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ประสิทธิภาพ ในผลการศึกษาครั้งนี้พบว่าสารไซพริพีดินซึ่งเป็นสารเคมีในกลุ่มฟีแนนทรีนควิโนน สกัด
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SURASSAWADEE TREESUWAN: INHIBITORY EFFECT OF CYPRIPEDIN ON 
EPITHELIAL TO MESENCHYMAL TRANSITION IN NON-SMALL CELL LUNG CANCER 
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Lung cancer is the most leading cause of cancer death in human worldwide. 
The mortality remains gradually increase in every year due to cancer metastasis. 
Metastasis is a multiple process that promotes cancer dissemination from origin to 
distant sites, which the important mechanism is the acquisition of epithelial to 
mesenchymal transition (EMT). Current therapies available have less efficient to 
suppress EMT; therefore, the discovery of new drugs that target to this process might 
improve clinical outcome. This study demonstrated that cypripedin, a 
phenanthrenequinone, isolated from Dendrobium densiflorum, was able to inhibit cell 
migration in non-small cell lung cancer H460 and H23 cells with a significant decrease 
number of actin stress fiber and focal adhesion,  and suppressed an anchorage-
independent growth. Mechanistic investigation shows that cypripedin attenuated EMT 
and down-regulated EMT markers including Slug, N-cadherin and Vimentin. Akt became 

inactivated, thereby in turn  stimulated GSK-3β - mediated Slug degradation following 
the treatment. This study provides the scientific information of cypripedin-inhibiting 
EMT which could benefit to develop of this compound for cancer therapy. 
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บทที่ 1 
บทน า 

 
1.1 ที่มาและความส าคัญของปัญหา 

มะเร็งปอดเป็นสาเหตุหลักของการเสียชีวิตมากที่สุดทั้งในเพศหญิงและเพศชายเมื่อเทียบกับ
มะเร็งชนิดอ่ืน และผู้ป่วยรายใหม่มีแนวโน้มมากขึ้นทุกปี ผู้ป่วยมะเร็งปอดในระยะแรกจะไม่แสดง
อาการ จนกระทั่งโรคด าเนินไปถึงระยะแพร่กระจายจึงจะแสดงอาการ เป็นสาเหตุให้ผู้ป่วยส่วนมาก
ได้รับการวินิจฉัยช้า จากสถิติพบว่าหากผู้ป่วยมะเร็งปอดอยู่ในระยะแพร่กระจายจะมีอัตราการ
เสียชีวิตภายใน 5 ปี สูงกว่ามะเร็งชนิดอ่ืน (Siegel et al., 2017) ยิ่งไปกว่านั้นมะเร็งในระยะ
แพร่กระจายจะรักษาได้ยากกว่ามะเร็งปฐมภูมิ (Nurwidya et al., 2012; Voulgari et al., 2009)  
ดังนั้นการยับยั้งการแพร่กระจายของมะเร็งจึงส าคัญอย่างมากต่อการรักษาโรค 

การแพร่กระจายของมะเร็งคือกระบวนการที่เซลล์มะเร็งจากอวัยวะปฐมภูมิ แพร่กระจายไป
ยังอวัยวะอ่ืนและก่อก าเนิดเป็นก้อนมะเร็งทุติยภูมิได้ทั่วร่างกาย การแพร่กระจายของมะเร็งจัดเป็น
คุณลักษณะที่ส าคัญของโรคมะเร็ง (Hanahan and Weinberg, 2011) การเปลี่ยนแปลงจากเซลล์เยื่อ
บุผิวไปเป็นเซลล์มีเซนไคม์ เป็นกระบวนการเริ่มแรกที่ท าให้เกิดการแพร่กระจายของมะเร็ง 
(Valastyan and Weinberg, 2011; Ye et al., 2015) โดยเซลล์มะเร็งจะมีแรงยึดเกาะระหว่างเซลล์
น้อยลง และมีรูปร่างเปลี่ยนแปลงเป็นรูปกระสวย ซึ่งเป็นลักษณะของเซลล์มีเซนไคม์มากขึ้นเพ่ือเอ้ือ
ต่อการเคลื่อนที่และการแพร่กระจายของเซลล์มะเร็ง (Zhao et al., 2015) การเปลี่ยนแปลงนี้เป็นผล
มาจากการเพ่ิมขึ้นของโปรตีน N-cadherin (N-Cad) และการลดลงของโปรตีน E-cadherin (E-Cad) 
ซึ่งเป็นโปรตีนที่ท าหน้าที่ยึดเกาะระหว่างเซลล์ โดยการแสดงออกของโปรตีนเหล่านี้ถูกควบคุมภายใต้
โปรตีน Snail และ Slug (Wheelock et al., 2008; Shih and Yang, 2011) นอกจากนี้ยังมีการ
เพ่ิมข้ึนของโปรตีน Vimentin ซ่ึงเป็นเส้นใยโปรตีนส าคัญที่พบในเซลล์มีเซนไคม์ท าหน้าที่เกี่ยวกับการ
เปลี่ยนรูปร่างของเซลล์ในการแทรกผ่านเยื่อฐาน (Liu et al., 2015) 

จากการศึกษาที่ผ่านมาพบว่าในเซลล์มะเร็งปอดชนิดไม่ใช่เซลล์เล็กซึ่งเป็นมะเร็งที่พบ
อุบัติการณ์เกิดโรคมากถึงร้อยละ 89 ของโรคมะเร็งปอดทั้งหมด มีการท างานของวิถี Akt มากขึ้นเมื่อ
เทียบกับเซลล์ปกติ (Brognard et al., 2001) ซึ่งวิถี Akt เป็นวิถีที่เกี่ยวข้องกับการด ารงชีวิตของ
เซลล์มะเร็ง และยังเป็นวิถีที่ส าคัญอย่างมากต่อการเกิดกระบวนการการเปลี่ยนแปลงจากเซลล์เยื่อบุ
ผิวไปเป็นเซลล์มีเซนไคม์ (Larue and Bellacosa, 2005) ดังนั้นวิถี Akt จึงเป็นเป้าหมายที่ส าคัญใน
การยับยั้งการเปลี่ยนแปลงจากเซลล์เยื่อบุผิวไปเป็นเซลล์มีเซนไคม์ในเซลล์มะเร็งปอดชนิดไม่ใช่เซลล์
เล็ก 
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การรักษาโรคมะเร็งในปัจจุบัน ยังไม่สามารถรักษามะเร็งที่เกิดกระแพร่กระจายแล้วได้อย่างมี
ประสิทธิภาพ แม้ว่าจะมีการพัฒนาวิธีการวินิจฉัยและวิธีการรักษาในรูปแบบใหม่แล้วก็ตาม (Shang 
et al., 2013; Naci et al., 2017) จากปัญหาข้างต้นจึงเป็นที่มาและความส าคัญในการหาสารที่
สามารถยับยั้งการแพร่กระจายของเซลล์มะเร็ง โดยมีฤทธิ์ยับยั้งการเปลี่ยนแปลงของเซลล์เยื่อบุผิวไป
เป็นเซลล์มีเซนไคม์ จากการทดลองที่ผ่านมาพบว่ามีสารสกัดต่างๆที่ได้จากพืชซึ่งมีสรรพคุณในการ
รักษาโรค รวมทั้งสารส าคัญจากกล้วยไม้ Dendrobium densiflorum เช่น ไจแกนทอล มอสคาทิลิน 
ทริสทิน นารินจีนิน และโฮโมอีริโอดิสไทออล (Fan et al., 2001) และมีผลการศึกษาพบว่าสารสกัด
จากกล้วยไม้ที่มีโครงสร้างเป็น Phenolic มีฤทธิ์ทางเภสัชวิทยาในการต้านมะเร็ง ได้แก่ สารนารินจี
นิน มีฤทธิ์ยับยั้งการเจริญเติบโตของเซลล์มะเร็ง (Kanno et al., 2005; Arul and Subramanian, 
2013) สารลูทีโอลินสามารถเหนี่ยวน าให้เซลล์มะเร็งตายแบบอะพอพโทซิส (Tanagornmeatar et 
al., 2014) และสารมอสคาทิลินสามารถยับยั้งการแพร่กระจายและการรุกรานของเซลล์มะเร็งได้ 
(Kowitdamrong et al., 2013; Charoenrungruang et al., 2014; Unahabhokha et al., 2016a)   

นอกจากนั้นสารส าคัญจากไซพริพีดินเป็นสารที่มีโครงสร้างในกลุ่ม Phenanthrenequinone 
สกัดจากกล้วยไม้ชนิดเดียวกัน มีฤทธิ์ทางเภสัชวิทยาต่างๆ เช่น ยับยั้งอาการปวดเกร็ง กล้ามเนื้อแข็ง
เกร็ง ช่วยให้นอนหลับ ระงับประสาท (Singh and Duggal, 2009) อย่างไรก็ตามฤทธิ์ของสารไซพริพี
ดินต่อการต้านมะเร็งยังไม่มีการศึกษามาก่อน การศึกษานี้จึงมุ่งเน้นศึกษาผลของไซพริพีดินต่อการ
แพร่กระจายของเซลล์มะเร็งปอดรวมทั้งกลไกที่เกี่ยวข้อง ผลการศึกษานี้จึงเป็นข้อมูลพ้ืนฐานในการ
วิจัยและพัฒนาสารนี้ในการรักษามะเร็งปอดในอนาคต 
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1.2 วัตถุประสงค์ของการวิจัย 

1.2.1 เพ่ือศึกษาฤทธิ์ของสารไซพริพีดินในการยับยั้งกระบวนการเปลี่ยนแปลงจากเซลล์เยื่อบุ
ผิวไปเป็นเซลล์มีเซนไคม์ ในเซลล์มะเร็งปอดชนิดไม่ใช่เซลล์เล็ก 

1.2.2 เพ่ือศึกษากลไกในระดับโมเลกุลของสารไซพริพีดินในการยับยั้งกระบวนการ
เปลี่ยนแปลงจากเซลล์เยื่อบุผิวไปเป็นเซลล์มีเซนไคม์ในเซลล์มะเร็งปอดชนิดไม่ใช่เซลล์เล็ก 

 
1.3 สมมติฐานของการวิจัย 

ไซพริพีดินสามารถยับยั้งกระบวนการเปลี่ยนแปลงจากเซลล์เยื่อบุผิวไปเป็นเซลล์มีเซนไคม์ 
ผ่านทางวิถี Akt ในเซลล์มะเร็งปอดชนิดไม่ใช่เซลล์เล็ก 

 
1.4 ประโยชน์ที่คาดว่าจะได้รับ 

ท าให้ทราบกลไกในการยับยั้งกระบวนการเปลี่ยนแปลงจากเซลล์เยื่อบุผิวไปเป็นเซลล์มีเซน
ไคม์ของสารไซพริพีดินในเซลล์มะเร็งปอดชนิดไม่ใช่เซลล์เล็ก และเป็นข้อมูลเบื้องต้นในการศึกษา
พัฒนาสารนี้ เพ่ือใช้เป็นสารยับยั้งการแพร่กระจายของเซลล์มะเร็งในอนาคต 
 
1.5 ค าส าคัญ 

- การเปลี่ยนแปลงจากเซลล์เยื่อบุผิวไปเป็นเซลล์มีเซนไคม์ 
- การแพร่กระจายของมะเร็ง 
- มะเร็งปอด 
- วิถีเอเคที 
- ไซพริพีดิน 
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บทที่ 2 
ทบทวนวรรณกรรม 

 

2.1 โรคมะเร็งปอด (Lung cancer) 
โรคมะเร็งปอดคือโรคที่เกิดการเจริญของเซลล์ในเนื้อเยื่อปอดอย่างไม่สามารถควบคุมได้ 

จากนั้นลุกลามไปยังเนื้อเยื่อข้างเคียง อวัยวะนอกปอด และแพร่กระจายไปยังอวัยวะอ่ืนทั่วร่างกายใน
ที่สุด จากสถิติจ านวนผู้ป่วยโรคมะเร็งจากทั่วโลกในปี ค.ศ. 2017 พบว่าจ านวนผู้ป่วยมะเร็งใหม่ยังคง
เพ่ิมมากขึ้นทุกปี โดยมะเร็งปอดพบอุบัติการณ์เกิดโรคเป็นอันดับที่ 2 (รูปที่ 2.1) และเป็นสาเหตุของ
การเสียชีวิตอันดับที่ 1 (รูปที่ 2.2) ทั้งในเพศชายและเพศหญิง (Siegel et al., 2017) 

 

 
 

 
 

รูปที่ 2.1 แผนภาพแสดงจ านวนผู้ป่วยมะเร็งรายใหม่โดยประมาณในปี ค.ศ.2017 

(ข้อมูลจาก Siegel et al., 2017)
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รูปที่ 2.2 แสดงชนิดมะเร็งที่มีการเสียชีวิตโดยประมาณประจ าปี ค.ศ. 2017 

(ข้อมูลจาก Siegel et al., 2017) 
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นอกจากนี้ยังมีสถิติรายงานว่าหากผู้ป่วยมะเร็งปอดได้รับการวินิจฉัยโรคในขณะที่ผู้ป่วยมีการ
ด าเนินโรคเข้าสู่ระยะแพร่กระจายแล้ว ผู้ป่วยจะมีอัตราการรอดชีวิตใน 5 ปีหลังจากได้รับการวินิจฉัย
ต่ า กล่าวคือหากผู้ป่วยมีการด าเนินโรคมาถึงระยะการแพร่กระจายแล้ว ผู้ป่วยมีโอกาสที่จะเสียชีวิต
ภายในระยะเวลา 5 ปี หลังจากได้รับการวินิจฉัยแล้วสูงเมื่อเทียบกับโรคมะเร็งอ่ืนๆ (Siegel et al., 
2017) (รูปที่ 2.3) 

 

 

 
 

รูปที่ 2.3 อัตราการรอดชีวิตใน 5 ปีหลังจากได้รับการวินิจฉัย โดยแบ่งตามระยะของโรค ใน
สหรัฐอเมริกา ปี ค.ศ. 2006-2012 (ข้อมูลจาก Siegel et al., 2017) 
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ชนิดของมะเร็งปอด  

มะเร็งปอดสามารถแบ่งออกได้เป็น 2 ชนิด ตามขนาดเซลล์ (รูปที่ 2.4) คือ 

1) มะเร็งปอดชนิดเซลล์เล็ก (Small cell lung cancer) มะเร็งปอดชนิดนี้ พบ 

อัตราการเกิดโรคได้น้อย คือประมาณร้อยละ 15 ของมะเร็งปอดทั้งหมด  แต่มีความอันตราย
และท าให้ผู้ป่วยเสียชีวิตได้มากกว่า เนื่องจากเซลล์มะเร็งเจริญเติบโต และแพร่กระจายไ ด้
รวดเร็วกว่ามะเร็งปอดชนิดไม่ใช่เซลล์เล็ก 

2) มะเร็งปอดชนิดไม่ใช่เซลล์เล็ก (Non-small cell lung cancer) พบอัตราการ 

เกิดโรคมากกว่า คือประมาณร้อยละ 85  ของมะเร็งปอดทั้งหมด แต่มีการแพร่กระจายของ
มะเร็งได้ช้ากว่า ท าให้มีโอกาสรักษาได้ง่ายกว่า สามารถแบ่งออกได้เป็น 3 ชนิดย่อย คือ 

- Adenocarcinoma พบร้อยละ 40 ของมะเร็งปอด มะเร็งชนิดนี้มักพบ 

บริเวณปอดส่วนนอก บริเวณต่อมสร้างน้ าเมือกของปอดรวมทั้งอาจเกิดจากแผลใน
ปอด เช่น แผลจากการเป็นวัณโรค หรือ แผลจากการปอดบวม และอาจพบได้ในคน
ที่ไม่สูบบุหรี่ 

- Squamous cell carcinoma พบร้อยละ 30 ของมะเร็งปอดท้ังหมด  

มะเร็งชนิดนี้มักพบบริเวณปอดส่วนนอก ใกล้ขั้วปอด และเยื่อบุผิวของหลอดลม 
สาเหตุของมะเร็งชนิดนี้มีสาเหตุสัมพันธ์กับการสูบบุหรี่ 

- Large cell carcinoma พบร้อยละ 15 ของมะเร็งปอดท้ังหมด  มะเร็ง 

ชนิดนี้มักพบบริเวณผิวนอกของเนื้อปอด (Jackson, 2014) 

 

มะเร็งปอดชนิดเซลล์เล็ก มะเร็งปอดชนิดไม่ใช่เซลล์เลก็ 

 Adenocarcinoma Squamous cell 
carcinoma 

Large cell                                                        
carcinoma 

 
   

 

รูปที่ 2.4 ชนิดของโรคมะเร็งปอด (อ้างอิงจาก Long et al., 2012) 
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สาเหตุและปัจจัยเสี่ยงของการเกิดโรคมะเร็งปอด 

แม้ในปัจจุบันยังไม่ทราบถึงสาเหตุที่แน่ชัดของการเกิดโรคมะเร็งปอด แต่พบหลายงานวิจัย
ชี้ให้เห็นถึง ปัจจัยเสี่ยงที่อาจส่งผลต่อการเกิดโรคมะเร็งปอด (Long et al., 2012) ได้แก่ 

1) การสูบบุหรี่และการได้รับควันบุหรี่มือสอง ซึ่งเป็นปัจจัยที่ท าให้เกิดโรคมะเร็งปอดมาก
ที่สุด เนื่องจากในบุหรี่มีสารที่ก่อให้เกิดการท าลายและท าให้เกิดความผิดปกติของเซลล์ปอด เช่น 
นิโคติน ทาร์ สารหนู และ แคดเมี่ยม เป็นต้น จากสถิติพบว่า ผู้ที่สูบบุหรี่มีโอกาสในการเกิดโรคมะเร็ง
ปอดมากกว่าผู้ที่ไม่สูบบุหรี่ถึง 10-30 เท่า และโอกาสการเกิดโรคจะมากข้ึนตามความถี่และจ านวนปีที่
สูบบุหรี่ 

2) การได้รับสารก่อมะเร็ง (Carcinogens) ได้แก่ 

- แร่ใยหิน (Asbestos) เป็นเส้นใยแร่ซิลิเกต มีอยู่ท่ัวไปในพ้ืนดินและพบได้มาก    

ตามงานภาคอุตสาหกรรม 

- ก๊าซเรดอน (Radon gas) เป็นก๊าซกัมมันตรังสี ไม่มีสี ไม่มีกลิ่น มาจากการ 

สลายตัวของแร่ยูเรเนียม พบในหินแกรนิตได้ตามงานภาคอุตสาหกรรม 

- สารในงานภาคอุตสาหกรรม เช่น ยูเรเนียม สารหนู นิเกิลและผลิตภัณฑ์จากถ่าน 

หิน 

- รังสีรักษา (Radiotherapy) ในผู้ที่ต้องฉายแสงเพ่ือรักษาโรคอ่ืนในทรวงอก  อาจ 

กระตุ้นให้เกิด  มะเร็งปอดได้ 

3) โรคที่ท าให้เกิดแผลเป็นในปอด ได้แก่ วัณโรค ปอดบวม 

4) พันธุกรรม หากคนในครอบครัวสายตรงมีประวัติเป็นมะเร็งปอด จะมีความเสี่ยงในการเกิด 

โรคมะเร็งปอดมากกว่าแม้ว่าจะไม่ได้รับสิ่งกระตุ้น 

5) อายุ โดยส่วนมากมักพบมะเร็งปอดได้ในผู้ที่มีอายุมากกว่า 65 ปี ความเสี่ยงจะเพ่ิมมากข้ึน 

เมื่ออายุมาก ขึ้น แต่ก็สามารถพบผู้ที่มีอายุน้อยกว่า 65 ปี ป่วยเป็นโรคมะเร็งปอดได้เช่นกัน 
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ระยะของโรคมะเร็งปอด 

1) มะเร็งปอดชนิดเซลล์เล็ก (Small cell lung cancer)  สามารถแบ่งตามความรุนแรงและ
การแพร่กระจายของโรคได้เป็น 3 ระยะ ได้แก่ 

- ระยะจ ากัดของขนาดมะเร็ง (Limited stage) คือระยะที่พบมะเร็งที่ปอดเพียง 1  
ข้างและท่ีต่อมน้ าเหลืองระหว่างปอดทั้งสองข้างเท่านั้น 

- ระยะการแพร่กระจาย (Extensive stage) คือระยะที่มะเร็งเกิดการแพร่กระจาย
จากปอดไปยังบริเวณอ่ืนๆของร่างกาย 

- การกลับเป็นซ้ า (Recurrent) คือการกลับเป็นซ้ าของโรคหลังจากได้ที่รับการรักษา
แล้ว ซึ่งมะเร็งอาจกลับมาเป็นที่ปอดหรือเกิดท่ีส่วนอื่นๆของร่างกายก็ได้ 

2) มะเร็งปอดชนิดไม่ใช่เซลล์เล็ก (Non-small cell lung cancer) แบ่งได้เป็น 5 ระยะ ได้แก่ 

- ระยะที่ 0 พบมะเร็งในบริเวณปอดเท่านั้น โดยมะเร็งนั้น ไม่เกิดการรุกรานเนื้อเยื่อ
ข้างเคียง และไม่เกิดการแพร่กระจายออกนอกปอด 

- ระยะที่ I ก้อนมะเร็งมีขนาดเล็ก อยู่ภายในบริเวณปอดเท่านั้น  ไม่พบการ
แพร่กระจายไปยังต่อมน้ าเหลือง ในระยะนี้ยังสามารถรักษาให้หายขาดได้โดยการ
ผ่าตัด ถ้าผู้ป่วยมีสุขภาพที่แข็งแรงพอ แบ่งได้เป็น 2 ระยะ ตามขนาดของก้อนมะเร็ง 

-ระยะที่ IA ก้องมะเร็งมีขนาดเล็กกว่า 3 เซนติเมตร 

-ระยะที่ IB ก้อนมะเร็งมีขนาดใหญ่กว่า 3-5 เซนติเมตร 

- ระยะที่ II ในระยะนี้ บางครั้งอาจสามารถรักษาให้หายได้ขาดโดยการผ่าตัด ร่วมกับ   

การให้ยาเคมีบ าบัด แบ่งได้เป็น 2 ระยะ 

-ระยะที่ IIA ก้อนมะเร็งมีขนาดเล็กกว่า 5 เซนติเมตร  พบการแพร่กระจาย
ไปยังบริเวณข้างๆต่อมน้ าเหลือง หรือก้อนมะเร็งมะเร็งมีขนาดอยู่ระหว่าง 
5-7 เซนติเมตร แต่ไม่พบการกระจายไปยังบริเวณต่อมน้ าเหลือง 

-ระยะที่ IIB ก้อนมะเร็งมีขนาดอยู่ระหว่าง 5-7 เซนติเมตร  และเกิดการ
แพร่กระจายไปยังบริเวณต่อมน้ าเหลือง หรือก้อนมะเร็งมีขนาดมากกว่า 7 
เซนติเมตร โดยอาจจะรุกรานหรือไม่รุกรานเนื้อเยื่อปอดก็ได้ แต่ไม่พบการ
แพร่กระจายไปยังต่อมน้ าเหลือง 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

10 
 

- ระยะที่ III การรักษาให้หายขาดในระยะนี้ยากที่จะเป็นไปได้ที่จะใช้การ
ผ่าตัดเพียงอย่างเดียว อาจต้องรักษาร่วมกับการรักษาแบบอ่ืนๆด้วย เช่น
การใช้ยาเคมีบ าบัด หรือ การฉายแสง แบ่งได้เป็น 2 ระยะ 

- ระยะที่ IIIA พบเซลล์มะเร็งในต่อมน้ าเหลืองรอบๆปอด หรือ เกิดการ
แพร่กระจายไปยังต่อมน้ าเหลืองบริเวณอ่ืนๆที่ไกลจากปอด และผนังทรวง
อกหรือบริเวณกลางช่องอก 

- ระยะที่ IIIB เซลล์มะเร็งเกิดการแพร่กระจายไปยังต่อมน้ าเหลืองในอีกด้าน
ของช่องอก หรือไปยังต่อมน้ าเหลืองเหนือกระดูกไหปลาร้า หรือ มีก้อนเนื้อ
งอกมากกว่า 1 ก้อนในบริเวณปอด หรือ มีก้อนเนื้องอกเจริญในอีกด้านของ
ช่องอก เช่น หัวใจ หลอดอาหาร หรือ มีของเหลวที่มีเซลล์มะเร็งอยู่บริเวณ
รอบๆปอด 

- ระยะที่ IV เซลล์มะเร็งเกิดการแพร่กระจายไปที่บริเวณอ่ืนๆของร่างกาย เช่น   

สมอง ตับ กระดูก เป็นต้น อาจแบ่งย่อยได้เป็น 

- ระยะ IVA มะเร็งเกิดการแพร่กระจายภายในบริเวณช่องอก 

- ระยะ IVB มะเร็งเกิดการแพร่กระจายออกไปยังนอกช่องอก 
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การรักษาโรคมะเร็งปอด 

การรักษาโรคมะเร็งต้องพิจารณาจากขนาดก้อนมะเร็ง ต าแหน่ง ระยะของโรค สภาพร่างกาย
และจิตใจของผู้ป่วย โดยหากมะเร็งยังไม่แพร่กระจายจะพิจารณาใช้วิธีการผ่าตัด เพราะผู้ป่วยมีโอกาส
รักษาหายขาดได้ แต่หากมะเร็งเกิดการแพร่กระจายไปยังบริเวณอ่ืนๆแล้ว อาจต้องใช้การรักษาร่วม 
กันหลายวิธีในการรักษา (Combination therapy) (American joint committee on cancer, 
2016) 

1) การผ่าตัด (Surgery) เป็นการน าเอาก้อนมะเร็งบริเวณปอดและต่อมน้ าเหลืองออก ซึ่งวิธีนี้
ใช้ได้ดีในการรักษามะเร็งปอดชนิดไม่ใช่เซลล์เล็ก ในระยะ 0, I, II และ IIIA และมักไม่นิยมใช้ในการ
รักษามะเร็งปอดชนิดเซลล์เล็ก เนื่องจากมะเร็งชนิดนี้ มักมีการแพร่กระจายอย่างรวดเร็ว 

2) การฉายแสง (Radiotherapy) เป็นการใช้รังสี ฉายไปยังบริเวณก้อนมะเร็งเพ่ือท าลายหรือ
ลดขนาดก้อนมะเร็ง โดยต้องฉายหลายรอบเพ่ือค่อยๆลดขนาดก้อนมะเร็งลด อาจท าให้มีอาการ
ข้างเคียงได้ เช่น ระคายเคืองผิวหนังบริเวณท่ีมีการฉายรังสี อ่อนเพลีย เบื่ออาหาร  น้ าหนักลด แต่การ
ฉายรังสีจะใช้ไม่ได้ผลกับมะเร็งที่แพร่กระจายแล้ว 

3) การให้ยาเคมีบ าบัด (Chemotherapy) เป็นการให้ยาเพ่ือท าให้เกิดการตายของ
เซลล์มะเร็งหรือยับยั้งการเจริญเติบโตของเซลล์มะเร็ง ซึ่งจะใช้กับมะเร็งที่เกิดการแพร่กระจายแล้วได้ 
เพราะการให้ยาเข้าสู่หลอดเลือดจะท าให้ยาไหลเวียนไปรักษาได้ทั่วร่างกาย แต่ก็จะท าให้เกิดอาการ
ข้างเคียงท่ีสูงเช่นกัน 

4) การรักษาแบบเป้าหมายต่อเซลล์มะเร็ง (Targeted therapy) เป็นการใช้ยาที่สามารถออก
ฤทธิ์ได้อย่างจ าเพาะเจาะจงต่อเซลล์มะเร็ง ซึ่งจะไม่ส่งผลต่อเซลล์ปกติ ท าให้สามารถลดอาการ
ข้างเคียงลงได้ 

5) การยับยั้งการสร้างหลอดเลือดใหม่ (Angiogenesis inhibitors) เป็นการใช้ยาเพ่ือป้อการ
สร้างหลอดเลือดใหม่ไปเลี้ยงก้อนมะเร็ง 

6) การรักษาด้วยภูมิคุ้มกันบ าบัด ( Immunotherapy) เป็นการรักษาโรคมะเร็งโดยอาศัย
หลักการท างานของระบบภูมิคุ้มกัน เพ่ือกระตุ้นภูมิคุ้มกันของตนเองให้ไปท าลายเซลล์มะเร็ง 
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2.2 การแพร่กระจายของมะเร็ง (Cancer metastasis) 

ดังที่ได้กล่าวข้างต้น หากผู้ป่วยโรคมะเร็งปอดมีการด าเนินโรคเข้าสู่ระยะแพร่กระจาย ผู้ป่วย
มีโอกาสเสียชีวิตภายในระยะเวลา 5 ปี หลังจากได้รับการวินิจฉัยสูงเมื่อเทียบกับโรคมะเร็งอ่ืน ดังนั้น
การชะลอหรือลดการแพร่กระจายของเซลล์มะเร็งในผู้ป่วยมะเร็งปอดจึงเป็นแนวทางในการรักษาที่
ส าคัญ นอกจากจะช่วยลดความเสี่ยงในการเสียชีวิตแล้วยังช่วยให้แพทย์สามารถรักษาโรคได้ง่ายขึ้น 
ซึ่งท าให้ผู้ป่วยมีโอกาสหายขาดได้และยังลดการกลับเป็นซ้ าของโรคมะเร็งอีกด้วย  
 การแพร่กระจายของมะเร็ง เป็นกระบวนการที่เซลล์มะเร็งสามารถหลุดออกจากก้อนมะเร็ง
ปฐมภูมิ ผ่านออกสู่กระแสเลือด ไหลเวียนไปยังอวัยวะเป้าหมาย และเจริญเติบโตเป็นก้อนมะเร็งทุติย
ภูมิต่อไป (Hanahan and Weinberg, 2011) ซึ่งเป็นสาเหตุส าคัญที่ท าให้ผู้ป่วยโรคมะเร็งเสียชีวิต 
(Smith et al., 2010)  
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รูปที่ 2.5 กระบวนการการแพร่กระจายของเซลล์มะเร็ง (ข้อมูลจาก Wirtz et al., 2011) 
 

กลไกการแพร่กระจายของเซลล์มะเร็ง ประกอบด้วยหลายขั้นตอนดังนี้ (Wirtz et al., 2011) 
(รูปที่ 2.5) 

1) การเจริญเติบโตของเซลล์มะเร็ง เซลล์มะเร็งเกิดการแบ่งตัวและเพ่ิมจ านวนอย่างรวดเร็ว 
ท าให้ก้อนมะเร็งปฐมภูมิมีขนาดใหญ่ขึ้น ต้องการสารอาหารและออกซิเจนเพิ่มขึ้น 
2) การสร้างหลอดเลือดใหม่ (Angiogenesis) เซลล์มะเร็งมีการหลั่งสารเพ่ือเหนียวน าให้มี
การสร้างหลอดเลือดเข้ามายังบริเวณก้อนมะเร็งเพ่ือหล่อเลี้ยงก้อนมะเร็งในการเจริญเติบโต 
3) การหลุดออกของเซลล์มะเร็ง (Cell detachment) เซลล์มะเร็งมีการเคลื่อนที่หลุดออก
จากก้อนมะเร็งปฐมภูมิ มีการรุกรานผ่านเนื้อเยื่อข้างเคียงเพ่ือเตรียมเคลื่อนที่เข้าสู่หลอด
เลือด  
4) การรุกรานเข้าหลอดเลือด (Intravasation) เซลล์มะเร็งเกิดการแทรกตัวเข้าสู่หลอดเลือด 
เข้าสู่ระบบไหลเวียนเลือดและระบบน้ าเหลือง มีการไหลเวียนไปยังบริเวณต่างๆ ของร่างกาย 

 5) การไหลเวียนของเซลล์มะเร็งในระบบเลือดและน้ าเหลือง เซลล์มะเร็งที่มีการแขวนลอยใน
 ระบบไหลเวียนมีการปรับตัวให้ดื้อต่อการตายแบบอะนอยคิส หรือการตายของเซลล์เมื่อ 

เซลล์หลุดออกจากการยึดเกาะเป็นเซลล์เดี่ยว   
6) การยึดเกาะผนังหลอดเลือด (Cell adhesion) เซลล์มะเร็งเกิดการยึดเกาะกับผนังหลอด
เลือดที่อวัยวะเป้าหมาย 
7) การรุกรานออกนอกหลอดเลือด (Extravasation) เซลล์มะเร็งเกิดการรุกรานออกนอก
หลอดเลือดที่อวัยวะเป้าหมาย 
8) การเจริญเติบโตของมะเร็งทุติยภูมิ เซลล์มะเร็งที่รุกรานไปยังอวัยวะเป้าหมายใหม่ เกิดการ
เจริญ เติบโตและเพ่ิมจ านวน เกิดเป็นก้อนมะเร็งทุติยภูมิต่อไป 
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2.3 การเปลี่ยนแปลงจากเซลล์เยื่อบุผิวไปเป็นเซลล์มีเซนไคม์ (Epithelial to mesenchymal 
transition) 

การเปลี่ยนแปลงจากเซลล์เยื่อบุผิวไปเป็นเซลล์มีเซนไคม์ เป็นกระบวนการเริ่มต้นของการ
แพร่กระจายของเซลล์มะเร็ง โดยเซลล์มะเร็งจะเกิดการเปลี่ยนแปลงทั้งลักษณะและพฤติกรรมของ
เซลล์เพ่ือให้เอ้ือต่อการแพร่ กระจาย เริ่มจากการเปลี่ยนแปลงรูปร่างจากเซลล์เยื่อบุผิวลักษณะหลาย
เหลี่ยม (Epithelial cell) เป็นเซลล์มีเซนไคม์รูปทรงกระสวย (Mesenchymal cell) มีการลดแรงยึด
เกาะระหว่างเซลล์และลดแรงยึดเกาะระหว่างเซลล์กับเยื่อฐาน มีคุณสมบัติดื้อต่อการตายในสภาวะที่
เซลล์หลุดออกจากเยื่อฐานเป็นเซลล์เดี่ยว ผลโดยรวมของกระบวนการนี้จึงส่งเสริมการหลุดออก การ
เคลื่อนที่และการรุกรานของเซลล์มะเร็ง ส่งผลให้เซลล์มะเร็งเกิดการแพร่กระจายเข้าสู่กระแสเลือด
และกระจายไปยังบริเวณต่างๆของร่างกายได้ต่อไป (Fouad and Aanei, 2017; Heerboth et al., 
2015) (รูปที่ 2.6) เมื่อเซลล์มะเร็งเกิดการเปลี่ยนแปลงลักษณะทางกายภาพและเกิดการแพร่กระจาย
แล้ว จะส่งผลให้มะเร็งมีความรุนแรงมากขึ้นและเพ่ิมอัตราการเสียชีวิตของผู้ป่วยได้ (Craene and 
Berx, 2013)  

 
 

 
 

รูปที ่2.6 รูปแสดงกระบวนการเปลี่ยนแปลงจากเซลล์เยื่อบุผิวไปเป็นเซลล์มีเซนไคม์ 
(ข้อมูลจาก Tam and  Weinberg, 2013) 
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การเปลี่ยนแปลงจากเซลล์เยื่อบุผิวไปเป็นเซลล์มีเซนไคม์ ถูกควบคุมได้จากหลายวิถีสัญญาณ
โดยการกระตุ้นผ่านตัวรับบนผิวเซลล์ ได้แก่ ตัวรับ Integrin ตัวรับ Transforming growth factor 
beta  (TGF-β )  family ตัวรับ  Tyrosine kinase ตัวรับ  Frizzled (FZD)  ตัวรับ  Notch ตัวรับ 
Smoothened (SMO) และ Interleukin 6 (IL6) นอกจากนี้สภาวะที่เซลล์ขาดออกซิเจน (Hypoxia) 
ก็สามารถกระตุ้นให้เกิดการเปลี่ยนแปลงจากเซลล์เยื่อบุผิวไปเป็นเซลล์มีเซนไคม์ ผ่านวิถีภายในเซลล์ 
ได้ แก่  วิ ถี  Phosphoinositide 3-kinase (PI3K)  วิ ถี  Protein Kinase B (Akt)  วิ ถี  TGF-β  วิถี  
Epidermal growth factor  (EGF)  วิ ถี  Hepatocyte growth factor (HGF)  วิ ถี  Notch วิ ถี  
Hedgehog และ วิถี Signal Transducer and Activator of Transcription (STAT) ดังแสดงในรูป
ที่ 2.7 (Lamouille et al., 2014) โดยการกระตุ้นวิถีสัญญาณเหล่านี้จะพบมากในเซลล์มะเร็งที่มีการ
แพร่กระจาย ซึ่งเป็นเป้าหมายที่ส าคัญของการรักษาหรือยับยั้งการแพร่กระจายของเซลล์มะเร็ง 

 

 
รูปที่ 2.7 แสดงวิถีสัญญาณท่ีเกี่ยวข้องกับการเกิดการเปลี่ยนแปลงจากเซลล์เยื่อบุผิวไปเป็น 

เซลล์มีเซนไคม์ (ข้อมูลจาก Lamouille et al., 2014) 

https://en.wikipedia.org/wiki/Transforming_growth_factor_beta
https://en.wikipedia.org/wiki/Transforming_growth_factor_beta
https://en.wikipedia.org/wiki/Smoothened
https://en.wikipedia.org/wiki/Interleukin_6
https://en.wikipedia.org/wiki/Phosphoinositide_3-kinase
https://en.wikipedia.org/wiki/Epidermal_growth_factor
https://en.wikipedia.org/wiki/Hepatocyte_growth_factor
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โปรตีนบ่งชี้การเปลี่ยนแปลงจากเซลล์เยื่อบุผิวไปเป็นเซลล์มีเซนไคม์ (EMT markers) 
จากที่กล่าวข้างต้น เมื่อมีการกระตุ้นวิถีสัญญาณดังกล่าว ส่งผลให้มีการเคลื่อนที่และการ

ท างานของโปรตีนที่ควบคุมการแสดงออกของยีน หรือ Transcription factor ท าให้มีการกระตุ้นหรือ
ยับยั้งการแสดงออกของยีนนั้นๆ ส่งผลให้เกิดกระเปลี่ยนแปลงการสร้างโปรตีนต่างๆ ผลรวมจากการ
เปลี่ยนแปลงเหล่านี้ ในท้ายที่สุดจะส่งผลต่อการเกิดกระบวนการการเปลี่ยนแปลงจากเซลล์เยื่อบุผิวไป
เป็นเซลล์มีเซนไคม์ โดยสามารถศึกษาจากระดับของโปรตีนบ่งชี้ต่างๆ ที่เกี่ยวข้องกับการเกิด
กระบวนการดังกล่าว (รูปที่ 2.8) ได้แก่ 
 

                

   

   

 

 

 
 
 

 
 
 
 

 
รูปที ่2.8 แสดงการเปลี่ยนแปลงลักษณะและโปรตีนบ่งชี้ของกระบวนการการเปลี่ยนแปลงจากเซลล์

เยื่อบุผิวไปเป็นเซลล์มีเซนไคม์ (ข้อมูลจาก Micalizzi et al., 2010) 
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1) โปรตีน Cadherin  

Cadherin เป็น  Transmembrane glycoprotein ชนิดที่1 อยู่ ที่ เ ยื่ อหุ้ ม เซลล์บ ริ เ วณ 
Adherens junction ระหว่างเซลล์สองเซลล์ติดกัน โครงสร้างโปรตีนนี้แบ่งออกเป็นแบ่งเป็น 2 ส่วน 
คือส่วนที่อยู่นอกเซลล์มี 5 Domain (EC1-EC5) และส่วนที่อยู่ในไซโตพลาสซึม จับกับ α และ β-
Catenin ซึ่งเชื่อมอยู่กับ Actin stress fiber (โปรตีนโครงร่างของเซลล์) (รูปที่ 2.9) Cadherin ท า
หน้าที่ในการยึดเซลล์ชนิดเดียวกันเข้าด้วยกันโดยอาศัยแคลเซียมไอออน ในโครงสร้างของ Cadherin 
ยังมี p120-catenin (p120ctn) มีหน้าที่ในการควบคุมการท างานของ Cadherin (Wheelock et al., 
2008) Cadherin สามารถแบ่งออกได้เป็นหลายชนิดตาม ชนิดและจ านวนของโครงสร้าง ได้แก่ 
Epithelial-Cadherin (E-Cad) , Neural-Cadherin (N-Cad) , Placental-Cadherin (P-Cad) , 
Retinal-Cadherin (R-Cad) และ Vascular endothelial-Cadherin (VE-Cad) (Tepass et al. , 
2000) โดยในการศึกษานี้จะมุ่งเน้นเฉพาะ E-Cad ซึ่งพบมากในเซลล์เยื่อบุผิว และ N-Cad ซึ่งพบมาก
ในเซลล์มีเซนไคม์ (Yilmaz and Christofori, 2009) 

 

 
 

รูปที่ 2.9 แสดงโครงสร้างและองค์ประกอบของโปรตีน Cadherin 
(ข้อมูลจาก Wheelock et al., 2008) 
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E-Cadherin เป็นโปรตีนที่ถอดรหัสจากยีน CDH1 ท าหน้าที่เกี่ยวข้องกับการยึดเกาะกัน
ระหว่างเซลล์เยื่อบุผิว จากผลการศึกษาพบการลดลงของ E-Cad ในผู้ป่วยมะเร็งหลายชนิด (Comijn 
et al., 2011; Batlle et al., 2000; Cano et al., 2000) ส่งผลให้เซลล์ลดการยึดเกาะระหว่างกัน
และเพ่ิมอัตราการแพร่กระจายของเซลล์มะเร็ง (Wheelock et al; 2008) ยีน CHD1 ถูกควบคุมการ
ถอดรหัสจากโปรตีน Transcription factor หลายชนิดโดย Snail, Slug, Twist, E47, δ EF1 (ZEB1) 
และ SIP1 (ZEB2) เป็นตัวยับยั้งการถอดรหัส CHD1 (Barrallo-Gimeno and Nieto, 2005) ในขณะ
ที่โปรตีนที่เพ่ิมการแสดงออกของ E-Cad ได้แก่ Acute myeloid leukemia 1 (AML1), p300 และ 
Hepatocyte nuclear factor 3 (HNF3) (Liu et al., 2005; Lombaerts et al., 2006) (รูปที่ 2.10) 
 

 
 

รูปที่ 2.10. โปรตีนที่ท าหน้าที่กระตุ้นและยับยั้งการแสดงออกของยีน CDH1 ทีถ่อดรหัสโปรตีน 
E-Cadherin 

 
N-Cadherin เป็นโปรตีนที่พบมากในเซลล์มีเซนไคม์ ถอดรหัสมาจากยีน CDH2 ท าหน้าที่ใน

การยึดเกาะกันระหว่างเซลล์มีเซนไคม์  ช่วยยึดตัวรับ Fibroblast growth factor (FGF) และ 
Epidermal growth factor (EGF) ที่เยื่อหุ้มเซลล์และส่งเสริมการกระตุ้นวิถีสัญญาณที่เกี่ยวข้องกับ
การรุกรานและการแพร่กระจายของเซลล์มะเร็ง N-Cad ส่งเสริมการเคลื่อนที่ของเซลล์ด้วยการจับกับ 
Na+/H+ exchanger regulatory factor (NHERF) และ ตัวรับ Platelet-derived growth factor
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(PDGF) ผ่าน β-Catenin ที่บริเวณ Lamellipodia (Derycke and Bracke, 2004) นอกจากนี้ยังมี
หน้าที่ในการกระตุ้นการเปลี่ยนแปลงรูปร่างของเซลล์เยื่อบุผิวให้มีรูปร่างคล้ายกระสวย  (Yan et al., 
2015)  N-Cad ส่ ง เสริมการเคลื่อนที่ของเซลล์แตกต่างจาก E-Cad เนื่องจากที่ต าแหน่ง S 
(Suppression of movement) -Domain ของ N-Cad ไม่สามารถท างานได้ (Fedor-Chaiken et 
al., 2003) จากผลการศึกษาพบว่ามีการเพ่ิมขึ้นของ N-Cad ในมะเร็งหลายชนิด (Hazan et al., 
2000; Zhang et al., 2013; Yan et al., 2015) เมื่อมีการเพ่ิมการแสดงออกของ N-Cad ในเซลล์
เยื่อบุผิวพบว่า เซลล์เยื่อบุผิวมีการเปลี่ยนแปลงรูปร่างเป็นรูปทรงกระสวยซึ่งส่งเสริมการแพร่กระจาย
มากขึ้น (Zhang et al., 2013) และเมื่อยับยั้งการแสดงออกของ N-Cad พบว่าสามารถลดการ
แพร่กระจายของเซลล์มะเร็งได้อย่างมีนัยส าคัญ (Shih and Yamada, 2012) การแสดงออกของยีน 
CDH2 ที่ถอดรหัสได้ N-Cad ถูกควบคุมโดยโปรตีนหลายชนิดได้แก่ Twist, Snail, Pax6 และ HOXD3 
ซึ่งส่งผลเพ่ิมการแสดงออกของโปรตีน N-Cad (รูปที่ 2.11) (Derycke and Bracke, 2004) ใน
เซลล์มะเร็งที่มีคุณสมบัติเหมือนเซลล์มีเซนไคม์จะมีปริมาณของ N-Cad เพ่ิมขึ้น ในทางตรงกันข้ามมี
ปริมาณ E-Cad ลดลง การแสดงออกดังกล่าวนี้เรียกว่า Cadherin switching (Wheelock et al., 
2008) 

 

 
 

รูปที่ 2.11 แสดงโปรตีนควบคุมท่ีมีผลกระตุ้นการแสดงออกของยีน CDH2 ทีถ่อดรหัสโปรตีน 
N-Cadherin 
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2) Snail family transcription factor 
Transcription factor คือโปรตีนที่ท าหน้าที่ในการควบคุมการแสดงออกของยีน โดยการจับ

กับสายดีเอนเอตรงบริเวณควบคุมที่มีรหัสจ าเพาะ ซึ่งอาจเป็นการส่งเสริมการแสดงออกหรือยับยั้งการ
แสดงออกของยีนได้ Snail family transcription factor ประกอบด้วยสมาชิก 3 ตัว ได้แก่ Snail 
(Snail1), Slug (Snail2) และ Smuc (Snail3) โปรตีนกลุ่มนี้ประกอบด้วย SNAG domain ท าหน้าที่
ยับยั้งการท างานของ transcription factor โดยการจับกับ Repressor และ Zinc finger domain 
ซึ่งเป็นส่วนที่มีล าดับเบสที่จ าเพาะส าหรับจับกับดีเอนเอ นอกจากนั้น NES domain พบเฉพาะโปรตีน 
Snail เมื่อถูกกระตุ้นจะท าหน้าที่ส่งโปรตีน Snail ออกจากนิวเคลียสเพ่ือเกิดการท าลายต่อไป และ 
Slug domain พบเฉพาะในโปนตีน Slug ซึ่งยังไม่ทราบหน้าที่ที่แน่ชัด (รูปที่ 2.12) จากการศึกษา
พบว่าโปรตีน Snail และ Slug มีบทบาทส าคัญต่อการเปลี่ยนแปลงเซลล์เยื่อบุผิวไปเป็นเซลล์มีเซน
ไคม์ ซึ่งส่งผลให้เซลล์มะเร็งเกิดการแพร่กระจาย (Peinado et al., 2007) 

 

 
รูปที่ 2.12 แสดงโครงสร้างโปรตีน Snail และ Slug (อ้างอิงจาก Peinado et al., 2007) 
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Snail เป็น Transcription factor สร้างจากยีน SNAI1 ท าหน้าที่ยับยั้งการแสดงออกของ
โปรตีน E-Cad โดยการเข้าจับกับ CDH1 ยีน การแสดงออกของ Snail ถูกควบคุมได้หลายวิถี ได้แก่ 
TGF- β, Wnt, Akt, EGF, FGF, SCF (Stem cell factor) , Notch, Hypoxia และ  ILK ( Integrin-
linked kinase) เป็นต้น  (Barrallo-Gimeno and Nieto, 2005; Peinado et al., 2007; Sa´nchez-
Tillo´ et al., 2012) (รูปที่ 2.13) 

 
 

 
 

รูปที่ 2.13 วิถีสัญญาณท่ีสามารถกระตุ้นการแสดงออกของยีน SNAI1 ทีถ่อดรหัสโปรตีน Snail 
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Slug เป็น Transcription factor สร้างจากยีน SNAI2 ท าหน้าที่ยับยั้งการแสดงออกของ
โปรตีน E-Cad โดยการเข้าจับกับ CDH1 ยีน ซึ่งการแสดงออกของ Slug ถูกควบคุมได้หลายวิถี ได้แก่ 
Slug, Twist1, Wnt, c-Kit, c-Myb, Notch, EGF, BCR-ABL, E2A-HLF และ SMAD เป็นต้น (Shih 
and Yang, 2011; Peinado et al., 2007; Sa´nchez-Tillo´ et al., 2012) (รูปที่ 2.14) 
 
 

 
รูปที่ 2.14 วิถีสัญญาณท่ีสามารถกระตุ้นการแสดงออกของยีน SNAI2 ทีถ่อดรหัสโปรตีน Slug 

 
จากการศึกษาพบว่าเซลล์มะเร็งที่มีคุณสมบัติคล้ายเซลล์มีเซนไคม์ มีการแสดงออกของ

โปรตีน Snail และ Slug เพ่ิมขึ้น (Zheng et al. , 2015; Grzegrzolka et al. , 2015; Fan et al., 
2012) เมื่อลดการแสดงออกของโปรตีนดังกล่าวในมะเร็ง สามารถลดการเคลื่อนที่และการ
แพร่กระจายของเซลล์มะเร็งได้ (Fenouille et al., 2012; Putzke et al., 2011; Mikami et al., 
2011) ดังนั้นโปรตีน Snail และ Slug ซึ่งเป็นเป้าหมายที่น่าสนใจในการพัฒนาการรักษามะเร็ง 
 

3) Vimentin 
Vimentin เป็นเส้นใยโปรตีนขนาดกลางชนิดที่ 3 (Type 3 intermediate filament) ที่พบ

ในเซลล์มีเซนไคม์ มีการถอดรหัสจากยีน VIM โปรตีน Vimentin นอกจากจะมีหน้าที่เป็นโปรตีนโครง
ร่างของเซลล์มีเซนไคม์แล้ว ยังมีหน้าที่เป็นโปรตีน Scaffold สามารถท าหน้าที่ในการถ่ายถอด
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สัญญาณได้ อีกด้วย (Satelli and Li, 2011) Vimentin กระตุ้นการสร้างและการท างานของ 
Invadopodia และ Lamellipodia ซึ่งเป็นโครงสร้างส าคัญในการเคลื่อนที่ของเซลล์ (Bowden et 
al., 2006; Weaver, 2006) มีการทดลองยับยั้งการแสดงออกของ Vimentin ด้วยการใช้ siRNA 
พบว่าสามารถลดการสร้าง Invadopodia และ Lamellipodia ได้ (Schoumacher et al., 2010) 
โปรตีน Vimentin ถูกกระตุ้นการแสดงออกโดย Snail, Slug, HIF-1 , NF-kB, SMAD, AP-1 และ 
PKA ส่งผลเพ่ิมปริมาณ Vimentin ในเซลล์ (รูปที่ 2.15) (Wu et al., 2007; Krishnamachary et 
al., 2003) จากการศึกษาพบว่ามีการเพ่ิมการแสดงออกของ Vimentin ในเซลล์มะเร็ง ซึ่งส่งผลต่อ
การเกิดการเปลี่ยนแปลงจากเซลล์เยื่อบุผิวไปเป็นเซลล์มีเซนไคม์ และส่งผลต่อการแพร่กระจายของ
เซลล์มะเร็ง (Liu et al., 2015) ในทางตรงกันข้ามในการทดลองที่มีการยับยั้งการแสดงออกของ 
Vimentin พบว่าสามารถยับยั้งการแพร่กระจายของเซลล์มะเร็งได้ (Paccione et al., 2008)  

 

 

 
 

รูปที่ 2.15 โปรตีนที่ท าหน้าที่กระตุ้นการแสดงออกของยีน VIM ที่ถอดรหัสโปรตีน 

Vimentin 
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2.4 Actin stress fiber และ Focal adhesion  

การเคลื่อนที่ของเซลล์เกิดจากสภาวะสมดุลระหว่างการรวมตัว (assembly) และการแยกตัว 
(disassembly) ของโปรตีนโครงสร้างภายในเซลล์อย่างรวดเร็ว เช่นในขณะที่เซลล์เคลื่อนที่ไป
ข้างหน้าภายในเซลล์จะมีการจัดเรียงตัวใหม่ของโปรตีน Actin ที่บริเวณ Leading edge เป็น
โครงสร้าง Filopodia มีลักษณะปลายแหลมยื่นออกจากเซลล์ โครงสร้าง Lamellipodia เป็นส่วนที่
เว้าเข้ามาจาก Leading edge และ โครงสร้าง Actin stress fiber มีการรวมตัวกันของกลุ่มโปรตีนที่
บริเวณ Focal adhesion เพ่ือยึดเกาะระหว่างเซลล์กับเยื่อฐานในทิศทางที่เซลล์เคลื่อนที่ ใน
ขณะเดียวกันที่ด้านท้ายของเซลล์จะเกิดการแยกตัวของ Actin และ Focal adhesion ลดการยึดเกาะ
ของเซลล์กับเยื่อฐานท าให้เซลล์สามารถเคลื่อนที่ไปข้างหน้าได้ (Carragher and Frame, 2004; 
Burridge and Guilluy, 2015) (รูปที่ 2.16) 

 

 
 

รูปที่ 2.16 แสดงการเปลี่ยนแปลงของ Focal adhesions และ Actin ในระหว่างที่เซลล์มีการ
เคลื่อนที ่(ข้อมูลจาก Carragher and Frame, 2004)
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1) Actin stress fiber 

เส้นใยโปรตีน Actin stress fiber เป็นเส้นใยที่เกิดจากการต่อสายของ G-actin (Monomer) 
เกิดเป็นสายยาวของ F-actin (Polymer) แบ่งออกได้เป็น 3 ชนิดหลักได้แก่ Ventral stress fiber 
เส้นใยโปรตีนชนิดนี้เชื่อมต่อกับกลุ่มโปรตีนตรงต าแหน่ง Focal adhesion ทั้งสองด้านของเส้นใย 
และเรียงตัวกันในแนวราบตามทิศทางที่เซลล์เคลื่อนที่ ชนิดที่ 2 คือ Transverse arcs เส้นใยโปรตีน
ชนิดนี้จะอยู่บริเวณ Leading edge ของเซลล์ เรียงตัวในแนวขวาง มีการเชื่อมต่อกับ Dorsal stress 
fiber และชนิดที่ 3 คือ Dorsal stress fiber เส้นใยโปรตีนชนิดนี้จะอยู่บริเวณ Leading edge ของ
เซลล์  โดยเชื่อมต่อกับ Focal adhesion ทั้ งสองด้านหรืออาจเชื่อมต่อกับ Transverse arcs 
(Vallenius, 2013) (รูปที่ 2.17) 

 

                        

รูปที่ 2.17 แสดงชนิดและต าแหน่งของ Stress fiber สีเหลืองคือ Transverse arcs สีแดงคือ Dorsal 
stress fiber สีเขียวคือ Ventral stress fiber และสีน้ าเงินคือ Focal adhesion                                                 

(ข้อมูลจาก Hotulainen and Lappalainen, 2006) 

 
เส้นใยโปรตีน Actin stress fiber นอกจากจะมีหน้าที่เป็นโครงร่างค้ าจุนภายในเพ่ือรักษา

รูปร่างของเซลล์แล้ว ยังมีบทบาทในการเคลื่อนที่ของเซลล์ด้วย ดังที่กล่าวไปแล้วข้างต้นการเกิดการ
จัดเรียงตัวใหม่ของ Actin ท าให้เกิดโครงสร้าง Filopodia, Lamellipodia และ Actin stress fiber 
ส่งเสริมการเคลื่อนที่ของเซลล์ (Hotulainen and Lappalainen, 2006) 
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1) Focal adhesion  

Focal adhesion เป็นกลุ่มโปรตีนอยู่บริเวณเยื่อหุ้มเซลล์ด้านในของไซโตพลาสซึม เป็น
ตัวกลางในการยึดติดระหว่างเซลล์กับเยื่อฐาน ผ่านการเชื่อมต่อกันระหว่าง Integrin และ Actin 
stress fiber และยังมีหน้าที่ ในการส่งทอดสัญญาณจากผ่านนอกเซลล์สู่ภายในเซลล์ Focal 
adhesion ประกอบด้วยกลุ่มของโปรตีนหลายตัว ได้แก่ Paxillin (PAX), α-actinin (ACTN), Talin 
(TLN), Vinculin (Vin), Actopaxin, Focal adhesion kinase (FAK), Proto-oncogene tyrosine-
protein kinase Src (Scr) , Extracellular signal– regulated kinases  (ERK) , Integrin- linked 
kinase  (ILK), Crk และ ARF GTPase-activating protein GIT (GIT) เป็นต้น (López-Colomé et 
al., 2017) 

ในการศึกษา Focal adhesion นิยมใช้โปรตีน Paxillin เป็นโปรตีนบ่งชี้  เนื่องจากเป็น
องค์ประกอบหลักของ Focal adhesion โปรตีน Paxillin เป็น single transduction adaptor 
protein สร้างจากยีน PXN จับอยู่กับโปรตีนอ่ืนที่ท างานร่วมกัน เช่น FAK และ Src (Tyrosine 
kinases), Vinculin และ Actopaxin (Structural protein) เมื่อโปรตีน Paxillin ได้รับการเติมหมู่
ฟอสเฟตที่ต าแหน่งอะมิโนซีรีนหรือทรีโอนีนต่างกัน จะส่งผลต่อการท างานที่แตกต่างกันเช่นกัน โดย
ส่วนมากการเติมหมู่ฟอสเฟตที่ต าแหน่งไทโรซีนจะส่งผลให้มีการสร้าง Paxillin ที่บริเวณ Focal 
adhesion โปรตีน Paxillin จะส่งสัญญาณไปควบคุม Cdc42 และ Rac/Ras ในการสร้าง Filopodia 
และ Lamellipodia ที่ใช้ในการยึดเกาะของเซลล์กับต าแหน่งใหม่ในการเคลื่อนที่ (López-Colomé 
et al., 2017; Vindis et al., 2004; Nakamura et al., 2000) (รูปที่ 2.18) 

 

https://en.wikipedia.org/wiki/Extracellular_signal%E2%80%93regulated_kinases
https://en.wikipedia.org/wiki/Integrin-linked_kinase
https://en.wikipedia.org/wiki/Integrin-linked_kinase
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รูปที่ 2.18 แสดงวิถีสัญญานของ Paxillin ในการควบคุม Focal adhesion  
(ข้อมูลจาก López-Colomé et al., 2017) 
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2.5 วิถี AKT-dependent tyrosine kinase (Akt)  

โปรตีน Akt (protein kinase B หรือ PKB) เป็นไคเนสเอนไซม์ มีหน้าที่ในการเติมหมู่
ฟอสเฟตอย่างจ าเพาะเจาะจงให้กับหมู่อะมิโนซีรีน/ทรีโอนีนของโปรตีนเป้าหมาย โดยการเติมหมู่
ฟอสเฟตอาจกระตุ้นหรือยับยั้งการท างานของโปรตีนเหล่านั้น วิถี Akt เกี่ยวข้องกับกระบวนการต่างๆ
ของเซลล์มะเร็ง ได้แก่ กระตุ้นการเปลี่ยนแปลงจากเซลล์เยื่อบุผิวไปเป็นเซลล์มีเซนไคม์ กระตุ้นให้
เซลล์มะเร็งดื้อต่อการตายแบบอะพอพโทซิส กระตุ้นการเจริญเติบโตของเซลล์มะเร็ง ควบคุมการ     
แมทาบอลิซึมของกลูโคส และ กระตุ้นการแบ่งตัวเพิม่จ านวนของเซลล์มะเร็ง (Hers et al., 2011) 
 กลไกการควบคุมการท างานของวิถี Akt เริ่มจากการจับกันระหว่างไลแกน (Ligand) และ
ตัวรับ (Receptor) เช่น TGF-β จับกับตัวรับของ TGF-β, Hepatocyte growth factor (HGF), 
Epidermal growth factor (EGF), Fibroblast growth factor (FGF) และ Vascular endothelial 
growth factor (VEGF) จับกับตัวรับไทโรซีนไคเนส (RTK) ท าให้เกิดการกระตุ้น PI3K จากนั้น PI3K 
ท า ก า ร เ ติ ม ห มู่ ฟ อ ส เ ฟ ต ใ ห้ กั บ ส า ร สื่ อ สั ญ ญ า ณ ตั ว ที่ ส อ ง  ( Second messenger) 
Phosphatidylinositol 4,5- bisphosphate ( PIP2)  ไ ด้ เ ป็ น  Phosphatidylinositol ( 3,4,5) -
trisphosphate (PIP3) ซึ่งจะเหนี่ยวน าให้ Akt เคลื่อนที่มายังเยื่อหุ้มเซลล์ จากนั้น Akt จะถูกเติมหมู่
ฟอสเฟตได้ทั้งจาก PDK1 ที่บริเวณ Thr308 และจาก mTORC2 ที่บริเวณ Ser473 โปรตีน Akt ที่ถูก
กระตุ้นด้วยการเติมหมู่ฟอสเฟตแล้วจะท าหน้าที่เป็นตัวกลางในการกระตุ้นหรือยับยั้งโปรตีนเป้าหมาย
ต่างๆ เป็นผลให้เกิดกระบวนการต่างๆ ตามที่ได้กล่าวข้างต้น (รูปที่ 2.19) (Hennessy et al., 2005; 
Facchinetti et al., 2008) 

จากการศึกษาที่ผ่านมาพบว่า Phospho-Akt (Ser473) หรือ Active from มีการเพ่ิมขึ้นใน
เซลล์มะเร็งปอดชนิดไม่ใช่เซลล์เล็กมากถึงร้อยละ 89 (Brognard et al., 2001) ของเซลล์มะเร็งปอด
ชนิดไม่ใช่เซลล์เล็กทั้งหมด เมื่อท าการทดลองยับยั้งการเติมหมู่ฟอสเฟตของ Akt ที่ต าแหน่ง Ser473 
ด้วย LY294002 พบว่าเซลล์มะเร็งปอดมีการตายแบบอะพอพโทซิสมากขึ้น ในเซลล์มะเร็งปอดที่
ได้รับ LY294002 ร่วมกับยาเคมีบ าบัด พบการตายของเซลล์แบบอะพอพโทซิสมากกว่าเซลล์มะเร็งที่
ได้รับยาเคมีบ าบัดเพียงอย่างเดียว (Scrima et al., 2012) วิถี Akt จึงเป็นเป้าหมายที่ส าคัญในการ
ยับยั้งมะเร็งปอด นอกจากนั้นยังพบว่าวิถี Akt มีบทบาทส าคัญในการแพร่กระจายของเซลล์มะเร็ง
ปอดเมื่อท าการลดการแสดงออกของ Akt ด้วย RNA interference หรือ ลดการท างานของ Akt 
สามารถลดการเคลื่อนที่และการรุกรานของเซลล์มะเร็งปอด ผ่านทางการยับยั้งกลไกการเปลี่ยนแปลง
จากเซลล์เยื่อบุผิวไปเป็นเซลล์มีเซนไคม์ (Qu et al., 2015) 
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รูปที่ 2.19 วิถีสัญญาณ AKT-dependent tyrosine kinase (Akt) 
 

จากที่กล่าวข้างต้น วิถี Akt มีบทบาทส าคัญอย่างมากต่อการเปลี่ยนแปลงจากเซลล์เยื่อบุผิว
ไปเป็นเซลล์มีเซนไคม์ ทั้งการควบคุมกระบวนการแปลรหัสหรือการดัดแปลงโมเลกุลของโปรตีนหลัง
การแปลรหัสของโปรตีนเป้าหมาย (Irie et al., 2005; Larue and Bellacosa, 2005) ดังนี้ 

 
1) บทบาทของ Akt  ต่อโปรตีนบ่งชี้ EMT ได้แก่ Snail, Slug, E-Cad และ N-Cad  

ทั้ง Snail และ Slug มีค่าครึ่งชีวิตสั้น โปรตีนนี้จะถูกท าลายด้วยกระบวนการ Proteolytic 
ผ่าน Ubiquitination  โดยวิถี Akt/GSK-3β  โปรตีน GSK-3β  จะเติมหมู่ฟอสเฟตให้กับ Snail และ 
Slug ครั้งแรกเพ่ือส่งเสริมการเคลื่อนที่ออกนอกนิวเคลียส และเติมหมู่ฟอสเฟตอีกครั้งเพ่ือกระตุ้นให้ 
Ubiquitin มาจับและเกิดการท าลายผ่าน 26s Ribosome ในการท างานของ GSK-3β  จะถูกควบคุม
ด้วยโปรตีน Akt กล่าวคือ เมื่อ Akt เติมหมู่ฟอสเฟตให้กับ GSK-3β  ท าให้ GSK-3β เปลี่ยนจากรูปที่
สามารถท างานได้ ไปเป็นรูปที่ไม่สามารถท างานได้ (รูปที่จับกับหมู่ฟอสเฟต) ท าให้ Snail และ Slug 
ไม่ถูกท าลาย นอกจากนั้นโปรตีน Akt ยังสามารถกระตุ้นการสังเคราะห์ N-Cad, Slug และ Vimentin 
ในทางตรงกันข้ามยังยับยั้งการสังเคราะห์ E-Cad ในเซลล์ที่มีการเปลี่ยนแปลงไปเป็นเซลล์มีเซนไคม์ 
(Peinado et al., 2007; Schlessinger and Hall, 2004) จากการศึกษาพบว่าการลดการท างานของ 
Akt ท าให้มีปริมาณ Snail และ Slug ลดลง ส่งผลยับยั้งการเคลื่อนที่ของเซลล์มะเร็ง (Li et al., 2015; 
Li et al., 2017) (รูปที่ 2.20) 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

30 
 

 
 
 

รูปที่ 2.20 แสดงการท างานของวิถี Akt/GSK-3β ต่อโปรตีน Snail และ Slug  
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2) บทบาทของ Akt  ต่อ Paxillin 
เมื่อ Paxillin ถูกเติมหมู่ฟอสเฟตด้วย Akt จะเกิดการกระตุ้นให้มีการสร้าง Paxillin ที่บริเวณ 

Focal adhesion ซึ่งกระตุ้นการท างานของ Cdc42, Rac และ Rho ให้มีการสร้าง Filopodia 
Lamellipodia และ Stress fiber ตามล าดับ (รูปที่ 2.21) ส่งเสริมการเคลื่อนที่ของเซลล์มะเร็ง 
(Zhang et al. , 2010; Metalli et al. , 2010; Schaller, 2001; Tsukada et al. , 2008)  จ า ก
การศึกษาพบว่าเซลล์มะเร็งที่มีการเพ่ิมการแสดงออกของ Akt ท าให้มีปริมาณ Paxillin เพ่ิมขึ้นและมี
การแพร่กระจายมากข้ึน (Zhang et al., 2010) 

 
  

 
 
 

รูปที่ 2.21 แสดงกลไกการสร้าง Filopodia, Lamellipodia และ Stress fiber ผ่านวิถี Akt 
(ข้อมูลจาก Tsukada et al., 2008) 

 
 

http://iovs.arvojournals.org/solr/searchresults.aspx?author=Fan+Zhang
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2.6 วิถี Extracellular signal-regulated kinase (ERK) 

 วิธี ERK ที่มีบทบาทต่อการเกิดกระบวนการเปลี่ยนแปลงจากเซลล์เยื่อบุผิวไปเป็นเซลล์มีเซน
ไคม์ได้เช่นเดียวกัน ERK เป็นไคเนสเอนไซม์ท าหน้าที่เติมหมู่ฟอสเฟตให้กับโปรตีนเป้าหมาย 
ตอบสนองต่อ Growth factor เช่น IGF, HGF, VEGF, EGF และ FGF ที่จับกับตัวรับไทโรซีนไคเนส 
(RTK) หรือการกระตุ้นจาก TGF- β ผ่านตัวรับ TGF- β เช่นเดียวกับ Akt กลไกการท างานของวิถี ERK 
เริ่มจากการจับกันระหว่างไลแกนกับตัวรับ หลังจากนั้นสัญญาณจะถูกส่งผ่านไปยัง RAS (Rat 
sarcoma; โ ป ร ตี น  small GTPase), Rapidly accelerated fibrosarcoma (RAF), Mitogen-
activated protein kinase kinase 1/2 (MEK1/2) และ ERK1/2 ตามล าดับ  (Thomas GM and 
Huganir RL, 2004) ดังแสดงในรูปที่ 2.22 จากนั้น ERK ที่อยู่ในรูปกัมมันต์ (Phospho-ERK) จะ
เคลื่อนที่ผ่านเข้าสู่นิวเคลียสและจับกับ Transcription factor เช่น ZEB1, ZEB2, Snail และ Slug 
เป็นต้น กระตุ้นให้เกิดกระบวนการการเปลี่ยนแปลงจากเซลล์เยื่อบุผิวไปเป็นเซลล์มีเซนไคม์ (Singh., 
et al 2018; Navandar et al., 2017) จากหลายการศึกษาที่ผ่านมาพบการเพ่ิมขึ้นของวิธี ERK ใน
เซลล์มะเร็งหลายชนิดเช่น เซลล์มะเร็งตับ เซลล์มะเร็งถุงน้ าดี เซลล์มะเร็งหลอดลม และเซลล์มะเร็ง
ปอด  (Bae et al., 2013; Joannes et al., 2014; Wu et al., 2015; Buchegger  et al., 2017) มี
การศึกษาโดยกระตุ้นการท างานของ ERK พบว่าเพ่ิมการเกิดกระบวนการการเปลี่ยนแปลงจากเซลล์
เยื่อบุผิวไปเป็นเซลล์มีเซนไคม์ และท าให้มะเร็งเกิดการแพร่กระจายมากขึ้น  (Xie et al., 2004) และ
เมื่อลดการแสดงออกของ ERK ด้วย U0126 หรือตัวยับยั้ง ERK (Buonato and Lazzara, 2013) 
หรือโปรตีนภายในเซลล์ที่สามารถยับยั้งวิธี ERK ได้เช่น Scribble ซึ่งเป็นโปรตีนที่ส าคัญต่อการคงรูป
ของเซลล์เยื่อบุผิว (Elsum et al., 2013) สามารถยับยั้งการเกิดการเปลี่ยนแปลงจากเซลล์เยื่อบุผิวไป
เป็นเซลล์มีเซนไคม์ได้ ดังนั้นวิถี ERK จึงเป็นอีกวิถีที่น่าสนใจในการศึกษาเพ่ือยับยั้งการเกิดการ
เปลี่ยนแปลงจากเซลล์เยื่อบุผิวไปเป็นเซลล์มีเซนไคม์ 
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รูปที่ 2.22  วิถีสัญญาณ Extracellular signal-regulated kinase (ERK) ต่อการเกิดกระบวนการ
เปลี่ยนแปลงจากเซลล์เยื่อบุผิวไปเป็นเซลล์มีเซนไคม์ (ข้อมูลจาก Lamouille et al., 2014) 
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2.7 ยาที่ออกฤทธิ์ยับยั้ง Akt ในปัจจุบัน 

 แนวทางในการรักษาโรคมะเร็งด้วยการยับยั้งวิถี  Akt เป็นที่น่าสนใจในปัจจุบัน เนื่องจาก
มะเร็งส่วนใหญ่เกิดจากการท างานที่ผิดปกติของวิถี  Akt  (Yap et al., 2008) การศึกษาสารที่ใช้ใน
การยับยั้งวิถ ีAkt แบ่งได้เป็น 2 กลุ่มหลัก คือ กลุ่ม Allosteric inhibitors เป็นสารที่ยับยั้งการเติมหมู่
ฟอสเฟตให้กับ Akt ที่บริเวณ PH-domain ของ Akt เพ่ือป้องกันไม่ให้ Akt ถูกกระตุ้นและเคลื่อน
มายังบริเวณ Plasma membrane เกิดการท างานต่อไปได้ และกลุ่ม ATP-competitive inhibitors 
ของ Akt (Brown and Banerji, 2017)  
 1. กลุ่ม Allosteric inhibitors ตัวอย่างยาที่มีการศึกษาและใช้รักษาโรคมะเร็งในปัจจุบัน
ได้แก่  

- Perifosine เป็นยาตัวแรกในกลุ่ม Akt inhibitor ใช้เป็นยาเดี่ยวในการรักษามะเร็ง
หลายชนิดเช่น มะเร็งต่อมลูกหมาก มะเร็งปอด และมะเร็งล าไส้ใหญ่ อยู่ในการศึกษาทาง
คลินิกในเฟสที่1 (Figg et al., 2014; Unger et al., 2010; Crul et al., 2002) และใช้ในการ
รักษามะเร็งเต้านม อยู่ในการศึกษาทางคลินิกในเฟสที่2 (Natasha, 2008)  และมีการศึกษา
ทางคลินิกของการใช้ Perifosine ร่วมกับ Docetaxel ในการรักษามะเร็งเยื่อบุผิวรังไข่ (Fu 
et al., 2012) และใช้ร่วมกับ Lenalidomide ในการรักษามะเร็ง เม็ดเลือดขาวชนิด 
multiple myeloma (Jakubowiak et al., 2014) 

- ARQ751 และ ARQ092 ใช้เป็นยาเดี่ยวในการรักษามะเร็งที่มีการกลายพันธุ์ของ 
PI3K หรือมีการกลายพันธุ์ของ Akt อยู่ในการศึกษาทางคลินิกในเฟสที่1 และมีการศึกษาทาง
คลินิกของการใช้ ARQ751 และ ARQ092 ร่วมกับ Carboplatin และ Paclitaxel ในการ
รักษามะเร็งรังไข่และมะเร็งปากมดลูก (Yu et al., 2015) 

- BAY1125976 ใช้เป็นยาเดี่ยวในการรักษา Solid tumor อยู่ในการศึกษาทาง
คลินิกในเฟสที่1 (Janku et al., 2018) 

- MK2206 ใช้เป็นยาเดี่ยวในการรักษามะเร็งท่อน้ าดีและมะเร็งล าไส้ใหญ่ (Ahn et 
al, 2015; Dasari et al., 2016) อยู่ในการศึกษาทางคลินิกในเฟสที่2 และมีการศึกษาทาง
คลินิกของการใช้ MK2206 ร่วมกับ Paclitaxel ในมะเร็งเต้านม (Gonzalez-Angulo et al., 
2015) หรือการใช้ร่วมกับ Carbotaxol รักษามะเร็งปอดชนิดไม่ใช่เซลล์เล็ก (Molife et al., 
2014) 
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2. กลุ่ม ATP-competitive inhibitors ของ Akt ตัวอย่างยาที่มีการศึกษาและใช้รักษา
โรคมะเร็งในปัจจุบันได้แก่ 

- Ipatasertib ใช้เป็นยาเดี่ยวในการรักษา Solid tumor อยู่ในการศึกษาทางคลินิก
ในเฟสที่1 (Saura et al., 2017) และมีการศึกษาทางคลินิกของการใช้ Ipatasertib ร่วมกับ 
Paclitaxel ในการรักษามะเร็งเต้านม (Isakoff et al., 2014) 

- Afuresertib ใช้เป็นยาเดี่ยวในการรักษามะเร็งเม็ดเลือดขาวชนิด multiple 
myeloma (Spencer et al., 2014) อยู่ในการศึกษาทางคลินิกในเฟสที่1 และมีการศึกษา
ทางคลินิกของการใช้ Afuresertib ร่วมกับ Carboplatin และ Paclitaxel ในการรักษา
มะเร็งรังไข่ที่มีการดื้อต่อ Platinum (Blagden et al., 2016) 

-  Triciribine ใช้เป็นยาเดี่ยวในการรักษา Solid tumor อยู่ในการศึกษาทางคลินิก
ในเฟสที่1 (Garrett et al., 2011) และมีการศึกษาทางคลินิกของการใช้ Triciribine ร่วมกับ 
Carboplatin ในการรักษามะเร็งรังไข่ (Mabuchi  et al., 2016) 

- AZD5363 ใช้เป็นยาเดี่ยวในการรักษา Solid tumor อยู่ในการศึกษาทางคลินิกใน
เฟสที่1 (Tamura et al., 2016; Banerji et al., 2018) ใช้ในการรักษามะเร็งปอดชนิดไม่ใช่
เซลล์เล็ก อยู่ในการศึกษาทางคลินิกในเฟสที่2 (Sundar et al., 2017) และมีการศึกษาทาง
คลินิกของการใช้ AZD5363 ร่วมกับ Olaparib ในการรักษามะเร็งรังไข่ (Michalarea et al., 
2016)  

- GSK2141795 ใช้เป็นยาเดี่ยวในการรักษามะเร็งรังไข่ อยู่ในการศึกษาทางคลินิกใน
เฟสที่1 (Aghajanian et al., 2018) มีการศึกษาทางคลินิกของการใช้ GSK2141795 ร่วมกับ 
Trametinib ในการรักษามะเร็งเมลาโนมา (Shoushtari et al., 2016) 

- LY2780301 ใช้เป็นยาเดี่ยวในการรักษา Solid tumor อยู่ในการศึกษาทางคลินิก
ในเฟสที่1 (Azaro et al., 2015) และมีการศึกษาทางคลินิกของการใช้ LY2780301 ร่วมกับ 
Gemcitabine ในการรักษามะเร็งเต้านม (Angevin et al., 2017) 
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2.8 ไซพริพีดิน  

  กล้วยไม้เป็นพืชที่มีการน ามาใช้เป็นสมุนไพรในการแพทย์ทางเลือกในประเทศทางตะวันออก
มาช้านาน (Xu et al., 2013) กล้วยไม้เป็นไม้ดอกในวงศ์ Orchidaceae และสกุล Dendrobium มี
จ านวนมากเป็นอันดับที่สองของวงศ์นี้ มีรายงานว่ากล้วยไม้ในสกุลนี้มีฤทธิ์ทางเภสัชวิทยา ได้แก่ ฤทธิ์
ต้านการอักเสบ ต้านอนุมูลอิสระ  ต้านจุลชีพและต้านเชื้อรา ป้องกันเซลล์ประสาทเสื่อม ปรับระบบ
ภูมิคุ้มกัน ต้านการเกาะกันของเกล็ดเลือด ต้านการกลายพันธุ์ และ ต้านมะเร็ง  (Lam et al., 2015; 

Kovaˊcs et al. , 2008)  Dendrobium densiflorum ( รูปที่  2.23ก)  เป็นหนึ่ ง ในสมาชิกของ 
Dendrobium ซึ่งมีสาระส าคัญที่มีฤทธิ์ทางเภสัชวิทยาหลายชนิด ได้แก่ ไซพริพีดิน (Cypripedin) ไจ
แกนทอล (Gigantol) มอสคาทิลิน (Moscatilin) ทริสทิน (Tristin) นารินจีนิน (Naringenin) และ โฮ
โมอีริโอดิสไทออล (Homoeriodictyol) (Fan et al., 2001) ผลจากหลายการศึกษาที่ผ่านมาพบว่า
สารสกัดที่ได้จาก Dendrobium densiflorum มีฤทธิ์ในการต้านมะเร็งซึ่งได้ทดสอบในเซลล์มะเร็ง
หลายชนิด นารินจีนินสามารถยับยั้งการโตของก้อนมะเร็งในเซลล์มะเร็งเต้านม MDA-MB-231 และ
เซลล์มะเร็งล าไส้ Caco-2 (Kanno et al., 2005) ยับยั้งการเจริญเติบโต หยุดวงจรชีวิตของเซลล์ และ
เพ่ิมการตายของเซลล์แบบอะพอพโทซิสในเซลล์มะเร็งตับ Hep G2 (Arul et al., 2013) นอกจากนี้
ยังมีการทดลองให้ นารินจีนิน (Naringenin) ร่วมกับ ABT-737 ซึ่งเป็นสารที่มีโมเลกุลขนาดเล็กใช้ใน
การกระตุ้นให้เซลล์เกิดการตายแบบอะพอพโทซิส พบว่านารินจีนินสามารถเพ่ิมฤทธิ์ต้านมะเร็งของ 
ABT-737 ในเซลล์มะเร็งกระเพาะอาหารได้ (Zhang et al., 2016a) นอกจากนั้นยังมีอีกหลาย
การศึกษาแสดงให้เห็นถึงผลของสารสกัด จาก  Dendrobium densiflorum ที่มีโครงสร้างเป็น 
Phenolic มีฤทธิ์ในการต้านมะเร็งปอด ได้แก่ มอสคาทิลินมีฤทธิ์ในการยับยั้งการเคลื่อนที่และการ
รุกรานของเซลล์มะเร็งปอด ผ่านการยับยั้ง Focal adhesion kinase (FAK) (Kowitdamrong et al., 
2013) ไจแกนทอลสามารถเหนี่ยวน าเซลล์มะเร็งปอดเกิดการตายแบบอะพอพโทซิสและยังสามารถ
ยับยั้งการแพร่กระจายของเซลล์มะเร็งผ่านทางการยับยั้งกระบวนการการเปลี่ยนแปลงจากเซลล์เยื่อบุ
ผิ ว ไปเป็นเซลล์มี เซนไคม์  (Charoenrungruang et al. , 2014; Unahabhokha et al. , 2016a; 
Unahabhokha et al., 2016b) นอกจากนี้ในสารสกัดที่ได้จาก Dendrobium densiflorum ยังมี
สารที่มีโครงสร้างเป็นอนุพันธุ์ของ Quinone ที่มีรายงานว่ามีฤทธิ์ต้านมะเร็งโดยการกระตุ้นให้
เซลล์มะเร็งเกิดการตายแบบอะพอพโทซิสเช่นกัน (Matsunaga et al., 2008) โดยความเข้มข้น เซลล์
ที่ใช้ในการทดลอง และกลไกของสารต่อเซลล์มะเร็งของสารต่างๆ ที่สกัดจาก Dendrobium 
densiflorum สรุปดังตารางที่ 2.1 
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ไซพริ พีดิ น  (1-4 phenanthrenequinone)  เป็ นสารที่ มี โคร งสร้ า งอยู่ ใ นกลุ่ มขอ ง 
Phenanthrenequinone (รูปที่ 2.23ข) ที่สกัดได้จาก Dendrobium densiflorum เช่นเดียวกัน มี
รายงานว่าได้มีการน าสารไซพริพีดินมาใช้ในการแพทย์ทางเลือก ได้แก่ ยับยั้งอาการปวดเกร็ง 
กล้ามเนื้อแข็งเกร็ง อาการปวดศีรษะ ไมเกรน ต้านอาการชัก และระงับประสาท เป็นต้น โดยขนาดที่
ใช้ในการรับประทานเพ่ือการรักษาคือ 1-3 เกรน หรือเท่ากับ 65-195 มิลลิกรัม (Martindale et al., 
1888; Hamilton et al., 1888; Parke et al., 1890; London hospital, 1894; Waugh et al., 
1904; Redue, 1907; Singh and Duggal., 2009) แต่อย่างไรก็ตามยังไม่มีรายงานเกี่ยวกับฤทธิ์และ
กลไกของไซพริพีดินในการต้านมะเร็งปอด ดังนั้นการศึกษาทดลองครั้งนี้จึงได้มุ่งเน้นไปที่การศึกษา
ฤทธิ์ของไซพริพีดิน ในการยับยั้งกระบวนการการเปลี่ยนแปลงจากเซลล์เยื่อบุผิวไปเป็นเซลล์มีเซนไคม์
ในเซลล์มะเร็งปอดชนิดไม่ใช่เซลล์เล็ก 
 

     (ก)                                                    (ข) 

      
 

รูปที่ 23 (ก) ดอกของ Dendrobium densiflorum (ข) โครงสร้างของ Cypripedin 
(1-4 phenanthrenequinone) 
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ตารางท่ี 2.1 แสดงความเข้มข้น เซลล์ที่ใช้ในการทดลอง และกลไกของสารต่อเซลล์มะเร็ง ของสาร
ต่างๆ ที่สกัดจาก Dendrobium densiflorum 

สาร ความเข้มข้น 
(ไมโครโมลาร์) 

เซลล์ที่ใช้ในทดลอง กลไกของสารต่อ
เซลล์มะเร็ง 

อ้างอิง 

นารินจีนิน 300 มะเร็งเต้านมชนิด 
MDA-MB-231 

ยับยั้งการเจริญเติบโต
ของเซลล์มะเร็ง 

Kanno et al., 
2005 

500 มะเร็งล าไส้ใหญ่ชนิด 
Caco-2 

200 มะเร็งตับชนิด 
Hep G2 

เพิ่มการตายของเซลล์
แบบอะพอพโทซิส 

Arul D et al., 
2013 

นารินจีนิน 
ร่วมกับ ABT-737 
(5 ไมโครโมลาร)์ 

40 มะเร็งกระเพาะอาหาร 
ชนิด SGC7901 

 

เพิ่มการตายของ
เซลล์มะเร็งแบบ 
อะพอพโทซิส 

Zhang et al., 
2016a 

มอสคาทิลิน 1 มะเร็งปอดชนิด 
H23 

 

ยับยั้งการเคลื่อนที่และ
การรุกรานของ
เซลล์มะเร็ง 

Kowitdamrong 
et al., 2013 

ไจแกนทอล 100 มะเร็งปอดชนิด 
H460 

 

เพิ่มการตายของ
เซลล์มะเร็งแบบ 
อะพอพโทซิส 

Charoenrung-
ruang et al., 
2014 

20 มะเร็งปอดชนิด 
H460 

 

-เพิ่มการตายของเซลล์
แบบอะนอยคิส  
-ยับยั้งกระบวนการ
เปลี่ยนแปลงจากเซลล์
เยื่อบุผิวไปเป็นเซลล์มี
เซนไคม ์

Unahabhokha  
et al., 2016a; 
Unahabhokha  
et al., 2016b 

9,10 
Phenanthrene-
quinone  

5 มะเร็งเม็ดเลือดขาว
ชนิด MOLT-4 

 

เพิ่มการตายของเซลล์
แบบอะพอพโทซิส 

Matsunaga et 
al., 2008 
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บทที่ 3 
วิธีด าเนินการวิจัย 

 
3.1 วัสดุและอุปกรณ์ 

 3.1.1 การเพาะเลี้ยงเซลล์ 
เซลล์มะเร็งปอดชนิด H460 และ H23 ซ้ือจาก American Type Culture Collection 

(ATCC; Manassas, VA, USA) เลี้ยงในอาหารเลี้ยงเซลล์ชนิด Roswell park memorial institute 
(RPMI) 1640 ที่มีการเติม Fetal bovine serum (FBS) ร้อยละ 10, L-glutamine 2 มิลลิโมลาร์, 
Streptomycin และ Penicillin  100 ยูนิตต่อมิลลิลิตร น าเซลล์เพาะเลี้ยงที่ตูบ้่มอุณหภูมิ 37 องศา
เซลเซียสและมีปริมาณคาร์บอนไดออกไซด์ ร้อยละ 5  

 
3.1.2 การเตรียมสารสกัดไซพริพีดิน 
สารไซพริพีดินได้รับความอนุเคราะห์จาก รองศาสตราจารย์ เภสัชกร ดร.บุญชู ศรีตุลารักษ์ 

ภาควิชาเภสัชเวทและเภสัชพฤกษศาสตร์ คณะเภสัชศาสตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย 
เตรียมสารละลายเข้มข้นของสารไซพริพีดิน ให้มีความเข้มข้น 100 มิลลิโมลาร์ โดยใช้ DMSO 

เป็นตัวท าละลาย และเก็บไว้ที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส ในการทดลองแต่ละครั้งจะใช้อาหารเลี้ยง
เซลล์ในการเจือจางสารละลายเข้มข้น เพ่ือให้ได้ความเข้มข้นตามท่ีต้องการ โดยความเข้มข้นสุดท้าย
ของ DMSO ในแต่ละการทดลองน้อยกว่า ร้อยละ 0.1 ซึ่งเป็นความเข้มข้นที่ไม่เป็นพิษต่อเซลล์ 

 
3.1.3 สารเคมี 
-    Roswell park memorial institute (RPMI) 1640 medium [GIBCO (Grand Island,  
     NY, USA)] 
-    L-glutamine [GIBCO (Grand Island, NY, USA)] 
-    Penicillin [GIBCO (Grand Island, NY, USA)] 
-    Streptomycin [GIBCO (Grand Island, NY, USA)] 
-    Fetal bovine serum (FBS) [GIBCO (Grand Island, NY, USA)] 
-    0.25% Trypsin-EDTA [GIBCO (Grand Island, NY, USA)] 
-    Phosphate-buffered saline (PBS) [GIBCO (Grand Island, NY, USA)] 
- MTT (3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-Diphenyltetrazolium Bromide) 

[Invitrogent (Carlsbad, CA, USA)
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- DMSO [Sigma Chemical,Inc (St. Louis, MO, USA)] 

- Hoechst33342 [Sigma Chemical,Inc (St. Louis, MO, USA)] 
- DAPI (4',6-Diamidino-2-Phenylindole, Dihydrochloride) [Sigma Chemical,Inc  

(St. Louis, MO, USA)] 
- LY294002 (Akt inhibitor) [Sigma Chemical,Inc (St. Louis, MO, USA)] 
- Cycloheximide (CHX) [Sigma Chemical,Inc (St. Louis, MO, USA)] 
- MG132 (Proteasome inhibitor) [Sigma Chemical,Inc (St. Louis, MO, USA)] 
- Matrigel [Corning (Steuben, NY, USA)] 
- Agar noble [BD Difco (Franklin Lakes, NJ, UAS)] 
- Protein G Sepharose beads [GE Healthcare (BjÖrkgatan, Uppsala, Sweeden)] 
- Mouse anti-paxillin [BD Bioscience (Franklin Lakes, NJ, UAS)] 
- Mouse anti-GAPDH [Cell Signaling Technology (Beverly, MA, USA)] 
- Rabbit anti-Ubiquitin [Dako (Santa Clara, CA, USA)] 
- Rabbit anti-Snail, rabbit anti-Slug, rabbit anti-Vimentin, rabbit anti-N-

cadherin, rabbit anti-phosphorylated Akt (Ser473), rabbit anti-Akt, rabbit 
anti-phosphorylated GSK-3β (Ser9), rabbit anti-GSK-3β, rabbit anti-
phosphorylated ERK 1/2 (Thr202 and Thr204) และ rabbit anti-ERK [Cell 
Signaling Technology (Beverly, MA, USA)] 

- Secondary antibodies Alexa Fluor 488-conjugated goat anti-mouse IgG, 
Alexa Fluor 488-conjugated goat anti-rabbit IgG and Alexa Fluor 568 
phalloidin [Life Technologies (Eugene, OR, USA)] 

- Secondary antibody anti-rabbit IgG HRP-linked, anti-mouse IgG HRP-linked 
[Cell Signaling Technology (Beverly, MA, USA)] 

- Immobilon Western chemiluminescent HRP substrate [Merck Millipore, Corp 
(Billerica, MA, USA)] และ [Thermo Fisher Scientific Inc. (Waltham, MA, USA)] 

- First stairs cDNA synthesis kit (ProtoScript II reverse transceiptase M0368) 
[NEB  (Ipswich, MA, USA)] 

- iTaq™ Universal SYBR® Green Supermix [Bio-Rad Laboratories (Hercules, CA, 
USA)] 

- BCA protein assay kits [(Cell Signaling Technology (Beverly, MA, USA)] 
- 10X Tris Transfer buffer [Bio-Rad Laboratories (Hercules, CA, USA)]

http://www.emdmillipore.com/US/en/product/Cycloheximide-High-Purity-CAS-66-81-9-Calbiochem,EMD_BIO-239764
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- 10X Tris Running buffer [Bio-Rad Laboratories (Hercules, CA, USA)] 
- 40% Acrylamide [Bio-Rad Laboratories (Hercules, CA, USA)] 
- Protein ladder [Bio-Rad Laboratories (Hercules, CA, USA)] 
- Ammonium persulfate [Sigma Chemical,Inc (St. Louis, MO, USA)] 
- TMED [Bio-Rad Laboratories (Hercules, CA, USA)] 
- Hydrochloride acid [Merck Millipore, Corp (Billerica, MA, USA)] 
- Sodium dodecyl sulfate (SDS) [Merck Millipore, Corp (Billerica, MA, USA)] 
- Sodium bicarbonate [Merck Millipore, Corp (Billerica, MA, USA)] 
- Sodium chloride [Merck Millipore, Corp (Billerica, MA, USA)] 
- Skim milk powder for blotting [SERVA Electrophoresis GmbH (Heidelberg, 

Germany)] 
- Bovine serum albumin (BSA) [Nacalai tesque,Inc (Nakagyo-ku, Kyoto, 

Japan)] 
- Opti-MEMTM [GIBCO (Grand Island, NY, USA)] 
- Lipofectamin®2000 [Invitrogen, (Carlsbad CA, USA)] 
- Akt plasmid (ได้รับความอนุเคราะห์จาก ภญ. ดร.สุดจิต ลว้นพิชญ์พงศ์ จากศูนย์ความ

เป็นเลิศทางงานวิจัยสเต็มเซลล์ของศิริราช สังกัดงานวิจัย คณะแพทยศาสตร์ศิริราช
พยาบาล มหาวิทยาลัยมหิดล)  
 

 3.1.4 อุปกรณ์ 
- ตู้ Laminar flow  
- ตู้ Humidified incubator  
- เครื่อง Vortex mixer  
- เครื่อง Centrifuge  
- เครื่อง Mini rocker  
- เครื่อง pH meter 
- เครื่อง Microplate reader 
- กล้อง Fluorescence microscope 
- กล้อง Light microscope 
- เครื่อง Heat box  
- ชุดอุปกรณ์ Western blot (Bio-rad)
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- จานเพาะเลี้ยงเซลล์ชนิด: 6 หลุม, 24 หลุม และ 96 หลุม  
- จานเพาะเลี้ยงเซลล์เส้นผ่านศูนย์กลางขนาด: 60 มิลลิเมตร และ 10 เซนติเมตร  
- Autopipette: 0.2-2 ไมโครลิตร, 2-20 ไมโครลิตร, 20-200 ไมโครลิตร และ 200-1,000  
  ไมโครลิตร 
- Pipette tip: 1-20 ไมโครลิตร, 20-200 ไมโครลิตร และ 200-1,000 ไมโครลิตร 
- Conical tube: 15 มิลลิลิตร และ 50 มิลลิลิตร 
- Centrifuge tube: 1.5 ไมโครลิตร และ 5 ไมโครลิตร 
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3.2 รปูแบบงานวิจัย 

 
 

รูปที่ 3.1  รูปแบบงานวิจัย 
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3.3 การออกแบบการทดลอง 

3.3.1 การทดสอบความเป็นพิษของสารไซพริพีดินในเซลล์มะเร็งปอดชนิด H460 
ท าการทดสอบความเป็นพิษของสารไซพริพีดิน ต่อการอยู่รอดของเซลล์ ด้วยวิธีการ MTT 

assay  ในการทดลองนี้เพาะเลี้ยงเซลล์จ านวน 104 เซลล์ต่อหลุมในจานเพาะเลี้ยงเซลล์ชนิด 96 หลุม 
ที่ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชั่วโมง หลังจากนั้นบ่มเซลล์กับไซพริพีดินที่ความเข้มข้นต่างๆ (0-
200 ไมโครโมลาร์) เป็นเวลา 24, 48 และ 72 ชั่วโมง เมื่อครบเวลาที่ก าหนดจึงใส่สารละลาย MTT ที่
ความเข้มข้น 5 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ปริมาณ 10 ไมโครลิตรต่อหลุม ลงในเซลล์ที่ท าการทดสอบไว้ 
แล้วท าการบ่มในตู้บ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 4 ชั่วโมง หลังจากนั้นเติม DMSO 
ปริมาณ 100 ไมโครลิตรต่อหลุมเพ่ือละลายผลึก formazan และวัดค่าดูดกลืนแสงของสารละลาย 
formazan ด้วยเครื่อง microplate reader (Perkin Elmer VICTOR3/Wallac 1420) ที่ความยาว
คลื่น 570 นาโนเมตร ค านวณหาอัตราการมีชีวิตของเซลล์สัมพัทธ์ (Relative cell viability) จาก
สมการ 

 
อัตราการมีชีวิตของเซลล์สัมพัทธ์ = ค่าการดูดกลืนแสงของกลุ่มทดลอง 
                                           ค่าการดูดกลืนแสงของกลุ่มควบคุม 

 

นอกจากนั้นทดสอบการตายของเซลล์แบบอะพอพโทซิส โดยท าการย้อมเซลล์ด้วยสีย้อมนิวเคลียส 
Hoechst 33342 ในการทดลองนี้เพาะเลี้ยงเซลล์จ านวน 104 เซลล์ต่อหลุมของจานเพาะเลี้ยงเซลล์
ชนิด 96 หลุม ที่ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชั่วโมง หลังจากนั้นบ่มเซลล์กับไซพริพีดินที่ความ
เข้มข้นต่างๆ (0-200 ไมโครโมลาร์) เป็นเวลา 72 ชั่วโมง เมื่อครบเวลาที่ก าหนดจึงบ่มกับ Hoechst 
33342 ที่ความเข้มข้น 10 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร เป็นเวลา 30 นาที ที่อุณหภูมิห้องในที่มืด จากนั้น
น าเซลล์ไปถ่ายรูปอย่างสุ่มอย่างน้อย 5 รูปต่อความเข้มข้นเพ่ือศึกษาลักษณะนิวเคลียสโดยกล้อง 
Fluorescence microscopy (Nikon Inverted Microscope Eclipse Ti-U Ti-U/B) เซลล์ที่มีการ
ตายแบบอะพอพโทซิส นิวเคลียสจะมีลักษณะหดเล็กลง โครมาตินเกาะกลุ่ม มีการแยกออกของ 
apoptotic body และค านวณหาร้อยละของเซลล์ที่มีการตายแบบอะพอพโทซิสต่อจ านวนเซลล์
ทั้งหมดจากสมการ 
 

ร้อยละของเซลล์ทีม่ีการตายแบบอะพอพโทซิส = (จ านวนเซลล์ที่มกีารตายแบบอะพอพโทซิสในกลุม่ทดลองx100) 

                                                                             จ านวนเซลล์ทั้งหมดในกลุม่ทดลอง 
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3.3.2 การทดสอบผลของสารไซพริพีดินต่อการเพิ่มจ านวนเซลล์ในเซลล์มะเร็งปอดชนิด H460  

ท าการทดสอบผลของสารไซพริพีดิน ต่อการเพ่ิมจ านวนเซลล์ ด้วยวิธีการ MTT assay ในการ
ทดลองนี้เพาะเลี้ยงเซลล์จ านวน 2x103 เซลล์ต่อหลุมของจานเพาะเลี้ยงเซลล์ชนิด 6 หลุม ที่ 37 องศา
เซลเซียส เป็นเวลา 24 ชั่วโมง และใส่สารทดสอบไซพริพีดินในความเข้มข้นต่างๆ ที่ไม่เป็นพิษต่อเซลล์
จากการศึกษาท่ี 3.3.1 บ่มไว้ที่ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24, 48 และ 72 ชั่วโมง จากนั้นน าเซลล์ที่
ผ่านการใส่สารทดสอบแล้ว มาเพาะเลี้ยงบนจานเพาะเลี้ยงเซลล์ชนิด 96 หลุม จ านวน 3x103 เซลล์
ต่อหลุมและบ่มที่ 37 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 24, 48 และ 72 ชั่วโมง เมื่อครบเวลาที่ก าหนดจึงใส่
สารละลาย MTT ที่ความเข้มข้น 5 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ปริมาณ 10 ไมโครลิตรต่อหลุม ลงในเซลล์ที่
ท าการทดสอบไว้ แล้วท าการบ่มในตู้บ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 4 ชั่วโมง หลังจากนั้น
เติม DMSO ปริมาณ 100 ไมโครลิตรต่อหลุมเพ่ือละลายผลึก formazan และวัดค่าดูดกลืนแสงของ
สารละลาย formazan ด้วยเครื่อง microplate reader (Perkin Elmer VICTOR3/Wallac 1420) ที่
ความยาวคลื่น 570 นาโนเมตร แล้วค านวณหาอัตราการเพ่ิมจ านวนเซลล์สัมพัทธ์ (Relative cell 
proliferation) ทีเ่วลาต่างๆเทียบกับเวลาเริ่มต้นจากสมการ  
 

อัตราการเพ่ิมจ านวนเซลล์สัมพัทธ์ = ค่าการดูดกลืนแสงของกลุ่มทดลองที่เวลาต่างๆ 
                                                      ค่าการดูดกลืนแสงของกลุ่มทดลองที่เวลาเริ่มต้น 
 
เนื่องจากการศึกษาการเคลื่อนที่ของเซลล์โดยใช้ Wound healing assay ผลการเพ่ิมจ านวนเซลล์
อาจรบกวนการแปลผลการวัดการเคลื่อนที่ของเซลล์ เพ่ือเป็นการศึกษาการเคลื่อนที่ของเซลล์อย่าง
แท้จริง จึงน าความเข้มข้นของสารที่ไม่มีผลต่อการเพ่ิมจ านวนของเซลล์มาใช้ศึกษาในการทดลองต่อไป  
 
3.3.3 การทดสอบผลของสารไซพริพีดินต่อลักษณะเซลล์มีเซนไคม์ 
 3.3.3.1 การทดสอบผลของสารไซพริพีดินต่อการเคลื่อนที่ของเซลล์มะเร็งปอดชนิด 
H460 

ท าการทดสอบผลของสารไซพริพีดิน ต่อการเคลื่อนที่ของเซลล์ด้วย Wound healing assay 
ในการทดลองนี้เพาะเลี้ยงเซลล์จ านวน 2x105 เซลล์ต่อหลมุบนจานเพาะเลี้ยงเซลล์ชนิด 6 หลุม ที่ 37 
องศาเซลเซียส และใส่สารทดสอบไซพริพีดินในความเข้มข้นต่างๆ ที่ไม่เป็นพิษต่อเซลล์และไม่มีผลต่อ
การเพ่ิมจ านวนเซลล์จากการทดลองที่ 3.3.1 และ 3.3.2 บ่มไว้ที่ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24, 48 
และ 72 ชั่วโมง จากนั้นน าเซลล์ที่ผ่านการใส่สารทดสอบแล้ว มาเพาะเลี้ยงบนจานเพาะเลี้ยงเซลล์ชนดิ 
24 หลุม จ านวน 1.5x105 เซลล์ต่อหลุมและบ่มที่ 37 องศาเซลเซียส ใช้ปลาย Pipette tip ขนาด 10 
ไมโครลิตร ขีดลงบนพ้ืนผิวเซลล์เป็นเส้นตรง เพ่ือให้เกิดเป็นช่องว่าง จากนั้นล้างเซลล์ที่หลุดออกด้วย
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PBS แล้วเปลี่ยนเป็นอาหารเลี้ยงเซลล์ใหม่ที่มีปริมาณ Fetal bovine serum ร้อยละ 1 ท าการถ่ายรูป
เพ่ือดูการเปลี่ยนแปลงขนาดช่องว่าง ณ ต าแหน่งเดิมที่เวลาต่างๆ ภายใต้กล้อง Light microscope 
(Meiji Techno TC 5100) น าระยะห่างช่องว่างที่เวลาต่างๆ มาค านวณอัตราการเคลื่อนที่ของเซลล์
สัมพัทธ์จากสมการ  

   อัตราการเคลื่อนที่ของเซลล์สัมพัทธ์ =  (X0 – Xt) 

                                                (Y0 – Y24) 

 

เมื่อ X0 = ความกว้างของช่องว่างที่เวลาเริ่มต้น ที่ความเข้มข้นต่างๆ 

 Xt = ความกว้างของช่องว่างที่เวลา 24, 48, 72 ชม. ที่ความเข้มข้นต่างๆ 

 Y0 = ความกว้างของช่องว่างที่เวลาเริ่มต้น ของกลุ่มควบคุม 

 Y24 = ความกว้างของช่องว่างที่เวลา 24 ชม. ของกลุ่มควบคุม 

 

นอกจากนั้นท าการทดสอบการเคลื่อนที่ของเซลล์ด้วย Transwell migration assay ในการ
ทดลองนี้เพาะเลี้ยงเซลล์จ านวน 2x105 เซลล์ต่อหลุมของจานเพาะเลี้ยงเซลล์ชนิด 6 หลุม ที่ 37 องศา
เซลเซียส เป็นเวลา 24 ชั่วโมง ใส่สารทดสอบไซพริพีดินในความเข้มข้นต่างๆ ที่ไม่เป็นพิษต่อเซลล์และ
ไม่มีผลต่อการเพ่ิมจ านวนเซลล์จากการทดลองที่ 3.3.1 และ 3.3.2 ที่ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 72 
ชั่วโมง จากนั้นน าเซลล์มาเพาะบนจานเพาะเลี้ยงเซลล์แบบ Transwell ชนิด 24 หลุมเพาะเลี้ยงเซลล์
จ านวน 5x104 เซลล์ต่อหลุมในอาหารเลี้ยงเซลล์ที่มีปริมาณ Fetal bovine serum ร้อยละ 1 ปริมาณ 
100 ไมโครลิตร ที่ชั้นบนของ Transwell และใส่อาหารเลี้ยงเซลล์ที่ปริมาณ Fetal bovine serum 
ร้อยละ 10 ปริมาณ 500 ไมโครลิตร ด้านล่างของ Transwell บ่มที่ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 18 
ชั่วโมง จากนั้นน าเซลล์ที่มีการเคลื่อนที่มายังด้านล่างของเยื่อกั้นมาบ่มกับ Ethanol ที่เย็นเป็นเวลา 5 
นาที ที่ -20 องศาเซลเซียส และบ่มกับสีย้อมนิวเคลียส DAPI 10 นาที ในที่มืดที่อุณหภูมิห้อง น าเซลล์
ไปถ่ายรูปอย่างสุ่มด้วยกล้อง Fluorescence microscope (Nikon Inverted Microscope Eclipse 
Ti-U Ti-U/B) อย่างน้อย 5 รูปต่อความเข้มข้นและค านวณจ านวนเซลล์ที่เคลื่อนที่สัมพัทธ์ของกลุ่ม
ทดลองเทียบกับกลุ่มควบคุมจากสมการ 

 
จ านวนเซลล์ที่เคลื่อนที่สัมพัทธ์ = จ านวนเซลล์ที่เคลื่อนที่ผ่านเยื่อก้ันในกลุ่มทดลอง 

                                                   จ านวนเซลล์ที่เคลื่อนที่ผ่านเยื่อกั้นในกลุ่มควบคุม 
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ท าการทดสอบผลของสารไซพริพีดิน ต่อการแพร่กระจายของเซลล์มะเร็งจากก้อน
เซลล์มะเร็งด้วย In vitro tumor spheroid-based migration  ในการทดลองนี้น าเซลล์จ านวน 103 

เซลล์ ในอาหารเลี้ยงเซลล์ที่มีความเข้มข้นของ FBS ร้อยละ 1 ผสมกับ Matrigel ความเข้มข้นร้อยละ 
4 และเพาะเลี้ยงบน Agarose ความเข้มข้นร้อยละ 0.5 ในอาหารเลี้ยงเซลล์ บ่มไว้ที่ 37 องศา
เซลเซียสเป็นเวลา 14 วัน จนได้ Spheroid จากนั้นท าการเจือจาง Matrigel ที่มี Spheroid ด้วย
อาหารเลี้ยงเซลล์ที่มีความเข้มข้นของ FBS ร้อยละ 10 เพาะในจานเพาะเลี้ยงเซลล์ชนิด 96 หลุม 
เพ่ือให้ Spheroid กระจายตัวเป็นก้อนเดี่ยวในแต่ละหลุม บ่มไว้ที่ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 
ชั่วโมง แล้วใส่สารทดสอบไซพริพีดินในความเข้มข้นสูงที่สุดที่ไม่เป็นพิษต่อเซลล์และไม่มีผลต่อการเพ่ิม
จ านวนเซลล์จากการทดลองที่ 3.3.1 และ 3.3.2 จากนั้นท าการถ่ายรูปขนาดของ Spheroid ที่เวลา
เริ่มต้น 0 และ 72 ชั่วโมง แล้วน ามาค านวณหาอัตราการเคลื่อนที่ของเซลล์สัมพัทธ์จากสมการ 
 

                          อัตราการเคลื่อนที่ของเซลล์สัมพัทธ์ =  (X72 – X0) 

                                             (Y72 – Y0) 

 

X72 = ความยาวเส้นผ่านศูนย์กลางของ Spheroid ที่ 72 ชั่วโมงของกลุ่มทดลอง 

X0  = ความยาวเส้นผ่านศูนย์กลางของ Spheroid ที่ 0 ชั่วโมงของกลุ่มทดลอง 

Y72 = ความยาวเส้นผ่านศูนย์กลางของ Spheroid ที่ 72 ชั่วโมงของกลุ่มควบคุม 

Y0  = ความยาวเส้นผ่านศูนย์กลางของ Spheroid ที่ 0 ชั่วโมงของกลุ่มควบคุม 

  
3.3.3.2 การทดสอบผลของสารไซพริพีดินต่อการอยู่รอดของเซลล์ในสภาวะไร้การยึด

เกาะของเซลล์มะเร็งปอดชนิด H460 
ท าการทดสอบผลของสารไซพริพีดิน ต่อการอยู่รอดของเซลล์ในสภาวะไร้การยึดเกาะ ด้วยวธิี 

Colony formation assay ในการทดลองนี้เพาะเลี้ยงเซลล์จ านวน 2x105 เซลล์ต่อหลุมของจาน
เพาะเลี้ยงเซลล์ชนิด 6 หลุม ที่ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชั่วโมง ใส่สารทดสอบไซพริพีดินที่
ความเข้มข้นสูงที่สุดที่ไม่เป็นพิษต่อเซลล์และไม่มีผลต่อการเพ่ิมจ านวนเซลล์จากการทดลองที่ 3.3.1 
และ 3.3.2 บ่มที่ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 72 ชั่วโมง จากนั้นน าเซลล์ที่ผ่านการใส่สารทดสอบแล้ว
มาท าการทดสอบ โดยเคลือบพ้ืนจานเพาะเลี้ยงชั้นล่างด้วย Agarose ร้อยละ 0.5 ในอาหารเลี้ยงเซลล์ 
เมื่อ Agarose ชั้นล่างแข็งตัวแล้วจึงเติม Agarose ร้อยละ 0.3 ผสมกับเซลล์จ านวน 103 เซลล์ต่อหลุม 
น ามาเพาะในจานเพาะเลี้ยงที่เตรียมไว้ บ่มที่ 37 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 14 วัน โดยท าการเติม
อาหารเลี้ยงเซลล์ทุก 3 วัน เพ่ือป้องกัน Agarose แห้ง เมื่อครบเวลาที่ก าหนดจึงย้อมโคโลนีด้วย
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สารละลาย Crystal violet ร้อยละ 0.01 ในเอทานอล บ่มไว้ที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 30 นาที 
หลังจากนั้นล้างด้วยน้ ากลั่น 5 ครั้งแล้วน าไปถ่ายรูปอย่างน้อย 5 รูปต่อความเข้มข้นและค านวณหา
จ านวนและขนาดของโคโลนี ด้วยโปรแกรม Image J  
 
3.3.4 การทดสอบผลของสารไซพริพีดินต่อการเรียงตัวของ Actin stress fiber และการสร้าง 
Focal adhesion ในเซลล์มะเร็งปอดชนิด H460  
 ท าการทดสอบผลของสารไซพริพีดิน ต่อการจัดเรียงตัวของ Actin stress fiber และการ
สร้าง Focal adhesion ของเซลล์ โดยศึกษาจากการแสดงออกของโปรตีน Paxillin ซึ่งเป็นโปรตีน
บ่ งชี้ ของ  Focal adhesion ที่ เ กี่ ยวข้องกับการ เคลื่ อนที่ ของ เซลล์ และเส้น ใย  Actin ด้ วย 
Immunefluorescence assay ในการทดลองนี้ เพาะเลี้ยงเซลล์จ านวน 2x103 เซลล์บนกระจก 
Coverslip ที่ 37 องศาเซลเซียส หลังจากนั้นท าการใส่สารทดสอบไซพริพีดินในความเข้มข้นสูงที่สุดที่
ไม่เป็นพิษต่อเซลล์และไม่มีผลต่อการเพ่ิมจ านวนเซลล์จากการทดลองที่ 3.3.1 และ 3.3.2 เป็นเวลา 
72 ชั่วโมง เมื่อครบเวลาที่ก าหนดจึงบ่มเซลล์ กับ Paraformaldehyde ร้อยละ 4 ใน PBS เป็นเวลา 
20 นาที ในที่มืด บ่มต่อด้วย Triton-x ร้อยละ 0.1 ใน PBS เป็นเวลา 10 นาที และ BSA ร้อยละ 4 ใน 
PBS ที่อุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 30 นาที ตามล าดับ จากนั้นท าการบ่มเซลล์กับ Primary antibodies 
ที่จ าเพาะกับโปรตีน Paxillin ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชั่วโมงและบ่มเซลล์กับ 
Secondary antibodies ต่อ Phalloidin และ DAPI ที่อุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 1 ชั่วโมงในที่มืด ล้าง
เซลล์ด้วย PBS และน้ ากลั่นตามล าดับ ท าการติดกระจก Coverslip ลงบนกระจกสไลด์ด้วย 
FluorSave (Billerica, MA, USA)  และน า ไปถ่ ายรู ปด้ วยกล้ อง  Fluorescence microscope 
ก าลังขยาย 40x objective lens (Nikon Inverted Microscope Eclipse Ti-U Ti-U/B) อย่างน้อย 
5 รูปต่อความเข้มข้น ท าการวิเคราะห์จ านวน Actin stress fiber และ Focal adhesion ด้วย
โปรแกรม Image J  
 
 3.3.5 การทดสอบผลของสารไซพริพีดินต่อการแสดงออกของโปรตีนบ่งช้ีของเซลล์มีเซนไคม์และ
เซลล์เยื่อบผุิวในเซลล์มะเร็งปอดชนิด H460 

ท าการทดสอบผลของสารไซพริพีดิน ต่อกระบวนการเปลี่ยนแปลงจากเซลล์เยื่อบุผิวไปเป็น
เซลล์มีเซนไคม์ ของเซลล์ โดยศึกษาจากการแสดงออกของโปรตีนบ่งชี้ของเซลล์มีเซนไคม์ ได้แก่ Snail, 
Slug, Vimentin และ N-Cadherin และโปรตีนบ่งชี้ของเซลล์เยื่อบุผิว E-Cadherin ด้วย Western 
blot analysis ในการทดลองนี้เพาะเลี้ยงเซลล์จ านวน 2x105 เซลล์บนจานเพาะเลี้ยงเซลล์ขนาดเส้น
ผ่านศูนย์กลาง 60 มิลลิเมตร ที่ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชั่วโมง ใส่สารทดสอบไซพริพีดินใน
ความเข้มข้นต่างๆ ที่ไม่เป็นพิษต่อเซลล์และไม่มีผลต่อการเพิ่มจ านวนเซลล์จากการทดลองท่ี 3.3.1 
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และ 3.3.2 บ่มที่ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 72 ชั่วโมง จากนั้นบ่มเซลล์กับ TMEM lysis buffer ที่
ประกอบด้วย Tris-HCl pH 7.5 20 มิลลิโมลาร,์ MgCl2 1 มิลลิโมลาร์, NaCl 150 มิลลิโมลาร์, NaF 
20 มิลลิโมลาร์, Sodium metavanadate (NaVO3) 1 มิลลิโมลาร,์ Nonidet-40 ร้อยละ 1, 
Phenylmethylsulfonyl fluoride 0.1 มิลลิโมลาร์ และ Protease inhibitor cocktail (Roche) บน
น้ าแข็ง 40 นาที จากนั้นน าไปปั่นตกด้วยเครื่องปั่นหมุนเหวี่ยงด้วยแรง 20,000 xg ที่อุณหภูมิ 4 องศา
เซลเซียส เป็นเวลา 15 นาท ีเก็บสารละลายด้านบนที่มาท าการวัดปริมาณโปรตีนด้วยชุด BSA protein 
assay kit น าสารละลายโปรตนี 80 ไมโครกรัม ผสมกับ Sampling buffer จากนั้นน ามาต้มที่อุณหภูมิ 
95 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5 นาที แล้วท าการแยกโปรตีนด้วย SDS-PAGE ท าการถ่ายโอนโปรตีนลง
บนแผ่น PVDF membrane (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, USA) บ่มกับ Skim milk ร้อย
ละ 5 ในบัฟเฟอร์ TBS-T (Tris-HCl pH7.5 1 โมลาร์, NaCl 2.5 โมลาร์ และ Tween 20 ร้อยละ 
0.075) ที่อุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 1 ชั่วโมง จากนั้นท าการบ่ม membrane กับ Primary antibodies 
ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชั่วโมง ล้าง Antibodies ส่วนเกินด้วยบัฟเฟอร์ TBS-T  
จากนั้นจึงบ่มกับ Peroxidase-conjugated secondary antibody ที่อุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 2 ชั่วโมง 
วัดการแสดงออกของโปรตีนที่สนใจด้วย Chemiluminescence ของ SuperSignal West Pico หรือ 
Immobilon Western เกิดเป็นสารเรืองแสง แล้วน าไปล้างฟิล์ม ท าการวัดปริมาณและความเข้มของ
แถบโปรตีนบนแผ่นฟิล์มด้วยโปรแกรม Image J 
 
3.3.6 การทดสอบผลของสารไซพริพีดินต่อปริมาณ mRNA ของโปรตีนบ่งช้ีของเซลล์มีเซนไคม์
และเซลล์เยื่อบุผิวในเซลล์มะเร็งปอดชนิด H460 

ท าการศึกษาการแสดงออกของ mRNA ของโปรตีนบ่งชี้ของเซลล์มีเซนไคม์และเซลล์เยื่อบุผิว
ของเซลล์มะเร็งปอดด้วย Quantitative real-time polymerase chain reaction (qRT-PCR) ใน
การทดลองนี้เพาะเลี้ยงเซลล์จ านวน 6x105 เซลล์บนจานของจานเพาะเลี้ยงเซลล์ขนาดเส้นผ่าน
ศูนย์กลาง 10 เซนติเมตร ที่ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชั่วโมง ใส่สารทดสอบไซพริพีดินในความ
เข้มขน้สูงที่สุดที่ไม่เป็นพิษต่อเซลล์และไม่มีผลต่อการเพ่ิมจ านวนเซลล์ บ่มไว้ที่ 37 องศาเซลเซียส เป็น
เวลา 72 ชั่วโมง จากนั้นน าเซลล์มาท าการสกัด RNA ด้วย GENEzol reagent (Geneaid Biotech, 
Shijr, New Taipei, Taiwan) และ RNAprep Pure Kits (TIANGEN® Biotech, Xuhui, Shanghai, 
China) แล้วท าการเปลี่ยนสาย RNA ให้เป็น cDNA ด้วย ProtoScript® II Reverse Transcriptase 
(NEB® England, Ipswich, MA, USA)  จากนั้นเตรียม Reaction mixture ที่มีส่วนผสมของ 2× 
iTaq™  Universal SYBR® Green Supermix ( Bio- Rad Laboratories, Hercules, CA, USA) 
ปริมาณ 5 ไมโครลิตร Primer ที่จ าเพาะต่อ mRNA แต่ละชนิด (แสดงในตารางที่ 1) ปริมาณ 0.2 ไม
โครโมลาร์ และ cDNA template ปริมาณ 500 นาโนกรัม จากนั้นบ่ม Reaction mixture ในเครื่อง 

https://en.wikipedia.org/wiki/Real-time_polymerase_chain_reaction


 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

50 
 
IO-RAD T100™ Thermal Cycler (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, USA) ภายใต้อุณหภูมิ 
95 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที จ านวน 1 รอบ ตามด้วย 95 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 วินาที 
จ านวน 35 รอบ และลดอุณหภูมิลงเหลือ 60 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 วินาที จ านวน 35 รอบ 
โดยมี GAPDH gene เป็นตัวเปรียบเทียบ จากนั้นน าผลที่ได้มาวิเคราะห์ด้วย  ΔΔCt method (Livak 
and Schmittgen, 2001) 
 
ตารางที ่3.1 แสดงล าดับของ Primers ที่ใช้ในการทดลอง 
Genes Forward primer Reverse primer 

SLUG 
GAPDH 

5’-AGCATTTCAACGCCTCCA-3’ 
5’-ACATCGCTCAGACACCATG-3’ 

5’-GGATCTCTGGTTGTGGTATGAC-3’ 
5’-TGTAGTTGAGGTCAATGAAGGG-3’ 

 
3.3.7 การศึกษาหากลไกของสารไซพริพีดินในการลดปริมาณ Slug  

เพ่ือทดสอบว่าสารไซพริพีดินลดระดับ Slug ผ่านกลไกยับยั้งการสร้าง Slug หรือ เหนี่ยวน า
การท าลาย Slug โดยศึกษาอัตราการท าลายของโปรตีนภายในเซลล์ ในการทดลองนี้เพาะเลี้ยงเซลล์
จ านวน 2x106 เซลล์ต่อจานของจานเพาะเลี้ยงเซลล์ขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 60 มิลลิเมตร ที่ 37 
องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชั่วโมงและแบ่งกลุ่มการทดลองเป็น 5 กลุ่ม  

- บ่มสาร Cycloheximide (CHX) ซึ่งเป็นสารยับยั้งการสร้างโปรตีน ความเข้มข้น 10 
ไมโครกรัมต่อไมโครลิตรกับเซลล์ที่ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 0, 1, 2, 3 และ 4 ชั่วโมง 

- บ่มสาร CHX ความเข้มข้น 10 ไมโครกรัมต่อไมโครลิตรกับเซลล์เป็นเวลา 1 ชั่วโมงแล้ว
จึงใส่สารทดสอบไซพริพีดินในความเข้มข้นสูงที่สุดที่ไม่เป็นพิษต่อเซลล์และไม่มีผลต่อ
การเพ่ิมจ านวนเซลล์ บ่มไว้ที่ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 0, 1, 2, 3 และ 4 ชั่วโมง 

- บ่มสารทดสอบไซพริพีดินในความเข้มข้นสูงที่สุดที่ไม่เป็นพิษต่อเซลล์และไม่มีผลต่อการ
เพ่ิมจ านวนเซลล์ กับเซลล์ที่ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 0, 1, 2, 3 และ 4 ชั่วโมง 

- บ่มสาร MG132 ซึ่งเป็นสารยับยั้งการท างานของ Proteasome ในการท าลายโปรตีน 
ความเข้มข้น 10 ไมโครโมลาร์กับเซลล์เป็นเวลา 1 ชั่วโมงแล้วจึงใส่สารทดสอบไซพริพีดิน
ในความเข้มข้นสูงที่สุดที่ไม่เป็นพิษต่อเซลล์และไม่มีผลต่อการเพ่ิมจ านวนเซลล์ บ่มไว้ที่ 
37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 0, 1, 2, 3 และ 4 ชั่วโมง 

- บ่มตัวท าละลายสารไซพริพีดิน DMSO ความเข้มข้นเท่ากับที่ใช้ในการท าละลายสาร 
ไซพริพีดินที่ใช้ในการทดลองนี้กับเซลล์ที่ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 0, 1, 2, 3 และ 4 
ชั่วโมง 

http://www.emdmillipore.com/US/en/product/Cycloheximide-High-Purity-CAS-66-81-9-Calbiochem,EMD_BIO-239764
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เมื่อถึงเวลาที่ก าหนดน าเซลล์ที่ผ่านการทดสอบแล้วมาศึกษาการแสดงออกของโปรตีน Slug ด้วยวิธี 
Western blot analysis วัดความเข้มของแถบโปรตีน Slug โดยใช้โปรแกรม Image J น าค่าที่ได้มา
ค านวณค่าครึ่งชีวิตจากสูตร  

 
                       ค่าครึ่งชีวิต =               เวลาที่ใช้ในการทดลอง x log2  

                                 log[จ านวนโปรตีนเริ่มต้น/จ านวนโปรตีนที่เหลือ] 
 
3.3.8 เพื่อทดสอบว่าสารว่าสารไซพริพีดินลดระดับ Slug ผ่านการเพิ่มการท าลาย Slug โดยวิธี 
Ubiquitin-proteasomal  
 โ ด ยทดสอบห า โป รตี น คู่ ท า ปฏิ กิ ริ ย า กั น ร ะหว่ า ง  Slug และ  Ubiquitin จึ ง ใ ช้  
Immunoprecipitation assay ในการทดลองนี้เพาะเลี้ยงเซลล์จ านวน 2x106 เซลล์ต่อจานของจาน
เพาะเลี้ยงเซลล์ขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 10 เซนติเมตร ที่ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชั่วโมง 
และใส่สาร MG132 ความเข้มข้น 10 ไมโครโมลาร์ เป็นเวลา 1 ชั่วโมงแล้วจึงใส่สารทดสอบไซพริพีดิน
ในความเข้มข้นต่างๆ ที่ไม่เป็นพิษต่อเซลล์และไม่มีผลต่อการเพ่ิมจ านวนเซลล์จากการทดลองที่ 3.3.1 
และ 3.3.2 บ่มไว้ที่ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 3 ชั่วโมง จากนั้นท าการบ่มเซลล์กับ TMEM lysis 
buffer ที่มี Nonidet-40 ร้อยละ 1 ประกอบด้วย Tris-HCl pH 7.5 20 มิลลิโมลาร์, MgCl2 1 มิลลิโม
ลาร์, NaCl 150 มิลลิโมลาร์, NaF 20 มิลลิโมลาร์, Sodium deoxychlorate ร้อยละ 0.5, Nonidet-
40 ร้อยละ 1, Phenylmethylsulfonyl fluoride 0.1 มิลลิโมลาร์ และ Protease inhibitor cocktail 
(Roche) บนน้ าแข็ง 30 นาที จากนั้นน าไปปั่นตกด้วยเครื่องปั่นหมุนเหวี่ยงด้วยแรง 20,000 xg ที่
อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 20 นาที เก็บสารละลายด้านบนที่มาท าการเติม Protein G 
sepharose beads (GE Healthcare, Uppsala, Sweden) หมุนกลับหลอดช้าๆ เบาๆ ที่ 4 องศา
เซลเซียส เป็นเวลา 1 ชั่วโมง จากนั้นน าไปปั่นตกด้วยเครื่องปั่นหมุนเหวี่ยงด้วยแรง 20,000 xg ที่
อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 3 นาที เก็บสารละลายด้านบนแล้วท าการเติม Anti-Slug 
antibodies 1 ไมโครกรัมต่อไมโครลิตร หมุนกลับหลอดช้าๆ เบาๆ ที่ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 
ชั่วโมง จากนั้นเติม Protein G sepharose beads เพ่ือตกตะกอนโปรตีน Slug-ubiquitin complex 
หมุนกลับหลอดช้าๆ เบาๆ ที่ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 ชั่วโมง จากนั้นน าไปปั่นตกด้วยเครื่องปั่น
หมุนเหวี่ยงด้วยแรง 20,000 xg ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 3 นาที เก็บ Beads มาล้างต่อ
ด้วย TMEM lysis buffer ที่มี Nonidet-40 ร้อยละ 0.5 เพ่ือแยกคู่ท าปฏิกิริยาออกจาก Beads แล้ว
น าโปรตีนที่ได้ทดลองต่อด้วยวิธี Western blot 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

52 
 
3.3.9 การทดสอบผลของสารไซพริพีดินต่อวิถี ERK ในเซลล์มะเร็งปอดชนิด H460 
 ท าการทดสอบผลของสารไซพริพีดินต่อวิถี ERK ของเซลล์ โดยวัดจากการแสดงออกของ
โปรตีนที่เป็นตัวบ่งชี้ของวิถี ERK ได้แก่ p-ERK และ ERK ด้วยวิธีการ western blot analysis ในการ
ทดลองนี้เพาะเลี้ยงเซลล์จ านวน 2x105 เซลล์ต่อจานของจานเพาะเลี้ยงเซลล์ขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 
60 มิลลิเมตร ที่ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชั่วโมงและใส่สารทดสอบไซพริพีดินในความเข้มข้น
สูงที่สุดที่ไม่เป็นพิษต่อเซลล์และไม่มีผลต่อการเพ่ิมจ านวนเซลล์ บ่มไว้ที่ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 
72 ชั่วโมง เมื่อถึงเวลาที่ก าหนดจึงน าเซลล์ที่ผ่านการใส่สารทดสอบไซพริพีดิน มาศึกษาการแสดงออก
ของโปรตีนบ่งชี้ของวิถี ERK ได้แก่ p-ERK และ ERK ด้วยวิธี Western blot analysis  
 
3.3.10 การทดสอบผลของสารไซพริพีดินต่อวิถี Akt ในเซลล์มะเร็งปอดชนิด H460 

ท าการทดสอบผลของสารไซพริพีดินต่อวิถี Akt ของเซลล์ โดยวัดจากการแสดงออกของ
โปรตีนที่เป็นตัวบ่งชี้ของวิถี Akt ได้แก่ p-Akt และ Akt รวมทั้งวัดโปรตีนเป้าหมายหลักของวิถี Akt 
ได้แก่ p-GSK-3β และ GSK-3β ด้วยวิธีการ western blot analysis ในการทดลองนี้เพาะเลี้ยงเซลล์
จ านวน 2x105 เซลล์ต่อจานของจานเพาะเลี้ยงเซลล์ขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 60 มิลลิเมตร ที่ 37 
องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชั่วโมงและใส่สารทดสอบไซพริพีดินในความเข้มข้นสูงที่สุดที่ไม่เป็นพิษ
ต่อเซลล์และไม่มีผลต่อการเพ่ิมจ านวนเซลล์ บ่มไว้ที่ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 72 ชั่วโมง หรือสาร 
LY294002 ซึ่งเป็นตัวยับยั้ง Phosphatidylinositol 3-kinase (PI3K)/Akt เป็นเวลา 24 ชั่วโมง เมื่อ
ถึงเวลาที่ก าหนดจึงน าเซลล์ที่ผ่านการใส่สารทดสอบไซพริพีดินและ LY294002  มาศึกษาการ
แสดงออกของโปรตีนบ่งชี้ของวิถี Akt ได้แก่ p-Akt และ Akt รวมทั้งโปรตีนเป้าหมายหลักได้แก่ p-
GSK-3β และ GSK-3β ด้วย Western blot analysis  

 
3.3.11 การทดสอบผลของสารไซพริพีดินต่อวิถี Akt ในเซลล์มะเร็งปอด เม่ือท าการเพิ่มการ
แสดงออกของ Akt (Akt overexpression) ในเซลล์มะเร็งปอดชนิด H460 
 ท าการเพ่ิมการแสดงออกของ Akt ในเซลล์มะเร็งปอดชนิด H460 ด้วยการ Transfection 
เซลล์ H460 ด้วย Akt plasmid ในการทดลองนี้เพาะเลี้ยงเซลล์จ านวน 7x105 เซลล์ต่อจานของจาน
เพาะเลี้ยงเซลล์ขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 60 มิลลิเมตร ที่ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชั่วโมงและ 
Transfect เซลล์ด้วย Akt plasmid โดยผสม pcDNA3-Akt หรือ pcDNA3 (Vector ควบคุม) ความ
เข้ มข้น  2 ไม โครกรั ม ใน  Opti-MEMTM กับ  Lipofectamin® 2000 ใน  Opti-MEMTM บ่ม ไว้ ที่
อุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 20 นาที แล้วหยดสารละลายผสมที่บ่มไว้ลงบนเซลล์และบ่มไว้ที่ 37 องศา
เซลเซียส เป็นเวลา 6 ชั่วโมง จากนั้นเปลี่ยนอาหารเลี้ยงเซลล์ที่มีการเติม Fetal bovine serum 
(FBS) ร้อยละ 10 และบ่มไว้ที่ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชั่วโมง จากนั้นท าการใส่สารทดสอบ
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ไซพริพีดินในความเข้มข้นสูงที่สุดที่ไม่เป็นพิษต่อเซลล์และไม่มีผลต่อการเพ่ิมจ านวนเซลล์  บ่มไว้ที่ 37 
องศาเซลเซียส เป็นเวลา 72 ชั่วโมง เมื่อถึงเวลาที่ก าหนดจึงน าเซลล์ที่ผ่านการใส่สารทดสอบไซพริพี
ดิน มาศึกษาการแสดงออกของโปรตีนบ่งชี้ของวิถี Akt ได้แก่ p-Akt และ Akt รวมทั้งโปรตีนเป้าหมาย
หลักได้แก่ p-GSK-3β และ GSK-3β และ Slug ด้วยวิธี Western blot analysis  
 
3.3.12 การทดสอบผลของสารไซพริพีดินต่อกระบวนการเปลี่ยนแปลงจากเซลล์เยื่อบุผิวไปเป็น
เซลล์มีเซนไคม์ในเซลล์มะเร็งปอดชนิด H23 
 เพ่ือเป็นการยืนยันผลของสารไซพริพีดินว่ามีความจ าเพาะเจาะจงต่อเซลล์มะเร็งปอด จึงท า
การทดสอบเช่นเดียวกันกับที่ทดสอบในเซลล์มะเร็งปอดชนิด H460 ในเซลล์มะเร็งปอดชนิด H23 
เริ่มต้นด้วยการทดสอบความเป็นพิษของสารไซพริพีดินต่อการอยู่รอดของเซลล์มะเร็งปอดชนิด H23 
บ่มเซลล์กับไซพริพีดินที่ความเข้มข้นต่างๆ (0-200 ไมโครโมลาร์) เป็นเวลา 24, 48 และ 72 ชั่วโมง 
ท าการวัดผลด้วยวิธี MTT assay เมื่อได้ความเข้มข้นที่ไม่เป็นพิษต่อเซลล์แล้วจึงน าความเข้มข้น
เหล่านั้น มาท าการทดสอบผลของสารไซพริพีดินต่อการเพ่ิมจ านวนเซลล์ด้วยวิธี MTT assay 
เช่นเดียวกัน จากนั้นน าความเข้มข้นที่ไม่เป็นพิษต่อเซลล์และไม่ส่งผลต่อการเพ่ิมหรือการลดการ
แบ่งตัวเพ่ิมจ านวนของเซลล์มาใช้ในการทดสอบอ่ืนๆ ต่อไปได้แก่ ทดสอบผลของสารไซพริพีดินต่อ
การเคลื่อนที่ของเซลล์ด้วยวิธี Wound healing assay, ต่อการแสดงออกของโปรตีนบ่งชี้ของเซลล์มี
เซนไคม์และเซลล์เยื่อบุผิว และ ต่อวิถี Akt ด้วยวิธีการเช่นเดียวกันกับที่ท าการทดสอบในเซลล์มะเร็ง
ปอดชนิด H460  
 
3.3.13 การวิเคราะห์ทางสถิติ 

ข้อมูลทั้งหมดในการศึกษาแสดงผลในรูปค่าเฉลี่ย ± ความคลาดเคลื่อนมาตรฐานการวัด  
(mean ± SEM) จากการศึกษาอย่างน้อย 4 ซ้ าในการทดลองที่เป็นอิสระต่อกัน โดยใช้โปรแกรม SPSS 
Version 22 (SPSS Inc., Chicago, IL, USA) ในการค านวณ และเลือกใช้สถิติ One way ANOVA, 
Tukey's Multiple Comparison Test โดยพิจารณาค่าความแตกต่างอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ ที่
ระดับความเชื่อมั่นร้อยละ 95 *p < 0.05 เมื่อเปรียบเทียบกับกลุ่มควบคุม 
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3.4 กรอบแนวคิดงานวิจัย 

 
 

รูปที่ 3.2 กรอบแนวคิดงานวิจัย 
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บทที่ 4 
ผลการทดลอง 

 
4.1 การทดสอบความเป็นพิษของสารไซพริพีดินในเซลล์มะเร็งปอดชนิด H460  

 เนื่องจากการในการทดลองผลของสารไซพริพีดินต่อการยับยั้งการเคลื่อนที่ของเซลล์มะเร็ง  
เพ่ือไม่ให้ความเข้มข้นที่เป็นพิษต่อเซลล์รบกวนผลการทดลองต่อๆ ไป ขั้นแรกจึงต้องท าการทดสอบ
หาความเข้มข้นของสารไซพริพีดินที่ไม่เป็นพิษต่อเซลล์ ในเซลล์มะเร็งปอด H460 ด้วยวิธี MTT โดย
การบ่มสารทดสอบไซพริพีดินกับเซลล์ที่ความเข้มข้น 0-100 ไมโครโมลาร์ เป็นเวลา 24, 48 และ 72 
ชั่วโมง พบว่าอัตราการมีชีวิตของเซลล์สัมพัทธ์ ที่เวลา 24 ชั่วโมง ลดลงเหลือ 0.79 และ 0.69 เท่า ที่
เวลา 48 ชั่วโมง ลดลงเหลือ 0.73 และ 0.61 และที่ 72 ชั่วโมง ลดลงเหลือ 0.7 และ 0.52 เท่า เมื่อ
เปรียบเทียบกับกลุ่มควบคุมที่ความเข้มข้น 50 และ 100 ไมโครโมลาร์ตามล าดับ ในขณะที่ความ
เข้มข้นที่น้อยกว่าหรือเท่ากับ 20 ไมโครโมลาร์ ไม่มีผลต่อการอยู่รอดของเซลล์อย่างมีนัยส าคัญทาง
สถิติทั้งเวลาที่ 24, 48 และ 72 ชั่วโมง (รูปที่ 4.1)  
 

 
 
รูปที ่4.1 แสดงกราฟระหว่างอัตราการมีชีวิตของเซลล์สัมพัทธ์กับความเข้มข้นของสารไซพริพีดิน เมื่อ
บ่มเซลล์ H460 กับสารไซพริพีดินที่ความเข้มข้น 0-100 ไมโครโมลาร์ เป็นเวลา 24, 48 และ 72 
ชั่วโมง แสดงผลในรูปค่าเฉลี่ย ± ความคลาดเคลื่อนมาตรฐานการวัด  (ท าการทดลอง 4 กลุ่มที่เป็น
อิสระต่อกัน) ที่ระดับความเชื่อมั่นร้อยละ 95 * p < 0.05 เมื่อเปรียบเทียบกับกลุ่มที่ไม่ได้รับสารไซพริ
พีดิน
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จากนั้นยืนยันผลการทดสอบความเป็นพิษของสารไซพริพีดินจากผลการทดลองข้างต้นด้วย
วิธีการย้อมเซลล์ด้วยสีย้อมนิวเคลียส Hoechst 33342 เพ่ือทดสอบการตายของเซลล์แบบอะพอพโท
ซิส พบว่าสารไซพริพีดินที่ความเข้มข้น 50 และ 100 ไมโครโมลาร์ ที่เวลา 72 ชั่วโมง พบจ านวนเซลล์
ที่มีการตายแบบอะพอพโทซิส ร้อยละ 15.28 และ 38.29 ตามล าดับ ผลการทดลองทั้งสองวิธีให้ผล
สอดคล้องกันและท าให้ทราบถึงความเข้มข้นที่ไม่เป็นพิษต่อเซลล์ซึ่งจะน าไปใช้ในการทดลองต่อไป 
(รูปที่ 4.2) 

 
   
   

 
 
 
 
 

 
 
รูปที่ 4.2 ก. แสดงลักษณะของเซลล์ H460 ที่มีการตายแบบอะพอพโทซิส โดยการย้อมเซลล์ด้วยสี
ย้อมนิวเคลียส Hoechst 33342  ข. แสดงกราฟระหว่างร้อยละของเซลล์ที่มีการตายแบบอะพอพโท
ซิส กับความเข้มข้นของสารไซพริพีดิน เมื่อบ่มเซลล์ H460 กับสารไซพริพีดินที่ความเข้มข้น 0-100 ไม
โครโมลาร์ เป็นเวลา 72 ชั่วโมงแสดงผลในรูปค่าเฉลี่ย ± ความคลาดเคลื่อนมาตรฐานการวัด  (ท าการ
ทดลอง 4 กลุ่มที่เป็นอิสระต่อกัน) ที่ระดับความเชื่อมั่นร้อยละ 95 * p < 0.05 เมื่อเปรียบเทียบกับ
กลุ่มท่ีไม่ได้รับสารไซพริพีดิน 
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4.2 การทดสอบผลของสารไซพริพีดินต่อการเพิ่มจ านวนเซลล์ในเซลล์มะเร็งปอดชนิด H460 

 เนื่องจากในการทดลองนี้ต้องการศึกษาผลของสารไซพริพีดินต่อการยับยั้งการเคลื่อนที่ของ
เซลล์ มะเร็งปอด เพ่ือเป็นการลดปัจจัยที่อาจส่งผลกระทบต่อผลการทดลอง จึงท าการทดสอบหา
ความเข้มข้นของสารไซพริพีดินที่ไม่ส่งผลต่อการเพ่ิมหรือการลดการแบ่งตัวเพ่ิมจ านวนของเซลล์ด้วย
วิธีการ MTT โดยท าการบ่มสารไซพริพีดินกับเซลล์ที่ความเข้มข้นที่ไม่เป็นพิษต่อเซลล์ 0-20 ไมโครโม
ลาร์ เป็นเวลา 24, 48 และ 72 ชั่วโมง พบว่าที่ความเข้มข้นและเวลาบ่มดังกล่าว ไม่ส่งผลต่ออัตราการ
เพ่ิมขึ้นหรือการลดลงของจ านวนเซลล์สัมพัทธ์อย่างมีนัยส าคัญทางสถิติเมื่อเทียบกับกลุ่มควบคุม (รูป
ที ่4.3) 
 

 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที่ 4.3 แสดงกราฟระหว่างอัตราการเพ่ิมจ านวนเซลล์สัมพัทธ์กับความเข้มข้นของสารไซพริพีดิน 
เมื่อบ่มเซลล์ H460 กับสารไซพริพีดินที่ความเข้มข้น 0-20 ไมโครโมลาร์ เป็นเวลา 24, 48 และ 72 
ชั่วโมง แสดงผลในรูปค่าเฉลี่ย ± ความคลาดเคลื่อนมาตรฐานการวัด  (ท าการทดลอง 4 กลุ่มที่เป็น
อิสระต่อกัน) ที่ระดับความเชื่อมั่นร้อยละ 95 * p < 0.05 เมื่อเปรียบเทียบกับกลุ่มที่ไม่ได้รับสารไซพริ
พีดิน 
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4.3 การทดสอบผลของสารไซพริพีดินต่อลักษณะเซลล์มีเซนไคม์ 

 เนื่องจากการเปลี่ยนแปลงคุณลักษณะของเซลล์ จากเซลล์เยื่อบุผิวไปเป็นเซลล์มีเซนไคม์ เป็น
กระบวนการส าคัญที่ท าให้เกิดการเคลื่อนที่ การแพร่กระจายและการอยู่รอดของเซลล์มะเร็งในขณะที่
เซลล์หลุดออกจากฐานเซลล์เป็นเซลล์เดี่ยวเพ่ือไหลเวียนในกระแสเลือด และถือเป็นคุณลักษณะที่
ส าคัญของเซลล์มะเร็ง ดังนั้นจึงท าการทดสอบผลของสารไซพริพีดินต่อลักษณะเซลล์มีเซนไคม์ โดย
แบ่งการทดลองได้เป็น 2 ส่วนดังนี้ 
 4.3.1 การทดสอบผลของสารไซพริพีดินต่อการเคลื่อนที่ของเซลล์มะเร็งปอดชนิด H460 
 วิธี Wound healing  
 เมื่อท าการบ่มสารไซพริพีดินกับเซลล์ที่ความเข้มข้นที่ไม่เป็นพิษและไม่มีผลต่อการแบ่งตัวเพ่ิม
จ านวนของเซลล์ 0-20 ไมโครโมลาร์ เป็นเวลา 24 ชั่วโมง แล้วน าเซลล์ที่ผ่านการบ่มกับสารแล้วมา
ทดลองด้วยวิธี Wound healing พบว่าสารไซพริพีดินสามารถยับยั้งการเคลื่อนที่ของเซลล์ได้อย่างมี
นัยส าคัญทางสถิติเมื่อเทียบกับกลุ่มควบคุมที่ความเข้มข้น 10 และ 20 ไมโครโมลาร์ โดยเริ่ม
สังเกตเห็นผลได้ตั้งแต่เวลาที่ 24 ชั่วโมงแรก มีอัตราการเคลื่อนที่ของเซลล์สัมพัทธ์ที่ 0.73 และ 0.47 
ตามล าดับและเห็นผลชัดเจนขึ้นที่ 48 ชั่วโมง ที่ความเข้มข้น 5, 10 และ 20 ไมโครโมลาร์ มีอัตราการ
เคลื่อนที่ของเซลล์สัมพัทธ์ที่ 1.27, 1.15 และ 1.05 ตามล าดับ และที่ 72 ชั่วโมง ที่ความเข้มข้น 10 
และ 20 ไมโครโมลาร์ มีอัตราการเคลื่อนที่ของเซลล์สัมพัทธ์ที่ 1.71 และ 1.42 ตามล าดับ (รูปที่ 4.4) 
 
 
 
 
 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

59 
 
 
 
         
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที่ 4.4  ก. แสดงช่องว่างระหว่างเซลล์ที่เวลา 0, 24, 48 และ 72 ชั่วโมง เมื่อบ่มเซลล์ H460 กับ
สารไซพริพีดินที่ความเข้มข้น 0–20 ไมโครโมลาร์ เป็นเวลา 24 ชั่วโมง  ข.แสดงกราฟระหว่างอัตรา
การเคลื่อนที่ของเซลล์สัมพัทธ์กับเวลา ที่ความเข้มข้นต่างๆ ของสารไซพริพีดิน แสดงผลในรูปค่าเฉลี่ย 
± ความคลาดเคลื่อนมาตรฐานการวัด  (ท าการทดลอง 4 กลุ่มท่ีเป็นอิสระต่อกัน) ที่ระดับความเชื่อมั่น
ร้อยละ 95 * p < 0.05 เมื่อเปรียบเทียบกับกลุ่มที่ไม่ได้รับสารไซพริพีดิน 
  
 เมื่อท าการบ่มสารไซพริพีดินกับเซลล์ที่ความเข้มข้นที่ไม่เป็นพิษและไม่มีผลต่อการแบ่งตัวเพ่ิม
จ านวนของเซลล์ 0-20 ไมโครโมลาร์ เป็นเวลา 48 ชั่วโมง แล้วน าเซลล์ที่ผ่านการบ่มกับสารแล้วมา
ทดลองด้วยวิธี Wound healing พบว่าสารไซพริพีดินสามารถยับยั้งการเคลื่อนที่ของเซลล์ได้อย่างมี
นัยส าคัญทางสถิติเมื่อเทียบกับกลุ่มควบคุมที่เวลา 24 ชั่วโมง ความเข้มข้น 10 และ 20 ไมโครโมลาร์ 
มีอัตราการเคลื่อนที่ของเซลล์สัมพัทธ์ที่ 0.53 และ 0.6 ตามล าดับ ที่ 48 ชั่วโมง ความเข้มข้น 5, 10 
และ 20 ไมโครโมลาร์ มีอัตราการเคลื่อนที่ของเซลล์สัมพัทธ์ที่ 1.77, 1.7 และ 1.15 ตามล าดับ และที่ 
72 ชั่วโมง มีอัตราการเคลื่อนที่ของเซลล์สัมพัทธ์ที่ 2.25, 2.11 และ 1.56 ตามล าดับ (รูปที่ 4.5)
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รูปที่ 4.5  แสดงช่องว่างระหว่างเซลล์ที่เวลา 0, 24, 48 และ 72 ชั่วโมง เมื่อบ่มเซลล์ H460 กับสาร
ไซพริพีดินที่ความเข้มข้น 0–20 ไมโครโมลาร์ เป็นเวลา 48 ชั่วโมง  ข.แสดงกราฟระหว่างอัตราการ
เคลื่อนที่ของเซลล์สัมพัทธ์กับเวลา ที่ความเข้มข้นต่างๆ ของสารไซพริพีดิน แสดงผลในรูปค่าเฉลี่ย ± 
ความคลาดเคลื่อนมาตรฐานการวัด  (ท าการทดลอง 4 กลุ่มที่เป็นอิสระต่อกัน) ที่ระดับความเชื่อมั่น
ร้อยละ 95 * p < 0.05 เมื่อเปรียบเทียบกับกลุ่มที่ไม่ได้รับสารไซพริพีดิน 
 
 เมื่อท าการบ่มสารไซพริพีดินกับเซลล์ที่ความเข้มข้นที่ไม่เป็นพิษและไม่มีผลต่อการแบ่งตัวเพ่ิม
จ านวนของเซลล์ 0-20 ไมโครโมลาร์ เป็นเวลา 72 ชั่วโมง แล้วน าเซลล์ที่ผ่านการบ่มกับสารแล้วมา
ทดลองด้วยวิธี Wound healing พบว่าสารไซพริพีดินสามารถยับยั้งการเคลื่อนที่ของเซลล์ได้อย่างมี
นัยส าคัญทางสถิติเมื่อเทียบกับกลุ่มควบคุมที่ความเข้มข้น 5, 10 และ 20 ไมโครโมลาร์ ที่เวลา 24
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ชั่วโมง มีอัตราการเคลื่อนที่ของเซลล์สัมพัทธ์ที่ 0.61, 0.5 และ 0.42 ตามล าดับที่ 48 ชั่วโมง มีอัตรา
การเคลื่อนที่ของเซลล์สัมพัทธ์ที่ 1.31, 1.18 และ 0.87 ตามล าดับ และที่ 72 ชั่วโมง มีอัตราการ
เคลื่อนที่ของเซลล์สัมพัทธ์ที่ 1.72, 1.59 และ 1.39 ตามล าดับ (รูปที่ 4.6) 
 จากผลการทดลองข้างต้นพบว่า การบ่มสารไซพริพีดินกับเซลล์ก่อนเริ่มท าการทดสอบด้วยวิธี 
Wound healing เป็นเวลา 72 ชั่วโมง ให้ผลในการยับยั้งการเคลื่อนที่ของเซลล์ได้ชัดเจนที่สุด จึงท า
การทดลองต่อๆ ไปด้วยการบ่มกับสารไซพริพีดิน 72 ชั่วโมงเช่นเดียวกัน  
 
 
 
 

 
 
 
 
 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที่ 4.6  ก. แสดงช่องว่างระหว่างเซลล์ที่เวลา 0, 24, 48 และ 72 ชั่วโมง เมื่อบ่มเซลล์ H460 กับ
สารไซพริพีดินที่ความเข้มข้น 0–20 ไมโครโมลาร์ เป็นเวลา 72 ชั่วโมง  ข.แสดงกราฟระหว่างอัตรา
การเคลื่อนที่ของเซลล์สัมพัทธ์กับเวลา ที่ความเข้มข้นต่างๆ ของสารไซพริพีดิน แสดงผลในรูปค่าเฉลี่ย 
± ความคลาดเคลื่อนมาตรฐานการวัด (ท าการทดลอง 4 กลุ่มที่เป็นอิสระต่อกัน) ที่ระดับความเชื่อมั่น
ร้อยละ 95 * p < 0.05 เมื่อเปรียบเทียบกับกลุ่มที่ไม่ได้รับสารไซพริพีดิน
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วิธี Transwell migration  
 จากนั้นท าการทดสอบผลของสารไซพริพีดินต่อการเคลื่อนที่ของเซลล์มะเร็งด้วยวิธี  
Transwell migration บ่มสารไซพริพีดินกับเซลล์ที่ความเข้มข้นต่างๆ ที่ไม่เป็นพิษและไม่มีผลต่อการ
แบ่งตัวเพ่ิมจ านวนของเซลล์ 0-20 ไมโครโมลาร์ เป็นเวลา 72 ชั่วโมง จากนั้นน าเซลล์มาเพาะบนจาน
เพาะเลี้ยงแบบ Transwell ชนิด 24 หลุม พบว่าสารไซพริพีดินที่ความเข้มข้น 5, 10 และ 20 ไมโคร
โมลาร์ สามารถยับยั้งเซลล์ที่เคลื่อนที่ผ่านเยื่อกั้นเมื่อเปรียบเทียบกับกลุ่มควบคุมได้อย่างมีนัยส าคัญ
ทางสถิติ โดยมีจ านวนเซลล์ที่เคลื่อนที่สัมพัทธ์เท่ากับ 0.39, 0.15 และ 0.03 ตามล าดับ ผลที่ได้ให้ผล
สอดคล้องกับผลจากการทดลองด้วยวิธี Wound healing (รูปที่ 4.7) 
 

 
 
 
 
 

 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
รูปที่ 4.7  ก. แสดงจ านวนเซลล์ที่เคลื่อนที่ผ่านเยื่อกั้น เมื่อบ่มเซลล์ H460 กับสารไซพริพีดินที่ความ
เข้มข้น 0–20 ไมโครโมลาร์ เป็นเวลา 72 ชั่วโมง  ข. แสดงกราฟระหว่างจ านวนเซลล์เคลื่อนที่สัมพัทธ์
กับความเข้มข้นของสารไซพริพีดิน แสดงผลในรูปค่าเฉลี่ย ± ความคลาดเคลื่อนมาตรฐานการวัด (ท า
การทดลอง 4 กลุ่มที่เป็นอิสระต่อกัน) ที่ระดับความเชื่อมั่นร้อยละ 95 * p < 0.05 เมื่อเปรียบเทียบ
กับกลุ่มที่ไม่ได้รับสารไซพริพีดิน 
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วิธี In vitro tumor spheroid-based migration   
 ท าการทดสอบผลของสารไซพริพีดินต่อเคลื่อนที่ของเซลล์ในเซลล์ที่เพาะเลี้ยงในระนาบสาม
มิติด้วยวิธี In vitro tumor spheroid-based migration ซ่ึงจะเป็นการจ าลองสภาพแวดล้อมของ
เซลล์ในการทดลอง ให้ใกล้เคียงกับสภาวะของเซลล์มะเร็งจริงมากขึ้น เซลล์มะเร็งจะอยู่เกาะกลุ่มกัน
เป็นก้อนในลักษณะสามมิติ (Spheroid) มีการยึดเกาะกันระหว่างเซลล์ การแสดงออกของวิธีสัญญาณ 
การแสดงออกของยีนบางอย่างที่แตกต่างจากเซลล์ที่อยู่ ในระนาบสองมิติ เช่น เซลล์ในระนาบสามมิติ
ตรงกลางของกลุ่มก้อนเซลล์จะเกิดการขาดอาหารและออกซิเจน (Hypoxia) ซึ่ง Hypoxia สามารถ
เหนี่ยวน าให้เกิดวิถีสัญญาณ HIF1α ส่งผลเพ่ิมการเกิดการเปลี่ยนแปลงจากเซลล์เยื่อบุผิวไปเป็นเซลล์
มีเซนไคม์ได้ เป็นต้น (Vinci et al., 2013) ดังนั้นเพ่ือเป็นการเพ่ิมเติมและยืนยันผลให้กับสองการ
ทดลองที่ผ่านมาที่เป็นการเพาะเลี้ยงเซลล์ในระนาบสองมิติซึ่งเป็นการทดสอบเบื้องต้น ในการทดลอง
นี้ท าการเพาะเลี้ยงเซลล์เดี่ยวใน Matrigel เพ่ือให้เซลล์เกิดการเจริญเติบโตและแบ่งตัวได้เป็น 
Spheroid ในลักษณะสามมิติและใกล้เคียงกับการทดลองใน In vivo มากที่สุด แล้วจึงน า Spheroid 
ที่ได้มาเพาะเลี้ยงในจานเพาะเลี้ยงเซลล์อีกครั้ง แล้วท าการใส่สารทดสอบไซพริพีดินเพ่ือศึกษาการ
เคลื่อนที่ของเซลล์ พบว่าสารไซพริพีดินที่ความเข้มข้น 20 ไมโครโมลาร์ สามารถยับยั้งการเคลื่อนที่
ของเซลล์ออกจาก Spheroid ได้อย่างมีนัยส าคัญทางสถิติเมื่อเปรียบเทียบกับกลุ่มควบคุม  โดยมี
อัตราการเคลื่อนที่ของเซลล์สัมพัทธ์ลดลงเหลือ 0.6 เมื่อให้กลุ่มทดลองมีค่าเท่ากับ 1 (รูปที่ 4.8) 
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รูปที่ 4.8  ก. แสดงรัศมีของเซลล์ที่เคลื่อนที่ออกจากกลุ่มก้อนเซลล์มะเร็งเมื่อบ่มเซลล์ H460 กับสาร
ไซพริพีดินที่ความเข้มข้น 0 และ 20 ไมโครโมลาร์ ที่เวลา 0 และ 72 ชั่วโมง ภาพขนาดก าลังขยายของ
ภาพ 40x และ 20x ตามล าดับ  ข.แสดงกราฟระหว่างอัตราการเคลื่อนที่ของเซลล์สัมพัทธ์กับความ
เข้มข้นของสารไซพริพีดิน แสดงผลในรูปค่าเฉลี่ย ± ความคลาดเคลื่อนมาตรฐานการวัด (ท าการ
ทดลอง 4 กลุ่มที่เป็นอิสระต่อกัน) ที่ระดับความเชื่อมั่นร้อยละ 95 * p < 0.05 เมื่อเปรียบเทียบกับ
กลุ่มท่ีไม่ได้รับสารไซพริพีดิน 
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4.3.2 การทดสอบผลของสารไซพริพีดินต่อการอยู่รอดของเซลล์ในสภาวะไร้การยึดเกาะของ
เซลล์มะเร็งปอดชนิด H460 
 โดยปกติเซลล์ที่หลุดออกจากฐานเซลล์เป็นเซลล์เดี่ยวจะเกิดการตายแบบอะพอพโทซิส 
เนื่องจากขาดการส่งสัญญาณจากฐานเซลล์และเซลล์ข้างเคียง แต่ในเซลล์มะเร็งจะพบว่าเซลล์สามารถ
มีชีวิตรอดในขณะที่เป็นเซลล์หลุดออกจากฐานเซลล์เป็นเซลล์เดี่ยว ดังนั้นจึงท าการทดสอบผลของสาร
ไซพริพีดินต่อการอยู่รอดของเซลล์ในสภาวะไร้การยึดเกาะของเซลล์มะเร็งปอด ท าการบ่มสารไซพริพี
ดินกับเซลล์ที่ความเข้มข้นต่างๆ ที่ไม่เป็นพิษและไม่มีผลต่อการแบ่งตัวเพ่ิมจ านวนของเซลล์ 0-20 ไม
โครโมลาร์ เป็นเวลา 72 ชั่วโมง จากนั้นน าเซลล์ที่ผ่านการใส่สารทดสอบแล้วมาผสมกับ Agarose 
เพาะในจานเลี้ยงให้เป็นเซลล์เดี่ยว เพ่ือจ าลองสภาวะที่เซลล์ไร้การยึดเกาะกับฐานเซลล์และบ่มไว้เป็น
เวลา 14 วัน เพ่ือให้เซลล์เดี่ยวเกิดการเจริญเติบโตและแบ่งตัวเป็นโคโลนี ผลการทดลองพบว่าสารไซพ
ริพีดินสามารถยับยั้งการเจริญเติบโตได้ทั้งขนาดและปริมาณของโคโลนีเมื่ อเปรียบเทียบกับกลุ่ม
ควบคุมได้อย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ โดยที่แต่ละจุดที่แสดงในกราฟจุดแสดงถึงจ านวนโคโลนีเดี่ยวแปล
ผลได้ถึงการมีชีวิตรอดของเซลล์มะเร็งที่อยู่ในสภาวะไร้การยึดเกาะ และขนาดของเซลล์แปลผลได้ถึง
การเจริญเติบโตแบ่งตัวของเซลล์มะเร็งที่อยู่ในสภาวะไร้การยึดเกาะ (รูปที่ 4.9) 
 
 จากผลการทดลองที่ 4.3 สรุปได้ว่าสารไซพริพีดินสามารถยับยั้งคุณลักษณะของเซลล์มีเซน
ไคม์ได้ ทั้งการเคลื่อนที่ของเซลล์ทั้งสองมิติและสามมิติ และยับยั้งการอยู่รอดของเซลล์ในสภาวะไร้
การยึดเกาะได ้
 
 
 
 
 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

66 
 

ก 

ข 

 
 
 
 

 
  
 
 
 
 

 

 
 
 
 
 
 
รูปที่ 4.9  ก. แสดงจ านวนและขนาดโคโลนีที่เจริญเติบโตใน agarose เมื่อบ่มเซลล์ H460 กับสาร
ไซพริพีดินที่ความเข้มข้น 0–20 ไมโครโมลาร์ เป็นเวลา 72 ชั่วโมง แล้วเพาะเลี้ยงเซลล์ต่อใน Agarose 
เป็นเวลา 14 วัน  ข.แสดงกราฟระหว่างจ านวนเซลล์เคลื่อนที่สัมพัทธ์กับความเข้มข้นของสารไซพริพี
ดิน แสดงผลในรูปค่าเฉลี่ย ± ความคลาดเคลื่อนมาตรฐานการวัด (ท าการทดลอง 4 กลุ่มที่เป็นอิสระ
ต่อกัน) ที่ระดับความเชื่อมั่นร้อยละ 95 * p < 0.05 เมื่อเปรียบเทียบกับกลุ่มที่ไม่ได้รับสารไซพริพีดิน 
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4.4 การทดสอบผลของสารไซพริพีดินต่อการเรียงตัวของ Actin stress fiber และการสร้าง 
Focal adhesion ในเซลล์มะเร็งปอดชนิด H460 

 เนื่องจากการเคลื่อนที่ของเซลล์มะเร็งเกิดจากการท างานร่วมกันระหว่าง Actin stress fiber 
และ Focal adhesion ดังนั้นจึงท าการทดสอบผลของสารไซพริพีดินต่อการเรียงตัวของ Actin stress 
fiber และการสร้าง Focal adhesion ในเซลล์มะเร็ง โดยท าการบ่มสารไซพริพีดินกับเซลล์ที่ความ
เข้มข้นต่างๆ ที่ไม่เป็นพิษและไม่มีผลต่อการแบ่งตัวเพ่ิมจ านวนของเซลล์ 0-20 ไมโครโมลาร์ เป็นเวลา 
72 ชั่วโมง จากนั้นน าเซลล์ที่ผ่านการใส่สารทดสอบแล้วมาย้อมเซลล์ด้วยวิธี Immunofluorescence 
เพ่ือศึกษาการจัดเรียงตัวของ Actin stress fiber (สีแดง) การแสดงออกของโปรตีน Paxillin (สีเขียว) 
ซึ่งเป็นโปรตีนบ่งชี้ของ Focal adhesion และต าแหน่งที่อยู่ของโปรตีนทั้งสอง ผลการทดลองพบว่า
สารไซพริพีดินสามารถลดการแสดงออกของ Actin stress fiber และ Focal adhesion (สีเหลือง) 
(เกิดจาก Actin stress fiber และ Paxillin อยู่ที่ต าแหน่งเดียวกัน) ได้อย่างมีนัยส าคัญทางสถิติเมื่อ
เปรียบเทียบกับกลุ่มควบคุม โดยมีปริมาณ Actin stress fiber ต่อเซลล์สัมพัทธ์เท่ากับ 0.51 และ 
0.23 และ ปริมาณ Focal adhesion ต่อเซลล์สัมพัทธ์เท่ากับ 0.43 และ 0.12 ที่ความเข้มข้นของไซพ
ริพีดิน 10 และ 20 ไมโครโมลาร์ตามล าดับ (รูปที่ 4.10) 
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รูปที่ 4.10  ก. แสดงจ านวนและต าแหน่ง Actin stress fiber (สีแดง) โปรตีน Paxillin (สีเขียว) 
Focal adhesion (สีเหลือง) และ นิวเคลียส (สีน้ าเงิน) เมื่อบ่มเซลล์ H460 กับสารไซพริพีดินที่ความ
เข้มข้น 0–20 ไมโครโมลาร์ เป็นเวลา 72 ชั่วโมง แล้วน าเซลล์มาย้อม Immunofluorescence  ข.
แสดงกราฟระหว่างจ านวน Actin stress fiber (แท่งสีด า) และ จ านวน Focal adhesion (แท่งสีขาว) 
ต่อเซลล์กับความเข้มข้นของสารไซพริพีดิน แสดงผลในรูปค่าเฉลี่ย ± ความคลาดเคลื่อนมาตรฐานการ
วัด (ท าการทดลอง 4 กลุ่มที่เป็นอิสระต่อกัน) ที่ระดับความเชื่อมั่นร้อยละ 95 * p < 0.05 เมื่อ
เปรียบเทียบกับกลุ่มที่ไม่ได้รับสารไซพริพีดิน 
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4.5 การทดสอบผลของไซพริพีดินต่อการแสดงออกของโปรตีนบ่งชี้ของเซลล์มีเซนไคม์และเซลล์
เยื่อบุผิวในเซลล์มะเร็งปอดชนิด H460 

 เพ่ือเป็นการยืนยันผลของสารไซพริพีดินต่อการยับยั้ งคุณลักษณะของเซลล์มีเซนไคม์ที่ได้
ท าการศึกษาไปแล้วข้างต้น จึงท าการศึกษาผลของสารไซพริพีดินต่อการแสดงออกของโปรตีนที่
เกี่ยวข้องกับกระบวนการเปลี่ยนแปลงจากเซลล์เยื่อบุผิวไปเป็นเซลล์มีเซนไคม์ด้วยวิธี Western blot  
ท าการบ่มสารไซพริพีดินกับเซลล์ที่ความเข้มข้นต่างๆ ที่ไม่เป็นพิษและไม่มีผลต่อการแบ่งตัวเพ่ิม
จ านวนของเซลล์ 0-20 ไมโครโมลาร์ เป็นเวลา 72 ชั่วโมง จากนั้นน าเซลล์ที่ผ่านการใส่สารทดสอบ
แล้วมาศึกษาการแสดงออกของโปรตีน พบว่าโปรตีน Slug, N-Cadherin และ Vimentin มีปริมาณ
ลดลงแปลผกผันกับความเข้มข้นที่มากขึ้นของสารไซพริพีดินอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติเมื่อเปรียบเทียบ
กับกลุ่มควบคุม ในขณะที่ Snail ไม่พบการเปลี่ยนแปลงของโปรตีนอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (รูปที่ 
4.11) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

70 
 

ก 

ข 

 
 
 
 
 
  
 
 
 
 
  
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที่ 4.11  ก. แสดงปริมาณโปรตีน Slug, Snail, Vimentin, N-Cadherin และ GAPDH (โปรตีน
ควบคุมภายใน) เมื่อบ่มเซลล์ H460 กับสารไซพริพีดินที่ความเข้มข้น 0-20 ไมโครโมลาร์ เป็นเวลา 72 
ชั่วโมง  ข.แสดงกราฟระหว่างปริมาณโปรตีนสัมพัทธ์กับความเข้มข้นของสารไซพริพีดิน แสดงผลใน
รูปค่าเฉลี่ย ± ความคลาดเคลื่อนมาตรฐานการวัด (ท าการทดลอง 4 กลุ่มที่เป็นอิสระต่อกัน) ที่ระดับ
ความเชื่อมั่นร้อยละ 95 * p < 0.05 เมื่อเปรียบเทียบกับกลุ่มที่ไม่ได้รับสารไซพริพีดิน 
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4.6 การทดสอบผลของสารไซพริพีดินต่อปริมาณ mRNA ของโปรตีนบ่งช้ีของเซลล์มีเซนไคม์และ
เซลล์เยื่อบุผิวในเซลล์มะเร็งปอดชนิด H460 

 หลังจากที่พบว่าสารไซพริพีดินสามารถท าให้ปริมาณโปรตีน Slug ลดลงได้ จึงท าการทดลอง
ต่อเพ่ือทดสอบว่าสารไซพริพีดินยับยั้งการ Transcription ของ Slug หรือไม่ โดยท าการศึกษาปริมาณ 
mRNA ด้วยวิธีการ qRT-PCR ท าการบ่มสารไซพริพีดินกับเซลล์ที่ความเข้มข้นต่างๆ ที่ไม่เป็นพิษและ
ไม่มีผลต่อการแบ่งตัวเพ่ิมจ านวนของเซลล์ 0-20 ไมโครโมลาร์ เป็นเวลา 72 ชั่วโมง จากนั้นน าเซลล์ที่
ผ่านการใส่สารทดสอบแล้วมา ศึกษาระดับ mRNA ของ Slug พบว่าไม่พบความแตกต่างของระดับ 
mRNA สัมพัทธ์อย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ จึงสรุปได้ว่าโปรตีน Slug ที่มีปริมาณลดลงหลังจากได้รับ
สารไซพริพีดิน ไม่ได้ลดลงจากกระบวนการสร้างโปรตีน 
 

        
 
รูปที่ 4.12  แสดงกราฟระหว่างปริมาณ mRNA สัมพัทธ์กับความเข้มข้นของสารไซพริพีดิน เมื่อบ่ม
เซลล์ H460 กับสารไซพริพีดินที่ความเข้มข้น 0 และ 20 ไมโครโมลาร์ เป็นเวลา 72 ชั่วโมง แสดงผล
ในรูปค่าเฉลี่ย ± ความคลาดเคลื่อนมาตรฐานการวัด (ท าการทดลอง 4 กลุ่มที่เป็นอิสระต่อกัน) ที่
ระดับความเชื่อม่ันร้อยละ 95 * p < 0.05 เมื่อเปรียบเทียบกับกลุ่มที่ไม่ได้รับสารไซพริพีดิน 
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4.7 การทดสอบผลของสารไซพริพีดินต่อค่าครึ่งชีวิตของ Slug และกระบวนการ Proteolysis 
ผ่าน Ubiquitin ในเซลล์มะเร็งปอดชนิด H460 

 จากการทดลองที่ 4.5 พบว่าโปรตีน Slug มีปริมาณลดลงหลังได้รับสารไซพริพีดิน และเมื่อ
ท าการศึกษาต่อพบว่าการลดลงของ Slug ไม่ได้เกี่ยวข้องกับการลดการสร้าง (การทดลองที่ 4.6) จึง
ท าการทดลองต่อเพ่ือหาสาเหตุที่ท าให้โปรตีน Slug มีปริมาณลดลงโดยมีสมมติฐานว่าสารไซพริพีดิน
อาจเพ่ิมการท าลายของโปรตีน Slug จากการศึกษาก่อนพบว่า Slug ถูกท าลายด้วยกระบวนการ 
Proteolysis ผ่ า น  Ubiquitin (Peinado H et al. , 2007; Schlessinger K and Hall A, 2004) 
Ubiquitin เป็นพอลิเปปไทด์ท าหน้าที่ก าหนดโปรตีนเป้าหมายที่ต้องการให้เกิดการท าลายผ่าน 
Proteasome 26S ท าการทดลองโดยบ่มเซลล์กับสาร Cycloheximide (CHX) ซึ่งเป็นสารที่ท าหน้าที่
ยับยั้งการสร้างโปรตีนก่อนแล้วจึงใส่สารไซพริพีดิน เพ่ือต้องการดูอัตราการท าลายโปรตีนภายในเซลล์
โดยไม่มีปัจจัยด้านการสร้างโปรตีนใหม่มารบกวน พบว่าสารไซพริพีดินสามารถเพ่ิมอัตราการท าลาย
โปรตีนโดยลดค่าครึ่งชีวิตของโปรตีน Slug ได ้โดยจะเห็นไดว้่าที่เวลาเดียวกันปริมาณโปรตีน Slug ใน
กลุ่มที่ได้สารไซพริพีดินมีประมาณน้อยกว่ากลุ่มที่ได้รับ CHX เพียงอย่างเดียวและเมื่อน าปริมาณ
โปรตีน Slug ที่ได้จากการทดลอง มาค านวณหาค่าครึ่งชีวิตของ Slug พบว่าในกลุ่มท่ีได้รับ CHX เพียง
อย่างเดียวมีค่าครึ่งชีวิตประมาณ 1.88 ชั่วโมง (รูปที่ 4.13 และ 4.15) ส่วนในกลุ่มที่ได้รับสารไซพริพี
ดินร่วมกับสาร CHX โปรตีน Slug มีค่าครึ่งชีวิตลดลงเหลือประมาณ 0.72 ชั่วโมง ซึ่งแตกต่างกันอย่าง
มีนัยส าคัญทางสถิติ จากผลการทดลองนี้จึงสรุปได้ว่าสารไซพริพีดินสามารถลดค่าครึ่งชีวิตของโปรตีน 
Slug ได้ (รูปที่ 4.13 และ 4.15) 
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รูปที่ 4.13  ก. แสดงปริมาณโปรตีน Slug และ GAPDH (โปรตีนควบคุมภายใน) เมื่อบ่มเซลล์ H460 
กับ CHX ที่ความเข้มข้น 10 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร เป็นเวลา 1 ชั่วโมงแล้วจึงใส่สารไซพริพีดินที่ความ
เข้มข้น 20 ไมโครโมลาร์ บ่มไว้เป็นเวลา 0, 1, 2, 3 และ 4 ชั่วโมง ตามล าดับ (บน) และ บ่มเซลล์ 
H460 กับ CHX ที่ความเข้มข้น 10 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร เป็นเวลา 0, 1, 2, 3 และ 4 ชั่วโมง 
ตามล าดับ (กลาง)  ข.แสดงกราฟระหว่างปริมาณโปรตีน Slug สัมพัทธ์กับเวลา แสดงผลในรูปค่าเฉลี่ย 
± ความคลาดเคลื่อนมาตรฐานการวัด (ท าการทดลอง 4 กลุ่มที่เป็นอิสระต่อกัน) ที่ระดับความเชื่อมั่น
ร้อยละ 95 * p < 0.05 เมื่อเปรียบเทียบกับกลุ่มที่ได้รับสาร CHX อย่างเดียว  
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เพ่ือพิสูจน์ว่าสารไซพริพีดินเพ่ิมการท าลายโปรตีน Slug ผ่าน Proteasome จึงท าการ
ทดลองโดยการใส่สาร MG132 ซึ่งเป็นสารที่ท าหน้าที่ยับยั้ง Proteasome ป้องกันไม่ให ้Proteasome 
ท าลายโปรตีนเปรียบเทียบกับกลุ่มที่ใส่สารไซพริพีดินเพียงอย่างเดียว พบว่าในกลุ่มท่ีใส่สารไซพริพีดิน
ความเข้มข้น 20 ไมโครโมลาร์ เพียงอย่างเดียวโปรตีน Slug มีค่าครึ่งชีวิตประมาณ 2.73 ชั่วโมง แต่
เมื่อท าการยับยั้ง Proteasome ด้วย MG132 ก่อนแล้วจึงใส่สารไซพริพีดินที่ความเข้มข้น 20 ไมโคร
โมลาร์เท่ากัน พบว่าค่าครึ่งชีวิตของ Slug มากขึ้นคือมีค่าประมาณ 12 ชั่วโมง ซึ่งแตกต่างกันอย่างมี
นัยส าคัญทางสถิติ จากผลการทดลองนี้จึงสรุปได้ว่าโปรตีน Slug ถูกท าลายผ่าน Proteasome (รูปที่ 
4.14 และ ตารางที่ 4.1) 
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รูปที่ 4.14  ก. แสดงปริมาณโปรตีน Slug และ GAPDH (โปรตีนควบคุมภายใน) เมื่อบ่มเซลล์ H460 
กับสารไซพริพีดินที่ความเข้มข้น 20 ไมโครโมลาร์ (บน) บ่มไว้เป็นเวลา 0, 1, 2, 3 และ 4 ชั่วโมง 
ตามล าดับ บ่มเซลล์ H460 กับสาร MG132 ที่ความเข้มข้น10 ไมโครโมลาร์เป็นเวลา 1 ชั่วโมงแล้วจึง
ใส่สารไซพริพีดินที่ความเข้มข้น 20 ไมโครโมลาร์ บ่มไว้เป็นเวลา 0, 1, 2, 3 และ 4 ชั่วโมง ตามล าดับ 
(กลาง) และ บ่มเซลล์ H460 กับ DMSO ที่ความเข้มข้นที่มากที่สุดที่ใช้ในการท าละลายสารไซพริพีดิน
เป็นเวลา 0, 1, 2, 3 และ 4 ชั่วโมง ตามล าดับ (แถบล่าง)  ข.แสดงกราฟระหว่างปริมาณโปรตีน Slug 
สัมพัทธ์กับเวลา แสดงผลในรูปค่าเฉลี่ย ± ความคลาดเคลื่อนมาตรฐานการวัด (ท าการทดลอง 4 กลุ่ม
ที่เป็นอิสระต่อกัน) ที่ระดับความเชื่อมั่นร้อยละ 95 * p < 0.05 เมื่อเปรียบเทียบกับกลุ่มที่ได้รับสาร 
DMSO อย่างเดียว
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ตารางที่ 4.1 แสดงค่าครึ่งชีวิตของโปรตีน Slug เมื่อท าการทดลองด้วยสาร CHX, ไซพริดิน + CHX, 
ไซพริดิน + MG132, ไซพริพีดิน และ DMSO ตามล าดับ 
 

 
 
 
 
 
 
 การท าลายโปรตีนมักเกิดจากกระบวนการ Proteolysis ผ่าน Ubiquitin การทดลองนี้จึงเป็น
การยืนยันว่าสารไซพริพีดินสามารถเพ่ิมการท าลายโปรตีน Slug ผ่านการเพ่ิมการจับกันระหว่าง
โปรตีนเป้าหมายและ Ubiquitin ท าการบ่มสาร MG132 กับเซลล์ก่อน เพ่ือป้องกันไม่ให้โปรตีน Slug 
ถูกท าลายด้วย Proteasome เพราะต้องการศึกษาโปรตีน Slug-ubiquitin complex จากนั้นบ่มสาร
ไซพริพีดินกับเซลล์ที่ความเข้มข้นต่างๆ ที่ไม่เป็นพิษและไม่มีผลต่อการแบ่งตัวเพ่ิมจ านวนของเซลล์ 0-
20 ไมโครโมลาร์ น าเซลล์ที่ ได้มาตกตะกอนโปรตีน Slug-ubiquitin complex ด้วย Anti-Slug 
antibodies และศึกษาระดับโปรตีนด้วยวิธี Western blot และ Anti-Ubiquitin antibodies พบว่า
สารไซพริพีดินสามารถเพ่ิมการจับกันระหว่างโปรตีน Slug และ Ubiquitin ได้ตามความเข้มข้นของ
สารไซพริพีดิน (รูปที่ 4.15) 
 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

77 
 

การทดลองนี้สรุปได้ว่าสารไซพริพีดินสามารถลดปริมาณโปรตีน Slug ด้วยการท าลายโปรตีน
จากกระบวนการ Proteolysis ผ่าน Ubiquitin 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที่ 4.15  แสดงปริมาณโปรตีน Ubiquitin ที่ติดอยู่กับโปรตีน Slug เมื่อบ่มเซลล์ H460 กับ MG132 
ความเข้มข้น 10 ไมโครโมลาร์ เป็นเวลา 1 ชั่วโมงแล้วจึงใส่สารไซพริพีดินที่ความเข้มข้น 0-20 ไมโคร
โมลาร์ เป็นเวลา 3 ชั่วโมง  
 
4.8 การทดสอบผลของสารไซพริพีดินต่อวิถี ERK และ Akt ในเซลล์มะเร็งปอดชนิด H460 

 เนื่องจากกระบวนการเปลี่ยนแปลงจากเซลล์เยื่อบุผิวไปเป็นเซลล์มีเซนไคม์ถูกควบคุมได้จาก
หลายวิถีสัญญาณ และจากผลการทดลองข้างต้นท าให้ทราบว่า สารไซพริพีดินสามารถลดปริมาณ
โปรตีนที่เกี่ยวข้องกับกระบวนการเปลี่ยนแปลงจากเซลล์เยื่อบุผิวไปเป็นเซลล์มีเซนไคม์ได้ ดังนั้นจึงท า
การทดลองหาวิธีสัญญาณท่ีอาจเกี่ยวของกับการออกฤทธิ์ของสารไซพริพีดิน จึงท าการทดสอบผลของ
สารไซพริพีดินต่อวิถหีลักท่ีเกี่ยวข้อง ได้แก่ วิธี Akt และ ERK 
 ท าการบ่มสารไซพริพีดินกับเซลล์ที่ความเข้มข้นต่างๆ ที่ไม่เป็นพิษและไม่มีผลต่อการแบ่งตัว
เพ่ิมจ านวนของเซลล์ 0-20 ไมโครโมลาร์ เป็นเวลา 72 ชั่วโมง จากนั้นน าเซลล์ที่ผ่านการใส่สารทดสอบ
แล้วมาศึกษาการแสดงออกของโปรตีนด้วยวิธี Western blot พบว่าไมมี่การเปลี่ยนแปลงของปริมาณ
โปรตีน p-ERK และ ERK อย่างมีนัยส าคัญทางสถิติเมื่อเปรียบเทียบกับกลุ่มควบคุม โดยมีปริมาณ
โปรตีนสัมพัทธ์ที่แสดงในรูปอัตราส่วนโปรตีน p-ERK/ERK เท่ากับ 1, 1.02, 0.98 และ 0.98 ตามล าดับ
ความเข้มข้น (รูปที่ 4.16) 
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รูปที่ 4.16  ก. แสดงปริมาณโปรตีน p-ERK, ERK และ GAPDH (โปรตีนควบคุมภายใน) เมื่อบ่มเซลล์ 
H460 กับสารไซพริพีดินที่ความเข้มข้น 0–20 ไมโครโมลาร์ เป็นเวลา 72 ชั่วโมง  ข.แสดงกราฟ
ระหว่างปริมาณโปรตีนสัมพัทธ์กับอัตราส่วนโปรตีน p-ERK/ERK ที่ความเข้มข้นของไซพริพีดินที่
แตกต่างกัน แสดงผลในรูปค่าเฉลี่ย ± ความคลาดเคลื่อนมาตรฐานการวัด (ท าการทดลอง 4 กลุ่มที่
เป็นอิสระต่อกัน) ที่ระดับความเชื่อมั่นร้อยละ 95 * p < 0.05 เมื่อเปรียบเทียบกับกลุ่มที่ไม่ได้รับสาร
ไซพริพีดิน 
 
 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

79 
 

จากผลการทดลองก่อนหน้า ท าให้ทราบว่าสารไซพริพีดินไม่ได้ออกฤทธิ์ผ่านทางวิถีสัญญาณ 
ERK ดังนั้นจึงท าการทดสอบผลของสารไซพริพีดินต่อวิถีสัญญาณ Akt ต่อไป เนื่องจากวิถี Akt 
เกี่ยวข้องกับการท าลายโปรตีน Slug ผ่านทาง GSK-3β จึงมสีมมติฐานว่าสารไซพริพีดินสามารถยับยั้ง
การท างานของ Akt จึงท าให้ Slug มีความคงตัวลดลง ทดสอบโดยท าการบ่มสารไซพริพีดินกับเซลล์ที่
ความเข้มข้นต่างๆ ที่ไม่เป็นพิษและไม่มีผลต่อการแบ่งตัวเพิ่มจ านวนของเซลล์ 0-20 ไมโครโมลาร์ เป็น
เวลา 72 ชั่วโมง จากนั้นน าเซลล์ที่ผ่านการใส่สารทดสอบแล้วมาศึกษาการแสดงออกของโปรตีนด้วย
วิธีการ Western blot พบว่าสารไซพริพีดินที่ความเข้มข้น 5, 10 และ 20 ไมโครโมลาร์ สามารถลด
ปริมาณโปรตีน p-Akt ได้อย่างมีนัยส าคัญทางสถิติในขณะที่ปริมาณ Akt ไม่เปลี่ยนแปลง มีปริมาณ
โปรตีนสัมพัทธ์ที่แสดงในรูปอัตราส่วนโปรตีน p-Akt/Akt เท่ากับ 0.62, 0.43, และ 0.21 ตามล าดับ 
(รูปที ่4.17) 
 
 เมื่อพบว่าสารไซพริพีดินสามารถลดปริมาณโปรตีนของวิธีสัญญาณ Akt ได้ จึงได้ท าการ
ทดลองศึกษาโปรตีนเป้าหมายหลักของ Akt ได้แก่ GSK-3β โดยท าการบ่มสารไซพริพีดินกับเซลล์ที่
ความเข้มข้นต่างๆ ที่ไม่เป็นพิษและไม่มีผลต่อการแบ่งตัวเพิ่มจ านวนของเซลล์ 0-20 ไมโครโมลาร์ เป็น
เวลา 72 ชั่วโมง จากนั้นน าเซลล์ที่ผ่านการใส่สารทดสอบแล้วมาศึกษาการแสดงออกของโปรตีนด้วย
วิธีการ Western blot พบว่าสารไซพริพีดินที่ความเข้มข้น 5, 10 และ 20 ไมโครโมลาร์ สามารถลด
ปริมาณโปรตีน p-GSK-3β ได้อย่างมีนัยส าคัญทางสถิติในขณะที่ปริมาณ GSK-3β รวม ไม่เปลี่ยนแปลง 
มีปริมาณโปรตีนสัมพัทธ์ที่แสดงในรูปอัตราส่วนโปรตีน p-GSK-3β/GSK-3β  เท่ากับ 0.54, 0.46, และ 
0.23 ตามล าดับ (รูปที่ 4.17) 
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รูปที่ 4.17  ก. แสดงปริมาณโปรตีน p-AKT, Akt, p-GSK-3β, GSK-3β และ GAPDH (โปรตีนควบคุม
ภายใน) เมื่อบ่มเซลล์ H460 กับสารไซพริพีดินที่ความเข้มข้น 0–20 ไมโครโมลาร์ เป็นเวลา 72 ชั่วโมง  
ข.แสดงกราฟระหว่างปริมาณโปรตีนสัมพัทธ์กับอัตราส่วนโปรตีน p-Akt/Akt และ p-GSK-3β/GSK-
3β ที่ความเข้มข้นของไซพริพีดินที่แตกต่างกัน แสดงผลในรูปค่าเฉลี่ย ± ความคลาดเคลื่อนมาตรฐาน
การวัด (ท าการทดลอง 4 กลุ่มที่เป็นอิสระต่อกัน) ที่ระดับความเชื่อมั่นที่ที่ระดับความเชื่อมั่นร้อยละ 
95 * p < 0.05 เมื่อเปรียบเทียบกับกลุ่มที่ไม่ได้รับสารไซพริพีดิน 
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เพ่ือเป็นการยืนยันผลการทดลองว่าสารไซพริพีดินออกฤทธิ์ผ่านทางวิถีสัญญาณ Akt จึงท า
การทดลองด้วยการใช้ LY294002 ซึ่งเป็นสารยับยั้ง Phosphatidylinositol 3-kinase (PI3K)/Akt 
แล้วเปรียบเทียบผลการแสดงออกของระดับโปรตีนเช่นเดียวกับที่ศึกษาในการทดสอบด้วยสารไซพริพี
ดิน ท าการบ่มสาร LY294002 กับเซลล์ที่ความเข้มข้น 0, 2.5, 5 และ 10 ไมโครโมลาร์ ซึ่งเป็นความ
เข้มข้นที่ไม่เป็นพิษต่อเซลล์ เป็นเวลา 24 ชั่วโมง จากนั้นน าเซลล์ที่ได้มาศึกษาการแสดงออกของ
โปรตีนด้วยวิธีการ Western blot พบว่า LY294002 ที่ความเข้มข้น 2.5, 5 และ 10 ไมโครโมลาร์ 
สามารถลดปริมาณโปรตีน p-Akt ได้อย่างมีนัยส าคัญทางสถิติในขณะที่ปริมาณ Akt ไม่เปลี่ยนแปลง 
มีปริมาณโปรตีนสัมพัทธ์ที่แสดงในรูปอัตราส่วนโปรตีน p-Akt/Akt เท่ากับ 0.97, 0.56, และ 0.3 
ตามล าดับ และผลการทดสอบใน GSK-3β พบว่า LY294002 สามารถลดปริมาณโปรตีน p-GSK-3β 
ได้อย่างมีนัยส าคัญทางสถิติในขณะที่ปริมาณ GSK-3β ไม่เปลี่ยนแปลง มีปริมาณโปรตีนสัมพัทธ์ที่
แสดงในรูปอัตราส่วนโปรตีน p-GSK-3β/GSK-3β เท่ากับ 0.94, 0.81 และ 0.36 ตามล าดับ (รูปที่ 
4.18) 
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รูปที่ 4.18  ก. แสดงปริมาณโปรตีน p-AKT Akt p-GSK-3β GSK-3β และ GAPDH (โปรตีนควบคุม
ภายใน) เมื่อบ่มเซลล์ H460 กับ LY294002 (Akt inhibitor) ที่ความเข้มข้น 0–10 ไมโครโมลาร์ เป็น
เวลา 24 ชั่วโมง  ข.แสดงกราฟระหว่างปริมาณโปรตีนสัมพัทธ์กับอัตราส่วนโปรตีน p-Akt/Akt และ 
p-GSK-3β/GSK-3β ที่ความเข้มข้นของ  LY294002 ที่แตกต่างกัน แสดงผลในรูปค่าเฉลี่ย  ± 
ความคลาดเคลื่อนมาตรฐานการวัด (ท าการทดลอง 4 กลุ่มที่เป็นอิสระต่อกัน) ที่ระดับความเชื่อมั่น
ร้อยละ 95 * p < 0.05 เมื่อเปรียบเทียบกับกลุ่มที่ไม่ได้รับสาร LY294002 
 
 จากนั้นท าการทดสอบผลของสาร LY294002 ต่อการเคลื่อนที่ของเซลล์ ท าการบ่มสาร 
LY294002 กับเซลล์ที่ความเข้มข้น 0, 2.5, 5 และ 10 ไมโครโมลาร์ ซึ่งเป็นความเข้มข้นที่ไม่เป็นพิษ
ต่อเซลล์ เป็นเวลา 24 ชั่วโมง แล้วน าเซลล์ที่ผ่านการบ่มกับสารแล้วมาทดลองด้วยวิธี Wound 
healing พบว่าสาร LY294002 สามารถยับยั้งการเคลื่อนที่ของเซลล์ได้อย่างมีนัยส าคัญทางสถิติเมื่อ
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เทียบกับกลุ่มควบคุมที่ความเข้มข้น 5 และ 10 ไมโครโมลาร์ ที่เวลา 12 ชั่วโมง มีอัตราการเคลื่อนที่
ของเซลล์สัมพัทธ์ที่ 0.83 และ 0.66 ตามล าดับที่ 24 ชั่วโมง มีอัตราการเคลื่อนที่ของเซลล์สัมพัทธ์ที่ 
0.96 และ 0.84 ตามล าดับ (รูปที่ 4.19) 
 ซึ่งผลการทดสอบของสาร LY294002 ให้ผลของทั้งปริมาณโปรตีน p-Akt/Akt, p-GSK-
3β/GSK-3β และ ผลการยับยั้งการเคลื่อนที่ของเซลล์จาก Wound healing ไปในทิศทางเดียวกันกับ
ผลของสารไซพริพีดิน จึงอาจเป็นไปได้ว่าสารไซพริพีดินออกฤทธิ์ผ่านทางวิธี Akt 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที่ 4.19  ก. แสดงช่องว่างระหว่างเซลล์ที่เวลา 0, 12 และ 24 ชั่วโมง เมื่อบ่มเซลล์ H460 กับ 
LY294002 ที่ความเข้มข้น 0 – 10 ไมโครโมลาร์ เป็นเวลา 24 ชั่วโมง ข.แสดงกราฟระหว่างอัตราการ
เคลื่อนที่ของเซลล์สัมพัทธ์กับเวลา ที่ความเข้มข้นต่างๆ ของ LY294002 แสดงผลในรูปค่าเฉลี่ย ± 
ความคลาดเคลื่อนมาตรฐานการวัด  (ท าการทดลอง 4 กลุ่มที่เป็นอิสระต่อกัน) ที่ระดับความเชื่อมั่น
ร้อยละ 95 * p < 0.05 เมื่อเปรียบเทียบกับกลุ่มที่ไม่ได้รับสาร LY294002 
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เพ่ือเป็นการยืนยันว่าสารไซพริพีดินสามารถยับยั้งการบวนการเปลี่ยนแปลงจากเซลล์เยื่อบุผิว
ไปเป็นเซลล์มีเซนไคม์ผ่านทางวิถี Akt จึงท าการเพิ่มการแสดงออกของโปรตีน Akt ในเซลล์มะเร็งปอด
ชนิด H460 โดยท าการ Transfection ด้วย Plasmid ที่มียีน Akt แล้วท าการทดสอบผลการ 
Transfect ด้วยการวัดปริมาณโปรตีนโดยวิธี Western blot  พบว่า Akt plasmid สามารถเพ่ิม
ปริมาณทั้ง p-Akt และ Akt ได้อย่างมีนัยส าคัญทางสถิติเมื่อเทียบกับกลุ่มควบคุม (Vector plasmid) 
(รูปที่ 4.20) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที่ 4.20  ก. แสดงปริมาณโปรตีน p-Akt, Akt และ GAPDH (โปรตีนควบคุมภายใน) ของเซลล์ 
H460 ที่ถูก Transfect ด้วย Akt plasmid ที่ความเข้มข้น 2 ไมโครกรัมเป็นเวลา 24 ชั่วโมง  ข. แสดง
กราฟระหว่างปริมาณโปรตีนสัมพัทธ์ของ p-Akt และ Akt ของเซลล์ในกลุ่มควบคุมและกลุ่มที่ได้รับ
การ Transfect ด้วย Akt plasmid ผลในรูปค่าเฉลี่ย ± ความคลาดเคลื่อนมาตรฐานการวัด (ท าการ
ทดลอง 4 กลุ่มที่เป็นอิสระต่อกัน) ที่ระดับความเชื่อมั่นร้อยละ 95 * p < 0.05 เมื่อเปรียบเทียบกับ
กลุ่ม H460/Ctrl  
 
 จากนั้นจึงน าเซลล์ที่ผ่านการเพ่ิมการแสดงออกของ Akt แล้ว มาท าการทดสอบผลของสาร
ไซพริพีดินต่อการเคลื่อนที่ของเซลล์  บ่มสารไซพริพีดินกับเซลล์ที่ความเข้มข้นที่ไม่เป็นพิษและไม่มีผล
ต่อการแบ่งตัวเพ่ิมจ านวนของเซลล์ 0-20 ไมโครโมลาร์ เป็นเวลา 72 ชั่วโมง แล้วน าเซลล์ที่ผ่านการ
บ่มกับสารแล้วมาทดลองด้วยวิธี Wound healing พบว่า Akt สามารถยับยั้งผลของสารไซพริพีดิน ใน
การลดการเคลื่อนที่ของเซลล์มะเร็ง (รูปที่ 4.21) นอกจากนั้นพบว่าการเพ่ิมการแสดงออกของ Akt 
สามารถยับยั้งผลของสารไซพริพีดิน ในการลดการท างานของ p-Akt, ลดการแสดงออกของ Slug 
และปริมาณ p-GSK-3β ไดอ้ย่างมีนัยส าคัญทางสถิติเม่ือเทียบกับกลุ่มควบคุม (รูปที่ 4.22) 
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รูปที่ 4.21  ก. แสดงช่องว่างระหว่างเซลล์ที่เวลา 0 และ 24 ชั่วโมง เมื่อบ่มเซลล์ H460 ที่ได้รับการ
เพ่ิมการแสดงออกของ Akt แล้ว กับสารไซพริพีดินที่ความเข้มข้น 0–20 ไมโครโมลาร์ เป็นเวลา 72 
ชั่วโมง  ข.แสดงกราฟระหว่างอัตราการเคลื่อนที่ของเซลล์สัมพัทธ์กับเซลล์ในกลุ่มควบคุมและกลุ่มที่
ได้รับการ Transfect ด้วย Akt plasmid ที่ความเข้มข้นต่างๆ ของสารไซพริพีดิน แสดงผลในรูป
ค่าเฉลี่ย ± ความคลาดเคลื่อนมาตรฐานการวัด (ท าการทดลอง 4 กลุ่มที่เป็นอิสระต่อกัน) ที่ระดับ
ความเชื่อมั่นร้อยละ 95 * p < 0.05 เมื่อเปรียบเทียบกับกลุ่มที่ไม่ได้รับสารไซพริพีดิน และ # p < 
0.05 เมื่อเปรียบเทียบกับกลุ่ม H460/Ctrl
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รูปที่ 4.22  ก. แสดงปริมาณโปรตีน p-Akt, Akt, p-GSK-3β, GSK-3β, Slug และ GAPDH (โปรตีน
ควบคุมภายใน) เมื่อบ่มเซลล์ H460 ที่ได้รับการเพ่ิมการแสดงออกของ Akt กับสารไซพริพีดินที่ความ
เข้มข้น 0–20 ไมโครโมลาร์ เป็นเวลา 72 ชั่วโมง  ข. แสดงกราฟระหว่างปริมาณโปรตีนสัมพัทธ์กับ
อัตราส่วนโปรตีน p-Akt/Akt  ค. p-GSK-3β/GSK-3β และ ง. Slug ในแต่ละกลุ่มเซลล์ (กลุ่มควบคุม
และกลุ่มที่ถูกเพ่ิมการแสดงออกของ Akt) ที่ความเข้มข้นของสารไซพริพีดินที่แตกต่างกัน แสดงผลใน
รูปค่าเฉลี่ย ± ความคลาดเคลื่อนมาตรฐานการวัด (ท าการทดลอง 4 กลุ่มที่เป็นอิสระต่อกัน) ที่ระดับ
ความเชื่อมั่นร้อยละ 95 * p < 0.05 และ  ** p < 0.001 เมื่อเปรียบเทียบกับกลุ่มที่ไม่ได้รับสารไซพริ
พีดิน   # p < 0.05 เมื่อเปรียบเทียบกับกลุ่ม H460/Ctrl 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

87 
 
4.9 การทดสอบผลของสารไซพริพีดินต่อกระบวนการเปลี่ยนแปลงจากเซลล์เยื่อบุผิวไปเป็นเซลล์
มีเซนไคม์ในเซลล์มะเร็งปอดชนิด H23 

 เพ่ือเป็นการยืนยันความจ าเพาะเจาะจงของสารไซพริพีดินต่อเซลล์มะเร็งปอด จึงท าการ
ทดลองเช่นเดียวกันกับเซลล์มะเร็งปอดชนิด H460 ในเซลล์มะเร็งปอดชนิด H23 
 ท าการทดสอบความเป็นพิษของสารไซพริพีดินในเซลล์มะเร็งปอด H23 เพ่ือหาความเข้มข้น
ที่ไม่เป็นพิษต่อเซลล์ พบว่าสารไซพริพีดินที่ความเข้มข้นที่น้อยกว่าหรือเท่ากับ 50 ไมโครโมลาร์ ไม่มี
ผลต่อการอยู่รอดของเซลล์อย่างมีนัยส าคัญทางสถิติทั้งเวลาที่ 24, 48 และ 72 ชั่วโมง (รูปที่ 4.23) 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที่ 4.23  แสดงกราฟระหว่างอัตราการมีชีวิตของเซลล์สัมพัทธ์กับความเข้มข้นของสารไซพริพีดิน 
เมื่อบ่มเซลล์ H23 กับสารไซพริพีดินที่ความเข้มข้น 0–200 ไมโครโมลาร์ เป็นเวลา 24, 48 และ 72 
ชั่วโมง แสดงผลในรูปค่าเฉลี่ย ± ความคลาดเคลื่อนมาตรฐานการวัด  (ท าการทดลอง 4 กลุ่มที่เป็น
อิสระต่อกัน) ที่ที่ระดับความเชื่อมั่นร้อยละ 95 * p < 0.05 เมื่อเปรียบเทียบกับกลุ่มที่ไม่ได้รับสารไซพ
ริพีดิน 
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ท าการทดสอบหาความเข้มข้นของสารไซพริพีดินที่ไม่ส่งผลต่อการเพ่ิมหรือการลดการแบ่งตัว
เพ่ิมจ านวนของเซลล์ พบว่าสารไซพริพีดินที่ความเข้มข้น 0-50 ไมโครโมลาร์ เวลาบ่มที่ 24, 48 และ 
72 ชั่วโมง ไม่ส่งผลต่ออัตราการเพ่ิมขึ้นหรือการลดลงของจ านวนเซลล์สัมพัทธ์อย่างมีนัยส าคัญทาง
สถิติเมื่อเทียบกับกลุ่มควบคุม (รูปที่ 4.24) 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
รูปที่ 4.24  แสดงกราฟระหว่างอัตราการเพ่ิมจ านวนเซลล์สัมพัทธ์กับความเข้มข้นของสารไซพริพีดิน 
เมื่อบ่มเซลล์ H23 กับสารไซพริพีดินที่ความเข้มข้น 0–50 ไมโครโมลาร์ เป็นเวลา 24, 48 และ 72 
ชั่วโมง แสดงผลในรูปค่าเฉลี่ย ± ความคลาดเคลื่อนมาตรฐานการวัด  (ท าการทดลอง 4 กลุ่มที่เป็น
อิสระต่อกัน) ที่ระดับความเชื่อมั่นร้อยละ 95 * p < 0.05 เมื่อเปรียบเทียบกับกลุ่มที่ไม่ได้รับสารไซพริ
พีดิน 
 
 ท าการทดสอบผลของสารไซพริพีดินต่อการเคลื่อนที่ของเซลล์มะเร็งปอด ด้วยวิธี Wound 
healing พบว่าสารไซพริพีดินสามารถยับยั้งการเคลื่อนที่ของเซลล์ได้อย่างมีนัยส าคัญทางสถิติเมื่อ
เทียบกับกลุ่มควบคุม โดยเริ่มสังเกตเห็นผลได้ตั้งแต่เวลาที่ 24 ชั่วโมงแรกที่ความเข้มข้น 50 ไมโครโม
ลาร์ เห็นผลชัดเจนขึ้นที่ 48 และ 72ชั่วโมง ที่ความเข้มข้น 20 และ 50 ไมโครโมลาร์ (รูปที่ 4.25) 
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รูปที่ 4.25  ก. แสดงช่องว่างระหว่างเซลล์ที่เวลา 0, 24, 48 และ 72 ชั่วโมง เมื่อบ่มเซลล์ H23 กับ
สารไซพริพีดินที่ความเข้มข้น 0–50 ไมโครโมลาร์ เป็นเวลา 72 ชั่วโมง  ข.แสดงกราฟระหว่างอัตรา
การเคลื่อนที่ของเซลล์สัมพัทธ์กับเวลา ที่ความเข้มข้นต่างๆ ของสารไซพริพีดิน แสดงผลในรูปค่าเฉลี่ย 
± ความคลาดเคลื่อนมาตรฐานการวัด (ท าการทดลอง 4 กลุ่มที่เป็นอิสระต่อกัน) ที่ระดับความเชื่อมั่น
ร้อยละ 95 * p < 0.05 เมื่อเปรียบเทียบกับกลุ่มที่ไม่ได้รับสารไซพริพีดิน 
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ท าการทดสอบผลของไซพริพีดินต่อการแสดงออกของโปรตีนบ่งชี้ของเซลล์มีเซนไคม์และ
เซลล์เยื่อบุผิวในเซลล์มะเร็งปอด พบว่าโปรตีน Slug และ Vimentin มีปริมาณลดลงแปลผกผันกับ
ความเข้มข้นที่มากขึ้นของสารไซพริพีดินอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติเมื่อเปรียบเทียบกับกลุ่มควบคุม 
ในขณะที่ Snail ไม่พบการเปลี่ยนแปลงของโปรตีนอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (รูปที่ 4.26) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที่ 4.26  ก. แสดงปริมาณโปรตีน Slug Snail Vimentin และ GAPDH (โปรตีนควบคุมภายใน) 
เมื่อบ่มเซลล์ H23 กับสารไซพริพีดินที่ความเข้มข้น 0–50 ไมโครโมลาร์ เป็นเวลา 72 ชั่วโมง  ข.แสดง
กราฟระหว่างปริมาณโปรตีนสัมพัทธ์กับความเข้มข้นของสารไซพริพีดิน แสดงผลในรูปค่าเฉลี่ย ± 
ความคลาดเคลื่อนมาตรฐานการวัด (ท าการทดลอง 4 กลุ่มที่เป็นอิสระต่อกัน) ที่ระดับความเชื่อมั่น
ร้อยละ 95 * p < 0.05 เมื่อเปรียบเทียบกับกลุ่มที่ไม่ได้รับสารไซพริพีดิน 
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ท าการทดสอบผลของสารไซพริพีดินต่อวิถี Akt ในเซลล์มะเร็งปอด พบว่าสารไซพริพีดินที่
ความเข้มข้น 20 และ 50 ไมโครโมลาร์ สามารถลดปริมาณโปรตีน p-Akt และ p-GSK-3β ในขณะที่
ปริมาณ Akt และ GSK-3β ไม่เปลี่ยนแปลง มีปริมาณโปรตีนสัมพัทธ์ที่แสดงในรูปอัตราส่วนโปรตีน  
p-Akt/Akt และ p-GSK-3β/GSK-3β ลดลงอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติเมื่อเทียบกับกลุ่มควบคุม (รูปที่ 
4.27) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที่ 4.27  ก. แสดงปริมาณโปรตีน p-AKT Akt p-GSK-3β GSK-3β และ GAPDH (โปรตีนควบคุม
ภายใน) เมื่อบ่มเซลล์ H23 กับสารไซพริพีดินที่ความเข้มข้น 0–50 ไมโครโมลาร์ เป็นเวลา 72 ชั่วโมง  
ข.แสดงกราฟระหว่างปริมาณโปรตีนสัมพัทธ์กับอัตราส่วนโปรตีน p-Akt/Akt และ p-GSK-3β/GSK-
3β ที่ความเข้มข้นของไซพริพีดินที่แตกต่างกัน แสดงผลในรูปค่าเฉลี่ย ± ความคลาดเคลื่อนมาตรฐาน
การวัด (ท าการทดลอง 4 กลุ่มที่เป็นอิสระต่อกัน) ที่ระดับความเชื่อมั่นร้อยละ 95 * p < 0.05 เมื่อ
เปรียบเทียบกับกลุ่มที่ไม่ได้รับสารไซพริพีดิน 
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จากผลการทดลองในข้อ 10 ทั้งหมด พบว่าสารไซพริพีดินให้ผลยับยั้งกระบวนการ
เปลี่ยนแปลงจากเซลล์เยื่อบุผิวไปเป็นเซลล์มีเซนไคม์ในเซลล์มะเร็งปอดชนิด H23 ไปในทางเดียวกัน
กับในเซลล์มะเร็งปอดชนิด H460 จึงสรุปได้ว่าสารไซพริพีดินสามารถยับยั้งกระบวนการเปลี่ยนแปลง
จากเซลล์เยื่อบุผิวไปเป็นเซลล์มีเซนไคม์ได้อย่างจ าเพาะเจาะจงในเซลล์มะเร็งปอด 
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บทที่ 5 
สรุปผลและวิจารณ์ผลการทดลอง 

 
 จากการศึกษาครั้งนี้แสดงให้เห็นถึงผลของสารไซพริพีดินในการยับยั้งการแพร่กระจายของ
เซลล์มะเร็งปอด H460 และ H23 โดยผ่านการยับยั้งการเปลี่ยนแปลงรูปร่างลักษณะจากเซลล์เยื่อบุ
ผิวไปเป็นเซลล์มีเซนไคม์ การเคลื่อนที่ของเซลล์มะเร็ง และการเจริญเติบโตของโคโลนีภายใต้สภาวะไร้
การยึดเกาะกับฐานเซลล์ ไซพริพีดินสามารถลดโปรตีนบ่งชี้ของกระบวนการเปลี่ยนแปลงจากเซลล์เยื่อ
บุผิวไปเป็นเซลล์มีเซนไคม์ ได้แก่ Slug, Vimentin, และ N-Cadherin โดยลดการท างานของ Akt (ลด
รูปกัมมันต์ของ Akt) เมื่อ Akt ถูกยับยั้งการท างาน ท าให้ GSK-3β สามารถท างานได้ ซึ่ง GSK-3β มี
หน้าที่กระตุ้นการท าลาย Slug ด้วยกระบวนการ Proteolysis ผ่าน Ubiquitin ส่งผลให้ Slug มี
ปริมาณลดลง นอกจากนั้นการลดการท างานของ Akt ยังส่งผลในการลดปริมาณของ Actin stress 
fiber และ Focal adhesion ด้วย (รูปที่ 5.1)  
 จากผลการวิจัยที่ผ่านมาท าให้ทราบว่าสารประกอบประเภท Phenolic จากสารสกัดกล้วยไม้
ในกลุ่ม Dendrobium densiflorum ตัวอย่างเช่น มอสคาทิลินมีฤทธิ์ในการยับยั้งการเคลื่อนที่และ
การรุกรานของเซลล์มะเร็งผ่านการยับยั้ง Focal-adhesion kinase-dependent (Kowitdamrong 
A et al., 2013) สารไจแกนทอลมีฤทธิ์ยับยั้งการแพร่กระจายของเซลล์มะเร็งผ่านการเพ่ิมการตาย
ของเซลล์มะเร็งเมื่อเซลล์หลุดออกจากฐานเซลล์เป็นเซลล์เดี่ยว และการยับยั้งกระบวนการ
เปลี่ ยนแปลงจากเซลล์ เยื่ อบุผิ ว ไป เป็นเซลล์มี เซนไคม์  (Charoenrungruang et al., 2014; 
Unahabhokha et al., 2016b) นอกจากนี้ในสารสกัดที่ได้จากกล้วยไม้สกุลนี้ ยังมีสารประกอบที่มี
โครงสร้างเป็น Quinone ซึ่งสารประกอบในกลุ่มนี้ก็มีรายงานว่ามีฤทธิ์ต้านมะเร็งได้เช่นเดียวกัน 
ตั วอย่ า ง เช่นกระตุ้ น ให้ เซลล์มะเร็ ง เกิดการตายแบบอะพอพโทซิส  (Saibu et al., 2014; 
Wattanathamsan et al., 2018) และจากผลการศึกษาครั้งนี้ท าให้ทราบเพ่ิมเติมถึงฤทธิ์ทางเภสัช
วิทยาของสารไซพริพีดินซึ่งเป็นสารที่มีโครงสร้างในกลุ่ม Phenanthrenequinone มีฤทธิ์ในการ
ยับยั้งกระบวนการการเปลี่ยนแปลงจากเซลล์เยื่อบุผิวไปเป็นเซลล์มีเซนไคม์ได้อย่างจ าเพาะเจาะจงกับ
เซลล์มะเร็งปอด 
 เป็นที่ทราบกันดีว่ากระบวนการเปลี่ยนแปลงจากเซลล์เยื่อบุผิวไปเป็นเซลล์มีเซนไคม์ เป็น
กระบวนการแรกเริ่มที่ส าคัญที่ท าให้เกิดการเปลี่ยนแปลงทั้งลักษณะจากเซลล์เยื่อบุผิวที่มีลักษณะ
หลายเหลี่ยมมุมไปเป็นเซลล์คล้ายเซลล์มีเซนไคม์ที่มีลักษณะคล้ายกระสวย และพฤติกรรมเพ่ือให้เอ้ือ
ต่อการอยู่รอด เช่นการเคลื่อนที่และการแพร่กระจาย และ การเจริญเติบโตของเซลล์มะเร็งภายใต้
สภาวะไร้การยึดเกาะกับฐานเซลล์ (Karlsson et al., 2017) ซึ่งการเปลี่ยนแปลงเหล่านี้ล้วนส่งเสริม
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ให้มะเร็งมีความรุนแรงและอันตรายต่อผู้ป่วยมากขึ้น (Le Bras et al., 2012) การเกิดกระบวนการ
เปลี่ยนแปลงจากเซลล์เยื่อบุผิวไปเป็นเซลล์มีเซนไคม์เกิดจากการเปลี่ยนแปลงชนิดและปริมาณของ
โปรตีน Cadherin ที่เชื่อมระหว่างเซลล์ (Cadherin switching) โดยจะมีการลดลงของโปรตีน E-
Cadherin ซึ่งเป็นโปรตีนที่เชื่อมระหว่างเซลล์เยื่อบุผิว และมีการเพ่ิมขึ้นของโปรตีน N-Cadherin ซึ่ง
เป็นโปรตีนที่เชื่อมระหว่างเซลล์มีเซนไคม์ (Gheldof and Berx,2013) จากการศึกษาที่ผ่านมาพบว่า
การเพ่ิมขึ้นของ N-Cadherin เกี่ยวข้องกับการเกิดการแพร่กระจายของมะเร็งและเมื่อท าให้ N-
Cadherin ลดลงสามารถลดการแพร่กระจายของมะเร็งลดลงได้ (Shih and Yamada, 2012) ดังนั้น 
N-Cadherin จึงเป็นเป้าหมายหนึ่ งในการรักษามะเร็งปอด (Lade-Keller et al., 2013) ซึ่งใน
การศึกษานี้พบว่าสารไซพริพีดินสามารถรบกวนกระบวนการ Cadherin switching โดยท าให้ N-
Cadherin มีปริมานลดลงได ้
 การเกิดกระบวนการ Cadherin switching ถูกควบคุมได้ทั้งจากระดับการสร้างโปรตีน 
(Transcriptional) และการ เปลี่ ยนแปลงหลั งจากการสร้ า ง โปรตีน  (Post-transcriptional 
modification) (Peinado et al., 2004; Kanemaru et al., 2013; Rago et al., 2014) ซึ่ ง 
Transcription factor หลักท่ีเกี่ยวข้องกับการควบคุมการแสดงออกของโปรตีน Cadherin คือ Snail 
และ Slug (BolÓs et al., 2003) แม้ว่าในการศึกษานี้สารไซพริพีดินจะสามารถลดปริมาณโปรตีน 
Slug แต่ไม่มีผลต่อโปรตีน Snail ซึ่งก็เป็นไปได้ว่าการลดลงของ N-Cadherin ในการศึกษาครั้งนี้ เกิด
จากการควบคุมของ Slug เพียงอย่างเดียวโดยไม่เกี่ยวข้องกับ Snail เพราะให้ผลสอดคล้องกับศึกษาที่
ผ่านมาที่พบว่าการเพ่ิมขึ้นของ N-Cadherin เป็นผลมาจากการเพ่ิมขึ้นของ Slug โดยไม่เกี่ยวข้องกับ 
Snail (Cao et al., 2015) นอกจากนี้ยังอาจเป็นไปได้ว่า N-Cadherin ลดลงจากการเปลี่ยนแปลง
หลังจากการสร้างโปรตีน เช่น ผ่านทางการควบคุมของวิถี PI3K/mTOR (Palma-Nicolás and 
López-Colomé, 2013) หรือ ผ่านทาง microRNAs (Rago et al., 2014; Sheth et al., 2012; Han 
et al., 2012)  
 นอกจากนี้ไซพริพีดินยังสามารถลดปริมาณ Vimentin ซึ่งเป็นเส้นใยโปรตีนที่ท าหน้าที่เป็น
โปรตีนโครงร่างในเซลล์มีเซนไคม์ และสามารถกระตุ้นให้เกิดกระบวนการเปลี่ยนแปลงจากเซลล์เยื่อบุ
ผิวไปเป็นเซลล์มีเซนไคม์ (Liu et al., 2015) จากผลการการทดลองนี้ Vimentin อาจลดลงจากการ
ลดลงของ Slug ซึ่งสอดคล้องกับการศึกษาที่ผ่านมาที่ระบุว่า Slug กระตุ้นการแสดงออกของ 
Vimentin และส่งเสริมให้เกิดกระบวนการเปลี่ยนแปลงจากเซลล์เยื่อบุผิวไปเป็นเซลล์มีเซนไคม์ใน
มะเร็งเต้านม (Vuoriluoto et al., 2011; Cheng et al., 2012; Zhang et al., 2016b) จากผลการ
ทดลองข้างต้นจะเห็นได้ว่า Slug มีบทบาทส าคัญในการส่งเสริมให้เกิดกระบวนการเปลี่ยนแปลงจาก
เซลล์เยื่อบุผิวไปเป็นเซลล์มีเซนไคม์ ดังนั้น Slug จึงจัดเป็นเป้าหมายที่น่าสนใจในการยับยั้งมะเร็งปอด   
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ในการศึกษานี้พบว่าสารไซพริพีดินลดปริมาณ Slug ได้ แม้ว่าจะไม่พบการเปลี่ยนแปลงใน
ระดับการสร้าง mRNA ของ Slug เนื่องจากเมื่อท าการทดสอบการแสดงออก mRNA ของ Slug 
พบว่าไซพริพีดินไม่สามารถลดการแสดงออก mRNA แต่สารไซพริพีดินสามารถเพ่ิมการท าลายของ 
Slug ได้ โดยผ่านกระบวนการ Ubiquitination ผ่านการกระตุ้นการท างานจาก Akt  
 จากการศึกษาที่ผ่านมาท าให้ทราบว่าวิถี Akt เกี่ยวข้องกับกระบวนการต่างๆ ภายในเซลล์ 
เช่น การอยู่รอด การแบ่งตัวเพ่ิมจ านวน และการแพร่กระจายของเซลล์มะเร็งที่ เกี่ยวข้องกับ
กระบวนการเปลี่ยนแปลงจากเซลล์เยื่อบุผิวไปเป็นเซลล์มีเซนไคม์ (Grille et al., 2003; Hers et al., 
2011) นอกจากนี้ยังมีการศึกษาที่ระบุว่า Akt สามารถยับยั้งการท าลาย Slug ผ่านทางการยับยั้งการ
ท างานของ GSK-3β ซึ่งเป็นโปรตีนเป้าหมายหลักของ Akt เนื่องจากโดยปกติ GSK-3β มีหน้าที่ในการ
เติมหมู่ฟอสเฟตให้แก่ Slug เพ่ือกระตุ้นให้ Slug เคลื่อนที่ออกนอกนิวเคลียสและจับกับ Ubiquitin 
เกิดการท าลายผ่าน Proteasome แต่เมื่อ  GSK-3β ถูกเติมหมู่ฟอสเฟตจาก Akt ที่ต าแหน่ง Ser9 จะ
ท าให้ GSK-3β เปลี่ยนไปอยู่ในรูปที่ไม่สามารถท างานได้ ดังนั้น Slug จึงไม่ถูกท าลาย (Voutsadakis 
2012; Beurel et al., 2015) และจากผลการศึกษาที่ผ่านมาพบว่า เมื่อท าการยับยั้งการท างานของ 
Akt จะสามารถเพ่ิมการท าลายของ Slug (Unahabhokha et al., 2016a; Kao et al., 2014) ซึ่ง
ให้ผลสอดคล้องกับการศึกษาในครั้งนี้ เนื่องจากสารไซพริพีดินสามารถยับยั้งการท างานของ Akt 
ส่งผลให้ GSK-3β  สามารถท างานได้ ดังนั้น Slug จึงไม่ถูกยับยั้งการท าลาย  
 นอกจากนั้นวิถี Akt ยังสามารถควบคุมการแสดงออกของ Paxillin ซึ่งเป็นโปรตีนส าคัญของ 
Focal adhesion และส่งผลต่อการจัดเรียงตัวใหม่ของ Actin stress fiber ทีช่่วยส่งเสริมการเคลื่อนที่
ของเซลล์ได้อีกด้วย (Metalli et al., 2010; Schaller, 2001) จากผลการศึกษาท่ีผ่านมาระบุว่า Actin 
stress fiber ท างานร่วมกับ Paxillin ที่ต าแหน่งเดี่ยวกันบริเวณ Focal adhesion เพ่ือส่งเสริมการ
เคลื่อนที่ของเซลล์ (Liu et al., 2015) และอีกการศึกษาระบุว่าเมื่อวิถี Akt ถูกยับยั้งการท างาน จะ
ส่งผลในการลดการแสดงออกของ  Paxillin และสามารถลดการแพร่กระจายของเซลล์มะเร็งล าไส้ได้  
(Zhang et al., 2015) ซึ่งสอดคล้องกับผลการทดลองในครั้งนี้ที่พบว่า สารไซพริพีดินสามารถยับยั้ง
การเคลื่อนที่ของเซลล์มะเร็งปอด ผ่านทางการยับยั้งการท างานของ Akt ส่งผลต่อการลดการ
แสดงออกของ Actin stress fiber และ Paxillin ที่บริเวณ Focal adhesion  

อะนอยคิสเป็นการตายของเซลล์แบบอะพอพโทซิสอย่างหนึ่ง ถูกกระตุ้นโดยการหลุดออก
จากฐานเซลล์และเซลล์ข้างเคียงเป็นเซลล์เดี่ยว ท าให้เซลล์เดี่ยวขาดการรับสัญญานอยู่รอดจากเซลล์
ข้างเคียงเซลล์จึงเกิดการตายแบบอะพอพโทซิส เพ่ือป้องกันไม่ให้เซลล์ที่หลุดออกไปเจริญเติบโตผิด
ต าแหน่งยังส่วนอ่ืนๆ ของร่างกายได้ เมื่อเซลล์มะเร็งเกิดกระบวนการเปลี่ยนแปลงจากเซลล์เยื่อบุผิว
ไปเป็นเซลล์มีเซนไคม์ จะท าให้เซลล์มะเร็งเกิดการดื้อต่อการตายแบบอะนอยคิส  (Frisch et al., 
2013)โดยกระบวนการดังกล่าวท าให้เกิดการเพ่ิมขึ้นของโปรตีนที่ท าหน้าที่ยับยั้งการตายแบบอะพอพ
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โทซิส ได้แก่ Bcl-2 Bcl-xL และ Mcl-1 หรือยับยั้งโปรตีนที่ท าหน้าที่เหนี่ยวน าให้เกิดการตายแบบอะ
พอพโทซิส ได้แก่ Bad และ Bim ซึ่งจะสามารถยับยั้งการตายของเซลล์มะเร็งแบบอะนอยคิสได้ 
(Paoli et al., 2013; Onder et al., 2008) ส่งผลให้เซลล์มะเร็งที่เกิดการหลุดออกจากก้อนมะเร็ง
ปฐมภูมิมีชีวิตรอดและแพร่กระจายไปยังอวัยวะเป้าหมายได้  จากการศึกษาที่ผ่านมาพบว่าการท างาน
ของวิถี Akt ส่งผลในการลดการท างานของ Bad และ Bim ซึ่งเป็นโปรตีนที่ท าหน้าที่เหนี่ยวน าให้เซลล์
เกิดการตายแบบอะพอพโทซิส (Qi et al., 2006) ร่วมกับการศึกษาที่ระบุว่า Slug ส่งผลให้เซลล์ดื้อ
ต่อการตายแบบอะนอยคิสด้วยการกระตุ้นการแสดงออกของ ZEB1 ในเซลล์มะเร็งผิวหนังเมลาโนมา 
(Wels et al., 2011) และเมื่อทดลองยับยั้งการแสดงออกของ Slug พบว่าสามารถลดการแสดงออก
ของโปรตีน Bcl-2 ได้ ส่งผลให้เซลล์มะเร็งเกิดการตายแบบอะพอพโทซิส (Vitali et al., 2008) จาก
ผลการศึกษาในครั้งนี้พบว่าสารไซพริพีดินสามารถเพ่ิมการตายของเซลล์แบบอะนอยคิส (จากผลการ
ทดลอง Colony formation) ได้ ซึ่งน่าจะเป็นผลมาจากการที่สารไซพริพีดินสามารถลดทั้งการท างาน
ของวิถี Akt และการลดลงของปริมาณ Slug 
 Ubiquitination เป็นกระบวนการที่ส าคัญในการท าลายโปรตีนที่เกี่ยวข้องกับ Proteasome 
โดยกระบวนการจะเกิดขึ้นจากโปรตีน Ubiquitin ไปจับกับโปรตีนเป้าหมายแล้วน าพาโปรตีน
เป้าหมายเข้าสู่ Proteasome เพ่ือเกิดการท าลายต่อไป (Shah et al., 2001; Mani and Gelmann, 
2005; Lecker, 2006)  จ ากการศึ กษาที่ ผ่ านมาระบุ ว่ า  Slug ถู กท าลายผ่ านกระบวนการ 
Ubiquitination (Voutsadakis, 2012) และการศึกษาที่ผ่านมาระบุว่าพบความผิดปกติของการ
ท างานของ Proteasome ในเซลล์มะเร็งเต้านม ท าให้  Slug ถูกท าลายช้าลง ส่งผลกระตุ้น
กระบวนการเปลี่ยนแปลงจากเซลล์เยื่อบุผิวไปเป็นเซลล์มีเซนไคม์ (Proia et al., 2011)  และใน
การศึกษานี้พบว่า สารไซพริพีดินสามารถลดปริมาณโปรตีน Slug ด้วยการเพ่ิมการท าลายโปรตีนจาก
กระบวนการ Proteolysis ผ่าน Ubiquitin  
 แม้ว่าทั้ง Slug และ Snail จะเป็นโปรตีนในกลุ่มของ Snail family ทั้งคู่และเกิดการท าลาย
ผ่านวิถี GSK-3β ได้เหมือนกัน (Kim et al., 2012; Zhou et al., 2004) แต่ผลการศึกษาดังกล่าว
พบว่าสารไซพริพีดินสามารถลดปริมาณ Slug ได้แต่ไม่มีผลต่อปริมาณของ Snail อาจเนื่องมาจาก 
Snail และ Slug มีโครงสร้างบางส่วนที่แตกต่างกัน ท าให้มีโปรตีนมาจับแล้วเกิดการกระตุ้นหรือยับยั้ง
ได้แตกต่างกัน ส่งผลต่อความคงตัวของ Snail ได้ จากการศึกษาที่ผ่านมาระบุว่า Snail ถูกควบคุมการ
ท างานได้จากวิถีอ่ืนนอกเหนือจาก Akt/GSK-3 β เช่น หาก Snail ถูกเติมหมู่ฟอสเฟตที่ต าแหน่ง Ser 
11 ด้ วย  Protein kinase D1 (PKD1) Snail จะถู กท าลายผ่ านทาง  FOXB11 (F-box protein) 
(Zheng et al., 2014; Du et al., 2010) หรือการเกิดการดึงหมู่ฟอสเฟตออกจาก Snail ด้วยเอนไซม์ 
Small C-terminal domain phosphatases (SCPs) ซึ่งเป็นเอนไซม์ที่เฉพาะเจาะจงกับ Snail ท าให้ 
Snail มีความคงตัวไม่ถูกท าลาย (Wu et al., 2009a) นอกจากนี้ยังมีวิถีอ่ืนที่ส่งผลต่อความคงตัวของ 
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Snail เช่น TNFα สามารถยับยั้งการเติมหมู่ฟอสเฟตให้แก่ Snail ผ่านทาง COP9 signalosome 2 
(CSN2) (เป็นเอมไซน์ Isopeptidase ใช้ท าลายพันธะ Isopeptide) (Wu et al., 2009b) และ HSP27 
(heat-shock protein) (เป็นโปรตีนที่ถูกสร้างขึ้นเมื่อเซลล์อยู่ในสภาวะเครียด) สามารถป้องกันไม่ให้ 
Snail ถูกท าลายโดยการยับยั้ง Proteasome (Wettstein et al., 2013) ในการศึกษานี้อาจเป็นไปได้
ว่า Snail ไม่ได้เป็นเป้าหมายของไซพริพีดินในการยับยั้งกระบวนการเปลี่ยนแปลงจากเซลล์เยื่อบุผิวไป
เป็นเซลล์มีเซนไคม ์
 จากผลการศึกษาทั้งหมดท าให้ทราบว่าสารไซพริพีดินสามารถยับยั้ ง กระบวนการ
เปลี่ยนแปลงจากเซลล์เยื่อบุผิวไปเป็นเซลล์มีเซนไคม์ในเซลล์มะเร็งปอด โดยผ่านการยับยั้งการท างาน
ของ Akt ซึ่งส่งผลเพ่ิมการท างานของ GSK-3β เป็นผลให้ Slug ถูกท าลายมากขึ้น การค้นพบในครั้งนี้
จะช่วยให้ทราบถึงฤทธิ์ทางเภสัชวิทยาของสารไซพริพีดิน และเป็นข้อมูลพื้นฐานในการวิจัยและพัฒนา
สารนี้เพื่อใช้ในการรักษาผู้ป่วยมะเร็งปอดต่อไปในอนาคต
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รูปที่ 5.1 แสดงแผนภาพสรุปกลไกการออกฤทธิ์ของสารไซพริพีดินในการยับยั้งกระบวนการ
เปลี่ยนแปลงจากเซลล์เยื่อบุผิวไปเป็นเซลล์มีเซนไคม์ในเซลล์มะเร็งปอด
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ภาคผนวก ก 
การเจือจาง Antibodies และ ส่วนประกอบสารละลาย 
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การเจือจาง Antibody ในแต่ละการทดลอง 
วิธี Western blot 
Primary antibodies 

- Rabbit anti-Snail (1:1000 ละลายใน BSA ร้อยละ 5) 
- Rabbit anti-Slug (1:1000 ละลายใน BSA ร้อยละ 5) 
- Rabbit anti-Vimentin (1:1000 ละลายใน BSA ร้อยละ 5) 
- Rabbit anti-N-cadherin (1:1000 ละลายใน BSA ร้อยละ 5) 
- Rabbit anti-Phosphorylated Akt (Ser473) (1:1000 ละลายใน BSA ร้อยละ 5) 
- Rabbit anti-Akt (1:2000 ละลายใน BSA ร้อยละ 5) 
- Rabbit anti-Phosphorylated GSK-3β (Ser9) (1:1000 ละลายใน BSA ร้อยละ 5) 
- Rabbit anti-GSK-3β (1:2000 ละลายใน BSA ร้อยละ 5) 
- Rabbit anti-Phosphorylated ERK 1/2 (Thr202 and Thr204) (1:1000 ละลายใน 

BSA ร้อยละ 5) 
- Rabbit anti-ERK (1:2000 ละลายใน BSA ร้อยละ 5) 
- Mouse anti-GAPDH (1:1000 ละลายใน Milk ร้อยละ 0.5) 

 
Secondary antibodies 

- Rabbit anti-IgG HRP-linked (1:1000 ละลายใน BSA ร้อยละ 5) 
- Mouse anti-IgG HRP-linked (1:1000 ละลายใน Milk รอ้ยละ 0.5) 

 
วิธี Immunofluorescence 

- Mouse anti-Paxillin (1:500 ละลายใน BSA ร้อยละ 1 และ Triton-x ร้อยละ 0.1) 
- Mouse anti-IgG Alexa Fluor 488 (1:1000 ละลายใน BSA ร้อยละ 1 และ Triton-x 

ร้อยละ 0.1) 
- Rabbit anti-Phalloidin 568 (1:1000 ละลายใน BSA ร้อยละ 1 และ Triton-x ร้อยละ 

0.1) 
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วิธี Immunoprecipitation 
บ่ม Lysate กับ antibodies 

- Rabbit anti-Slug (Cell signaling) cat.no 9585 C19G7 lot.6  

มี Slug 349 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร  

ในการทดลองนี้ใช้ 1 ไมโครลิตร antibodies ต่อ Lysate ประมาณ 280 ไมโครลิตร  

Western blot 
- Primary antibodies: Rabbit anti-Slug (1:1000 ละลายใน BSA ร้อยละ 5) 
- Secondary antibodies: Rabbit anti-IgG HRP-linked (1:1000 ละลายใน BSA ร้อย

ละ 5) 
- Primary antibodies: Rabbit anti-Ubiquitin (1:1000 ละลายใน Milk ร้อยละ 0.5) 

- Secondary antibodies: Rabbit anti-IgG HRP-linked (1:1000 ละลายใน Milk ร้อย
ละ 0.5) 

 
ส่วนประกอบใน TMEN lysis buffer (Western blot) 

- TMEN buffer 

 - Tris-HCl pH 7.5 20 มิลลิโมลาร์ 

 - MgCl2 1 มิลลิโมลาร์ 

 - NaCl 150 มิลลิโมลาร์ 

 - EGTA 100 มิลลิโมลาร์ 

- Sodium fluoride (NaF) 5 มิลลิโมลาร์ 

- Sodium metavanadate (NaVO3) 1 มิลลิโมลาร์ 

- Nonidet-40 ร้อยละ 1 

- Phenylmethylsulfonyl fluoride 0.1 มิลลิโมลาร์ และ 

- Protease inhibitor cocktail (Roche) 
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ส่วนประกอบ SDS-PAGE 
Separating gel 

- น้ ากลั่น (dH20) 

- 37.5 Acrylamide/bis-acrylamide ร้อยละ 40 (40% 37.5 Acry/Bis) 

- 4X Separating buffer 

- Ammonium persulfate ร้อยละ 10 (10% APS) 

- TMED 

Stacking gel  
- น้ ากลั่น 

- 37.5 Acrylamide/bis-acrylamide ร้อยละ 40 

- 4X Stacking buffer 

- Ammonium persulfate ร้อยละ 10 

- TMED 

 
 4X Separating buffer 

 - Tris-HCl pH 8.8 1.5 มิลลิโมลาร์ 

 - SDS ร้อยละ 0.4 

 4X Stacking buffer 
 - Tris-HCl pH 6.8 1.5 มิลลิโมลาร์ 

 - SDS ร้อยละ 0.4 
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โดยเลือกใช้ % gel ตามน้ าหนักโปรตีน (kDa) ดังแสดงในตาราง 

Protein kDa  50-212 30-200 25-100 10-70 18-45 

Separating gel % 5% 7.5% 10% 12% 15% 

dH20 4.625 ml 4.225 ml 3.75 ml 3.375 ml 2.825 ml 

40% 37.5 Acry/Bis 1 ml  1.4 ml 1.875 ml 2.25 ml 2.8 ml 

4X Separating 1.875 ml 1.875 ml 1.875 ml 1.875 ml 1.875 ml 

10% APS 37.5 l 37.5 µl 37.5 µl 37.5 µl 37.5 µl 

TMED 7.5 l 7.5 µl 7.5 µl 7.5 µl 7.5 µl 

Total 7.5 ml 7.5 ml 7.5 ml 7.5 ml 7.5 ml 

                    * ปริมาตรต่อการเตรียม 1 แผ่นเจล SDS-PAGE 

Stacking gel 
dH20 1.625 ml 

40% 37.5 Acry/Bis 0.25 ml 

4X Stacking 0.625 ml 
10% APS 12.5 µl 

TMED 2.5 µl 

Total 2.5 ml 
                   *ปริมาตรต่อการเตรียม 1 แผ่นเจล SDS-PAGE 

  
PVDF membrane  

- PVDF membrane ขนาดรู 0.2 ไมโครเมตร (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, 

USA) 
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TBS-T buffer 
- Tris-HCl pH 7.5 1 โมลาร์ 

- NaCl 2.5 โมลาร์ และ  

- Tween 20 ร้อยละ 0.075 

 
ส่วนประกอบใน TMEM lysis buffer (Immunoprecipitation) 
Nonidet-40  ร้อยละ 1 ใน TMEM lysis buffer (ล้าง Beads เปล่า) 

- TMEN buffer 

 - Tris-HCl pH 7.5 20 มิลลิโมลาร์ 

 - MgCl2 1 มิลลิโมลาร์ 

 - NaCl 150 มิลลิโมลาร์ 

 - EGTA 100 มิลลิโมลาร์ 

- Nonidet-40 ร้อยละ 1 

- Glycerol ร้อยละ 10 

- Sodium fluoride (NaF) 5 มิลลิโมลาร์ 

- Sodium metavanadate (NaVO3) 1 มิลลิโมลาร์ 

- Phenylmethylsulfonyl fluoride 0.1 มิลลิโมลาร์ และ 

- Protease inhibitor cocktail (Roche) 

Nonidet-40 ร้อยละ 0.25 ใน TMEM lysis buffer (ล้าง Beads ที่จับอยู่กับโปรตีน) 
- ส่วนประกอบเช่นเดียวกันแต่ใช้ Nonidet-40 ความเข้มข้นร้อยละ 0.25 
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ภาคผนวก ข 
ข้อมูลดิบ 
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1. ผลการทดสอบความเป็นพิษของสารไซพริพีดินในเซลล์มะเร็งปอดชนิด H460 ด้วยวิธี MTT 
 Conc (µM) 24 h ave SD 

0 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 0.0000 

5 0.8726 0.9547 1.0798 0.9674 0.9686 0.0852 

10 0.9927 0.8228 0.9823 0.8992 0.9243 0.0795 

20 0.8474 0.9558 0.8893 0.9493 0.9105 0.0516 

50 0.8379 0.8154 0.7498 0.7937 0.7992 0.0375 

100 0.6910 0.6278 0.7293 0.7129 0.6903 0.0445 

 
 Conc (µM) 48 h ave SD 

0 0.9984 0.8684 1.1390 0.9839 0.9974 0.1109 

5 1.1121 0.9312 0.9438 0.8292 0.9541 0.1172 

10 0.8282 0.9832 0.9218 0.9338 0.9168 0.0647 

20 0.9823 0.8284 0.9278 0.8920 0.9076 0.0646 

50 0.7723 0.6839 0.7820 0.7125 0.7377 0.0472 

100 0.6658 0.5519 0.6433 0.6104 0.6179 0.0495 

 
 Conc (µM) 72 h ave SD 

0 0.9592 0.9482 1.0823 0.9927 0.9956 0.0608 

5 0.9959 0.8712 0.9168 0.9527 0.9342 0.0530 

10 0.9327 0.9594 0.9787 0.8528 0.9309 0.0554 

20 0.8724 0.9113 0.8462 0.9484 0.8946 0.0447 

50 0.6354 0.7520 0.7241 0.7137 0.7063 0.0500 

100 0.4823 0.5782 0.5030 0.5109 0.5186 0.0415 

 
2. ผลการทดสอบความเป็นพิษของสารไซพริพีดินในเซลล์มะเร็งปอดชนิด H460 ด้วยวิธกีารย้อมเซลล์
ด้วยสีย้อมนิวเคลียส Hoechst 33342 

 Conc (µM) 0 5 10 20 50 100 

  
  
  
  

0.3240 0.3130 0.4100 0.3130 22.8070 40.0000 

0.5020 0.4560 0.4430 0.4520 13.6840 39.2860 

0.3330 0.6170 0.5560 0.3370 11.4290 40.2060 

0.7110 0.5540 0.4050 0.4040 13.2080 33.6730 

ave 0.4675 0.4850 0.4535 0.3765 15.2820 38.2913 

SD 0.1818 0.1324 0.0704 0.0634 5.1097 3.1040 
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3. ผลการทดสอบผลของสารไซพริพีดินต่อการเพ่ิมจ านวนเซลล์ในเซลล์มะเร็งปอดชนิด H460 ด้วยวิธี 
MTT 

24 h 0 (µM) 5 (µM) 10 (µM) 20 (µM) 

  
  
  
  

1.0000 0.8430 0.8412 0.8451 

1.0000 1.0130 0.8802 0.9129 

1.0000 1.0390 1.0289 1.0038 

1.0000 0.9682 0.9262 0.9365 

ave 1.0000 0.9658 0.9191 0.9246 

SD 0.0000 0.0869 0.0810 0.0655 

 
48 h 0 (µM) 5 (µM) 10 (µM) 20 (µM) 

  
  
  
  

1.0000 0.9601 0.9780 0.9800 

1.0000 0.8995 0.8930 0.9790 

1.0000 1.0933 1.0767 1.0319 

1.0000 0.9320 0.9694 0.9836 

ave 1.0000 0.9712 0.9793 0.9936 

SD 0.0000 0.0851 0.0754 0.0256 

 
72 h 0 (µM) 5 (µM) 10 (µM) 20 (µM) 

  
  
  
  

1.0000 1.0400 0.9890 1.0128 

1.0000 0.9420 1.0220 1.0280 

1.0000 1.2610 1.1830 1.0170 

1.0000 1.0520 1.0378 1.0327 

ave 1.0000 1.0738 1.0580 1.0226 

SD 0.0000 0.1342 0.0858 0.0093 
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4. ผลการทดสอบผลของสารไซพริพีดินต่อการเคลื่อนที่ของเซลล์มะเร็งปอดชนิด H460 ด้วยวิธี 
Wound healing  

 
24h 

 
 

  

 Time (h) Conc 0  (µM) ave SD 

24 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 0.0000 

48 1.5871 1.3240 1.4200 1.4987 1.4575 0.1121 

72 1.8774 2.3926 1.5920 1.7760 1.9095 0.3430 

 

24h 
 

  
  

 Time (h) Conc 5 (µM) ave SD 

24 0.8104 0.7399 1.2032 0.9413 0.9237 0.2042 

48 1.1330 1.3873 1.2568 1.2924 1.2674 0.1052 

72 1.7837 2.2118 1.4093 1.9345 1.8348 0.3345 

 

24h 
 

  
  

 Time (h) Conc 10 (µM) ave SD 

24 0.5065 0.6781 0.9686 0.7539 0.7268 0.1916 

48 0.9472 1.3252 0.8152 1.5253 1.1533 0.3290 

72 1.8582 1.7432 1.6270 1.6197 1.7120 0.1127 

 

24h 
 

  
  

Time (h)  Conc 20 (µM) ave SD 

24 0.4410 0.3562 0.5673 0.4972 0.4654 0.0893 

48 1.1692 0.8634 1.1883 0.9878 1.0522 0.1549 

72 1.6518 1.1986 1.4838 1.3654 1.4249 0.1912 

 

48h 
  
  
  

Time (h)   Conc 0 (µM) ave SD 

24 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 0.0000 

48 2.0847 2.1725 2.1020 1.9847 2.0860 0.0775 

72 2.4985 2.5225 2.8200 2.5584 2.5999 0.1488 

 

48h 
  
  
  

 Time (h) Conc 5 (µM) ave SD 

24 0.7200 1.2712 0.8982 0.9872 0.9692 0.2300 

48 1.7855 2.0870 1.5276 1.6760 1.7690 0.2369 

72 2.2078 2.3499 1.8386 2.5953 2.2479 0.3164 

 

48h 
  
  
  

 Time (h) Conc 10 (µM) ave SD 

24 0.8381 0.2252 0.5787 0.4784 0.5301 0.2536 

48 1.7638 1.9979 1.3562 1.6932 1.7028 0.2652 

72 2.3308 1.8601 2.2491 1.9956 2.1089 0.2188 
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48h 
  
  
  

 Time (h) Conc 20 (µM) ave SD 

24 0.5138 0.3268 0.8500 0.7223 0.6032 0.2306 

48 1.1343 0.9182 1.3200 1.2327 1.1513 0.1730 

72 1.5809 1.6890 1.4150 1.5492 1.5585 0.1129 

 

72h 
 
 
 

 Time (h) Conc 0 (µM) ave SD 

24 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 0.0000 

48 1.6009 1.6628 1.8832 1.7682 1.7288 0.1240 

72 1.8110 2.2118 2.4037 2.4270 2.2134 0.2851 

 

72h 
  
  
  

Time (h)  Conc 5 (µM) ave SD 

24 0.7538 0.6003 0.4020 0.6979 0.6135 0.1546 

48 1.0783 1.5300 1.2424 1.3982 1.3122 0.1953 

72 1.7830 1.8843 1.5224 1.6841 1.7185 0.1542 

 

72h 
 
 
 

 Time (h) Conc 10 (µM) ave SD 

24 0.7112 0.4880 0.2395 0.5799 0.5046 0.1991 

48 1.3108 1.1581 1.0411 1.1924 1.1756 0.1110 

72 1.7627 1.5550 1.4033 1.6341 1.5888 0.1504 

 

72h 
  
  
  

 Time (h) Conc 20 (µM) ave SD 

24 0.7016 0.4216 0.1820 0.3879 0.4233 0.2137 

48 1.2976 0.9361 0.5109 0.7499 0.8736 0.3319 

72 1.5430 1.4930 1.1971 1.3114 1.3861 0.1605 
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5. ผลการทดสอบผลของสารไซพริพีดินต่อการเคลื่อนที่ของเซลล์มะเร็งปอดชนิดH460 ด้วยวิธี 
Transwell migration  

 Conc (µM) 0 5 10 20 

  
  
  
  
  

1.0000 0.2952 0.2500 0.0383 

1.0000 0.3263 0.1755 0.0243 

1.0000 0.5642 0.1698 0.0318 

1.0000 0.6319 0.0882 0.0170 

1.0000 0.5690 0.0890 0.0337 

ave 1.0000 0.4773 0.1545 0.0290 

SD 0.0000 0.1548 0.0680 0.0084 

 
6. ผลการทดสอบผลของสารไซพริพีดินต่อการเคลื่อนที่ของเซลล์มะเร็งปอดชนิด H460 ด้วยวิธ ี In 
vitro tumor spheroid-based migration   

 Conc (µM) 72 h ave SD 

0 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 0.0000 

20 0.5853 0.5980 0.6135 0.6889 0.6214 0.0464 

 
7. ผลการทดสอบผลของสารไซพริพีดินต่อการอยู่รอดของเซลล์ในสภาวะไร้การยึดเกาะของ
เซลล์มะเร็งปอดชนิด H460 

Conc 
(µM) 0 5 10 20 

ave 386.3819 328.4134 321.6616 290.3780 

SD 160.6508 113.8189 118.9778 102.9868 

NO 194 123 78 49 

 
8. ผลการทดสอบผลของสารไซพริพีดินต่อการเรียงตัวของ Actin stress fiber และการสร้าง Focal 
adhesion ในเซลล์มะเร็งปอดชนิด H460 

 Conc 

(µM) SFs ave SD 

0 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 0.0000 

10 0.4500 0.4724 0.5780 0.5260 0.5066 0.0573 

20 0.2680 0.1945 0.2281 0.2422 0.2332 0.0306 

 

 Conc 

(µM) FAs ave SD 

0 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 0.0000 

10 0.3900 0.4650 0.4300 0.4198 0.4262 0.0309 

20 0.0670 0.1430 0.1380 0.1325 0.1201 0.0357 
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9. ผลการทดสอบผลของไซพริพีดินต่อการแสดงออกของโปรตีนบ่งชี้ของเซลล์มีเซนไคม์และเซลล์เยื่อ
บุผิวในเซลล์มะเร็งปอดชนิด H460 ด้วยวิธี Western blot 

 Conc 

(µM) Slug ave SD 

0 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 0.0000 

5 0.8000 0.7800 0.7300 0.6900 0.7500 0.0497 

10 0.4513 0.3630 0.2490 0.3420 0.3513 0.0830 

20 0.1772 0.1284 0.1611 0.1465 0.1533 0.0208 

 

 Conc 

(µM) Snail ave SD 

0 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 0.0000 

5 1.6810 1.0720 1.2320 1.3482 1.3333 0.2580 

10 1.1424 0.9213 1.2322 1.1531 1.1122 0.1334 

20 0.9602 1.1232 1.1342 1.2750 1.1232 0.1288 

   
 
    

  Conc (µM) Vimentin ave SD 

0 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 0.0000 

5 1.1210 0.7602 0.9223 0.9672 0.9427 0.1485 

10 0.7870 0.9320 0.8546 0.8315 0.8513 0.0607 

20 0.3050 0.3659 0.4629 0.4136 0.3869 0.0674 

 
  Conc (µM) N-cadherin ave SD 

0 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 0.0000 

5 0.4330 0.3630 0.2692 0.3438 0.3522 0.0673 

10 0.3541 0.2012 0.0382 0.2481 0.2104 0.1314 

20 0.0546 0.0412 0.1602 0.0753 0.0828 0.0535 

 
10. ผลการทดสอบผลของสารไซพริพีดินต่อปริมาณ mRNA ของโปรตีนบ่งชี้ของเซลล์มีเซนไคม์และ
เซลล์เยื่อบุผิวในเซลล์มะเร็งปอดชนิด H460 ด้วยวิธี qRT-PCR 

   Ctrl ave SD 

Slug 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 0.0000 

 
   Cypripedin ave SD 

Slug 0.9879 0.9570 1.0287 0.9742 0.9869 0.0306 
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11. ผลการทดสอบผลของสารไซพริพีดินต่อค่าครึ่งชีวิตของ Slug และกระบวนการโปรทีโอไลซิสผ่านยู
บิคิวติน (Ubiquitin-mediated proteolysis) ในเซลล์มะเร็งปอดชนิด H460 ด้วยวิธี Western blot 

 Time (h) CHX ave SD 

0 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 0.0000 

1 0.7983 1.0082 0.9382 0.8690 0.9034 0.0902 

2 0.4123 0.5537 0.5988 0.4792 0.5110 0.0822 

3 0.4053 0.5194 0.4898 0.3982 0.4532 0.0607 

4 0.1797 0.2157 0.2647 0.2425 0.2256 0.0366 

 
 Time (h) Cypripedin+CHX ave SD 

0 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 0.0000 

1 0.1787 0.2421 0.2904 0.2212 0.2331 0.0464 

2 0.3072 0.2776 0.3532 0.2744 0.3031 0.0365 

3 0.1101 0.1823 0.1818 0.1382 0.1531 0.0354 

4 0.0844 0.1382 0.1159 0.0745 0.1033 0.0292 

 
 Time (h) Cypripedin ave SD 

0 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 0.0000 

1 0.8323 0.9482 1.1725 0.9721 0.9813 0.1413 

2 0.5431 0.5502 0.6146 0.7041 0.6030 0.0747 

3 0.5718 0.6437 0.6913 0.6123 0.6298 0.0505 

4 0.1673 0.2196 0.2268 0.1983 0.2030 0.0267 

 
 Time (h) Cypripedin+MG132 ave SD 

0 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 0.0000 

1 0.7626 1.0245 1.1129 1.0322 0.9831 0.1523 

2 0.8301 0.9145 0.9682 0.8790 0.8980 0.0582 

3 0.8123 0.8982 0.7684 0.9123 0.8478 0.0690 

4 0.7467 0.8532 0.8156 0.7971 0.8031 0.0443 

 
 Time (h) DMSO ave SD 

0 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 0.0000 

1 0.8719 0.9115 0.9172 0.9126 0.9033 0.0211 

2 1.1231 0.9885 0.9275 0.9675 1.0017 0.0848 

3 1.0624 0.9883 0.9328 1.0026 0.9965 0.0532 

4 0.7660 0.9482 0.8245 0.8728 0.8529 0.0771 
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12. ผลการทดสอบผลของสารไซพริพีดินต่อวิถี ERK ในเซลล์มะเร็งปอดชนิด H460 ด้วยวิธี Western 
blot 

 Conc (µM) 0 ave SD 

p-ERK/ERK 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 0.0000 

 

 Conc (µM) 5 ave SD 

p-ERK/ERK 0.9831 1.0162 0.9635 1.1121 1.0187 0.0659 

 

 Conc (µM) 10 ave SD 

p-ERK/ERK 0.9781 0.9294 1.0362 0.9947 0.9846 0.0442 

 

 Conc (µM) 20 ave SD 

p-ERK/ERK 0.9523 1.0990 0.8651 0.9842 0.9752 0.0967 

 
13. ผลการทดสอบผลของสารไซพริพีดินต่อวิถี Akt ในเซลล์มะเร็งปอดชนิด H460 ด้วยวิธี Western 
blot 

  Conc (µM) 0 ave SD 

p-AKT/AKT 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 0.0000 

p-GSK3β/GSK3β 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 0.0000 

 

 Conc (µM) 5 ave SD 

p-AKT/AKT 0.4614 0.5937 0.7410 0.6207 0.6042 0.1147 

p-GSK3β/GSK3β 0.4829 0.5113 0.6014 0.5624 0.5395 0.0528 

 

 Conc (µM) 10 ave SD 

p-AKT/AKT 0.4910 0.4180 0.3157 0.3899 0.4037 0.0725 

p-GSK3β/GSK3β 0.4178 0.5780 0.4583 0.3992 0.4633 0.0803 

 

  Conc (µM) 20 ave SD 

p-AKT/AKT 0.2049 0.1927 0.1740 0.2423 0.2035 0.0289 

p-GSK3β/GSK3β 0.1710 0.2545 0.3023 0.2001 0.2320 0.0583 
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14. ผลการทดสอบผลของสาร LY294002 ต่อวิถี Akt ในเซลล์มะเร็งปอดชนิด H460 ด้วยวิธี 
Western blot 

 Conc (µM) 0 ave SD 

p-Akt/Akt 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 0.0000 

p-GSK-3β/GSK-3β 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 0.0000 

 

 Conc (µM) 2.5 ave SD 

p-Akt/Akt 0.9021 0.8724 0.9395 1.1713 0.9713 0.1361 

p-GSK-3β/GSK-3β 1.0612 0.9520 0.8424 0.9132 0.9422 0.0914 

 

  Conc (µM) 5 ave SD 

p-Akt/Akt 0.5799 0.6690 0.4693 0.5190 0.5593 0.0860 

p-GSK-3β/GSK-3β 0.7810 0.9154 0.6822 0.8526 0.8078 0.1001 

 

  Conc (µM) 10 ave SD 

p-Akt/Akt 0.3280 0.2080 0.3930 0.2782 0.3018 0.0782 

p-GSK-3β/GSK-3β 0.3950 0.3280 0.4017 0.3234 0.3620 0.0421 

 
15. ผลการทดสอบผลของสาร LY294002 ต่อการเคลื่อนที่ของเซลล์มะเร็งปอดชนิด H460 ด้วยวิธี 
Wound healing 

 Time (h) 0 (µM) ave SD 

12 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 0.0000 

24 1.2480 1.1163 1.0761 1.1893 1.1574 0.0764 

 
 Time (h) 2.5 (µM) ave SD 

12 0.8040 0.9870 1.2040 0.8637 0.9647 0.1768 

24 1.2322 0.8616 1.1140 1.2913 1.1248 0.1903 

 
 Time (h) 5 (µM) ave SD 

12 0.6740 0.9620 0.8730 0.8000 0.8273 0.1218 

24 0.9064 1.0140 0.8524 1.0802 0.9633 0.1029 

 
 Time (h) 10 (µM) ave SD 

12 0.5820 0.6940 0.7612 0.6121 0.6623 0.0811 

24 0.8286 0.9212 0.8027 0.7939 0.8366 0.0583 
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16. ผลการเพ่ิมการแสดงออกของโปรตีน Akt ในเซลล์มะเร็งปอดชนิด H460 โดยท าการ 
Transfection ด้วย Plasmid ที่มียีน Akt 

  p-Akt ave SD 

H460/Ctrl 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 0.0000 

H460/Akt 2.1380 1.9867 2.5360 2.6200 2.3202 0.3060 

 
  Akt ave SD 

H460/Ctrl 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 0.0000 

H460/Akt 3.1350 2.6850 2.9823 2.4870 2.8223 0.2914 

 
17. ผลการทดสอบผลของเซลล์ที่ได้รับการเพ่ิมการแสดงออกของ Akt ต่อการเคลื่อนที่ของ
เซลล์มะเร็งปอดชนิด H460 ด้วยวิธี Wound healing 

H460/Ctrl   ave SD 

0 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 0.0000 

10 0.4336 0.4618 0.4420 0.5080 0.4614 0.0333 

20 0.3121 0.3427 0.2819 0.3220 0.3147 0.0253 

 
H460/Akt   ave SD 

0 1.2830 1.6548 1.3580 1.9186 1.5536 0.2915 

10 1.4170 1.9569 1.1267 1.3022 1.4507 0.3580 

20 1.1547 1.4320 1.0843 1.2543 1.2313 0.1509 

 
18. ผลการทดสอบผลของเซลล์ที่ได้รับการเพ่ิมการแสดงออกของ Akt ต่อวิถี Akt ด้วยวธิี Western 
blot 

p-Akt/Akt H460/Ctrl ave SD 

0 1.0104 0.9923 1.0326 0.9839 1.0048 0.0216 

20 1.8789 1.8065 1.9126 1.8578 1.8639 0.0444 

 
p-Akt/Akt H460/Akt ave SD 

0 1.0114 1.0023 0.9983 0.9876 0.9999 0.0099 

20 0.7324 0.8235 0.8468 0.8912 0.8235 0.0669 
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p-GSK-3β/GSK-3β H460/Ctrl ave SD 

0 1.0235 0.9899 0.9983 1.0031 1.0037 0.0143 

20 0.2436 0.3012 0.2799 0.2835 0.2770 0.0242 

 
p-GSK-3β/GSK-3β H460/Akt ave SD 

0 0.9822 1.0311 0.9934 1.0432 1.0125 0.0293 

20 0.7513 0.6719 0.6306 0.7913 0.7113 0.0732 

 
Slug H460/Ctrl ave SD 

0 0.9978 1.0321 1.0152 1.0210 1.0165 0.0143 

20 0.0968 0.1014 0.0824 0.1378 0.1046 0.0236 

 
Slug H460/Akt ave SD 

0 0.9877 1.0263 1.0034 0.9789 0.9991 0.0208 

20 0.7593 0.7983 0.6799 0.8623 0.7749 0.0763 

 
19. ผลการทดสอบความเป็นพิษของสารไซพริพีดินในเซลล์มะเร็งปอดชนิด H23 ด้วยวิธี MTT 

Conc (µM) 24 h ave SD 

0 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 0.0000 

10 1.0338 0.9837 1.1373 0.9074 1.0155 0.0964 

20 1.0735 1.0890 0.9980 1.1229 1.0708 0.0528 

50 1.0825 0.9978 1.0231 1.1763 1.0699 0.0793 

100 1.0917 0.9825 0.9412 1.0217 1.0093 0.0640 

200 1.0728 0.9480 0.9548 0.9934 0.9922 0.0573 

 
Conc (µM) 48 h ave SD 

0 0.9648 1.1073 0.9782 0.9437 0.9985 0.0739 

10 0.9627 0.8423 0.9335 1.0748 0.9533 0.0958 

20 0.9226 0.9115 0.8142 1.0233 0.9179 0.0855 

50 0.9136 0.9192 1.0842 0.8623 0.9448 0.0964 

100 0.8097 0.8984 0.7984 0.9782 0.8712 0.0842 

200 0.5929 0.6569 0.6992 0.6874 0.6591 0.0476 

 
Conc (µM) 72 h ave SD 

0 1.0213 0.8824 1.0624 1.0177 0.9959 0.0784 

10 0.9696 0.9408 0.9381 0.8893 0.9345 0.0333 

20 0.8142 0.8567 0.9267 0.9713 0.8922 0.0702 

50 0.8524 0.8400 0.9294 0.9306 0.8881 0.0486 

100 0.5138 0.4724 0.6039 0.5621 0.5380 0.0572 

200 0.3627 0.2075 0.2989 0.3013 0.2926 0.0640 
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20. ผลการทดสอบผลของสารไซพริพีดินต่อการเพ่ิมจ านวนเซลล์ในเซลล์มะเร็งปอดชนิด H23 ด้วยวิธี 
MTT 

 Time (h) 0 (µM) ave SD 

24 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 0.0000 

48 1.3121 1.2521 1.3390 1.3917 1.3237 0.0581 

72 1.6380 1.4620 1.5570 1.5483 1.5513 0.0720 

 
Time (h) 20 (µM) ave SD 

24 0.7487 0.9970 1.2783 0.8799 0.98 0.23 

48 1.4780 0.9980 1.3397 0.9743 1.20 0.25 

72 1.6892 1.4930 1.5630 1.5314 1.57 0.08 

 
 Time (h) 50 (µM) ave SD 

24 0.9168 1.1150 1.0020 1.0935 1.03 0.09 

48 1.3280 1.2701 1.3530 1.1785 1.28 0.08 

72 1.5290 1.7812 1.6598 1.6159 1.65 0.10 

 

21. ผลการทดสอบผลของสารไซพริพีดินต่อการเคลื่อนที่ของเซลล์มะเร็งปอดชนิด H460 ด้วยวิธี 
Wound healing  

 Time (h) 0 (µM) ave SD 

24 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 0.0000 

48 1.6798 2.0120 1.8500 1.7832 1.8313 0.1394 

72 2.2486 2.3930 2.0912 2.4273 2.2900 0.1535 

 
 Time (h) 20 (µM) ave SD 

24 0.6070 1.3341 0.8110 0.9558 0.9270 0.3068 

48 1.4250 1.8300 1.5500 1.6454 1.6126 0.1707 

72 1.6530 1.9240 1.8371 1.9163 1.8326 0.1260 

 
 Time (h) 50 (µM) ave SD 

24 0.4130 0.7600 0.5480 0.6427 0.5909 0.1469 

48 1.3900 0.9280 1.1100 1.1784 1.1516 0.1909 

72 1.2700 1.5630 1.4900 1.4183 1.4353 0.1250 
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22. ผลการทดสอบผลของไซพริพีดินต่อการแสดงออกของโปรตีนบ่งชี้ของเซลล์มีเซนไคม์และเซลล์
เยื่อบุผิวในเซลล์มะเร็งปอดชนิด H23 ด้วยวิธี Western blot 

 Conc (µM) Slug ave SD 

0 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 0.0000 

20 0.4469 0.5869 0.6748 0.5398 0.5621 0.0950 

50 0.4072 0.3260 0.2611 0.3580 0.3381 0.0612 

 
 Conc (µM) Snail ave SD 

0 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 0.0000 

20 1.2919 1.0246 1.1934 0.9742 1.1210 0.1475 

50 0.8030 0.9110 1.1260 0.9734 0.9534 0.1349 

 
 Conc (µM) Vimentin ave SD 

0 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 0.0000 

20 0.9661 0.7430 0.6057 0.8533 0.7920 0.1540 

50 0.3426 0.4176 0.4699 0.4793 0.4273 0.0627 

 
23. ผลการทดสอบผลของสารไซพริพีดินต่อวิถี Akt ในเซลล์มะเร็งปอดชนิด H23 ด้วยวธิี Western 
blot 

  0 (µM) ave SD 

p-AKT/AKT 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 0.0000 

p-GSK3β/GSK3β 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 0.0000 

 
  20 (µM) ave SD 

p-AKT/AKT 0.4020 0.3490 0.5910 0.4640 0.4515 0.1042 

p-GSK3β/GSK3β 0.5150 0.7450 0.8710 0.6400 0.6928 0.1515 

 
  50 (µM) ave SD 

p-AKT/AKT 0.1810 0.0620 0.1440 0.1020 0.1223 0.0515 

p-GSK3β/GSK3β 0.6790 0.3590 0.2650 0.3980 0.4253 0.1781 
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