึ่งจะไปเติมหมู่ฟอสเฟต
ให้แก่โปรตีน Rb ท าให้โมเลกุล E2F-1 หลุดเป็นอิสระ และกระตุ้นให้สร้างโปรตีนต่าง ๆ ที่จะท าหน้า
ผลักดันให้เซลล์ให้เข้าสู่วัฏจักรเซลล์ (Usia et al., 2005) ส่งผลให้เกิดการเจริญเติบโตของเซลล์มะเร็ง 
นอกจาก Cyclin D1 ยังมีการสร้างโปรตีนที่ส าคัญต่อกระบวนการสร้างหลอดเลือดใหม่ คือ VEGF 
และโปรตีนในกลุ่มที่ต้านการตายแบบอะพอพโทซิส ได้แก่ bcl-2 และ bcl-xl ส่งผลให้เซลล์มะเร็ง
สามารถเจริญเติบโตได้ (3) ในกระบวนการรอดชีวิตของเซลล์พบว่า Akt สามารถเติมหมู่ฟอสเฟต
ให้กับ MDM2 ซึ่งจัดเป็น p53 negative regulator โดย MDM2 จะจับกับ p53 เข้าสู่นิวคลียสและ
ท าให้เกิดการสลาย p53 โดยกระบวนการ ubiquitination proteosome pathway ท าให้ p53 ไม่
สามารถกระตุ้นกระบวนการอะพอพโทซิส ส่งผลให้เซลล์รอดชีวิต (Gottlieb et al., 2002) นอกจาก
กระตุ้น MDM2 ยังพบว่า Akt ยับยั้งการท างานของโปรตีนในกลุ่มที่ส่งเสริมการตายแบบอะพอพโทซิส 
(bad, bax, bid) ส่งผลให้เซลล์ไม่สามารถเกิดกระบวนการอะพอพโทซิส (4) Akt ท าหน้าที่ยับยั้งการ
ท างานของโมเลกุล TSC1/2 ส่งผลให้เกิดการยับยั้ง Rheb ท าให้ mTORC1 ไปควบคุมการท างานของ
ซับเสตรทที่ส าคัญ ได้แก่ mTORC1 ซึ่งจะท าหน้าที่กระตุ้นทรานสเลชันแฟคเตอร์ ส่งผลให้เกิดการ
สร้างโปรตีนต่าง ๆ ที่ใช้ในการเจริญเติบโตของเซลล์มะเร็ง เช่น VEGF (Mattioli et al., 2013) (5) ใน
วิถีการส่งสัญญาณ Wnt-4 พบว่า Akt สามารถยับยั้งการท างานของ GSK3β ซึ่งเป็นเอนไซม์ที่ท าหน้าที่
สลายโมเลกุล β-catenin เมื่อเอนไซม์ GSK3β ไม่ท างาน จึงท าให้ β-catenin ไม่ถูกสลาย และเพ่ิม
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ระดับขึ้นในไซโทพลาสซึม จากนั้น β-catenin จะจับกับโมเลกุล galectin-3 และเคลื่อนที่เข้าสู่
นิวเคลียส ซึ่งภายในนิวเคลียส β-catenin/galectin-3 จะจับกับ T cell factor ท าหน้าที่ควบคุมการ
สร้างโปรตีนที่ส าคัญ เช่น c- Myc, Cyclin D1 และ p53 ท าให้เกิดกระบวนการเจริญเติบโตและ
กระบวนการอะพอพโทซิส (Brown AM., 2001) นอกจากนี้ยังพบว่า β-catenin สามารถกระตุ้นการ
ท างานของยีน Slug ท าให้เกิดการสร้างโปรตีนที่ส าคัญต่อกระบวนการเคลื่อนที่ของเซลล์ เช่น MMP-
2 และ MMP-9 ซึ่งจะท าหน้าที่ในการย่อยโครงสร้างของผนังเซลล์ ส่งผลให้เซลล์มะเร็งสามารถ
ลุกลามจากเซลล์หนึ่งไปยังอีกเซลล์หนึ่งได้ นอกจากนี้ยังพบว่าการกระตุ้นการท างานของยีน Snail 
ส่งผลให้เกิดการยับยั้งการท างานของยีน CDH1 ส่งผลให้การสร้าง E-cadherin ลดลง ท าให้
เซลล์มะเร็งสามารถหลุดจากโมเลกุลยึดเกาะ ส่งผลให้เซลล์มะเร็งเกิดการเคลื่อนที่มากขึ้น (Larue 
and Bellacosa, 2005) (6) นอกจากกระตุ้นโมเลกุล Akt การท างานของ c-Src ยังท าให้เกิดการ
กระตุ้นการท างานของโมเลกุล Ras ซึ่ง Ras จะท าหน้าที่เติมหมู่ฟอสเฟตให้แก่ Raf-1 จากนั้นจะเกิด
การเติมฟอสเฟตให้กับโมเลกุลที่อยู่ถัดไปจนถึงโมเลกุล Erk1/2 จากนั้น Erk1/2 ซึ่งเป็นโปรตีนที่อยู่ใน
รูปพร้อมท างานจะเคลื่อนที่เข้าสู่นิวเคลียส ไปกระตุ้นให้ c-Jun, c-Fos, c-Myc และ Elk-1 ซึ่งเป็น 
ทรานสคริปชั่นแฟคเตอร์ที่ควบคุมการสร้างโปรตีน Cyclin D1, Cyclin B1 และ MMP-9 ท างาน 
นอกจากนี้โมเลกุล Erk1/2 ยังสามารถกระตุ้นการท างานของ p90RSK ส่งผล c-Jun และ c-Fos 
กระตุ้นการสร้างโปรตีน Cyclin D1 ได้เช่นเดียวกัน นอกจากโมเลกุล c-Src การจับกันระหว่างโกรท-
แฟคเตอร์ และตัวรับบนผิวเซลล์ยังท าให้เกิดการกระตุ้นการท างานของวิถีการส่งสัญญาณ JAK/STAT 
โดยเริ่มจากไซโทไคน์ หรือ EGFR จับกับตัวรับบนผิวเซลล์ เกิดการกระตุ้น JAK ท าให้เกิดกระบวนการ
เติมหมู่ฟอสเฟตให้ STAT5 ได้เป็น p-STAT5 ซึ่งเป็นรูปที่สามารถท างานได้ จากนั้น p-STAT5 จะเกิด
การจับคู่กัน เคลื่อนที่เข้าสู่นิวเคลียสเพ่ือท าหน้าที่เป็นทรานสคริปชันแฟคเตอร์ และกระตุ้นการสร้าง
โปรตีน VEGF โดย VEGF จะไปจับกับ VEGFR หลังจากนั้นจะเกิดการกระตุ้นการท างานของโปรตีน
ต่าง ๆ ผ่านวิถีการส่งสัญญาณ MAPK ได้แก่ Ras, Raf, MEK และ Erk ไปกระตุ้นการท างานของ      
c-Jun และ c-Fos ซึ่งเป็นทรานสคริปชันแฟคเตอร์ เกิดกระบวนการสร้างหลอดเลือดเพ่ือเลี้ยง
เซลล์มะเร็ง ส่งผลให้เซลล์มะเร็งสามารถเจริญเติบโตได้ (Hirano et al., 2000) 
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4.2 กลไกการออกฤทธิ์ของสารคูซูโนคินินต่อการยับย้ังมะเร็งเต้านม 
 

จาการศึกษาพบว่าสารคูซูโนคินินท าให้เซลล์หยุดการเจริญเติบโต และเหนี่ยวน าให้
เกิดการตายของเซลล์แบบอะพอพโทซิส ซึ่งเป็นผลที่ได้จากการศึกษาในหลอดทดลอง (in vitro) บ่ง
บอกได้ว่าสารคูซูโนคินินจากพริกไทยด ามีฤทธิ์ต้านมะเร็งเต้านม จึงได้น ามาสู่การศึกษาในสัตว์ทดลอง 
(in vivo) โดยท าการศึกษาฤทธิ์ต้านมะเร็งเต้านมของสารคูซูโนคินินจากพริกไทยด าในหนูขาวที่ถูก
เหนี่ยวน าให้เกิดมะเร็งด้วยสาร NMU  

ผลจากการศึกษาการเปลี่ยนแปลงปริมาตรของก้อนมะเร็ง ในหนูกลุ่มที่ได้รับการ
ทดสอบด้วยสารต่าง ๆ เป็นระยะเวลา 14 วัน พบว่าสารคูซูโนคินินขนาด 7 และ 14 มิลลิกรัมต่อ
กิโลกรัม สามารถยับยั้งการเจริญเติบโตของก้อนมะเร็งเต้านมในหนูขาวใหญ่ที่ถูกเหนี่ยวน าด้วยสาร 
NMU ได้ร้อยละ 62.3 และ 71.65 ตามล าดับ ซึ่งใกล้เคียงกับกลุ่มที่ได้รับยาเคมีบ าบัดชนิดด็อกโซรูบิ-
ซิน ดังนั้นจึงคาดว่าฤทธิ์ของสารคูซูโนคินินอาจเกี่ยวข้องกับการยับยั้งกระบวนการแบ่งตัวของ
เซลล์มะเร็ง จึงท าการสกัดโปรตีนจากก้อนมะเร็งเต้านม เพ่ือศึกษาระดับของโปรตีนเกี่ยวข้องกับ
กระบวนการแบ่งตัวของเซลล์และการเจริญเติบโต ได้แก่ c-Src, PI3K, Akt, p-Erk1/2, Erk1/2, 
STAT5, STAT5, Wnt-4, E2f-1 และ Cyclin D1 นอกจากนี้ยังได้ท าการศึกษาระดับของโปรตีนที่
เกี่ยวข้องกับกระบวนการสร้างหลอดเลือด ได้แก่ VEGF และโปรตีนที่เกี่ยวข้องกับกระบวนการ
เคลื่อนที่ของเซลล์ ได้แก่ E-cadherin, MMP-2 และ MMP-9 

เมื่อศึกษากลไกการออกฤทธิ์ต้านมะเร็งเต้านมระดับโมเลกุลของสารคูซูโนคินิน 
พบว่าหนูขาวใหญ่ที่ได้รับสารคูซูโนคินินขนาด 14 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม มีระดับโปรตีนที่เกี่ยวข้องกับ
กระบวนการเจริญเติบโตลดลง ได้แก่ โปรตีน c-Src ท าให้ระดับโปรตีน PI3K ลดลงอย่างเป็นล าดับ 
และส่งผลให้ระดับโปรตีน Akt ลดลง (รูปที่ 30) เช่นเดียวกับการศึกษาสารไดเมธิลพิโนเรซินอล 
(dimethylpinoresinol)  ซึ่งเป็นสารกลุ่มลิกแนนที่แยกได้จากดอกของพืช Magnolia fargesii 
พบว่าสามารถลดการเหนี่ยวน าให้เกิดการอักเสบของวิถีสัญญาณไซโทไคน์ในเซลล์มะเร็งต่อมน้ าลาย
เพาะเลี้ยงชนิด NCI-H292 โดยการลดระดับโปรตีน Erk และ Akt (รูปที่ 31) (Lee et al., 2018) 
ในวัฏจักรเซลล์พบว่าระดับโปรตีน Akt ที่ลดลงอาจเกี่ยวข้องกับการเพ่ิมระดับโปรตีน p21 ซึ่ง
สอดคล้องกับงานวิจัยของ Sriwiriyajan และคณะ 2017 ที่พบว่าสารคูซูโนคินินสามารถยับยั้งการ
เจริญเติบโตของเซลล์มะเร็งเต้านม โดยลดระดับโปรตีน topoisomerase II เพ่ิมระดับโปรตีน p21 
และชักน าให้เซลล์เกิดกระบวนการอะพอพโทซิส และเพ่ิมระดับโปรตีน p53 ซึ่งจากการลดระดับ
โปรตีน topoisomerase II อาจท าให้กระบวนการเพ่ิมจ านวนดีเอ็นเอหยุดชะงักลง ท าให้ดีเอ็นเอเกิด
ความเสียหาย จากนั้นเซลล์จะกระตุ้นให้ p53 ท างาน ซึ่ง p53 จะท าหน้าที่เป็นทรานสคริปชันแฟค-
เตอร์ ควบคุมการสร้างโปรตีน p21 ซึ่งระดับ p21 ที่เพ่ิมขึ้นจะออกฤทธิ์ป้องกันไม่ให้มีการเติมหมู่
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ฟอสเฟตให้แก่โปรตีน Rb ท าให้อยู่ในรูปที่ท างาน (hypophosphorylated) จึงจับกับทรานสคริป-
ชันแฟคเตอร์ E2F ท าให้ไม่มีการสร้าง Cyclin E เพ่ือน าไปใช้ในกระบวนการเพ่ิมจ านวนดีเอ็นเอ ส่งผล
ให้วัฏจักรเซลล์หยุดลง (Scully and Livingstom, 2000) จากระดับโปรตีน topoisomerase II ที่
ลดลงอาจท าให้เกิดความเสียหายของดีเอ็นเอเพ่ิมขึ้น ส่งผลให้ p53 กระตุ้นให้เกิดกระบวนการอะ-
พอพโทซิส โดยการเพ่ิมระดับโปรตีน bax, cytochrome c, caspase-3, caspase-7 และ caspase-
8 ดังนั้นจึงส่งผลให้เซลล์ไม่สามารถเจริญเติบโตได้ และเกิดการตายแบบอะพอพโทซิสในที่สุด         
(รูปท่ี 30) 

นอกจากโมเลกุลข้างต้นแล้วจากการศึกษายังพบว่าสารคูซูโนคินินสามารถยับยั้ง
กระบวนการเติมฟอสเฟตให้กับโมเลกุล Erk1/2 ส่งผลให้ระดับโปรตีน p-Erk1/2 ลดลง ซึ่งสอดคล้อง
กับการศึกษาสารซัวชิโนน (sauchinone) สารกลุ่มลิกแนนที่แยกได้จากพืช Saururus chinensis 
สามารถยับยั้งกระบวนการอักเสบในเซลล์แมคโครฟาจชนิด RAW264.7 โดยการลดระดับโปรตีน  
NF-κB, p-Raf, p-MEK1/2 และ p-Erk1/2 (รูปที่ 31) (Beom et al., 2010) เนื่องจากการลดระดับ
โปรตีน p-Erk1/2 จึงได้ศึกษาระดับของโปรตีนปลายทางที่เกี่ยวข้อง โดยพบว่าระดับโปรตีน MMP-9 
ลดลงเช่นกัน ซึ่งสอดคล้องกับการศึกษาของนายอามานร์ เทศอาเส็น ที่พบว่าระดับโปรตีน Cyclin B1 
ซึ่งเป็นโปรตีนปลายทางจากการท างานของ p-Erk1/2 ลดลงเช่นเดียวกัน (รูปที่ 30) (อามานร์ เทศอา
เส็น, 2561) 

จากการศึกษาที่พบว่าสารคูซูโนคินินลดระดับโปรตีนที่เกี่ยวข้องกับกระบวนการ
เจริญเติบโต จึงได้ศึกษาระดับโปรตีนที่เกี่ยวข้องกับการเคลื่อนที่ของเซลล์ ซึ่งพบว่าระดับโปรตีน      
E-cadherin, MMP-2 และ MMP-9 ลดลงในหนูขาวใหญ่ทีไ่ด้รับสารคูซูโนคินินขนาด 14 มิลลิกรัมต่อ
กิโลกรัม ทั้งนี้อาจเนื่องมาจากการเปลี่ยนแปลงของระดับโปรตีน Akt ท าให้เกิดการยับยั้งการท างาน
ของเอนไซม์ GSK3β ท าให้โมเลกุล Wnt-4 ท างานได้เพ่ิมขึ้น ซึ่งจากการศึกษาได้พบว่าระดับของ
โปรตีน Wnt-4 มีการเพ่ิมขึ้นในหนูขาวใหญ่ที่ได้รับสารคูซูโนคินิน จากระดับโปรตีน Wnt-4 ที่เพ่ิมขึ้น 
และคาดว่า GSK3β จะถูกยับยั้งการท างาน จึงส่งผลให้โมเลกุล β-catenin เพ่ิมขึ้นและเคลื่อนที่เข้าสู่
นิวเคลียส ท าหน้าที่เป็นทรานสคริปชันแฟคเตอร์ที่ควบคุมการสร้างโปรตีน E-cadherin, MMP-2 
และ MMP-9 จากนั้นจึงได้ศึกษาฤทธิ์ยับยั้งการเคลื่อนที่ของเซลล์มะเร็งเต้านมเพาะเลี้ยงชนิด MCF-7 
พบว่าสารคูซูโนคินินสามารถยับยั้งการเคลื่อนที่ของเซลล์มะเร็งเต้านม โดยผลการยับยั้งเป็นไปตาม
ความเข้มข้นของสารที่เพ่ิมขึ้น ทั้งนี้ในการศึกษากลไกการเคลื่อนที่ของเซลล์ในระดับโมเลกุล
จ าเป็นต้องพิจารณาโปรตีน 2 กลุ่ม ได้แก่ กลุ่มที่ (1) E-cadherin ซึ่งเป็นโปรตีนที่ท าหน้าที่ยึดเกาะ
ระหว่างโมเลกุล (van Roy and Berx, 2008) ดังนั้นการสูญเสียหน้าที่หรือการลดปริมาณของ E-
cadherin จะชักน าให้ เกิดกระบวนการ epithelial mesenchymal transition (EMT) ซึ่ ง เป็น
กระบวนการที่เซลล์มีการเปลี่ยนแปลงรูปร่างให้มีลักษณะยาวหรือเรียวขึ้น เพ่ือให้เหมาะสมต่อการ

https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1567576910001888#!
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เคลื่อนที่ (Larue and Bellacosa, 2005) ท าให้เซลล์มีการแพร่กระจายไปยังส่วนต่าง ๆ ของร่างกาย 
กลุ่มที่ (2) MMP-2 และ MMP-9 เป็นโปรตีนที่ท าหน้าที่ในการย่อยโครงสร้างของผนังเซลล์ ส่งผลให้
เซลล์มะเร็งสามารถลุกลามจากเซลล์หนึ่งไปยังอีกเซลล์หนึ่ง ได้ (Roomi et al., 2008) ดังนั้นใน
ก้อนมะเร็งเต้านมจึงควรมีระดับโปรตีน Ecadherin คงที่ ส่วน MMP-2 และ MMP-9 ควรลดลง ซึ่ง
จากการศึกษาระดับของโปรตีนทั้ง 2 กลุ่ม ในก้อนมะเร็งเต้านมพบว่าสารคูซูโนคินินสามารถลดระดับ
โปรตีน MMP-2 และ MMP-9 ส่วนระดับโปรตีน E-cadherin พบว่าลดลงในกลุ่มที่ได้รับยาเคมีบ าบัด
ชนิดด็อกโซรูบิซิน และสารคูซูโนคินิน ขนาด 7 และ 14 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม ทั้งนี้การลดระดับของ
โปรตีน E-cadherin อาจมีความสัมพันธ์กับขนาดของก้อนมะเร็งในหนูขาวใหญ่กลุ่มที่ได้รับยาเคมี
บ าบัดชนิดด็อกโซรูบิซิน และสารคูซูโนคินินทั้ง 2 ขนาด เนื่องจากโปรตีนดังกล่าวเป็นโปรตีนที่ท า
หน้าที่ยึดเกาะระหว่างโมเลกุล (cell-cell adhesion) ดังนั้นในกลุ่มที่ก้อนมะเร็งมีขนาดลดลง อาจ
ส่งผลต่อการยึดเกาะระหว่างเซลล์ภายในก้อนมะเร็ง ซึ่งสอดคล้องกับการศึกษาของ Deng และคณะ 
2016 พบว่าระดับโปรตีน E-cadherin ลดลงในหนูกลุ่มที่ได้รับสารสกัดหยาบจากพริกไทยด าที่
ปราศจากพิเพอรีน (piperine free P. nigrum extract; PFPE) ขนาด 100 และ 200 มิลลิกรัมต่อ
กิโลกรัม ซึ่งมีความสัมพันธ์กับขนาดก้อนมะเร็งที่ลดลง 

ในกระบวนการสร้างหลอดเลือดของเซลล์ จากการศึกษาพบว่าระดับโปรตีน VEGF 
ลดลงในหนูขาวใหญ่กลุ่มที่ได้รับสารคูซูโนคินินขนาด 14 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม ทั้งนี้อาจเนื่องมาจาก
ระดับโปรตีน Akt ที่ลดลง ส่งผลให้การส่งสัญญาณกระตุ้นโมเลกุล IKKα ลดลง ซึ่ง IKKα เป็นโมเลกุลที่
ท าหน้าที่กระตุ้นให้ NF-κB เข้าสู่นิวเคลียส ท าหน้าที่เป็นทรานสคริปชันแฟคเตอร์ กระตุ้นการสร้าง 
VEGF ดังนั้นเมื่อระดับโปรตีน Akt ลดลงจึงส่งผลให้ระดับโปรตีน VEGF ลดลงตามไปด้วย (รูปที่ 30) 
ซึ่งคล้ายกับการศึกษาของ Kim และคณะ 2013 ที่พบว่าสารแมกโนลอล (magnolol) สารกลุ่ม 
hydroxylated biphenyl ที่แยกได้จากพืช Magnolia officinalis สามารถยับยั้งการเหนี่ยวน าให้เกิด
กระบวนเจริญเติบโตของเซลล์ กระบวนการสร้างหลอดเลือดของโปรตีน VEGF ในเซลล์บุผนังหลอดเลือด
ด าสายสะดือ (Human umbilical vein endothelial cells; HUVECs) โดยยับยั้งการท างานของวิถี
สัญญาณ Ras และยับยั้งการท างานของโมเลกุล Erk และ Akt (รูปที่  31) (Kim et al., 2013) 
นอกจากนี้ยังพบว่าระดับโปรตีน VEGF เพ่ิมขึ้นในหนูขาวใหญ่กลุ่มที่ได้รับยาเคมีบ าบัดชนิดด็อกโซรู-  
บิซิน เนื่องมาจากยาเคมีบ าบัดชนิดดังกล่าวมีผลเพ่ิมระดับโปรตีน IL-6 (Dinesh et al., 2016) ซึ่ง
ระดับโปรตีน IL-6 ที่เพ่ิมขึ้นจะเหนี่ยวน าให้เกิดกระบวนการสร้างหลอดเลือดใหม่ผ่านการกระตุ้นวิถี
สัญญาณ JAK/STAT โดย IL-6 จะเข้าจับกับตัวรับไซโทไคน์บริเวณผิวเซลล์ ส่งผลให้เกิดการกระตุ้น
โมเลกุล JAK และท าหน้าที่เติมหมู่ฟอสเฟตให้ STAT3 จากนั้น STAT3 จะมีการจับคู่กันและเคลื่อนที่
เข้าสู่นิวเคลียสเพ่ือท าหน้าที่เป็นทรานสคริปชันแฟคเตอร์ที่ควบคุมการสร้างโปรตีนที่ท าหน้าที่
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เกี่ยวข้องกับกระบวนการสร้างหลอดเลือดเพ่ือหล่อเลี้ยงเซลล์มะเร็ง ได้แก่ VEGF และ HIF-α 
(Alvarez and Frank, 2004) 

จากการศึกษาทั้งหมดเมื่อพิจารณาระดับโปรตีนกับขนาดของสารในหนูแต่ละกลุ่ม 
พบว่าในกลุ่มที่ได้รับตัวท าละลายมีระดับโปรตีนที่ท าหน้าที่ส่งสัญญาณระหว่างโมเลกุลส่วนใหญ่
เพ่ิมขึ้น ส่งผลให้เกิดการกระตุ้นการสร้างโปรตีนปลายทางที่เพ่ิมขึ้น ซึ่งโปรตีนเหล่านี้จะไปท าหน้าที่
ควบคุมกระบวนการต่าง ๆ ที่ส าคัญภายในเซลล์ เช่น กระบวนการเจริญเติบโต , กระบวนการสร้าง
หลอดเลือด และกระบวนการเคลื่อนที่ของเซลล์ เป็นต้น จึงส่งผลให้ก้อนมะเร็งเต้านมของหนูกลุ่มนี้มี
การเจริญเติบโตอย่างต่อเนื่อง ทั้งนี้อาจเนื่องมาจากในตัวท าละลายสารที่ใช้มีส่วนประกอบที่ส าคัญ คือ 
คลีโมฟอร์ ซึ่งมีรายงานการศึกษาพบว่าคลีโมฟอร์นิยมใช้เป็นตัวท าละลายยาหลายชนิด โดยเฉพาะยา
ต้านมะเร็ง คือ แพคลิแทคเซล โดยจากการศึกษาพบว่าคลีโมฟอร์สามารถท าให้เกิดปฏิกิริยาการแพ้, 
ภาวะสารไขมันสูงในเลือด และท าเกิดการอักเสบของระบบประสาทส่วนปลาย เป็นต้น (Gelderblom 
et al., 2001) ดังนั้นจึงส่งผลให้ระดับโปรตีนต่าง ๆ ของหนูในกลุ่มดังกล่าวไม่เป็นไปตามผลที่คาด 
ส่วนระดับโปรตีนที่ท าหน้าที่ส่งสัญญาณระหว่างโมเลกุล และโปรตีนปลายทางที่ท าหน้าที่เกี่ยวข้องกับ
กระบวนการเจริญเติบโต, กระบวนการสร้างหลอดเลือด และกระบวนการเคลื่อนที่ของเซลล์ ในหนู
กลุ่มที่ได้รับยาเคมีบ าบัดชนิดด็อกโซรูบิซิน และสารคูซูโนคินินขนาดต่าง ๆ  พบว่าระดับโปรตีนส่วน
ใหญ่ลดลง ซึ่งสอดคล้องกับการเจริญเติบโตของก้อนมะเร็งเต้านมที่ลดลง (รูปที่ 32) 
 
4.3 สารคูซูโนคินินในการยับยั้งการเคลื่อนที่ของเซลล์มะเร็งเต้านม 
 

จากผลการศึกษาระดับโปรตีนในก้อนมะเร็งเต้านม พบว่าสารคูซูโนคินินสามารถลด
ระดับโปรตีนที่เกี่ยวข้องกับกระบวนการเคลื่อนที่ของเซลล์ได้ จึงได้ท าการทดสอบฤทธิ์ของสารคูซูโน- 
คินินต่อการเคลื่อนที่ของเซลล์มะเร็งเต้านมเพาะเลี้ยงชนิด MCF-7 ด้วยวิธี Wound healing assay 
พบว่าสารคูซูโนคินินสามารถยับยั้งการเคลื่อนที่ของเซลล์มะเร็งเต้านมได้ ซึ่งผลการยับยั้งเป็นไปตาม
ความเข้มข้นของสารที่เพ่ิมขึ้นเช่นเดียวกับการศึกษาสารอาร์คทิจีนิน (arctigenin) ซึ่งเป็นสารกลุ่ม    
ลิกแนนเช่นเดียวกับสารคูซูโนคินินที่สกัดจาก Artium lappa สามารถยับยั้งการเคลื่อนที่ของ
เซลล์มะเร็งเต้านมเพาะเลี้ยงชนิด MCF-7 โดยการลดระดับโปรตีน MMP-9 (Maxwell et al., 2017) 
หรือการศึกษาสารอาร์คทิจีนินที่ความเข้มข้น 10–200 ไมโครโมลาร์ มีฤทธิ์ยับยั้งการเคลื่อนที่ของ
เซลล์มะเร็งเต้านมเพาะเลี้ยงชนิด MDA-MB-231 โดยลดระดับโปรตีน MMP-2 และ MMP-9 (Hsieh 
et al., 2014; Lou et al., 2017) หรือการศึกษาสารเซซามิน (sesamin) ที่สกัดจาก Seasamum 
indicum พบว่ายับยั้งการเคลื่อนที่ของเซลล์มะเร็งเม็ดเลือดขาวเพาะเลี้ยงชนิด KBM-5 โดยลดระดับ
โปรตีน MMP-9 (Harikumar et al., 2010)  

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Gelderblom%20H%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11527683
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Gelderblom%20H%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11527683
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จากผลการศึกษาที่ได้ท าให้ทราบว่าสารคูซูโนคินินมีฤทธิ์ในการยับยั้งการเคลื่อนที่
ของเซลล์มะเร็งเต้านมเพาะเลี้ยง โดยเฉพาะการลดระดับโปรตีน MMP-2 และ MMP-9 ซึ่งเป็นโปรตีน
เมทริกเมทัลโลโปรติเอส (martrix metalloproteinases: MMPs) ในกลุ่ม gelatinases ที่สามารถ
ย่อยเจลลาตินและคอลลาเจน ซึ่งเปนโปรตีนเมทริกที่เป็นสวนประกอบใน basement membrane
ท าให้เซลล์มะเร็งสามารถลุกลามได้ ดังนั้นจากผลการศึกษาดังกล่าวสามารถใช้เป็นข้อมูลหรือเป็น
แนวทางในการพัฒนาสารดังกล่าวเป็นยาเพื่อช่วยให้ผู้ป่วยมะเร็งเต้านมมีคุณภาพชีวิตที่ดีขึ้น
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รูปที่ 29 กลไกการเกิดมะเร็งเต้านมในระดับโมเลกุล (ดัดแปลงจาก Li et al., 2002; Gottlieb et al., 2002; Mattioli et al., 2013; Hirano et al., 2000) 
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รูปที่ 30 กลไกการต้านมะเร็งเต้านมในระดับโมเลกุลของสารคูซูโนคินิน 
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รูปที่ 31 กลไกการต้านมะเร็งเต้านมในระดับโมเลกุลของสารไดเมธิลพิโนเรซินอล, ซัวชิโนน และสารแมกโนลอล เมื่อเทียบกับสารคูซูโนคินิน 

(ดัดแปลงจาก Lee et al., 2018; Beom et al., 2010; Kim et al., 2013) 
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รูปที่ 32 การเปลี่ยนแปลงของระดับโปรตีนภายในหนูกลุ่มที่ได้รับยาเคมีบ าบัดชนิดด็อกโซรูบิซิน (Dox), สารคูซูโนคินินขนาด 14 mg/kg (K14) และได้รับยาเคมี 
บ าบัดร่วมกับสารคูซูโนคินินขนาด 7 mg/kg (KD) เมื่อเปรียบเทียบกับหนูกลุ่มที่ได้รับตัวท าละลาย 
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บทที่ 5 
บทสรปุ และข้อเสนอแนะ 

 
5.1 บทสรุป 
 

จากผลการศึกษากลไกการออกฤทธิ์ต้านมะเร็งในหนูขาวใหญ่สายพันธุ์ Sprague-
Dawley ในระดับโมเลกุลของสารคูซูโนคินินด้วยวิธี Western blot analysis และการศึกษาฤทธิ์ของ
สารคูซูโนคินินในการยับยั้งการเคลื่อนที่ของเซลล์มะเร็งเต้านมเพาะเลี้ยงชนิด MCF-7 ด้วยวิธี 
Wound healing assay สามารถสรุปได้ดังนี้ 

 
1. ในกลุ่มที่ได้รับตัวท าละลาย พบว่าระดับโปรตีนที่ท าหน้าที่ส่งสัญญาณระหว่าง

โมเลกุล ได้แก่ c-Src, PI3K, Akt, Wnt-4, และ p-Erk1/2 มีระดับเพ่ิมข้ึน ส่งผลให้เกิดการกระตุ้นการ
สร้างโปรตีนปลายทาง ได้แก่ Cyclin D1, E2f-1, VEGF, E-cadherin, MMP-2 และ MMP-9 เพ่ิมขึ้น 
ซึ่งโปรตีนเหล่านี้จะไปท าหน้าที่ควบคุมกระบวนการต่าง ๆ ที่ส าคัญภายในเซลล์ เช่น กระบวนการ
เจริญเติบโต, กระบวนการสร้างหลอดเลือด และกระบวนการเคลื่อนที่ของเซลล์ จึงส่งผลให้ก้อนมะเร็ง
เต้านมของหนูกลุ่มนี้มีการเจริญเติบโตอย่างต่อเนื่อง 

 
2. ในกลุ่มที่ได้รับยาเคมีบ าบัดชนิดด็อกโซรูบิซินขนาด 0.5 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม 

พบว่าระดับโปรตีนที่ท าหน้าที่ส่งสัญญาณระหว่างโมเลกุล ได้แก่ PI3K, Akt, Wnt-4, STAT5 และ     
p-Erk1/2 มีแนวโน้มลดลง โดยเฉพาะระดับโปรตีน p-Erk12 พบว่าลดลงอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ 
เมื่อเปรียบเทียบกับกลุ่มที่ได้รับตัวท าละลาย และเนื่องจากระดับโปรตีนที่ท าหน้าที่ในการส่งสัญญาณ
ลดลง จึงส่งผลให้โปรตีนปลายทาง ได้แก่ E2f-1, E-cadherin และ MMP-2 มีแนวโน้มลดลงด้วย 
ส่งผลให้เกิดการยับยั้งการเจริญเติบโตของก้อนมะเร็งเต้านม 

 
3. ในกลุ่มที่ได้รับสารคูซูโนคินินขนาด 7 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม พบว่าระดับโปรตีนที่

ท าหน้าที่ส่งสัญญาณระหว่างโมเลกุล ได้แก่ Akt, Wnt-4 และ p-Erk1/2 มีแนวโน้มเพ่ิมขึ้น และ
โปรตีน c-Src, PI3K, STAT5, p-STAT5 และ Erk1/2 ไม่เปลี่ยนแปลง ส่วนระดับโปรตีนปลายทาง 
ได้แก่ E-cadherin, MMP-2 และ MMP-9 มีแนวโน้มลดลง โดยเฉพาะระดับโปรตีน MMP-9 พบว่า
ลดลงอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ เมื่อเปรียบเทียบกับกลุ่มที่ได้รับตัวท าละลาย ส่วนโปรตีน Cyclin D1, 
E2f-1 และ VEGF ไม่เปลี่ยนแปลง จากผลการศึกษาที่ได้นี้แสดงให้เห็นว่าสารคูซูโนคินินขนาด 7 
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มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม ไม่มีผลต่อระดับโปรตีนที่ท าหน้าที่ส่งสัญญาณระหว่างโมเลกุล แต่สามารถลด
ระดับโปรตีนปลายทางบางชนิดได้  

 
4. ในกลุ่มที่ได้รับสารคูซูโนคินินขนาด 14 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม พบว่าระดับโปรตีนที่

ท าหน้าที่ในการส่งสัญญาณระหว่างโมเลกุล ได้แก่ c-Src, PI3K, Akt และ p-Erk1/2 มีแนวโน้มลดลง 
โดยเฉพาะระดับโปรตีน c-Src และ p-Erk1/2 พบว่าลดลงอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ เมื่อเปรียบเทียบ
กับกลุ่มที่ได้รับตัวท าละลาย และเนื่องจากระดับโปรตีนที่ท าหน้าที่ในการส่งสัญญาณลดลง จึงส่งผลให้
โปรตีนปลายทางส่วนใหญ่ลดลง เช่น E2f-1, VEGF, E-cadherin, MMP-2 และ MMP-9 โดยเฉพาะ
ระดับโปรตีน E-cadherin และ MMP-9 พบว่าลดลงอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ เมื่อเปรียบเทียบกับ
กลุ่มที่ได้รับตัวท าละลาย จากผลการศึกษาที่ได้นี้แสดงให้เห็นว่าสารคูซูโนคินินขนาด 14 มิลลิกรัมต่อ
กิโลกรัม  สามารถลดระดับโปรตีนที่ท าหน้าที่เกี่ยวข้องกับกระบวนการต่าง ๆ ภายในก้อนมะเร็งเต้า
นมได้ตั้งแต่โปรตีนที่ท าหน้าที่ส่งสัญญาณระหว่างโมเลกุลไปจนถึงโปรตีนปลายทาง  
 

5. ในกลุ่มที่ได้รับยาเคมีบ าบัดชนิดด็อกโซรูบิซินขนาด 0.5 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม 
ร่วมกับสารคูซูโนคินินขนาด 7 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม พบว่าระดับโปรตีนที่ท าหน้าที่ส่งสัญญาณระหว่าง
โมเลกุลเพ่ิมขึ้น ได้แก่ c-Src, PI3K, Akt, Wnt-4 และ STAT5 ส่วนระดับโปรตีน p-Erk1/2 พบว่า
ลดลงอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ เมื่อเปรียบเทียบกับกลุ่มที่ได้รับตัวท าละลาย โปรตีนปลายทาง ได้แก่ 
E-cadherin และ MMP-9 มีแนวโน้มลดลง ส่วนระดับโปรตีน VEGF และ MMP-2 มีแนวโน้มเพ่ิมขึ้น 
ทั้งนี้อาจเนื่องมาจากขนาดของสารไม่เพียงพอต่อการยับยั้งการท างานของโปรตีนต่าง ๆ ดังนั้นจึงเห็น
ว่าระดับโปรตีนของหนูในกลุ่มนี้ส่วนใหญ่ไม่มีการเปลี่ยนแปลง จากการศึกษาที่ได้แสดงให้เห็นว่าการ
ให้สารคูซูโนคินินร่วมกับยาเคมีบ าบัดชนิดด็อกโซรูบิซินมีประสิทธิภาพในการยับยั้งมะเร็งเต้านมได้ไม่
ดีเท่าการให้สารคูซูโนคินินเพียงชนิดเดียว  
 

6. ในการศึกษาการเคลื่อนที่ของเซลล์ พบว่าสารคูซูโนคินินที่ความเข้มข้น 0.286 
และ 0.571 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร สามารถยับยั้งการเคลื่อนที่ของเซลล์มะเร็งเต้านมเพาะเลี้ยงชนิด 
MCF-7 ได้ โดยผลการยับยั้งเป็นไปตามความเข้มข้นของสารที่เพ่ิมข้ึน 

  
จากผลการศึกษาที่ได้พบว่าสารคูซูโนคินินสามารถลดระดับโปรตีนส าคัญที่ท าหน้าที่

ในการส่งสัญญาณระหว่างโมเลกุล ได้แก่ c-Src, PI3K, Akt และ p-Erk1/2 โดยเฉพาะ c-Src และ    
p-Erk1/2 ลดลงอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ และเนื่องมาจากระดับโปรตีนดังกล่าวลดลง จึงส่งผลให้
ระดับโปรตีน Wnt-4 เปลี่ยนแปลง และการสร้างโปรตีนปลายทางที่เกี่ยวข้องกับกระบวนการต่าง ๆ 
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ลดลง ดังนั้นสามารถสรุปได้ว่ากลไกระดับโมเลกุลของสารคูซูโนคินินในการยับยั้งมะเร็งนม เกี่ยวข้อง
กับการลดระดับโปรตีนที่อยู่ในกระบวนการแบ่งตัวของเซลล์และการเจริญเติบโต กระบวนการสร้าง
หลอดเลือด และกระบวนการเคลื่อนที่ของเซลล์ โดยผ่านทางวิถีสัญญาณ Akt, Ras และ Wnt-4 (รูป
ที่ 33) 

 

 
รูปที่ 33 กลไกการออกฤทธิ์ของสารคูซูโนคินินในการยับยั้งมะเร็งเต้านมในหนูขาว 
       
                
                 
 
 
 

 
 
 
 

=   ระดับโปรตีนมีแนวโน้มเพ่ิมข้ึน      

=   ระดับโปรตีนมีแนวโน้มลดลง      

=   ระดับโปรตีนลดลงอย่างมีนัยส าคัญ 
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5.2 ข้อเสนอแนะ 
 

จากผลการศึกษาแสดงให้เห็นว่าสารคูซู โนคินินสามารถยับยั้งการเพ่ิมขึ้นของ
ปริมาตรก้อนมะเร็ง โดยไปลดระดับโปรตีนที่เกี่ยวข้องในกระบวนการเจริญเติบโต กระบวนการสร้าง
หลอดเลือด กระบวนการเคลื่อนที่ของเซลล์ และยับยั้งการเคลื่อนที่ของเซลล์มะเร็งเต้านม ซ่ึงข้อมูลที่
ได้จากการวิจัยครั้งนี้จะใช้เป็นข้อมูลพ้ืนฐานในการศึกษากลไกการต้านมะเร็งเต้านมของสารคูซูโนคิ-
นินเพ่ิมเติม คือ   

1. ท าการศึกษาฤทธิ์ของสารคูซูโนคินินในสัตว์ทดลองที่มีจ านวนสัตว์ทดลองต่อกลุ่ม
เพ่ิมข้ึน โดยค านวณจ านวนสัตว์ทดลองที่ใช้ดังสมการ  

                   

 
 

โดย - Zα∕2 คือ ค่าคงท่ีจากตาราง Z ตามค่า α = 1.96 (ดูวิธีการค านวณในภาคผนวก ค.) 

- Zβ  คือ ค่าคงที่จากตาราง Z ตามค่า power การกระตุ้นให้เกิดมะเร็งเต้านมด้วยสาร NMU   
สามารถท าให้เกิดมะเร็งในสัตว์ทดลองชนิด SD rats เพศเมียได้ร้อยละ 80 คิดเป็น 0.842 (ดูวิธีการ
ค านวณในภาคผนวก ค.) 
- D คือ ค่า effect size ในที่นี้ คือ กลุ่มทดลองสามารถลดขนาดก้อนมะเร็งได้ร้อยละ 50 เมื่อเทียบ
กับกลุ่มควบคุมจึงจะหยุดการทดลอง ดังนั้นคอืให้ D เท่ากับ 0.5 
-  คือ ค่า standard deviation ของกลุ่มควบคุม = 1 (ดูวิธีการค านวณในภาคผนวก ค.) 
แทนค่าในสมการ 

𝑛 = 2 ⌊
(1.96 + 0.842)1

0.5
⌋

2

 

 
n = 62.72 = 63 ตัว 

 
ในการศึกษาครั้งนี้ ท าการให้สารคูซูโนคินินขนาด 7 และ 14 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม 

ซึ่งจากผลการทดลองพบว่าสารคูซูโนคินินขนาด 14 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม สามารถยับยั้งการ
เจริญเติบโตของก้อนมะเร็งเต้านม และลดระดับโปรตีนที่เกี่ยวข้องกับกระบวนการต่าง ๆ ได้ 
(effective dose) ดังนั้นในการศึกษาครั้งต่อไปอาจแบ่งกลุ่มการทดลองโดยใช้จ านวนสัตว์ทดลองที่
ค านวณได้จากสมการข้างต้น ซึ่งจะแบ่งกลุ่มการทดลองออกเป็น 7 กลุ่ม กลุ่มละ 9 ตัว ดังนี้  
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(1) หนูกลุ่มปกติ เป็นกลุ่มที่ไม่ได้รับสาร NMU และไม่ได้รับสารทดสอบ  
(2) หนูที่ได้รับการกระตุ้นด้วยสาร NMU  
(3) หนูที่ได้รับการกระตุ้นด้วยสาร NMU และได้รับตัวท าละลาย  
(4) หนูที่ได้รับการกระตุ้นด้วยสาร NMU และได้รับยาเคมีบ าบัดชนิดด็อกโซรูบิซิน 

ขนาด 1 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม  
(5) หนูที่ได้รับการกระตุ้นด้วยสาร NMU และได้รับสารคูซูโนคินินในขนาด 14 

มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม (effective dose)  
(6) หนูที่ได้รับการกระตุ้นด้วยสาร NMU และได้รับสารคูซูโนคินินในขนาด 28 

มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม (2 เท่าของ effective dose) 
(7) หนูที่ได้รับการกระตุ้นด้วยสาร NMU และได้รับสารคูซูโนคินินในขนาด 42 

มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม (3 เท่าของ effective dose) 
 
2. จากผลการศึกษาท าให้ทราบกลไกการออกฤทธิ์ในระดับโมเลกุลของสารคูซูโนคิ -  

นิน ซึ่งผ่านทางวิถีสัญญาณ Akt, Ras และ Wnt-4 เนื่องจากการศึกษาครั้งนี้ยังไม่ครอบคลุมโมเลกุล
ต่าง ๆ ในวิถีสัญญาณดังกล่าว ดังนั้นในการศึกษาครั้งต่อไปอาจท าการศึกษาโมเลกุลเพ่ิมเติม ได้แก่  
p-HER2, p-Src, c-Jun, c-Fos และ β-catenin เพ่ือให้ทราบกลไกการออกฤทธิ์ต้านมะเร็งของสารคู- 
ซูโนคินินเพิ่มเติม และพัฒนาสารดังกล่าวเป็นยารักษามะเร็งเต้านมต่อไป 
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ภาคผนวก ก. 
 
1. สารละลายท่ีใช้ในการเพาะเลี้ยงเซลล์ 
 

1.1 การเตรียมอาหารสมบูรณ์ส าหรับเลี้ยงเซลล์ 
 

อาหารเลี้ยงเซลล์ชนิด Roswell Park Memorial Institute-1640 (RPMI-1640) 
น า RPMI 1 ซอง ปริมาณ 10.4 กรัม มาละลายในน้ ากลั่นปริมาตร 800 มิลลิลิตร เติมโซเดียมไบ-
คาร์บอเนตปริมาณ 2 กรัม และปรับ pH ให้ได้ 7.4 ด้วยกรดไฮโดรคลอริกความเข้มข้น 1 โมลาร์ 
จากนั้นเติมน้ ากลั่นจนครบ 1,000 มิลลิลิตร จากนั้นเติมเพนิซิลินและสเตรปโตมัยซินให้ได้คามเข้มข้น
สุดท้ายของเพนิซิลิน 100 หน่วยต่อมิลลิลิตร สเตรปโตมัยซิน 100 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร แอล-กลูตา
มีน ความเข้มข้นร้อยละ 1 และฟีตัลโบไวน์ซีรั่มร้อยละ 10 จากนั้นน าไปรองด้วยกระดาษกรองขนาด 
0.22 ไมครอน โดยท าในตู้ปลอดเชื้อ (laminar flow hood) อาหารเลี้ยงเซลล์ที่ผ่านการกรองแล้ว
เก็บไว้ที่อุณหภูมิประมาณ 4 องศาเซลเซียส และแบ่งอาหารเลี้ยงเซลล์ที่ผ่านการกรองแล้ว 5 มิลลิลิตร 
ลงในจานเลี้ยงเซลล์ขนาด 6 เซนติเมตร บ่มในตู้เพาะเลี้ยงเซลล์ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 
คาร์บอนไดออกไซด์ร้อยละ 5 และความชื้นสัมพัทธ์ร้อยละ 80 เป็นเวลา 5 วัน เพ่ือท ากาตรวจสอบ
การปนเปื้อนของจุลชีพในอาหารเลี้ยงเซลล์ก่อนการน าไปใช้ 

 
1.2 การเตรียมบัฟเฟอร์ 10X PBS 

 
บัฟเฟอร์ 10X PBS ประกอบด้วย โซเดียมคลอไรด์ (NaCl) 80 กรัม, โพแทสเซียม

คลอไรด์ (KCl) 2 กรัม, โซเดียมฟอสเฟตไดเบสิกแอนไฮดรัส (Na2HPO4) 14.4 กรัม และโพแทสเซียม
ฟอสเฟต (KH2PO4) 2.4 กรัม ละลายในน้ ากลั่นปริมาตร 800 มิลลิลิตร ด้วยเครื่องกวนสารละลายจน
ละลายหมด จากนั้นปรับ pH ด้วยโซเดียมไฮดรอกไซด์ (NaOH) ความเข้มข้น 5 โมลาร์ ให้ได้ pH 
สุดท้ายเท่ากับ 7.38 จากนั้นเติมน้ ากลั่นให้ครบ 1,000 มิลลิลิตร และน าไปท าให้ปลอดเชื้อด้วย 
autoclave ใช้อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส 15 ปอนด์ต่อตารางนิ้ว เป็นเวลา 20 นาที เมื่อต้องการ
น ามาใช้ให้เจือจางเป็น 1X PBS โดยใช้ 10X PBS ปริมาตร 100 มิลลิลิตร กับน้ ากลั่นปริมาตร 900 
มิลลิลิตร 
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2. สารละลายต่างๆ ที่ใช้ใน Western blot analysis 
 

2.1 การเตรียมสารละลายบัฟเฟอร์ 5X TBS-T 
 

บัฟเฟอร์ 5X-TBS-T ประกอบด้วย ทริส-เบส ปริมาณ 5.8 กรัม, ทริสไฮโดรคลอไรด์
ปริมาตร 31.75 กรัม, โซเดียมคลอไรด์ ปริมาณ 45 กรัม และทวีน-20 ปริมาตร 5 มิลลิลิตร ละลายใน
น้ ากลั่นปริมาตร 800 มิลลิลิตร ผสมให้เข้ากันจากนั้นเติมน้ ากลั่นให้ครบ 1,000 มิลลิลิตร เก็บไว้ที่
อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เมื่อต้องการน ามาใช้ให้เจือจางเป็น 1X-TBS-T โดยใช้ 5X-TBS-T ปริมาตร 
200 มิลลิลิตร ผสมกับน้ ากลั่นปริมาตร 800 มิลลิลิตร 

 
2.2 การเตรียมสารละลาย 5X running (SDS-PAGE buffer) 

 
บัฟเฟอร์ 5X running ประกอบด้วย ทริส-เบส ปริมาณ 15.1 กรัม, ไกลซีน ปริมาณ 

94 กรัม และโซเดียมโดเดคซิลซัลเฟตความเข้มข้นร้อยละ 10 ปริมาตร 50 มิลลิลิตร ละลายในน้ ากลั่น
ปริมาตร 800 มิลลิลิตร ผสมให้เข้ากันจากนั้นเติมน้ ากลั่นให้ครบ 1,000 มิลลิลิตร เก็บไว้ที่อุณหภูมิ 4 
องศาเซลเซียส เมื่อต้องการน ามาใช้ให้เจือจางเป็น 1X running buffer โดยใช้ 5X running buffer 
ปริมาตร 200 มิลลิลิตร ผสมกับน้ ากลั่นปริมาตร 800 มิลลิลิตร 

 
2.3 การเตรียมสารละลายบัฟเฟอร์ transferring (glycine transfer buffer) 

 
บัฟเฟอร์ transferring ประกอบด้วย ทริส-เบส ปริมาณ 5.8 กรัม และไกลซีน 

ปริมาณ 7.8 กรัม ละลายในน้ าลั่นปริมาตร 600 มิลลิลิตร ผสมให้เข้ากัน จากนั้นเติมเมทานอล 
ปริมาตร 200 มิลลิลิตร และเติมน้ ากลั่นให้ครบ 1,000 มิลลิลิตร เก็บไว้ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 
จนกว่าจะน ามาใช้ 

 
2.4 การเตรียมสารละลาย SDS ความเข้มข้นร้อยละ 10 โดยมวลต่อปริมาตร 

 
ชั่งโซเดียมโดเดคซิลซัลเฟต ปริมาณ 100 กรัม ละลายในน้ ากลั่นปริมาณ 1,000 

มิลลิลิตร ผสมให้เข้ากัน เก็บไว้ที่อุณหภูมิห้อง 
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2.5 การเตรียมสารละลาย APS ความเข้มข้นร้อยละ 10 โดยมวลต่อปริมาตร 
 

ชั่งแอมโมเนียมเปอร์ซัลเฟต ปริมาณ 1 กรัม ละลายในน้ ากลั่น 1,000 ไมโครลิตร 
ผสมให้เข้ากัน เก็บไว้ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส จนกว่าจะน ามาใช้ 

 
2.6 การเตรียมสารละลาย Tris-HCl ความเข้มข้น 1 โมลาร์ที ่pH 6.8 

 
ชั่ง ทริส-เบส ปริมาณ 12.114 กรัม ละลายในน้ ากลั่นปริมาตร 60 มิลลิลิตร ผสมให้

เข้ากัน จากนั้นปรับ pH ด้วยกรดไฮโดรคลอริกความเข้มข้น 1 โมลาร์ ให้ได้ pH 6.8 และเติมน้ ากลั่น
ให้ครบ 100 มิลลิลิตร และน าไปท าให้ปลอดเชื้อด้วยด้วยเครื่องนึ่งฆ่าเชื้อ (autoclave) ใช้อุณหภูมิ 
121 องศาเซลเซียส 15 ปอนด์ต่อตารางนิ้ว เป็นเวลา 20 นาที เก็บไว้ที่อุณหภูมิห้อง 
 

2.7 การเตรียมสารละลาย Tris-HCl ความเข้มข้น 1.5 โมลาร์ที ่pH 8.8 
 

ชั่ง ทริส-เบส ปริมาณ 18.171 กรัม ละลายในน้ าปริมาตร 60 มิลลิลิตร ผสมให้เข้า
กัน จากนั้นปรับ pH ด้วยกรดไฮโดรคลอริก ความเข้มข้น 1 โมลาร์ ให้ได้ pH 8.8 และเติมน้ ากลั่นให้
ครบ 100 มิลลิลิตร และน าไปท าให้ปลอดเชื้อด้วย autoclave ใช้อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส 15 
ปอนด์ต่อตารางนิ้ว เป็นเวลา 20 นาที เก็บไว้ที่อุณหภูมิห้อง 

 
2.8 การเตรียมสารละลาย Ponceau S ความเข้มข้นร้อยละ 0.25 โดยมวลต่อปริมาตร 

 
ชั่ง Ponceau S ปริมาณ 0.3 กรัม ละลายในน้ ากลั่นปริมาตร 95 มิลลิลิตร ผสมให้

เข้ากัน จากนั้นเติมกรดอะซิติกปริมาตร 5 มิลลิลิตร เก็บไว้ที่อุณหภูมิห้อง 
 
2.9 การเตรียม 4X loading buffer 

 
4X loading buffer ประกอบด้วยโซเดียมโดเดคซิลซัลเฟต ปริมาณ 4 กรัม, ไดไธ-

โอธริอิทอล ปริมาณ 3.1 กรัม, โบรโมฟีนอลบลู ปริมาณ 0.2 กรัม, เบต้าเมอเคปโตเอทานอล ปริมาตร 
3.58 มิลลิลิตร, กลีเซอรอล ปริมาตร 20 มิลลิลิตร และ ทริสไฮโดรคอลไรด์ ความเข้มข้น 1 โมลาร์ 
pH 6.8 ปริมาตร 10 มิลลิลิตร ละลายในน้ ากลั่นปริมาตร 50 มิลลิลิตร จากนั้นน าไปเขย่าโดยใช้เครื่อง

http://www.sa.sciencetech.co.th/pdf/micro-6.pdf
http://www.sa.sciencetech.co.th/pdf/micro-6.pdf
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เขย่า เป็นเวลา 1 คืน ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส จนละลายหมด แบ่งใส่หลอดและเก็บไว้ที่อุณหภูมิ 
-80 องศาเซลเซียส จนกว่าจะน ามาใช้ 

 
2.10 การเตรียมสารละลาย non-fat milk ความเข้มข้นร้อยละ 5 ใน 1X TBS-T 

 
ชั่งนมผงขาดมันเนยปริมาณ 5 กรัม ละลายใน 1X TBS-T ปริมาตร 100 มิลลิลิตร 

จนละลายหมด ควรเตรียมแล้วใช้ทันที 
 

2.11 การเตรียมสารละลาย non-fat milk ความเข้มข้นร้อยละ 1 ใน 1X TBS-T  

 
ชั่งนมผงขาดมันเนยปริมาณ 5 กรัม ละลายใน 1X TBS-T ปริมาตร 500 มิลลิลิตร 

จนละลายหมด ควรเตรียมแล้วใช้ทันที 
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ภาคผนวก ข. 
 
1. เซลล์มะเร็งเต้านมเพาะเลี้ยงชนิด MCF-7 
 

ในการศึกษาครั้งนี้ใช้เซลล์มะเร็งเต้านมเพาะเลี้ยงชนิด MCF-7 ซึ่งแสดงลักษณะและ
คุณสมบัติของเซลล์ในตารางที่ 15  
ตารางท่ี 15 ลักษณะและคุณสมบัติของเซลล์ MCF-7 

Category Biological property 
ATCC no. HTB-22TM 
Organism Homo sapiens, human 
Tissue mammary gland; breast: pleural effusion 
Cell Type Epithelial 
Morphology Epithelial 
Disease adenocarcinoma 
Applications These cells are suitable as a transfection host. 
Receptor Expression estrogen receptor, expressed 
Oncogene The cells express the WNT7B oncogene.  
Complete Growth 
Medium 

The base medium for this cell line is ATCC-formulated Eagle's 
Minimum Essential Medium, Catalog No. 30-2003. To make the 
complete growth medium, add the following components to the 
base medium: 0.01 mg/ml human recombinant insulin; fetal bovine 
serum to a final concentration of 10%.  

Cryopreservation Freeze medium: Complete growth medium supplemented with 5% 
(v/v) DMSO 
Storage temperature: liquid nitrogen vapor phase 

Culture Conditions Atmosphere: air, 95%; carbon dioxide (CO2), 5% 
Temperature: 37.0°C 

Images 
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ภาคผนวก ค. 
 
1. การค านวณค่า Zα∕2 
 

ค่า α คือ คือระดับความเสี่ยงที่จะสรุปผิด โดยสรุปว่าข้อมูลของสองประชากรนั้น มี
ความแตกต่างกัน ทั้งที่จริง ๆ แล้วไม่ได้มีความแตกต่างจนถือว่ามีนัยส าคัญ (false positive) หรือ
เรียกว่า Type I Error โดยมาตรฐานในงานวิจัยจะก าหนดระดับความเชื่อมั่นร้อยละ 95 ดังนั้นระดับ
ความเสี่ยงที่จะสรุปผิดในการทดลองจะมีค่าเท่ากับร้อยละ 5 

ในการทดลองนี้ก าหนดระดับความเชื่อมั่นร้อยละ 95 ดังนั้นจะได้ค่า α = 0.05 โดย
การทดสอบเป็นการทดสอบแบบ 2 ทาง (Two-tailed test) ซึ่งก าหนดสมมุติฐานดังนี้ 

H0 = ก้อนมะเร็งเต้านมของหนูกลุ่มที่ได้รับสารคูซูโนคินิน เท่ากับ ก้อนมะเร็งเต้านม
ของหนูกลุ่มควบคุม 

H1 = ก้อนมะเร็งเต้านมของหนูกลุ่มที่ได้รับสารคูซูโนคินิน น้อยกว่า ก้อนมะเร็งเต้า
นมของหนูกลุ่มควบคุม 

จากค่า α = 0.05 ซึ่งการทดสอบนี้เป็นแบบ 2 ทาง ดังนั้นจึงคิดเป็น α ∕2 ซึ่งเท่ากบั 
0.025  

 
 

หาค่า Zα∕2 จาก α∕2 = 0.025 สามารถหาค่าวิกฤตได้โดยน าพ้ืนที่รวมใต้กราฟ
ทั้งหมดลบด้วยค่า α∕2 จะได้ 1 – 0.025 = 0.975 จากนั้นหาค่า Z0.975 โดยการเปิดตาราง Z (รูปที่ 
34) หาค่า 0.975 จากนั้นลากแกนตั้งและแกนนอนเพ่ือหาจุดตัด จะได้ 1.9 และ 0.06 น าค่ามาบวก

กันจะได้ค่าของ Zα∕2 เท่ากับ 1.96 จากนั้นน าค่าไปแทนในสมการ 
 
 
 
 



112 
 

 
 

 
รูปที่ 34 การอ่านค่า Zα∕2 จากตารางทางสถิติ Z 
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2. การค านวณค่า Zβ   
 

ค่า β คือ ระดับความเสี่ยงที่จะสรุปข้อมูลของสองประชากรนั้น ไม่มีความแตกต่าง
กัน ทั้งที่จริง ๆ แล้วข้อมูลทั้งสองมีความแตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (false negative) หรือ
เรียกว่า Type II Error โดยค่าที่ใช้โยทั่วไปจะอยู่ที่ร้อยละ 5 ถึงร้อยละ 20 

จากการทดลองคาดว่าสาร NMU สามารถเหนี่ยวน าให้หนูขาวใหญ่เกิดก้อนมะเร็ง
เต้านมได้ร้อยละ 100 แต่ความจริงปรากฏว่าอีกร้อยละ 20 ไม่พบก้อนมะเร็ง ดังนั้นจากการทดลอง
สามารถหาค่า β ได้จาก 

Power of the test = 1 – β 
                            = 1 – 0.2 

                       = 0.8 
ดังนั้นในการทดลองครั้งนี้พบว่าสาร NMU สามารถเหนี่ยวน าให้หนูขาวใหญ่เกิด

ก้อนมะเร็งเต้านมได้ร้อยละ 80 

หาค่า Zβ หรือ Z0.2 โดยการเปิดตาราง Z (รูปที่ 35) โดยดูจากแกนนอนซึ่ง คือ ค่า
ความผิดพลาดที่จะเกิดขึ้นได้ ซึ่งในที่นี้เท่ากับ 0.2 และอ่านค่าแกนตั้งที่ ∞ ซึ่งคือค่าความผิดพลาด

สูงสุดที่ยอมรับได้ จะได้ค่า Zβ เท่ากับ 0.842 จากนั้นน าค่าไปแทนในสมการ 
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รูปที่ 35 การอ่านค่า Zβ จากตารางทางสถิติ Z 
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3. การค านวณค่า   
 

 คือ ค่าเบี่ยงเบนมาตรฐานของกลุ่มตัวอย่าง ก าหนดแทนค่า SD ในสูตรค านวณ
ตัวอย่างสัตว์ทดลอง ดังนี้ 

ก าหนด SD = 0.5 
 

𝑛 = 2 ⌊
(1.96 + 0.842)0.5

0.5
⌋

2

 

 
 n = 15.7 = 16 จะได้จ้ำนวนสัตว์ทดลองต่อกลุ่ม 16/7 = 3 ตัวต่อกลุ่ม 

 
ก าหนด SD = 1 
 

𝑛 = 2 ⌊
(1.96 + 0.842)1

0.5
⌋

2

 

 
 n = 62.72 = 63 จะได้จ้ำนวนสัตว์ทดลองต่อกลุ่ม 63/7 = 9 ตัวต่อกลุ่ม 

 
ก าหนด SD = 2 
 

𝑛 = 2 ⌊
(1.96 + 0.842)2

0.5
⌋

2

 

 
 n = 251.23 = 250 จะได้จ้ำนวนสัตว์ทดลองต่อกลุ่ม 250/7 = 35.7 = 36 ตัวต่อกลุ่ม 
 

จากการแทนค่า SD จะเห็นได้ว่าการก าหนดค่า SD เท่ากับ 1 จะสมารถค านวณ
จ านวนสัตว์ทดลองต่อกลุ่มได้เพียงพอ และอยู่ในระดับที่ยอมรับได้ ในขณะที่การก าหนดค่า SD 
เท่ากับ 0.5 หรือ 2 จะท าให้ค านวณตัวอย่างสัตว์ทดลองต่อกลุ่มไม่เพียงพอต่อการทดลอง หรือได้
จ านวนสัตว์ทดลองที่มากเกินไป แต่ทั้งนี้การก าหนดค่า SD ขึ้นอยู่กับการออกแบบการทดลอง และ
ความแปรปรวนของผลการทดลองที่ได้ในสัตว์ทดลองแต่ละตัว 
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