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บทท่ี 1 
บทนํา 

 
1.1 ความสําคัญและที่มาของปญหาที่ทําการวิจัย  

 มะเร็งเปนสาเหตุการตายท่ีสําคัญในประชากรท่ัวโลก  จากประมาณการใน พ.ศ. 2537  พบวา มีจํานวน

ผูปวยโรคมะเร็งมากกวา 18 ลานคน และมีผูปวยใหมประมาณ 9 ลานคนในทุก ๆ ป  องคการอนามัยโลกได

คาดการณไววาในป 2563  ท่ัวโลกจะมีคนตายดวยโรคมะเร็งมากกวา  11  ลานคน  และเกิดข้ึนในประเทศท่ี

กําลังพัฒนามากกวา 7 ลานคนเนื่องจากมีปจจัยหลายอยางท่ีเก่ียวของกับการเกิดโรคมะเร็ง  สาเหตุการเกิด

มะเร็งพบวามีปจจัยรวมท่ีหลากหลายและประกอบดวยหลายข้ันตอน  ไดแก  initiation, promotion  และ  

progression  จากกลไกการเกิดมะเร็งท่ีเปน  multifactorial  และ  multistep processes  ทําใหการรักษา

มีไดหลายวิธีตั้งแตการปองกันการเกิดมะเร็งไปจนถึงการรักษา ประกอบกับการตรวจพบมะเร็งมักจะเปนระยะ

หลัง ๆ ประมาณการวารอยละ 70 ของผูปวยมะเร็งท่ีไดรับการวินิจฉัยจะมีการแพรกระจายของเซลลมะเร็งแลว 

ซ่ึงการรักษาแบบ  local treatment (เชน  การผาตัด  หรือรังสีรักษา)  มักไมไดผล  การรักษาในระยะนี้จึง

ตองใชยาตานมะเร็งหรือยับยั้งการแบงตัวของเซลลจึงมักมีผลตอเซลลปกติท่ีกําลังแบงตัวดวย  นอกจากนี้

เซลลมะเร็งบางชนิดจะมีปญหาการดื้อยา  แมจะใหการรักษาแบบ  combination therapy  ก็จะใหผลไมดีนัก 

 ในประเทศไทย  มะเร็งทอน้ําดีเปนมะเร็งตับท่ีมีอุบัติการณสูงมาก  โดยเฉพาะในภาค

ตะวันออกเฉียงเหนือมะเร็งดังกลาวมีอุบัติการณในชายมากกวาหญิง (1)  โดยท่ัวไปมะเร็งทอน้ําดีในระยะ

เริ่มแรกมักไมแสดงอาการ  ประกอบกับในปจจุบันยังไมมีวิธีการท่ีใชในการวินิจฉัยในระยะเริ่มแรก  ผูปวยสวน

ใหญท่ีเขารับการรักษามักมีการดําเนินโรคอยูในระยะสุดทาย  ซ่ึงมะเร็งไดลุกลามเกินกวาจะทําการรักษาไดทํา

ใหมะเร็งชนิดนี้มีการพยากรณโรคท่ีไมดี  และมีอัตราการตายสูง  ปจจุบันยังไมมีการรักษามะเร็งชนิดนี้อยางมี

ประสิทธิภาพ (2)  การรักษาสวนใหญจึงเปนลักษณะบรรเทา (palliative treatment)  หรือหากรักษาโดยการ

ผาตัดก็มักพบการกลับเปนซํ้าในอัตราสูง 

 ปจจุบันยาท่ีใชในการปองกันและรักษาโรคมะเร็งเปนยาแผนปจจุบัน  ยาสวนใหญไดมาจากการนําเขา

จากตางประเทศ  การผลิตยาแผนปจจุบันในประเทศเองก็มักใชวัตถุดิบจากตางประเทศซ่ึงมีราคาแพงทําให

สิ้นเปลืองคาใชจายเปนจํานวนมาก นอกจากนี้ การรักษาโรคมะเร็งโดยการใหยารักษามะเร็งในปจจุบัน ยังคงมี

ขอจํากัด  เชน ปญหาการดื้อยา (drug resistance)  ผลขางเคียงของยาท่ีเกิดข้ึนกับผูปวย (side effect)  เปน

ตน ดังนั้นการพยายามนําเอาสมุนไพรซ่ึงเปนทรัพยากรหรือวัตถุดิบท่ีมีราคาไมสูงมากนักและมีฤทธิ์ยับยั้งการ

เพ่ิมจํานวนของเซลลเพาะเลี้ยงมะเร็งทอน้ําดี มาศึกษาฤทธิ์รวมกับยาเคมีบําบัดและศึกษาฤทธิ์การยับยั้งมะเร็ง

ทอน้ําดีในสัตวทดลองจึงมีความจําเปน เพ่ือนําไปสูการผลิตเปนยารักษาโรคแผนปจจุบัน และนํามาประยุกตใช

รวมกับยารักษาโรคแผนปจจุบัน  จึงเปนแนวทางหนึ่งท่ีจะใหผูปวยมีชีวิตท่ียืนยาว  และมีคุณภาพชีวิตท่ีดีข้ึน  

โดยการรักษาดวยยาท่ีมีคาใชจายไมสูงเกินไป มีผลขางเคียงต่ํา และชวยทําใหการนําสมุนไพรมาประยุกตใชใน

การปองกันรักษาโรคมะเร็งตามแนวทางการรักษาแผนปจจุบันแพรหลายมากยิ่งข้ึน 
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1.2 วัตถุประสงคของโครงการวิจัย 

             1 เพ่ือศึกษาถึงฤทธิ์ cytotoxicity ของยาเคมีบําบัด (5-FU, Gemcitabine, Cisplatin, Doxorubicin 

และ Paclitaxel) ตอเซลลเพาะเลี้ยงมะเร็งทอน้ําดี โดยวิธี SRB assay 

           2 เพ่ือศึกษาผลการใชรวมกันของสารบริสุทธิ์จาก Garcinia hanburyi 4 ชนิด (isomorellin, 

isomorellinol, forbesione และ gambogic acid) กับยาเคมีบําบัดท้ัง 5 ชนิดในเซลลเพาะเลี้ยงมะเร็งทอ

น้ําดีและเซลลปกติ 

           3 เพ่ือศึกษากลไกเบื้องตนในการยับยั้งเซลลเพาะเลี้ยงมะเร็งทอน้ําดีของสารบริสุทธิ์จากสมุนไพร

รวมกับยาเคมีบําบัดท่ีใหผลเสริมฤทธิ์กันตอเซลลเพาะเลี้ยงมะเร็งทอน้ําดีท่ีถูกชักนําใหเกิดกระบวนการ 

apoptosisโดยวิธ ีEB/AO staining 

            4 เพ่ือศึกษากลไกในระดับโมเลกุลของการเกิดกระบวนการ apoptosis  ของเซลลมะเร็งโดยตรวจดู

การแสดงออกของโปรตีน Bcl-2, Bax, survivin, activated caspase-3 และ activated caspase-9 โดยวิธ ี

western blot 

 

1.3 ขอบเขตของโครงการวิจัย 

 การศึกษาครั้งนี้เปนการศึกษาผลการใชรวมกันของสารบริสุทธิ์จาก Garcinia hanburyi 4 ชนิด 

(isomorellin, isomorellinol, forbesione และ gambogic acid) กับยาเคมีบําบัด 5 ชนิด (5-FU, 

Gemcitabine, Cisplatin, Doxorubicin และ Paclitaxel) ตอ เซลล 3 ชนิด ไดแก KKU-100, KKU-M156 

และ Chang liver cell โดยวิธี SRB assay รวมท้ังศึกษากลไกเบื้องตนในการชักนําใหเกิดกระบวนการ 

apoptosis ดวยวิธ ี EB/AO staining  และกลไกในระดับโมเลกุลโดยศึกษาการแสดงออกของโปรตีน Bcl-2, 

Bax, survivin, activated caspase-3 และ activated caspase-9 ดวยวิธี western blot analysis 

 

1.4 ทฤษฎ ีสมมติฐาน หรือกรอบแนวความคิดของโครงการวิจัย 

 เนื่องจากผูปวยมะเร็งทอน้ําดีสวนใหญมาพบแพทยเม่ือมะเร็งไดพัฒนาสูระยะสุดทาย หรือระยะ

แพรกระจายซ่ึงทําใหการบําบัดรักษาโดยการผาตัดใหพยากรณโรคท่ีไมดี  อัตราการเสียชีวิตของผูปวยหลัง

ผาตัดท่ีมีชีวิตถึง 5 ปต่ํามาก การใชยาตานมะเร็งก็ใหผลในการรักษาต่ํา เนื่องจากการดื้อตอยาและเกิดอาการ

พิษของยารวมดวย ดังนั้น การนําสารสกัดจากธรรมชาติท่ีไดทําการศึกษาแลวพบวามีฤทธิ์ยับยั้งการเพ่ิมจํานวน

ของเซลลเพาะเลี้ยงมะเร็งทอน้ําดีโดยไปชักนําใหเกิด cell cycle arrest และ การตายแบบ apoptosis และมี

ความเปนพิษต่ํา มาศึกษาฤทธิ์รวมกับยาเคมีบําบัดในการยับยั้งการเพ่ิมจํานวนของเซลลเพาะเลี้ยงมะเร็งทอน้ําดี

จึงมีความจําเปน  ดังนั้น การเลือกใชสมุนไพรจึงเปนทางเลือกหนึ่งท่ีปจจุบันมีการศึกษาเพ่ิมข้ึน 

 รงทอง เปนพืชในวงศ Guttiferae มีชื่อทางวิทยาศาสตรวา Garcinia hanburyi Hook. f. ไดมีการ

นํามาใชเปนยาถาย ยารักษาแผลติดเชื้อ รักษาโรคผิวหนังอักเสบเรื้อรัง ริดสีดวงทวาร และแผลกดทับ (9) จาก
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การศึกษาสารเคมีพบวา ยาง ผล และลําตน มีสาร caged xanthones หลายชนิด ไดแก desoxymorellin, 

isomorellin, isomorellinol, morellic acid, gambogic acid, desoxygambogenin, hanburin, 

forbesione และ dihydroisomorellin (10, 11, 12, 13) มีรายงานการทดลองพบวาสารสกัดจากรงทองมี

ฤทธิ์ตานอักเสบ ฤทธิ์ลดไข และฤทธิ์แกปวด (14) และยังพบวาสาร caged xanthones หลายชนิดมีฤทธิ์ความ

เปนพิษตอเซลลมะเร็งหลายชนิด รวมท้ังฤทธิ์ anti-tumor (10, 11, 12, 15, 16) จากการศึกษาโดยจริยา 

หาญวจนวงศและคณะ พบวาสาร caged xanthone 4 ชนิด ไดแก isomorellin, isomorellinol, gambogic 

acid และ forbesione ท่ีแยกไดจากรงทองสามารถชักนําใหเซลลมะเร็งทอน้ําดี KKU-100 และ KKU-M156 

เกิด apoptosis โดยกลไกการเกิด apoptosis เกิดผานทาง mitochondrial pathway ท้ังแบบ caspase-

dependent และ caspase-independent pathway (ทุนวิจัยมหาวิทยาลัยขอนแกนป 2549-2550) และยัง

พบวา isomorellin, isomorellinol, gambogic acid และ forbesione ชักนําใหเกิด G0/G1 arrestใน KKU-

100 และ KKU-M156 (ทุนวิจัย PERCH-CIC ป 2550-2552)   ดังนั้นคณะผูวิจัยจึงมีความประสงคท่ีจะศึกษา

ผลการใชรวมกันของ isomorellin, isomorellinol, gambogic acid และ forbesione กับยาเคมีบําบัดใน

เซลลเพาะเลี้ยงมะเร็งทอน้ําดี โดยจะทําการตรวจสอบฤทธิ์ cytotoxicity ของยาเคมีบําบัด (5-FU, 

Gemcitabine, Cisplatin, Doxorubicin และ Paclitaxel) ตอเซลลมะเร็งทอน้ําดี โดยวิธี SRB assay  แลว

ทําการศึกษาผลการใชรวมกันของ caged xanthone 4 ชนิดกับยาเคมีบําบัดท้ัง 5 ชนิดในเซลลเพาะเลี้ยง

มะเร็งทอน้ําดี  จากนั้นทําการศึกษากลไกเบื้องตนในการยับยั้งเซลลมะเร็งทอน้ําดีโดยทํา apoptosis assay 

ดวยวิธ ีEB/AO staining  และกลไกในระดับโมเลกุลโดยศึกษาการแสดงออกของโปรตีน Bcl-2, Bax, survivin, 

activated caspase-3 และ activated caspase-9 ดวยวธิี western blot analysis  

 

1.5 ประโยชนที่คาดวาจะไดรับจากการวิจัย 

 1  ทราบถึงฤทธิ์ของยาเคมีบําบัด (5-FU, Cisplatin, Gemcitabine, Doxorubicin and Paclitaxel) 

ตอเซลลมะเร็งทอน้ําดี 

 2  ทราบถึงผลการใชรวมกันของ caged xanthone 4 ชนิดกับยาเคมีบําบัดท้ัง 5 ชนิดในเซลล

เพาะเลี้ยงมะเร็งทอน้ําดี 

 3  ทราบถึงกลไกเบื้องตนของผลการใชรวมกันของ caged xanthone 4 ชนิดกับยาเคมีบําบัดท้ัง 5 

ชนิดในการยับยั้งเซลลเพาะเลี้ยงมะเร็งทอน้ําดี 

 4  ทราบถึงกลไกในระดับโมเลกุลของผลการใชรวมกันของ caged xanthone 4 ชนิดกับยาเคมีบําบัด

ท้ัง 5 ชนิดตอการแสดงออกของโปรตีนท่ีควบคุมกระบวนการ apoptosis 

 5 จากขอมูลท่ีไดสามารถนํามาใชเปนขอมูลพ้ืนฐานในศึกษาในสัตวทดลอง เพ่ือการพัฒนาเปนยาตาน

มะเร็ง หรือใชรวมกับยาตานมะเร็ง ตอไป 

 6  เผยแพรในวารสารระดับชาติ 

 7  นักศึกษาจบปริญญาโท 1 คน 
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 8. หนวยงานท่ีนําผลการวิจัยไปใชประโยชน 

   - สถาบันการแพทยแผนไทย  กระทรวงสาธารณสุข 

    - โรงพยาบาลชุมชน  กระทรวงสาธารณสุข 

    - คณะแพทยศาสตร  มหาวิทยาลัยขอนแกน 

 

1.6 แผนการถายทอดเทคโนโลยีหรือผลการวิจัยสูกลุมเปาหมาย 

 สรางกลุมวิจัยสมุนไพรท่ีมีศักยภาพในการศึกษาหายา/สารท่ีมีฤทธิ์ตานมะเร็ง  และผลงานท่ีไดจัดทําจะ

นําเสนอในการประชุมวิชาการท่ีเก่ียวของ เชน การประชุมวิชาการของแพทยแผนไทย กระทรวงสาธารณสุข   

การประชุมประจําปของสมาคมวิทยาศาสตรแหงประเทศไทย   การประชุมประจําปของคณะแพทยศาสตร ม. 

ขอนแกน และสมาคมเภสัชวิทยาแหงประเทศไทย  และตีพิมพเผยแพรในวารสารตาง ๆ เชน วารสารวิจัย

มหาวิทยาลัยขอนแกน เปนตน 

 

1.7 สถานที่ทําการทดลอง และ/หรือ เก็บขอมูล 

      ภาควิชาจุลชีววิทยา  ภาควิชาพยาธิวิทยา  คณะแพทยศาสตร  มหาวิทยาลัยขอนแกน 

      ภาควิชาเคมี  คณะวิทยาศาสตร  มหาวิทยาลัยมหิดล 
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บทท่ี 2 

การทบทวนวรรณกรรมท่ีเก่ียวของ 
 

 ในประเทศไทย  มะเร็งทอน้ําดีเปนมะเร็งตับท่ีมีอุบัติการณสูงมาก  โดยเฉพาะในภาค

ตะวันออกเฉียงเหนือมะเร็งดังกลาวมีอุบัติการณในชายมากกวาหญิง (1)  โดยท่ัวไปมะเร็งทอน้ําดีในระยะ

เริ่มแรกมักไมแสดงอาการ ประกอบกับในปจจุบันยังไมมีวิธีการท่ีใชในการวินิจฉัยในระยะเริ่มแรก  ผูปวยสวน

ใหญท่ีเขารับการรักษามักมีการดําเนินโรคอยูในระยะสุดทาย  ซ่ึงมะเร็งไดลุกลามเกินกวาจะทําการรักษาไดทํา

ใหมะเร็งชนิดนี้มีการพยากรณโรคท่ีไมดี  และมีอัตราการตายสูง  ปจจุบันยังไมมีการรักษามะเร็งชนิดนี้อยางมี

ประสิทธิภาพ (2)  การรักษาสวนใหญจึงเปนลักษณะบรรเทา (palliative treatment)  หรือหากรักษาโดยการ

ผาตัดก็มักพบการกลับเปนซํ้าในอัตราสูง 

 ปจจุบันยาท่ีใชในการปองกันและรักษาโรคมะเร็งเปนยาแผนปจจุบัน  ยาสวนใหญไดมาจากการนําเขา

จากตางประเทศ  การผลิตยาแผนปจจุบันในประเทศเองก็มักใชวัตถุดิบจากตางประเทศซ่ึงมีราคาแพงทําให

สิ้นเปลืองคาใชจายเปนจํานวนมาก นอกจากนี้ การรักษาโรคมะเร็งโดยการใหยารักษามะเร็งในปจจุบัน ยังคงมี

ขอจํากัด  เชน ปญหาการดื้อยา (drug resistance)  ผลขางเคียงของยาท่ีเกิดข้ึนกับผูปวย (side effect)  เปน

ตน ดังนั้นการพยายามนําเอาสารสกัดจากธรรมชาติท่ีไดทําการศึกษาแลวพบวามีฤทธิ์ยับยั้งการเพ่ิมจํานวนของ

เซลลมะเร็งทอน้ําดีโดยไปชักนําใหเกิด cell cycle arrest และ การตายแบบ apoptosis และมีความเปนพิษ

ต่ํา นํามาประยุกตใชรวมกับยารักษาโรคแผนปจจุบัน จึงเปนแนวทางหนึ่งท่ีจะชวยทําใหการนําสารสกัดจาก

ธรรมชาติมาประยุกตใชในการปองกันรักษาโรคมะเร็งตามแนวทางการรักษาแผนปจจุบันแพรหลายมากยิ่งข้ึน 

 พืชเปนแหลงของยารักษาโรคท่ีสําคัญของมนุษยมาเปนเวลายาวนาน องคการอนามัยโลก (World 

Health Organization) ประมาณการวาประมาณรอยละ 80 ของประชากรโลกใชสมุนไพรพ้ืนบานโดยเฉพาะ

สารสกัดจากพืชในการรักษาการเจ็บปวยเบื้องตน ยิ่งไปกวานั้นยาแผนปจจุบันของประเทศตะวันตกหลายชนิด

รวมท้ังยารักษามะเร็ง ก็มีแหลงกําเนิดมาจากสารสกัดจากพืช (3) ปจจุบันนี้พืชสมุนไพรกําลังไดรับความสนใจ

ในการนํามาศึกษาวิจัยเพ่ือทําเปนยารักษาโรคตางๆ รวมท้ังโรคมะเร็ง เนื่องจากในพืชสมุนไพรมีสารสําคัญใน

การออกฤทธิ์หลายชนิด บางชนิดสามารถออกฤทธิ์ไดกวาง และมีรายงานวามีศักยภาพปองกันหรือรักษา

โรคมะเร็ง เชน phenolic compounds, alkaloids, flavonoids, terpenoids, carotenoids, curcumin 

เปนตน  นอกจากนี้ยังมีการรายงานขอมูลยืนยันถึงความพยายามท่ีจะคนหาสารหรือยาจากพืช เพ่ือใชในการ

รักษาโรคมะเร็ง โดยพบวาสารหลายตัวอยูในระหวางการศึกษาระดับคลินิก และหลายตัวถูกผลิตเปนยาแผน

ปจจุบันและใชเปนยารักษามะเร็งอยางแพรหลายในปจจุบัน เชน vinblastin, vincristine, podophyllotoxin, 

camptothecin, และ paclitaxel เปนตน (4) 

 รงทอง เปนพืชในวงศ Guttiferae มีชื่อทางวิทยาศาสตรวา Garcinia hanburyi Hook. f. ไดมีการ

นํามาใชเปนยาถาย ยารักษาแผลติดเชื้อ รักษาโรคผิวหนังอักเสบเรื้อรัง ริดสีดวงทวาร และแผลกดทับ (5) จาก

การศึกษาสารเคมีพบวา ยาง ผล และลําตน มีสาร caged xanthones หลายชนิด ไดแก desoxymorellin, 

isomorellin, isomorellinol, morellic acid, gambogic acid, desoxygambogenin, hanburin, 
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forbesione และ dihydroisomorellin (6, 7, 8, 9) มีรายงานการทดลองพบวาสารสกัดจากรงทองมีฤทธิ์ตาน

อักเสบ ฤทธิ์ลดไข และฤทธิ์แกปวด (10) และยังพบวาสาร caged xanthones หลายชนิดมีฤทธิ์ความเปนพิษ

ตอเซลลมะเร็งหลายชนิด รวมท้ังฤทธิ์ anti-tumor (6, 7, 8, 11, 12) จากการศึกษาโดยจริยา หาญวจนวงศ

และคณะ พบวาสาร caged xanthone 4 ชนิด ไดแก isomorellin, isomorellinol, gambogic acid และ 

forbesione ท่ีแยกไดจากรงทองสามารถชักนําใหเซลลมะเร็งทอน้ําดี KKU-100 และ KKU-M156 เกิด 

apoptosis โดยกลไกการเกิด apoptosis เกิดผานทาง mitochondrial pathway ท้ังแบบ caspase-

dependent และ caspase-independent pathway (13)(ทุนวิจัยมหาวิทยาลัยขอนแกนป 2549-2550) 

และยังพบวา isomorellin, isomorellinol, gambogic acid และ forbesione ชักนําใหเกิด G0/G1 arrest

ใน KKU-100 และ KKU-M156 (ทุนวิจัย PERCH-CIC ป 2550-2552) 

 ยาเคมีบําบัดท่ีนํามาใชในการศึกษาครั้งนี้เลือกจากยาท่ีใชในการรักษาผูปวยมะเร็งทอน้ําดี และมีกลไก

ในการออกฤทธิ์ท่ีแตกตางกัน 

  ยา 5-FU ใชเปนยามาตรฐานในการรักษาในผูปวยท่ีเปนมะเร็งลําไสใหญ (14)โดยเฉพาะอยางยิ่งใน

มะเร็งของระบบทางเดินหายใจ (15) กลไกในการออกฤทธิ์ของ 5-FU คือ สามารถไปยับยั้งเอนไซม 

thymidylate synthase (TS) ซ่ึงเปนผลใหเกิดการยับยั้งการสังเคราะห DNA และเปนสาเหตุใหเซลลตายโดย

การเกิด apoptosis (16) นอกจากนี้ 5-FU ยังชักนําใหเซลลเกิด apoptosis โดยผานทางการยับยั้ง NF-

kappaB และเพ่ิม caspase activity เซลลมะเร็งท่ีเกิด mutation ข้ึนท่ี p53 พบวาจะไมคอยตอบสนองตอ

การรักษาดวย 5-FU (17) และมีรายงานพบวาการรักษาดวย 5-FU ในผูปวยมะเร็งทอน้ําดียังใหผลการรักษาท่ี

ไมไดผล (18, 19) 

 Cisplatin (cis-diamminedichloplatinum [III]) เปนสารประกอบอนินทรียซ่ึงมีรายงานแรกพบวา 

cisplatin สามารถไปยับยั้งการแบงเซลลและชักนําใหมีการเจริญแบบ filamentous  E. coli กลไกการออก

ฤทธิ์ของ cisplatin ยังคงตองมีการศึกษาตอไป โดย cisplatin มีกลไกการทํางานเหมือนกับ alkylating agent  

cisplatin สามารถฆาเซลลไดในทุกระยะของวัฏจักรเซลล, ยับยั้งการสังเคราะห DNA และยังสามารถไปจับกับ 

DNA และเกิดการ cross-link กันในระหวางสาย cisplatin มีบทบาทสําคัญในการยับยั้งมะเร็งในระบบสืบพันธุ

และทางเดินปสสาวะ โดยเฉพาะในมะเร็งตอมลูกหมาก, มะเร็งรังไข และมะเร็งกระเพาะปสสาวะ 

 Gemcitabine (dFdC) เ ปน pyrimidine antimetabolite โดยใหผลดีตอการรักษาในมะเร็งตับออน, 

มะเร็งเตานม, มะเร็งรังไข, มะเร็งปอด และมะเร็งกระเพาะปสสาวะ gemcitabine ตองเกิดการ 

phosphorylation ภายในเซลลเพ่ือใหอยูในรูป active gemcitabine-nucleotide ท้ัง gemcitabine 

diphosphate (dFdCDP) และ gemcitabine triphosphate (dFdCTP) มีสวนในการยับยั้งการสังเคราะห 

DNA ดังนั้นจึงไดมีการศึกษาผลของ gemcitabine ในการยับยั้งมะเร็ง   gemcitabine diphosphate มี

คุณสมบัติในการยับยั้ง ribonucleotide reductase ซ่ึงเปนผลใหจํานวนของ deoxynucleotides (dNTP) ใน

เซลลลดจํานวนลง และมีผลทําใหมีสารตั้งตนในการสังเคราะห DNA ไมเพียงพอ ทําใหสามารถไปยับยั้งการ

สราง DNA ได นอกจากนี้ การลดจํานวนลงของ dCTP เปนผลใหไปกระตุนการเกิด phosphorylation ของ 

gemcitabine และยังชวยสงเสริมให gemcitabine nucleotide แทรกเขาไปในสาย DNA   นอกจากนี้การ
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ยับยั้งของ dCMP deaminaseโดย dFdCTP ทําให active dFdCTP มี half-life ในเซลลนานข้ึนสงผลให 

gemcitabine มีประสิทธิภาพในการรักษา solid tumors ไดดีข้ึน  gemcitabine ยังมีคุณสมบัติในการยับยั้ง

การเกิด DNA repair เนื่องจาก radiation หรือ alkylating agent  โดย gemcitabine มีบทบาทสําคัญในการ

ยับยั้งการซอมแซม DNA รวมท้ังมีความเปนพิษต่ํา   ทําให gemcitabine เปนความหวังสําหรับการรักษาแบบ 

combination (20) 

 Paclitaxel เปนยาเคมีบําบัดในกลุม mitotic inhibitor โดยมีกลไกการออกฤทธิ์คือชวย stabilize 

microtubule 
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บทท่ี 3 
การดําเนินการวิจัย 

 
วิธีการดําเนินการวิจัย และสถานที่ทําการทดลอง/เก็บขอมูล 

1  เซลลมะเร็ง 

 เซลลมะเร็งท่ีใชในการศึกษาครั้งนี้เปนเซลลมะเร็งทอน้ําดี 2 ชนิด ไดแก KKU-100  

(poorly-differentiated adenocarcinoma), KKU-M156 (moderately-differentiated 

adenocarcinoma),  เซลลมะเร็งทอน้ําดีท้ัง 2 ชนิด เปนเซลลท่ี establish ข้ึนท่ีหนวยปฏิบัติการวิจัยพยาธิ

วิทยา คณะแพทยศาสตร มหาวิทยาลัยขอนแกน  การเพาะเลี้ยงเซลลมะเร็งท้ัง 2 ชนิด เพาะเลี้ยงใน 

Dulbecco’s minimum essential medium/F-12 (Ham) ใส 10 % heat-inactivated fetal bovine 

serum, 2mM-glutamine, 100 IU Penicillin, 100 µg streptomycin เซลลทุกชนิดเลี้ยงในตูอบท่ีอุณหภูมิ 

37๐ซ ภายใตบรรยากาศ 5 % CO2 ทําการเปลี่ยน media สัปดาหละ 2 ครั้ง 

 

2  ยาเคมีบําบัด 

 ยา 5-FU , Cisplatin และ Paclitaxel ซ้ือจากบริษัท Boryung Pharmaceutic Co. LTD (Korea)  

ยา Gemcitabine และ Doxorubicin ไดรับความอนุเคราะหจากบริษัท Dabur Pharma Limited, New 

Delhi, India. 

 

3  การเตรียมสารละลาย isomorellin, isomorellinol, gambogic acid และ forbesione และยาเคมี

บําบัด 

 ละลายสารดวยตัวทําละลายท่ีเหมาะสม  จากนั้นนํามาทําใหปราศจากเชื้อโดยกรองผาน millipore 

filter membrane ขนาด 0.45 µm  นําสารละลายท่ีไดมาทําการเจือจางใหไดความเขมขนในขนาดตาง ๆ กัน 

เพ่ือใชในการทดสอบฤทธิ์ตอเซลลมะเร็งชนิดตาง ๆ เทียบกับ vehicle และสารมาตรฐานตอไป 

 

4  การทดสอบฤทธิ์ความเปนพิษของยาเคมีบําบัด 

 ทําการทดสอบโดยตรวจหาปริมาณของ cellular protein ดวยวิธี sulforhodamine B (SRB) assay 

ตามวิธีของ Skehan และคณะ (1990) (21)  ในการทดสอบนําเซลลท่ีมีปริมาณ 0.5 ถึง 1 x 105 เซลลตอมล.  

ใสลงใน 96-well microtiter plate เติมสารละลายยา ท่ีมีความเขมขนตาง ๆ กันใช ellipticine เปน 

positive control ใช DMSO เปน solvent control  จากนั้นนําไปบมท่ี 37๐ซ ใน CO2 incubator นาน  72 

ชั่วโมง   ทําการยอมดวย SRB  แลวจึงทําการละลายสีดวย Tris buffer เปนเวลา 5 นาที  จากนั้นนําไปวัด OD 

ท่ี 510 nm  จากคา OD ท่ีไดนํามาคํานวณหา % viability และคา IC50 
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5  การทดสอบฤทธิ์การใชรวมกันของ caged xanthone 4 ชนิดกับยาเคมีบําบัดท้ัง 5 ชนิดในเซลล

เพาะเล้ียงมะเร็งทอน้ําดี 

 ทําการทดสอบโดยตรวจหาปริมาณของ cellular protein ดวยวิธี sulforhodamine B (SRB) assay 

ตามวิธีของ Skehan และคณะ (1990) (25)  ในการทดสอบนําเซลลท่ีมีปริมาณ 0.5 ถึง 1 x 105 เซลลตอมล.  

ใสลงใน 96-well microtiter plate เติมสารละลายยาและสารละลาย caged xanthone ท่ีมีความเขมขนท่ี

เหมาะสมลงในเซลล  ในการทดลองตองมีเซลลท่ีใสสารละลายยาหรือสารละลาย caged xanthone ท่ีมีความ

เขมขนท่ีพอเหมาะเพียงอยางเดียวทําควบคูไปดวย  แลวทํา SRB assay ดังรายละเอียดในขอ 13.4  จากนั้นทํา

การวิเคราะหผลโดยใชวิธีของ Chou and Talalay  

 

6  การทดสอบกลไกเบ้ืองตนของการใชรวมกันของ caged xanthone 4 ชนิดกับยาเคมีบําบัดท้ัง 5 ชนิด

ท่ีใหผลเสริมฤทธิ์ในการยับย้ังเซลลเพาะเล้ียงมะเร็งทอน้ําดีโดยวิธี EB/AO staining 

 เลือก caged xanthone และยาเคมีบําบัดท่ีใหผลเสริมฤทธิ์กันมาทําการทดสอบกลไกการตายของเซลล

วาเกิดจากกระบวนการ apoptosis หรือไมดวยวิธี EB/AO staining โดยการยอมสีติดเซลลและนิวเคลียสของ

เซลลตามวิธีของ Park และคณะ  ตรวจสอบ nuclear morphology และการติดสี ภายใตกลองฟลูออเรสเซนส  

 

7  การตรวจวัดการแสดงออกของโปรตีนท่ีควบคุมการเกิด apoptosis 

  นําเซลลท่ีผานการ treat ดวย caged xanthone และยาเคมีบําบัดท่ีใหผลเสริมฤทธิ์กันมาทําการสกัด

โปรตีน จากนั้นตรวจวัดการแสดงออกของโปรตีน Bax, Bcl2, survivin, activated caspase-3 และ 

activated caspase-9 โดยการทํา Western blot analysis  

 

8  Statistical analysis 

 ทําการทดสอบความแตกตางทางสถิติดวย Student t test ของคา mean ± SE  ของการทดลองท่ี

ทําซํ้าอยางนอย 3 ครั้ง 

 

ระยะเวลาทําการวิจัย และแผนการดําเนินงานตลอดโครงการ 

ระยะเวลาทําการวิจัย ระยะเวลาทําการวิจัย  1  ป 

    ตั้งแต  ตุลาคม  2554– กันยายน  2555 
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บทท่ี 4 
ผลการวิจัย 

 

 

4.1  ศึกษาฤทธิ์ cytotoxicity ของยาเคมีบําบัด 5 ชนิด ตอเซลลเพาะเล้ียงมะเร็งทอน้ําดี 

        จากผลการทดสอบพบวายาเคมีบําบัด 5 ชนิด (5-FU, gemcitabine, doxorubicin, cisplatin และ 

placlitaxel) สามารถยับยั้งการเพ่ิมจํานวนของเซลลมะเร็งทอน้ําดีท้ัง 2 ชนิด (KKU-100 และ KKU-M156) 

แบบ dose-dependent manner (รูปท่ี 1 และ 2) และไดแสดงคา IC50 ดังตารางท่ี 1  

 

 

  
 

     
 

รูปท่ี 1 แสดงผลของยาเคมีบําบัดตอการยับยั้งการเพ่ิมจํานวนของเซลลมะเร็งทอน้ําดี KKU-100 เซลล

เพาะเลี้ยงมะเร็งทอน้ําดีจะถูก treat ดวยยาเคมีบําบัดท่ีความเขมขนตางๆ เปนเวลา 72 ชั่วโมง  เซลล

ท่ีรอดชีวิต (Cell viability) จะถูกตรวจวัดโดยใช SRB assay  คาแตละคาแสดงถึงคา mean±SE ของ

การทดลองซํ้าสามครั้ง   

 

 

 

 

 

 

Doxorubicin 

Cisplatin Placlitaxel 

Doxorubicin 
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รูปท่ี 2 แสดงผลของยาเคมีบําบัดตอการยับยั้งการเพ่ิมจํานวนของเซลลมะเร็งทอน้ําดี KKU-M156 เซลล

เพาะเลี้ยงมะเร็งทอน้ําดีจะถูก treat ดวยยาเคมีบําบัดท่ีความเขมขนตางๆ เปนเวลา 72 ชั่วโมง  เซลล

ท่ีรอดชีวิต (Cell viability) จะถูกตรวจวัดโดยใช SRB assay  คาแตละคาแสดงถึงคา mean±SE ของ

การทดลองซํ้าสามครั้ง   

 

 

ตารางท่ี 1 แสดงคา IC50 ของยาเคมีบําบัดตอเซลลเพาะเลี้ยงมะเร็งทอน้ําดี 

Drugs IC50 value (µM) 

          KKU-100                            KKU-M156                        

           5-FU 

           Gemcitabine 

           Cisplatin 

           Doxorubicin 

           Paclitaxel 

         32.79±4.73 

         0.33±0.09 

         0.49±0.14 

         0.66±0.07 

         0.078±0.003 

         10.13±2.73 

         0.72±0.06 

         0.27±0.08 

         0.01±0.007 

         0.036±0.012 

      Data are mean ± SE of three independent experiments. 

 

 

 

 

 

Cisplatin Placlitaxel 
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4.2  ศึกษาฤทธิ์ cytotoxicity ของ caged xanthone 4 ชนิด ตอเซลลเพาะเล้ียงมะเร็งทอน้ําดี 

        จากผลการทดสอบพบวา caged xanthone 4 ชนิด (isomorellin, isomorellinol, gambogic acid 

และ forbesione) สามารถยับยั้งการเพ่ิมจํานวนของเซลลมะเร็งทอน้ําดีท้ัง 2 ชนิด (KKU-100 และ KKU-

M156) แบบ dose-dependent manner (รูปท่ี 3 และ 4) และไดแสดงคา IC50 ดังตารางท่ี 2  

 

 

 

        
 

รูปท่ี 3 แสดงผลของ caged xanthone 4 ชนิด (isomorellin, isomorellinol, gambogic acid และ 

forbesione) ตอการยับยั้งการเพ่ิมจํานวนของเซลลมะเร็งทอน้ําดี KKU-100 เซลลเพาะเลี้ยงมะเร็งทอ

น้ําดีจะถูก treat ดวย caged xanthone 4 ชนิด ท่ีความเขมขนตางๆ เปนเวลา 72 ชั่วโมง  เซลลท่ี

รอดชีวิต (Cell viability) จะถูกตรวจวัดโดยใช SRB assay  คาแตละคาแสดงถึงคา mean±SE ของ

การทดลองซํ้าสามครั้ง   

 

Isomorellinol Isomorellin 

A  B 

C D 

Gambogic acid Forbesione 
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รูปท่ี 4 แสดงผลของ caged xanthone 4 ชนิด (isomorellin, isomorellinol, gambogic acid และ 

forbesione) ตอการยับยั้งการเพ่ิมจํานวนของเซลลมะเร็งทอน้ําดี KKU-M156 เซลลเพาะเลี้ยงมะเร็ง

ทอน้ําดีจะถูก treat ดวย caged xanthone 4 ชนิด ท่ีความเขมขนตางๆ เปนเวลา 72 ชั่วโมง  เซลลท่ี

รอดชีวิต (Cell viability) จะถูกตรวจวัดโดยใช SRB assay  คาแตละคาแสดงถึงคา mean±SE ของ

การทดลองซํ้าสามครั้ง   

 

      ตารางท่ี 1 แสดงคา IC50 ของ caged xanthone 4 ชนิด ตอเซลลเพาะเลี้ยงมะเร็งทอน้ําดี 
 

Compounds IC50 value (μM) 

 KKU-100                KKU-M156                Chang 

Isomorellin 

Isomorellinol 

Gambogic acid 

Forbesione 

2.03 ± 0.92 

2.24 ± 0.22 

2.20 ± 1.89 

2.60 ± 0.06 

1.16 ± 0.80                46 ± 4.31 

2.10 ± 0.01                52 ± 8.90 

1.12 ± 0.07                23 ± 2.11 

1.57 ± 0.47                12 ± 1.54 

      Data are mean ± SE of three independent experiments. 

 

A  B 

C  D 

Isomorellinol Isomorellin 

Gambogic acid Forbesione 
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4.3  ศึกษาผลการใชรวมกันระหวาง caged xanthones 4 ชนิด กับ chemotherapeutic drugs ตอ

การเพ่ิมจํานวนของเซลล 

 จากผลการศึกษาการใชรวมกันของสารบริสุทธิ์จาก Garcinia hanburyi (isomorellin, 

isomorellinol, forbesione และ gambogic acid) กับยาเคมีบําบัดท้ัง 5 ชนิดในเซลลเพาะเลี้ยงมะเร็งทอ

น้ําดีพบวา ในเซลล  KKU-100 ใหผลเสริมฤทธิ์กันในเซลลท่ี treat ดวย cisplatin+gambogic acid (รูปท่ี 7C) 

และ doxorubicin+forbesione (รูปท่ี 9D)   ในขณะท่ี ในเซลล KKU-M156 ใหผลเสรมิฤทธิ์กันสําหรับเซลลท่ี 

treat ดวย cisplatin + isomorellin (รูปท่ี 6C) และ doxorubicin+isomorellin (รูปท่ี 6D)    ในขณะท่ี ผล

การศึกษาการใชรวมกันของสารบริสุทธิ์จาก Garcinia hanburyi (isomorellin, isomorellinol, forbesione 

และ gambogic acid) กับยาเคมีบําบัดท้ัง 5 ชนิด  combinations อ่ืนๆใหผลเปน antagonistic effect (รูปท่ี 

5-10)  โดยท่ีคา combination index (CI) = 1 ถือเปน additive, CI > 1 ถือเปน antagonistic effect, CI<1 

ถือเปน synergistic effect 

 

     

     
 

รูปท่ี 5 แสดงผลการใชรวมกันระหวาง isomorellin กับ chemotherapeutic drugs 5 ชนิด ในการยับยั้งการ

เพ่ิมจํานวนของเซลลมะเร็งทอน้ําดี KKU-100  เปนเวลา 72 ชั่วโมง  เซลลท่ีรอดชีวิต (Cell viability)  

จะถูกตรวจวัดโดยใช SRB assay  กราฟท่ีไดเปนคา combination index (CI) การคํานวณดังแสดงใน 

วิธีการทดลอง  คาแตละคาแสดงถึงคา mean ของการทดลองซํ้าสามครั้ง --- = CI = 1.0  
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รูปท่ี 6 แสดงผลการใชรวมกันระหวาง isomorellin กับ chemotherapeutic drugs 5 ชนิด ในการยับยั้งการ

เพ่ิมจํานวนของเซลลมะเร็งทอน้ําดี KKU-M156  เปนเวลา 72 ชั่วโมง  เซลลท่ีรอดชีวิต (Cell 

viability) จะถูกตรวจวัดโดยใช SRB assay  กราฟท่ีไดเปนคา combination index การคํานวณดัง

แสดงใน วิธีการทดลอง  คาแตละคาแสดงถึงคา mean ของการทดลองซํ้าสามครั้ง  --- = CI = 1.0 
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รูปท่ี 7 แสดงผลการใชรวมกันระหวาง gambogic acid กับ chemotherapeutic drugs 5 ชนิด ในการยับยั้ง

การเพ่ิมจํานวนของเซลลมะเร็งทอน้ําดี KKU-100  เปนเวลา 72 ชั่วโมง  เซลลท่ีรอดชีวิต (Cell 

viability) จะถูกตรวจวัดโดยใช SRB assay  กราฟท่ีไดเปนคา combination index (CI) การคํานวณ

ดังแสดงใน วิธีการทดลอง  คาแตละคาแสดงถึงคา mean ของการทดลองซํ้าสามครั้ง --- = CI = 1 

 

 
รูปท่ี 8 แสดงผลการใชรวมกันระหวาง gambogic acid กับ chemotherapeutic drugs 5 ชนิด ในการยับยั้ง

การเพ่ิมจํานวนของเซลลมะเร็งทอน้ําดี KKU-M156  เปนเวลา 72 ชั่วโมง  เซลลท่ีรอดชีวติ (Cell 

viability) จะถูกตรวจวัดโดยใช SRB assay  กราฟท่ีไดเปนคา combination index การคํานวณดัง

แสดงใน วิธีการทดลอง  คาแตละคาแสดงถึงคา mean ของการทดลองซํ้าสามครั้ง  --- = CI = 1.0 

 

 
 



17 

 

รูปท่ี 9 แสดงผลการใชรวมกันระหวาง 1forbesione กับ chemotherapeutic drugs 5 ชนิด ในการยับยั้งการ

เพ่ิมจํานวนของเซลลมะเร็งทอน้ําดี KKU-100  เปนเวลา 72 ชั่วโมง  เซลลท่ีรอดชีวิต (Cell viability) 

จะถูกตรวจวัดโดยใช SRB assay  กราฟท่ีไดเปนคา combination index (CI) การคํานวณดังแสดงใน 

วิธีการทดลอง  คาแตละคาแสดงถึงคา mean ของการทดลองซํ้าสามครั้ง --- = CI = 1 

 

 

 
 

รูปท่ี 10 แสดงผลการใชรวมกันระหวาง 1forbesione กับ chemotherapeutic drugs 5 ชนิด ในการยับยั้ง

การเพ่ิมจํานวนของเซลลมะเร็งทอน้ําดี KKU-M156  เปนเวลา 72 ชั่วโมง  เซลลท่ีรอดชีวติ (Cell 

viability) จะถูกตรวจวัดโดยใช SRB assay  กราฟท่ีไดเปนคา combination index การคํานวณดัง

แสดงใน วิธีการทดลอง  คาแตละคาแสดงถึงคา mean ของการทดลองซํ้าสามครั้ง  --- = CI = 1.0 
 

 

4.4 การทดสอบกลไกเบ้ืองตน ในการยับย้ังเซลลเพาะเล้ียงมะเร็งทอน้ําดี ของสารบริสุทธิ์จาก Garcinia 

hanburyi รวมกับยาเคมีบําบัดท่ีใหผลเสริมฤทธิ์กันโดยวิธี EB/AO staining 

 ผลการศึกษาพบวาในเซลล KKU-100 ท่ี treat ดวย cisplatin หรือ gambogic acid หรือ 

cisplatin+gambogic acid จะมีเปอรเซ็นตการเกิด apoptosis เพ่ิมข้ึนอยางมีนัยสําคัญทางสถิติเม่ือเทียบกับ

กลุม control และยังพบวาเปอรเซ็นตการเกิด apoptosis ในเซลลท่ี treat ดวย cisplatin+gambogic acid 

จะสูงกวาอยางมีนัยสําคัญทางสถิติเม่ือเทียบกับเซลลท่ี treat ดวย cisplatin หรือ gambogic acid เพียงอยาง

เดียว ดังแสดงในรูปท่ี 11 
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รูปท่ี 11 แสดงการเกิด apoptosis ใน เซลลมะเร็งทอน้ําดี KKU-100 หลังจาก treat ดวย cisplatin, 

gambogic acid อยางเดียวหรือท่ีใชรวมกัน  รูป A แสดงเซลลท่ี treat ดวย DMSO  รปู B แสดงเซลลท่ี treat 

ดวย cisplatin  รูป C แสดงเซลลท่ี treat ดวย gambogic acid และรูป D แสดงเซลลท่ี treat ดวย 

cisplatin+gambogic acid เปนเวลา 48 ชั่วโมง จากนั้นยอมดวยสี fluorescence EO/AO  ลูกศรแสดง

ลักษณะของนิวเคลียสท่ีเกิดการ condensation และหัวลูกศรแสดงลักษณะของนิวเคลียสท่ีเกิดการ 

fragmentation ซ่ึงเปนลักษณะจําเพาะของ apoptosis cell  จากนั้นทําการนับจํานวน  apoptotic cell  

ท้ังหมด  500  เซลล  แลวคํานวณเปนเปอรเซ็นต   คาท่ีแสดงเปนคา mean ± SE จากการทดลอง 3 ครั้ง  aP< 

0.05, bP< 0.01, cP< 0.001 เม่ือเปรียบเทียบกับ DMSO-treated cells และเปรียบเทียบระหวางการ treat 

ดวยยาหรือสารอยางเดียวกับการ treat ดวยยารวมกับสาร 

 

 

E 
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 ผลการศึกษาพบวาในเซลล KKU-M156 ท่ี treat ดวย isomorellin หรือ doxorubicin หรือ 

isomorellin + doxorubicin จะมีเปอรเซ็นตการเกิด apoptosis เพ่ิมข้ึนอยางมีนัยสําคัญทางสถิติเม่ือเทียบ

กับกลุม control และยังพบวาเปอรเซ็นตการเกิด apoptosis ในเซลลท่ี treat ดวย isomorellin + 

doxorubicin จะสูงกวาอยางมีนัยสําคัญทางสถิติเม่ือเทียบกับเซลลท่ี treat ดวย isomorellin หรือ 

doxorubicin เพียงอยางเดียว ดังแสดงในรูปท่ี 12A และ 12B 

 ผลการศึกษาพบวาในเซลล KKU-100 ท่ี treat ดวย forbesione หรือ doxorubicin หรือ 

forbesione + doxorubicin จะมีเปอรเซ็นตการเกิด apoptosis เพ่ิมข้ึนอยางมีนัยสําคัญทางสถิติเม่ือเทียบกับ

กลุม control และยังพบวาเปอรเซ็นตการเกิด apoptosis ในเซลลท่ี treat ดวย forbesione + doxorubicin 

จะสูงกวาอยางมีนัยสําคัญทางสถิติเม่ือเทียบกับเซลลท่ี treat ดวย forbesione หรือ doxorubicin เพียงอยาง

เดียว ดังแสดงในรูปท่ี 12C และ 12D 

 

 
 

รูปท่ี 12 แสดงการเกิด apoptosis ใน เซลลมะเร็งทอน้ําดี KKU-M156 หลังจาก treat ดวย DMSO, 

isomorellin, doxorubicin หรือ isomorellin + doxorubicin (รูป A)  นับจํานวนเซลลท่ีเกิด apoptosis 

แลวนํามา plot กราฟ (รูป B) แสดงการเกิด apoptosis ใน เซลลมะเร็งทอน้ําดี KKU-100 หลังจาก treat 

ดวย DMSO, forbesione, doxorubicin หรือ forbesione + doxorubicin (รูป C)  นับจํานวนเซลลท่ีเกิด 
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apoptosis แลวนํามา plot กราฟ (รูป D)   โดยทําการ treat เซลล เปนเวลา 48 ชั่วโมง จากนั้นยอมดวยสี 

fluorescence EO/AO  เซลลท่ีเกิด apoptosis มีลักษณะของนิวเคลียสเกิดการ condensation และ 

fragmentation จากนั้นทําการนับจํานวน  apoptotic cell  ท้ังหมด  500  เซลล  แลวคํานวณเปนเปอรเซ็นต   

คาท่ีแสดงเปนคา mean ± SE จากการทดลอง 3 ครั้ง  aP< 0.05, bP< 0.01, cP< 0.001 vs DMSO-treated 

cells   การเปรียบเทียบระหวางการ treat ดวยยาหรือสารอยางเดียวกับการ treat ดวยยารวมกับสารจะแสดง

โดย #P< 0.05, ###P< 0.001. 
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บทท่ี 5 

อภิปรายผล/วิจารณผล/สรุปผล 
 

 เนื่องจากการรักษาผูปวยมะเร็งทอน้ําดี ดวยวิธีการผาตัด การใชเคมีบําบัด หรือรังสีรักษามักไมไดผล การ

รักษาโรคมะเร็งโดยการใหยาเคมีบําบัดรักษามะเร็งในปจจุบัน ยังคงมีขอจํากัด  เชน ปญหาการดื้อยา (drug 

resistance)  ผลขางเคียงของยาท่ีเกิดข้ึนกับผูปวย (side effect)  เปนตน   ดังนั้นการพยายามนําเอาสารสกัด

จากธรรมชาติท่ีไดทําการศึกษาแลวพบวามีฤทธิ์ยับยั้งการเพ่ิมจํานวนของเซลลมะเร็งทอน้ําดีโดยไปชักนําใหเกิด 

cell cycle arrest และ การตายแบบ apoptosis และมีความเปนพิษต่ํา   นํามาประยุกตใชรวมกับยาเคมี

บําบัดท่ีใชรักษาโรคแผนปจจุบันเพ่ือลดผลขางเคียงของยาเคมีบําบัด   จึงเปนแนวทางหนึ่งท่ีจะชวยทําใหการนํา

สารสกัดจากธรรมชาติมาประยุกตใชในการปองกันรักษาโรคมะเร็งตามแนวทางการรักษาแผนปจจุบัน

แพรหลายมากยิ่งข้ึน   ดังนั้นคณะผูวิจัยจึงมีความสนใจท่ีจะศึกษาคนควาหาสารท่ีมีผลเสริมฤทธิ์ยาเคมีบําบัดใน

การยับยั้งการเพ่ิมจํานวนของเซลลมะเร็งทอน้ําดี   รวมถึงกลไกเบื้องตนในการยับยั้งการเพ่ิมจํานวนของ

เซลลมะเร็งทอน้ําดี  

 คณะผูวิจัยไดทําการทดสอบฤทธิ์ยับยั้งการเพ่ิมจํานวนของเซลลมะเร็งทอน้ําดี KKU-100 และ KKU-M156  

โดยใช สาร caged xanthones 4 ชนิด, 5-FU, gemcitabine, cisplatin, doxorubicin และ placlitaxel    

พบวา caged xanthones 4 ชนิด และยาเคมีบําบัดท้ัง  5  ชนิดมีฤทธิ์ยับยั้งการเพ่ิมจํานวนของเซลลมะเร็งทอ

น้ําดีในระดับท่ีดีมาก 

 จากนั้นจึงทําการศึกษาผลการใชรวมกันของ caged xanthones 4 ชนิด กับยาเคมีบําบัดท้ัง 5 ชนิดใน

เซลลเพาะเลี้ยงมะเร็งทอน้ําดีและ Chang cell    พบวา ในเซลล  KKU-100 ใหผลเสรมิฤทธิ์กันในเซลลท่ี treat 

ดวย cisplatin+gambogic acid (รูปท่ี 7C) และ doxorubicin+forbesione (รูปท่ี 9D)   ในขณะท่ี ในเซลล 

KKU-M156 ใหผลเสริมฤทธิ์กันสําหรับเซลลท่ี treat ดวย cisplatin + isomorellin (รูปท่ี 6C) และ 

doxorubicin+isomorellin (รูปท่ี 6D)   โดยใหคา  combination index (CI)  นอยกวา 1   ในขณะท่ี เม่ือ

ทําการทดสอบโดยใชความเขมขนของ caged xanthones รวมกับยาเคมีบําบัดท่ีใหผลเสริมฤทธิ์กันมาทดสอบ

ใน Chang cell พบวาใหผลตานฤทธิ์กัน (antagonism) ในการยับยั้งการเพ่ิมจํานวนของเซลล  โดยใหคา  

combination index (CI)  มากกวา   จากผลดังกลาวแสดงใหเห็นวาการใช cisplatin+gambogic acid, 

doxorubicin+forbesione, cisplatin+isomorellin และ doxorubicin+isomorellin   จะมีความจําเพาะใน

การยับยั้งการเพ่ิมจํานวนของเซลลมะเร็งทอน้ําดีโดยไมมีผลกับเซลลตับปกติ (Chang cell) 

 ดังนั้น  คณะผูวิจัยจึงทําการศึกษากลไกการออกฤทธิ์เบื้องตน   พบวา เม่ือทําการทดสอบโดยใช 

combinations ท่ีใหผลเสริมฤทธิ์กัน มา treat เซลล KKU-100 และเซลล  KKU-M156  พบวา สามารถชักนํา

ใหเกิดการตายของเซลลมะเร็งแบบ apoptosis   โดยเม่ือทํา EB/AO staining พบวาเซลลมะเร็งท่ีถูก treat 

ดวยสารจะเกิด chromatin condensation และ nuclear fragmentation  ซ่ึงเปนลักษณะเฉพาะของ 
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apoptotic cell   และยังพบวาปริมาณของ apoptotic cell  ในเซลลท่ี treat ดวย caged xanthones 

รวมกับยาเคมีบําบัดจะสูงกวาอยางมีนัยสําคัญทางสถิติเม่ือเทียบกับเซลลควบคุมและเซลลท่ี treat ดวย caged 

xanthones หรือ ยาเคมีบําบัดเพียงอยางเดียว    จากผลการทดลองแสดงใหเห็นวา  caged xanthones  มีผล

ไปเสริมฤทธิ์ยาเคมีบําบัดในการชักนําใหเกิด  apoptosis  ของเซลลมะเร็งทอน้ําดี 

 เนื่องจาก  จากผลการศึกษาของคณะผูวิจัยพบวา caged xanthones ไมเปนพิษตอเซลลเม็ดเลือดขาว  

สามารถชักนําใหเกิด apoptosis ในเซลลมะเร็งทอน้ําดี (KKU-100 และ KKU-M156) (ทุนวิจัย

มหาวิทยาลัยขอนแกนป 2549-2550)  และชักนําใหเกิด G0/G1 arrestใน KKU-100 และ KKU-M156 (ทุน

วิจัย PERCH-CIC ป 2550-2552)   ดังนั้น  ผลจากการศึกษาครั้งนี้พบวา caged xanthones มีฤทธิ์ในการ

เสริมฤทธิ์ยาเคมีบําบัดในการฆาเซลลมะเร็งทอน้ําดี    ผลท่ีไดจะสามารถนํามาใชเปนขอมูลพ้ืนฐานใน

การศึกษากลไกในระดับโมเลกุลของการทําใหเซลลตายแบบ apoptosis (ซ่ึงอยูในระหวางดําเนินการศึกษา 

ทุนอุดหนุนท่ัวไปมหาวิทยาลัยขอนแกน ปงบประมาณ 2556)  ใชเปนขอมูลพ้ืนฐานในการศึกษาใน

สัตวทดลอง   และในการพัฒนาเปนยาตานมะเร็ง   หรือใชรวมกับยาตานมะเร็งเพ่ือลดความเปนพิษของยาตาน

มะเร็งตอเซลลปกติ ตอไปในอนาคต   

 

สรุปผลการวิจัย 

 จากผลการศึกษาครั้งนี้ แสดงใหเห็นวา isomorellin, gambogic acid และ forbesione มีผลไปเสริม

ฤทธิ์ยาเคมีบําบัดในการชักนําใหเกิด  apoptosis  ของเซลลมะเร็งทอน้ําดี   และเนื่องจาก isomorellin, 

gambogic acid และ forbesione มีฤทธิ์ทางเภสัชวิทยาท่ีกวางขวาง  จึงนาสนใจท่ีจะนํามาศึกษาฤทธิ์ใน

สัตวทดลอง  และในการพัฒนาเปนยาตานมะเร็งตอไปในอนาคต 
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แผนการดําเนินงานตลอดโครงการ 

กิจกรรม 
ระยะเวลา (เดือน) 

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

1.ทดสอบฤทธิ์ของยาตอเซลลมะเร็ง 

(SRB assay) 

            

2. การทดสอบฤทธิ์การใชรวมกัน

ของ caged xanthone 4 ชนิดกับ

ยาเคมีบําบัดท้ัง 5 ชนิดในเซลล

เพาะเลี้ยงมะเร็งทอน้ําดี 

            

3. การทดสอบกลไกเบื้องตนของ

การใชรวมกันของ caged 

xanthone 4 ชนิดกับยาเคมีบําบัด

ท้ัง 5 ชนิดท่ีใหผลเสริมฤทธิ์ในการ

ยับยั้งเซลลเพาะเลี้ยงมะเร็งทอน้ําดี

โดยวิธ ีEB/AO staining 

            

4. ศึกษากลไกในระดับโมเลกุลของ

การเกิดกระบวนการ apoptosis  

ของเซลลมะเร็งโดยตรวจดูการ

แสดงออกของโปรตีน Bcl-2, Bax, 

survivin, activated caspase-3 

และ activated caspase-9 โดยวิธี 

western blot 

            

6. รวบรวมและวิเคราะหขอมูล             

7. สรุปผลและจัดทํารายงานการ

วิจัย 

            

               แผนงานในโครงการวิจัย 
               งานท่ีไดดําเนนิการแลวภายใน 1 ป 
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