
 
 
 
 
 

รายงานวิจัยฉบับสมบูรณ� 
 

การศึกษาสารท่ีมีฤทธิ์ต�านมะเร็งจากเหง�าเร"วหอม 

Investigation of potential anticancer compound from  
Etlingera pavieana rhizome 

 
 
 
 
 

โดย 
 

ดร. ผาณตา เอ้ียวซิโป 
ผศ. ดร. เอกรัฐ  ศรีสุข 

ศ. ดร. มธุรส พงษ�ลิขิตมงคล 
ดร. อนันต� อธิพรชัย 

 
 
 
 
 
 
 
 

โครงการวิจัยประเภทงบประมาณเงินรายได�  
จากเงินอุดหนุนรัฐบาล (งบประมาณแผ"นดิน) 

ประจําปLงบประมาณ พ.ศ. ๒๕๕๙ 

มหาวิทยาลัยบูรพา 



รหัสโครงการ 2558A10802355 (222385) 
สัญญาเลขที่ 69/2559 

 
รายงานวิจัยฉบับสมบูรณ� 

 

การศึกษาสารท่ีมีฤทธิ์ต�านมะเร็งจากเหง�าเร"วหอม 

Investigation of potential anticancer compound from  
Etlingera pavieana rhizome 

 
 
 
 
 

โดย 
 

ดร. ผาณตา เอ้ียวซิโป 
ภาควิชาชีวเคมี คณะวิทยาศาสตร�  มหาวิทยาลัยบูรพา 

 
ผศ. ดร. เอกรัฐ  ศรีสุข 

ภาควิชาเคมี คณะวิทยาศาสตร�  มหาวิทยาลัยบูรพา 
 

ศ. ดร. มธุรส พงษ�ลิขิตมงคล 
ภาควิชาชีวเคมี คณะวิทยาศาสตร� มหาวิทยาลัยมหิดล 

 

ดร. อนันต� อธิพรชัย 
ภาควิชาเคมี คณะวิทยาศาสตร�  มหาวิทยาลัยบูรพา 

 
 
 
 

โครงการเสร็จสิ้น สิงหาคม 2560 



ง 
 

กิตติกรรมประกาศ 

 

งานวิจัยนี้ได�รับทุนสนับสนุนการวิจัยจากงบประมาณเงินรายได�จากเงินอุดหนุนรัฐบาล (งบประมาณ
แผ!นดิน) ประจําป$งบประมาณ พ.ศ. 2559 มหาวิทยาลัยบูรพา ผ!านสํานักงานคณะกรรมการการวิจัยแห!งชาติ 
เลขท่ีสัญญา 69/2559  

ทางผู�วิจัยขอขอบคุณ ภาควิชาชีวเคมีและภาควิชาเคมี คณะวิทยาศาสตร5 มหาวิทยาลัยบูรพา และ
ภาควิชาชีวเคมี คณะวิทยาศาสตร5 มหาวิทยาลัยมหิดล สําหรับความอนุเคราะห5เครื่องมือและอุปกรณ5ในการทํา
วิจัย ตลอดจนเซลล5ไลน5ท่ีใช�ในการทดสอบ มา ณ ท่ีนี่ด�วย 



 
 

1 
 

บทที่ 1 

บทนํา 

 

1.1 ความสําคัญและที่มาของป�ญหาที่ทําการวิจัย 

โรคมะเร็งจัดเป�นโรคร�ายท่ีคร�าชีวิตคนไทยเป�นอันดับหนึ่ง โดยผู�เสียชีวิตมีแนวโน�มเพ่ิมข้ึนทุกป*
ต้ังแต�ป* พ.ศ. 2542 เป�นต�นมา จากข�อมูลสถิติของกระทรวงสาธารณสุข ป* พ.ศ. 2555 ท่ีผ�านมา พบว�ามี
ผู�ป4วยท่ีเสียชีวิตด�วยโรคนี้ถึง 63,272 ราย คิดเป�นอัตราการตาย 98.5 คนต�อประชากร 100,000 คน โดย
มะเร็งท่ีมีผู�เสียชีวิตมากท่ีสุดเป�นอันดับต�นๆ ได�แก� มะเร็งตับและท�อน้ําดี มีผู�เสียชีวิตถึง 14,469 คน 
มะเร็งปอดและหลอดลม 10,652 คน มะเร็งเต�านม 2,896 คน มะเร็งลําไส�ใหญ�และทวารหนัก 2,879 คน 
และมะเร็งปากมดลูก 1,915 คน (สํานักนโยบายและยุทธศาสตรA สํานักงานปลัดกระทรวงสาธารณสุข) ซ่ึง
โรคมะเร็งนอกจากจะทําให�เกิดความทุกขAทรมานต�อผู�ป4วยจนไปถึงการเสียชีวิตแล�ว ยังทําให�สูญเสียเวลา
และค�าใช�จ�ายท่ีมากมายตลอดช�วงเวลาในการรักษา ส�งผลให�ประเทศสูญเสียทรัพยากรบุคคล สูญเสีย
งบประมาณในการอภิบาลรักษาและนําเข�ายารักษาโรค อันส�งผลกระทบต�อเศรษฐกิจโดยรวมของ
ประเทศได�  ดังนั้น  การปGองกันและรักษาต้ังแต�ระยะเริ่มต�นจึงเป�นวิธีท่ีดีท่ีสุดในการลดการสูญเสียนี้ 

ในปHจจุบัน วิธีการรักษาโรคมะเร็ง มีท้ังการฉายรังสี การรักษาด�วยเคมีบําบัด และการผ�าตัด
เอาชิ้นเนื้อมะเร็งออกไป ซ่ึงมีค�าใช�จ�ายท่ีค�อนข�างสูง และการรักษาแบบเคมีบําบัดด�วยยาในปHจจุบันก็
ก�อให�เกิดผลข�างเคียงต�อผู�ป4วยมาก เช�น ผมร�วง คลื่นไส� อาเจียน อ�อนเพลีย เบ่ืออาหาร เป�นต�น การนํา
สมุนไพรมาใช�ในการรักษาจึงเป�นอีกทางเลือกหนึ่งซ่ึงกําลังได�รับความสนใจอย�างมากท้ังในคนไทยและ
ชาวต�างชาติ เนื่องจากมีผลข�างเคียงท่ีน�อยกว�าการใช�สารเคมี เสียค�าใช�จ�ายท่ีถูกกว�า และเป�นการใช�
ประโยชนAจากพืชท่ีหาได�ท่ัวไปในเขตชุมชนซ่ึงผู�ป4วยและครอบครัวมีความคุ�นเคยเป�นอย�างดี และอาจมี
การบริโภคตามคําบอกเล�าต�อๆกันมาอยู�แล�ว การศึกษาวิจัยฤทธิ์ของสมุนไพรในการต�านมะเร็งจึงเป�นการ
นําเอาความรู�ทางวิทยาศาสตรAเข�าไปสนับสนุนการใช�ประโยชนAจากพืชสมุนไพรในท�องถ่ิน และยืนยันถึง
ฤทธิ์การรักษาท่ีมีอยู�จริงในสมุนไพรนั้น เป�นการเพ่ิมคุณค�าให�กับพืชท�องถ่ิน สนับสนุนภูมิปHญญาชาวบ�าน 
เพ่ิมความน�าเชื่อถือให�กับตัวยาท่ีมีอยู�ในสมุนไพรให�เป�นท่ียอมรับในวงกว�าง เป�นการลดการนําเข�ายาแผน
ปHจจุบันจากต�างประเทศ ช�วยประหยัดงบประมาณให�กับประเทศและอาจเป�นการนํารายได�เข�าสู�ประเทศ
จากการส�งออกยาสมุนไพรเหล�านี้ 

 เร�วหอม มีชื่อวิทยาศาสตรAว�า Etlingera pavieana (Pierre ex Gagnep.) R.M. Sm. เป�น
พืชท่ีอยู�ในวงศA Zingiberaceae ซ่ึงพืชในวงศAนี้หลายชนิดเคยมีรายงานว�ามีฤทธิ์ต�านเซลลAมะเร็งได� เช�น 
ขม้ิน (Curcuma longa) กระชาย (Boesenbergia pandurata) ขิง (Zingiber officinale) ข�า 
(Alpinia galangal) Etlingera velutina, Etlingera belalongensis และ Zingiber vinosum เป�น
ต�น โดยผลวิจัยชี้ให�เห็นว�าสารสกัดจากพืชเหล�านี้สามารถยับยั้งการเจริญของเซลลAมะเร็งได�หลายชนิด 
เช�น เซลลAมะเร็งเต�านม (MCF-7, MDA-MB231), เซลลAมะเร็งรังไข� (CaOV3, SKOV3ip1) เซลลAมะเร็ง
ปากมดลูก (Hela) และเซลลAมะเร็งต�อมลูกหมาก (DU145 และ LNCaP) เป�นต�น รวมท้ังในหนูทดลอง
ด�วย (Elkady AI et al., 2012; Sinha D et al., 2012; Debata PR et al., 2013; Lin YG et al., 
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2007; Mukhopadhyay A et al., 2001; Rahman S et al., 2011; Sabli F et al., 2012; 
Vinothkumar R et al., 2014; Samarghandian S et al., 2014) นอกจากนี้ยังมีการแสดงให�เห็นถึง
การใช�สารสกัดจากขิงร�วมกับยา gemcitabine ซ่ึงพบว�าสามารถกระตุ�นการตายของเซลลAมะเร็งปาก
มดลูก Hela ได�มากกว�าการใช�ยา gemcitabine เพียงอย�างเดียว  (Sharma C et al., 2009) อย�างไรก็
ตาม แม�จะมีรายงานฤทธิ์ยับยั้งเซลลAมะเร็งของพืชในวงศAนี้ออกมามากมาย แต�ยังไม�เคยมีรายงานถึงฤทธิ์นี้
ในเร�วหอมมาก�อน ซ่ึงเร�วหอมถือเป�นพืชเศรษฐกิจท่ีสําคัญชนิดหนึ่งในภาคตะวันออกของไทย มีลักษณะ
เป�นไม�ล�มลุก ลําต�นเป�นเหง�าใต�ดิน มีกลิ่นหอม เหง�านิยมใช�เป�นเครื่องเทศปรุงอาหารรับประทานใน
ชีวิตประจําวัน ใช�ในการรักษาอาการท�องอืด ขับลม และขับปHสสาวะ (พงษAศักด์ิ พลเสนา, 2550a) จาก
งานวิจัยของ เอกรัฐ ศรีสุข และ กล�าวขวัญ ศรีสุข (2551) พบว�า ส�วนสกัดย�อยเฮกเซนและส�วนสกัดย�อย
เอทิลอะซิเตตของส�วนสกัดเอทานอลจากเหง�าเร�วหอมมีฤทธิ์ต�านการอักเสบได� โดยส�วนสกัดย�อยเอทิลอะ
ซิเตตสามารถยับยั้งการผลิตไนตริกออกไซดAได�สูงในเซลลAแมคโครฟาจท่ีเหนี่ยวนําด�วย LPS และไม�เป�น
พิษต�อเซลลA (ค�า IC50 = 16.28 ± 9.16 µg/ml) และสามารถยั้บยั้งการผลิตพรอสตาแกลนดิน E2 (PGE2) 
ลดการแสดงออกของเอนไซมA iNOS ได�ท้ังในระดับ mRNA และโปรตีน รวมถึงลดการเคลื่อนท่ีของ p65 
NF-κB เข�าสู�นิวเคลียสและเหนี่ยวนําการแสดงออกของเอนไซมA heme oxygenase-1 (เอกรัฐ ศรีสุข 
และ กล�าวขวัญ ศรีสุข, 2554; Palachot M, 2012) และเนื่องจากกระบวนการอักเสบมีความสัมพันธAกับ
การเกิดและการพัฒนาของมะเร็งให�มีความรุนแรงมากข้ึน กล�าวคือ NF-κB สามารถปGองกันการตาย 
(apoptosis) ของ transformed cell และส�งเสริมให�มะเร็งลุกลาม (invasion) และแพร�กระจายไปยัง
อวัยวะอ่ืนได� (metastasis) (Greten FR et al., 2004; Yang CR et al., 2005; Luo JL et al., 2004) 
ไนตริกออกไซดAเก่ียวข�องกับการเพ่ิมขนาดของก�อนมะเร็ง และสนับสนุนการแพร�กระจายของเซลลAมะเร็ง
โดยส�งเสริมการลุกลามและการสร�างเส�นเลือดใหม� (angiogenesis) มายังก�อนมะเร็ง (Rao CV, 2004) 
นอกจากนี้ ยังมีรายงานการศึกษากลไกของสาร 1'-Acetoxychavicol acetate (ACA) ซ่ึงสกัดได�จาก
เหง�าข�าว�าสามารถยับยั้งการเจริญของมะเร็งเม็ดเลือดขาว ชนิด multiple myeloma ได�ท้ังในหลอด
ทดลองและในหนูโดยกระตุ�นให�เซลลAมะเร็งเกิดการตายแบบ apoptosis และยับยั้งวิถี NF-κB (Ito K et 

al., 2005) เช�นเดียวกันกับสารประกอบบริสุทธิ์ curcumin จากขม้ินซ่ึงก็พบว�าสามารถยับยั้งการเติบโต
ของก�อนมะเร็งและการสร�างเส�นเลือดใหม�ในมะเร็งรังไข�ได�โดยผ�านทางการยับยั้งวิถี NF-κB (Lin YG et 

al., 2007) ซ่ึงจากข�อมูลสนับสนุนเหล�านี้ ทําให�คณะผู�วิจัยเห็นว�ามีแนวโน�มเป�นอย�างมากท่ีสารสกัดจาก
เร�วหอมจะมีฤทธิ์ต�านเซลลAมะเร็งได� และจากการทดสอบก�อนหน�า (ทุนอุดหนุนการวิจัยงบประมาณเงิน
รายได� (เงินอุดหนุนจากรัฐบาล) ประจําป*งบประมาณ 2558) คณะผู�วิจัยพบว�า สารสกัดเอทานอลจาก
เหง�าเร�วหอมและส�วนสกัดย�อยเฮกเซน เอทิลอะซิเตท สามารถลดการมีชีวิตรอดของเซลลAมะเร็งได�อย�างมี
นัยสําคัญ โดยข้ึนอยู�กับความเข�มข�นของสารสกัดและเวลาท่ีใช�บ�ม และส�วนสกัดย�อยเอทิลอะซิเตทสามา
รถยับยั้งการเจริญของเซลลAมะเร็งได�ดีท่ีสุดและไม�เป�นพิษต�อเซลลAท่ีไม�ใช�มะเร็ง โดยเม่ือนําส�วนสกัดย�อย
เอทิลอะซิเตทไปแยกต�อด�วยวิธีคอลัมนAโครมาโตรกราฟ* พบว�า sub-fraction ท้ัง 5 ชนิด (F1-F5) 
สามารถยับยั้งการเจริญของเซลลAมะเร็งท่ีใช�ในการทดสอบได� โดยท่ีความเข�มข�นสารน�อยกว�าหรือเท�ากับ 
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50 µg/ml และเวลาในการบ�มเท�ากับ 24 ชั่วโมง sub-fraction F1 แสดงความเป�นพิษท่ีจําเพาะต�อ
เซลลAมะเร็งและไม�มีผลกระทบต�อการเจริญของเซลลAท่ีไม�ใช�มะเร็ง ซ่ึงเซลลAมะเร็งท่ีตอบสนองต�อ sub-
fraction F1 ได�ดีท่ีสุด 3 อันดับแรก ได�แก� เซลลAมะเร็งปากมดลูกชนิด C33A, เซลลAมะเร็งเต�านมชนิด 
MDA-MB-231 และเซลลAมะเร็งลําไส�ใหญ�ชนิด HCT116 แสดงให�เห็นว�า sub-fraction F1 มีฤทธิ์ในการ
ยับยั้งเซลลAมะเร็งได�หลากหลายกลุ�มและเหมาะสมท่ีจะนําไปแยกหาสารประกอบบริสุทธิ์ท่ีมีฤทธิ์ในการ
ต�านมะเร็ง รวมท้ังศึกษากลไกระดับโมเลกุลในการต�านเซลลAมะเร็ง เพ่ือเป�นข�อมูลทางวิทยาศาสตรAต�อไป 
อันมีความเปGาหมายในระยะยาวเพ่ือนําสารประกอบบริสุทธิ์ ท่ีได�นั้นมาใช�แทนยาท่ีต�องนําเข�าจาก
ต�างประเทศ หรือใช�ร�วมกันกับยาแผนปHจจุบันเพ่ือให�การรักษามีประสิทธิภาพมากข้ึน ซ่ึงงานวิจัยชิ้นนี้จะ
เป�นการเพ่ิมคุณค�าและค�านิยมให�กับการบริโภคสมุนไพรท�องถ่ิน อีกท้ังเป�นการกระตุ�นเศรษฐกิจของ
ชุมชนภาคตะวันออกให�หันมาปลูกเร�วหอมเป�นเชิงพาณิชยAมากข้ึนด�วย 

 

1.2  วัตถุประสงค#ของโครงการวิจัย 

จากการศึกษาและพบฤทธิ์ต�านมะเร็งของสารสกัดจากเหง�าเร�วหอมท่ีมีต�อเซลลAมะเร็งหลายชนิด 
(โครงการวิจัยประเภทงบประมาณเงินรายได�จากเงินอุดหนุนรัฐบาล (งบประมาณแผ�นดิน) ประจําป*
งบประมาณ พ.ศ. ๒๕๕๘) ซ่ึงงานวิจัยชิ้นนี้เป�นงานวิจัยท่ีทําต�อเนื่องและมีวัตถุประสงคA ดังนี้  

1. เพ่ือหาสารประกอบบริสุทธิ์ในเร�วหอมท่ีมีฤทธิ์ต�านเซลลAมะเร็งได� 

2. เพ่ือศึกษากลไกการออกฤทธิ์ในระดับโมเลกุลของสารประกอบบริสุทธิ์จากเหง�าเร�วหอมในการ
ยับยั้งเซลลAมะเร็ง  

3. เพ่ือเปรียบเทียบฤทธิ์การยับยั้งเซลลAมะเร็งของสารประกอบบริสุทธิ์ในเร�วหอมกับยาท่ีใช�รักษา
มะเร็งในปHจจุบัน 

 

1.3  ขอบเขตของโครงการวิจัย 

ในงานวิจัยชิ้นนี้ sub-fraction F1 (F1) จะถูกนําไปวิเคราะหAหาสารองคAประกอบ ด�วยวิธี 
NMR และ ยีนยันสารองคAประกอบหลักด�วยวิธี HPLC จากนั้น สารท่ีเป�นองคAประกอบหลักของ F1 จะถูก
นํามาทดสอบผลท่ีมีต�อการมีชีวิตรอดของเซลลAมะเร็งด�วยวิธี MTT assay และทดสอบการยับยั้งการแบ�ง
เซลลA (cell cycle analysis) และการตายของเซลลA (apoptosis assay) ด�วย  Flow Cytometry 
เปรียบเทียบฤทธิ์กับยาท่ีใช�ในการรักษาโรคมะเร็งในปHจจุบัน (cisplatin) ตามด�วยการศึกษากลไกการออก
ฤทธิ์ในระดับโมเลกุล โดยจะศึกษาการแสดงออกของยีนท่ีเก่ียวข�องในกระบวนการแบ�งเซลลA ยีนท่ี
ควบคุมวัฏจักรของเซลลA ยีนท่ีควบคุมการตายของเซลลA และยีนในวิถี  NF-κB ท้ังหมดประมาณ 5 ยีน 
ด�วยวิธี Real-time PCR และ Western blot analysis  
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บทที่ 2 

การทบทวนวรรณกรรม/สารสนเทศที่เกี่ยวข�อง 
 

มะเร็งเป
นโรคท่ีเกิดจากความผิดปกติระดับโมเลกุลของเซลล ร!างกาย โดยมีข้ันตอนในการเกิดโรค
หลายข้ันตอนกว!าท่ีเซลล ร!างกายปกติจะกลายไปเป
นเซลล มะเร็งได' (multistep carcinogenesis)  ซ่ึง
เริ่มแรกอาจถูกชักนําโดยป>จจัยทางกายภาพภายนอก เช!น สารเคมี รังสี การติดเชื้อไวรัสหรือแบคทีเรีย 
เป
นต'น แล'วทําให'เกิดการเปลี่ยนแปลงของสารพันธุกรรม (gene) ในเซลล ร!างกายอย!างถาวร ทําให'เซลล 
นั้นมีความผิดปกติในการเจริญเติบโตและแบ!งตัว และเกิดการเปลี่ยนแปลงรูปร!างจากเซลล ธรรมดา
กลายเป
นเซลล มะเร็งในท่ีสุด ซ่ึงจะสามารถลุกลามไปยังอวัยวะข'างเคียงและแพร!กระจายไปยังท่ีอ่ืนๆใน
ร!างกาย (metastasis) ตามระบบน้ําเหลืองหรือระบบเลือด จนไปเกิดเป
นเซลล มะเร็งท่ีอวัยวะท่ีอยู!ไกล
ออกไปได' 

การรักษาโรคมะเร็งในป>จจุบัน มีท้ังการฉายรังสี (radiation therapy) การผ!าตัดเอาชิ้นเนื้อมะเร็ง
ออกไป (surgery) และการรักษาโดยใช'เคมีบําบัด (chemotherapy) โดยจะเลือกใช'วิธีใดวิธีหนึ่งหรือรักษา
หลายวิธีร!วมกันข้ึนกับชนิดและระยะของมะเร็ง ซ่ึงความแตกต!างของการใช'เคมีบําบัดกับการรักษาแบบ
สองวิธีแรกคือ ตัวยาจะสามารถเคลื่อนท่ีไปได'ทุกส!วนของร!างกายเพ่ือกําจัดเซลล มะเร็งท่ีแพร!กระจายไปยัง
อวัยวะอ่ืนๆ ได' ในขณะท่ีการฉายรังสีหรือการผ!าตัดจะเป
นการกําจัดมะเร็งเฉพาะส!วนท่ีได'รับการรักษา
เท!านั้น ในป>จจุบันมียาเคมีบําบัดท่ีผลิตออกมามากกว!า 100 ชนิด ซ่ึงยาแต!ละตัวจะมีคุณสมบัติท่ีแตกต!าง
กัน แต!ถึงแม'จะมียารักษามะเร็งอยู!มากมาย การคิดค'นวิจัยเพ่ือผลิตตัวยาใหม!ๆ หรือวิธีรักษาแบบใหม!ก็ยัง
เกิดข้ึนอยู!เรื่อยๆ โดยมีจุดมุ!งหมายเพ่ือเพ่ิมประสิทธิภาพในการรักษาให'โรคหายขาดหรือบรรเทาอาการให'
ผู'ปNวยมีคุณภาพชีวิตท่ีดีข้ึนและมีชีวิตอยู!ได'นานข้ึน เพ่ิมการตอบสนองต!อการรักษา เพ่ิมความจําเพาะของ
ตัวยาต!อเซลล มะเร็ง และมีความมุ!งหวังท่ีจะให'เกิดผลข'างเคียงกับผู'ปNวยน'อยท่ีสุด 

การนําสมุนไพรมาใช'ในการรักษาจึงเป
นอีกทางเลือกหนึ่งซ่ึงกําลังได'รับความสนใจท้ังในคนไทย
และชาวต!างชาติ เนื่องจากมีผลข'างเคียงท่ีน'อยกว!าการใช'สารเคมี เสียค!าใช'จ!ายท่ีถูกกว!า และเป
นการใช'
ประโยชน จากพืชท่ีหาได'ท่ัวไปในเขตชุมชนซ่ึงผู'ปNวยและครอบครัวมีความคุ'นเคยเป
นอย!างดี เป
นพืช
พ้ืนบ'านท่ีรับประทานในชีวิตประจําวันและอาจมีการบริโภคเป
นยารักษาโรคหรือยาบํารุงร!างกายตามคํา
บอกเล!าต!อๆกันมาอยู!แล'ว สารสกัดจากพืชในวงศ  Zingiberaceae หลายชนิด ก็มีรายงานการวิจัยว!า
สามารถยับยั้งการเจริญของเซลล มะเร็งได' เช!น curcumin ซ่ึงเป
นสารท่ีสกัดได'จากขม้ิน (Curcuma 

longa) มีฤทธิ์ในต'านอักเสบ ต'านอนุมูลอิสระ รวมท้ังต'านมะเร็งหลายชนิดท้ังในหลอดทดลองและในหนู 
เช!น มะเร็งต!อมลูกหมาก, มะเร็งรังไข! มะเร็งเต'านม เป
นต'น (Sinha D et al., 2012; Debata PR et al., 
2013; Lin YG et al., 2007; Mukhopadhyay A et al., 2001) สาร panduratin A ซ่ึงสกัดได'จาก
กระชาย (Boesenbergia pandurata) มีฤทธิ์ในการยับยั้งเซลล มะเร็งเต'านม MCF-7 และเซลล มะเร็ง
ลําไส' HT-29 (Kirana C et al., 2007), สารสกัดจากขิง (Zingiber officinale) สามารถต'านเซลล มะเร็ง
เต'านม MCF-7 และ MDA-MB-231 ได' และถ'าใช'ร!วมกับยา gemcitabine จะทําให'กระตุ'นการตายของ
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เซลล มะเร็งปากมดลูก Hela ได'มากข้ึน (Rahman S et al., 2011; Sharma C et al., 2009) ,สาร 
phenylbutenoid, (±)-trans-3-(3,4-Dimethoxyphenyl)-4-[(E)-3,4-dimethoxystyryl]cyclohexene 
(PSC) ซ่ึงสกัดได'จาก Zingiber cassumunar มีฤทธิ์ยับยั้งการแบ!งตัวของเซลล มะเร็งปอด A549 (Lee 
JW et al., 2007) และสารสกัดจาก Kaempferia galangal L. (ethyl p-methoxycinnamate) 
กระตุ'นการตาย (apoptosis) ของเซลล มะเร็งตับ HepG2 ได' เป
นต'น (Liu B et al., 2010) 

เร!วหอม มีชื่อวิทยาศาสตร ว!า Etlingera pavieana (Pierre ex Gagnep.) R.M. Sm. เป
นพืชในวงศ  
Zingiberaceae เป
นไม'สกุลเดียวกับกาหลาและปุด พบมากในพ้ืนท่ีภาคตะวันออกของไทย เช!น จันทบุรี 
ระยอง และตราด (พงษ ศักด์ิ พลเสนา, 2550b) มีลักษณะเป
นไม'ล'มลุก ลําตันเป
นเหง'าใต'ดิน ใบเด่ียว 
เรียงสลับ ดอกช!อ แทงจากเหง'า ดอกย!อยสีแดง ทุกส!วนมีกลิ่นหอมแรง เหง'าหรือลําต'นใต'ดินใช'ขับ
ป>สสาวะ แก'ลม และแก'ท'องอืด ท'องเฟtอ (พงษ ศักด์ิ พลเสนา, 2550a) นอกจากนี้ในพ้ืนท่ีภาคตะวันออก
ของไทย มีการนําเหง'าของเร!วหอมมาใช'เป
นเครื่องเทศผสมในอาหาร เช!น กuวยเต๋ียวหมูเลียง แกงปNา และ
ผัดเผ็ด ในอดีตเร!วหอมนิยมปลูกเพ่ือเป
นพืชสวนครัวและปลูกแซมในสวนผลไม'เพ่ือขุดเหง'าจําหน!าย แต!
ในป>จจุบัน สถาบันวิจัยและพัฒนาแห!งมหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร  และกรมส!งเสริมการเกษตร ได'ส!งเสริม
ให' เกษตรกรปลูกเร! วหอมในเชิงพาณิชย มาก ข้ึน เ พ่ือจํ าหน!ายเหง' า ท้ัง ในและนอกประเทศ 
(http://www.kehakaset.com)  จากการศึกษาก!อนหน'านี้พบว!าส!วนสกัดจากเหง'าของเร!วหอมมีฤทธิ์
ต'านอนุมูลอิสระ (Srisook K and Srisook E, 2011) และต'านการอักเสบ โดยส!วนสกัดย!อยเฮกเซนและ
ส!วนสกัดย!อยเอทิลอะซิเตตของส!วนสกัดเอทานอลจากเหง'าเร!วหอมมีฤทธิ์ต'านการอักเสบ โดยสามารถ
ยับยั้งการผลิตไนตริกออกไซด  และส!วนสกัดย!อยเอทิลอะซิเตตของเหง'าเร!วหอมยังยั้บยั้งการผลิตพรอสตา
แกลนดิน E2 (PGE2) ในเซลล แมคโครฟาจท่ีเหนี่ยวนําด'วย LPS (เอกรัฐ ศรีสุข และกล!าวขวัญ ศรีสุข, 
2551) ส!วนสกัดย!อยเอทิลอะซิเตตของเหง'าเร!วหอมนี้มีฤทธิ์ต'านการอักเสบโดยลดการแสดงออกของ
เอนไซม  iNOS ได' ลดการกระตุ'น NF-κB ซ่ึงเป
น transcription factor สําคัญท่ีควบคุมการแสดงออก
ของเอนไซม  iNOS และเหนี่ยวนําการแสดงออกของเอนไซม  heme oxygenase-1 (Palachot M, 
2012) และเนื่องจากกระบวนการอักเสบมีความสัมพันธ กับการเกิดมะเร็งและการพัฒนาของโรคมะเร็งให'
มีความรุนแรงมากข้ึน กล!าวคือ NF-κB ปtองกันการตาย (apoptosis) ของ transformed cell และ
ส!งเสริมให'มะเร็งลุกลาม (invasion) และแพร!กระจายไปยังอวัยวะอ่ืนได' (metastasis) (Greten FR et 

al., 2004; Yang CR et al., 2005; Luo JL et al., 2004) อีกท้ัง ไนตริกออกไซด ยังเก่ียวข'องกับเพ่ิม
ขนาดของก'อนมะเร็ง และสนับสนุนการแพร!กระจายของเซลล มะเร็งโดยส!งเสริมการลุกลามและการสร'าง
เส'นเลือดใหม! (angiogenesis) มายังก'อนมะเร็งอีกด'วย (Rao CV, 2004) นอกจากนี้ ยังมีรายงาน
การศึกษากลไกของ curcumin ในการยับยั้งการเติบโตของก'อนมะเร็งและการสร'างเส'นเลือดใหม!ใน
มะเร็งรังไข!โดยผ!านทางการยับยั้งวิถี NF-κB (Lin YG et al., 2007) และจากการทดสอบก!อนหน'า 
(ทุนอุดหนุนการวิจัยงบประมาณเงินรายได' (เงินอุดหนุนจากรัฐบาล) ประจําป�งบประมาณ 2558) 
คณะผู'วิจัยพบว!า สารสกัดเอทานอลจากเหง'าเร!วหอมและส!วนสกัดย!อยเฮกเซน เอทิลอะซิเตท สามารถ
ลดการมีชีวิตรอดของเซลล มะเร็งได'อย!างมีนัยสําคัญ โดยข้ึนอยู!กับความเข'มข'นของสารสกัดและเวลาท่ีใช'
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บ!ม และส!วนสกัดย!อยเอทิลอะซิเตทสามารถยับยั้งการเจริญของเซลล มะเร็งได'ดีท่ีสุดและไม!เป
นพิษต!อ
เซลล ท่ีไม!ใช!มะเร็ง โดยเม่ือนําส!วนสกัดย!อยเอทิลอะซิเตทไปแยกต!อด'วยวิธีคอลัมน โครมาโตรกราฟ� พบว!า 
sub-fraction ท้ัง 5 ชนิด (F1-F5) สามารถยับยั้งการเจริญของเซลล มะเร็งท่ีใช'ในการทดสอบได' โดยท่ี
ความเข'มข'นสารน'อยกว!าหรือเท!ากับ 50 µg/ml และเวลาในการบ!มเท!ากับ 24 ชั่วโมง sub-fraction F1 
แสดงความเป
นพิษท่ีจําเพาะต!อเซลล มะเร็งและไม!มีผลกระทบต!อการเจริญของเซลล ท่ีไม!ใช!มะเร็ง ซ่ึง
เซลล มะเร็งท่ีตอบสนองต!อ sub-fraction F1 ได'ดีท่ีสุด 3 อันดับแรก ได'แก! เซลล มะเร็งปากมดลูกชนิด 
C33A, เซลล มะเร็งเต'านมชนิด MDA-MB-231 และเซลล มะเร็งลําไส'ใหญ!ชนิด HCT116 แสดงให'เห็นว!า 
sub-fraction F1 มีฤทธิ์ในการยับยั้งเซลล มะเร็งได'หลากหลายกลุ!ม ในงานวิจัยชิ้นนี้คณะผู'วิจัยจึงสนใจท่ี
จะศึกษาต!อเพ่ือค'นหาสารประกอบบริสุทธิ์ท่ีมีฤทธิ์ในการต'านมะเร็งท่ีมีอยู!ใน sub-fraction F1 รวมท้ัง
ศึกษากลไกระดับโมเลกุลของสารประกอบบริสุทธิ์นั้นท่ีใช'ในการต'านเซลล มะเร็ง  
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บทที่ 3 

วิธีการดําเนินการวิจัย 

 

ภาพรวมของข้ันตอนการวิจัยท้ังหมดแสดงได�ดังแผนภาพด�านล�าง 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  
 
 
 
 
 
 
 

3.1  การเตรียม sub-fraction เพ่ือนําไปวิเคราะห5หาสารองค5ประกอบด�วยวิธี Nuclear Magnetic 
resonance (NMR) 

ชั่งน้ําหนักของ sub-fraction F1 ปริมาณ 5 mg แล�วละลายให�เปFนเนื้อเดียวกันด�วย 
Chlorofrom-d (CDCl3) ปริมาตร 750 µl ใส�หลอด NMR ปMดฝา ส�งไปทํา 1H-NMR ท่ีภาควิชาเคมี คณะ
วิทยาศาสตร5 มหาวิทยาลัยบูรพา 

 

สารสกัดเอทานอลจาก
เหง�าเร�วหอม 

ทดสอบการอยู�รอดของเซลล5มะเร็งลําไส�ใหญ� มะเร็งตับ มะเร็งปากมดลูก  
มะเร็งเต�านม  และเซลล5ท่ีไม�ใช�มะเร็ง (9 ชนิด) ด�วย MTT assay 

(เปรียบเทียบระหว�างเซลล5ท่ีไม�ใช�มะเร็งกับเซลล5มะเร็ง และระหว�างเซลล5มะเร็งด�วยกัน 
และเปรียบเทียบฤทธิ์ของสารสกัดจากเร�วหอมกับสารสกัดจากข�าและขม้ิน) 

สารสกัดเอทานอลจากข�าและ
สารสกัดเอทานอลจากขม้ิน 

- ส�วนสกัดย�อยเฮกเซน 
- ส�วนสกัดย�อยเอทิลอะซิเตท 
- ส�วนสกัดย�อยน้ํา 
 

สารประกอบบริสุทธิ์จากส�วนสกัด
ย�อยท่ีออกฤทธิ์ดีท่ีสุด 

ชนิดเซลล5มะเร็งท่ีถูกยับยั้งได�มาก
ท่ีสุดจากสารสกัดเร�วหอม 

MTT assay 

คอ
ลัม

น5 
โค

รม
าโ

ตก
รา

ฟ_ 

การทดลองต�อเนื่องในป_นี้ 

ทดสอบการอยู�รอด ด�วย MTT assay  
วิเคราะห5การตายของเซลล5 ด�วยวิธี DNA 
fragmentation 
(เปรียบเทียบฤทธิ์ของสาร pure compound จาก
เร�วหอมกับยารักษามะเร็ง) 
 

ตรวจสอบการแสดงออกของยีนเปcาหมาย  
ด�วย Real-time PCR และ  
Western blot analysis 
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3.2  การเตรียมสารสําหรับทดสอบ 

สาร Trans-4-Methoxycinnamaldehyde (4-MCA) ถูกสั่งซ้ือมาจากบริษัท Sigma-Aldrich 
(ประเทศสหรัฐอเมริกา) จะถูกเตรียมให�มีความเข�มข�นเริ่มต�นเปFน 0.5 M ในไดเมทิลซัลฟอกไซด5 (DMSO) 
และทําการเจือจางต�อด�วย DMSO ให�ได�ความเข�มข�นเท�ากับ 0.075 M และ 0.15 M ในการทดสอบฤทธิ์ 
สารจะถูกเจือจางในอาหารเลี้ยงเซลล5ให�มีความเข�มข�นสุดท�ายเท�ากับ 150 µM และ 300 µM (ปริมาตร
รวม 100 µl) โดยให�มีความเข�มข�นสุดท�ายของ DMSO เปFน 0.2% (v/v) 

 
3.3 การเลี้ยงเซลล5 

เซลล5ท่ีใช�ศึกษา ได�แก� เซลล5มะเร็งปากมดลูก C33A และเซลล5ท่ีไม�ใช�มะเร็ง Vero ซ่ึงถูกเลี้ยงใน
อาหาร Dulbecco’s modified Eagle’s medium (DMEM) ซ่ึงมี  100 U/ml penicillin, 100 µg/ml 
streptomycin, และ 10% heat-inactivated fetal bovine serum (FBS) ในตู�บ�ม 37 องศาเซลเซียส 
ท่ีมีคาร5บอนไดออกไซด5 5 %  

 

3.4 การทดสอบฤทธิ์ ของสารสกัดต�อการมีชี วิตรอดของเซลล5มะเร็ งด� วยวิ ธี  MTT assay 
(Wanichwatanadecha P et al., 2012) 

เซลล5มะเร็งและเซลล5ท่ีไม�ใช�มะเร็งจะถูกเลี้ยงใน 96-well plate ในสภาวะท่ีเหมาะสมก�อนทํา
การทดสอบ 24 ชั่วโมง จากนั้นจะใส�สารทดสอบลงไป บ�มเซลล5ไว� 72 ชั่วโมง ท่ี 37 องศาเซลเซียสใน
สภาวะท่ีมีคาร5บอนไดออกไซด5 5% แล�วเปลี่ยนเปFนอาหารเลี้ยงท่ีมีสารละลาย MTT 5 mg/ml ซ่ึงละลาย
ในสารละลายบัฟเฟอร5 1X PBS ลงไป นําเซลล5กลับไปบ�มท่ี 37 องศาเซลเซียสต�ออีก 4 ชั่วโมง จากนั้น
ละลายผลึกสาร formazan ท่ีเกิดข้ึนด�วย 200 µl DMSO ผสมให�เข�ากันดี แล�วนําไปวัดค�าการดูดกลืน
แสงท่ี 540 นาโนเมตรด�วยเครื่อง microplate reader แสดงผลในรูปร�อยละของเซลล5ท่ีมีชีวิตซ่ึงคํานวณ
จาก  

เปอร5เซ็นต5ของเซลล5ท่ีมีชีวิตรอด =    ค�าการดูดกลืนแสงของหลุมท่ีใส�สารสกัด     X 100 

                                                 ค�าการดูดกลืนแสงของหลุมท่ีไม�ใส�สารสกัด  

โดยจะเปFนค�าเฉลี่ยจากการทําการทดลองอย�างน�อย 3 ครั้ง ครั้งละ 3 ซํ้า แล�วรายงานผลการยับยั้ง
มะเร็งของสารสกัดด�วยค�า IC50 (ค�าความเข�มข�นของสารสกัดท่ีสามารถยับยั้งการเจริญของเซลล5ได� 50%) 

 

3.5 การวิเคราะห5การตายของเซลล5 ด�วยวิธี DNA fragmentation 
เซลล5จะถูกเลี้ยงไว�ในสภาวะท่ีเหมาะสมก�อนทําการทดสอบ 24 ชั่วโมง หลังจากนั้นใส�สาร

ทดสอบผสมลงในอาหารเลี้ยงเซลล5ให�มีความเข�มข�นสุดท�ายตามท่ีต�องการ บ�มเซลล5ไว� 72 ชั่วโมง เก็บ
เซลล5และทําการสกัด Genomic DNA ด�วยชุดสกัด (FavorPrep Tissue Genomic DNA Extraction 
Mini Kit) จากนั้นนํามาวิเคราะห5แถบ DNA ด�วย 1.5% Agarose gel electrophoresis 
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3.6 การทดสอบผลของสารประกอบบริสุทธิ์ต�อการแสดงออกของยีนท่ีเก่ียวข�องในกระบวนการแบ�งเซลล5 ยีน
ท่ีควบคุมวัฏจักรของเซลล5 ยีนท่ีควบคุมการตายของเซลล5 และยีนในวิถี  NF-κB 
3.6.1 ตรวจสอบการแสดงออกของยีนเปcาหมายในระดับ mRNA ด�วยวิธี Real-time PCR 

(Wanichwatanadecha P et al., 2012) 
ปริมาณ mRNA ของยีนเปcาหมายท้ังหมดจะถูกตรวจสอบด�วยเทคนิค Real-time 

polymerase chain reaction (Real-time PCR) โดยเลี้ยงเซลล5ในอาหารเลี้ยงท่ีผสมสารสกัด 24 
ชั่วโมง หลังจากนั้นทําการสกัด RNA ท้ังหมดชุดสกัด  illustraTM RNAspin Mini (GE 
healthcare) วัดปริมาณ RNA ท่ีได�โดยใช�เครื่อง NanoDrop spectrophotometer (Thermo 
Scientific) จากนั้นทําการสังเคราะห5 cDNA จาก RNA ท้ังหมดท่ีได�ด�วยวิธี reverse 
transcription ด�วยเอนไซม5 SuperScript® III Reverse Transcriptase (Invitrogen) แล�วนํา 
cDNA ท่ีได�มาเปFนสารต้ังต�นในปฏิกิริยาเพ่ือวิเคราะห5หาปริมาณ mRNA ของยีนเปcาหมาย ด�วย
เทคนิค Real-time PCR โดยใช�ระบบติดตามเปFน qPCRBIO SyGreen Mix Lo-Rox (PCR 
BIOSYSTEM) และไพรเมอร5ท่ีจําเพาะต�อยีนเปcาหมาย ท้ัง 9 ยีน (ตารางท่ี 3-1) จากนั้นวิเคราะห5
หา cycle of threshold (Ct) ของแต�ละปฏิกิริยา แล�วนําค�า Ct ท่ีได�มาคํานวณหาการแสดงออก
ท่ีเปลี่ยนแปลงไปโดยเปรียบเทียบเชิงสัมพัทธ5กับเซลล5ท่ีไม�ได�รับสารสกัด ตามสมการด�านล�าง 

2-∆∆Ct=ปริมาณดีเอ็นเอเปcาหมาย 
∆∆Ct = ∆Ct (เซลล5ท่ีได�รับสารสกัด) - ∆Ct (เซลล5ท่ีไม�ได�รับสารสกัด) 
  ∆Ct = Ct ของยีนเปcาหมาย – Ct ของยีนควบคุม* 

*ยีนควบคุม หมายถึง housekeeping gene ซ่ึงในการทดลองนี้จะใช� Glyceraldehyde-3-
phosphate dehydrogenase (GAPDH) เปFนยีนควบคุมทําการทดลองอย�างน�อย 2 ครั้ง แต�ละ
ครั้งทํา 3 ซํ้าในแต�ละสภาวะการทดลอง 

 
3.6.2 ตรวจสอบการแสดงออกของยีนเปcาหมายในระดับโปรตีนด�วย Western blot analysis 

(Wanichwatanadecha P et al., 2012) 
ปริมาณโปรตีนของยีนเปcาหมายจะถูกตรวจสอบด�วยวิธี Western blot analysis โดย

เลี้ยงเซลล5ในอาหารเลี้ยงท่ีผสมสารสกัด 48 ชั่วโมง จากนั้นล�างเซลล5ด�วยป�ฟเฟอร5 1X PBS ท่ีเย็น 
2 ครั้ง ใช� cell scraper ขูดเก็บเซลล5ลงในหลอดพลาสติกขนาด 1.5 ml ป��นเพ่ือเอาตะกอนเซลล5
แล�วเติม RIPA protein lysis buffer [150 mM Tris-HCl,150 mM NaCl, 5 mM EGTA, 
0.1%(v/v) SDS,1% (v/v) sodium deoxycholate, 1%(v/v) Nonidet P-40] ปริมาตร 40 µL 
ซ่ึงผสมสารละลาย 1X protease inhibitors ผสมให�เข�ากันดี ก�อนนําไปป��นเหวี่ยงท่ี 13,000 g ท่ี
อุณหภูมิ 4 ºC เปFนเวลา 10 นาที ดูดส�วนใสด�านบนเก็บใส�หลอดพลาสติกหลอดใหม� นําไป
วิเคราะห5หาปริมาณโปรตีนท้ังหมดโดยวิธี Bradford assay และเก็บไว�ท่ีอุณหภูมิ -80 ºC ก�อน
นําไปวิเคราะห5ด�วยวิธี Western blot ต�อไป 

ทําการแยกโปรตีนรวมท่ีสกัดได�ด�วยเทคนิค SDS-PAGE โดยใช� 12.5% separating gel 
และ 4% stacking gel ก�อนจะย�ายโปรตีนบนแผ�นเจลไปบนเมมเบรน Polyvinylidenedifloride 
(PVDF) จากนั้นนําแผ�นเมมเบรนท่ีผ�านการส�งผ�านโปรตีนแล�วมาบ�มในสารละลายบัฟเฟอร5 TBS-T 
[10 mM Tris-HCl, pH 7.5, 150 mM NaCl และ 0.1% (v/v) Tween 20] ท่ีมี 5% (w/v) skim 
milk ท่ีอุณหภูมิห�องเปFนเวลา 1 ชั่วโมง แล�วจึงนําเมมเบรนแช�ในสารละลายแอนติบอด้ีท่ีจําเพาะ
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ต�อโปรตีนเปcาหมายและ GAPDH (primary antibody) บ�มท่ีอุณหภูมิ 4 °C พร�อมท้ังเขย�าข�ามคืน 
ล�างแผ�นเมมเบรนด�วยสารละลายบัฟเฟอร5 TBS-T 3 ครั้งก�อนนําแผ�นเมมเบรนมาแช�ในสารละลาย 
secondary antibody ท่ีติดฉลากด�วยเอนไซม5 HRP เปFนเวลา 2 ชั่วโมงท่ีอุณหภูมิห�อง ล�างแผ�น
เมมเบรนด�วยสารละลายบัฟเฟอร5 TBS-T แล�วนําไปบ�มในสารละลายซับสเตรทสําหรับ 
enhanced chemiluminescence (ELC) เปFนเวลา 5 นาที ก�อนนําไปประกบฟMล5มเอกซ5เรย5ใน
ห�องมืด วิเคราะห5ผลแถบสัญญาณโปรตีนท่ีได�โดยโปรแกรม Bio-1D เวอร5ชั่น 12.10a (Vilber 
Lourmat) แสดงผลเปFนจํานวนเท�าของการเหนี่ยวนํา (Fold of induction) ของโปรตีนเปcาหมาย
ในเซลล5ท่ีสัมผัสสารสกัดเปรียบเทียบกับเซลล5ควบคุมท่ีไม�สัมผัสสารสกัด ทําการทดลองอย�างน�อย 
2 ครั้ง  

 
 

ตารางท่ี 3-1 ลําดับเบสของไพรเมอร5และขนาดของผลผลิต ท่ีได�จากการทําปฏิกิริยา realtime RT-PCR 

ยีน ไพรเมอร� ผลผลิต (bp) 

p21/CDK1A 
Forward: 5'-GACCAGCATGACAGATTTC-3' 

141 bp 
Revers: 5'-TGAGACTAAGGCAGAAGATG-3' 

TP53 
Forward: 5'-TGAGGTGCGTGTTTGTGCCTGT-3' 

217 bp 
Revers: 5'-TCGGAACATCTCGAAGCGCTCA-3'  

Bax 
Forward: 5'-CCTGTGCACCAAGGTGCCGGAACT-3'  

99 bp 
Revers: 5'-CCACCCTGGTCTTGGATCCAGCCC-3' 

p65 
Forward: 5′-CTGCAGTTTGATGATGAAGA-3′  

183 bp 
Revers: 5′-TAGGCGAGTTATAGCCTCAG-3′  

C-myc 
Forward: 5'-GGCTCCTGGCAAAAGGTCA-3'  

119 bp 
Revers: 5'-CTGCGTAGTTGTGCTGATGT-3' 

Bcl-2 
Forward: 5'-TTGTGGCCTTCTTTGAGTTCGGTG-3'  

114 bp 
Revers: 5'-GGTGCCGGTTCAGGTACTCAGTCA-3'  

CyclinD1 
Forward: 5-TGGAGCCCGTGAAAAAGAGC-3' 

75 bp 
Revers: 5'-TCTCCTTCATCTTAGAGGCCAC-3' 

Survivin 
Forward: 5'-AAGAACTGGCCCTTCTTGGA-3'  

253 bp 
Revers: 5'-CAACCGGACGAATGCTTTT-3'  

GAPDH 
Forward: 5'-GAAGGTGAAGGTCGGAGTC-3' 

226 bp 
Revers: 5'-GAAGATGGTGATGGGATTTC-3'  

 
 



11 
 

3.7 การวิเคราะห5ค�าทางสถิติ 

ผลการทดลองท่ีแสดงเปFนค�าเฉลี่ย ± ค�าเบ่ียงเบนมาตรฐาน ของผลการทดลองอย�างน�อย 3 ครั้งท่ี
เปFนอิสระต�อกัน แต�ละครั้งทํา 3 ซํ้า วิเคราะห5ข�อมูลการทดลองท่ีได�ด�วย ANOVA และ Tukey’s 
Honestly Significant Difference โดยกําหนดค�าความมีนัยสําคัญทางสถิติท่ี p<0.05 
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บทที่ 4 
ผลการวิจัย 

 

4.1 ผลการวิเคราะห�หาสารองค�ประกอบด�วยวิธี Nuclear Magnetic resonance (NMR) 

  จากท่ีคณะผู�วิจัยพบว�า sub-fraction F1 มีฤทธิ์ในการยับยั้งการเจริญของเซลล3มะเร็งได�มากท่ีสุดและ
ไม�เป;นพิษต�อเซลล3ท่ีไม�ใช�มะเร็ง Vero (รายงานฉบับสมบูรณ3ทุนอุดหนุนการวิจัย งบประมาณเงินรายได� (เงิน
อุดหนุนจากรัฐบาล) ประจําปGงบประมาณ 2558) ดังนั้น sub-fraction F1 จึงถูกเลือกไปทําการวิเคราะห3หา
สารองค3ประกอบท่ีมีอยู� ด�วยวิธี NMR ซ่ึงผลจากการทํา 1H-NMR พบพีคท่ี δ9.62 ppm ลักษณะเป;น 
doublet (J = 7.6 Hz) ของหมู�แอลดีไฮด3 (-CHO) ซ่ึงน�าจะต�ออยู�กับโปรตอนของพันธะคู�ท่ีติดกับวงแหวนอะโร
มาติก (ArCH=CH-CHO) และพบพีคท่ี δ3.80 ppm เป;นสัญญาณของหมู�เมทอกซี (-OCH3) ท่ีเกาะอยู�กับวง
แหวนอะโรมาติก (ภาพท่ี 4-1) จากการเปรียบเทียบข�อมูล1H-NMR ข�างต�นกับข�อมูล 1H-NMR  ของสาร4-
methoxycinnamaldehyde ท่ีเคยรายงานมาแล�ว (Battistuzzi G et al., 2003; Srisook E et al., 2017) 
ระบุได�ว�า สารท่ีเป;นองค3ประกอบหลักของ sub-fraction F1 คือ สาร 4-methoxycinnamaldehyde หรือ 
4-MCA (ภาพท่ี 4-2) 
 

 

 
  

ภาพท่ี 4-1 ข�อมูล 1H-NMR ของ sub-fraction F1 ใน CDCl3 
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ภาพท่ี 4-2 โครงสร�างสาร 4-methoxycinnamaldehyde (4-MCA) 

 

4.2 ผลของสาร 4-MCA ท่ีมีต�อการมีชีวิตรอดของเซลล3มะเร็ง 

  จากการทดสอบฤทธิ์การยับยั้งการเจริญของสาร 4-MCA ท่ีมีต�อเซลล3มะเร็ง C33A และเซลล3ท่ีไม�ใช�
มะเร็ง Vero ด�วยวิธี MTT assay พบว�า สาร 4-MCA สามารถยับยั้งการเจริญของเซลล3มะเร็ง C33A ได� ใน
ลักษณะท่ีข้ึนอยู�กับความเข�มข�น กล�าวคือ การมีชีวิตรอดของเซลล3มะเร็งจะลดลงมากข้ึนเม่ือเพ่ิมความเข�มข�น
ของสาร 4-MCA มากข้ึน ในขณะท่ีสาร 4-MCA ไม�ส�งผลกระทบต�อการเจริญของเซลล3ท่ีไม�ใช�มะเร็ง Vero 
(ภาพท่ี 4-3) โดยค�า %การมีชีวิตรอดของเซลล3มะเร็ง C33A ท่ีได�รับสาร 4-MCA เป;นเวลา 72 ชั่วโมง ท่ีความ
เข�มข�นเท�ากับ 25, 50, 100 และ 200 µM มีค�าเท�ากับ 62.50 ± 13.18%, 20.09 ± 13.17%, 5.63 ± 2.12% 
และ 2.75 ± 1.15% ตามลําดับ และ%การมีชีวิตรอดของเซลล3 Vero ท่ีได�รับสารเป;นเวลาเท�ากันท่ีความ
เข�มข�นดังกล�าว มีค�าเท�ากับ 84.06 ± 15.04%, 79.08 ± 17.72%, 73.88 ± 11.93% และ 11.79 ± 11.38% 
ตามลําดับ และมีค�า IC50 ของสาร 4-MCA ต�อเซลล3ท้ังสอง เท�ากับ 30 และ 140 µM ตามลําดับ 

 

 

ภาพท่ี 4-3 การมีชีวิตรอดของเซลล3มะเร็ง C33A และเซลล3ท่ีไม�ใช�มะเร็ง Vero เม่ือได�รับสาร 4-MCA เป;นเวลา 
72 ชั่วโมงท่ีความเข�มข�นต�างๆ   
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4.3 ผลการวิเคราะห3การตายของเซลล3 ด�วยวิธี DNA fragmentation 

 สาร 4-MCA ได�ถูกนําไปทดสอบฤทธิ์การเหนี่ยวนําให�เซลล3มะเร็งเกิดการตายแบบอะพอพโทซิส 
(apoptosis) ด�วยการวิเคราะห3การแตกหักของดีเอ็นเอโครโมโซม (genomic DNA) โดยหลังจากท่ีเซลล3ได�รับ
สาร 4-MCA เป;นเวลา 72 ชั่วโมง ผลจากการทํา gel electrophoresis (ภาพท่ี 4-4) พบว�า ดีเอ็นเอโครโมโซม
ของเซลล3มะเร็ง C33A ท่ีได�รับสาร 4-MCA จะมีขนาดท่ีเล็กลง โดยมีขนาดต�างๆ ปะปนกัน เห็นเป;นแถบดีเอ็น-
เอเรียงกันเป;น ladder บนเจล (lane 5) บ�งบอกถึงการแตกหักของชิ้นดีเอ็นเอโครโมโซม ลักษณะเช�นนี้
เหมือนกันกับท่ีพบในเซลล3มะเร็งท่ีได�รับสารสกัดย�อย sub-fraction F1 (lane 4) ซ่ึงจะแตกต�างกับเซลล3มะเร็ง
ท่ีไม�ได�รับสารใดๆ และเซลล3มะเร็งท่ีได�รับสาร DMSO ซ่ึงใช�เป;นตัวทําละลาย ท่ีจะไม�พบการแตกหักของดีเอ็น
เอโครโมโซม (lane 2 และ 3 ตามลําดับ)  

 

ภาพท่ี 4-4 ดีเอ็นเอโครโมโซมของเซลล3มะเร็ง C33A ท่ีได�รับอาหารปกติ (lane 2) อาหารผสม DMSO (lane 
3) อาหารผสมสารสกัดย�อย sub-fraction F1 (lane 4) และอาหารผสมสาร 4-MCA (lane 5) เทียบกับดีเอ็น-
เอมาตรฐาน 100 bp (lane 1) หลังตรวจสอบด�วย 1.5% agarose gel electrophoresis 

 

4.4 ผลการแสดงออกของยีนเปvาหมายของเซลล3ท่ีได�รับสาร 4-MCA 

 เซลล3มะเร็ง c33A และเซลล3 Vero ท่ีได�รับสาร 4-MCA ความเข�มข�น 150 µM เป;นเวลา 24 ชม. จะ
ถูกนํามาตรวจสอบการแสดงออกของยีนเปvาหมาย ได�แก� ยีน p21/CDK1A, TP53, Bax, p65, C-myc, Bcl-2, 
CyclinD1, Survivin และยีนควบคุม GAPDH ด�วยวิธี real-time RT PCR ผลจากการคํานวณเทียบกับเซลล3ท่ี
ไม�ได�รับสารทดสอบ แสดงดังภาพท่ี 4-5 พบว�า เซลล3มะเร็ง c33A ท่ีได�รับสาร 4-MCA มีการแสดงออกของยีน 
p21, p65 และ C-myc เพ่ิมข้ึนอย�างมีนัยสําคัญทางสถิติ คิดเป;น 3.91, 1.90 และ 2.94 เท�าของเซลล3 c33A 

1 2 3 4 5 
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ท่ีไม�ได�รับสารทดสอบ นอกจากนี้ยังพบว�าสาร 4-MCA สามารถลดการแสดงออกของยีน TP53, Bax และ 
Survivin ได� 1.36, 1.32 และ 1.36 เท�า ตามลําดับ เม่ือเปรียบเทียบกับเซลล3ท่ีไม�ได�รับสารทดสอบ แต�ไม�พบ
ความแตกต�างของการแสดงออกของยีน Bcl-2 และ CyclinD1 ระหว�างเซลล3ท่ีได�รับสารและไม�ได�รับสาร 4-
MCA  
 

4.5 ผลของสาร 4-MCA ท่ีมีต9อปริมาณโปรตีน p21 และ p53 

 เม่ือนําเซลล3มะเร็ง C33A และเซลล3ท่ีไม�ใช�มะเร็ง Vero ท่ีได�รับสาร 4-MCA ท่ีความเข�มข�น 150 µM 
เป;นเวลา 48 ชั่วโมง ไปวิเคราะห3ปริมาณโปรตีนเปvาหมายด�วยวิธี western blot ได�ผลดังแสดงในภาพท่ี 4-6
พบว�าเม่ือเซลล3มะเร็ง C33A ได�รับสาร 4-MCA จะมีปริมาณโปรตีน p21 ท่ีเพ่ิมข้ึน ในขณะท่ีปริมาณโปรตีน 
p53 ลดลง เม่ือเทียบกับเซลล3ท่ีไม�ได�รับสาร (lane X และ Y เม่ือเทียบกับ lane A และ B ตามลําดับ)  แต�
สําหรับเซลล3 Vero ท่ีได�รับสารหรือไม�ได�รับสาร 4-MCA จะไม�มีความแตกต�างกันของปริมาณโปรตีนท้ังสอง
ชนิดนี้  
      
          C33A     Vero 

     p21       

    p53        

GAPDH                
 

ภาพท่ี 4-6 ปริมาณโปรตีนเปvาหมายจากเซลล3มะเร็ง C33A และเซลล3 Vero ท่ีได�รับสาร 4-MCA เป;นเวลา 48 
ชั่วโมง จากการตรวจสอบด�วยวิธี western blot 
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บทที่ 5 

อภิปราย สรุปการทดลอง และข�อเสนอแนะ 

5.1 อภิปรายผลการทดลอง 
จากผลการวิจัยก�อนหน�าของคณะผู�วิจัยท่ีพบว�า สารสกัดหยาบเอทานอลจากเหง�าเร�วหอมสามารถ

ยับยั้ งการ เจริญของเซลล&มะ เร็ ง ได�หลายชนิด และมีความเป,น พิษ ตํ่าต� อเซลล& ท่ี ไม� ใช�มะ เร็ ง 
(Wanichwatanadecha et al, 2016; ทุนอุดหนุนการวิจัยงบประมาณเงินรายได� (เงินอุดหนุนจากรัฐบาล) 
มหาวิทยาลัยบูรพา ประจําปDงบประมาณ 2558) คณะผู�วิจัยจึงได�นําสารสกัดหยาบไปทําการแยกให�บริสุทธิ์
ข้ึนด�วยเฮกเซน เอทิลอะซิเตต และน้ํา ตามลําดับ ซ่ึงผลจากการทดลองแสดงให�เห็นว�า ส�วนสกัดย�อย
เอทิลอะซิเตต มีความสามารถในการต�านมะเร็งได�ดี ท่ีสุด  และเม่ือนํามาแยกต�อด�วยวิธี column 
chromatography พบว�า sub-fractions ท้ัง 5 sub-fractions (F1, F2, F3, F4 และ F5 ตามลําดับ)  มี
ฤทธิ์ในการยับยั้งเซลล&มะเร็งได� แต�เม่ือพิจารณาถึงความเป,นพิษต�อเซลล&ปกติพบว�า F1 จะเป,น sub-
fractions ท่ีดีท่ีสุด เนื่องจากสามารถลดการมีชีวิตรอดของเซลล&มะเร็ง MDA-MB-231, C33A และ 
HCT116 ได� ในขณะท่ีไม�กระทบต�อการเจริญของเซลล&ปกติ 

ดังนั้น ในงานวิจัยนี้ จึงได�ทําการนํา sub-fraction F1 มาวิเคราะห&หาสารออกฤทธิ์ด�วยวิธี NMR 
ซ่ึงจากข�อมูล 1H-NMR (ภาพท่ี 4-1) ระบุได�ว�า สารท่ีเป,นองค&ประกอบหลักใน sub-fraction F1 นี้คือ 4-
methoxycinnamaldehyde หรือ 4-MCA (ภาพท่ี 4-2) จึงคาดว�าสารนี้น�าจะเป,นสารท่ีมีฤทธิ์ในการต�าน
มะเร็งได�  

สาร 4-MCA นี้เคยถูกรายงานว�าพบได�จากพืชหลายชนิด รวมถึงเหง�าเร�วหอม (Tachai S and 
Nuntawong N, 2016; Srisook E et al., 2017) และเคยพบว�ามีความสามารถในการต�านการติดเชื้อของ
ไวรัส respiratory syncytial virus (RSV) ในเซลล&มะเร็งกล�องเสียง HEp-2 (Wang KC et al., 2009) เป,น
ตัวกระตุ�น transient receptor potential ankyrin1 (TRPA1) (TRPA1 agonist) ซ่ึงเก่ียวข�องกับ 
homeostasis, somatosensory และ neurogenic inflammation (Moon H et al., 2015) อีกท้ังใน
งานวิจัยท่ีเพ่ิงตีพิมพ&ในปDนี้ (2017) ของ Srisook E และคณะ พบสารนี้เป,นหนึ่งในสารองค&ประกอบหลัก
ของส�วนสกัดย�อยเอทิลอะซิเตตของสารสกัดเอทานอลจากเหง�าเร�วหอม ซ่ึงเป,นส�วนสกัดย�อยท่ีมีฤทธิ์ในการ
ลดการอักเสบในเซลล&แมคโครฟาจ RAW264.7 ท่ีถูกกระตุ�นด�วยไลโปโพลิแซคคาไรด&ได�ดีท่ีสุด จึงคาดว�า
สาร 4-MCA น�าจะมีฤทธิ์ในการลดการอักเสบได�ด�วย อย�างไรก็ตาม ฤทธิ์ในการต�านมะเร็งของสาร 4-MCA 
นี้ยังไม�เคยมีการรายงานมาก�อน 

เช�นเดียวกันกับสาร cinnamaldehyde (CA) และสารอนุพันธ&ของ CA หลายชนิดท่ีเคยถูกรายงาน
ว�ามีความสามารถในการต�านเซลล&มะเร็งต�างๆ ได� (Hong SH et al., 2016; Wu C et al., 2017; Nguyen 
HA and Kim SA, 2017) ฤทธิ์ในการต�านมะเร็งของสาร 4-MCA ในหลอดทดลอง (in vitro) ได�ถูกแสดงให�
เห็นในงานวิจัยชิ้นนี้เป,นครั้งแรก โดยผลการทดสอบพบว�า สารนี้สามารถลดการมีชีวิตรอดของเซลล&มะเร็ง
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ปากมดลูก C33A ได� ในลักษณะท่ีข้ึนกับความเข�มข�น ซ่ึงท่ีความเข�มข�น 100 µM สามารถยับยั้งการเจริญ
ของเซลล&มะเร็ง C33A ได�เกือบ 100% และมีค�า IC50 เท�ากับ 30 µM ซ่ึงมากกว�าค�า IC50 ของเซลล& Vero 
ถึง 4.6 เท�า บ�งบอกถึงการออกฤทธิ์ท่ีจําเพาะต�อเซลล&มะเร็งมากกว�าเซลล&ท่ีไม�ใช�มะเร็ง นอกจากนี้ ผลจาก
การศึกษาการแสดงออกของยีนในเซลล&ท่ีได�รับสาร 4-MCA แสดงให�เห็นว�า สาร 4-MCA อาจยับยั้งการ
เจริญของเซลล&มะเร็ง เหนี่ยวนําให�เซลล&มะเร็งเกิดการหยุดชะงักของวัฏจักรเซลล&หรือเกิดการตายแบบ 
apoptosis ได� โดยผ�านทางกลไกท่ีทําให�เกิดการเพ่ิมการแสดงออกของยีน p21 และ c-myc และลดการ
แสดงออกของยีน survivin และ TP53 ซ่ึงในเซลล&มะเร็ง C33A นี้จะเป,น p53 ชนิดกลายพันธุ& (mutated 
p53, MTp53)  

อย�างท่ีทราบกันดีว�า โดยปกติเม่ือดีเอ็นเอได�รับความเสียหาย โปรตีน p53 ชนิดด้ังเดิม (wild-type 
p53, WTp53) จะถูกกระตุ�นให�ทํางาน โดย WTp53 จะไปกระตุ�นการแสดงออกของยีนท่ีเก่ียวข�องกับการ
การซ�อมแซมดีเอ็นเอ หรือหากความเสียหายของดีเอ็นเอนั้นไม�สามารถซ�อมแซมได� ยีนท่ีเก่ียวข�องกับการ
ตายแบบ apoptosis ก็จะถูกเหนี่ยวนําให�แสดงออกมากข้ึนเพ่ือกําจัดเซลล&นั้นไป ในทางตรงกันข�าม โปรตีน 
MTp53 (ชนิดท่ีมีตําแหน�งกลายพันธุ&แบบท่ีตรวจพบได�ในเซลล&มะเร็งต�างๆ) กลับพบว�าไม�ได�มีหน�าท่ีในการ
ช�วยปกปxองเซลล&ปกติหรือเป,นตัวต�านเนื้องอก (tumor suppressor) แต�กลับมีส�วนเก่ียวข�องในการทําให�
เซลล&พัฒนาไปเป,นเซลล&มะเร็ง ส�งเสริมการเจริญของเซลล&มะเร็ง อีกท้ังยังช�วยให�เซลล&มะเร็งด้ือต�อยาเคมี
บําบัดด�วย  และมักพบโปรตีนนี้ถูกสะสมเป,นปริมาณมากในเซลล&มะเร็งหลายชนิด โดยเฉพาะในเซลล&มะเร็ง
ชนิดลุกลามหรือชนิดรุนแรง (Parrales and Iwakuma, 2015; Yue et al., 2017; Zhao et al., 2017) 
นอกจากนี้ยังพบว�า MTp53 จะมียีนเปxาหมายท่ีแตกต�างกันกับ WTp53 ซ่ึงทําให�ผลการแสดงออกของยีนท่ี
ใช�เป,นตัวแทนในการศึกษาครั้งนี้ ไม�ได�เป,นไปตามท่ีคาดไว�เหมือนท่ีพบในงานวิจัยอ่ืนๆ ดังเช�น ยีน pro-
apoptotic Bax ท่ีควรจะเพ่ิมข้ึน หรือยีน anti-apoptotic Bcl-2 ท่ีควรจะลดลงเม่ือเซลล&ถูกเหนี่ยวนําให�
เกิด apoptosis แต�กลับพบการแสดงออกของยีน Bax ท่ีลดลง และการแสดงออกของยีน Bcl-2 ท่ีไม�
เปลี่ยนแปลง ในเซลล&มะเร็ง C33A ได�รับสาร 4-MCA ซ่ึงสอดคล�องกับผลท่ีรายงานในการศึกษาวิถีการ
เหนี่ยวนําให�เกิดการตายแบบ apoptosis ในเซลล&ท่ีมี MTp53 ซ่ึงจะแตกต�างจากเซลล&ท่ีมี WTp53 นั่นเอง 
(He M et al., 2002) 

ดังนั้น การท่ีสาร 4-MCA ถูกค�นพบว�ามีฤทธิ์ในการต�านมะเร็งได�โดยผ�านทางการยับยั้งการ
แสดงออกของโปรตีน Mutp53 จะเป,นข�อมูลท่ีช�วยสนับสนุนว�าสารนี้มีศักยภาพในการท่ีจะนําไปพัฒนาต�อ
เพ่ือเป,นยาต�านมะเร็งท่ีมีประสิทธิภาพในอนาคต และน�าจะช�วยลดอาการข�างเคียงท่ีจะเกิดข้ึนกับผู�ป}วยได� 
เนื่องจากโปรตีน Mutp53 นี้ไม�พบในเซลล&ปกติ ซ่ึงคณะผู�วิจัยได�กําลังศึกษาเพ่ิมเติมเพ่ือให�เข�าใจกลไกการ
ออกฤทธิ์ของสารนี้มากข้ึน อย�างไรก็ตาม ข�อมูลทางวิทยาศาสตร&เบ้ืองต�นท่ีได�จากงานวิจัยชิ้นนี้จะช�วยเพ่ิม
คุณค�าให�กับพืชท่ีมีสาร 4-MCA เป,นองค&ประกอบ อย�างเช�น เหง�าเร�วหอม ซ่ึงปลูกกันมากในภาคตะวันออก
ของไทย อันจะเป,นการส�งเสริมเศรษฐกิจในระดับชุมชนได�เป,นอย�างดี  
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5.2 สรุปผลการทดลอง 
 1. สารท่ีเป,นองค&ประกอบหลักของ sub-fraction F1 คือ สาร 4-methoxycinnamaldehyde 
หรือ 4-MCA 
 2. สาร 4-MCA สามารถยับยั้งการเจริญของเซลล&มะเร็ง C33A ได� ในลักษณะท่ีข้ึนอยู�กับความ
เข�มข�น โดยค�า %การมีชีวิตรอดของเซลล&มะเร็ง C33A ท่ีได�รับสาร 4-MCA เป,นเวลา 72 ชั่วโมง ท่ีความ
เข�มข�นเท�ากับ 25, 50, 100 และ 200 µM มีค�าเท�ากับ 62.50 ± 13.18%, 20.09 ± 13.17%, 5.63 ± 
2.12% และ 2.75 ± 1.15% ตามลําดับ 
 3. ค�า IC50 ของสาร 4-MCA ต�อเซลล& C33A และ Vero มีค�าเท�ากับ 30 และ 140 µM ตามลําดับ 
 4. เซลล&มะเร็ง C33A ท่ีได�รับสาร 4-MCA จะพบการแตกหักของดีเอ็นเอโครโมโซม ซ่ึงบ�งบอกได�ถึง
การตายแบบ apoptosis 
 5. เซลล&มะเร็ง C33A ท่ีได�รับสาร 4-MCA จะพบการแสดงออกของยีน p21, p65 และ C-myc 
เพ่ิมข้ึน และการแสดงออกของยีน TP53, Bax และ Survivin ลดลง รวมถึงการเพ่ิมข้ึนของโปรตีน p21 
และการลดลงของโปรตีน Mutp53 เม่ือเทียบกับเซลล&ท่ีไม�ได�รับสารทดสอบ  
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