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บทคัดย่อ 

มะเร็งล าไส้ใหญ่เป็นมะเร็งที่มีอัตราการตายมากเป็นอันดับต้น ๆ ของโลก สามารถเกิดได้มากทั้งในเพศชายและเพศหญิง
และจะเกิดมากขึ้นเมื่อมีอายุเพิ่มขึ้น โดยในปัจจุบันยังไม่มีวิธีรักษาที่มีประสิทธิภาพที่ให้ผลเสียน้อย การใช้สารออกฤทธิ์
ทางชีวภาพในการรักษามะเร็งเป็นหนทางใหม่ในการรักษา เนื่องจากสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพอาจท าลายเซลล์มะเร็งได้
อย่างจ าเพาะกว่าการใช้เคมีบ าบัด โดยในปัจจุบันได้มีวิธีการเลี้ยงเซลล์แบบสามมิติ ซึ่งเป็นวิธีการเลี้ยงเซลล์ที่สามารถ
จ าลองสภาวะแวดล้อมได้ใกล้เคียงกับเซลล์มะเร็งในร่างกาย โดยมีประโยชน์ในการค้นหาสารต้านมะเร็งชนิดใหม่ การเลี้ยง
เซลล์แบบสามมิติจะเกิดปฏิสัมพันธ์ระหว่างเซลล์และระหว่างเซลล์กับ Extracellular matix (ECM) มีการลาดเอียงความ
เข้มข้นของสารอาหารและออกซิเจน ซึ่งเป็นสิ่งที่ไม่สามารถจ าลองได้ในการเลี้ยงเซลล์แบบสองมิติ ในการศึกษานี้ ศึกษา
สารออกฤทธิ์ทางชีวภาพทั้งหมด 11 สาร (รหัส ASTP40-42, ASTP53-60) ที่ท าให้บริสุทธิ์จากพืช 2 ชนิด Croton 
crassifolius และ Tiliacora triandra ต่อเซลล์มะเร็งล าไส้ใหญ่ โดยท าการศึกษาเปรียบเทียบผลของสารเหล่านี้ต่อ
เซลล์มะเร็งที่ถูกเลี้ยงแบบสองมิติและสามมิติโดยใช้เซลล์ไลน์มะเร็งล าไส้ใหญ่ SW620 โดยผลจากการท า MTT assay ใน
การทดสอบผลของสารต่อการอยู่รอดของเซลล์ในการเลี้ยงเซลล์แบบสองมิติพบว่ามีทั้งหมด 6 สารที่มีฤทธิ์ท าให้
เซลล์มะเร็งตาย (ASTP40-42,57,59,60) และอีก 5 สารที่ไม่มีฤทธิ์ต่อการตายของเซลล์มะเร็ง (ASTP53-56,58) แต่เมื่อน า
สารทั้งหมดไปทดสอบต่อในการเลี้ยงเซลล์แบบสามมิติด้วยการเลี้ยงใน Ultra-Low Attachment 96-well plate 
หลังจากได้ spheroid ของเซลล์มะเร็งแล้วจึงน ามาทดสอบด้วยสารสกัดแล้วน าไปย้อมสีนิวเคลียสด้วยสี Hoechst เพื่อดู
ลักษณะการตายของเซลล์มะเร็ง พบว่ามี 2 สารที่ให้ผลขัดแย้งกับผลการทดลองแบบสองมิติ ได้แก ่สาร ASTP55 ซึ่งจากที่
เคยไม่มีฤทธิ์ในการก าจัดมะเร็งที่เลี้ยงแบบสองมิติแต่กลับพบว่ามีฤทธิ์ในการก าจัดเซลล์มะเร็งที่เลี้ยงแบบสามมิติ และสาร 
ASTP59 ที่จากเดิมเคยมีฤทธิ์ในการเลี้ยงเซลล์แบบสองมิติ พบว่ามีฤทธิ์น้อยลงในการเลี้ยงแบบสามมิติ แต่พบว่าสามารถ
ท าให้ความหนาแน่นของ spheroid ลดลงได้ ต่อมาเมื่อดูจากผล ATP assay พบว่า สาร ASTP53 และ ASTP55 สามารถ
ลดการเจริญของเซลล์มะเร็งในการเลี้ยงแบบสามมิติได้จากที่เคยไม่มีผลในการเลี้ยงแบบสองมิติ  และผลทั้งหมดนี้ยังชี้ว่า 
การใช้ระบบเลี้ยงเซลล์แบบสามมิติในการศึกษาสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพ อาจช่วยให้สามารถค้นพบสารที่มีฤทธิ์ต้านมะเร็ง
ซึ่งมีแอคทิวิตี้ต้านมะเร็งใน in vivo ได้ 

  



Abstract 

Colon rectum cancer (CRC) is one of the major cancer-related causes of death around the world. 

CrC affects in people of all age but mainly the older adults. There is currently no effective 

treatments that cause few side effects. Natural bioactive compounds are one of the novel options 

to treat cancer. Because these compounds may show specificity in eliminating cancer cells, unlike 

chemotherapy. Recently, 3D cultures are the in vitro models that mimic in vivo tumor 

microenvironment. and open new way of the discovery of new cancer therapies. 3D cultures 

involve cell-cell interaction, cell-ECM interaction and have nutrient and O2 gradient which are 

lacking in the 2D cultures. In this study, 11 bioactive compounds (code name ASTP40-42, 53-60) 

which are purified from two medicinal plants Croton crassifolius and Tiliacora triandra are studied 

for anti-cancer activity against the colon cancer in 2D and 3D cultures, using SW620 cell lines as 

a model. The MTT assay revealed that 6 of 11 bioactive compounds (ASTP40-42,57,59,60) showed 

cytotoxicity against on colon cancer cell lines. In a 3D cultures, SW620 spheroids in 3D cultures 

using ultra-low attachment 96-well plate were treated by bioactive compounds and stained by 

Hoechst dye to observe the cytotoxicity. Interestingly, there are 2 out of 11 that showed opposite 

results between 2D and 3D cultures. First, ASTP55 which was no effect in 2D cultures but It has 

small effect in 3D cultures. Another is ASTP59 has less effect in 3D cultures compared to 2D 

cultures but It can interrupt spheroid formation and decrease spheroid density in 3D cultures. 

Furthermore, ATP assay result showed anti-cancer activity of ASTP53, 55 in 3D cultures. Taken 

together, the results indicate that using 3D culture system as a tool in the study of activity of 

bioactive compounds has potential for drug discovery of novel anti-cancer compounds, with anti-

tumor activity in vivo. 
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บทที่ 1 

บทน า 

โรคมะเร็ง 

โรคมะเร็ง (Cancer) เป็นโรคที่เป็นสาเหตุการตายอันดับต้น ๆ ของโลกนี้ โดยมีอัตราการตายเป็นอันดับ 2 
จากอัตราการตายทั้งหมดใน Global Burden of Disease Collaborative Network ในพ.ศ. 2559 อย่างที่แสดง
ในภาพที่ 1.1 และยังเป็นโรคที่มีอัตราการตายอันดับ 1 ในประเทศไทยด้วย มาตั้งแต่พ.ศ. 2542 และมีแนวโน้มของ
อัตราการตายเพ่ิมมากขึ้นเรื่อย ๆ ทุกปี โดยมีอัตราการเกิดมะเร็งในผู้ชายเป็น 156.7 ต่อประชากรหนึ่งแสนคนและ
อัตราการเกิดมะเร็งในผู้หญิง 138.2 ต่อประชากรหนึ่งแสนคน (Health information unit, 2011) ซึ่งสาเหตุของ
โรคอาจเกิดได้จากปัจจัยทางพันธุกรรมและปัจจัยทางสิ่งแวดล้อม ถึงแม้ว่าทุกวันนี้จะมีวิธีการรักษาชนิดใหม่
มากมายแต่ก็ยังไม่มีวิธีสามารถรักษาการลุกลามและแพร่กระจายของมะเร็งได้อย่างมีประสิทธิภาพ ดังนั้นการ
พัฒนาวิธีที่มีประสิทธิภาพและส่งผลเสียน้อยส าหรับการรักษามะเร็งจึงจ าเป็นมาก นอกจากนี้วิธีการบ าบัดด้วยเคมี
บ าบัด (Chemotherapy) ที่เป็นวิธีที่ใช้ในการบ าบัดอย่างแพร่หลายในปัจจุบันยังก่อให้เกิดผลกระทบต่อร่างกาย 
ทั้งมีความเป็นพิษต่อร่างกายและอาจท าให้เกิดผลข้างเคียงอ่ืนๆได้อีกด้วย ดังนั้นวิธีที่มีการศึกษาอย่างแพร่หลาย
และมีความปลอดภัยสูงกว่าในการรักษามะเร็งคือการใช้สารออกฤทธิ์ทางชีวภาพ (Bioactive compounds) ที่
สกัดมาจากสมุนไพรจากธรรมชาติในการรักษาหรือยับยั้งการเจริญของมะเร็ง ซึ่งไม่จ าเป็นต้องใช้สารเคมีแต่ใช้ฤทธิ์
ของสารสกัดที่มีความสามารถในการลดการเจริญ การแพร่กระจายหรืออาจท าให้เกิดการตายแบบ apoptosis 
ของเซลล์มะเร็งได ้(Hu Wang, et al, 2012) โรคมะเร็งสามารถเกิดได้ทั้งในทุกช่วงอายุแต่จะพบได้มากในผู้ใหญ่ไป
จนถึงผู้สูงอายุ โดยโรคมะเร็งนั้นมีสาเหตุมาจากการเพ่ิมจ านวนอย่างผิดปกติของเซลล์ที่ผิดปกติภายในร่างกายที่
อาจเป็นเซลล์อะไรก็ได้ ซึ่งมะเร็งแต่ละชนิดก็จะมีการตอบสนองและการแสดงออกอันท าให้เกิดการท างานของ
ร่างกายที่ผิดปกตไิปแตกต่างกันไป รวมไปถึงต้องใช้วิธีในการรักษาท่ีแตกต่างกัน (Cooper GM., 2000) 
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ภาพที่ 1.1 ข้อมูลแสดงจ านวนการตายจากสาเหตุต่าง ๆ (Global Burden of Disease Collaborative 
Network, 2016) 

 

โรคมะเร็งล าไส้ใหญ ่

โรคมะเร็งล าไส้ใหญ่ (Colorectal cancer) เป็นหนึ่งในมะเร็งที่มีอัตราการตายสูงเป็นอันดับต้น ๆ ของโลก 
โดยมีอัตราการตายมากเป็นอันดับ 2 จากผู้ป่วยธรคมะเร็งทั้งหมดในพ.ศ. 2559 ดังที่แสดงในภาพ 1.2 เป็นโรคที่
สามารถเกิดไดท้ั้งในผู้ชายและผู้หญิง อัตราการเกิดโรคยังคงมีแนวโน้มสูงขึ้นเรื่อยๆ เนื่องจากการที่เซลล์ล าไส้ที่เกิด
การกลายพันธุ์ ท าให้เซลล์มีการเพ่ิมจ านวนผิดปกติและเจริญเป็นมะเร็งล าไส้ใหญ่ อาจมีสาเหตุมาจากการกิน
อาหารอย่างไม่ถูกสุขลักษณะหรืออาจเกิดจากพันธุกรรมก็ได้ ซึ่งอาการของโรคในช่วงแรกจะไม่มีลักษณะบ่งชี้
เฉพาะที่ท าให้ทราบได้ และไม่สามารถท าการตรวจด้วยตนเองได้ ต้องอาศัยการสังเกตอาการผิดปกติที่เกิดขึ้นหรือ
ดูความผิดปกติของอุจจาระ การวินิจฉัยโรคสามารถท าได้โดยการตรวจชิ้นเนื้อ ตรวจอุจจาระ แต่ว่าในปัจจุบันยังไม่
มีวิธีในการรักษาโรคมะเร็งชนิดนี้ได้อย่างมีประสิทธิภาพ โดยวิธีการรักษาในปัจจุบันจะใช้วิธีการผ่าตัดเป็นวิธีในการ
รักษาหลักและอาจมีการใช้เคมีบ าบัดหรือรังสีรักษาร่วมด้วย โดยมีปัจจัยที่จะต้องค านึงถึงหลายอย่างและยากต่อ
การประเมินระยะของโรคและคาดเดาการลุกลามของโรคเป็น นอกจากนี้การผ่ารักษายังอาจมีภาวะแทรกซ้อนเช่น 
ล าไส้อุดตัน ล าไส้แตกทะลุ หรืออาจมีการแพร่กระจายไปยังอวัยวะใกล้เคียงหรือทั่วช่องท้อง ท าให้การรักษาเป็นไป
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อย่างยากล าบากมากขึ้น และถึงแม้ว่าจะมีการรักษาไปแล้วก็ไม่ได้หายขาดในทันที จึงท าให้ต้องมีการเฝ้าระวังหลัง
การรักษาและการตรวจอาการของมะเร็งเพ่ิมเติมต่อไปอีก เนื่องจากการผ่าตัดไม่สามารถที่จะท าลายเซลล์มะเร็งได้
จนหมดจึงจ าเป็นต้องใช้วิธีเคมีบ าบัดหรือรังสีรักษาในการลดโอกาสที่จะเป็นซ้ า ซึ่งการใช้เคมีหรื อรังสีเป็นวิธีที่
รุนแรงกับร่างกาย ไม่ได้ส่งผลกับเซลล์มะเร็งเพียงอย่างเดียวท าให้ไม่สามารถใช้วิธีนี้ในการรักษาผู้ป่วยเป็นระยะ
เวลานานๆ ได้ เพราะฉะนั้นถึงแม้ว่าจะมีการผ่าตัดล าไส้ออกและการรักษาด้วยวิธีเคมีบ าบัดหรือรังสีรักษาแล้วก็
ตาม แต่ถ้าหากยังมีเซลล์มะเร็งหลงเหลือมากพอก็อาจเกิดการกลับมาเป็นซ้ าได้อีกครั้ง (สถาบันมะเร็งแห่งชาติ 
กรมการแพทย์ กระทรวงสาธารณสุข, 2015, Shama Virani, et al., 2017, Sarah Cattin, et al., 2018) 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพที่ 1.2 สัดส่วนผู้ป่วยโรคมะเร็งชนิดต่างๆจากประชากรทั้งหมด (Global Burden of Disease Collaborative Network, 2016) 
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สภาวะการเลี้ยงเซลล์มะเร็งแบบสองมิติและสามมิติ 

การเลี้ยงเซลล์แบบสามมิติ คือการเลี้ยงเซลล์โดยควบคุมสภาวะให้เซลล์มีการเจริญรวมตัวกันเป็นกลุ่มก้อน

สามมิติ เซลล์จะมีการสร้าง Extracellular matrix (ECM) มาห่อหุ้ม  มีปฏิสัมพันธ์ระหว่างเซลล์มะเร็งด้วยกันเอง 

และระหว่างเซลล์มะเร็งกับสาร ECM มีการลาดเอียงความเข้มข้นของอาหารและออกซิเจน ซึ่งทั้งหมดนี้ท าให้เซลล์

ที่เลี้ยงแบบสามมิตินี้สามารถจ าลองสภาวะแวดล้อมของเนื้องอกตามธรรมชาติในสิ่งมีชีวิตที่มีลักษณะการอยู่

รวมกันเป็นกลุ่มได้ดีกว่า โดยที่วิธีเลี้ยงเซลล์ด้วยวิธีดั้งเดิมในปัจจุบันหรือการเลี้ยงเซลล์แบบสองมิติไม่สามารถท าได้ 

เนื่องจากวิธีเลี้ยงเซลล์แบบดั้งเดิมนี้เป็นวิธีที่ปล่อยให้เซลล์ตกลงไปเกาะอยู่บนพ้ืนผิววัสดุผิวเรียบที่ใช้เลี้ยงแล้วจึง

เจริญแผ่ออกทางด้านข้างดังนั้นเซลล์ที่ถูกเลี้ยงด้วยวิธีนี้จะไม่มีปฏิสัมพันธ์ระหว่างเซลล์ มะเร็งด้วยกันเองหรือ

ระหว่างเซลล์มะเร็งกับ ECM ไม่มีการลาดเอียงความเข้มข้นของออกซิเจน ของอาหาร และมีลักษณะการเจริญเป็น

ชั้นเดียว (monolayer) จึงท าให้เมื่อน าไปทดสอบยาเซลล์มะเร็งแต่ละเซลล์จะได้รับยาโดยตรง ซึ่งอาจจะท าให้

ได้ผลที่แตกต่างไปจากเซลล์มะเร็งในธรรมชาติ  ในทางกลับกันการเลี้ยงแบบสามมิติที่สามารถจ าลองสภาวะ

แวดล้อมของเนื้องอกได้ดีกว่าจะท าให้สามารถตรวจผลของยาหรือสารสกัดต่อเซลล์มะเร็งได้อย่างถูกต้องและ

แม่นย ากว่าเนื่องจากวิธีการเลี้ยงเซลล์แบบสามมิติจะท าให้เซลล์มีการเจริญและรวมตัวกันเป็นทรงสามมิติที่

ใกล้เคียงกับในสิ่งมีชีวิต มีปฏิสัมพันธ์ระหว่างเซลล์กับเซลล์ด้วยกันเองและระหว่างเซลล์กับสารเคลือบเซลล์ มีการ

ลาดเอียงความเข้มข้นของออกซิเจน อาหารและของเสียจากเซลล์ นอกจากนี้วิธีนี้ยังสามารถดูความสามารถในการ

แพร่ผ่านชั้นสารเคลือบเซลล์ของยาก่อนที่จะไปถึงเซลล์มะเร็งจริงๆได้อีกด้วย  (Susan Breslin, et al., 2016, 

Seema M. Ehsan, et al., 2014, Kunz-Schughart LA, et al., 1998, Yamada KM., Cukierman E., 2007, 

Sutherland RM., 1988, Pampaloni F, et al., 2007)  

 

สารออกฤทธิ์ทางชีวภาพจากพังคีและย่านาง 

สารออกฤทธิ์ทางชีวภาพที่ใช้ในการศึกษานี้สกัดแยกได้มาจากพืช 2 ชนิดคือ พังคีและย่านางดังรูปที่แสดง

ในภาพ1.3 โดยพังคี หรือ Croton crassifolius สามารถสกัดได้เป็นสาร Cyperenoic acid และน าไปสังเคราะห์

ได้เป็นสารอนุพันธ์สารใหม่ที่มีโครงสร้างโมเลกุลคล้ายเดิมแต่มีการออกฤทธิ์ทางชีวภาพที่ต่างกันอีก 7 สาร (code 

name ASTP053-60) โดยพังคีเป็นสมุนไพรที่มีการใช้กันอย่างแพร่หลายในประเทศจีน ลาว ไทยและเวียดนาม มี

การน ามาใช้ในการรักษาโรคต่างๆ เช่น อาการปวดท้อง, ปวดข้อ, ดีซ่าน, ข้ออักเสบรูมาตอยด์, รักษาอาการงูกัด 

(Flora of China, 2004) และมีการน ามาใช้รักษาโรคมะเร็งในประเทศไทย13 ส าหรับสารที่เหลืออีก 3 สาร ได้แก่ 

Tilliacorinine, Tiliacorine และ Nortiliacorinine (code name ASTP040-042) สกัดแยกได้มาจาก Tiliacora 
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triandra หรือที่รู้จักกันในชื่อ “ย่านาง” เป็นสมุนไพรที่รู้จักกันอย่างแพร่หลายในประเทศลาวและตอนเหนือของ

ประเทศไทย และได้มีรายงานว่าสารสกัดจากใบย่านางมีปริมาณของ polyphenol สูงและมีความสามารถในการ

ต้านออกซิเดชั่น (Antioxidant) (Boonyarathanakornkit, et al., 1988, Supatta Chawalitpong, et al., 2018) 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพที่ 1.3 แหล่งที่มาของสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพ พังคี (ซ้าย) และย่านาง (ขวา) (MedThai, 2013 และ kapook health, 

2013) 

การเลี้ยงเซลล์มะเร็งล าไส้ใหญ่แบบสามมิติ 

ในการเลี้ยงเซลล์มะเร็งล าไส้ใหญ่ให้เจริญแบบสามมิติในการทดลองนี้ ได้น าเซลล์ไปเลี้ยงในเพลทชนิด

พิเศษแบบ round bottom ที่ได้มีการเคลือบสารป้องกันไม่ให้เซลล์ยึดเกาะที่ผิววัสดุไว้แล้ว ท าให้เซลล์มะเร็งนี้

เจริญรวมตัวกันเป็นกลุ่มก้อน spheroid แบบสามมิติ ซึ่งในการทดลองแรกได้ท าการ optimize หาสภาวะในการ

เลี้ยงที่เหมาะสมที่สุด โดยได้ท าการทดลองเปรียบเทียบจ านวนเซลล์ต่อ spheroid ปริมาตรของอาหารเลี้ยง 

ปริมาณของ FBS ในอาหาร และระยะเวลาที่ปล่อยให้เซลล์เจริญเป็น spheroid โดยอ้างอิงจากงานวิจัยที่มีการ

เลี้ยงเซลล์แบบสามมิตใินเพลทที่เคลือบสารป้องกันไม่ให้เซลล์เกาะที่มีรายงานมาก่อนหน้าเพ่ือให้ได้ spheroid ที่

สมบูรณ์และเหมาะสมที่จะน าไปทดสอบฤทธิ์ของสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพแบบสามมิติต่อไป (Korff and 

Augustin, 1998; Walzl et al., 2014, Angelika Riedl, et al., 2017) 

 

การทดสอบสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพในเลี้ยงเซลล์แบบสามมิติ 

 ในการทดลองนี้จะน าสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพไปทดสอบกับเซลล์มะเร็งที่ถูกเลี้ยงแบบสองมิติเพ่ือดูความ

เป็นพิษของสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพ โดยดูจากอัตราการอยู่รอดของเซลล์มะเร็งเมื่อได้รับสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพ
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ที่ความเข้มข้นต่าง ๆ ด้วยวิธี MTT assay ที่ 24 ชั่วโมง โดยจะท าซ้ าครั้งที่ 2 ส าหรับสารที่มีความเป็นพิษกับเซลล์ 

แต่ส าหรับสารที่ไม่มีความเป็นพิษกับเซลล์จะน าไปดูความเป็นพิษกับเซลล์ด้วยวิธี MTT assay ต่อที่ 72 ชั่วโมงเพ่ือ

ยืนยันความไม่เป็นพิษของสารต่อไป หลังจากนั้นจึงจะน าสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพทีได้มีการทดสอบในการเลี้ยง

แบบสองมิติในขั้นต้นไปแล้ว มาท าการทดสอบต่อในการเลี้ยงแบบสามมิติ น าผลมาเปรียบเทียบหลังย้อมสีดู

ลักษณะทางกายภาพของนิวเคลียส จากลักษณะทางกายภาพของนิวเคลียสสามารถบ่งบอกถึงการตายของเซลล์ได ้

(RICK SAI-CHUEN WU, et al., 2011, Muhammad Shahid Riaz Rajoka, et al., 2018) 

 

วัตถุประสงค์ของโครงการ 

 1. เพ่ือศึกษาผลเชิงเปรียบเทียบของสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพที่สกัดจากสมุนไพรต่อการตายของ

เซลล์มะเร็งล าไส้ใหญท่ี่เลี้ยงเซลล์แบบสองมิติและสามมิติ 

 2. เพ่ือศึกษาลักษณะทางกายภาพของเซลล์โดยสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพ 

ประโยชน์ที่คาดว่าจะได้รับ 

รู้ความแตกต่างในการออกฤทธิ์ของสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพระหว่างเซลล์มะเร็งที่เลี้ยงแบบสองมิติและ

สามมิติ 
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บทที ่2 

อุปกรณ์ เคมีภัณฑ์และวิธีด าเนินการทดลอง 

อุปกรณ์ที่ใช้ในการทดลอง 

1. หลอดไมโครเซ็นทริฟิวจ์ ทิวป์ (Microcentrifuge tube) ขนาด 0.5, 1.5 มิลลลิิตร 

2. หลอด falcon  ขนาด 15, 50 มิลลิลิตร 

3. Ultra-Low Attachment 96-well plate 

4. ปิเปตทิป (pipette tips) ขนาด 0.5-10, 200, 1,000 ไมโครลิตร 

5. ไมโครปิเปต ขนาด 2, 20, 200, 1,000 ไมโครลิตร 

6. จานเพาะเช้ือ 

7. เครื่องช่ังสาร รุ่น L2220 P (Scientific promotion) 

8. เครื่องนึ่งอบฆ่าเช้ือ (autoclave) รุ่น SS-325 (Tomy, Japan) 

9. ตู้ปลอดเชื้อ (laminar flow) รุ่น BV-124 (ISSCO) 

10. ตู้เย็น (refrigerator) อุณหภมูิ 4 องศาเซลเซยีส (MITSUBISHI, Japan) 

11. ตู้แช่จุดเยือกแข็งต่ า (deep freezer) อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซยีส (SHARP, Japan) 

12. ตู้แช่จุดเยือกแข็งต่ า (deep freezer) อุณหภูมิ -80 องศาเซลเซยีส 

13. เครื่องท าน้ าแข็ง รุ่น OF 146 (Newton, Thailand) 

14. เครื่องปั่นผสม (vortex mixer) รุน่ G560E (Scientific industries, USA) 

15. ตู้บ่มเพาะเชื้อ (incubator) รุ่น MMM Medcenter (Inucell) 

16. หลอด cryovial ของบริษัท SPL Life Sciences ,Korea 

17. เทปปิดเพลท Sealing Tape บรษิัท Scientific Industries Inc. ,USA 

18. ฮีโมไซโตมิเตอร์ บริษัท ISOLAB Laborgerate GmbH, Germany 

19. ที่วางหลอดทดลอง (test tube rack) 

20. เครื่องอ่านไมโครเพลท รุ่น Anthos 2010 บริษัท Biochrom Ltd, England 

21. เครื่องช่ังรุ่น PG6002–S และ AG285 บริษัท Mettler Toledo, Switzerland 

22. อ่างควบคุมอุณหภมูิ บริษัท memmert, Germany 

23. กล้องจุลทรรศน์ยี่ห้อ OLYMPUS CKX3–SLP บริษัท OLYMPUS, Japan 

24. ขวดเลี้ยงเซลล์ที่มีฝาปิดตัวกรองขนาด 25 75 ซม² บริษัท Thermo Fisher Scientific,USA 

25. ตู้บ่มเซลล์ทีม่ีการให้แกส๊คาร์บอนไดออกไซด์ (Carbon dioxide incubator) รุ่น 311 (Thermo Electron 

Corporation, USA) 
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เคมีภัณฑ์ 

1. Dulbecco's Modified Eagle's Medium-High glucose medium (DMEM) บริษัท Hyclone, USA 

2. Fetal Bovine Serum (FBS) บริษัท Thermo Fisher Scientific, USA 

3. Penicillin/Streptomycin บริษัท Gibco Laboratories, USA 

4. Sodium pyruvate 

5. HEPES 

6. Dimethylsulfoxide (DMSO) บริษัท Sigma-Aldrich, England 

7. MTT reagent 

8. Ethanol 

9. Trypsin–EDTA บริษัท Gibco™ Laboratories, USA 

10. โซเดียมคลอไรด์ (Sodium chloride; NaCl) EMSURE® บริษัท Merck KGaA, Germany 

11. โพแทสเซียมคลอไรด์ (Potassium chloride; KCl) EMSURE®  บริษัท Merck KGaA, Germany  

12. ไดโซเดียมไฮโดรเจนฟอสเฟต (di-Sodium hydrogen phosphate; Na2HPO4 EMSURE® บริษัท 

Merck KGaA, Germany 

13. โพแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต (Potassium dihydrogen phosphate; KH2PO4) EMSURE®      

ของบริษัท Merck KGaA, Germany 

14. พาราฟอร์มัลดีไฮด์ 4% (Paraformaldehyde) 

15. สีย้อมนิวเคลียส hoechst  

16. สีย้อมทริปแพนบลู 0.4% (Trypan blue) บริษัท Gibco™ Laboratories,USA 
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วิธีด าเนินการทดลอง 

การเลี้ยงเซลล์ 

เซลล์มะเร็งล าไส้ใหญ่ของมนุษย์ SW620 จะได้มาจาก American Type Culture Collection (ATCC® CCL-
227TM, Manassas, VA, USA). เลี้ยงในอาหาร Dulbecco's Modified Eagle's Medium-High glucose 
(Hyclone, U.S.A.) (A. Maamer-Azzabi, et al., 2013) ที่ใส่ 10% fetal bovine serum (FBS) ที่ม ี1% 
Pen/Strep และเก็บรักษาในตู้เลี้ยงเซลล์ที่37 °C 5% CO2 หลังจากเซลล์เจริญเต็มที่แล้ว จะลอกเซลล์เพ่ือน าไปท า
การทดลองต่อไปด้วย Trypsin–EDTA (Gibco™ Laboratories, USA)  

สารออกฤทธิ์ทางชีวภาพที่ใช้ในการทดลอง 

 ได้รับความอนุเคราะห์จาก ศาสตราจารย์ ดร. อภิชาต สุขส าราญ (ภาควิชาเคมี คณะวิทยาศาสตร์ มหาวิ
ยาลัยรามค าแหง) 

ชื่อตัวอย่าง (ชื่อย่อ) โครงสร้าง/สูตรโครงสร้าง/น้ าหนักโมเลกุล แหล่งที่มา ส่วนที่ใช้ 

Tilliacorinine 
(ASTP040) 

C36H36N2O5, 576.26 

T. triandra ราก/ล าต้น 

Tiliacorine 
(ASTP041) 

C36H36N2O5, 576.26 

T. triandra ราก/ล าต้น 

Nortiliacorinine  
(ASTP042) 

C35H34N2O5, 562.65 

T. triandra ราก/ล าต้น 
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ชื่อตัวอย่าง (ชื่อย่อ) โครงสร้าง/สูตรโครงสร้าง/น้ าหนักโมเลกุล แหล่งที่มา ส่วนที่ใช้ 

Cyperenoic acid 
(ASTP053)   

C15H22O2, 234.33  

C. crassifolius ราก 

Cyperenol 
(ASTP054)   

C15H24O, 220.35 

สังเคราะห์จาก 
cyperenoic 

acid 
- 

Cyperenyl 10-O-(4-
acetoxy-trans-cinnamate) 
or the ester analog 055 
(CATC) (ASTP055) 

C26H32O4, 408.53 

สังเคราะห์จาก 
cyperenoic 

acid 
- 

Cyperenol 10-O-(2-
acetoxy-trans- cinnamate) 
or the ester analog 056 
(ASTP056) 

C26H32O4, 408.53 

สังเคราะห์จาก 
cyperenoic 

acid 
- 

Cyperenol 10-O-(3,4-
dihydroxy-trans-
cinnamate) 
or the ester analog 057 
(ASTP057) C22H28O4, 356.46 

สังเคราะห์จาก 
cyperenoic 

acid 
- 



11 
 

ชื่อตัวอย่าง (ชื่อย่อ) โครงสร้าง/สูตรโครงสร้าง/น้ าหนักโมเลกุล แหล่งที่มา ส่วนที่ใช้ 

Cyperenol 10-O-(3-
methoxy-4-acetoxy-trans-
cinnamate) 
or the ester analog 058 
(ASTP058) C25H32O5, 412.52 

สังเคราะห์จาก 
cyperenoic 

acid 
- 

Cyperenol 10-O-(3,4-
dihydroxy-trans-
cinnamate) 
or the ester analog 059 
(ASTP059) C26H32O6, 440.53 

สังเคราะห์จาก 
cyperenoic 

acid 
- 

Cyperenol 10-O-(2-
hydroxy-trans- cinnamate) 
or the ester analog 060 
(ASTP060) 

C24H30O3, 366.49 

สังเคราะห์จาก 
cyperenoic 

acid 
- 
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การทดสอบความเป็นพิษของสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพในการเลี้ยงแบบสองมิติด้วยวิธี MTT assay 

หยอดเซลล์ใน 96-well plate ปริมาณ 104 เซลล์ต่อ 100 µl ในอาหาร DMEM/10% FBS/1% Pen/Strep แล้ว

บ่มข้ามคืน หลังจากนั้นเติมสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพ ASTP040-42, ASTP053-60 ที่ความเข้มข้นต่าง (0.316, 1, 

3.162, 10, 31.62 และ 100 µM) โดยมี DMSO เป็นชุดควบคุม หลังจากบ่มไว้ 24-72 ชั่วโมง จึงจะน าเซลล์มา

ตรวจวัดปริมาณเซลล์ที่มีชีวิตด้วยวิธี MTT assay โดยการน าเพลทที่ต้องการทดสอบมาเติมสาร 3-(4,5-

dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide (MTT) (5 mg/ml) ลงไป 10 µl ต่อหลุม หลังจาก

นั้นบ่มที่ 37°C เป็นเวลา 4 ชั่วโมง แล้วจึงละลายตะกอน formazan ด้วย DMSO 100 µl หลังจากนั้นน าไป

ตรวจวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ 540 nm ด้วยเครื่อง MULTISKAN FC microplate reader (Thermo Fisher 

scientific, Waltham, Massachusetts, USA) แล้วน าไปหาค่า cell viability โดยใช้อาหารเปล่าเป็น blank ด้วย

สู ต ร  (%  cell viability = ((abs. of treated cells) - (abs. of blank)) / ((abs. of vehicle cells) - (abs. of 

blank)) × 100)) 

การเลี้ยงเซลล์แบบ Spheroid 

เริ่มจากทดลองน าเซลล์มะเร็งมาเลี้ยงให้เป็นสามมิติด้วยการหยอดเซลล์ 5000, 10000 และ 20000 เซลล์ต่อหลุม 

ใ น  Ultra-Low Attachment microplate 6-well plate ใ น  2 ml ใ น อ า ห า ร  DMEM/10% FBS 

1% Pen/Strep แล้วจึงบ่มที่  37 °C 5% CO2 หลังจากนั้นจะน าไป  optimize วิธีการเลี้ยงใน  Ultra-Low 

Attachment microplate 96-well plate โดยจะหยอดเซลล์ 3000-5000 เซลล์ต่อ spheroid ตามที่มีรายงาน

มาก่อนหน้านี้  (Korff and Augustin, 1998; Walzl et al., 2014) เซลล์จะถูกนับและหยอดลงใน 100-200 µl 

ของอาหาร DMEM/5-10% FBS/1% Pen/Strep หลังจากนั้นทิ้งไว้ 1-5 วันให้เซลล์รวมตัวเป็น spheroid สังเกตุ

ลักษะการเจริญเป็น spheroid ของเซลล์ 

การทดสอบความเป็นพิษของสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพในการเลี้ยงแบบสามมิติด้วยการย้อมสีนิวเคลียส 

หยอดเซลล์ 5000 เซลล์ต่อหลุม ลงใน Ultra-Low Attachment microplate 96-well plate ในอาหาร DMEM 

10% FBS 1% Pen/Strep 200 µl หลังจากทิ้งไว้ 5 วันให้เซลล์เจริญเป็น spheroid แล้วจึงเปลี่ยนเอาอาหารเก่า

ออกแล้วใส่อาหารใหม่ที่มีสารสกัดที่ความเข้มข้นต่าง ๆ ลงไป โดยใช้ DMSO เป็นชุดควบคุม จากนั้นบ่มใน 37 °C 

5% CO2 ไว้ 72 ชั่วโมง แล้วจึงย้าย spheroid ไปไว้ใน 96-well plate อันใหม่แบบ round bottom ด้วยปิเปต 

P200 ที่ตัดปลายทิปและน าไปลนไฟให้ทู่แล้ว หลังจากนั้นจึงน า spheroid ไปย้อมด้วยสีเพ่ือดูลักษณะทางกายภาพ

ของเซลล์มะเร็ง หลังจากเก็บ spheroid มาแล้ว จะน าไปล้างด้วย PBS 500 µl แล้วทิ้งไว้ให้เซลล์ตกลงมา 5 นาที 
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ทั้งหมด 2 ครั้ง จากนั้น เติม 4% paraformaldehyde เพ่ือตรึงเซลล์ให้ท่วม spheroid แล้วน าไปบ่มที่ 4 °C เป็น

เวลา 20 นาที เมื่อครบเวลา ล้างด้วย PBS อีก 1 ครั้ง ก่อนที่จะเติมสี Hoechst (5 µg/ml) ลงไปพอท่วม spheroid 

แล้วบ่มในที่มืดเป็นเวลา 30 นาที ครบเวลาแล้วจึงล้างด้วย PBS อีก 2 ครั้ง แล้วน าไปส่องภายใต้กล้องจุลทรรศน์

ฟลูออเรสเซนต์ รุ่น OLYMPUS-IX71 (Olympus Life Science, Shinjuku, Tokyo, Japan) 

การทดสอบความเป็นพิษของสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพในการเลี้ยงแบบสามมิติด้วยวิธี ATP assay 

 หยอดเซลล์ 5000 เซลล์ต่อหลุม ลงใน Ultra-Low Attachment microplate 96-well plate ในอาหาร 

DMEM 10% FBS 1% Pen/Strep 200 µl หลังจากทิ้งไว้ 5 วันให้เซลล์เจริญเป็น spheroid แล้วจึงเปลี่ยนเอา

อาหารเก่าออกแล้วใส่อาหารใหม่ที่มีสารสกัดที่ความเข้มข้นต่าง ๆ ลงไป โดยใช้ DMSO เป็นชุดควบคุม จากนั้นบ่ม

ใน 37 °C 5% CO2 ไว้ 72 ชั่วโมง แล้วน าไปท า ATP assay ด้วยวิธี ATPlite 1step Luminescence Assay 

เริ่มต้นจากการน าเพลทมาปรับปริมาตรของอาหารในหลุมให้เป็น 100 µl หลังจากนั้นเติม substrate solution 

100 µl ปิดฝาเพลทแล้วน าไปเขย่าเป็นเวลา 5 นาที พอครบเวลาน าไปบ่มต่อในที่มืด 20 นาที หลังจากนั้นผสม

ของเหลวในหลุมให้เข้ากัน แล้วถ่ายของเหลว 50 µl ลงใน OptiPlate-96 HS ซึ่งเป็นเพลทส าหรับน าไปวัดปริมาณ

แสงลูมิเนสเซนต์ แล้วจึงน าไปวัดปริมาณแสงลูมิเนสเซนต์ที่เกิดขึ้น  
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บทที่ 3 

ผลการทดลอง 

3.1 ผลของ Cytotoxicity assay ในการเลี้ยงแบบสองมิติด้วยวิธี MTT assay  

 3.1.1 จากผลของการท า MTT assay จะเห็นว่าสารสกัดจากย่านาง ทั้ง 3 สาร ASTP40-42 มีความเป็น

พิษกับเซลล์ทั้งหมด โดยมีค่า IC50 ตั้งแต่ 5.274  µM จนถึง 48.4 µM ส าหรับสารสกัดจากพังคี ASTP53-60 

พบว่ามีสารที่มีความเป็นพิษกับเซลล์ 2 สาร ได้แก่ ASTP59-60 โดยมีค่า IC50 อยู่ที่  157.7 และ 92.4 µM 

ตามล าดับ แต่สารอ่ืน ๆ ที่เหลือ ASTP53-58 พบว่าไม่มีความเป็นพิษกับเซลล์ที่ความเข้มข้นต่ า 

 

 

 

 

 

 

IC50: 5.998 µM                    IC50: 48.4 µM 

 
 
 
 

 

  IC50: 5.274 µM            IC50: >100 µM 
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 IC50: >100 µM            IC50: >100 µM 

 

 

 

 
 
 
IC50: >100 µM                           IC50: >100 µM 

 
 
 
 
 
 
 
IC50: >100 µM                 IC50: 157.7 µM 
 
 
 
 
 
 
 
IC50: 97.24 µM 
 
ภาพที่ 3.1.1 แสดงเปอร์เซ็นต์การอยู่รอดของเซลลม์ะเร็งเมื่อได้รับสารสกัดจากสมุนไพรเป็นเวลา 24 ช่ัวโมง ASTP40-42, 53-60 
ด้วยวิธี MTT assay ค านวณด้วยโปรแกรม GraphPad Prism 5.03  



16 
 

 
3.1.2 ผลของการน าสาร ASTP40, 41, 42, 59, 60 ไปท า MTT assay ซ้ าที่ 24 ชั่วโมงอีกครั้ง เพ่ือยืนยัน

ความเป็นพิษของสารสกัด ได้ผลว่าสารทั้งหมดท่ีน ามาทดสอบซ้ า มีความเป็นพิษกับเซลล์มะเร็งจริงๆ โดยมีค่า 
IC50 ตั้งแต่ 2.212 µM ไปจนถึง 102.3 µM โดยมีค่าของ IC50 ที่แตกต่างกันเล็กน้อย ซึ่งอาจจะเกิดจากการปิเปต
ส่วนใสของสารที่มตีะกอนของสารปนมาในปริมาณท่ีไม่เท่ากัน เนื่องจากเป็นสารที่มีตะกอนและเหลือปริมาตรของ
สารน้อย 
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IC50: 102.3 µM 

ภาพที่ 3.1.2 แสดงเปอร์เซ็นต์การอยู่รอดของเซลลม์ะเร็งเมื่อได้รับสารสกัดจากสมุนไพรเป็นเวลา 24 ช่ัวโมงในการท าซ้ าครั้งที่สอง
ส าหรับสารทีม่ีความเป็นพิษกับเซลล์ ASTP40-42, 59-60 ด้วยวิธี MTT assay ค านวณด้วยโปรแกรม GraphPad Prism 5.03 
 

 

3.1.3 ผลการท า MTT assay ที่ 72 ชั่วโมง เพ่ือทดสอบฤทธิ์ของสารที่ไม่มีความฤทธิ์ในการทดสอบที่ 24 

ชั่วโมงในการเลี้ยงร่วมกับเซลล์ที่ระยะเวลานานขึ้น ได้ผลว่า มีเพียงสาร ASTP57 เท่านั้น ที่มีความเป็นพิษกับ

เซลล์มะเร็ง โดยมีค่า IC50 เฉลี่ยเท่ากับ 222.82 µM ส่วนสาร ASTP53-56,58 พบว่าไม่มีความเป็นพิษกับเซลล์แม้

ในการเลี้ยงเซลล์ที่เวล 72 ชั่วโมงก็ตาม 

สาร ASTP53 

         ซ้ าที่ 1         ซ้ าที่ 2              ซ้ าที่ 3 

 

 

 

 

สาร ASTP54 

         ซ้ าที่ 1         ซ้ าที่ 2              ซ้ าที่ 3 
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สาร ASTP55 

         ซ้ าที่ 1         ซ้ าที่ 2              ซ้ าที่ 3 

 

 

 

 

 

สาร ASTP56 

         ซ้ าที่ 1         ซ้ าที่ 2              ซ้ าที่ 3 

 

 

 

 

สาร ASTP57 

         ซ้ าที่ 1         ซ้ าที่ 2              ซ้ าที ่3 
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สาร ASTP58 

         ซ้ าที่ 1         ซ้ าที่ 2              ซ้ าที ่3 

 

 

 

 
 
ภาพที่ 3.1.2 แสดงเปอร์เซ็นต์การอยู่รอดของเซลลม์ะเร็งเมื่อได้รับสารสกัดจากสมุนไพรเป็นเวลา 72 ช่ัวโมงทั้งสามซ้ าในสารสกัดที่
ไม่มีความเป็นพิษกับเซลล์ ASTP53-58 ด้วยวิธี MTT assay ค านวณด้วยโปรแกรม GraphPad Prism 5.03 

 

 

3.2 การเลี้ยงเซลล์มะเร็งแบบสามมิติโดยการประกอบเป็น spheroid ใน 6-well plate  

เริ่มต้นด้วยการทดลองน าเซลล์มะเร็งไปเลี้ยงให้เป็นสามมิติในเพลทที่เคลือบสารป้องกันไม่ให้เซลล์ยึดเกาะ 

(Ultra-Low Attachment plate) แบบ 6 หลุม ได้ผลว่า หลังจากเลี้ยงได้ 3 วัน (ภาพ A) เซลล์จะมีลักษณะการ

เจริญรวมตัวกันเป็นกลุ่มก้อนขนาดเล็ก แต่ยังไม่หนาแน่นพอ แต่ที่ 7, 14 วัน (ภาพ B,C) กลุ่มเซลล์จะเริ่มมีขนาด

ใหญ่ขึ้น และมีการรวมตัวกันที่หนาแน่นขึ้น ซ่ึงเป็นลักษณะของการเจริญรวมกันเป็น spheroid จากเซลล์มะเร็ง

อย่างหนาแน่น จากผลการทดลองนี้ท าให้ทราบว่าสามารถน าเซลล์มะเร็งชนิดนี้มาเลี้ยงแบบสามมิติได้ 
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(B)  

 

 

 

 

 

 

 

 

(C)  

 

 

 

 

 

 

 

ภาพที่ 3.2 แสดงลักษณะการเจริญเป็น Spheroid หลังจากเลี้ยงใน Ultra-Low Attachment 6-well 

plate เป็นระยะเวลา (A) 3 วัน, (B) 7 วัน , (C) 14 วัน  

7 Days 

14 Days 
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3.3 การเลี้ยงเซลล์มะเร็งแบบสามมิติโดยการประกอบเป็น spheroid ใน 96-well plate  

3.3.1 การหาสภาวะที่เหมาะสมในการเลี้ยง ได้ผลว่า ที่ปริมาณเซลล์เริ่มต้น 5000 เซลล์ จะให้ขนาดของ 

spheroid ที่ใหญก่ว่า และเหมาะที่จะน ามาท าการทดลองต่อไป และปริมาตรอาหารที่ 200 µl จะท าให้เซลล์เจริญ

รวมกลุ่มกันเป็น spheroid ได้ดีกว่าเทียบกับปริมาตรอาหาร 100 µl จะมีเซลล์เจริญออกมารอบ ๆ ของ spheroid 

จ านวนมาก และที่ปริมาณ FBS 10% มีลักษณะการเจริญรวมตัวกันเป็น spheroid ที่หนาแน่นกว่าปริมาณ FBS 

5% ที่จะมีลักษณะของช่องว่างภายใน  spheroid มากกว่า และสุดท้าย ระยะเวลาที่เซลล์มีการเจริญเป็น 

spheroid พบว่าที่ 5 วันเป็นระยะเวลาที่น้อยที่สุดที่เซลล์จะสามารถเจริญเป็น spheroid ที่มีขนาดและความ

หนาแน่นเหมาะสมเพียงพอที่จะน าไปท าการทดลองต่อไปได้โดยไม่ท าให้ spheroid เสียหายที่ขณะท าการทดลอง  

(A) จ านวนเซลล์ต่าง ๆ 

 

 

 

 

 

 

(B) อัตราส่วนของ FBS  

3000 cells/well 5000 cells/well 

5% FBS 10% FBS 



22 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 ภาพที่3.3.1 แสดงลักษณะการเจริญรวมตัวกันเป็น spheroid ของเซลล์ SW620 ใน Ultra-Low 

Attachment 96-well plate หลังจากน าไป vary ปัจจัยต่าง ๆ ที่เกี่ยวข้อง โดย (A) จ านวนเซลล์เริ่มต้น,  

(B) ปริมาณ FBS ในอาหาร, (C) ปริมาตรอาหารต่อหลุม, (D) ระยะเวลาในการเจริญเป็น spheroid 

V= 200 µl V= 100 µl 

3 Days 5 Days 

7 Days 

(D)     จ านวนวัน 

(C)     ปริมาตรของอาหารในหลุม 
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 3.3.2 การทดสอบฤทธิ์ของสารสกัดในการเลี้ยงแบบสามมิติ โดยได้เลือกสารทั้งที่มีฤทธิ์และไม่ฤทธิ์ในการ

เลี้ยงแบบสองมิติมาท าการทดลองต่อ เนื่องจากในการรายงานก่อนหน้า ได้มีรายงานว่าการเลี้ยงเซลล์แบบสองมิติ

ท าให้มีการแสดงออกของยีนเปลี่ยนแปลงไปจ านวนมาก (Birgersdotter A., et al., 2005, Cukierman E., 2002) 

ซึ่งอาจจะมียีนที่เกี่ยวข้องกับก าย่อยสลายสารหรือยาหลาย ๆ ชนิด ท าให้การทดสอบฤทธิ์ของยาหรือสารสกัดใน

วิธีการเลี้ยงเซลล์แบบสองมิติเพียงอย่างเดียว อาจจะท าให้ได้ผลผิดพลาดไปได้ อย่างที่มีรายงานก่อนหน้าว่ามีทั้ง

สารและยาที่พบว่ามีฤทธิ์ในการก าจัดเซลล์มะเร็งที่เลี้ยงแบบสองมิติมาก แต่เมื่อน าไปทดสอบระดับสูงขึ้น พบว่าไม่

มีฤทธิ์ในการฆ่าเซลล์มะเร็งจริง ๆ เป็นผลมาจากการแสดงออกที่เปลี่ยนไปของเซลล์มะเร็งมีผลท าให้เซลล์มะเร็งมี

ความไวต่อยาหรือสารหลาย ๆ ชนิดเพ่ิมมากขึ้น  ท าให้ต้องน าสารที่มีฤทธิ์ในการทดสอบความเป็นพิษต่อ

เซลล์มะเร็งในการเลี้ยงเซลล์แบบสองมิติมาท าการทดสอบต่อในการเลี้ยงเซลล์แบบสามมิติ (Jacks T., Weinberg 

RA., 2002, Birgersdotter A., 2005) นอกจากนี้ยังมีรายงานก่อนหน้าที่เกี่ยวข้องกับความไวที่เพ่ิมมากขึ้น เมื่อ

เลี้ยงเซลล์แบบสามมิติ (Amatangelo MD., et al., 2013, Nico Jacobi, et al., 2017) เนื่องจากสารเหล่านั้นมี

ผลต่อปฏิสัมพันธ์ระหว่างเซลล์มะเร็งด้วยกันหรือต่อเซลล์มะเร็งกับ ECM ท าให้สามารถออกฤทธิ์ได้เฉพาะในการ

เลี้ยงเซลล์แบบสามมิติ หรืออาจจะเกิดจากการที่เซลล์มะเร็งมีการแสดงออกของยีนที่เกี่ยวข้องกับการย่อยสลาย

สารเหล่านี้เพ่ิมขึ้นในการเลี้ยงเซลล์แบบสองมิติ ท าให้การทดสอบความเป็นพิษของสารในการเลี้ยงเซลล์แบบสอง

มิติเพียงอย่างเดียวอาจท าให้ได้ผลที่ผิดพลาดได้ ท าให้ต้องน าสารที่ไม่มีความเป็นพิษในการเลี้ยงเซลล์แบบสองมิติ

มาทดสอบต่อในการเลี้ยงเซลล์แบบสามมิติด้วย และจากรายงานการวิจัยก่อนหน้าพบว่ามีวิธีการทดสอบสารหรือ

ยาโดยการน ามาย้อมนิวเคลียสเพ่ือดูลักษณะทางกายภาพที่สามารถบ่งบอกการตายแบบ apoptosis ได้ (RICK 

SAI-CHUEN WU, et al., 2011, Muhammad Shahid Riaz Rajoka, et al., 2018) จึงได้ท าการทดลองเพ่ือดู

ความเป็นพิษของสารในการเลี้ยงเซลล์แบบสามมิติโดยจะดูจากการตายแบบ apoptosis ที่เกิดขึ้น ซึ่งลักษณะการ

ตายแบบ apoptosis จะแสดงให้เห็นเป็นลักษณะของการย้อมติดสีน้ าเงินที่เข้มของนิวเคลียส และมีการแตกของ

นิวเคลียสเป็นชิ้นส่วนเล็ก ๆ จ านวนมาก (RICK SAI-CHUEN WU, et al., 2011) เมื่อเปรียบเทียบกับชุดควบคุม 

(ภาพ L, M) ได้ผลว่า สาร ASTP40-42 (ภาพ A-C) จะมีเซลล์ที่ย้อมติดสีย้อมเข้ม และมีลักษณะการตายแบบ 

apoptosis ตามที่ลูกศรสีด าชี้เกิดขึ้นจ านวนมาก ซึ่งเป็นผลที่เหมือนกับการทดสอบความเป็นพิษของสารในการ

เลี้ยงเซลล์แบบสองมิติโดยในการทดลองก่อนหน้า สารทั้งสามนี้มีความเป็นพิษต่อเซลล์ที่เลี้ยงแบบสองมิติสูงมาก 

แต่ส าหรับสาร ASTP57,60 (ภาพ H, K) พบว่ามีลักษณะของเซลล์ที่ย้อมติดสีเข้มเพียงเล็กน้อย และมีลักษณะการ

ตายแบบ apoptosis เกิดขึ้นบ้างเล็กน้อย ซึ่งผลความเป็นพิษของสารทั้งสองสารนี้ในการเลี้ยงเซลล์แบบสามมิติก็

ให้ผลใกล้เคียงกับการทดลองก่อนหน้าที่แสดงให้เห็นว่าสาร ASTP57,60 มีความเป็นพิษเล็กน้อยต่อเซลล์ที่เลี้ยง
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แบบสองมิติ และส าหรับสารสุดท้ายที่มีรายงานความเป็นพิษในเซลล์ที่เลี้ยงแบบสองมิติ สาร  ASTP59 (ภาพ J) 

พบว่ามีลักษณะการตายเกิดขึ้นเพียงเล็กน้อยเท่านั้นเมื่อเทียบกับชุดควบคุม ซึ่งเป็นผลที่ค่อนข้างขัดแย้งกับการ

ทดลองก่อนหน้าที่แสดงให้เห็นว่าสารนี้มีความเป็นพิษกับเซลล์ แต่ในระหว่างข้ันตอนการท าการทดลอง นอกจากนี้

ผู้วิจัยได้พบว่า spheroid ที่ได้รับสารสกัด ASTP59 นี้ จะมีลักษณะการเกาะกันของ spheroid แบบหลวม ๆ ท า

ให้ spheroidเกิดความเสียหายในขณะที่เคลื่อนย้าย spheroid ในขั้นตอนการย้อมสีนิวเคลียสได้ง่ายเมื่อเทียบกับ

สารอ่ืนและชุดควบคุม และต่อมาส าหรับสารที่ไม่เป็นพิษกับเซลล์ในการเลี้ยงแบบสองมิติ ได้แก่ สาร ASTP53-56, 

58 พบว่านอกจากสาร ASTP55 ใน spheroid ที่ได้รับสาร ASTP53,54,56,58 (ภาพ D, E, G, I) แทบไม่มีลักษณะ

การตายแบบ apoptosis เกิดขึ้นเลย โดยเซลล์ส่วนใหญ่มีลักษณะนิวเคลียสกลม และย้อมติดสีอ่อนตามปกติซึ่ง

สอดคล้องกับผลการทดลองก่อนหน้าในการเลี้ยงเซลล์แบบสองมิติ  แต่ที่น่าสนใจคือสาร ASTP55 (ภาพ F) มีมี

จ านวนเซลล์ที่ย้อมติดสีนิวเคลียสสีเข้มจ านวนมาก และมีลักษณะการตายแบบ apoptosis เกิดขึ้นมากกว่าชุด

ควบคุมอย่างเห็นได้ชัด ทั้ง ๆ ที่ในการทดลองก่อนหน้าได้แสดงให้เห็นแล้วว่าสารนี้เป็นสารที่ไม่มีความเป็นพิษต่อ

เซลล์ที่ถูกเลี้ยงแบบสองมิติแต่กลับให้ผลที่มีแนวโน้มว่าจะมีความเป็นพิษกับเซลล์ที่ถูกเลี้ยงแบบสามมิติ  
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ภาพที่ 3.3.2 (A) ภาพการย้อมสีนิวเคลียสที่มีการแสดงลักษณะการตายแบบ apoptosis จากงานวิจัยก่อน

หน้า (RICK SAI-CHUEN WU, et al., 2011) โดยภาพซ้าย เป็นเซลล์ปกติที่ไม่มีการตายแบบ apoptosis 

เกิดขึ้น ส่วนรูปขวา มีลูกศรสีเหลืองแสดงลักษณะการตายแบบ apoptosis ที่เกิดขึ้นหลังจากได้รับสารพิษเข้า

ไป , (B-L) ลักษณะ spheroid ที่ถูกย้อมด้วยสีย้อมนิวเคลียส Hoechst หลังจากได้รับสารสกัดความเข้มข้น 

100 µM เป็นเวลา 3 วัน โดยรูปซ้ายจะแสดงทั้ง spheroid และรูปขวาจะแสดงภาพระยะใกล้และมีลูกศรสดี า

ที่แสดงลักษณะเซลล์ที่ตายแบบ apoptosis ที่เกิดขึ้น (B) ASTP40, (C) ASTP41, (D) ASTP42, (E) ASTP53, 

(F) ASTP54, (G) ASTP55, (GH ASTP56, (I) ASTP57, (J) ASTP58, (K) ASTP59, (L) ASTP60, (M,N) DMSO 

 

 

 

3.3.3 การทดสอบฤทธิ์ของสารสกัดในการเลี้ยงแบบสามมิติด้วยวิธี ATP assay ซึ่งได้เลือกสารไปท าการ

ทดลองทั้งหมด 4 สาร โดยมีสาร ASTP40,42 เป็นตัวแทนสารที่มีความเป็นพิษในการทดลองก่อนหน้าทั้งแบบสอง

มิติและสามมิติ สาร ASTP53 เป็นตัวแทนสารที่ไม่พบความเป็นพิษในการทดลองก่อนหน้าทั้งแบบสองมิติและสาม

มิติ และสุดท้าย สาร ASTP55 ที่พบว่าไม่มีความเป็นพิษในการเลี้ยงแบบสองมิติแต่สามารถท าให้มีการตายแบบ 

apoptosis เกิดขึ้นในการเลี้ยงแบบสามมิติจากการทดลองก่อนหน้าได้ ผลที่ได้ (ภาพ 3.3.3) สาร ASTP40,42 

พบว่าไม่มีปริมาณแสงลูมิเนสเซนต์ที่บ่งบอกถึงปริมาณเซลล์ที่มีชีวิตเกิดขึ้นเลย ส าหรับสาร ASTP55 พบว่ามี

ปริมาณเซลล์ที่มีชีวิตลดลงเล็กน้อยเมื่อเทียบกับชุดควบคุม ซึ่งสอดคล้องกับผลการทดลองก่อนหน้าที่แสดงให้เห็น

ถึงลักษณะการตายแบบ apoptosis ของเซลล์มะเร็งที่เกิดขึ้นในการเลี้ยงแบบสามมิติ แต่ที่น่าสนใจคือสาร 

ASTP53 ที่ไม่มีความเป็นพิษทั้งในการเลี้ยงเซลล์แบบสองมิติและสามมิติจากผลการทดลองก่อนหน้า แต่ในการ

ทดลองนี้พบว่าสาร ASTP53 มีปริมาณเซลล์ที่มีชีวิตลดน้อยกว่าชุดควบคุมมาก ซึ่งอาจจะเป็นผลจากการลดการ

เจริญของเซลล์มะเร็ง ท าให้มีปริมาณของ ATP ที่ตรวจวัดได้ลดน้อยลง แต่ไม่ได้ท าให้เซลล์มะเร็งตายแบบ 

apoptosis โดยตรง 
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ภาพที่ 3.3.3 แสดงปริมาณเซลลท์ี่มีชีวิตหลังจากได้รับสาร ASTP40, 42, 53, 55 และ DMSO ตามล าดับ 

ทดลองในการเลีย้งเซลล์แบบสามมิติและตรวจวัดปรมิาณเซลล์ที่มีชีวิตด้วยวิธ ีATP assay ท ากราฟและ

วิเคราะหด์้วยโปรแกรม GraphPad Prism 5.03 โดยเครื่องหมาย * หมายถึงแตกต่างอย่างมีนยัส าคญั และ 

*** หมายถึงแตกต่างอย่างมีนัยส าคัญอย่างยิ่ง 
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 ตารางที่ 3.4 สรุปผลของสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพทั้งหมดในการศึกษานี้ 

 

3.4 ส าหรับการเปรียบเทียบฤทธิ์ของสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพทั้งหมดในการศึกษานี้ โดยจากผลการ

ทดสอบความเป็นพิษของสารในการเลี้ยงเซลล์แบบสองมิติพบว่าสาร ASTP53-56,58 ไม่มีความเป็นพิษกับ

เซลล์มะเร็ง และสาร ASTP57 มีความเป็นพิษกับเซลล์มะเร็งเล็กน้อยที่ 72 ชั่วโมง ส่วนสาร ASTP40-42, 59-60 

พบว่ามีความเป็นพิษกับเซลล์มะเร็ง ต่อมาจากผลการทดสอบความเป็นพิษของสารในการเลี้ยงแบบสามมิติด้วย

วิธีการย้อมสีนิวเคลียสและวิธี ATP assay พบว่านากจากสาร ASTP53,55 ที่ให้ผลว่ามีความเป็นพิษเล็กน้อยถึง

ปานกลาง สาร ASTP59 มีความเป็นพิษลดลงเล็กน้อย แต่ส่งผลต่อการรวมตัวเป็น spheroid ของเซลล์มะเร็ง สาร

อ่ืน ๆ ให้ผลที่สอดคล้องกับการทดลองก่อนหน้าทั้งหมด 

สาร 
ผลของสาร 

2D 3D 

ASTP40 มีความเป็นพิษสูง มีความเป็นพิษสูง 

ASTP41 มีความเป็นพิษสูง มีความเป็นพิษสูง 

ASTP42 มีความเป็นพิษสูง มีความเป็นพิษสูง 

ASTP53 ไม่มีความเป็นพิษ สามารถยับยั้งการเจรญิของเซลลม์ะเร็งได ้

ASTP54 ไม่มีความเป็นพิษ ไม่มีความเป็นพิษ 

ASTP55 ไม่มีความเป็นพิษ มีความเป็นพิษเล็กน้อย 

ASTP56 ไม่มีความเป็นพิษ ไม่มีความเป็นพิษ 

ASTP57 มีความเป็นพิษเล็กน้อยที่ 72 ช่ัวโมง มีความเป็นพิษเล็กน้อย 

ASTP58 ไม่มีความเป็นพิษ ไม่มีความเป็นพิษ 

ASTP59 มีความเป็นพิษปานกลาง มีความเป็นพิษเล็กน้อย 

ASTP60 มีความเป็นพิษปานกลาง มีความเป็นพิษปานกลาง 
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บทที่ 4 

สรุปและวิจารย์ผลการทดลอง 

 จากผลการทดลองทั้งหมดแสดงให้เห็นว่า สารทั้ง 11 สารที่ได้ใช้ในการทดลองนี้ มีทั้งสารที่มีฤทธิ์และไม่มี

ฤทธิ์ทั้งในการเลี้ยงเซลล์แบบสองมิติและสามมิติ ซึ่งเมื่อเปรียบเทียบผลแล้วจะเห็นทั้งสารที่มีฤทธิ์เหมือนกัน

ระหว่างการทดสอบในการเลี้ยงเซลล์แบบสองมิติและสามมิติ และสารที่ให้ผลต่างกันทั้งในการเลี้ยงเซลล์แบบสอง

มิติและสามมิติ โดยมีทั้งสารที่ให้ผลน้อยลงและให้ผลเพิ่มข้ึนในการทดสอบแบบสามมิติ  

 ส าหรับสารที่มีผลการทดลองสอดคล้องกันทั้งในการเลี้ยงเซลล์แบบสองมิติและสามมิติพบว่ามีทั้งหมด 9 

สารจากทั้งหมด 11 สาร ได้แก่ ASTP40,41,42,53,54,56,57,58,60 โดยเป็นสารสกัดจากย่านาง 3 สาร (ASTP40-

42) พบว่ามีความเป็นพิษต่อเซลล์มะเร็งล าไส้ใหญ่นี้ทั้งในการเลี้ยงเซลล์แบบสองมิติและสามมิติ ผลจากการทดสอบ

ในการเลี้ยงเซลล์แบบสองมิติมีอัตราการตายที่สูงมาก ค านวณออกมาได้เป็นค่า IC50 ที่ต่ า และผลจากการทดสอบ

ในการเลี้ยงเซลล์แบบสามมิติก็มีปริมาณเซลล์ที่ตายแบบ apoptosis ที่สูงมาก และสาร ASTP40,42 ยังแสดงถึง

อัตรารอดชีวิตของเซลล์มะเร็งน้อยมากในการทดสอบด้วยวิธี ATP assay ซึ่งแสดงถึงความเป็นพิษที่สูงมากในการ

เลี้ยงเซลล์แบบสามมิติ และส าหรับสารสกัดจากพังคี ASTP53,54,56,57,58,60 พบว่าสารสกัด ASTP57, 60 ที่มี

ความเป็นพิษกับเซลล์ในการเลี้ยงแบบสองมิติ ได้ให้ผลที่สอดคล้องกันในการเลี้ยงเซลล์แบบสามมิติด้วย ก็คือ

สามารถท าเกิดการตายแบบ apoptosis ในเซลล์มะเร็งได้ ส่วนส าหรับสาร ASTP54,56,58 ที่ไม่มีความเป็นพิษใน

การเลี้ยงเซลล์แบบสองมิติก็ได้ให้ผลที่สอดคล้องในผลการดูลักษณะการตายแบบ apoptosis ของเซลล์มะเร็งเลี้ยง

เซลล์แบบสามมิติเช่นเดียวกัน คือไม่มีความเป็นพิษกับเซลล์ มีจ านวนเซลล์ที่ตายแบบ apoptosis น้อยมาก  

 ส าหรับสารที่เหลือที่ให้ผลต่างกันในระบบการเลี้ยงแบบ 2 มิติ และ 3 มิติ ได้แก่ ASTP53, ASTP55 และ 

ASTP59 ซึ่งสามสารนี้ล้วนเป็นสารอนุพันธ์ย่อยที่ได้จากการน า ASTP53 ที่สกัดได้มาจากพังคีไปสังเคราะห์ขึ้นมา

ใหม่ โดยสาร ASTP53 จากที่ผลการทดลองความเป็นพิษในการเลี้ยงแบบสองมิติและการย้อมดูนิวเคลียสหลังได้รับ

สารในการเลี้ยงเซลล์แบบสามมิติพบว่าสารนี้ไม่มีความเป็นพิษกับเซลล์มะเร็ง แต่จากผล ATP assay แสดงให้เห็น

ถึงปริมาณของเซลล์ที่มีชีวิตลดลงอย่างมากเมื่อเทียบกับชุดควบคุม ท าให้ทราบว่าสารนี้สามารถส่งผลให้เซลล์มะเร็ง

ที่เลี้ยงแบบสามมิติมีการเจริญที่ลดลงโดยที่ไม่ได้ส่งผลต่อการตายแบบ apoptosis โดยตรงท าให้ไม่สามารถดูฤทธิ์

ของสารนี้จากการย้อมสีนิวเคลียสและดูผ่านกล้องฟลูออเรสเซนต์ได้ ส าหรับสาร ASTP55 พบว่าจากเดิมที่เคยไม่มี

ฤทธิ์ในการเลี้ยงเซลล์แบบสองมิติทั้งในการท า MTT assay ที่ 24 ชั่วโมง และ 72 ชั่วโมง แต่เมื่อน าไปทดสอบใน

การเลี้ยงเซลล์แบบสามมิติ พบว่าสามารถท าให้มีการตายแบบ apoptosis เกิดขึ้นได้มากกว่าชุดควบคุมและสาร

อ่ืน ๆ อย่างเห็นได้ชัด หลังจากนั้นเมื่อยืนยันผลด้วยวิธี ATP assay ก็พบว่ามีปริมาณ ATP ที่แสดงถึงปริมาณเซลล์
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ที่มีชีวิตลดลงเมื่อเทียบกับชุดควบคุม ซึ่งแสดงว่าสาร ASTP55 นี้มีความเป็นพิษต่อเซลล์มะเร็งที่เลี้ยงแบบสามมิติ 

ซึ่งอาจเกิดจากการเลี้ยงเซลล์แบบสามมิติท าให้เซลล์มะเร็งมีเป้าหมายของสารนี้เพ่ิมมากขึ้น ท าให้มีการตายของ

เซลล์มะเร็งเพ่ิมขึ้นได้ และส าหรับสาร ASTP59 จากเดิมที่มีความเป็นพิษต่อเซลล์มะเร็งในการเลี้ยงเซลล์แบบสอง

มิติ เมื่อน ามาท าการทดสอบในการเลี้ยงเซลล์แบบสามมิติพบว่าให้ผลตรงข้ามกัน มีปริมาณเซลล์ที่ตายจากการ 

apoptosis น้อยลง ซึ่งผลนี้แสดงให้เห็นว่าการเลี้ยงเซลล์แบบสามมิติอาจท าให้เซลล์มีความไวต่อสารนี้ลดลง ท าให้

สารนี้ไม่สามารถท าลายเซลล์มะเร็งได้  

 จากงานวิจัยก่อนหน้าได้มีรายงานว่า ในการเลี้ยงเซลล์แบบสองมิติจะท าให้เซลล์มีลักษณะทางสัณฐาน

วิทยาที่เปลี่ยนไป และมีผลให้มีการแสดงออกของยีนต่าง ๆ ที่เกี่ยวข้องกับการย่อยสลายยาเปลี่ยนไป  (Jacks T., 

Weinberg RA., 2002, Birgersdotter A., 2005) ท าให้เซลล์มะเร็งที่เลี้ยงด้วยวิธีสองมิติอาจจะมีความไวต่อยา

หรือสารบางอย่างที่ต่างจากเซลล์มะเร็งจริง ๆ เพราะฉะนั้นการที่สาร ASTP55 จากที่เคยไม่มีฤทธิ์ในการทดสอบ

กับเซลลที่เลี้ยงแบบสองมิติ แต่กลับมีฤทธิ์ในการเลี้ยงเซลล์แบบสามมิติอาจจะเกิดจากการที่ เซลล์มะเร็งมีการ

แสดงออกของยีนที่เกี่ยวข้องกับการย่อยสลายสาร ASTP55 เพ่ิมมากขึ้นในการเลี้ยงแบบสองมิติ ท าให้เมื่อน ามา

เลี้ยงแบบสามมิติจึงไม่สามารถย่อยสลายสารนี้ได้ดีเท่าเดิม เป็นผลให้เกิดการตายของเซลล์มะเร็งเพ่ิมขึ้น หรือสาร 

ASTP55 อาจจะมีกลไกในการยับยั้งมะเร็งผ่านการยับยั้งสัญญาณที่เกี่ยวข้องกับการรอดชีวิตของเซลล์ ท าให้เมื่อ

เซลล์มะเร็งที่จะมีการแสดงออกของยีนที่เกี่ยวข้องกับการอยู่รอดลดน้อยลงเมื่อถูกเลี้ยงแบบสามมิติ  (Nico Jacobi, 

et al., 2017) สามารถถูกยับยั้งการอยู่รอดของเซลล์เป็นผลให้เกิดการตายแบบ  apoptosis ขึนได้ หรืออีกหนึ่ง

เหตุผลอาจเกิดจากการที่สาร ASTP55 มีการยับยั้งมะเร็งเกี่ยวข้องกับ ECM หรือปฏิสัมพันธ์ต่าง ๆ ทั้งระหว่าง

เซลล์มะเร็งด้วยกันเองและเซลล์มะเร็งกับ ECM ท าให้สามารถยับยั้งได้ในสภาวะในการเลี้ยงเซลล์แบบสามมิติ

เท่านั้นโดยไม่ส่งผลต่อการเลี้ยงเซลล์แบบสองมิติ (Amatangelo MD., et al., 2013) และจากเหตุผลต่าง ๆ ก่อน

หน้าท าให้อาจคาดเดาได้ว่าสาร ASTP53 อีกสารที่มีฤทธิ์เฉพาะในการเลี้ยงเซลล์แบบสามมิติ ถึงแม้ว่าไม่พบการ

ตายแบบ apoptosis ในการทดลองย้อมสีนิวเคลียส แต่สามารถลดปริมาณเซลล์ที่มีชีวิตลงได้ในการทดสอบ ATP 

assay ซึ่งอาจเกิดจากการที่สาร ASTP53 สามารถยับยั้งการเจริญของเซลล์มะเร็งได้ในการเฉพาะการเลี้ยงเซลล์

แบบสามมิติ และจากงานวิจัยก่อนหน้า (Chawalitpong, S., et al., 2018) พบว่าสาร ASTP53 นี้สามารถยับยั้ง

การท างานในวิถีสัญญาณ NF-kB ได้ ซึ่งเป็นหนึ่งในวิถีสัญญาณที่เกี่ยวข้องกับการเจริญของเซลล์ ท าให้คาดว่าฤทธิ์

ของสาร ASTP53 ที่เกิดขึ้นนี้เป็นผลมาจากการยับยั้งวิถีสัญญาณที่เก่ียวข้องกับการเจริญท าให้มีปริมาณเซลล์มะเร็ง

ที่มีชีวิตน้อยกว่าชุดควบคุม และสุดท้ายนี้ ส าหรับสาร ASTP59 ที่มีฤทธิ์ลดน้อยลง อย่างแรกอาจจะมีสาเหตุมาจาก

การที่สาร ASTP59 ท าให้ spheroid ของเซลล์มะเร็งหลวมขึ้น ท าให้คาดเดาได้ว่าที่จ านวนเซลล์ที่ตายแบบ 

apoptosis ที่น้อยเกินไปอาจเกิดจากการที่เซลล์ที่ตายเหล่านั้นส่วนใหญ่ได้หลุดออกจาก  spheroid ระหว่าง
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ขั้นตอนการล้างและการย้อมสีไปแล้ว จึงมีปริมาณของเซลล์ที่ตายใน spheroid น้อยกว่าที่ควรจะเป็น ท าให้ได้ผล

ที่เป็น false negative ขึ้นมา หรือสาเหตุที่ท าให้สาร ASTP59 มีฤทธิ์ลดลงในการเลี้ยงแบบสามมิติอาจเกิดจาก

เหตุผลที่ได้กล่าวไปก่อนหน้าถึงการแสดงออกของยีนที่เกี่ยวข้องกับการย่อยสลายสารหรือยาที่เปลี่ยนไปของ

เซลล์มะเร็งในสภาวะที่เปลี่ยนไป, การที่เซลล์มีการลาดเอียงความเข้มข้นของยา, การมีปฏิสัมพันธ์ของเซลล์มะเร็ง

เกิดขึ้นรวมไปถึงอาจจะเป็นผลจากการสร้าง ECM ขึ้นมาของเซลล์มะเร็ง โดยได้มีรายงานก่อนหน้ามากมาย

เกี่ยวกับความดื้อต่อยาและสารสกัดต่าง ๆ ที่เพ่ิมมากข้ึนในเซลล์ที่เลี้ยงแบบสามมิติที่มาจากสาเหตุต่าง ๆ (Jacks T., 

2002 , Jacks T., Weinberg RA., 2002, Birgersdotter A., 2005, Abbott A., 2003) ดังนั้น ในการหาค าตอบที่แน่

ชัดว่าการตอบสนองต่อสารสกัดที่เปลี่ยนแปลงไปในการเลี้ยงเซลล์แบบสองมิติและสามมิติจ าเป็นต้องมีการศึกษา

ต่อไปเกี่ยวกับการแสดงออกของยีนในเซลล์มะเร็ง และกลไกในการยับยั้งมะเร็งของสารทั้งสองชนิดนี้ต่อไป และ

จากความสามารถในการท าให้ spheroid ของเซลล์มะเร็งหลวมขึ้นของสาร ASTP59 อาจจะสามารถน าไปศึกษา

ผลของการยับยั้งมะเร็งในด้านอ่ืนได้ด้วย เนื่องจากเซลล์มะเร็งแบบ solid tumor จะมีการหลั่ง autocrine หรือ 

paracrine มากระตุ้นการเจริญของเซลล์มะเร็งใกล้เคียงด้วยกันเองอยู่แล้ว (J. H. Walsh, et al., 1991) หรือ

อาจจะเป็นการหลั่งจากเซลล์ที่ส่งเสริมการเจริญของเซลล์มะเร็ง เช่น แมคโครเฟจ ที่เจริญร่วมกับเซลล์มะเร็ง 

ดังนั้น การที่มีความหนาแน่นของ spheroid ลดลง ก็อาจท าให้มี cytokine เหล่านี้ลดลงเป็นผลให้เซลล์มะเร็งมี

การเจริญที่ลดลงด้วย นอกจากนี้การที่ spheroid มีความหนาแน่นลดลงอาจจะท าให้เซลล์ที่มีบทบาทในการก าจัด

มะเร็งสามารถแทรกเข้าไปก าจัดมะเร็งได้ง่ายขึ้นอีกด้วย ซึ่งจ าเป็นจะต้องมีการศึกษาเพ่ิมเติมต่อไปในอนาคต 
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ภาคผนวก 

1. อาหารเลี้ยงเซลล์ 10% FBS DMEM (ท้ังหมด 40 ml) 

ดีเมม (DMEM)                 34.8 ml 

ฟีตัล โบไวน์ ซีรัม (Fetal Bovine Serum)             4  ml 

  ยาปฏิชีวนะ เพนนิซิลิน/สเตรปโตมัยซิน (Pen/Strep )       0.4 ml 

 hydroxyethyl piperazineethanesulfonic acid (HEPES)   0.4 ml 

 โซเดียม ไพรูเวท (Sodium pyruvate)     0.4 ml 

 

2. ฟอสเฟส บัฟเฟอร์ ซาลีน (phosphate buffer saline; PBS)ความเป็นกรด–ด่าง 7.4)  

โซเดียมคลอไรด์ (NaCl)              8    g  

โพแทสเซียมคลอไรด์ (KCl)             0.2  g  

ไดโซเดียมไฮโดรเจนฟอสเฟส (Na2HPO4)         3.63  g 

โพแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต (KH2PO4)         0.24  g 

น้ ากลั่น          1 L 

3) Freezing media (ทั้งหมด 1000 µl) 

ฟีตัล โบไวน์ ซีรัม (Fetal Bovine Serum)             900  µl  

DMSO          100  µl 

4) 95% Ethanol (ทั้งหมด 100 ml) 

Absolute ethanol        95  ml 

น้ ากลั่น          5  ml 
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