
 
 

 
บทที ่2 

ทบทวนเอกสาร 

โดยภาพรวมของงานวิจยัน้ี มีการใช้เซลล์เช้ือสายมะเร็งในสภาพเล้ียง เพื่อทดสอบวิธี 
การตรวจผลกระทบของยา หรือสารออกฤทธ์ิทางชีวภาพต่อการควบคุมเซลล์มะเร็งโดยผา่นวฏัจกัร
ของเซลล์ ซ่ึงใช้เทคนิคการตรวจวัดขนาดของนิวเคลียสของเซลล์มะเร็งในการประเมิน
ประสิทธิภาพเทียบกบัขอ้มูลการตรวจสอบโดยใช้เทคนิคโฟลไซโทมิเตอร์ ดังนั้นการทบทวน
เอกสารงานวิจยัท่ีจะท าให้ครอบคลุมเน้ือหางานวิจยัจึงจ าเป็นตอ้งกล่าวถึงหัวขอ้ต่างๆ ใน 8 หวัขอ้ 
คือ (1) เซลล์เช้ือสายท่ีใชใ้นการวิจยั (2) ยามาตรฐาน cisplatin (3) วฏัจกัรของเซลล์ (cell cycle) (4) 
การตรวจสอบวฏัจกัรเซลล ์(5) การตายของเซลล์ (6) การตรวจสอบอะโพโทซิสของเซลล์ในสภาพ
เล้ียง (7) การตรวจสอบวฏัจกัรเซลล์โดยเทคนิค flow cytometry (8) การตรวจสอบการควบคุมวฏั
จกัรเซลล์ในเซลล์เช้ือสาย HeLa, A549 และ NCI-H1299 เม่ือไดรั้บยามาตรฐานโดยขอกล่าวถึง
รายละเอียดสังเขปตามล าดบัของหวัขอ้ต่างๆ ดงัน้ี 
 
2.1  เซลล์เช้ือสายทีใ่ช้ในการวจัิย 

ในการวิจยัน้ีใช้เซลล์มะเร็ง 3 เช้ือสาย ไดแ้ก่ เซลล์เช้ือสายมะเร็งปากมดลูกของ
มนุษยคื์อ HeLa เซลล์เช้ือสายมะเร็งปอดของมนุษยคื์อ A549 และ NCI-H1299 โดยท่ีเซลล์
ทั้ ง 3 เ ช้ือสายมีประวัติการน ามาใช้ในงานวิจัย ท่ียาวนานและมีประสิทธิภาพเป็น
แบบจ าลองของเซลล์มะเร็งท่ีมีการน ามาใช้ในงานวิจยัท่ีเก่ียวขอ้งกบัการพฒันายารักษา
มะเร็งท่ีดี ในท่ีน้ีจึงน าลกัษณะบางประการของเซลล์มากล่าวไว ้เพื่อเป็นแนวทางในการท า
ความเขา้ใจ เน้ือหาของงานวจิยัน้ีดงัน้ี 
2.1.1  เซลล์เช้ือสายมะเร็งปากมดลูกของมนุษย์ HeLa 

พบมากท่ีสุดของมะเร็งในสตรีไทย  พบมากในช่วงอายุ 35-60 ปี มะเร็ง
ปากมดลูกอาจมีสาเหตุมาจากการติดเช้ือ ไวรัสท่ีมีช่ือวา่ human papilloma virus 
ไวรัสชนิดน้ีติดต่อโดยการสัมผสั ส่วนใหญ่เป็นการติดต่อทางเพศสัมพนัธ์ท่ีท าให้
มีรอยถลอกของผิวหรือเยื่อบุ ท าให้เช้ือไวรัสเขา้ไปบริเวณปากมดลูกเซลล์ HeLa 
น้ีเป็นเซลล์ท่ี George Otto Geyได้มาจากเน้ือเยื่อปากมดลูกของผูป่้วยท่ีช่ือ 
Henrietta Lacks ในปี 1951 (Jones and McKusick, 1971) เซลล์ดงักล่าวเป็นเซลล์
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เกาะ มีลกัษณะทางสัณฐานวทิยาเป็นเยือ่บุผวิ (epithelium) มีการเจริญแบบเกาะชั้น
เดียว (monolayer) มีระยะเวลาการเพิ่มจ านวนข้ึนเป็นสองเท่าจากเดิม (population 
doubling time) ประมาณ 26 ชัว่โมง (เบญจวรรณ, 2554) 

2.1.2  เซลล์เช้ือสายมะเร็งปอดของมนุษย์ A549   
ในทางคลินิก A549 จดัเป็นมะเร็งปอดในกลุ่ม non- small cell lung 

cancer พบร้อยละ 75-80 ของมะเร็งปอดทั้งหมด (Raymond, 2005) การเป็นมะเร็ง
ในกลุ่มน้ีสัมพนัธ์กบัการสูบบุหร่ี และอาจเกิดจากการเป็นแผลในปอด เช่น แผล
วณัโรคหรือปอดบวมเซลล์ A549 เตรียมไดค้ร้ังแรกจากเยื่อบุถุงลมปอด (human 
alveolar basal epithelial cells) ของผูป่้วยเพศชายเช้ือสายคอเคเซียน (caucasian) 
อายุ 58 ปี ในสภาวะเล้ียงเป็นเซลล์เกาะชั้นเดียว มีลกัษณะเป็นเซลล์บางมีขอบ
หลายเหล่ียม (squamous) มีการตอบสนองต่อการแพร่ของสารต่างๆ ระหว่าง
ภายในกบัภายนอกเซลล์ ไดแ้ก่น ้ าและ electrolyte ใช้เวลาในการเพิ่มจ านวนข้ึน
เป็นสองเท่าจากเดิม ประมาณ 22 ชัว่โมง (Altogen, 2007)  

2.1.3  เซลล์เช้ือสายมะเร็งปอดของมนุษย์ NCI-H1299   
เป็นมะเร็งปอดในกลุ่มท่ีเป็นเซลล์ขนาดเล็ก (small cell lung cancer) พบ

ร้อยละ 15-20 จากมะเร็งปอดทั้งหมด พบวา่มะเร็งปอดในกลุ่มน้ีมีการเจริญเร็ว มี
การแพร่กระจายไปยงัอวยัวะต่างๆในร่างกายไดบ้่อยกว่ามะเร็งปอดชนิดท่ีไม่ใช่
ขนาดเล็กนอกจากน้ียงัตอบสนองต่อยาเคมีบ าบดัไดดี้ (วลยัลกัษณ์, 2554) เซลล์
เช้ือสาย NCI-H1299 เป็นเซลล์เกาะ ลกัษณะทางสัณฐานวิทยาเป็นเยื่อบุผิว มีการ
เจริญแบบเกาะชั้นเดียว ใชเ้วลาในการเพิ่มจ านวนข้ึนเป็นสองเท่าจากเดิม ประมาณ 
24  ชัว่โมง (Chen et al., 1993) 

  
2.2  ยามาตรฐาน cisplatin  

ยามาตรฐานท่ีใช้รักษาโรคมะเร็งนั้ น มีหลายชนิด เช่นcisplatin, etoposide, 
doxorubicin และ tamoxifen แต่ในการทดลองน้ีเลือกใช ้cisplatin เน่ืองจากใชต้า้นมะเร็งใน
หลายอวยัวะ และให้ผลดีในทางคลินิก นอกจากน้ียงัมีการน า cisplatin ไปใช้ในหลาย
งานวิจยั ท าให้มีผลการวิจยัส าหรับใช้ในการเปรียบเทียบมากพอสมควร cisplatin เป็น
สารประกอบเชิงซ้อนของโลหะหนกัท่ีมี platinum อยูต่รงกลาง ลอ้มรอบดว้ย 2Cl  และ 
2NH3-atom ใชรั้กษาโรคมะเร็งท่ีเกิดข้ึนในหลายอวยัวะของร่างกาย เช่น มะเร็งปอด มะเร็ง
ปากมดลูก  มะเร็งอณัฑะ เป็นตน้ กลไกการออกฤทธ์ิของยา cisplatin คือเม่ือ cisplatin เขา้สู่
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เซลล ์Cl- จะถูกแทนท่ีดว้ยน ้า ท าใหโ้มเลกุลของยาเกิดประจุบวก ซ่ึงจะสามารถท าปฏิกิริยา
กบั DNA ได ้ โดยไปจบักบั guanine ท าให้มีการยบัย ั้ง DNA replication  และ transcription 
และท าให้มีการแตกหกัและเขา้รหสัผิดของ DNA นอกจากน้ีการท่ี cisplatin จบักบั DNA 
ท าให้มีการโคง้งอของสายเกลียวคู่ของ DNA ท าให้มีผลยบัยบัย ั้งกระบวนการซ่อมแซม 
DNA ในกระบวนการแบ่งเซลล์แบบไมโตซิส (mitosis) และชกัน าให้เกิดการตายแบบอะ
โพโทซิส นอกจากน้ียงัมีฤทธ์ิยบัย ั้งการสังเคราะห์โปรตีนและ RNA โดยการออกฤทธ์ิของ
ยาน้ีไม่มีความจ าเพาะกบั ระยะต่างๆของเซลล ์(Briggs et al., 1990) แ ต่อย่ า งไรก็ตาม มี
การศึกษาจ านวนหน่ึงท่ีรายงานวา่ cisplatin สามารถออกฤทธ์ิยบัย ั้งเซลล์ L1210/0 ท่ีขั้น G2 
หรือชกัน าให้เซลล์ตายแบบ apoptosis ได ้(Sorenson et al., (1990) Ormerod  et al., 
(1954)) นอกจากน้ียงัสามารถยบัย ั้งเซลล์ Hep3B ท่ีขั้น G1 และ S และท าให้เซลล์ตายแบบ 
apoptosis เช่นเดียวกนั (Qin and Ng et al., 2002) 

ยา cisplatin น้ี เป็นยาท่ีมีผลขา้งเคียงค่อนขา้งรุนแรง เช่น หลงัจากได้รับยาเป็น
เวลา 1-4 ชัว่โมงอาจมีอาการคล่ืนไส้อาเจียนอย่างรุนแรง และมีผลกดการท างานของไข
กระดูก เกิดภาวะเกล็ดเลือดต ่า นอกจากน้ีหากไดรั้บยาซ ้ าๆ กนัหลายคร้ังท าให้เกิดอาการ
ซีด เน่ืองจาก haemoglobin จะลดลง เม่ือไดรั้บยาในระยะยาว จะเป็นพิษต่อระบบประสาท 
ท าให้เกิดอาการชกั ประสาทตาอกัเสบ ท าให้มองเห็นภาพ ไม่ชดั การรับรู้ของสีผิดเพี้ยน 
หรือตาบอดได ้และพบวา่ การใช ้cisplatin มีพิษต่อไต ท าให้เกิดภาวะไตวายเฉียบพลนั ซ่ึง
ความรุนแรงของอาการข้างเคียงข้ึนอยู่กบัขนาด วิธีการให้ยา และระยะเวลาหลงัให้ยา 
(Alberts and Noel, 1995 )   

จากการทดสอบความเป็นพิษ พบว่า cisplatin เป็น carcinogen ต่อสัตว ์(Kaye, 
1992) และมีคุณสมบติัเป็น teratogenicity คือท าให้ทารกในครรภ์เกิดความผิดปกติ 
นอกจากน้ียงัพบวา่สามารถชกัน าให้แบคทีเรียเกิดการ mutation และท าให้โครโมโซมของ
เซลลส์ัตวใ์นสภาพล้ียงเกิดความผดิปกติไดอี้กดว้ย (Briggs et al., 1990) 
 อย่างไรก็ตามมีการใชย้าเคมีชนิดน้ีอย่างแพร่หลาย เน่ืองจากมีประสิทธิภาพดีใน
การตา้นมะเร็ง มีการให้ยาน้ีร่วมกบัยาเคมีตา้นมะเร็งชนิดอ่ืน เช่น etoposide แต่เน่ืองจาก
การใหย้ามีผลขา้งเคียงท่ีรุนแรงดงัท่ีไดก้ล่าวมา จึงตอ้งมีการพิจารณาอยา่งรอบคอบ และอยู่
ภายใตก้ารควบคุมของแพทยผ์ูเ้ช่ียวชาญอยา่งเขม้งวด 
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ภาพ 2.1 โครงสร้างของ cisplatin (ท่ีมา: http://www.cisplatin.org/images/cisplatin.png, วนัท่ี
สืบคน้ 25 กรกฏาคม2554) 
 
2.3  วฏัจักรของเซลล์ (cell cycle)  

การวจิยัน้ีมีการตรวจสอบวฏัจกัรเซลลโ์ดยการยอ้มสี และจดัจ าแนกเซลล์ให้อยูใ่น
ระยะต่างๆ ซ่ึงตอ้งใชก้ารวดัขนาดนิวเคลียส และการดูลกัษณะของนิวเคลียส ดงันั้นจึงตอ้ง
มีความเขา้ใจเก่ียวกบัลกัษณะและขนาดนิวเคลียสในระยะต่างๆของวฏัจกัรเซลล์ เพื่อให้
สามารถจ าแนกระยะต่างๆได้ถูกตอ้งทรงยศ (2551) ได้กล่าวถึงวฏัจกัรของเซลล์อย่าง
น่าสนใจไวว้่า การแบ่งเซลล์เป็นกระบวนการท่ีเกิดข้ึนอย่างต่อเน่ือง โดยเซลล์จะมีการ
เตรียมตวัใหพ้ร้อมก่อนการแบ่งจนถึงการแบ่งนิวเคลียสและไซโทพลาสซึม กระบวนการน้ี
เรียกรวมว่า วฏัจกัรเซลล์ ซ่ึงพบเฉพาะการแบ่งแบบ ไมโตซิสเท่านั้น เน่ืองจากการแบ่ง
แบบน้ีเซลล์สามารถเจริญและเขา้สู่วฏัจกัรของเซลล์ได้อย่างต่อเน่ือง วฏัจกัรของเซลล ์
(ภาพ 2.2) แบ่งออกเป็น 2 ระยะคือ     
1.  Interphase เป็นระยะท่ีไม่มีการแบ่งตวัแบ่งออกเป็น 3 ระยะยอ่ย คือ  

 G1 phase (Gap1) เป็นจุดท่ีส าคญัท่ีสุดของวฏัจกัรเซลล์ เน่ืองจากวา่เป็น
จุดเร่ิมตน้ของการเตรียมพร้อมเพื่อการแบ่งเซลล ์ดงันั้นเซลล์ท่ีตอ้งการท่ีจะแบ่งตวั
นั้นจะตอ้งมีความพร้อมท่ีจะแบ่งตวั ไม่มีความผดิปกติของยีนในเซลล์ ระยะน้ีเป็น
ระยะพกั เซลล์ไม่มี activity ใดๆ ถ้าหากเซลล์มีการเปล่ียนแปลงเน่ืองจากถูก
กระตุน้ หรือเหน่ียวน า เซลลจ์ะเขา้สู่ระยะ G1 และแตกต่างตามชนิดของเซลล ์

S phase (Synthesis) เม่ือเซลล์มี signal ท่ีจะแบ่งตัว จะเร่ิมมีการ
สังเคราะห์ DNA เพิ่มจ านวนข้ึน และมีการเตรียม cell materials ต่างๆ ไว ้ระยะน้ี
จ านวน DNA content จะเป็น 2 เท่าของปกติ สามารถศึกษาไดจ้ากการยอ้ม DNA 
หาปริมาณ DNA content ได ้เช่น การยอ้มดว้ย Feulgen stain, cytophotometric 
quantitative assay, autoradiography (ใช ้labeled thymidine)   
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G2 phase (Gap2) เป็นระยะภายหลังจาก DNA synthesis มีการ
องค์ประกอบของโมเลกุลหลกัท่ีจ าเป็นส าหรับการแบ่งตวั แลว้พร้อมท่ีจะมีการ
แบ่งตวัต่อไป   

ระยะ interphase น้ีเป็นระยะท่ีมีความส าคญัต่อเซลล์มากและเป็นระยะท่ี
นานท่ีสุด ส าหรับวัฏจักรเซลล์โครมาตินจะปรากฎเป็นเส้นบางติดสีจาง 
(heterochromatin) และถา้เซลล์ได้รับสารพิษหรือยาบางชนิดในระยะน้ีเช่น ยา
ประเภท Actinomycin D, Bifunctional 1,3-bis-(2-chloroethy)-3-nitrosourea 
(BCNU), Bleomycin, Hydroxyurea เป็นตน้ ยอ่มมีผลต่อการยบัย ั้งการแบ่งไมโต
ซิสไดห้รือแมแ้ต่มีผลรุนแรงต่อการแบ่งเซลลท่ี์ผดิปกติ    

2.  M phase เป็นช่วงระยะเวลาสั้นๆ ท่ีเซลล์มีการแบ่งตวั (mitosis / meiosis) ระยะน้ี
โครโมโซมจะหดตวัและอยู่หนาแน่นมาก (condense) และไม่มี RNA synthesis 
(เน่ืองจากโครมาตินหดตวัแน่นมากท าให้ RNA polymerase เขา้ท างานไม่ได้) 
ระยะต่างๆ ใน M phase ไดแ้ก่ โพรเฟส (prophase) เมทาเฟส (metaphase) แอนา
เฟส (anaphase) และเทโลเฟส (telophase) 

 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

ภาพ 2.2 ระยะต่างๆ ของวฏัจกัรเซลล ์(ท่ีมา: http:// scicurious.files.wordpress.com/2010/07/ 
cell_cycle.jpg, วนัท่ีสืบคน้ 25 กรกฎาคม 2554)    

การเขา้สู่วฏัจกัรเซลล์ในระยะต่างๆ มีจุดตรวจสอบท่ีเรียกว่า restriction point เป็นการ
ควบคุมการเข้าสู่วฏัจกัรเซลล์ เพื่อตรวจสอบเซลล์ให้พร้อมก่อนการแบ่งตวัของเซลล์ และใน
ขั้นตอน G1, G2 และ M phase ของวฏัจกัรเซลล์นั้นจะมีการตรวจสอบเช่นกนั เรียกวา่  cell cycle 
checkpoints โดยมีโปรตีนท่ีควบคุมอยูเ่ช่น p53 ซ่ึงเป็น tumor suppressor protein ท าหนา้ท่ีในการ
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ยบัย ั้งเซลล์ท่ีผิดปกติเขา้สู่ S phase แลว้ท าให้เซลล์เขา้สู่โปรแกรมเซลล์ตาย (apoptosis) และพบวา่
ถา้ p53 เกิดการกลายพนัธ์ุแลว้ไม่สามารถท่ีจะควบคุม cell cycle checkpoints ได ้ท าให้เซลล์ท่ี
ผิดปกติ เ กิดการเจ ริญเ ติบโตอย่างไม่ มีการควบคุมเ กิดเ ป็นเซลล์มะ เ ร็ง ข้ึนได้ ห รือ Rb 
(Retinoblastoma protein) เป็นโปรตีนท่ีท าหนา้ท่ีในการควบคุม cell cycle, cell differentiation และ 
cell apopotosisกรณีใดก็ตามท่ี Rb เกิดการกลายพนัธ์ุ (mutation) หรือมีการสังเคราะห์ไม่เพียงพอ 
จะท าใหเ้ซลลมี์การแบ่งตวัอยา่งไม่หยดุท าใหเ้กิดมะเร็งไดเ้ช่นกนั 

 
2.4  การตรวจสอบวฏัจักรเซลล์      

จากการศีกษาท่ีผ่านมา พบว่ามีการตรวจสอบวฏัจกัรเซลล์โดยใช้หลายวิธีซ่ึง
แตกต่างกนัออกไป Dean et al.(2008) ท าการตรวจสอบวฏัจกัรเซลล์ chinese hamster 
ovary (CHO) โดยใช ้monoclonal antibody กบั bromodeoxyuridine (BrdU) พบวา่สามารถ
แยกเซลล์ออกเป็นระยะ G1, S และ G2 ได ้และ Rabinovitch et al.(1986) สามารถ
จ าแนกวฏัจกัรเซลล์ mouse splenocytes ไดโ้ดยใช ้fluorescent antibodies กบั IgM –Ly 1 
ท าใหท้ราบวา่สัดส่วนของเซลลใ์นระยะ S  และ G2 มีความแตกต่างกนันอกจากน้ี Hubbell 
et al. (1980) ท าการ ศึกษาวฏัจกัรเซลล์ ใน HeLa cell  โดยใชก้ารยอ้มสี silver nitrate ซ่ึงมี
ความสัมพนัธ์ต่อการสังเคราะห์ rRNA ท าให้สามารถแยกเซลล์ออกเป็นระยะต่างๆในวฏั
จกัรเซลล์ได ้ อยา่งไรก็ตามในการวิเคราะห์หรือตรวจสอบวฏัจกัรเซลล์มกันิยมใช ้เทคนิค 
flow cytometry ตรวจสอบเซลล์ท่ีผา่นการยอ้มสีเช่น Rabinovitch et al. (1988) ใชก้ารยอ้ม
สี BrdU-quenched 33258 Hoechst fluorescence นอกจากน้ี Kalejta et al.(1997) ท าการ
ยอ้มสีเซลล์ primary human foreskin fibroblasts ด้วย propidium iodide (PI) และ 
Pozarowski and Darzynkiewicz (2004) ยอ้มเซลล์ดว้ย 4',6'-diamidino-2-phenylindole 
(DAPI) แลว้จึงน าไปตรวจสอบวฏัจกัรเซลลด์ว้ยเคร่ือง flow cytometry 

2.5  การตายของเซลล์   
ในการตรวจสอบวฏัจกัรเซลล์มักพบการตายของเซลล์ซ่ึงเป็นกระบวนการท่ี

จ าเป็นต่อร่างกาย ในคนท่ีโตเต็มวยัมีการตายของเซลล์ 109 เซลล์ต่อวนั (ปกป้องและคณะ, 
2550) การตายของเซลล์เกิดจากกระบวนการท่ีแตกต่างกนั 2 กระบวนการ คือ การตาย
แบบอะโพโทซิส (apoptosis) และการตายแบบ เนโครซิส (necrosis) การตายทั้งสองแบบ
สามารถแบ่งแยกความแตกต่างไดโ้ดยดูจากการเปล่ียนแปลงรูปร่างของเซลล์และนิวเคลียส 
(ภาพ 2.3) 
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1.  อะโพโทซิส (apoptosis) เป็นการตายท่ีเกิดข้ึนตามปกติ  มีการตั้งโปรแกรมไว้
ล่วงหน้า เป็นกลไกท่ีควบคุมโดยจีโนมของเซลล์ในการก าจดัเซลล์ท่ีตายตาม
ก าหนดเพื่อก าจดัเซลล์ท่ีตาย โดยไม่มีผลต่อเซลล์ขา้งเคียง (Cohen, 1983) หาก
กลไกการควบคุมการตายบกพร่องอาจท าใหเ้กิดพยาธิสภาพต่างๆ เช่น มะเร็ง หรือ
เส้นประสาทเส่ือม เป็นตน้ (Bockbrader et al., 2005) การเปล่ียนแปลงท่ีเกิดกบั
เซลล์ในขณะเกิด อะโพโทซิสนั้น คือ โครมาตินจะเกิดการหดตวับริเวณเยื่อหุ้ม
นิวเคลียส (nuclear membrane) และเยื่อหุ้มเซลล์ (plasma membrane) เรียกว่า 
blebbling และเซลล์จะถูกแบ่งออกเป็นส่วนๆ แลว้ถูกห่อหุ้มดว้ยเยื่อหุ้มกลายเป็น
ถุงเล็กๆ เรียกว่า apoptotic bodies ซ่ึงภายในจะมีการหดตวัของแท่งโครมาติด 
(chromatid) และองคป์ระกอบต่างๆ ของเซลล ์ สุดทา้ย  apoptotic bodies จะถูกกิน
โดย phagocyte จึงไม่มีผลใหเ้กิดการอกัเสบ (Saikumar et al., 1999) จากการศึกษา
พบว่ายารักษาโรคมะเร็งป้องกนัการเกิดเน้ืองอกไดโ้ดยใช้กลไกการก าหนดการ
ตายของเซลลแ์บบอะโพโทซิส (Johnstone et al., 2002) 

2.  เนโครซิส (necrosis) เป็นการตายของเซลลห์รือเน้ือเยือ่ หลงัจากไดรั้บการบาดเจ็บ
, ติดเช้ือ, เป็นมะเร็งและการขาดเลือด การอกัเสบอย่างต่อเน่ือง และการท าลาย
ระบบภายในเซลล์อย่างรุนแรง ท าให้ไมโตคอนเดรียบวมพอง (mitochondria 
swelling) ตามด้วยการฉีกขาด หรือสูญเสียสภาพของเยื่อหุ้มเซลล์ เกิดการปล่อย
องค์ประกอบภายในเซลล์ออกมาสู่ช่องว่างภายนอก (extracellular space) สารท่ี
ปล่อยมานั้นจะมีเอนไซมท่ี์สามารถยอ่ยโปรตีนได ้(proteolytic enzyme) เม่ือมีการ
หลัง่เอนไซม์ส่งผลให้เซลล์ขา้งเคียงไดรั้บความเสียหาย จึงเกิดการอกัเสบอย่าง
รุนแรงของเน้ือเยือ่บริเวณนั้น (Leist and Jaattela, 2001) 

 
 
 
 
 
 
 
 
 



11 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพ 2.3 การตายของเซลล์ (ท่ีมา: http://www.celldeath.de/encyclo/aporev/revfigs/rev_2.jpg,  
(วนัท่ีสืบคน้ 5 กนัยายน 2554) 
 
2.6  การตรวจสอบอะโพโทซิสของเซลล์ในสภาพเลีย้ง 

ในการตรวจสอบการตายแบบอะโพโทซิสนั้น สามารถท าไดห้ลายวธีิ เช่นตรวจได้
จากการแตกหกัของสาย DNA โดยวิธี agarose gel electrophoresis (Studzinski, 1999) และ
สามารถตรวจปริมาณช้ินส่วนดีเอ็นเอของเซลล์อะโพโทซีสในเซลล์เด่ียวได ้โดยอาศยัการ
ยอ้มสี DNA ภายในเซลล์ ดว้ยวิธี enzymetic labeling assay เช่น TUNEL enzymetic 
labeling assay หรือยอ้มดีเอ็นเอด้วยสารเรืองแสง  แต่ในการทดลองน้ีใช้วิธีท่ีแตกต่าง
ออกไป คือ การตรวจสอบโดยยอ้มเซลล์ด้วยสี aceto-orcein ท่ีสกดัจากไลเคน Rocella 
tinctoria และ Lecanora parella ไดสี้แดง ซ่ึงจะยอ้มติดสารพนัธุกรรมภายในนิวเคลียส ท า
ให้สามารถตรวจสอบระยะต่างๆของเซลล์ได ้โดยดูจากการจดัเรียงตวัของ DNA จึงใชใ้น
การยอ้มสีเซลล์เพื่อดูการแบ่งเซลล์และสามารถดูการเกิดอะโพโทซีสได ้โดยหลงัจากท า
การยอ้มสีแลว้ เม่ือสังเกตใตก้ลอ้งจุลทรรศน์จะเห็นเซลลท่ี์เกิดการอะโพโทซิส มีการหดตวั
ของเซลล์และแตกออกเป็นช้ินเล็กๆ เรียกวา่ apoptotic bodies นอกจากน้ีจะเห็นโครมาติน 
หดตวัเป็นแถบหนา (Studzinski, 1999) 
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2.7  การตรวจสอบวฏัจักรเซลล์โดยเทคนิค flow cytometry  
งานวิจยัน้ีมีการเปรียบเทียบประสิทธิภาพ ของการจ าแนกเซลล์ดว้ยการวดัขนาด

นิวเคลียสกบัการวดัเซลล์ดว้ยเคร่ือง flow cytometer ซ่ึงเป็นวิธีท่ีมีความแม่นย  าสูงในการ
ตรวจสอบวฏัจกัรเซลล์จึงควรมีความเขา้ใจในหลกัการของเคร่ือง และวิธีการวดั  flow 
cytometry เป็นวิธีการวดัคุณสมบติัของเซลล์ซ่ึงอยู่ในสารละลายท่ีไหลอยูโ่ดยใช้เลเซอร์ 
หลกัการท างานของ flow cytometer อาศยัการวดัปริมาณของสารเรืองแสงท่ีเปล่งบนผิว
เซลลห์รือภายในเซลลข์ณะท่ีไหลผา่นเคร่ืองเป็นเซลล์เด่ียวๆ ในอตัราเร็ว 500-1,000 เซลล์/
วินาทีเม่ือเซลล์ไหลผา่นล าแสงเลเซอร์ แสงท่ีกระทบเซลล์จะเกิดการหักเหเป็น 2 ทิศทาง
ในตวัเคร่ืองจะมีอุปกรณ์ตรวจสอบการหกัเหของแสงเรียกวา่ detector ซ่ึงจะวดัค่าการหกัเห
ของแสงเป็นมุมแคบทางดา้นหน้าท าให้สามารถหาขนาดของเซลล์ไดแ้ละวดัค่าการหักเห
ของแสงท่ีออกจากเซลล์จะท าให้สามารถวดัส่วนประกอบภายในเซลล์ไดจ้ากนั้นเคร่ืองก็
จะเปล่ียนสัญญาณแสงให้กลายเป็นสัญญาณไฟฟ้าและส่งขอ้มูลไปยงัเคร่ืองคอมพิวเตอร์
เพื่อประมวลผลออกมาเป็นค่าทางดิจิตอลเป็นขนาดและรูปร่างของเซลล์หรือโมเลกุลนั้นๆ 
(โกวิทย,์ 2539) ส่วนประกอบของเคร่ือง flow cytometer แบ่งเป็น 4 ส่วน (ภาพ 2.4) 
รายละเอียดดงัต่อไปน้ี 

1.  fluidic system มีหนา้ท่ีในการสร้างกระแสการไหลของ fluid หรือ isotonic buffer 
saline solution ท่ีมีเซลล์ หรืออนุภาคท่ีตอ้งการตรวจนบัแขวนลอยอยู่และมีตวั
บงัคบัให้เซลล์ไหลเรียงเด่ียว ดว้ยความเร็วท่ีเท่าๆ กนัให้ผา่น flow chamber ซ่ึงมี
ตวัปล่อยแสง laser ส่องมากระทบเซลลท่ี์ไหลผา่น 

2.  optical system ท าหน้าท่ีสร้างล าแสง ซ่ึงส่วนมากเป็นแสง laser เน่ืองจากเป็น 
monochromatic และ high intensity เม่ือล าแสงส่องกระทบเซลล์ท่ีตกลงใน flow 
chamber ก็จะเกิดการหกัเหของแสง 2 แบบ คือ forward scatter (low angle) ซ่ึงจะ
แปรผนัตามขนาดของเซลล์ และเกิดการหกัเหแบบ side scatter (high angle) ซ่ึงจะ
แปรผนัตาม granularity ของเซลลน์ั้นๆ 

3. detector system มีหน้าท่ีตรวจรับสัญญาณแสงทั้ง 2 ชนิดท่ีออกมารวมทั้ง 
fluorescent signal โดยมี photo-multiplier tube หรือ light detectors ท าหนา้ท่ีรับ
สัญญาณแสงแลว้แปลงเป็นสัญญาณไฟฟ้า โดยจะมีตวั detector อยา่งนอ้ย 4 ตวั  

4.  data process system มีหนา้ท่ีรวบรวมสัญญาณไฟฟ้าท่ีไดรั้บมาจาก detector 
System แลว้น าไปประมวลผลเรียบเรียงใหเ้ป็น histogram ซ่ึงทั้งหมดน้ีจะเป็นการ 
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ท างานของระบบคอมพิวเตอร์แลว้แสดงออกมาท่ีหนา้จอหรือพิมพอ์อกมาใน 
กระดาษได ้

  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพ 2.4 เคร่ือง Flow Cytometry (ท่ีมา http://img.medscape.com/article/532/108/art-
lab532108.fig2b.gif, วนัท่ีสืบคน้ 20 สิงหาคม 2554)  

เคร่ือง flow cytometer สามารถจ าแนกเซลล์ให้อยู่ในระยะต่างๆ โดยวดัจาก
ปริมาณของ DNA ท่ีแตกต่างกนัในแต่ละระยะ เซลล์ท่ีศึกษาจะถูกยอ้มด้วยสีฟลูออเรส
เซนต ์ลกัษณะการติดสีฟลูออเรสเซนตข์อง DNA ในแต่ละเซลล์เรียกเป็น arbitrary unit จะ
เป็นสัดส่วนโดยตรงต่อจ านวน DNA content ในแต่ละเซลล์ซ่ึงสามารถแบ่งไดเ้ป็น 3 
ลกัษณะ คือ เซลล์ในระยะ G1 ไม่มีการเพิ่มจ านวน DNA มีลกัษณะการติดสีฟลูออเรส
เซนตเ์ป็น 1 arbitrary unit เซลลใ์นระยะ S เร่ิมมีการเพิ่มจ านวน DNA เกิดข้ึนมีลกัษณะการ
ติดสีฟลูออเรสเซนตเ์ป็น intermediate คืออยูร่ะหวา่ง 1 arbitrary unit และ 2 arbitrary unit 
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และเซลล์ในระยะ G2 และ M มีการเพิ่มจ านวน DNA เป็น 2 เท่ามีลกัษณะการติดสีฟลูออ
เรสเซนตเ์ป็น 2 arbitrary unit (ยทุธนา, 2549) 

ขอ้ดีของเทคนิคน้ีคือสามารถวิเคราะห์คุณสมบติัของอนุภาคหรือเซลล์โดยไม่ท า
ให้เซลล์เสียหายสามารถแยกเซลล์ตามคุณสมบติั DNA content ได ้ท าให้ทราบจ านวน
เซลล์ในระยะต่างๆ ของวฏัจกัรเซลล์ และสามารถนบัเซลล์และบนัทึกขอ้มูลทางสถิติได ้
โดยสามารถนบัเซลลป์ริมาณมากๆพร้อมกบัคดัแยกไดใ้นความเร็วสูง การประยุกตใ์ช ้flow 
cytometry ส่วนขอ้จ ากดัของเทคนิคน้ีคือ ตอ้งใชเ้ซลล์เป็นจ านวนมาก ในการวิเคราะห์ ใน
การเตรียมเซลลส์ าหรับวิเคราะห์และการควบคุมเคร่ืองตอ้งใชค้วามช านาญสูง  ปัจจุบนัได้
มีการน า flow cytometry มาใช้ในการวิจยัหลายๆ ดา้นเช่นการตรวจหาความผิดปกติใน
โครโมโซม การตรวจหาเซลล์มะเร็งเพื่อติดตามผลการรักษา การศึกษาและจ าแนกวฏัจกัร
เซลลอ์ยา่งไรก็ตามเคร่ือง flow cytometer มีราคาแพง และตอ้งอาศยัเทคโนโลยีขั้นสูงจึงยงั
ไม่เป็นท่ีนิยมใชท้ัว่ไปและไม่นิยมใชก้บังานท่ีเป็นเพียงขั้นพื้นฐาน (ศิรินนัท,์ 2548) 

 
2.8  การตรวจสอบการควบคุมวฏัจักรเซลล์ในเซลล์เช้ือสาย HeLa, A549 และ NCI-H1299 เมื่อ

ได้รับยามาตรฐาน 
เบญจวรรณ (2554) พบว่า cisplatin สามารถควบคุมวฏัจกัรเซลล์และชกัน าให้

เซลล์ มีการตายแบบอะโพโทซิสในเซลล์ เ ช้ือสาย  HeLa ได้และไพบูลย์ (2554) 
ท าการศึกษาวฏัจกัรของเซลล์ A549 หลงัจากได้รับยามาตรฐาน cisplatin เป็นเวลา 72 
ชัว่โมง พบวา่มีแนวโนม้ในการควบคุมวฏัจกัรเซลลท่ี์ระยะ G2 ท าให้เซลล์ไม่สามารถเขา้สู่ 
M phase ได ้เซลล์จึงไม่เกิดการแบ่งตวั ซ่ึงเป็นผลดีต่อการรักษามะเร็ง นอกจากน้ีวลยั
ลกัษณ์ (2554) ท าการศึกษาวฏัจกัรของเซลล์ NCI-H1299 หลงัจากไดรั้บยามาตรฐาน 
etoposide เป็นเวลา 72 ชัว่โมง พบวา่มีแนวโนม้ในการควบคุมวฏัจกัรเซลล์ท่ีระยะ G2 และ
สามารถชกัน าใหเ้ซลลมี์การตายแบบอะโพโทซิสเพิ่มข้ึน 16%  


