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บทท่ี 1 
บทนํา 

 
1.1 ความสําคัญและที่มาของปญหาที่ทําการวิจัย  

 มะเร็งเปนสาเหตุการตายท่ีสําคัญในประชากรท่ัวโลก  จากประมาณการใน พ.ศ. 2537  พบวา มีจํานวน

ผูปวยโรคมะเร็งมากกวา 18 ลานคน และมีผูปวยใหมประมาณ 9 ลานคนในทุก ๆ ป  องคการอนามัยโลกได

คาดการณไววาในป 2563  ท่ัวโลกจะมีคนตายดวยโรคมะเร็งมากกวา  11  ลานคน  และเกิดข้ึนในประเทศท่ี

กําลังพัฒนามากกวา 7 ลานคนเนื่องจากมีปจจัยหลายอยางท่ีเก่ียวของกับการเกิดโรคมะเร็ง  สาเหตุการเกิด

มะเร็งพบวามีปจจัยรวมท่ีหลากหลายและประกอบดวยหลายข้ันตอน  ไดแก  initiation, promotion  และ  

progression  จากกลไกการเกิดมะเร็งท่ีเปน  multifactorial  และ  multistep processes  ทําใหการรักษา

มีไดหลายวิธีตั้งแตการปองกันการเกิดมะเร็งไปจนถึงการรักษา ประกอบกับการตรวจพบมะเร็งมักจะเปนระยะ

หลัง ๆ ประมาณการวารอยละ 70 ของผูปวยมะเร็งท่ีไดรับการวินิจฉัยจะมีการแพรกระจายของเซลลมะเร็งแลว 

ซ่ึงการรักษาแบบ  local treatment (เชน  การผาตัด  หรือรังสีรักษา)  มักไมไดผล  การรักษาในระยะนี้จึง

ตองใชยาตานมะเร็งหรือยับยั้งการแบงตัวของเซลลจึงมักมีผลตอเซลลปกติท่ีกําลังแบงตัวดวย  นอกจากนี้

เซลลมะเร็งบางชนิดจะมีปญหาการดื้อยา  แมจะใหการรักษาแบบ  combination therapy  ก็จะใหผลไมดีนัก 

 ในประเทศไทย  มะเร็งทอน้ําดีเปนมะเร็งตับท่ีมีอุบัติการณสูงมาก  โดยเฉพาะในภาค

ตะวันออกเฉียงเหนือมะเร็งดังกลาวมีอุบัติการณในชายมากกวาหญิง (1)  โดยท่ัวไปมะเร็งทอน้ําดีในระยะ

เริ่มแรกมักไมแสดงอาการ  ประกอบกับในปจจุบันยังไมมีวิธีการท่ีใชในการวินิจฉัยในระยะเริ่มแรก  ผูปวยสวน

ใหญท่ีเขารับการรักษามักมีการดําเนินโรคอยูในระยะสุดทาย  ซ่ึงมะเร็งไดลุกลามเกินกวาจะทําการรักษาไดทํา

ใหมะเร็งชนิดนี้มีการพยากรณโรคท่ีไมดี  และมีอัตราการตายสูง  ปจจุบันยังไมมีการรักษามะเร็งชนิดนี้อยางมี

ประสิทธิภาพ (2)  การรักษาสวนใหญจึงเปนลักษณะบรรเทา (palliative treatment)  หรือหากรักษาโดยการ

ผาตัดก็มักพบการกลับเปนซํ้าในอัตราสูง 

 ปจจุบันยาท่ีใชในการปองกันและรักษาโรคมะเร็งเปนยาแผนปจจุบัน  ยาสวนใหญไดมาจากการนําเขา

จากตางประเทศ  การผลิตยาแผนปจจุบันในประเทศเองก็มักใชวัตถุดิบจากตางประเทศซ่ึงมีราคาแพงทําให

สิ้นเปลืองคาใชจายเปนจํานวนมาก นอกจากนี้ การรักษาโรคมะเร็งโดยการใหยารักษามะเร็งในปจจุบัน ยังคงมี

ขอจํากัด  เชน ปญหาการดื้อยา (drug resistance)  ผลขางเคียงของยาท่ีเกิดข้ึนกับผูปวย (side effect)  เปน

ตน ดังนั้นการพยายามนําเอาสมุนไพรซ่ึงเปนทรัพยากรหรือวัตถุดิบท่ีมีราคาไมสูงมากนักและมีฤทธิ์ยับยั้งการ

เพ่ิมจํานวนของเซลลเพาะเลี้ยงมะเร็งทอน้ําดี มาศึกษาฤทธิ์รวมกับยาเคมีบําบัดและศึกษาฤทธิ์การยับยั้งมะเร็ง

ทอน้ําดีในสัตวทดลองจึงมีความจําเปน เพ่ือนําไปสูการผลิตเปนยารักษาโรคแผนปจจุบัน และนํามาประยุกตใช

รวมกับยารักษาโรคแผนปจจุบัน  จึงเปนแนวทางหนึ่งท่ีจะใหผูปวยมีชีวิตท่ียืนยาว  และมีคุณภาพชีวิตท่ีดีข้ึน  

โดยการรักษาดวยยาท่ีมีคาใชจายไมสูงเกินไป มีผลขางเคียงต่ํา และชวยทําใหการนําสมุนไพรมาประยุกตใชใน

การปองกันรักษาโรคมะเร็งตามแนวทางการรักษาแผนปจจุบันแพรหลายมากยิ่งข้ึน 



2 

 

1.2 วัตถุประสงคของโครงการวิจัย 

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

และ Paclitaxel) ตอเซลลเพาะเลี้ยงมะเร็งทอน้ําดี โดยวิธี SRB assay 

           2 เพ่ือศึกษาผลการใชรวมกันของสารบริสุทธิ์จาก Garcinia hanburyi 4 ชนิด (isomorellin, 

isomorellinol, forbesione และ gambogic acid) กับยาเคมีบําบัดท้ัง 5 ชนิดในเซลลเพาะเลี้ยงมะเร็งทอ

น้ําดีและเซลลปกติ 

           3 เพ่ือศึกษากลไกเบื้องตนในการยับยั้งเซลลเพาะเลี้ยงมะเร็งทอน้ําดีของสารบริสุทธิ์จากสมุนไพร

รวมกับยาเคมีบําบัดท่ีใหผลเสริมฤทธิ์กันตอเซลลเพาะเลี้ยงมะเร็งทอน้ําดีท่ีถูกชักนําใหเกิดกระบวนการ 

apoptosisโดยวิธ ีEB/AO staining 

            4 เพ่ือศึกษากลไกในระดับโมเลกุลของการเกิดกระบวนการ apoptosis  ของเซลลมะเร็งโดยตรวจดู

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

western blot 

 

1.3 ขอบเขตของโครงการวิจัย 

 การศึกษาครั้งนี้เปนการศึกษาผลการใชรวมกันของสารบริสุทธิ์จาก Garcinia hanburyi 4 ชนิด 

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

Gemcitabine, Cisplatin, Doxorubicin และ Paclitaxel) ตอ เซลล 3 ชนิด ไดแก KKU-100, KKU-M156 

และ Chang liver cell โดยวิธี SRB assay รวมท้ังศึกษากลไกเบื้องตนในการชักนําใหเกิดกระบวนการ 

apoptosis ดวยวิธ ี EB/AO staining  และกลไกในระดับโมเลกุลโดยศึกษาการแสดงออกของโปรตีน Bcl-2, 

Bax, survivin, activated caspase-3 และ activated caspase-9 ดวยวิธี western blot analysis 

 

1.4 ทฤษฎ ีสมมติฐาน หรือกรอบแนวความคิดของโครงการวิจัย 

 เนื่องจากผูปวยมะเร็งทอน้ําดีสวนใหญมาพบแพทยเม่ือมะเร็งไดพัฒนาสูระยะสุดทาย หรือระยะ

แพรกระจายซ่ึงทําใหการบําบัดรักษาโดยการผาตัดใหพยากรณโรคท่ีไมดี  อัตราการเสียชีวิตของผูปวยหลัง

ผาตัดท่ีมีชีวิตถึง 5 ปต่ํามาก การใชยาตานมะเร็งก็ใหผลในการรักษาต่ํา เนื่องจากการดื้อตอยาและเกิดอาการ

พิษของยารวมดวย ดังนั้น การนําสารสกัดจากธรรมชาติท่ีไดทําการศึกษาแลวพบวามีฤทธิ์ยับยั้งการเพ่ิมจํานวน

ของเซลลเพาะเลี้ยงมะเร็งทอน้ําดีโดยไปชักนําใหเกิด cell cycle arrest และ การตายแบบ apoptosis และมี

ความเปนพิษต่ํา มาศึกษาฤทธิ์รวมกับยาเคมีบําบัดในการยับยั้งการเพ่ิมจํานวนของเซลลเพาะเลี้ยงมะเร็งทอน้ําดี

จึงมีความจําเปน  ดังนั้น การเลือกใชสมุนไพรจึงเปนทางเลือกหนึ่งท่ีปจจุบันมีการศึกษาเพ่ิมข้ึน 

 รงทอง เปนพืชในวงศ Guttiferae มีชื่อทางวิทยาศาสตรวา Garcinia hanburyi Hook. f. ไดมีการ

นํามาใชเปนยาถาย ยารักษาแผลติดเชื้อ รักษาโรคผิวหนังอักเสบเรื้อรัง ริดสีดวงทวาร และแผลกดทับ (9) จาก
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การศึกษาสารเคมีพบวา ยาง ผล และลําตน มีสาร caged xanthones หลายชนิด ไดแก desoxymorellin, 

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

forbesione และ dihydroisomorellin (10, 11, 12, 13) มีรายงานการทดลองพบวาสารสกัดจากรงทองมี

ฤทธิ์ตานอักเสบ ฤทธิ์ลดไข และฤทธิ์แกปวด (14) และยังพบวาสาร caged xanthones หลายชนิดมีฤทธิ์ความ

เปนพิษตอเซลลมะเร็งหลายชนิด รวมท้ังฤทธิ์ anti-tumor (10, 11, 12, 15, 16) จากการศึกษาโดยจริยา 

หาญวจนวงศและคณะ พบวาสาร caged xanthone 4 ชนิด ไดแก isomorellin, isomorellinol, gambogic 

acid และ forbesione ท่ีแยกไดจากรงทองสามารถชักนําใหเซลลมะเร็งทอน้ําดี KKU-100 และ KKU-M156 

เกิด apoptosis โดยกลไกการเกิด apoptosis เกิดผานทาง mitochondrial pathway ท้ังแบบ caspase-

dependent และ caspase-independent pathway (ทุนวิจัยมหาวิทยาลัยขอนแกนป 2549-2550) และยัง

พบวา isomorellin, isomorellinol, gambogic acid และ forbesione ชักนําใหเกิด G0/G1 arrestใน KKU-

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

ผลการใชรวมกันของ isomorellin, isomorellinol, gambogic acid และ forbesione กับยาเคมีบําบัดใน

เซลลเพาะเลี้ยงมะเร็งทอน้ําดี โดยจะทําการตรวจสอบฤทธิ์ cytotoxicity ของยาเคมีบําบัด (5-FU, 

Gemcitabine, Cisplatin, Doxorubicin และ Paclitaxel) ตอเซลลมะเร็งทอน้ําดี โดยวิธี SRB assay  แลว

ทําการศึกษาผลการใชรวมกันของ caged xanthone 4 ชนิดกับยาเคมีบําบัดท้ัง 5 ชนิดในเซลลเพาะเลี้ยง

มะเร็งทอน้ําดี  จากนั้นทําการศึกษากลไกเบื้องตนในการยับยั้งเซลลมะเร็งทอน้ําดีโดยทํา apoptosis assay 

ดวยวิธ ีEB/AO staining  และกลไกในระดับโมเลกุลโดยศึกษาการแสดงออกของโปรตีน Bcl-2, Bax, survivin, 

activated caspase-3 และ activated caspase-9 ดวยวธิี western blot analysis  

 

1.5 ประโยชนที่คาดวาจะไดรับจากการวิจัย 

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

ตอเซลลมะเร็งทอน้ําดี 

 2  ทราบถึงผลการใชรวมกันของ caged xanthone 4 ชนิดกับยาเคมีบําบัดท้ัง 5 ชนิดในเซลล

เพาะเลี้ยงมะเร็งทอน้ําดี 

 3  ทราบถึงกลไกเบื้องตนของผลการใชรวมกันของ caged xanthone 4 ชนิดกับยาเคมีบําบัดท้ัง 5 

ชนิดในการยับยั้งเซลลเพาะเลี้ยงมะเร็งทอน้ําดี 

 4  ทราบถึงกลไกในระดับโมเลกุลของผลการใชรวมกันของ caged xanthone 4 ชนิดกับยาเคมีบําบัด

ท้ัง 5 ชนิดตอการแสดงออกของโปรตีนท่ีควบคุมกระบวนการ apoptosis 

 5 จากขอมูลท่ีไดสามารถนํามาใชเปนขอมูลพ้ืนฐานในศึกษาในสัตวทดลอง เพ่ือการพัฒนาเปนยาตาน

มะเร็ง หรือใชรวมกับยาตานมะเร็ง ตอไป 

 6  เผยแพรในวารสารระดับชาติ 

 7  นักศึกษาจบปริญญาโท 1 คน 
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 8. หนวยงานท่ีนําผลการวิจัยไปใชประโยชน 

   - สถาบันการแพทยแผนไทย  กระทรวงสาธารณสุข 

    - โรงพยาบาลชุมชน  กระทรวงสาธารณสุข 

    - คณะแพทยศาสตร  มหาวิทยาลัยขอนแกน 

 

1.6 แผนการถายทอดเทคโนโลยีหรือผลการวิจัยสูกลุมเปาหมาย 

 สรางกลุมวิจัยสมุนไพรท่ีมีศักยภาพในการศึกษาหายา/สารท่ีมีฤทธิ์ตานมะเร็ง  และผลงานท่ีไดจัดทําจะ

นําเสนอในการประชุมวิชาการท่ีเก่ียวของ เชน การประชุมวิชาการของแพทยแผนไทย กระทรวงสาธารณสุข   

การประชุมประจําปของสมาคมวิทยาศาสตรแหงประเทศไทย   การประชุมประจําปของคณะแพทยศาสตร ม. 

ขอนแกน และสมาคมเภสัชวิทยาแหงประเทศไทย  และตีพิมพเผยแพรในวารสารตาง ๆ เชน วารสารวิจัย

มหาวิทยาลัยขอนแกน เปนตน 

 

1.7 สถานที่ทําการทดลอง และ/หรือ เก็บขอมูล 

      ภาควิชาจุลชีววิทยา  ภาควิชาพยาธิวิทยา  คณะแพทยศาสตร  มหาวิทยาลัยขอนแกน 

      ภาควิชาเคมี  คณะวิทยาศาสตร  มหาวิทยาลัยมหิดล 
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บทท่ี 2 

การทบทวนวรรณกรรมท่ีเก่ียวของ 
 

 ในประเทศไทย  มะเร็งทอน้ําดีเปนมะเร็งตับท่ีมีอุบัติการณสูงมาก  โดยเฉพาะในภาค

ตะวันออกเฉียงเหนือมะเร็งดังกลาวมีอุบัติการณในชายมากกวาหญิง (1)  โดยท่ัวไปมะเร็งทอน้ําดีในระยะ

เริ่มแรกมักไมแสดงอาการ ประกอบกับในปจจุบันยังไมมีวิธีการท่ีใชในการวินิจฉัยในระยะเริ่มแรก  ผูปวยสวน

ใหญท่ีเขารับการรักษามักมีการดําเนินโรคอยูในระยะสุดทาย  ซ่ึงมะเร็งไดลุกลามเกินกวาจะทําการรักษาไดทํา

ใหมะเร็งชนิดนี้มีการพยากรณโรคท่ีไมดี  และมีอัตราการตายสูง  ปจจุบันยังไมมีการรักษามะเร็งชนิดนี้อยางมี

ประสิทธิภาพ (2)  การรักษาสวนใหญจึงเปนลักษณะบรรเทา (palliative treatment)  หรือหากรักษาโดยการ

ผาตัดก็มักพบการกลับเปนซํ้าในอัตราสูง 

 ปจจุบันยาท่ีใชในการปองกันและรักษาโรคมะเร็งเปนยาแผนปจจุบัน  ยาสวนใหญไดมาจากการนําเขา

จากตางประเทศ  การผลิตยาแผนปจจุบันในประเทศเองก็มักใชวัตถุดิบจากตางประเทศซ่ึงมีราคาแพงทําให

สิ้นเปลืองคาใชจายเปนจํานวนมาก นอกจากนี้ การรักษาโรคมะเร็งโดยการใหยารักษามะเร็งในปจจุบัน ยังคงมี

ขอจํากัด  เชน ปญหาการดื้อยา (drug resistance)  ผลขางเคียงของยาท่ีเกิดข้ึนกับผูปวย (side effect)  เปน

ตน ดังนั้นการพยายามนําเอาสารสกัดจากธรรมชาติท่ีไดทําการศึกษาแลวพบวามีฤทธิ์ยับยั้งการเพ่ิมจํานวนของ

เซลลมะเร็งทอน้ําดีโดยไปชักนําใหเกิด cell cycle arrest และ การตายแบบ apoptosis และมีความเปนพิษ

ต่ํา นํามาประยุกตใชรวมกับยารักษาโรคแผนปจจุบัน จึงเปนแนวทางหนึ่งท่ีจะชวยทําใหการนําสารสกัดจาก

ธรรมชาติมาประยุกตใชในการปองกันรักษาโรคมะเร็งตามแนวทางการรักษาแผนปจจุบันแพรหลายมากยิ่งข้ึน 

 พืชเปนแหลงของยารักษาโรคท่ีสําคัญของมนุษยมาเปนเวลายาวนาน องคการอนามัยโลก (World 

Health Organization) ประมาณการวาประมาณรอยละ 80 ของประชากรโลกใชสมุนไพรพ้ืนบานโดยเฉพาะ

สารสกัดจากพืชในการรักษาการเจ็บปวยเบื้องตน ยิ่งไปกวานั้นยาแผนปจจุบันของประเทศตะวันตกหลายชนิด

รวมท้ังยารักษามะเร็ง ก็มีแหลงกําเนิดมาจากสารสกัดจากพืช (3) ปจจุบันนี้พืชสมุนไพรกําลังไดรับความสนใจ

ในการนํามาศึกษาวิจัยเพ่ือทําเปนยารักษาโรคตางๆ รวมท้ังโรคมะเร็ง เนื่องจากในพืชสมุนไพรมีสารสําคัญใน

การออกฤทธิ์หลายชนิด บางชนิดสามารถออกฤทธิ์ไดกวาง และมีรายงานวามีศักยภาพปองกันหรือรักษา

โรคมะเร็ง เชน phenolic compounds, alkaloids, flavonoids, terpenoids, carotenoids, curcumin 

เปนตน  นอกจากนี้ยังมีการรายงานขอมูลยืนยันถึงความพยายามท่ีจะคนหาสารหรือยาจากพืช เพ่ือใชในการ

รักษาโรคมะเร็ง โดยพบวาสารหลายตัวอยูในระหวางการศึกษาระดับคลินิก และหลายตัวถูกผลิตเปนยาแผน

ปจจุบันและใชเปนยารักษามะเร็งอยางแพรหลายในปจจุบัน เชน vinblastin, vincristine, podophyllotoxin, 

camptothecin, และ paclitaxel เปนตน (4) 

 รงทอง เปนพืชในวงศ Guttiferae มีชื่อทางวิทยาศาสตรวา Garcinia hanburyi Hook. f. ไดมีการ

นํามาใชเปนยาถาย ยารักษาแผลติดเชื้อ รักษาโรคผิวหนังอักเสบเรื้อรัง ริดสีดวงทวาร และแผลกดทับ (5) จาก

การศึกษาสารเคมีพบวา ยาง ผล และลําตน มีสาร caged xanthones หลายชนิด ไดแก desoxymorellin, 

isomorellin, isomorellinol, morellic acid, gambogic acid, desoxygambogenin, hanburin, 
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forbesione และ dihydroisomorellin (6, 7, 8, 9) มีรายงานการทดลองพบวาสารสกัดจากรงทองมีฤทธิ์ตาน

อักเสบ ฤทธิ์ลดไข และฤทธิ์แกปวด (10) และยังพบวาสาร caged xanthones หลายชนิดมีฤทธิ์ความเปนพิษ

ตอเซลลมะเร็งหลายชนิด รวมท้ังฤทธิ์ anti-tumor (6, 7, 8, 11, 12) จากการศึกษาโดยจริยา หาญวจนวงศ

และคณะ พบวาสาร caged xanthone 4 ชนิด ไดแก isomorellin, isomorellinol, gambogic acid และ 

forbesione ท่ีแยกไดจากรงทองสามารถชักนําใหเซลลมะเร็งทอน้ําดี KKU-100 และ KKU-M156 เกิด 

apoptosis โดยกลไกการเกิด apoptosis เกิดผานทาง mitochondrial pathway ท้ังแบบ caspase-

dependent และ caspase-independent pathway (13)(ทุนวิจัยมหาวิทยาลัยขอนแกนป 2549-2550) 

และยังพบวา isomorellin, isomorellinol, gambogic acid และ forbesione ชักนําใหเกิด G0/G1 arrest

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

 ยาเคมีบําบัดท่ีนํามาใชในการศึกษาครั้งนี้เลือกจากยาท่ีใชในการรักษาผูปวยมะเร็งทอน้ําดี และมีกลไก

ในการออกฤทธิ์ท่ีแตกตางกัน 

  ยา 5-FU ใชเปนยามาตรฐานในการรักษาในผูปวยท่ีเปนมะเร็งลําไสใหญ (14)โดยเฉพาะอยางยิ่งใน

มะเร็งของระบบทางเดินหายใจ (15) กลไกในการออกฤทธิ์ของ 5-FU คือ สามารถไปยับยั้งเอนไซม 

thymidylate synthase (TS) ซ่ึงเปนผลใหเกิดการยับยั้งการสังเคราะห DNA และเปนสาเหตุใหเซลลตายโดย

การเกิด apoptosis (16) นอกจากนี้ 5-FU ยังชักนําใหเซลลเกิด apoptosis โดยผานทางการยับยั้ง NF-

kappaB และเพ่ิม caspase activity เซลลมะเร็งท่ีเกิด mutation ข้ึนท่ี p53 พบวาจะไมคอยตอบสนองตอ

การรักษาดวย 5-FU (17) และมีรายงานพบวาการรักษาดวย 5-FU ในผูปวยมะเร็งทอน้ําดียังใหผลการรักษาท่ี

ไมไดผล (18, 19) 

 Cisplatin (cis-diamminedichloplatinum [III]) เปนสารประกอบอนินทรียซ่ึงมีรายงานแรกพบวา 

cisplatin สามารถไปยับยั้งการแบงเซลลและชักนําใหมีการเจริญแบบ filamentous  E. coli กลไกการออก

ฤทธิ์ของ cisplatin ยังคงตองมีการศึกษาตอไป โดย cisplatin มีกลไกการทํางานเหมือนกับ alkylating agent  

cisplatin สามารถฆาเซลลไดในทุกระยะของวัฏจักรเซลล, ยับยั้งการสังเคราะห DNA และยังสามารถไปจับกับ 

DNA และเกิดการ cross-link กันในระหวางสาย cisplatin มีบทบาทสําคัญในการยับยั้งมะเร็งในระบบสืบพันธุ

และทางเดินปสสาวะ โดยเฉพาะในมะเร็งตอมลูกหมาก, มะเร็งรังไข และมะเร็งกระเพาะปสสาวะ 

 Gemcitabine (dFdC) เ ปน pyrimidine antimetabolite โดยใหผลดีตอการรักษาในมะเร็งตับออน, 

มะเร็งเตานม, มะเร็งรังไข, มะเร็งปอด และมะเร็งกระเพาะปสสาวะ gemcitabine ตองเกิดการ 

phosphorylation ภายในเซลลเพ่ือใหอยูในรูป active gemcitabine-nucleotide ท้ัง gemcitabine 

diphosphate (dFdCDP) และ gemcitabine triphosphate (dFdCTP) มีสวนในการยับยั้งการสังเคราะห 

DNA ดังนั้นจึงไดมีการศึกษาผลของ gemcitabine ในการยับยั้งมะเร็ง   gemcitabine diphosphate มี

คุณสมบัติในการยับยั้ง ribonucleotide reductase ซ่ึงเปนผลใหจํานวนของ deoxynucleotides (dNTP) ใน

เซลลลดจํานวนลง และมีผลทําใหมีสารตั้งตนในการสังเคราะห DNA ไมเพียงพอ ทําใหสามารถไปยับยั้งการ

สราง DNA ได นอกจากนี้ การลดจํานวนลงของ dCTP เปนผลใหไปกระตุนการเกิด phosphorylation ของ 

gemcitabine และยังชวยสงเสริมให gemcitabine nucleotide แทรกเขาไปในสาย DNA   นอกจากนี้การ
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ยับยั้งของ dCMP deaminaseโดย dFdCTP ทําให active dFdCTP มี half-life ในเซลลนานข้ึนสงผลให 

gemcitabine มีประสิทธิภาพในการรักษา solid tumors ไดดีข้ึน  gemcitabine ยังมีคุณสมบัติในการยับยั้ง

การเกิด DNA repair เนื่องจาก radiation หรือ alkylating agent  โดย gemcitabine มีบทบาทสําคัญในการ

ยับยั้งการซอมแซม DNA รวมท้ังมีความเปนพิษต่ํา   ทําให gemcitabine เปนความหวังสําหรับการรักษาแบบ 

combination (20) 

 Paclitaxel เปนยาเคมีบําบัดในกลุม mitotic inhibitor โดยมีกลไกการออกฤทธิ์คือชวย stabilize 

microtubule 
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บทท่ี 3 
การดําเนินการวิจัย 

 
วิธีการดําเนินการวิจัย และสถานที่ทําการทดลอง/เก็บขอมูล 

1  เซลลมะเร็ง 

 เซลลมะเร็งท่ีใชในการศึกษาครั้งนี้เปนเซลลมะเร็งทอน้ําดี 2 ชนิด ไดแก KKU-100  

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

adenocarcinoma),  เซลลมะเร็งทอน้ําดีท้ัง 2 ชนิด เปนเซลลท่ี establish ข้ึนท่ีหนวยปฏิบัติการวิจัยพยาธิ

วิทยา คณะแพทยศาสตร มหาวิทยาลัยขอนแกน  การเพาะเลี้ยงเซลลมะเร็งท้ัง 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 เซลลทุกชนิดเลี้ยงในตูอบท่ีอุณหภูมิ 

37๐ซ ภายใตบรรยากาศ 5 % CO2 ทําการเปลี่ยน media สัปดาหละ 2 ครั้ง 

 

2  ยาเคมีบําบัด 

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

ยา Gemcitabine และ Doxorubicin ไดรับความอนุเคราะหจากบริษัท Dabur Pharma Limited, New 

Delhi, India. 

 

3  การเตรียมสารละลาย isomorellin, isomorellinol, gambogic acid และ forbesione และยาเคมี

บําบัด 

 ละลายสารดวยตัวทําละลายท่ีเหมาะสม  จากนั้นนํามาทําใหปราศจากเชื้อโดยกรองผาน millipore 

filter membrane ขนาด 0.45 µm  นําสารละลายท่ีไดมาทําการเจือจางใหไดความเขมขนในขนาดตาง ๆ กัน 

เพ่ือใชในการทดสอบฤทธิ์ตอเซลลมะเร็งชนิดตาง ๆ เทียบกับ vehicle และสารมาตรฐานตอไป 

 

4  การทดสอบฤทธิ์ความเปนพิษของยาเคมีบําบัด 

 ทําการทดสอบโดยตรวจหาปริมาณของ cellular protein ดวยวิธี sulforhodamine B (SRB) assay 

ตามวิธีของ Skehan และคณะ (1990) (21)  ในการทดสอบนําเซลลท่ีมีปริมาณ 0.5 ถึง 1 x 105 เซลลตอมล.  

ใสลงใน 96-well microtiter plate เติมสารละลายยา ท่ีมีความเขมขนตาง ๆ กันใช ellipticine เปน 

positive control ใช DMSO เปน solvent control  จากนั้นนําไปบมท่ี 37๐ซ ใน CO2 incubator นาน  72 

ชั่วโมง   ทําการยอมดวย SRB  แลวจึงทําการละลายสีดวย Tris buffer เปนเวลา 5 นาที  จากนั้นนําไปวัด OD 

ท่ี 510 nm  จากคา OD ท่ีไดนํามาคํานวณหา % viability และคา IC50 
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5  การทดสอบฤทธิ์การใชรวมกันของ caged xanthone 4 ชนิดกับยาเคมีบําบัดท้ัง 5 ชนิดในเซลล

เพาะเล้ียงมะเร็งทอน้ําดี 

 ทําการทดสอบโดยตรวจหาปริมาณของ cellular protein ดวยวิธี sulforhodamine B (SRB) assay 

ตามวิธีของ Skehan และคณะ (1990) (25)  ในการทดสอบนําเซลลท่ีมีปริมาณ 0.5 ถึง 1 x 105 เซลลตอมล.  

ใสลงใน 96-well microtiter plate เติมสารละลายยาและสารละลาย caged xanthone ท่ีมีความเขมขนท่ี

เหมาะสมลงในเซลล  ในการทดลองตองมีเซลลท่ีใสสารละลายยาหรือสารละลาย caged xanthone ท่ีมีความ

เขมขนท่ีพอเหมาะเพียงอยางเดียวทําควบคูไปดวย  แลวทํา SRB assay ดังรายละเอียดในขอ 13.4  จากนั้นทํา

การวิเคราะหผลโดยใชวิธีของ Chou and Talalay  

 

6  การทดสอบกลไกเบ้ืองตนของการใชรวมกันของ caged xanthone 4 ชนิดกับยาเคมีบําบัดท้ัง 5 ชนิด

ท่ีใหผลเสริมฤทธิ์ในการยับย้ังเซลลเพาะเล้ียงมะเร็งทอน้ําดีโดยวิธี EB/AO staining 

 เลือก caged xanthone และยาเคมีบําบัดท่ีใหผลเสริมฤทธิ์กันมาทําการทดสอบกลไกการตายของเซลล

วาเกิดจากกระบวนการ apoptosis หรือไมดวยวิธี EB/AO staining โดยการยอมสีติดเซลลและนิวเคลียสของ

เซลลตามวิธีของ Park และคณะ  ตรวจสอบ nuclear morphology และการติดสี ภายใตกลองฟลูออเรสเซนส  

 

7  การตรวจวัดการแสดงออกของโปรตีนท่ีควบคุมการเกิด apoptosis 

  นําเซลลท่ีผานการ treat ดวย caged xanthone และยาเคมีบําบัดท่ีใหผลเสริมฤทธิ์กันมาทําการสกัด

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

activated caspase-9 โดยการทํา Western blot analysis  

 

8  Statistical analysis 

 ทําการทดสอบความแตกตางทางสถิติดวย Student t test ของคา mean ± SE  ของการทดลองท่ี

ทําซํ้าอยางนอย 3 ครั้ง 

 

ระยะเวลาทําการวิจัย และแผนการดําเนินงานตลอดโครงการ 

ระยะเวลาทําการวิจัย ระยะเวลาทําการวิจัย  1  ป 

    ตั้งแต  ตุลาคม  2554– กันยายน  2555 

 

 

 

 

 



10 

บทท่ี 4 
ผลการวิจัย 

 

 

4.1  ศึกษาฤทธิ์ cytotoxicity ของยาเคมีบําบัด 5 ชนิด ตอเซลลเพาะเล้ียงมะเร็งทอน้ําดี 

        จากผลการทดสอบพบวายาเคมีบําบัด 5 ชนิด (5-FU, gemcitabine, doxorubicin, cisplatin และ 

placlitaxel) สามารถยับยั้งการเพ่ิมจํานวนของเซลลมะเร็งทอน้ําดีท้ัง 2 ชนิด (KKU-100 และ KKU-M156) 

แบบ dose-dependent manner (รูปท่ี 1 และ 2) และไดแสดงคา IC50 ดังตารางท่ี 1  

 

 

  
 

     
 

รูปท่ี 1 แสดงผลของยาเคมีบําบัดตอการยับยั้งการเพ่ิมจํานวนของเซลลมะเร็งทอน้ําดี KKU-100 เซลล

เพาะเลี้ยงมะเร็งทอน้ําดีจะถูก treat ดวยยาเคมีบําบัดท่ีความเขมขนตางๆ เปนเวลา 72 ชั่วโมง  เซลล

ท่ีรอดชีวิต (Cell viability) จะถูกตรวจวัดโดยใช SRB assay  คาแตละคาแสดงถึงคา mean±SE ของ

การทดลองซํ้าสามครั้ง   

 

 

 

 

 

 

Doxorubicin 

Cisplatin Placlitaxel 

Doxorubicin 
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รูปท่ี 2 แสดงผลของยาเคมีบําบัดตอการยับยั้งการเพ่ิมจํานวนของเซลลมะเร็งทอน้ําดี KKU-M156 เซลล

เพาะเลี้ยงมะเร็งทอน้ําดีจะถูก treat ดวยยาเคมีบําบัดท่ีความเขมขนตางๆ เปนเวลา 72 ชั่วโมง  เซลล

ท่ีรอดชีวิต (Cell viability) จะถูกตรวจวัดโดยใช SRB assay  คาแตละคาแสดงถึงคา mean±SE ของ

การทดลองซํ้าสามครั้ง   

 

 

ตารางท่ี 1 แสดงคา IC50 ของยาเคมีบําบัดตอเซลลเพาะเลี้ยงมะเร็งทอน้ําดี 

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 ตอเซลลเพาะเล้ียงมะเร็งทอน้ําดี 

        จากผลการทดสอบพบวา caged xanthone 4 ชนิด (isomorellin, isomorellinol, gambogic acid 

และ forbesione) สามารถยับยั้งการเพ่ิมจํานวนของเซลลมะเร็งทอน้ําดีท้ัง 2 ชนิด (KKU-100 และ KKU-

M156) แบบ dose-dependent manner (รูปท่ี 3 และ 4) และไดแสดงคา IC50 ดังตารางท่ี 2  

 

 

 

        
 

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

forbesione) ตอการยับยั้งการเพ่ิมจํานวนของเซลลมะเร็งทอน้ําดี KKU-100 เซลลเพาะเลี้ยงมะเร็งทอ

น้ําดีจะถูก treat ดวย caged xanthone 4 ชนิด ท่ีความเขมขนตางๆ เปนเวลา 72 ชั่วโมง  เซลลท่ี

รอดชีวิต (Cell viability) จะถูกตรวจวัดโดยใช SRB assay  คาแตละคาแสดงถึงคา 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) ตอการยับยั้งการเพ่ิมจํานวนของเซลลมะเร็งทอน้ําดี KKU-M156 เซลลเพาะเลี้ยงมะเร็ง

ทอน้ําดีจะถูก treat ดวย caged xanthone 4 ชนิด ท่ีความเขมขนตางๆ เปนเวลา 72 ชั่วโมง  เซลลท่ี

รอดชีวิต (Cell viability) จะถูกตรวจวัดโดยใช SRB assay  คาแตละคาแสดงถึงคา mean±SE ของ

การทดลองซํ้าสามครั้ง   

 

      ตารางท่ี 1 แสดงคา IC50 ของ caged xanthone 4 ชนิด ตอเซลลเพาะเลี้ยงมะเร็งทอน้ําดี 
 

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  ศึกษาผลการใชรวมกันระหวาง caged xanthones 4 ชนิด กับ chemotherapeutic drugs ตอ

การเพ่ิมจํานวนของเซลล 

 จากผลการศึกษาการใชรวมกันของสารบริสุทธิ์จาก Garcinia hanburyi (isomorellin, 

isomorellinol, forbesione และ gambogic acid) กับยาเคมีบําบัดท้ัง 5 ชนิดในเซลลเพาะเลี้ยงมะเร็งทอ

น้ําดีพบวา ในเซลล  KKU-100 ใหผลเสริมฤทธิ์กันในเซลลท่ี treat ดวย cisplatin+gambogic acid (รูปท่ี 7C) 

และ doxorubicin+forbesione (รูปท่ี 9D)   ในขณะท่ี ในเซลล KKU-M156 ใหผลเสรมิฤทธิ์กันสําหรับเซลลท่ี 

treat ดวย cisplatin + isomorellin (รูปท่ี 6C) และ doxorubicin+isomorellin (รูปท่ี 6D)    ในขณะท่ี ผล

การศึกษาการใชรวมกันของสารบริสุทธิ์จาก Garcinia hanburyi (isomorellin, isomorellinol, forbesione 

และ gambogic acid) กับยาเคมีบําบัดท้ัง 5 ชนิด  combinations อ่ืนๆใหผลเปน antagonistic effect (รูปท่ี 

5-10)  โดยท่ีคา combination index (CI) = 1 ถือเปน additive, CI > 1 ถือเปน antagonistic effect, CI<1 

ถือเปน synergistic effect 

 

     

     
 

รูปท่ี 5 แสดงผลการใชรวมกันระหวาง isomorellin กับ chemotherapeutic drugs 5 ชนิด ในการยับยั้งการ

เพ่ิมจํานวนของเซลลมะเร็งทอน้ําดี KKU-100  เปนเวลา 72 ชั่วโมง  เซลลท่ีรอดชีวิต (Cell viability)  

จะถูกตรวจวัดโดยใช SRB assay  กราฟท่ีไดเปนคา combination index (CI) การคํานวณดังแสดงใน 

วิธีการทดลอง  คาแตละคาแสดงถึงคา mean ของการทดลองซํ้าสามครั้ง --- = CI = 1.0  
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รูปท่ี 6 แสดงผลการใชรวมกันระหวาง isomorellin กับ chemotherapeutic drugs 5 ชนิด ในการยับยั้งการ

เพ่ิมจํานวนของเซลลมะเร็งทอน้ําดี KKU-M156  เปนเวลา 72 ชั่วโมง  เซลลท่ีรอดชีวิต (Cell 

viability) จะถูกตรวจวัดโดยใช SRB assay  กราฟท่ีไดเปนคา combination index การคํานวณดัง

แสดงใน วิธีการทดลอง  คาแตละคาแสดงถึงคา mean ของการทดลองซํ้าสามครั้ง  --- = CI = 1.0 
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รูปท่ี 7 แสดงผลการใชรวมกันระหวาง gambogic acid กับ chemotherapeutic drugs 5 ชนิด ในการยับยั้ง

การเพ่ิมจํานวนของเซลลมะเร็งทอน้ําดี KKU-100  เปนเวลา 72 ชั่วโมง  เซลลท่ีรอดชีวิต (Cell 

viability) จะถูกตรวจวัดโดยใช SRB assay  กราฟท่ีไดเปนคา combination index (CI) การคํานวณ

ดังแสดงใน วิธีการทดลอง  คาแตละคาแสดงถึงคา mean ของการทดลองซํ้าสามครั้ง --- = CI = 1 

 

 
รูปท่ี 8 แสดงผลการใชรวมกันระหวาง gambogic acid กับ chemotherapeutic drugs 5 ชนิด ในการยับยั้ง

การเพ่ิมจํานวนของเซลลมะเร็งทอน้ําดี KKU-M156  เปนเวลา 72 ชั่วโมง  เซลลท่ีรอดชีวติ (Cell 

viability) จะถูกตรวจวัดโดยใช SRB assay  กราฟท่ีไดเปนคา combination index การคํานวณดัง

แสดงใน วิธีการทดลอง  คาแตละคาแสดงถึงคา mean ของการทดลองซํ้าสามครั้ง  --- = CI = 1.0 
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รูปท่ี 9 แสดงผลการใชรวมกันระหวาง 1forbesione กับ chemotherapeutic drugs 5 ชนิด ในการยับยั้งการ

เพ่ิมจํานวนของเซลลมะเร็งทอน้ําดี KKU-100  เปนเวลา 72 ชั่วโมง  เซลลท่ีรอดชีวิต (Cell viability) 

จะถูกตรวจวัดโดยใช SRB assay  กราฟท่ีไดเปนคา combination index (CI) การคํานวณดังแสดงใน 

วิธีการทดลอง  คาแตละคาแสดงถึงคา mean ของการทดลองซํ้าสามครั้ง --- = CI = 1 

 

 

 
 

รูปท่ี 10 แสดงผลการใชรวมกันระหวาง 1forbesione กับ chemotherapeutic drugs 5 ชนิด ในการยับยั้ง

การเพ่ิมจํานวนของเซลลมะเร็งทอน้ําดี KKU-M156  เปนเวลา 72 ชั่วโมง  เซลลท่ีรอดชีวติ (Cell 

viability) จะถูกตรวจวัดโดยใช SRB assay  กราฟท่ีไดเปนคา combination index การคํานวณดัง

แสดงใน วิธีการทดลอง  คาแตละคาแสดงถึงคา mean ของการทดลองซํ้าสามครั้ง  --- = CI = 1.0 
 

 

4.4 การทดสอบกลไกเบ้ืองตน ในการยับย้ังเซลลเพาะเล้ียงมะเร็งทอน้ําดี ของสารบริสุทธิ์จาก Garcinia 

hanburyi รวมกับยาเคมีบําบัดท่ีใหผลเสริมฤทธิ์กันโดยวิธี EB/AO staining 

 ผลการศึกษาพบวาในเซลล KKU-100 ท่ี treat ดวย cisplatin หรือ gambogic acid หรือ 

cisplatin+gambogic acid จะมีเปอรเซ็นตการเกิด apoptosis เพ่ิมข้ึนอยางมีนัยสําคัญทางสถิติเม่ือเทียบกับ

กลุม control และยังพบวาเปอรเซ็นตการเกิด apoptosis ในเซลลท่ี treat ดวย cisplatin+gambogic acid 

จะสูงกวาอยางมีนัยสําคัญทางสถิติเม่ือเทียบกับเซลลท่ี treat ดวย cisplatin หรือ gambogic acid เพียงอยาง

เดียว ดังแสดงในรูปท่ี 11 
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รูปท่ี 11 แสดงการเกิด apoptosis ใน เซลลมะเร็งทอน้ําดี KKU-100 หลังจาก treat ดวย cisplatin, 

gambogic acid อยางเดียวหรือท่ีใชรวมกัน  รูป A แสดงเซลลท่ี treat ดวย DMSO  รปู B แสดงเซลลท่ี treat 

ดวย cisplatin  รูป C แสดงเซลลท่ี treat ดวย gambogic acid และรูป D แสดงเซลลท่ี treat ดวย 

cisplatin+gambogic acid เปนเวลา 48 ชั่วโมง จากนั้นยอมดวยสี fluorescence EO/AO  ลูกศรแสดง

ลักษณะของนิวเคลียสท่ีเกิดการ condensation และหัวลูกศรแสดงลักษณะของนิวเคลียสท่ีเกิดการ 

fragmentation ซ่ึงเปนลักษณะจําเพาะของ apoptosis cell  จากนั้นทําการนับจํานวน  apoptotic cell  

ท้ังหมด  500  เซลล  แลวคํานวณเปนเปอรเซ็นต   คาท่ีแสดงเปนคา mean ± SE จากการทดลอง 3 ครั้ง  aP< 

0.05, bP< 0.01, cP< 0.001 เม่ือเปรียบเทียบกับ DMSO-treated cells และเปรียบเทียบระหวางการ treat 

ดวยยาหรือสารอยางเดียวกับการ treat ดวยยารวมกับสาร 

 

 

E 
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 ผลการศึกษาพบวาในเซลล KKU-M156 ท่ี treat ดวย isomorellin หรือ doxorubicin หรือ 

isomorellin + doxorubicin จะมีเปอรเซ็นตการเกิด apoptosis เพ่ิมข้ึนอยางมีนัยสําคัญทางสถิติเม่ือเทียบ

กับกลุม control และยังพบวาเปอรเซ็นตการเกิด apoptosis ในเซลลท่ี treat ดวย isomorellin + 

doxorubicin จะสูงกวาอยางมีนัยสําคัญทางสถิติเม่ือเทียบกับเซลลท่ี treat ดวย isomorellin หรือ 

doxorubicin เพียงอยางเดียว ดังแสดงในรูปท่ี 12A และ 12B 

 ผลการศึกษาพบวาในเซลล KKU-100 ท่ี treat ดวย forbesione หรือ doxorubicin หรือ 

forbesione + doxorubicin จะมีเปอรเซ็นตการเกิด apoptosis เพ่ิมข้ึนอยางมีนัยสําคัญทางสถิติเม่ือเทียบกับ

กลุม control และยังพบวาเปอรเซ็นตการเกิด apoptosis ในเซลลท่ี treat ดวย forbesione + doxorubicin 

จะสูงกวาอยางมีนัยสําคัญทางสถิติเม่ือเทียบกับเซลลท่ี treat ดวย forbesione หรือ doxorubicin เพียงอยาง

เดียว ดังแสดงในรูปท่ี 12C และ 12D 

 

 
 

รูปท่ี 12 แสดงการเกิด apoptosis ใน เซลลมะเร็งทอน้ําดี KKU-M156 หลังจาก treat ดวย DMSO, 

isomorellin, doxorubicin หรือ isomorellin + doxorubicin (รูป A)  นับจํานวนเซลลท่ีเกิด apoptosis 

แลวนํามา plot กราฟ (รูป B) แสดงการเกิด apoptosis ใน เซลลมะเร็งทอน้ําดี KKU-100 หลังจาก treat 

ดวย DMSO, forbesione, doxorubicin หรือ forbesione + doxorubicin (รูป C)  นับจํานวนเซลลท่ีเกิด 
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apoptosis แลวนํามา plot กราฟ (รูป D)   โดยทําการ treat เซลล เปนเวลา 48 ชั่วโมง จากนั้นยอมดวยสี 

fluorescence EO/AO  เซลลท่ีเกิด apoptosis มีลักษณะของนิวเคลียสเกิดการ condensation และ 

fragmentation จากนั้นทําการนับจํานวน  apoptotic cell  ท้ังหมด  500  เซลล  แลวคํานวณเปนเปอรเซ็นต   

คาท่ีแสดงเปนคา mean ± SE จากการทดลอง 3 ครั้ง  aP< 0.05, bP< 0.01, cP< 0.001 vs DMSO-treated 

cells   การเปรียบเทียบระหวางการ treat ดวยยาหรือสารอยางเดียวกับการ treat ดวยยารวมกับสารจะแสดง

โดย #P< 0.05, ###P< 0.001. 
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บทท่ี 5 

อภิปรายผล/วิจารณผล/สรุปผล 
 

 เนื่องจากการรักษาผูปวยมะเร็งทอน้ําดี ดวยวิธีการผาตัด การใชเคมีบําบัด หรือรังสีรักษามักไมไดผล การ

รักษาโรคมะเร็งโดยการใหยาเคมีบําบัดรักษามะเร็งในปจจุบัน ยังคงมีขอจํากัด  เชน ปญหาการดื้อยา (drug 

resistance)  ผลขางเคียงของยาท่ีเกิดข้ึนกับผูปวย (side effect)  เปนตน   ดังนั้นการพยายามนําเอาสารสกัด

จากธรรมชาติท่ีไดทําการศึกษาแลวพบวามีฤทธิ์ยับยั้งการเพ่ิมจํานวนของเซลลมะเร็งทอน้ําดีโดยไปชักนําใหเกิด 

cell cycle arrest และ การตายแบบ apoptosis และมีความเปนพิษต่ํา   นํามาประยุกตใชรวมกับยาเคมี

บําบัดท่ีใชรักษาโรคแผนปจจุบันเพ่ือลดผลขางเคียงของยาเคมีบําบัด   จึงเปนแนวทางหนึ่งท่ีจะชวยทําใหการนํา

สารสกัดจากธรรมชาติมาประยุกตใชในการปองกันรักษาโรคมะเร็งตามแนวทางการรักษาแผนปจจุบัน

แพรหลายมากยิ่งข้ึน   ดังนั้นคณะผูวิจัยจึงมีความสนใจท่ีจะศึกษาคนควาหาสารท่ีมีผลเสริมฤทธิ์ยาเคมีบําบัดใน

การยับยั้งการเพ่ิมจํานวนของเซลลมะเร็งทอน้ําดี   รวมถึงกลไกเบื้องตนในการยับยั้งการเพ่ิมจํานวนของ

เซลลมะเร็งทอน้ําดี  

 คณะผูวิจัยไดทําการทดสอบฤทธิ์ยับยั้งการเพ่ิมจํานวนของเซลลมะเร็งทอน้ําดี KKU-100 และ KKU-M156  

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

พบวา caged xanthones 4 ชนิด และยาเคมีบําบัดท้ัง  5  ชนิดมีฤทธิ์ยับยั้งการเพ่ิมจํานวนของเซลลมะเร็งทอ

น้ําดีในระดับท่ีดีมาก 

 จากนั้นจึงทําการศึกษาผลการใชรวมกันของ caged xanthones 4 ชนิด กับยาเคมีบําบัดท้ัง 5 ชนิดใน

เซลลเพาะเลี้ยงมะเร็งทอน้ําดีและ Chang cell    พบวา ในเซลล  KKU-100 ใหผลเสรมิฤทธิ์กันในเซลลท่ี treat 

ดวย cisplatin+gambogic acid (รูปท่ี 7C) และ doxorubicin+forbesione (รูปท่ี 9D)   ในขณะท่ี ในเซลล 

KKU-M156 ใหผลเสริมฤทธิ์กันสําหรับเซลลท่ี treat ดวย cisplatin + isomorellin (รูปท่ี 6C) และ 

doxorubicin+isomorellin (รูปท่ี 6D)   โดยใหคา  combination index (CI)  นอยกวา 1   ในขณะท่ี เม่ือ

ทําการทดสอบโดยใชความเขมขนของ caged xanthones รวมกับยาเคมีบําบัดท่ีใหผลเสริมฤทธิ์กันมาทดสอบ

ใน Chang cell พบวาใหผลตานฤทธิ์กัน (antagonism) ในการยับยั้งการเพ่ิมจํานวนของเซลล  โดยใหคา  

combination index (CI)  มากกวา   จากผลดังกลาวแสดงใหเห็นวาการใช cisplatin+gambogic acid, 

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

การยับยั้งการเพ่ิมจํานวนของเซลลมะเร็งทอน้ําดีโดยไมมีผลกับเซลลตับปกติ (Chang cell) 

 ดังนั้น  คณะผูวิจัยจึงทําการศึกษากลไกการออกฤทธิ์เบื้องตน   พบวา เม่ือทําการทดสอบโดยใช 

combinations ท่ีใหผลเสริมฤทธิ์กัน มา treat เซลล KKU-100 และเซลล  KKU-M156  พบวา สามารถชักนํา

ใหเกิดการตายของเซลลมะเร็งแบบ apoptosis   โดยเม่ือทํา EB/AO staining พบวาเซลลมะเร็งท่ีถูก treat 

ดวยสารจะเกิด chromatin condensation และ nuclear fragmentation  ซ่ึงเปนลักษณะเฉพาะของ 
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apoptotic cell   และยังพบวาปริมาณของ apoptotic cell  ในเซลลท่ี treat ดวย caged xanthones 

รวมกับยาเคมีบําบัดจะสูงกวาอยางมีนัยสําคัญทางสถิติเม่ือเทียบกับเซลลควบคุมและเซลลท่ี treat ดวย caged 

xanthones หรือ ยาเคมีบําบัดเพียงอยางเดียว    จากผลการทดลองแสดงใหเห็นวา  caged xanthones  มีผล

ไปเสริมฤทธิ์ยาเคมีบําบัดในการชักนําใหเกิด  apoptosis  ของเซลลมะเร็งทอน้ําดี 

 เนื่องจาก  จากผลการศึกษาของคณะผูวิจัยพบวา caged xanthones ไมเปนพิษตอเซลลเม็ดเลือดขาว  

สามารถชักนําใหเกิด apoptosis ในเซลลมะเร็งทอน้ําดี (KKU-100 และ KKU-M156) (ทุนวิจัย

มหาวิทยาลัยขอนแกนป 2549-2550)  และชักนําใหเกิด G0/G1 arrestใน KKU-100 และ KKU-M156 (ทุน

วิจัย PERCH-CIC ป 2550-2552)   ดังนั้น  ผลจากการศึกษาครั้งนี้พบวา caged xanthones มีฤทธิ์ในการ

เสริมฤทธิ์ยาเคมีบําบัดในการฆาเซลลมะเร็งทอน้ําดี    ผลท่ีไดจะสามารถนํามาใชเปนขอมูลพ้ืนฐานใน

การศึกษากลไกในระดับโมเลกุลของการทําใหเซลลตายแบบ apoptosis (ซ่ึงอยูในระหวางดําเนินการศึกษา 

ทุนอุดหนุนท่ัวไปมหาวิทยาลัยขอนแกน ปงบประมาณ 2556)  ใชเปนขอมูลพ้ืนฐานในการศึกษาใน

สัตวทดลอง   และในการพัฒนาเปนยาตานมะเร็ง   หรือใชรวมกับยาตานมะเร็งเพ่ือลดความเปนพิษของยาตาน

มะเร็งตอเซลลปกติ ตอไปในอนาคต   

 

สรุปผลการวิจัย 

 จากผลการศึกษาครั้งนี้ แสดงใหเห็นวา isomorellin, gambogic acid และ forbesione มีผลไปเสริม

ฤทธิ์ยาเคมีบําบัดในการชักนําใหเกิด  apoptosis  ของเซลลมะเร็งทอน้ําดี   และเนื่องจาก isomorellin, 

gambogic acid และ forbesione มีฤทธิ์ทางเภสัชวิทยาท่ีกวางขวาง  จึงนาสนใจท่ีจะนํามาศึกษาฤทธิ์ใน

สัตวทดลอง  และในการพัฒนาเปนยาตานมะเร็งตอไปในอนาคต 
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แผนการดําเนินงานตลอดโครงการ 

กิจกรรม 
ระยะเวลา (เดือน) 

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

1.ทดสอบฤทธิ์ของยาตอเซลลมะเร็ง 

(SRB assay) 

            

2. การทดสอบฤทธิ์การใชรวมกัน

ของ caged xanthone 4 ชนิดกับ

ยาเคมีบําบัดท้ัง 5 ชนิดในเซลล

เพาะเลี้ยงมะเร็งทอน้ําดี 

            

3. การทดสอบกลไกเบื้องตนของ

การใชรวมกันของ caged 

xanthone 4 ชนิดกับยาเคมีบําบัด

ท้ัง 5 ชนิดท่ีใหผลเสริมฤทธิ์ในการ

ยับยั้งเซลลเพาะเลี้ยงมะเร็งทอน้ําดี

โดยวิธ ีEB/AO staining 

            

4. ศึกษากลไกในระดับโมเลกุลของ

การเกิดกระบวนการ apoptosis  

ของเซลลมะเร็งโดยตรวจดูการ

แสดงออกของโปรตีน Bcl-2, Bax, 

survivin, activated caspase-3 

และ activated caspase-9 โดยวิธี 

western blot 

            

6. รวบรวมและวิเคราะหขอมูล             

7. สรุปผลและจัดทํารายงานการ

วิจัย 

            

               แผนงานในโครงการวิจัย 
               งานท่ีไดดําเนนิการแลวภายใน 1 ป 
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