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บทคดัย่อภาษาไทย 

 

  มะเร็งท่อนํ้าดีเป็นมะเร็งท่ีมีความสามารถในการบุกรุกสูง  ปัจจุบนัยงัไม่มีการรักษามะเร็ง

ชนิดน้ีอยา่งมีประสิทธิภาพ    รายงานท่ีผา่นมาพบวา่มีสารสกดัจากฟองนํ้าและแบคทีเรียทะเลในอ่าว

ไทยมีฤทธ์ิในการยบัย ั้งการเพิ่มจาํนวนของเซลลม์ะเร็งหลายชนิด เช่น มะเร็งเตา้นม  และมะเร็งปาก

มดลูก  ในการศึกษาคร้ังน้ี   ทาํการศึกษาฤทธ์ิของสารสกดัจากฟองนํ้าและแบคทีเรียทะเลในอ่าวไทย

จาํนวน  ชนิด  ในการยบัย ั้งการเพิ่มจาํนวนของเซลลม์ะเร็งท่อนํ้าดี 5 ชนิด คือ KKU-100, KKU-M139, 

KKU-M156, KKU-M213  และ KKU-M214   พบวา่  สารสกดัจาํนวน  6  สาร ไดแ้ก่  CD508-SX,  

MSA2-3, MSB6-3, TA5-2, CD508-CB และ TA3-3-X  มีฤทธ์ิในการยบัย ั้งการเพิ่มจาํนวนของ

เซลลม์ะเร็งท่อนํ้าดีแบบ dose dependent   ในขณะท่ีสาร CD508-SX ไม่มีฤทธ์ิในการยบัย ั้งการเพิ่ม

จาํนวนของเซลลม์ะเร็งท่อนํ้าดี   โดยพบวา่สาร  MSA2-3 และ CD508-SB  มีฤทธ์ิในการยบัย ั้งการเพิ่ม

จาํนวนของเซลลม์ะเร็งท่อนํ้าดีในระดบัท่ีดีและปานกลาง  การท่ีเซลลม์ะเร็งท่อนํ้าดีมีความไวต่อสารท่ี

นาํมาทดสอบแตกต่างกนั  อาจเกิดเน่ืองจากเซลลม์ะเร็งท่ีนาํมาทดสอบมี  histological type  ท่ีแตกต่าง

กนั 

  อยา่งไรก็ตาม  คณะผูว้จิยัจะไดท้าํการทดสอบฤทธ์ิของสารสกดัจากฟองนํ้าและแบคทีเรีย

ทะเลในอ่าวไทยเพิ่มเติม  และศึกษากลไกในการยบัย ั้งการเพิ่มจาํนวนของเซลลม์ะเร็งท่อนํ้าดีของสาร 

MSA2-3 และ CD508-SB ต่อไป  
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ABSTRACT 

 

  Cholangiocarcinoma (CCA) is an aggressive malignancy of the biliary tract for which 

effective treatment is lacking. Natural products isolated from sponges and bacteria in Thai Gulf have 

been shown to inhibit the growth of various cancer cell lines such as breast cancer and cervical cancer. 

In this study, we investigated the growth inhibitory effect of 7 natural products isolated from sponges 

and bacteria in Thai Gulf in human CCA cell lines (KKU-100, KKU-M139, KKU-M156, KKU-M213 

and KKU-M214). We found that 6 natural products including MSA2-3, MSB6-3, TA5-2, CD508-SB, 

CD508-CB and TA3-3-X inhibited growth of CCA cell lines in a dose dependent manner, whereas 

CD508-SX did not inhibit growth of all CCA cell lines tested. The MSA2-3 and CD508-SB were 

shown to have a strong and moderate growth inhibitory effect against CCA cell lines. The difference 

in sensitivity of different CCA cell lines to these natural products may be due to the different 

histological type of CCA cell lines. 

 More natural products isolated from sponges and bacteria in Thai Gulf will be tested for 

growth inhibitory activity in CCA cell lines. Moreover, the mechanism of growth inhibitory activity 

of MSA2-3 and CD508-SB will also be determined. 
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1. บทนํา 

 

ความสําคัญและทีม่าของปัญหาทีท่าํการวจัิย  

 มะเร็งเป็นสาเหตุการตายท่ีสาํคญัในประชากรทัว่โลก  จากประมาณการใน พ.ศ. 2537  พบวา่ มี

จาํนวนผูป่้วยโรคมะเร็งมากกวา่ 18 ลา้นคน และมีผูป่้วยใหม่ประมาณ 9 ลา้นคนในทุก ๆ ปี  องคก์าร

อนามยัโลกไดค้าดการณ์ไวว้า่ในปี 2563  ทัว่โลกจะมีคนตายดว้ยโรคมะเร็งมากกวา่  11  ลา้นคน  และ

เกิดข้ึนในประเทศท่ีกาํลงัพฒันามากกวา่ 7 ลา้นคนเน่ืองจากมีปัจจยัหลายอยา่งท่ีเก่ียวขอ้งกบัการเกิด

โรคมะเร็ง  สาเหตุการเกิดมะเร็งพบวา่มีปัจจยัร่วมท่ีหลากหลายและประกอบดว้ยหลายขั้นตอน  ไดแ้ก่  

initiation, promotion  และ  progression  จากกลไกการเกิดมะเร็งท่ีเป็น  multifactorial  และ  multistep 

processes  ทาํใหก้ารรักษามีไดห้ลายวธีิตั้งแต่การป้องกนัการเกิดมะเร็งไปจนถึงการรักษา ประกอบกบั

การตรวจพบมะเร็งมกัจะเป็นระยะหลงั ๆ ประมาณการวา่ร้อยละ 70 ของผูป่้วยมะเร็งท่ีไดรั้บการวินิจฉยั

จะมีการแพร่กระจายของเซลลม์ะเร็งแลว้ ซ่ึงการรักษาแบบ  local treatment (เช่น  การผา่ตดั  หรือรังสี

รักษา)  มกัไม่ไดผ้ล  การรักษาในระยะน้ีจึงตอ้งใชย้าตา้นมะเร็งหรือยบัย ั้งการแบ่งตวัของเซลลจึ์งมกัมี

ผลต่อเซลลป์กติท่ีกาํลงัแบ่งตวัดว้ย  นอกจากน้ีเซลลม์ะเร็งบางชนิดจะมีปัญหาการด้ือยา  แมจ้ะใหก้าร

รักษาแบบ  combination therapy  ก็จะใหผ้ลไม่ดีนกั 

 มะเร็งท่อนํ้าดีเป็นมะเร็งตบัท่ีมีอุบติัการณ์สูงมากในประเทศไทย  โดยเฉพาะในภาค

ตะวนัออกเฉียงเหนือมะเร็งดงักล่าวมีอุบติัการณ์ในชายมากกวา่หญิง (1)  โดยทัว่ไปมะเร็งท่อนํ้าดีใน

ระยะเร่ิมแรกมกัไม่แสดงอาการ  ประกอบกบัในปัจจุบนัยงัไม่มีวธีิการท่ีใชใ้นการวนิิจฉยัในระยะ

เร่ิมแรก  ผูป่้วยส่วนใหญ่ท่ีเขา้รับการรักษามกัมีการดาํเนินโรคอยูใ่นระยะสุดทา้ย  ซ่ึงมะเร็งไดลุ้กลาม

เกินกวา่จะทาํการรักษาได ้ ทาํใหม้ะเร็งชนิดน้ีมีการพยากรณ์โรคท่ีไม่ดี  และมีอตัราการตายสูง  ปัจจุบนั

ยงัไม่มีการรักษามะเร็งชนิดน้ีอยา่งมีประสิทธิภาพ (2)  การรักษาส่วนใหญ่จึงเป็นลกัษณะบรรเทา 

(palliative treatment)  หรือหากรักษาโดยการผา่ตดัก็มกัพบการกลบัเป็นซํ้ าในอตัราสูง 

 ปัจจุบนัยาท่ีใชใ้นการป้องกนัและรักษาโรคมะเร็งเป็นยาแผนปัจจุบนั  ยาส่วนใหญ่ไดม้าจาก

การนาํเขา้จากต่างประเทศ  การผลิตยาแผนปัจจุบนัในประเทศเองก็มกัใชว้ตัถุดิบจากต่างประเทศซ่ึงมี

ราคาแพงทาํใหส้ิ้นเปลืองค่าใชจ่้ายเป็นจาํนวนมาก นอกจากน้ี การรักษาโรคมะเร็งโดยการใหย้ารักษา

มะเร็งในปัจจุบนั ยงัคงมีขอ้จาํกดั  เช่น ปัญหาการด้ือยา (drug resistance)  ผลขา้งเคียงของยาท่ีเกิด

ข้ึนกบัผูป่้วย (side effect)  เป็นตน้ ดงันั้นการพยายามนาํเอาสารสกดัจากธรรมชาติซ่ึงเป็นทรัพยากรหรือ

วตัถุดิบท่ีมีราคาไม่สูงมากนกัมาศึกษาฤทธ์ิยบัย ั้งการเพิ่มจาํนวนของเซลลม์ะเร็ง  เพื่อนาํไปสู่การผลิต

เป็นยารักษาโรคแผนปัจจุบนั และนาํมาประยกุตใ์ชร่้วมกบัยารักษาโรคแผนปัจจุบนั  จึงเป็นแนวทาง
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หน่ึงท่ีจะใหผู้ป่้วยมีชีวติท่ียืนยาว  และมีคุณภาพชีวติท่ีดีข้ึน  โดยการรักษาดว้ยยาท่ีมีค่าใชจ่้ายไม่สูง

เกินไป  และช่วยทาํใหก้ารนาํสารสกดัจากธรรมชาติมาประยกุตใ์ชใ้นการป้องกนัรักษาโรคมะเร็งตาม

แนวทางการรักษาแผนปัจจุบนัแพร่หลายมากยิง่ข้ึน 

วตัถุประสงค์ของโครงการวจิยั 

 1. เพื่อทดสอบฤทธ์ิยบัย ั้งการเพิ่มจาํนวนของเซลลม์ะเร็งของสารสกดัหยาบและสารสกดั

บริสุทธ์ิจากจุลชีพทะเลท่ีคดัแยกไดจ้ากน่านนํ้าไทย   

 2. เพื่อศึกษากลไกการตายของเซลลเ์บ้ืองตน้ท่ีถูกชกันาํ โดยสารสกดับริสุทธ์ิจากจุลชีพ

ทะเลท่ีคดัแยกไดจ้ากน่านนํ้าไทย โดยทาํ  apoptosis assay  ใชว้ธีิ  ethidium bromide/acridine orange 

(EB/AO) staining และ DNA fragmentation assay 

 3. เพื่อศึกษากลไกในระดบัโมเลกุลของการเกิด  apoptosis  ของเซลลม์ะเร็งโดยตรวจดู

การแสดงออกของโปรตีน Bcl-2, Survivin, Bax, Caspase-9, Caspase-3 และ AIF โดยวธีิ Western 

blotting 

 

ขอบเขตของโครงการวจิยั 

 

 การศึกษาคร้ังน้ีเป็นการศึกษาฤทธ์ิของสารสกัดหยาบและสารบริสุทธ์ิจากจุลชีพทะเลซ่ึง

ประกอบดว้ย 

(1) สารสกัดท่ีผ่านการทดสอบแล้วว่ามีฤทธ์ิทางชีวภาพท่ีได้จากชายฝ่ังทะเลอ่าวไทยฝ่ัง

ตะวนัออก 

(2) สารสกดัใหม่ท่ีไดจ้ากชายฝ่ังทะเลอ่าวไทยฝ่ังตะวนัตก 

 การศึกษาคร้ังน้ีเป็นการศึกษาฤทธ์ิยบัย ั้งการเจริญเติบโตของเซลล์มะเร็งท่อนํ้ าดี 5 ชนิด ไดแ้ก่ 

KKU-100, KKU-M139, KKU-M156, KKU-M213  และ KKU-M214   ของสารสกดัหยาบจาํนวน 30 

ตวัอยา่งและสารบริสุทธ์ิจาํนวน 10 ตวัอยา่งจากจุลชีพทะเลท่ีคดัแยกไดจ้ากน่านนํ้ าไทย  จากนั้นนาํสาร

บริสุทธ์ิท่ีมีฤทธ์ิดีจาํนวน 4 ตวัอยา่งมาศึกษากลไกเบ้ืองตน้ในการออกฤทธ์ิโดยทาํการทดสอบดว้ยวิธี 

apoptosis assay  และศึกษาฤทธ์ิต่อการแสดงออกของโปรตีน Bcl-2, Bax, Survivin, Caspase-9, 

Activated-caspase-9, Caspase-3, Activated-caspase-3, AIF และ beta-actin โดยวธีิ Western blotting     

(3) คดัเลือกสารประกอบตั้งตน้ ท่ีมีฤทธ์ิท่ีน่าสนใจเพื่อนาํไปวิจยัและพฒันาต่อโดยเครือข่าย

การวจิยั ศูนยค์วามเป็นเลิศดา้นนวตักรรมเคมี 
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ประโยชน์ที่คาดว่าจะได้รับจากการวจิยั 

 

 1.  ทราบถึงสารสกดัหยาบและสารบริสุทธ์ิจากจุลชีพทะเลท่ีแยกไดจ้ากน่านนํ้ าไทยท่ีมีฤทธ์ิ

ยบัย ั้งการเพิ่มจาํนวนของเซลลม์ะเร็งท่อนํ้าดี 

 2.  ทราบถึงกลไกการออกฤทธ์ิเบ้ืองตน้ของสารบริสุทธ์ิจากจุลชีพทะเลท่ีแยกไดจ้ากน่านนํ้ า

ไทยต่อเซลลม์ะเร็งท่อนํ้าดี 

 3.  ทราบถึงกลไกในระดบัโมเลกุลของสารจากจุลชีพทะเลท่ีแยกไดจ้ากน่านนํ้ าไทยต่อการ

แสดงออกของโปรตีนท่ีควบคุมกระบวนการ apoptosis 

 4.  จากขอ้มูลท่ีไดส้ามารถนาํมาใชเ้ป็นขอ้มูลพื้นฐานเพื่อทาํการทดลองในสัตวท์ดลองและใน

การพฒันาเป็นยาตา้นมะเร็งต่อไป 

 5.  เผยแพร่ในวารสารระดบันานาชาติ 
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2. การทบทวนวรรณกรรม/สารสนเทศที่เกีย่วข้อง 

 

 ในประเทศไทย  มะเร็งท่อนํ้าดีเป็นมะเร็งตบัท่ีมีอุบติัการณ์สูงมาก  โดยเฉพาะในภาค

ตะวนัออกเฉียงเหนือ มะเร็งดงักล่าวมีอุบติัการณ์ในชายมากกวา่หญิง (1)  โดยทัว่ไปมะเร็งท่อนํ้าดีใน

ระยะเร่ิมแรกมกัไม่แสดงอาการ  ประกอบกบัในปัจจุบนัยงัไม่มีวธีิการท่ีใชใ้นการวนิิจฉยัในระยะ

เร่ิมแรก  ผูป่้วยส่วนใหญ่ท่ีเขา้รับการรักษามกัมีการดาํเนินโรคอยูใ่นระยะสุดทา้ย  ซ่ึงมะเร็งไดลุ้กลาม

เกินกวา่จะทาํการรักษาไดท้าํใหม้ะเร็งชนิดน้ีมีการพยากรณ์โรคท่ีไม่ดี  และมีอตัราการตายสูง  ปัจจุบนั

ยงัไม่มีการรักษามะเร็งชนิดน้ีอยา่งมีประสิทธิภาพ (2)  การรักษาส่วนใหญ่จึงเป็นลกัษณะบรรเทา 

(palliative treatment)  หรือหากรักษาโดยการผา่ตดัก็มกัพบการกลบัเป็นซํ้ าในอตัราสูง 

 ปัจจุบนัยาท่ีใชใ้นการป้องกนัและรักษาโรคมะเร็งเป็นยาแผนปัจจุบนั  ยาส่วนใหญ่ไดม้าจาก

การนาํเขา้จากต่างประเทศ  การผลิตยาแผนปัจจุบนัในประเทศเองก็มกัใชว้ตัถุดิบจากต่างประเทศซ่ึงมี

ราคาแพงทาํใหส้ิ้นเปลืองค่าใชจ่้ายเป็นจาํนวนมาก นอกจากน้ี การรักษาโรคมะเร็งโดยการใหย้ารักษา

มะเร็งในปัจจุบนั ยงัคงมีขอ้จาํกดั  เช่น ปัญหาการด้ือยา (drug resistance)  ผลขา้งเคียงของยาท่ีเกิด

ข้ึนกบัผูป่้วย (side effect)  เป็นตน้ ดงันั้นการพยายามนาํเอาสารสกดัจากธรรมชาติซ่ึงเป็นทรัพยากรหรือ

วตัถุดิบท่ีมีราคาไม่สูงมากนกัมาศึกษาฤทธ์ิยบัย ั้งการเพิ่มจาํนวนของเซลลม์ะเร็ง  เพื่อนาํไปสู่การผลิต

เป็นยารักษาโรคแผนปัจจุบนั และนาํมาประยกุตใ์ชร่้วมกบัยารักษาโรคแผนปัจจุบนั  จึงเป็นแนวทาง

หน่ึงท่ีจะใหผู้ป่้วยมีชีวติท่ียืนยาว  และมีคุณภาพชีวติท่ีดีข้ึน  โดยการรักษาดว้ยยาท่ีมีค่าใชจ่้ายไม่สูง

เกินไป  และช่วยทาํใหก้ารนาํสารสกดัจากธรรมชาติมาประยกุตใ์ชใ้นการป้องกนัรักษาโรคมะเร็งตาม

แนวทางการรักษาแผนปัจจุบนัแพร่หลายมากยิง่ข้ึน 

 พืชเป็นแหล่งของยารักษาโรคท่ีสาํคญัของมนุษยม์าเป็นเวลายาวนาน องคก์ารอนามยัโลก 

(World Health Organization) ประมาณการวา่ประมาณร้อยละ 80 ของประชากรโลกใชส้มุนไพร

พื้นบา้นโดยเฉพาะสารสกดัจากพืชในการรักษาการเจบ็ป่วยเบ้ืองตน้ ยิง่ไปกวา่นั้นยาแผนปัจจุบนัของ

ประเทศตะวนัตกหลายชนิดรวมทั้งยารักษามะเร็ง ก็มีแหล่งกาํเนิดมาจากสารสกดัจากพืช (3) ปัจจุบนัน้ี

พืชสมุนไพรกาํลงัไดรั้บความสนใจในการนาํมาศึกษาวจิยัเพื่อทาํเป็นยารักษาโรคต่างๆ รวมทั้ง

โรคมะเร็ง เน่ืองจากในพืชสมุนไพรมีสารสาํคญัในการออกฤทธ์ิหลายชนิด บางชนิดสามารถออกฤทธ์ิ

ไดก้วา้ง และมีรายงานวา่มีศกัยภาพป้องกนัหรือรักษาโรคมะเร็ง เช่น phenolic compounds, alkaloids, 

flavonoids, terpenoids, carotenoids, curcumin เป็นตน้  นอกจากน้ียงัมีการรายงานขอ้มูลยนืยนัถึงความ

พยายามท่ีจะคน้หาสารหรือยาจากพืช เพื่อใชใ้นการรักษาโรคมะเร็ง โดยพบวา่สารหลายตวัอยูใ่น

ระหวา่งการศึกษาระดบัคลินิก และหลายตวัถูกผลิตเป็นยาแผนปัจจุบนัและใชเ้ป็นยารักษามะเร็งอยา่ง
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แพร่หลายในปัจจุบนั เช่น vinblastin, vincristine, podophyllotoxin, camptothecin, และ paclitaxel เป็น

ตน้ (4) 

 

 Zhu และคณะ (23007) ไดท้าํการวจิยัใน5การคดัเลือกและ5ศึกษาคุณสมบติัของแบคทีเรียนํ้าเคม็กบั

กิจกรรมตา้นเช้ือแบคทีเรียและความเป็นพิษต่อเซลล ์ และความเก่ียวขอ้งของการดาํรงอยูข่อง5ยนี5ส์ 5PKS 

I 5และ5 5NRPS 5ใน5สายพนัธ์ุท่ีออกฤทธ์ิทางชีวภาพ โดยคดักรองแบคทีเรียทะเล ซ่ึงไดรั้บการคดัแยกออก

จากส่ิงมีชีวติ ตะกอนอินทรียแ์ละนํ้าทะเลในพื้นท่ีชายฝ่ังทะเลของจีน พบวา่มี 5425 5ไอโซเลต5มีฤทธ์ิตา้น

จุลชีพและ 12 5ไอโซเลต5มีฤทธ์ิยบัย ั้งเซลลม์ะเร็ง 5การวเิคราะห์สายววิฒันาการ5ระดบัโมเลกุลของเช้ือ

แบคทีเรียทางทะเลท่ีมีพิษอยูบ่นพื้นฐานของ 516S 5rRNA 5ลาํดบั5ช้ีใหเ้ห็นวา่พวกเขาอยูใ่นจาํพวก 

5Aerococcus, 5Agrobacterium, 5Alteromona, 5Bacillus, 5Exiguobacterium, 5Paracoccus, 5Pseudoalteromons, 

5Rheinheimera 5นอกจากน้ี5แบคทีเรียทะเลท่ีมีฤทธ์ิยบัย ั้งเซลลม์ะเร็งถูกคดัเลือกยงั 5PKS I และยนี 5NRPS 5

ซ่ึงอาจจะส่วน5ในการชีวสังเคราะห์สารทุติยภูมิ ออกฤทธ์ิทางชีวภาพการ, 4 5สายพนัธ์ุท่ี5มี 5KS 5โดเมน5

หรือโดเมนท่ีไดรั้บซ่ึงใหห้ลกัฐานท่ีแบคทีเรียทางทะเลทีมีฤทธ์ิทางชีวภาพสามารถผลิตผลิตภณัฑ์

ธรรมชาติท่ีผา่นวถีิ 5PKS 5และ5 5NRPS 

 Dechsakulwatana, และคณะ ( 2007) ไดแ้สดงผลใหเ้ห็นถึงศกัยภาพของการสร้างนวตักรรม

ทางเคมีผลิตภณัฑธรรมชาติของทรัพยากรชีวภาพโดยเฉพาะอยา่งยิง่ ฟองนํ้า และแบคทีเรียทะเลในอ่าว

ไทย ไดพ้บสารสกดัจากฟองนํ้าและแบคทีเรียท่ีอาศยัอยูแ่สดงฤทธ์ิยบัย ั้งเซลลม์ะเร็งหลายชนิด เช่น 

มะเร็งเตา้นม มะเร็งปากมดลูก นอกจากน้ี  Kijjoa และคณะ (2007) ไดร้ายงานถึงศกัยภาพของ

สารประกอบท่ีสกดัจากฟองนํ้าจากอ่าวไทยแสดงประสิทธิภาพในการยบัย ั้ง เซลลม์ะเร็งไดดี้ และเม่ือ

เร็วๆ น้ี  Watanadilok., R. และคณะ( 2007) คน้พบฟองนํ้า 2 ชนิดท่ีเก็บจากอ่าวไทยแสดงฤทธ์ิในการ

ยบัย ั้งเช้ือรา และจุลินทรียอ่ื์นไดดี้เช่นกนั นอกจากน้ี Wimolpun Rungprom และคณะ (in press) ได้

รายงานถึงการคน้พบสารไซคลิกเปปไตด ์ชนิดใหม่ท่ีสกดัไดจ้ากแบคทีเรียทะเล Pseudoalteromonas sp. 

ท่ีคดัแยกจากฟองนํ้า Halisarca ectofibrosa  ท่ีเก็บจากอ่าวไทยเช่นกนั คณะผูว้จิยัจึงเห็นวา่ควรท่ีมีการ

สนบัสนุนใหมี้การศึกษาอยา่งต่อเน่ือง เพื่อการวจิยัและพฒันาต่อยอดการวจิยัอยา่งต่อเน่ือง  
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3. วธีิการดาํเนินการวจิยั 

 

วธีิการดําเนินการวจัิย และสถานทีท่าํการทดลอง/เกบ็ข้อมูล 

 1.  เซลล์มะเร็ง 

 เซลลม์ะเร็งท่ีใชใ้นการศึกษาคร้ังน้ีเป็นเซลลม์ะเร็งท่อนํ้าดี 5 ชนิด ไดแ้ก่ KKU-100 

(poorly-differentiated adenocarcinoma), KKU-M139 (squamous carcinoma), KKU-M156 

(moderately-differentiated adenocarcinoma), KKU-M213 (adenosquamous carcinoma), และ KKU-

M214 (moderately-differentiated adenocarcinoma) เซลล์มะเร็งท่อนํ้ าดีทั้ง 5 ชนิด เป็นเซลล์ท่ี establish 

ข้ึนท่ีหน่วยปฏิบติัการวจิยัพยาธิวทิยา คณะแพทยศาสตร์ มหาวทิยาลยัขอนแก่น 

 การเพาะเล้ียงเซลล์มะเร็งทั้ง 5 ชนิด เพาะเล้ียงใน Dulbecco’s minimum essential medium/F-12 

(Ham) ใส่ 10 % heat-inactivated fetal bovine serum, 2mM-glutamine, 100 IU Penicillin, 100 µg 

streptomycin เซลล์ทุกชนิดเล้ียงในตูอ้บท่ีอุณหภูมิ 37๐ซ ภายใตบ้รรยากาศ 5 % CO2 ทาํการเปล่ียน 

media สัปดาห์ละ 2 คร้ัง 

 2.  สารสกดัและการเตรียมสารละลายสารสกดั 

 สารสกดัหยาบและสารบริสุทธ์ิจากจุลชีพทะเลท่ีแยกไดจ้ากน่านนํ้าไทยไดจ้ากโครงการยอ่ยท่ี 3 

เร่ือง “จุลชีพท่ีอาศยัอยูก่บัฟองนํ้ า แหล่งใหม่ของสารออกฤทธ์ิทางชีวภาพและผลิตภณัฑ์เสริมอาหาร 

ระยะท่ี 2”   

 2.1 เล้ียงเช้ือสายพนัธ์ุท่ีมีฤทธ์ิในการต่อตา้นเช้ือแบคทีเรียท่ีกาํหนดใน modified Zobell  agar 

slant บ่มเช้ือท่ีอุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส นาน 24 ชัว่โมง 

 2.2 ทาํการถ่ายเช้ือลงใน modified Zobell  broth บ่มเช้ือท่ีอุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 

ชัว่โมง ภายใตก้ารเขยา่ในแนวราบ (100 รอบต่อนาที) 

 2.3 ทาํการถ่ายเช้ือท่ีไดจ้ากขอ้ 2 ใส่ลงในอาหารเล้ียงเช้ือ ซ่ึงบรรจุฟลาสคล์ะ 1 ลิตร จาํนวน 1 – 

10  ลิตร บ่มเช้ือท่ีอุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส ภายใตก้ารเขยา่ในแนวราบ (100 รอบต่อนาที) โดยจะใชท้าํ

การทดลองเม่ือครบเวลาเท่ากบัท่ีเช้ือออกฤทธ์ิในการต่อตา้นเช้ือแบคทีเรียท่ีกาํหนด 

 2.4 นาํไปป่ันเหวีย่งดว้ยเคร่ือง High Speed Refrigerated Centrifuge ดว้ยความเร็วรอบ 8000 รอบ

ต่อนาที เป็นเวลา 10 นาที ท่ีอุณหภูมิ 15 องศาเซลเซียส 

หลงัจากผา่นการป่ันเหวีย่งแลว้จะแยกออกเป็นสองส่วน ดงัน้ี 
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2.5  ส่วนเซลล์ของแบคทเีรีย 

2.5.1 นาํส่วนของเซลลแ์บคทีเรียท่ีไดม้าลา้งดว้ย Normal saline 0.85% 

2.5.2 ทาํการป่ันเหวีย่งเช่นเดียวกบัขอ้ 3.4 ในแต่ละหลอดท่ีใชป่ั้นแยกเซลลโ์ดยนาํส่วนท่ีชะ

ไดท้ั้งหมดใส่ลงในหลอด ท่ีใชใ้นการป่ันเหวีย่งหลอดใหม่ท่ีชัง่นํ้าหนกั และบนัทึกไวแ้ลว้ 

2.5.3 แยกส่วน supernatant ทิ้งไปคงเหลือแต่ส่วนของเซลล ์ และนาํไปชัง่นํ้าหนกัทั้งหมด 

แลว้คาํนวณหานํ้าหนกัของเซลล ์ 

2.5.4 ทาํการสกดัส่วนของเซลลด์ว้ยสารละลาย ผสม คลอโรฟอร์ม และเมทธานอล (CHCl3 : 

MeOH = 1 : 2) ประมาณ 100-300  มิลลิลิตร  โดยทาํการชะตะกอนเซลลใ์หห้ลุดออกจากกนั 

แลว้นาํไปผา่นการทาํให้เซลลแ์ตกดว้ยเคร่ือง Ultrazonic นาน 10 นาที  

2.5.5 ทาํการป่ันเหวีย่งเช่นเดียวกบัขอ้ 6.2.4 ความเร็วรอบ 5000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 10 

นาที ท่ีอุณหภูมิ 15 องศาเซลเซียส นาํส่วนของตะกอนเซลลท่ี์ไดม้าทาํเช่นเดียวกบัขอ้ 2.5.1 

ถึงขอ้ 2.5.6 อีก 2 คร้ัง  

2.5.6 นาํส่วนใสท่ีได(้CHCl3 : MeOH extract) แต่ละคร้ัง ใส่ฟลาสคส์าํหรับ evaporate โดย

ต่อเขา้กบัเคร่ือง rotary vacumm evaporator แลว้ทาํการชัง่นํ้าหนกัสารสกดัหยาบท่ีเหลือ

สุดทา้ย(residues) เพื่อนาํไปทดสอบต่อไป 

2.6 ส่วนของอาหารเลีย้งเช้ือ (supernatant) 

2.6.1 นาํส่วนของอาหารเล้ียงเช้ือท่ีไดม้าสกดัดว้ย  ethyl acetate ในอตัราส่วน 4 : 1 

พร้อมทั้งเขยา่จนสารละลายเขา้กนั แลว้ตั้งทิ้งไวจ้นแยกชั้นของ ethyl acetate และนํ้า 

โดยส่วนชั้นบนจะเป็นส่วนสารท่ีสามารถละลายไดใ้น ethyl acetate ซ่ึงจะนาํมาระเหย

ใหแ้หง้โดยใชฟ้ลาสคส์าํหรับ evaporate ดว้ยเคร่ือง rotary vacumm evaporator  

2.6.2 ส่วนชั้นล่างจะเป็นส่วนท่ีมีสารสกดัท่ีละลายไดดี้ในนํ้าจะนาํมาใส่ ethyl acetate 

ในอตัราส่วน 4 : 1 ประมาณ พร้อมทั้งเขยา่จนสารละลายเขา้กนั แลว้ตั้งทิ้งไวจ้นแยก

ชั้น  

2.6.3 ทาํเช่นน้ีจนครบ 3 คร้ัง แลว้เอาส่วนของนํ้าท่ีไดสุ้ดทา้ยไปทาํใหแ้หง้ และชัง่

นํ้าหนกัก่อน และหลงัทาํการทดลองทุกคร้ัง แลว้ทาํการชัง่นํ้าหนกัสารสกดัหยาบท่ี

เหลือสุดทา้ย(residues) เพื่อนาํไปทดสอบต่อไป 

  

จากนั้นนาํสารสกดัมาละลายดว้ยตวัทาํละลายท่ีเหมาะสม  แลว้นาํมาทาํให้ปราศจากเช้ือโดยกรอง

ผา่น millipore filter membrane ขนาด 0.45 µm  นาํสารละลายท่ีไดม้าทาํการเจือจางให้ไดค้วามเขม้ขน้
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ในขนาดต่าง ๆ กนั เพื่อใชใ้นการทดสอบฤทธ์ิต่อเซลล์มะเร็งชนิดต่าง ๆ เทียบกบั vehicle และสาร

มาตรฐานต่อไป 

 

 3.  Apoptosis assay 

 เลือกสารสกดัท่ีมีฤทธ์ิความเป็นพิษต่อเซลล์มะเร็งในระดบัท่ีดี มาทาํการตรวจสอบกลไกการ

ตายของเซลล์วา่เกิดจากกระบวนการ apoptosis หรือไม่  โดยวิธี ethidium bromide/acridine orange 

(EB/AO) staining และ DNA fragmentation 

  3.1  Ethidium bromide/acridine orange (EB/AO) staining 

  การศึกษากลไกการเกิด apoptosis โดยการดู nuclear morphology ดว้ยวธีิ EB/AO 

staining  ทาํโดยเล้ียงเซลล ์1 x 104 เซลล ์/ หลุม  ใน 96-well culture plate   นาํไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 37oซ ใน 

CO2-incubator เป็นเวลา 24 ชัว่โมง    แลว้เติมสารบริสุทธ์ิท่ีมีความเขม้ขน้ท่ีทาํใหเ้กิด 100 % 

cytotoxicity  ลงไป    และใช ้RPMI 1640 ท่ีมี 0.1%DMSO เป็น vehicle control    นาํไปบ่มท่ี 37๐ซ ใน 

CO2-incubator นาน 48 ชัว่โมง   แลว้ทาํการยอ้มเซลลด์ว้ย ethidium bromide/acridine orange   จากนั้น

นาํมาตรวจสอบ nuclear morphology  โดยใชก้ลอ้ง Nikon fluorescent microscope    เซลลท่ี์เกิด 

apoptosis จะมีนิวเคลียสท่ีมี condensed chromatin  และพบ fragmented apoptotic nuclei    ทาํการนบั

เซลลท่ี์เกิด apoptosis จากเซลลท์ั้งหมด 500 เซลล ์    แลว้นาํค่าท่ีไดม้าคาํนวณหาค่าเปอร์เซ็นตก์ารเกิด 

apoptosis   และคาํนวณหาค่า  mean ± SEM  ของการทดลอง  3  คร้ัง ต่อไป  

  3.2  DNA fragmentation 

  การตรวจสอบ DNA fragmentation จะทาํการวเิคราะห์โดยการทาํ agarose gel 

electrophoresis ใชว้ิธีของ Sambrook และ Russell (2001) (8) ทาํโดยเล้ียงเซลล์ 2-3 x 106 เซลล์ใน 25 

cm2 culture flask เป็นเวลา 24 ชัว่โมง แลว้ใส่สารสกดัจากจุลชีพทะเลท่ีแยกไดจ้ากน่านนํ้ าไทยท่ีมีความ

เขม้ขน้ท่ีทาํให้เกิด 100 % cytotoxicity นาํไปบ่มท่ี 37๐ซ ใน CO2-incubator นาน 48 ชัว่โมง  จากนั้นทาํ

การเก็บเซลลล์า้ง  ใส่ lysis buffer ลงในตะกอนเซลล์  ทาํการสกดั DNA ดว้ย phenol-chloroform-

isoamyl alcohol (25 : 24 : 1)  นาํตะกอน DNA มาละลายดว้ย TE buffer เติม Rnase นาํไปบ่มท่ี 37๐ซ 

นาน 1 ชัว่โมง  นาํ DNA ท่ีสกดัไดม้าทาํ electrophoresis ใน 2 % agarose gel ท่ี 80 โวลท ์ นาน 1.5 

ชัว่โมง นาํมายอ้มดว้ย ethidium bromide แล้วตรวจดู DNA fragmentation ภายใต ้ UV light 

transilluminator (Fotodyne, USA) 

 4.  การตรวจวดัการแสดงออกของโปรตีน Bcl-2, Bax, Survivin, Caspase-9, Activated-

caspase-9,  Caspase-3, Activated–caspase-3, AIF, และ beta-actin โดยวธีิ Western blotting  

 นาํเซลลท่ี์ผา่นการ treat ดว้ยสารสกดัมาทาํการยอ่ยเซลลโ์ดยใช ้lysis buffer (10 mM Tris-HCl, 

pH 7.4, 150 mM NaCl, 1% Triton X-100, 1mM EDTA, 1 mM EGTA, 0.3 mM phenyl methyl sulfonyl 
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fluoride, 0.2 mM sodium orthovanadate, 0.5% NP-40, 5 U/ml aprotinin) เป็นเวลา 20 นาที  จากนั้นนาํ 

cell lysates มาป่ันเหวีย่งท่ี 4oC  เป็นเวลา 30 นาที ทาํการคาํนวณปริมาณโปรตีนโดยใชว้ธีิ Lowry-

method ในขั้นตอนต่อไปนาํโปรตีนปริมาณ 70-100 µg มาทาํการ denature โดยใชว้ธีิ SDS-PAGE 

จากนั้นนาํโปรตีนท่ีถูกแยกแลว้มา transfer ลงใน nitrocellulose membrane และทาํการ block membrane 

ดว้ย 5% non-fat milk powder (w/v) ใน TBS (10 mM Tris, 100 mM NaCl, 0.1% Tween 20) เป็นเวลา 1 

ชัว่โมงท่ีอุณหภูมิห้อง หรือทิ้งไวข้า้มคืนท่ี 4oC ต่อจากนั้น membrane จะถูก probe ดว้ย antibody ต่อ 

Bcl-2, Bax, Survivin, Caspase-9, Activated-caspase-9,  Caspase-3, Activated–caspase-3, AIF, และ 

beta-actin และต่อมาทาํการ probe ดว้ย peroxidase-conjugated secondary antibody และในขั้นตอน

สุดทา้ยทาํการตรวจวดัผลโดยใช ้ECL detection system (10)  

 5.  Statistical analysis    

ทาํการทดสอบความแตกต่างทางสถิติดว้ย Student t test ของค่า mean ± SEM  ของการทดลอง

ท่ีทาํซํ้ าอยา่งนอ้ย  3  คร้ัง 

 

สถานทีท่าํการทดลอง/และเกบ็ข้อมูล  

ภาควชิาจุลชีววทิยา   ภาควชิาพยาธิวทิยา   คณะแพทยศาสตร์   มหาวทิยาลยัขอนแก่น 
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ระยะเวลาทาํการวิจัย และแผนการดําเนินงานตลอดโครงการวิจัย (ให้ระบุข้ันตอนอย่างละเอยีด) 

ระยะเวลา  2  ปี 

กิจกรรม ระยะเวลา (เดือน) 

2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 

1. ศึกษาฤทธ์ิยบัย ั้งการเพ่ิมจาํนวนของ

เซลลม์ะเร็งท่อนํ้าดีโดยสารสกดัหยาบและสาร

บริสุทธ์ิ 

            

2.  ศึกษากลไกการออกฤทธ์ิเบ้ืองตน้ของสาร

บริสุทธ์ิ (apoptotic assay) EB/AO staining, 

DNA fragmentation 

            

4.  ศึกษาฤทธ์ิต่อการแสดงออกของโปรตีน 

Bcl-2, Bax, survivin, AIF, caspase-9, 

Activated-caspase-9, caspase-3, Activated-

caspase-3, beta-actin โดยวิธี Western blotting 

            

5.  รวบรวมและวิเคราะห์ขอ้มูล             

6.  สรุปผลและจดัทาํรายงานการวิจยั             
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4.  ผลการวจิยั 

 

ผลจากการทดสอบสารสกัดหยาบจากเชื้อ Pseudoalteromonas sp. (CDB 22-2)  ใน
เซลลมะเร็ง 6 ชนิด  ไดแก P-388, KB, Col-2, MCF-7, Lu-1 และ ASK  จากการทดสอบฤทธิ์ยับยั้ง
การเพ่ิมจํานวนของเซลลมะเร็ง   พบวา  สารสกัด CDB 22-2 มีฤทธิ์ในการยับยั้งการเพ่ิมจํานวนของ
เซลลมะเร็งท้ัง 6 ชนิด ในระดับท่ีดีมาก โดยใหคา IC50 ในชวง <4 ถึง 10 ดังแสดงในตารางท่ี 1  
 
 

ตารางท่ี 1  คา IC50 ของสารสกัด CDB 22-2 ในเซลลมะเร็ง 6 ชนิด  ไดแก P-388, KB, Col-2, MCF-7, 
Lu-1 และ ASK  คา  IC50  ผลท่ีแสดงเปนคา  mean (ทําการทดลอง  3  ครั้ง) 

 

 สารสกัด  เชื้อแบคทีเรีย 
IC50 values (μg/ml) 

P-388 KB Col-2 MCF-7 Lu-1 ASK 
CDB 22-2 Pseudoalteromonas sp. <4 <4 7.0 <4 <4   10.0  

 
 
  จากนั้นไดนําสารสกัด CDB 22-2 มาแยกสารบริสุทธิ์ไดเปนสาร Violacein  ไดทําการ

ทดสอบสาร Violacein ในเซลลมะเร็งทอน้ําดี 2 ชนิด  ไดแก KKU-100 และ KKU-M156  จาก
การทดสอบฤทธิ์ยับยั้งการเพ่ิมจํานวนของเซลลมะเร็ง   พบวา  สาร Violacein  มีฤทธิ์ในการ
ยับยั้งการเพ่ิมจํานวนของเซลลมะเร็งท้ัง 2 ชนิด ในระดับท่ีดีมาก โดยใหคา IC50 เปน  21.5 ± 
0.5 µg/ml ใน KKU-100  และ  1.99 ± 0.22 µg/ml ใน KKU-M156  ดังแสดงในรูปท่ี 1  
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  ทําการทดสอบกลไกในการยับยั้งการเพ่ิมจํานวนของเซลลมะเร็งทอน้ําดีโดยการใช flow 

cytometric analysis   พบวาสาร สาร Violacein ชักนําใหเซลลตายแบบ apoptosis ท้ังแบบ 
dose- และ time-dependent manner   โดยพบวา ในเซลล KKU-100 ปริมาณเซลลท่ีเกิด 
apoptosis จะเพ่ิมข้ึนอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ จาก 0.40 (ใน control) เปน 4.10 (เม่ือ treat 
ดวยสาร 16 µg/ml)    และเม่ือ treat ดวยสารท่ีความเขมขน 16 µg/ml ท่ีเวลา 24, 48 และ 
72 ชั่วโมง  พบวา ปริมาณเซลลท่ีเกิด apoptosis จะเพ่ิมข้ึนอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ จาก 4.10 
(ท่ี 24 ชั่วโมง) เปน 12.25 (ท่ี 72 ชั่วโมง)  ดังแสดงในรูปท่ี 2 และตารางท่ี 2  

 
 
 
 
   Control      24h                                    48h                                      72h 

KKU-100 

KKU-100 

KKU-M156 

รูปท่ี 1  ฤทธิ์ยับยั้งการเพ่ิมจํานวนของเซลลมะเร็งทอน้ําดี KKU-100 และ KKU-M156 ของ
สารสกัด Violacein จากแบคทีเรีย CDB 22-2  ตรวจปริมาณเซลลท่ีมีชีวิตโดย SRB 
assay  คาแสดงในรูปเปนคา  mean ± SEM  ท่ีไดจากการทดลอง 3 ครั้ง 
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  16µg/ml      24h                                 48h                                 72h 

4µg/ml      24h                                  48h                                    72h 

8µg/ml      24h                                  48h                                    72h 

รูปท่ี 2  ฤทธิช์ักนําใหเซลลตายแบบ apoptosis ในเซลลมะเร็งทอน้ําดี KKU-100 ของสาร 
Violacein ท่ีสกัดจากแบคทีเรีย CDB 22-2   ตรวจปริมาณ apoptotic cell โดยใชวิธ ีFlow 
cytometric analysis  รูปท่ีแสดงเปนรูปตัวแทนจากการทดลอง 2 ครั้ง ซ่ึงใหผลใกลเคียงกัน 
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รูปท่ี 2(ตอ)  ฤทธิ์ชักนําใหเซลลตายแบบ apoptosis ในเซลลมะเร็งทอน้ําดี KKU-100 ของสาร 

Violacein ท่ีสกัดจากแบคทีเรีย CDB 22-2   ตรวจปริมาณ apoptotic cell โดยใชวธิี Flow 
cytometric analysis  รูปท่ีแสดงเปนรูปตัวแทนจากการทดลอง 2 ครั้ง ซ่ึงใหผลใกลเคียงกัน 

 
 
 
 
ตารางท่ี 2 ปริมาณเซลลท่ีตายแบบ apoptosis ในเซลลมะเร็งทอน้ําดี KKU-100 ท่ี treat ดวยสาร 

Violaceinจากแบคทีเรีย CDB 22-2  ตรวจปริมาณ apoptotic cell โดยใชวธิี Flow 
cytometric analysis  ผลท่ีแสดงเปนคา  mean (จากการทดลอง  2  ครั้ง) (เซลลใน sub G1 
คือเซลลท่ีตายแบบ apoptosis) 

 
ความเขมขน
ของสาร 
Violacein 
(µg/ml) 

ระยะเวลา 
24h 48h 72h 

Sub G1 Sub G1 Sub G1 

Control 0.40 1.65 2.5 
4 0.85 2.20 6.1 
8 1.90 4.00 6.5 
16 4.10* 7.60* 12.25** 

 
  
 
 
  ในเซลล KKU-M156 ปริมาณเซลลท่ีเกิด apoptosis จะเพ่ิมข้ึนอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ 

จาก1.00 (ใน control) เปน 12.10 (เม่ือ treat ดวยสาร 4 µg/ml)    และเม่ือ treat ดวยสาร 
Violacein  ท่ีความเขมขน 2 µg/ml ท่ีเวลา 24, 48 และ 72 ชั่วโมง  พบวา ปริมาณเซลลท่ีเกิด 
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apoptosis จะเพ่ิมข้ึนอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ จาก 1.70 (ท่ี 24 ชั่วโมง) เปน 17.7 (ท่ี 72 
ชั่วโมง)  ดังแสดงในรูปท่ี 3 และตารางท่ี 3  

 
 
 

 
 
 
 

 
 

รูปท่ี 3  ฤทธิ์ชักนําใหเซลลตายแบบ apoptosis ในเซลลมะเร็งทอน้ําดี KKU-M156 ของสาร 
Violacein ตรวจปริมาณ apoptotic cell โดยใชวิธี Flow cytometric analysis  รูปท่ีแสดง
เปนรูปตัวแทนจากการทดลอง 2 ครั้ง ซ่ึงใหผลใกลเคียงกัน 

 
 

Control      24h                                    48h                                      72h 

KKU-M156 

1µg/ml      24h                                    48h                                      72h 

2µg/ml       24h                                     48h                                     72h 
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รูปท่ี 3 (ตอ) ฤทธิ์ชักนําใหเซลลตายแบบ apoptosis ในเซลลมะเร็งทอน้ําดี KKU-M156 ของสาร 

Violacein ตรวจปริมาณ apoptotic cell โดยใชวิธี Flow cytometric analysis  รูปท่ีแสดง
เปนรูปตัวแทนจากการทดลอง 2 ครั้ง ซ่ึงใหผลใกลเคียงกัน 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
ตารางท่ี 3 ปริมาณเซลลท่ีตายแบบ apoptosis ในเซลลมะเร็งทอน้ําดี KKU-100 ท่ี treat ดวยสาร 

Violacein ตรวจปริมาณ apoptotic cell โดยใชวิธี Flow cytometric analysis  ผลท่ีแสดง
เปนคา  mean (จากการทดลอง  2  ครั้ง) (เซลลใน sub G1 คือเซลลท่ีตายแบบ apoptosis) 

4µg/ml       24h                                   48h                                      72h 
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ความเขมขน
ของสาร A 
(µg/ml) 

ระยะเวลา 
24h 48h 72h 

Sub G1 Sub G1 Sub G1 
Control 1.00 1.60 2.60 
1 0.90 1.70 2.1 
2 1.70 3.50 17.70** 
4 12.10** 13.65** 13.35** 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

5. อภปิรายผล/วจิารณ์ 
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 จากผลการศึกษาวจิยัน้ีเพื่อคดักรองแบคทีเรียทะเลท่ีอาศยัอยูก่บัฟองนํ้าท่ีออกฤทธ์ิทางชีวภาพ

ในการยบัย ั้งแบคทีเรียท่ีทดสอบและสารสกดัหยาบของแบคทีเรียเหล่าน้ีแสดงแนวโนม้ในการสร้างสาร

ตา้นอนุมูลอิสระ พบวา่สารสกดัจากแบคทีเรียท่ีออกฤทธ์ิทางชีวภาพในการยบัย ั้งแบคทีเรียเกือบทุกสาย

พนัธ์ออกฤทธ์ิ ในการสร้างสารตา้นอนุมูลอิสระ ยกเวน้เพียงสายพนัธ์ุ MSA 4-9 แสดงใหเ้ห็นถึง

ความสัมพนัธ์ของฤทธ์ิชีวภาพเช่นเดียวกบัรายงานของ 3Zhu และคณะ (23007) ไดท้าํการวจิยัใน5การ

คดัเลือกและ5ศึกษาคุณสมบติัของแบคทีเรียนํ้าเคม็กบักิจกรรมตา้นเช้ือแบคทีเรียและความเป็นพิษต่อ

เซลล ์ และมีความเก่ียวขอ้งของการดาํรงอยูข่อง5ยนี5ส์ 5PKS I 5และ5 5NRPS 5ใน5สายพนัธ์ุท่ีออกฤทธ์ิทาง

ชีวภาพ จากแบคทีเรียทะเลทีค่ดัแยกออกจากส่ิงมีชีวติ ตะกอนอินทรียแ์ละนํ้าทะเลในพื้นท่ีชายฝ่ังทะเล

ของจีน พบวา่มี 5425 5ไอโซเลต5มีฤทธ์ิตา้นจุลชีพและ 12 5ไอโซเลต5มีฤทธ์ิยบัย ั้งเซลลม์ะเร็ง 5อีกทั้งยงัไดท้าํ

การวเิคราะห์สายววิฒันาการ5ระดบัโมเลกุลของเช้ือแบคทีเรียทางทะเลท่ีมีพิษอยูบ่นพื้นฐานของ 516S 

5rRNA 5ลาํดบั5ช้ีใหเ้ห็นวา่พวกเขาอยูใ่นจาํพวก 5Aerococcus, 5Agrobacterium, 5Alteromona, 5Bacillus, 

5Exiguobacterium, 5Paracoccus, 5Pseudoalteromons, 5Rheinheimera 5นอกจากน้ี5แบคทีเรียทะเลท่ีมีฤทธ์ิ

ยบัย ั้งเซลลม์ะเร็งถูกคดัเลือกยงั 5PKS I และยนี 5NRPS 5ซ่ึงอาจจะส่วน5ในการชีวสังเคราะห์สารทุติยภูมิ 

ออกฤทธ์ิทางชีวภาพการ, 4 5สายพนัธ์ุท่ี5มี 5KS 5โดเมน5หรือโดเมนท่ีไดรั้บซ่ึงใหห้ลกัฐานท่ีแบคทีเรียทาง

ทะเลทีมีฤทธ์ิทางชีวภาพสามารถผลิตผลิตภณัฑธ์รรมชาติท่ีผา่นวถีิ 5PKS 5และ5 5NRPS 

Zhang และคณะ (2009) ไดแ้สดงผลการวจิยัท่ีคลา้ยคลึงกนัจากการ5การคดักรอง5แบคทีเรีย

จาํนวน 109 สายพนัธ์ุ  ท่ีอาศยัอยูก่บัฟองนํ้า 4 ตวัอยา่ง Stelletta tenuis, Halichondria rugosa, Dysidea 

avara และ Australiensis Craniella   5ท่ีหลากหลายจาก5ฟองนํ้าในทะเล จีนใต ้โดยทดสอบจากการตา้น

จุลชีพ พบวา่มีการสร้างสาร5เปปไทด5์ชนิดใหม5่Nonribosomal ของยนี 6(6NRPS) 5synthetase   

 

 เน่ืองจากการรักษาผูป่้วยมะเร็งท่อนํ้าดี ดว้ยวธีิการผา่ตดั การใชเ้คมีบาํบดั หรือรังสีรักษามกัไม่

ไดผ้ล การรักษาโรคมะเร็งโดยการใหย้าเคมีบาํบดัรักษามะเร็งในปัจจุบนั ยงัคงมีขอ้จาํกดั  เช่น ปัญหา

การด้ือยา (drug resistance)  ผลขา้งเคียงของยาท่ีเกิดข้ึนกบัผูป่้วย (side effect) เป็นตน้   ดงันั้น  การ

พยายามนาํเอาสารสกดัจากธรรมชาติมาศึกษาฤทธ์ิยบัย ั้งการเพิ่มจาํนวนของเซลลม์ะเร็งท่อนํ้าดี  เพื่อ

นาํไปสู่การผลิตเป็นยารักษาโรคแผนปัจจุบนัจึงเป็นแนวทางหน่ึงท่ีจะทาํใหผู้ป่้วยมีชีวติท่ียนืยาวและมี

คุณภาพชีวติท่ีดีข้ึน    โดยการรักษาดว้ยยาท่ีมีค่าใชจ่้ายไม่สูงเกินไป    ดงันั้น  คณะผูว้ิจยัจึงมีความสนใจ 

 

 

ท่ีจะศึกษาคน้ควา้หาสารท่ีมีผลในการยบัย ั้งการเพิ่มจาํนวนของเซลลม์ะเร็งท่อนํ้าดี   รวมถึงกลไกในการ

ยบัย ั้งการเพิ่มจาํนวนของเซลลม์ะเร็งท่อนํ้าดี  
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 คณะผูว้จิยัไดท้าํการทดสอบฤทธ์ิยบัย ั้งการเพิ่มจาํนวนของเซลลม์ะเร็งท่อนํ้าดี 5 ชนิด  โดยใช้

สารสกดัจากธรรมชาติ 7 ชนิด   พบวา่ สารสกดัจาํนวน  6  สาร ไดแ้ก่ MSA2-3, MSB6-3, TA5-2, 

CD508-SB, CD508-CB และ TA3-3-X มีฤทธ์ิในการยบัย ั้งการเพิ่มจาํนวนของเซลลม์ะเร็งท่อนํ้าดีแบบ 

dose dependent   ในขณะท่ีสาร CD508-SX ไม่มีฤทธ์ิในการยบัย ั้งการเพิ่มจาํนวนของเซลลม์ะเร็งท่อ

นํ้าดี  ดงัแสดงในรูปท่ี 1A-1G  การท่ีเซลลม์ะเร็งท่อนํ้าดีมีความไวต่อสารท่ีนาํมาทดสอบแตกต่างกนัอาจ

เกิดเน่ืองจากเซลลม์ะเร็งท่ีนาํมาทดสอบมี  histological type  ท่ีแตกต่างกนั    การท่ีสาร  MSA2-3, 

MSB6-3, CD508-SB และ CD508-CB  มีฤทธ์ิในการยบัย ั้งการเพิ่มจาํนวนของเซลลม์ะเร็งท่อนํ้าดีได้

หลายชนิด แสดงวา่สารดงักล่าว มีฤทธ์ิตา้นเซลลม์ะเร็งท่ีกวา้ง   

 สารสกดัท่ีใชใ้นการศึกษาคร้ังน้ี รหสั MSA-2-3  เป็นสารสกดัท่ีแยกไดจ้ากแบคทีเรียทะเลท่ี

อาศยัอยูก่บัฟองนํ้า (ฟองนํ้าไฟท่อใหญ่ Biemna  sp. ซ่ึงเก็บจากเกาะสมุย จงัหวดัสุราษฎร์ธานี)  มี

ประสิทธิภาพในการยบัย ั้งการเพิ่มจาํนวนเซลลม์ะเร็งท่อนํ้ าดีในระดบัดีถึงปานกลางโดยมีค่า IC50 value 

อยูใ่นช่วง  20.22 ± 0.02  ถึง  62.93 ± 0.44 µg/ml    ผลจากการศึกษาคร้ังน้ี สอดคลอ้งกบัการศึกษาของ 

Lin และคณะ(11) ซ่ึงพบแบคทีเรียทะเล 4 สายพนัธ์ุ คือ  QD1-2, NJ6-3-1, NJ1-1-1 และ SS6-4  สามารถ

ยบัย ั้งการเพิ่มจาํนวนของเซลลม์ะเร็งปากมดลูก (HeLa) ท่ีระดบั ID50 ท่ีอยูใ่นช่วง  77.20 ถึง 199.84 

mug/ml    นอกจากน้ี Sangnoi และคณะ (12) ไดร้ายงานการวจิยัพบแบคทีเรียกลุ่มไกดด้ิ์งจากทะเลไทย  

มีฤทธ์ิในการยบัย ั้งการเพิ่มจาํนวนของเซลลม์ะเร็งเยือ่บุลาํไส้และช่องปากไดห้ลายชนิด แต่ไม่เคยพบ

รายงานวา่มีแบคทีเรียทะเลท่ีสามารถยบัย ั้งเซลลม์ะเร็งท่อนํ้าดีไดเ้ช่นเดียวกบัท่ีพบในการวจิยัน้ี 

 อยา่งไรก็ตามคณะผูว้ิจยัจะไดท้าํการทดสอบกลไกในการยบัย ั้งการเพิ่มจาํนวนของเซลลม์ะเร็งท่อ

นํ้าดีต่อไป   โดยจะคดัเลือกสารท่ีมีฤทธ์ิดีมาทาํการทดสอบ ไดแ้ก่ สาร MSA2-3  และ CD508-SB  เป็น

ตน้ 
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