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บทที ่5 

อภิปรายผลการทดลอง 

5.1  การศึกษาสัณฐานวิทยาของเซลล์ 
 จากขอ้ 4.1 เม่ือท าการเล้ียงเซลล์ HeLa , A549  และ NCI-H1299 ในสภาวะปกติ

นาน 72 ชัว่โมงเซลลท์ั้งสามเช้ือสายจะอยูใ่นระยะ subconfluence  จากนั้นท าการยอ้มเซลล์
ดว้ยสี aceto-orcein  พบวา่ HeLa จะมีลกัษณะเป็นเซลล์เกาะชั้นเดียว  มีรูปร่างหลายเหล่ียม
แบนแบบ epithelial-like นิวเคลียสมีหลายรูปร่าง ตั้งแต่กลมไปถึงรีและรูปถัว่ และภายใน
นิวเคลียสมีนิวคลีโอลสั 1-2  อนั ส่วนเซลล ์A549 นั้นจะมีลกัษณะเป็นเซลล์เกาะชั้นเดียว มี
รูปร่างแหลมหวัแหลมทา้ย แบบ fibroblast-like นิวเคลียสท่ีติดสีแดง มีรูปร่างลกัษณะยาว 
รี ภายในมีนิวคลีโอลสัอยู ่1-3 อนั และเซลล์ NCI-H1299 มีลกัษณะการเกาะ รูปร่างเซลล์
และรูปร่างนิวเคลียสเหมือนเซลล์ HeLa แต่ภายในนิวเคลียสมีนิวคลีโอลสั 2-3 อนั  ซ่ึง
ลกัษณะดงักล่าวของเซลล์แต่ละเช้ือสายนั้นสอดคลอ้งกบัรายงานของ ATCC (2011) ท่ีได้
กล่าวถึงลกัษณะทางสัณฐานวทิยาของเซลลท์ั้งสามเช้ือสาย 

นอกจากน้ียงัมีการศึกษาเซลล์ทั้ง 3 เช้ือสายในสถานะลอย เม่ือยอ้มสี aceto-orcein 
จะเห็นวา่มีลกัษณะสัณฐานวิทยาท่ีเปล่ียนไป คือจะมีรูปร่างค่อนขา้งกลม หรือ รี สามารถ
มองเห็นนิวเคลียสได ้ซ่ึงในสถานะลอยน้ีนิวเคลียสจะมีขนาดเล็กกวา่และเห็นนิวคลีโอลสั
จ านวนเท่ากบัในสภานะเกาะ  

 
5.2  การศึกษาวฏัจักรเซลล์ในสภาวะปกติ  

จากผลการทดลองขอ้ 4. 2 พบว่าเซลล์ HeLa ทั้งสถานะเกาะและสถานะลอย มี
แบบการกระจายตวัในระยะต่างๆ ตามวฏัจกัรเซลล์ ดงัน้ีสถานะเกาะมี G1, S และ G2 
เท่ากบั ร้อยละ 69.37, 14.30 และ 13.82 ตามล าดบั ทั้งน้ียงัพบการแบ่งตวัแบบไมโตซิส 
ร้อยละ 2.51 ส่วนเซลล์ HeLa ในสถานะลอย นั้น พบวา่ มี G1, S และ G2 เท่ากบั ร้อยละ 
51.88, 11.50 และ 30.05 นอกจากน้ียงัพบการแบ่งตวัแบบไมโตซิสและการตายแบบอะโพ
โทซิสร้อยละ 1.17 กบั 0.08 ตามล าดบั ผลการทดลองท่ีไดจ้ะเห็นว่าทั้งสองสถานะท่ี
ท าการศึกษานั้น มีแนวโน้มการกระจายของเซลล์ในระยะต่างๆ แตกต่างกนั สถานะเกาะ 
จะมี G1 มากท่ีสุด และมี S กบั G2 ท่ีใกลเ้คียงกนัมาก แต่ในสถานะลอยนั้น จะมีระยะ G1 
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มากท่ีสุดรองลงมาคือระยะ G2 และ S ตามล าดบั ซ่ึงผลการทดลองในสถานะลอยท่ีได ้
สอดคลอ้งกบัการศึกษาวฏัจกัรเซลลด์ว้ยวธีิ flow cytometry ซ่ึงพบวา่มีระยะ G1, S และ G2 
เท่ากบั 67.60, 7.44 และ 20.09 ตามล าดบั (จริยา, 2553) และจากการศึกษาในหวัขอ้เดียวกนั
ของ Wang (2006) พบวา่เซลล ์HeLa มีแนวโนม้การกระจายตวัในระยะต่างๆ คือ มีระยะ S 
มากท่ีสุด รองลงมาคือ G1 และ G2  ซ่ึงต่างจากการทดลองน้ี  นอกจากน้ี เบญจวรรณ 
(2554) ยงัไดร้ายงานว่าเม่ือให้ cisplatin  2.05 µg/ml  แก่เซลล์  HeLa นาน 72 ชัว่โมง
จากนั้นท าการวดัแลว้ค านวณขนาดนิวเคลียส พบว่ามีระยะ G1, S และ G2 ในร้อยละท่ี
ใกลเ้คียงกนั คือ 22.43, 25.67 และ 21.08  อีกทั้งพบการแบ่งเซลล์แบบไมโตซิสมากถึงร้อย
ละ 25.67 นอกจากน้ียงัพบการตายแบบอะโพโทซิส ร้อยละ 2.7 เม่ือดูผลการทดลองน้ีเทียบ
กบัผลการทดลองของเบญจวรรณ (2554) พบวา่  ถึงแมจ้ะมีวธีิการทดลองท่ีเหมือนกนั แต่ก็
ยงัมีความแตกต่างของผลการทดลอง เน่ืองมาจากเทคนิคส่วนบุคคล การเก็บขอ้มูล และ 
วธีิการค านวณอาจมีความแตกต่างกนัในรายละเอียด 

ในเซลล์ A549 พบวา่ในสถานะเกาะมีการกระจายตวัในระยะ G1, S และ G2 
เท่ากบั ร้อยละ 56.98, 25.4 และ 11.00 ตามล าดบั ทั้งยงัพบการแบ่งตวัแบบไมโตซิสถึงร้อย
ละ 6.58 ส่วนเซลล์ในสถานะลอย นั้น มี G1, S และ G2 เท่ากบั ร้อยละ 60.25, 26.69 และ 
10.28 ตามล าดบั ทั้งยงัพบการแบ่งตวัแบบไมโตซิสและการตายแบบอะโพโทซิสร้อยละ 
2.52 กบั 0.51 เม่ือพิจารณาค่าการกระจายตวัของเซลล์ทั้งสองสถานะพบวา่ มีแนวโนม้การ
กระจายตวัไปในทิศทางเดียวกนั คือ มีระยะ G1 มากท่ีสุด รองลงมา คือระยะ S และ G2  
ซ่ึงสอดคลอ้งกบัการทดลองของจริยา (2553) ท่ีท าการตรวจสอบวฏัจกัรของเซลล์ A549 
โดยใชว้ิธี flow cytometry แลว้พบวา่ มีเซลล์อยูใ่น G0/G1, S, G2/M ร้อยละ 79.59, 13.22  
และ 2.71  อยา่งไรก็ตามถึงแมจ้ะมีแนวโนม้การกระจายตวัไปในทางเดียวกนั แต่ก็มีความ
ต่างในร้อยละของเซลลท่ี์กระจายอยูใ่นแต่ละระยะ ซ่ึงอาจเน่ืองมาจากวธีิการเล้ียงท่ีแตกต่าง
กนั และวิธีท่ีใช้ศึกษาวฏัจกัรเซลล์ก็มีความแตกต่างกนั เม่ือศึกษาการทดลองของสุพตัรา 
(2552) ท่ีท าการตรวจสอบวฏัจกัรของเซลล์ A549 โดยใชว้ิธี flow cytometry เช่นเดียวกนั 
พบวา่ มีเซลล์อยูใ่น G0/G1 S และ G2/M ร้อยละ 47.72, 8.19  และ 21.94  ซ่ึงเม่ือพิจารณา
ค่าท่ีได ้พบวา่แนวโนม้การกระจายตวัของเซลล์ในระยะต่างๆ นั้น เป็นไปคนละทิศทางกบั
การศึกษาของ จริยา (2553) และของการทดลองน้ี  นอกจากน้ีจากรายงานการทดลองของ
ไพบูลย ์(2554) ซ่ึงไดท้  าการศึกษาวฏัจกัรเซลล์ A549 โดยท าการวดัขนาดนิวเคลียสเซลล์
ในสถานะเกาะ ซ่ึงมีกระจายของเซลลใ์นระยะ G1, S และ G2 ดงัน้ี คือร้อยละ 52.0 8.0 และ 
39.0 ตามล าดบั ซ่ึงหากพิจารณาค่าท่ีมีการรายงานจะพบว่าแมจ้ะท าการทดลองด้วยวิธี
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เดียวกนัก็ตาม แต่การกระจายของเซลล์ในระยะต่างๆ นั้นก็ยงัมีแนวโนม้การกระจายไปใน
ทิศทางท่ีต่างกนั  

เซลล์ NCI-H1299 ในสถานะเกาะมีการกระจายตวัในระยะ G1, S และ G2 เท่ากบั 
ร้อยละ 70.59  9.74 และ 16.40 ตามล าดบั ทั้งยงัพบการแบ่งตวัแบบไมโตซิสและการตาย
แบบอะโพโทซิสร้อยละ 5.04 และ ร้อยละ 0.17 ส่วนเซลล์ในสถานะลอย นั้นมีการกระจาย
ตวัในระยะ G1, S และ G2 เท่ากบั ร้อยละ 66.35, 10.4 และ 18.56 ทั้งยงัพบการแบ่งตวัแบบ
ไมโตซิสและการตายแบบอะโพโทซิสร้อยละ 4.44 กบั 0.25 ตามล าดบั จากค่าท่ีไดจ้ะเห็น
วา่ในสถานะเกาะและสถานะลอยนั้น มีจ  านวนเซลลใ์นระยะ G1, S และ G2 ในร้อยละท่ีไม่
แตกต่างกันมากนัก และยงัมีแนวโน้มไปในทิศทางเดียวกัน คือ มีระยะ G1 มากท่ีสุด 
รองลงมา คือระยะ G2 และ S ตามล าดบั สอดคลอ้งกบัการทดลองของวลยัลกัษณ์ (2553) ท่ี
ท าการศึกษาวฏัจกัรเซลล์ NCI-H1299  ท่ีเล้ียงในสภาวะปกติ พบวา่ มีระยะ G1, S และ G2 
เท่ากบั ร้อยละ 75.00, 4.00 และ 14.00 ตามล าดบั นอกจากน้ียงัสอดคลอ้งกบัการทดลอง
ของจริยา (2553) ซ่ึงศึกษาวฏัจกัรเซลล์ NCI-H1299  ดว้ยวิธี flow cytometry พบวา่ มีระยะ 
G1, S, G2 เท่ากบัร้อยละ 75.00, 5.00 และ 15.00 

5.3  การศึกษาวฏัจักรเซลล์ในสภาวะทีไ่ด้รับ cisplatin 

cisplatin เป็นยามาตรฐานท่ีใชใ้นการรักษามะเร็ง ซ่ึงมีหลายงานวิจยั ท่ีไดร้ายงาน
วา่ยาชนิดน้ีสามารถยบัย ั้งการแบ่งตวัของเซลล์มะเร็งและชกัน าให้เกิดการตายแบบอะโพ
โทซิสได ้เช่น Eastman (1990) ไดร้ายงานวา่ cisplatin จะไปยบัย ั้งการสังเคราะห์ดีเอ็นเอ 
แต่เซลลท่ี์นั้นจะยงัเขา้สู่ระยะ G2 ได ้และจะหยดุอยูท่ี่ระยะน้ีแลว้เกิดการตายแบบอะโพโท
ซิส นอกจากน้ียงัมีการทดลองใน Chinese hamster ovary cell ของ Demarcq et al.(1994) 
และ Barry et al.(2002) พบวา่ cisplatin สามารถชกัน าใหเ้กิดการตายแบบอะโพโทซิสได ้ 

จากขอ้ 4.3 เม่ือให้ cisplatin แก่ เซลล์ HeLa พบวา่เม่ืออยูใ่นสถานะเกาะ มีร้อยละ
การกระจายตวัในระยะ G1, S และ G2 เท่ากบั 45.64, 19.16 และ 33.09 ทั้งยงัพบการแบ่งตวั
แบบไมโตซิสและการตายแบบอะโพโทซิส ร้อยละ 1.11 และ 1.00  เม่ืออยูใ่นสถานะลอย 
เซลล์จะมีร้อยละการกระจายตวัในระยะ G1, S และ G2 เท่ากบั 43.35, 20.44 และ 34.98  
ตามล าดบั เซลลใ์นสถานะลอยน้ี ไม่พบการแบ่งตวัแบบไมโตซิส แต่พบการตายแบบอะโพ
โทซิสร้อยละ 1.23 จากขอ้มูลทั้งสองสถานะ พบวา่เซลล์มีการกระจายตวัในระยะต่างๆ ไป
ในทิศทางเดียวกนัคือมีระยะ G1 มากท่ีสุด รองลงมาคือระยะ G2 และ S ตามล าดบั ซ่ึงใน
แต่ละระยะมีร้อยละการกระจายตวัค่อนขา้งใกลเ้คียงกนั ผลการทดลองท่ีไดส้อดคลอ้งกบั
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การทดลองของ จริยา (2553) ท่ีท าการศึกษาวฏัจกัรเซลล์ HeLa ท่ีไดรั้บ cisplatin ท่ีความ
เขม้ขน้ต่างๆ โดยใช้วิธี flow cytometry พบวา่ เม่ือให้ สารท่ีเขม้ขน้ 2 µg/ml นาน 72 
ชัว่โมง  จะมีเซลลก์ระจายในระยะ G1, S และ G2 ร้อยละ 62.71 8.51 และ 22.83 ตามล าดบั 
ซ่ึงแมจ้ะมีการกระจายไปในทิศทางเดียวกนั แต่ยงัมีความแตกต่างของจ านวนร้อยละในแต่
ละระยะ  อาจเน่ืองมาจาก วิธีการเพาะเล้ียงเซลล์ และวิธีการเก็บขอ้มูลท่ีไม่เหมือนกนั รวม
ไปถึงความเข้มข้นของสารท่ีให้กับเซลล์ก็แตกต่างกัน นอกจากน้ียงัพบว่า cisplatin 
สามารถยบัย ั้งการแบ่งตวัแบบไมโตซิสและชกัน าการตายแบบอะโพโทซิสไดซ่ึ้งสอดคลอ้ง
กบัรายงานของ Ishibashi and Lippard (1998) ท่ีพบวา่ เม่ือให้  cisplatin 5 µM แก่ เซลล ์
HeLa นาน 48 ชัว่โมง ท าให้ เซลล์ HeLa มีทีโลเมียร์ (telomere) ท่ีสั้นลง ส่งผลให้เกิดการ
จ าลองตวัของดีเอ็นเอท่ีไม่สมบูรณ์ในระยะ S และชกัน าให้เซลล์เกิดการตายแบบอะโพโท
ซิสในท่ีสุด           

ในเซลล ์A549 พบวา่การกระจายของเซลล์ในสถานะเกาะมีร้อยละการกระจายตวั
ในระยะ G1, S และ G2 เท่ากบั 57.03, 26.83 และ 16.07 ตามล าดบั และพบการตายแบบอะ
โพโทซิสร้อยละ 0.08 ในสถานะลอยมี G1, S และ G2 ร้อยละ 70.39, 18.48 และ 11.00  
ตามล าดบั ไม่พบการแบ่งตวัแบบไมโตซิสและการตายแบบอะโพโทซิสเม่ือพิจารณาผล
การทดลอง จะพบว่า มีการกระจายตวัในระยะ G1 มากท่ีสุด รองลงมาคือ S และ G2 
ตามล าดบั แต่ในทั้งสองสภาวะมีค่าร้อยละท่ีแตกต่างกนั เม่ือเปรียบเทียบกบัการทดลอง
ของจริยา (2553) ท่ีรายงานวา่ท าการให้ cisplatin 2 µg/ml นาน 72 ชัว่โมง แลว้น าไปศึกษา
ดว้ย flow cytometry  พบวา่ มีการกระจายในระยะ G1, S และ G2 เท่ากบัร้อยละ 79.68, 
2.21 และ 13.53 ซ่ึงมีแนวโน้มการกระจายแตกต่างจากการทดลองน้ี อาจมีสาเหตุเน่ือง 
มาจากความเขม้ขน้ของสาร และวิธีการท่ีใชใ้นการศึกษาวฏัจกัรเซลล์มีความแตกต่างกนั
 ในเซลล์ NCI-H1299 พบวา่เม่ือเซลล์อยูใ่นสถานะเกาะมีร้อยละการกระจายตวัใน
ระยะ G1, S และ G2 เท่ากบั 50.23, 12.14 และ 35.60  ทั้งยงัพบการแบ่งตวัแบบไมโตซิส
และการตายแบบอะโพโทซิส ร้อยละ 0.92 และ 1.09 ตามล าดบั เม่ืออยูใ่นสถานะลอย จะมี
ร้อยละการกระจายตวัในระยะ G1, S และ G2 เท่ากบั 53.37, 4.26 และ 43.27 ซ่ึงในสถานะ
ลอยน้ี ไม่พบการการแบ่งตวัแบบไมโตซิสและการตายแบบอะโพโทซิส จากการพิจารณา
ขอ้มูลในสองสถานะ พบวา่ มีแนวโนม้การกระจายตวัไปในทิศทางเดียวกนั คือ มี G1 มาก
ท่ีสุด รองลงมาคือ G2 และ S ตามล าดบั ในส่วนค่าร้อยละการกระจายตวัในแต่ละระยะ 
พบวา่ ในระยะ G1 มีความใกลเ้คียงกนัของขอ้มูล แต่ระยะ S และ G2 นั้น ค่าร้อยละยงัมี
ความแตกต่างกนั อาจเน่ืองจากการจดัวฏัจกัรเซลล์ในสถานะท่ีต่างกนั ท าให้ค่าร้อยละท่ี
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ต่างกนั อย่างไรก็ตามแนวโน้มการกระจายตวัในแต่ละระยะท่ีไดก้็ยงัมีค่า สอดคลอ้งกบั
การศึกษาวฏัจกัรเซลล์ NCI-H1299 หลงัจากไดรั้บ cisplatin 2 µg/ml นาน 72 ชัว่โมง โดย
วิธี flow cytometry  ซ่ึงพบว่า เซลล์มีการกระจายจากมากไปหาน้อยเป็นร้อยละ ดงัน้ี  
G0/G1 = 54.94, G2/M = 27.10 และ S = 8.25 (จริยา, 2553) เม่ือน าค่าท่ีไดเ้ปรียบเทียบกบั
การทดลองของ Crescenzi et al.(2006) ท่ีให้ cisplatin 5 µg/ml เป็นเวลา 1 ชัว่โมง แก่เซลล ์ 
NCI-1299 แลว้น าไปวิเคราะห์ดว้ย flow cytometry  พบวา่ เซลล์มีการกระจายตวัมากท่ีสุด
ในระยะ G1, S และ G2  ในร้อยละ 64.8, 28.6 และ 6.6 9 ตามล าดบั  เม่ือพิจารณาจะเห็นวา่
ผลการกระจายตวัจะแตกต่างจากการทดลองน้ี  ซ่ึงอาจเกิดจากการให้สารท่ีความเขม้ขน้
และระยะเวลาท่ีต่างกนั อีกทั้งยงัใชว้ธีิในการศึกษาวฏัจกัรเซลลท่ี์แตกต่างกนั 

5.4  การวเิคราะห์การเปลีย่นแปลงวฏัจักรเซลล์ 

ในการวิเคราะห์การเปล่ียนแปลงวฏัจกัรเซลล์นั้น จะเป็นการเปรียบเทียบวฏัจกัร
เซลล์ในสภาวะปกติกบัสภาวะท่ีได้รับ cisplatin นาน 72 ชัว่โมง เพื่อศึกษาว่า เม่ือเซลล์
ไดรั้บ cisplatin จะมีการเปล่ียนแปลงวฏัจกัรเซลล์อยา่งไร ซ่ึงสาร cisplatin น้ี ไดมี้รายงาน
ก่อนหนา้น้ีแลว้วา่มีฤทธ์ิควบคุมวฏัจกัรเซลล์และสามารถชกัน าให้มีการตายแบบอะโพโท
ซิส (ขอ้ 5.3)  

เม่ือเปรียบเทียบ HeLa ท่ีอยูใ่นสภาวะปกติและหลงัจากไดรั้บ cisplatin  พิจารณา
ทั้งในสถานะเกาะและสถานะลอย พบวา่มีการเพิ่มข้ึนและลดลงของระยะ G1, S และ G2 
แตกต่างกนั กล่าวคือเม่ืออยูใ่นสถานะเกาะ  ร้อยละของเซลล์ในระยะ G1 และ S ลดลงร้อย
ละ 25 กบั 5 แต่ระยะ G2 เพิ่มข้ึนร้อยละ 20 ส่วนสถานะลอย นั้น G1 ลดลงร้อยละ 10  
ระยะ S เพิ่มข้ึนร้อยละ 8  และมีระยะ G2 เท่าๆ กบัในสภาวะปกติ นอกจากน้ียงัพบวา่เม่ือ
ไดรั้บ cisplatin พบการแบ่งตวัแบบไมโตซิสลดลง และพบการตายแบบอะโพโทซิสเพิ่ม
มากข้ึน จากผลการทดลองสามารถสรุปได้ว่าในสถานะเกาะ นั้น cisplatin มีฤทธ์ิ
ควบคุมวฏัจกัรเซลล์ HeLa ให้หยุดอยูใ่นระยะ G2 ซ่ึงสอดคลอ้งกบั การทดลองของ Lin-
choa and choa (1994) ท่ีรายงานวา่ เม่ือให้ cisplatin กบัเซลล์ HeLa  ยาจะไปยบัย ั้งการ
สังเคราะห์ดีเอน็เอ และควบคุมวฏัจกัรเซลลท์  าใหเ้ซลลห์ยดุอยูใ่นระยะ G2 และการทดลอง
ของ Zhang et al. (2009) ท่ีให้ cisplatin 4 µg/ml แลว้ศึกษาดว้ยวิธี flow cytometry พบวา่
เซลลห์ยดุอยูใ่นระยะ G2 เพิ่มข้ึนร้อยละ 30 และสามารถควบคุมวฏัจกัรเซลล์ให้หยุดอยูใ่น
ระยะ S 
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เม่ือเปรียบเทียบเซลล์เช้ือสาย A549 ท่ีเล้ียงในสภาวะปกติและสภาวะท่ีไดรั้บ 
cisplatin นาน 72 ชัว่โมง พบวา่ สถานะเกาะมีระยะ G1 และ S ใกลเ้คียงกบัสภาวะปกติ แต่ 
มีระยะ G2 เพิ่มข้ึนร้อยละ 5 และสถานะลอย มีระยะ G1 เพิ่มข้ึนร้อยละ 10 ระยะ S ลดลง 
ร้อยละ 18 และระยะ G2 มีค่าใกลเ้คียงกบัสภาวะปกติ นอกจากน้ีหลงัจากไดรั้บ cisplatin 
ไม่พบการแบ่งตวัแบบไมโตซิส แต่พบการตายแบบอะโพโทซิสเพิ่มข้ึนในสถานะเกาะ 
ส าหรับสถานะลอยนั้นเม่ืออยู่ในสภาวะปกตินั้นพบทั้งสองกระบวนการ แต่เม่ือไดรั้บสาร
ไม่พบกระบวนการใดเลย จากผลการทดลองท่ีได้ สามารถสรุปได้ว่า ในสถานเกาะ 
cisplatin สามารถควบคุมวฏัจกัรเซลลใ์หห้ยดุอยูใ่นระยะ G2 และสถานะลอยจะควบคุมให้
หยุดอยู่ในระยะ G1 และยงัสามารถชกัน าให้เซลล์เกิดการตายแบบอะโพโทซิสได ้ซ่ึงผล
การทดลองในสถานะเกาะนั้น มีส่วนท่ีคล้ายกับการทดลองท่ีท าการให้สาร cisplatin 
เขม้ขน้ 10 µg/ml แก่เซลล ์ A549 นาน 48 ชัว่โมง แลว้ท าการตรวจสอบวฏัจกัรเซลล์ดว้ยวิธี 
flow cytometry พบวา่ร้อยละของเซลล์ในระยะ G2/M เพิ่มข้ึน (สุพตัรา, 2552) และผลการ
ทดลองในสถานะลอย จะสอดคลอ้งกบั จริยา (2553) ท่ีให้ cisplatin เขม้ขน้ 8 µg/ml แลว้
วเิคราะห์ดว้ยวธีิ flow cytometry เช่นเดียวกนั พบวา่ เซลล ์A549 หยดุอยูใ่นระยะ G0 /G1 

จะเห็นได้ว่า ในเซลล์ HeLa และ A549 นั้น เม่ืออยู่ในสถานะท่ีเซลล์เกาะ และ 
สถานะลอย จะพบการควบคุมวฏัจกัรเซลล์ของ cisplatin ในระยะท่ีแตกต่างกนั ซ่ึงอาจมี
สาเหตุมากจาก ความยากในการเก็บขอ้มูล เพราะเม่ืออยูใ่นสถานะลอย จะเก็บขอ้มูลไดย้าก
กวา่ ท าใหเ้กิดความคลาดเคล่ือนในการวเิคราะห์วฏัจกัรเซลล ์และเม่ือน ามาเปรียบเทียบกบั
หลายการทดลอง จะเห็นว่าขอ้มูลในสถานะเกาะค่อนขา้งมีแนวโน้มท่ีใกล้เคียงมากกว่า 
ดงันั้นขอ้มูลท่ีเก็บในสถานะเกาะน่าจะมีความแม่นย  ากวา่ในการใชว้เิคราะห์ วฏัจกัรเซลล ์

ในส่วนของเซลล์  NCI-H1299 นั้น พบว่า เม่ือได้รับ cisplatin สถานะเกาะมี
จ านวนเซลลร์ะยะ  G1 และ S ลดลงร้อยละ 20 และ 3 มี G2 เพิ่มข้ึนร้อยละ 20 นอกจากน้ียงั
พบวา่มีการแบ่งตวัแบบ ไมโตซิสลดลง และมีการตายแบบอะโพโทซิสเพิ่มข้ึน ในสถานะ
ลอย จ านวนเซลลใ์นระยะ  G1 และ S ลดลงร้อยละ 13 และ 5  มี G2 เพิ่มข้ึน ร้อยละ 21 เม่ือ
เปรียบเทียบการแบ่งตวัแบบไมโตซิสกบัการตายแบบอะโพโทซิส พบวา่ เม่ือเล้ียงเซลล์ใน
สภาวะปกติ พบทั้งสองกระบวนการ แต่เม่ือไดรั้บ cisplatin แลว้ ไม่พบกระบวนการใดเลย   
จึงสามารถสรุปไดว้า่  cisplatin สามารถชกัน าให้เซลล์หยุดอยูใ่นระยะ S  และ G2 ได ้ซ่ึง
สอดคลอ้งกบัการทดลองของ Elvira et al.(2006) ท่ีรายงานวา่ เม่ือไดรั้บ cisplatin นาน 72 
ชัว่โมง  เซลล ์NCI-H1299 จะหยดุอยูใ่นระยะ G2  
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5.5  การเปรียบเทยีบประสิทธิภาพของข้อมูล 

จากขอ้ 4.5 เม่ือท าการเปรียบเทียบขอ้มูลท่ีได้จากวิธีการวดัแล้วค านวณพื้นท่ี
นิวเคลียส กบัขอ้มูลท่ีไดจ้าก flow cytometry   พบวา่ขอ้มูลทั้งสองชุดนั้นมีความแตกต่าง
กนัอย่างมีนัยส าคญั ไม่สามารถยอมรับไดใ้นทางสถิติ ซ่ึงแสดงให้เห็นว่าวิธีการวดัแล้ว
ค านวณพื้นท่ีนิวเคลียสนั้น ยงัไม่มีความแม่นย  าเพียงพอ เม่ือเทียบกบัวิธี flow cytometry ซ่ึง
ไดรั้บการยอมรับวา่มีความถูกตอ้งแม่นย  าและสามารถใชอ้า้งอิงในผลในเชิงวิชาการได ้วิธี 
flow cytometry มีความละเอียดสูงมาก เน่ืองจากท าการตรวจสอบเซลล์ท่ีไหลผา่นเคร่ืองที
ละเซลล์ ซ่ึงวิธีน้ีจะแยกวฏัจกัรเซลล์ไดโ้ดยวดัจากปริมาณดีเอ็นเอ และยงัสามารถวดัไดที้
ละหลายๆ พารามิเตอร์ร่วมกนัได ้เช่น รูปร่าง ขนาด สี (โกวิทย,์ 2539) แต่จะไม่สามารถ
บอกไดว้า่ เซลล์อยูใ่นระยะ prophase, metaphase, anaphase และ telophase ได ้เน่ืองจาก
เคร่ืองไม่สามารถตรวจวดัการเคล่ือนท่ีของโครโมโซมได ้(วลยัลกัษณ์, 2554) นอกจากน้ีวิธี 
flow cytometry ยงัมีขอ้จ ากดั คือ การเตรียมเซลล์ตอ้งมีจ านวนท่ีมากเพียงพอ และตอ้งไม่มี
ส่ิงอ่ืนเจือปนนอกจากเซลล์เท่านั้น เพราะจะท าให้ไปอุดท่อท าให้เคร่ืองเสียหาย และไม่
สามารถวดัผลได ้ราคาของเคร่ืองก็เป็นขอ้จ ากดัในการทดสอบ เน่ืองจากมีราคาแพงมาก 
ด้วยข้อจ ากัดท่ีกล่าวมาจึงได้คิดคน้การศึกษาวฏัจกัรเซลล์ด้วยการวดัและค านวณพื้นท่ี
นิวเคลียส โดยก่อนท าการวดันั้นจะมีการยอ้มสี aceto-orcein ซ่ึงจะท าให้สามารถมองเห็น
ขอบเขตของนิวเคลียสและการแบ่งเซลล์ในระยะ prophase, metaphase, anaphase และ 
telophase  ได้ชดัเจน จึงสามารถแยกไดว้่าเซลล์มีการแบ่งตวัแบบไมโตซิสในระยะไหน 
และวธีิน้ียงัประหยดัค่าใชจ่้ายอีกดว้ย แต่ปัญหาท่ีพบจากวธีิน้ี คือ ตอ้งใชห้ลายกระบวนการ 
คือ การบนัทึกภาพ การนบัเซลล์ การวดั การติดหมายเลขเซลล์ การกรอกขอ้มูล และการ
ค านวณ ซ่ึงแต่ละขั้นตอนค่อนข้างใช้เวลานาน ทั้ งย ังเกิดความผิดพลาดและความ
คลาดเคล่ือนไดง่้าย เช่นในการสุ่มถ่ายภาพเซลล์ให้มีจ  านวนประมาณ 400 เซลล์ อาจเกิด
ความผิดพลาดในการสุ่ม ท าให้ไดภ้าพท่ีมีการแบ่งตวัแบบไมโตซิสมากหรือนอ้ยกวา่ปกติ 
ส่งผลต่อการวิเคราะห์วฏัจกัรเซลล์ได ้นอกจากน้ีกระบวนการต่างๆท่ีใช้ ผูท้  าการทดลอง
ตอ้งมีความแม่นย  าและรอบคอบสูง ทั้งยงัตอ้งมีความเขา้ใจเป็นอยา่งดี เก่ียวกบัวฏัจกัรเซลล ์
ลกัษณะการแบ่งตวัแบบไมโตซิส และลกัษณะการตายแบบอะโพโทซิส ซ่ึงการแบ่งตวัและ
การตายจะมองเห็นไดค้่อนขา้งยากในสถานะลอยอยู ่เน่ืองจาก นิวเคลียสจะมีขนาดเล็กลง
จากสถานะเกาะ  ดงันั้นเม่ือตอ้งการขอ้มูลของวฏัจกัรเซลล์ท่ีมีความแม่นย  าสูง วิธีการนบั
และค านวณพื้นท่ีนิวเคลียสอาจยงัไม่แม่นย  าเพียงพอ อย่างไรก็ตามวิธีน้ีก็พอจะบอก
แนวโน้มการกระจายตัวของเซลล์ ในระยะต่างๆได้ ทั้ งยงัแสดงให้เห็นว่าสามารถ
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จ าแนกวฏัจกัรเซลล์ได้โดยพิจารณาพื้นท่ีนิวเคลียส จึงเหมาะส าหรับใช้ในการเรียนการ
สอนท่ีไม่ตอ้งการขอ้มูลท่ีละเอียดและไม่ตอ้งการความแม่นย  ามาก 

5.6  การค านวณร้อยละการตายแบบอะโพโทซิส 

การตายแบบอะโพโทซิสเป็นการตายท่ีมีการวางโปรแกรมไวล่้วงหนา้ ซ่ึงการตาย
ในลกัษณะน้ี ร่างกายจะสามารถท าลายเซลลห์รือเศษซากต่างๆ ท่ีเกิดข้ึนได ้ จึงท าใหไ้ม่เกิด
การอกัเสบ พบว่าสารหรือยาบางชนิดหลายชนิดสามารถชกัน าให้เซลล์มะเร็งเกิดการตาย
แบบอะโพโทซิสได ้เช่น  lupeol ท่ีสกดัจากก่ิงประทดัดอย สามารถชกัน าให้เกิดอะโพโท
ซีสในเซลล์  A549 ได ้ (Prasad et al. 2008)   และยามาตรฐาน เช่น cisplatin กบั etoposide 
เป็นตน้ การทดลองน้ีท าการเก็บขอ้มูลการตายแบบอะโพโทซิสของเซลล์  HeLa, A549 
และ NCI-H1299 ทั้งในสภาวะปกติและหลงัจากให้ cisplatin ท่ี IC20 นาน 72 ชัว่โมง แลว้
พิจารณารูปภาพท่ีมีการสุ่มถ่ายแลว้ยอ้มสี วา่ในเซลล์ท่ีมีประมาณ 400 เซลล์นั้น มีการตาย
แบบอะโพโทซิสก่ีเซลล์ จากนั้นจึงค านวณออกมาเป็นร้อยละ พบวา่ ในเซลล์  HeLa เม่ือ
ไดรั้บ  cisplatin เซลล์มีการตายแบบอะโพโทซิสเพิ่มข้ึน สามารถสังเกตเห็นไดท้ั้งใน
สถานะท่ีเซลล์เกาะและลอย ซ่ึงเป็นไปในทางเดียวกนักับการศึกษา ของ (เบญจวรรณ, 
2554) ท่ีท าการศึกษาการตายแบบอะโพโทซิสในเซลล์ HeLa ดว้ยวิธีเดียวกนั และ Kim et 
al.(2006) กบั Jiang et al. (2007) ก็ไดร้ายงานวา่ เม่ือให้ cisplatin กบัเซลล์จะชกัน าให้เซลล์
เกิดการตายแบบอะโพโทซิสเพิ่มข้ึน ส าหรับเซลล์  A549  และ NCI-H1299 นั้น หลงัจาก
ไดรั้บ cisplatin พบวา่ในสถานะเกาะ พบวา่มีการตายแบบอะโพโทซิสเพิ่มข้ึนจากสภาวะ
ปกติ ซ่ึงสอดคลอ้งกบัรายงานของ ไพบูลย ์ (2554) ท่ีรายงานวา่ หลงัจากไดรั้บ cisplatin ท่ี 
IC20 นาน 72 ชัว่โมง เซลล ์A549 มีการตายแบบอะโพโทซิสเพิ่มข้ึน และจากผลการทดลอง
ของจริยา (2553) ท่ีให ้cisplatin 2 µg/ml แก่เซลล ์A549 และ NCI-H1299  พบวา่เซลล์มีการ
ตายแบบอะโพโทซิสมากกวา่ในเซลล์ปกติ แต่เม่ือสังเกตสถานะลอย พบวา่ในสภาวะปกติ
จะตรวจพบการตายแบบอะโพโทซิสมากกว่า ซ่ึงอาจเน่ืองมากจาก เม่ืออยู่ในสถานะลอย 
ท าให้เห็นการตายแบบอะโพโทซิสได้ไม่ชัดเจน เกิดความสับสน ท าให้ยากในการเก็บ
ขอ้มูล และส่งผลใหค้่าร้อยละการตายแบบอะโพโทซิสของเซลล ์A549 กบั NCI-H1299 ใน
สถานะลอย เกิดความคลาดเคล่ือนไป 
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5.7  การค านวณร้อยละการแบ่งเซลล์แบบไมโตซิส 

  ในวฏัจกัรเซลลน์ั้น เม่ือเซลล์ผา่น ระยะ G1, S และ G2 และจุดตรวจสอบแต่ละจุด
มาได ้ก็จะเขา้สู่การแบ่งเซลลแ์บบไมโตซิส ซ่ึงประกอบไปดว้ยระยะ prophase, metaphase, 
anaphase และ telophase ตามล าดบั ในแต่ละระยะนั้นจะสามารถแยกไดโ้ดยดูจากลกัษณะ
การเปล่ียนแปลงของเส้นใยโครมาติด ซ่ึงจะแตกต่างกนั (ขอ้ 4.7) ลกัษณะดงักล่าวจะ
สามารถเห็นไดช้ดัเจนเม่ือท าการยอ้มเซลล์ ดว้ยสี aceto-orcein ในการทดลองน้ีท าการเก็บ
ขอ้มูลการแบ่งเซลลแ์บบไมโตซิส โดยสังเกตลกัษณะการแบ่งเซลล์ แลว้พิจารณารูปภาพท่ี
มีการสุ่มถ่ายแลว้ยอ้มสี ว่าในเซลล์ท่ีมีประมาณ 400 เซลล์นั้น มีการแบ่งเซลล์แบบไมโต
ซิสก่ีเซลล์จากนั้นจึงค านวณออกมาเป็นร้อยละพบว่าในสภาวะปกติ เซลล์ทั้งสามเช้ือสาย
จะมีการแบ่งตวัแบบไมโตซิสมากกว่า ภายหลงัไดรั้บ cisplatin เน่ืองจาก cisplatin มีฤทธ์ิ
ควบคุมวฏัจกัรเซลล์ ท าให้เซลล์หยุดอยูใ่นระยะ interphase จึงไม่สามารถเขา้สู่การแบ่งตวั
แบบไมโตซิสได ้ส่งผลให้มีร้อยละการแบ่งตวัท่ีน้อยลง นอกจากน้ียงัพบการแบ่งตวัใน
สถานะเกาะมากกวา่สถานะลอย ซ่ึงอาจเน่ืองมาจากการเก็บขอ้มูลในสถานะลอยนั้น สังเกต
ลกัษณะการแบ่งเซลล์แบบอะโพโทซิสได้ยากกว่า เพราะนิวเคลียสจะมีขนาดท่ีเล็กลง 
นอกจากน้ีในขั้นตอนการยอ้มเซลลใ์นสถานะลอย ดว้ยสี aceto-orcein  ตอ้งมีการป่ันเหวี่ยง
ก่อนท าการยอ้มสี ซ่ึงการป่ันเหวี่ยงน้ีอาจส่งผลให้ลกัษณะการเคล่ือนตวัของเส้นใยโครมา
ติด เกิดการบิดเบ้ียว หรือเกาะกลุ่มกนั ท าให้การจดัเซลล์ตามระยะ prophase, metaphase, 
anaphase และ telophase ท าไดย้ากข้ึน และถา้เส้นใยโครมาติดเคล่ือนท่ีมาเกาะกลุ่มกนัเป็น
รูปร่างค่อนขา้งกลม ก็จะท าใหเ้กิดความสับสน ระหวา่ง interphase กบั prophase ไดง่้าย 

 


