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จาํนวนและการเคล่ือนยา้ยของเซลล ์โดยสารสกดัจากนํ้ าเล้ียงเช้ือและเส้นใยเห็ดเรืองแสงถูกนาํไป

ศึกษาความเป็นพิษดว้ยวิธี MTT assay การเปล่ียนแปลงทางสัณฐานวิทยาของเซลล ์และการยบัย ั้ง

การเคล่ือนท่ีของเซลลด์ว้ยวิธี Wound Healing Assay ผลการทดลองพบว่าสารสกดัจากทั้งนํ้ าเล้ียง

เช้ือและเส้นใยของเห็ดเรืองแสงยบัย ั้งเซลลไ์ดดี้เม่ือความเขม้ขน้เพิ่มข้ึน โดยสารสกดัจากเส้นใยชั้น

ไดคลอโรมีเทน (MD) สามารถยบัย ั้งการเพิ่มจาํนวนเซลล์ MDA-MB-231 ไดดี้ ขณะท่ีมีพิษตํ่าต่อ

เซลล์ปกติ L-929 สารสกดั MD มีปริมาณฟีนอลิกรวมและฟลาโวนอยด์รวมสูง เท่ากบั 9.40±3.79 

มิลลิกรัมสมมูลของกรดแกลลิคต่อกรัมสารสกดั และ 304.00±0.09 กรัมสมมูลของเคอซิตินต่อกรัม

สารสกดั ตามลาํดบั นอกจากน้ียงัพบวา่สารสกดั MD เหน่ียวนาํใหส้ณัฐานวิทยาของเซลลเ์ปล่ียนไป 

โดยพบการบวมของเซลล์ การหดของเซลล์ การหดตัวของโครมาติน และอะพอพโตติกบอดี 

นอกจากน้ี พบว่าสารสกดั MD ท่ีความเขม้ขน้ 16.43±0.52 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร (IC50) สามารถ

ยบัย ั้งการเคล่ือนท่ีของเซลลม์ะเร็งท่ีเวลาต่างๆ ผลการศึกษาในคร้ังน้ีจะถูกนาํไปเป็นขอ้มูลพื้นฐาน

ในการศึกษากลไกระดบัโมเลกลุของสารสาํคญัจากเห็ดเรืองแสงต่อเซลลม์ะเร็งเตา้นมต่อไป 

(วิทยานิพนธ์มีจาํนวนทั้งส้ิน 57 หนา้) 

 

คาํสาํคญั: เห็ดเรืองแสง, สารสกดัไดคลอโรมีเทน, เซลลเ์พาะเล้ียงมะเร็งเตา้นมชนิด MDA-MB-

231, การเพิ่มจาํนวนของเซลล,์ การเคล่ือนยา้ยของเซลล ์

 
ลายมือช่ือนกัศึกษา ….............................................................   ลายมือช่ืออาจารยท่ี์ปรึกษา ...................................................................... 

                                                                                     ลายมือช่ืออาจารยท่ี์ปรึกษาร่วม ............................................................... 

 



ค 

5906939 : Saowanee Seangthong 

Thesis Title : Inhibition of Cell Proliferation and Migration of MDA-MB-231 Cell 

Lines by Mycelial Dichloromethane Extract from Neonothopanus 

nambi  

Program : Master of Science in Oriental Medicine 

Thesis Advisor : Lanlalin Nasomyon, Ph.D. 

Thesis Co-Advisor : Nanthaphong Khamthong, Ph.D. 

 

 

Abstract 
Breast cancer is a common disease in women worldwide. Treatment with anti-cancer drugs can 

cause adverse effects and drug resistance.  Several previous studies have shown that extracts from 

plants and mushrooms exhibited growth inhibition effect and induction of apoptotic cell death. The 

aim of this study was to determine the cytotoxicity effect of the dichloromethane extract from 

mycelium ( MD)  of Neonothopanus nambi against MDA- MB- 231 proliferation and migration. 

Crude extracts from filtrate and mycelium of N. nambi were then studied for their cytotoxicity by 

MTT assay, morphology and inhibition of migration using a wound-healing assay.  The results 

displayed that the crude extracts from both filtrate and mycelium displayed toxicity against MDA-

MB-231 in a dose-dependent manner. The MD extract exhibited a good effect on growth inhibition 

of  MDA-MB-231 cells with low toxicity to L-929 normal cells. This extract showed the high total 

phenolic and total flavonoid content with 9.40±3.79 mg Gallic acid/g extract and 304.00±0.09 mg 

Quercetin/g extract, respectively.  In addition, The MD extract induced the morphology change 

consisting of membrane blebbing, cell shrinkage, chromatin condensation and apoptotic bodies. 

Moreover, MD at the concentration of 16.43 ± 0.52 µg/ml ( IC50)  also inhibited the migration of 

cancer cells at different time points.  These outcomes of the preliminary study will be further used 

to explore the molecular mechanism of active compounds from N. nambi against breast cancer. 

(Total 57 pages) 
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บทที่ 1 
 

บทนํา 
 

1.1 ความเป็นมาและความสําคญัของปัญหา 

 

  โรคมะเร็งถือเป็นปัญหาท่ีสาํคญัในระบบสาธารณสุขระดบัโลกท่ีคุกคามชีวิตประชากรใน

วยัทาํงานไปจนถึงผูสู้งอาย ุจากรายงานขององคก์ารอนามยัโลก ปี ค.ศ. 2020 พบวา่ ผูป่้วยโรคมะเร็ง

รายใหม่เพิ่มข้ึนมากกวา่ 19 ลา้นคน และอตัราการเสียชีวิตจากโรคมะเร็งเพิ่มสูงข้ึนเป็น 9.6 ลา้นคน 

ทั้งน้ีพบรายงานผูป่้วยใหม่และมีสถิติของผูเ้สียชีวิตมากกวา่ร้อยละ 50 ในทวีปเอเชีย (Word Health 

Organization, 2020) จากการสํารวจทางสถิติปี พ.ศ. 2562 ประเทศไทยพบผูป่้วยมะเร็งรายใหม่เขา้

รับบริการสูงถึง 2,850 ราย 5 อนัดบัแรกท่ีพบมากไดแ้ก่ มะเร็งปากมดลูก มะเร็งเตา้นม มะเร็งตบั 

มะเร็งปอด และมะเร็งลาํไส้ โดยผูป่้วยส่วนใหญ่มกัตรวจพบในระยะท่ี 2 เป็นตน้ไป โดยพบบ่อยใน

ผูป่้วยช่วงอายุ 20 ถึง 75 ปี พบมากท่ีสุดในวยั 55 ปี (สถาบนัมะเร็งแห่งชาติ, 2562) วิธีการรักษา

โรคมะเร็งเตา้นมส่วนใหญ่ คือ เคมีบาํบดั โดยถือว่าเป็นวิธีท่ีตอบสอนองต่อการรักษาไดดี้ท่ีสุด แต่

มกัพบอาการขา้งเคียงหลงัการรักษา เช่น อาเจียน คล่ืนไส้ ผมร่วง ปากแห้ง ติดเช้ือง่าย ซีดและ

เลือดออกง่าย (ศิริมาศ กาญจนวาศ และ วิจิตรา ทศันียกุล, 2551) และดว้ยระยะของโรคท่ีดาํเนินอยู่

ในระยะกา้วหนา้ ส่งผลให้ผลการรักษาไม่ดีเท่าท่ีควร การผ่าตดั และการฉายรังสี มกัพบว่าผูป่้วยมี

การกลบัมาเป็นซํ้ า ขณะท่ีการรักษาโดยการใชย้าตา้นมะเร็งมกัพบปัญหาเร่ืองการด้ือยาและมีอาการ

ไม่พึงประสงคเ์กิดข้ึนหลงัรักษา จากปัญหาขา้งตน้ทาํใหมี้การพฒันาวิธีรักษาโรคมะเร็งและศาสตร์

ทางการแพทย์ตะวนัออก โดยการใช้สมุนไพรท่ีมีฤทธ์ิการยบัย ั้งการเจริญเติบโตและทําให้

เซลลม์ะเร็งตายแบบอะพอพโทซิสในการรักษาและลดการด้ือยาของผูป่้วยโรคมะเร็ง  เช่น สารสกดั

ชั้นเอทานอลและชั้นนํ้ าของชาใบขลู่ สามารถยบัย ั้งการเจริญเติบโตของเซลลม์ะเร็งเตา้นม 2 ชนิด 

คือ MDA-MB-231 และ MCF-7 และเซลล์มะเร็งปากมดลูก 3 ชนิด คือ Hela, C33A และ SiHa              

(ผาณตา เอ้ียวซิโป และ ทรงกลด สารภูษิต, 2562) และนุรดีนา จารง และคณะ (2561) พบว่า สาร 

Shogaol ในขิง มีฤทธ์ิยบัย ั้งการเจริญเติบโตและชักนําให้เกิดการตายแบบอะพอพโทซิสใน

เซลล์มะเร็งเตา้นมท่ีเพาะเล้ียงชนิด SKBR-3 และ MDA-MB-231 ทั้งน้ีมีขอ้มูลรายงานการศึกษา

สารสาํคญัท่ีมีฤทธ์ิตา้นอนุมูลอิสระและมีผลต่อต่อการยบัย ั้งเซลลม์ะเร็งจากเห็ด ไดแ้ก่ เห็ดตระกูล

ห้ิ ง  Inonotus obliquus, Phellinusrimosus แ ล ะ  P.  gilvus เ ห็ ด ต ร ะ กู ล เ ห็ ด ห ลิ น จื อ  เ ช่ น                        

Ganoderma lucidum และ G. tsugae Murrill เห็ดตระกูลนางรม Pleurotus florida P. eryngii var. 
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eryngii, แ ละ  P.  pulmonaris แ ละ  ( Ajith and Janardhanan, 2007; Chang, Hwang & Rhee, 2008; 

Tsenga, Yangb & Mau,  2008; Zhao et al., 2008) ปัจจุบันเห็ดจึงถูกนํามาศึกษาวิจัยถึงฤทธ์ิต้าน

มะเร็งมากข้ึน เช่นพบว่าสารสกดัจากเห็ดหลินจือชั้นเมทานอลและชั้นนํ้ า สามารถยบัย ั้งการเจริญ

และการแพร่กระจายของเซลลม์ะเร็งเตา้นมชนิด MCF-7 ได ้(จรัญญา งามขาํ, 2560) เห็ดเรืองแสง 

(Neonothopanus  nambi) ในดา้นการแพทยพ์บว่า สารพิษของเห็ดเรืองแสงจากเส้นใยของเห็ดมี

ฤทธ์ิยบัย ั้งเซลลม์ะเร็งเตา้นมและเซลลม์ะเร็งท่อนํ้าดี (Sangsopha, et al., 2019) และมีฤทธ์ิยบัย ั้งการ

เพิ่มจาํนวนเซลล์มะเร็งลาํไส้ Colo205 และเซลล์มะเร็งปากมดลูก Hela (ฐาปนาวรรณ นาสมยนต์

และคณะ, 2561) 

 

อย่างไรก็ตามจากขอ้มูลการคน้ควา้ในเบ้ืองตน้ยงัไม่พบว่ามีรายงานเก่ียวกบัฤทธ์ิของเห็ด

เรืองแสงชนิดน้ีว่าสามารถยบัย ั้งเซลลม์ะเร็งเตา้นม MDA-MB-231 ซ่ึงเซลลม์ะเร็งเตา้นมชนิดน้ีจดั

อยูใ่นกลุ่ม Triple Negative Breast Cancer (TNBC) หรือเรียกวา่เป็นเซลลท่ี์ถึงแมไ้ม่มีตวัรับสญัญาณ 

(Growth Receptors) ก็สามารถเจริญเติบโตได ้ซ่ึงตวัรับสัญญาณ (Receptor) 3 ชนิด ไดแ้ก่ ตวัรับ

สัญญาณฮอร์โมนเอสโตรเจน (Estrogen Receptor, ER) ตวัรับสัญญาณฮอร์โมนโปรเจสเตอโรน 

(Progesterone Receptor, PR) และโปรตีน Human Epidermal Growth Factor Receptor-1 (HER-1) 

(Chavez, Garimella & Lipkowitz, 2010) ซ่ึงเซลลม์ะเร็งเตา้นมชนิด TNBC น้ีพบว่ามีประสิทธ์ิภาพ

ดีต่อยาในกลุ่ม Anthracyclines ได้แก่ ยาเคมีบาํบัด Doxorubicin และ Epirubicin (Isakoff, 2010) 

ดงันั้นจึงเป็นท่ีน่าสนใจว่าถา้สารสกดัเห็ดเรืองแสงมีความเป็นพิษเบ้ืองตน้ต่อเซลล ์MDA-MB-231 

และการเหน่ียวนาํ ใหเ้ซลลต์ายแบบอะพอพโทซิส หรือความสามารถในการยบัย ั้งการแพร่กระจาย

ของเซลลม์ะเร็ง (Migration) ซ่ึงการวิจยัน้ีใชเ้ป็นขอ้มูลพื้นฐาน เพื่อศึกษาถึงฤทธ์ิของสารในระดบั

โมเลกลุต่อไป 

 

1.2 วตัถุประสงค์การวจิัย 

 

  1.2.1 เพื่อศึกษาสารสกดัจากเห็ดเรืองแสง N. nambi ดว้ยตวัทาํละลาย Hexane, CH2Cl2 และ 

EtOAc  

 1.2.2 เพื่อศึกษาฤทธ์ิของสารสกัดหยาบเห็ดเรืองแสงในการยบัย ั้งการเจริญเติบโตของ

เซลลม์ะเร็งเตา้นมชนิด MDA-MB-231 

1.2.3 เพื่อศึกษาปริมาณฟลาโวนอยด์รวม และปริมาณฟีนอลิกรวมของสารสกดัจากเห็ด

เรืองแสง 
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1.2.4 เพื่อศึกษาสณัฐานวิทยาและ DAPI ของเซลลม์ะเร็งเตา้นมชนิด MDA-MB-231 

1.2.5 เพื่อศึกษาฤทธ์ิของสารสกดัจากเห็ดเรืองแสงในการยบัย ั้งการเคล่ือนท่ีของเซลล ์(Cell 

Migration) มะเร็งเตา้นม ชนิด MDA-MB-231 

 

1.3 สมมติฐานการวจิัย 

 

 สารสกัดจากเส้นใยเห็ดเรืองแสงมีความเป็นพิษ สามารถเหน่ียวนําให้เซลล์ตายแบบ                              

อะพอพโทซิส และยบัย ั้งการแพร่การจายของเซลลม์ะเร็งเตา้นมชนิด  MDA-MB-231 

 

1.4 กรอบแนวคดิการวจิัย 

 

   ผูว้ิจยัทาํการพาะเล้ียงเห็ดเรืองแสง Neonothopanus nambi แลว้นาํมาสกดัสารดว้ยตวัทาํ

ละลาย 3 ชนิด ได้แก่ Hexane, CH2Cl2 และ EtOAc จากนั้นนําสารสกัดมาทดสอบความเป็นพิษ

เบ้ืองตน้กบัเซลล ์MDA-MB-231 เพื่อหาสารสกดัท่ีมีความเป็นพิษดีในเซลล ์MDA-MB-231 แต่เป็น

พิษตํ่าในเซลล์ L-929 มาศึกษาถึงกลุ่มสารสําคัญ และการศึกษาการเหน่ียวนําการตายแบบ                

อะพอพโทซิส (Apoptosis) ร่วมกับการยบัย ั้งการแพร่กระจายของเซลล์เบ้ืองต้น โดยสรุปเป็น

แผนผงั ดงัน้ี 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปท่ี 1.1 กรอบแนวคิดของการวิจยั   

 

 สกดัสารสาํคญัจากเห็ดเรืองแสงสายพนัธุ์ Neonothopanus nambi ดว้ยตวัทาํ

ละลาย 3 ชนิด ไดแ้ก่ Hexane, CH2Cl2 และ EtOAc 

เพาะเล้ียงเห็ดเรืองแสง 
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เลือกสารสกดัเห็ดเรืองแสงท่ีมีความเป็นพิษต่อเซลลม์ะเร็งเตา้นมดีท่ีสุดมาศึกษาการตาย

แบบอะพอพโทซิสโดยวิธี DAPI Staining และ Migration 

 

 ทดสอบความเป็นพิษ (Cytotoxicity) ของสารสกดัหยาบใน 

- เซลลม์ะเร็งเตา้นม : MDA-MB-231 

- เซลลป์กติ : L-929 

โดยวิธี MTT Assay เพื่อหาสารสกดัท่ีมีความเป็นพิษดีในเซลล ์MDA-MB-231 แต่เป็นพิษตํ่าในเซลล ์

L-929 มาศึกษาถึงกลุ่มสารสาํคญั 

ทดสอบศึกษาปริมาณสารฟีนอลิกรวมกบัปริมาณฟลาโวนอยดร์วม 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปท่ี 1.1 กรอบแนวคิดของการวิจยั (ต่อ) 

 

1.5 นิยามศัพท์ 

 

การศึกษาความเป็นพิษด้วยวิธี MTT Assay   หมายถึง วิธีการทดสอบความในหลอด

ทดลองเพื่อดูค่าความเป็นพิษของเซลล ์โดยอาศยัความมสามาถของเอนไซม ์Dehydrogenase และ 

Co factor ใน Mitochondria ท่ีจะรีดิวซ์สาร 3-[4, 5-Dimetylthiazol-2-yl]-2,5-Diphenyltetrazolium 

Bromide (MTT) ซ่ึงเป็นสารสีเหลืองใหเ้ปล่ียนเป็นสีม่วงของผลึกฟอร์มาซาน (Formazan) ดงันั้นถา้

เซลลมี์ชีวิตก็จะเห็นผลึกฟอร์มาซานท่ีมีสีม่วงภายในเซลล ์ในขณะท่ีเซลลท่ี์มีสีใส ไม่มีสีแสดงว่า

เป็นเซลลท่ี์ตายแลว้เกิดข้ึนภายในเซลล ์ซ่ึงเม่ือละลายดว้ยตวัทาํละลาย เช่น DMSO จะไดส้ารละลาย

สีม่วงท่ีโดยสามารถนาํไปวดัค่าค่าการดูดกลืนแสงดว้ยเคร่ือง Spectrophotometerได ้และคาํนวณ

เปอร์เซ็นต์การมีชีวิตรอดของเซลล์เปรียบเทียบกบักลุ่ม Control ซ่ึงรายงานความเป็นพิษของสาร

จากระดบัความเขม้ขน้ท่ีทาํใหเ้ซลลต์าย 50% (50% Cytotoxic Concentration : CC50)  

 

เห็ดเรืองแสง  หมายถึง เห็ดเรืองแสงสิรินรัศมี (Neonothopanus nambi) เป็นเห็ดเรืองแสง

ชนิดหน่ึงคลา้ยเห็ดนางรม แต่จดัเป็นเห็ดท่ีมีพิษ ในช่วงเวลากลางวนั กา้น ดอก และครีบจะมีสีขาว 
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แต่เวลากลางคืนหรือท่ีไม่มีแสง ดอกของเห็ดจะเปล่งแสงสีเขียวอมเหลือง เห็ดชนิดน้ีมีการคน้พบ

ในประเทศไทย เม่ือ ปีพ.ศ. 2544 ในพื้นท่ีของโครงการอนุรักษพ์นัธุกรรมพืช โดยพระราชดาํริ ใน

สมเด็จพระกนิษฐาธิราชเจ้า กรมสมเด็จพระเทพรัตนราชสุดา ฯ สยามบรมราชกุมารี อยู่ท่ีโคก                     

ภูตากา อาํเภอเวียงเก่า จงัหวดัขอนแก่น จึงไดรั้บการพระราชทานช่ือวา่ “ สิรินรัศมี ”   

การตายแบบอะพอพโทซิส  หมายถึง  เป็นรูปแบบการตายของเซลล์ท่ีมีการโปรแกรมไว้

แลว้ (Programmed Cell Death) ของเซลล ์ซ่ึงทาํใหเ้ซลลต์ายอยา่งมีแบบแผนท่ีเฉพาะ หรือคือการท่ี

ทาํให้เซลลมี์ลกัษณะสัณฐานวิทยาเปล่ียนแปลงรูปร่างไป เช่น เซลลมี์การบวม  (Blebbing), เยื่อหุม้

เซลล์เห่ียว, นิวเคลียสแตกเป็นช้ินส่วน, โครมาตินหนาตัวข้ึน, และดีเอ็นเอแตกเป็นส่วนส่วน 

กระบวนการกาํจดัเศษซากเซลลก์็จะไม่ก่อใหเ้น้ือเยื่อขา้งเคียงเกิดความเสียหาย ซ่ึงต่างกบัการตาย

เฉพาะส่วนหรือเนโครซิส (Necrosis) 

 

การแพร่กระจายของเซลล์มะเร็งแบบ Metastasis คือ การแพร่กระจายของเซลลม์ะเร็งจาก

ตาํแหน่งท่ีก่อตวัข้ึนคร้ังแรกไปยงัส่วนอ่ืนของร่างกาย ในการแพร่กระจาย เซลล์มะเร็งจะแตกตวั

จากเน้ืองอกดั้งเดิม เดินทางผา่นระบบเลือดหรือนํ้าเหลือง และก่อตวัเป็นเน้ืองอกใหม่ในอวยัวะหรือ

เน้ือเยื่ออ่ืน ๆ ของร่างกาย เน้ืองอกระยะแพร่กระจายใหม่เป็นมะเร็งชนิดเดียวกับเน้ืองอกหลกั 

ตวัอยา่งเช่น หากเซลลม์ะเร็งเตา้นมท่ีเป็น Primary Tumor หรือมีตน้กาํเนิดท่ีเตา้นม เซลลด์งักล่าวมี

การเคล่ือนท่ี (Cell Migration) แลว้แพร่กระจาย (Metastasis) ไปท่ีปอด เซลลม์ะเร็งท่ีไปเจริญเติบโต

ใหม่ท่ีปอดเรียกว่า Secondary Tumor หรือเป็นเซลล์มะเร็งปอดท่ีมีตน้กาํเนิดมาจากเซลล์มะเร็ง

เร่ิมตน้ท่ีเตา้นม  

 

 

https://th.wikipedia.org/wiki/%E0%B9%80%E0%B8%8B%E0%B8%A5%E0%B8%A5%E0%B9%8C_(%E0%B8%8A%E0%B8%B5%E0%B8%A7%E0%B8%A7%E0%B8%B4%E0%B8%97%E0%B8%A2%E0%B8%B2)
https://th.wikipedia.org/wiki/%E0%B8%AA%E0%B8%B1%E0%B8%93%E0%B8%90%E0%B8%B2%E0%B8%99%E0%B8%A7%E0%B8%B4%E0%B8%97%E0%B8%A2%E0%B8%B2
https://th.wikipedia.org/wiki/%E0%B9%80%E0%B8%A2%E0%B8%B7%E0%B9%88%E0%B8%AD%E0%B8%AB%E0%B8%B8%E0%B9%89%E0%B8%A1%E0%B9%80%E0%B8%8B%E0%B8%A5%E0%B8%A5%E0%B9%8C
https://th.wikipedia.org/wiki/%E0%B9%80%E0%B8%A2%E0%B8%B7%E0%B9%88%E0%B8%AD%E0%B8%AB%E0%B8%B8%E0%B9%89%E0%B8%A1%E0%B9%80%E0%B8%8B%E0%B8%A5%E0%B8%A5%E0%B9%8C
https://th.wikipedia.org/wiki/%E0%B8%99%E0%B8%B4%E0%B8%A7%E0%B9%80%E0%B8%84%E0%B8%A5%E0%B8%B5%E0%B8%A2%E0%B8%AA%E0%B9%80%E0%B8%8B%E0%B8%A5%E0%B8%A5%E0%B9%8C
https://th.wikipedia.org/wiki/%E0%B9%82%E0%B8%84%E0%B8%A3%E0%B8%A1%E0%B8%B2%E0%B8%95%E0%B8%B4%E0%B8%99
https://th.wikipedia.org/wiki/%E0%B8%94%E0%B8%B5%E0%B9%80%E0%B8%AD%E0%B9%87%E0%B8%99%E0%B9%80%E0%B8%AD
https://th.wikipedia.org/wiki/%E0%B8%81%E0%B8%B2%E0%B8%A3%E0%B8%95%E0%B8%B2%E0%B8%A2%E0%B9%80%E0%B8%89%E0%B8%9E%E0%B8%B2%E0%B8%B0%E0%B8%AA%E0%B9%88%E0%B8%A7%E0%B8%99
https://th.wikipedia.org/wiki/%E0%B8%81%E0%B8%B2%E0%B8%A3%E0%B8%95%E0%B8%B2%E0%B8%A2%E0%B9%80%E0%B8%89%E0%B8%9E%E0%B8%B2%E0%B8%B0%E0%B8%AA%E0%B9%88%E0%B8%A7%E0%B8%99


 

 

 

บทที่ 2 
 

ทบทวนวรรณกรรมที่เกีย่วข้อง / ทฤษฏีที่เกีย่วข้อง 
 

2.1 ระบาดวทิยาของโรคมะเร็ง 

 

โรคมะเร็ง คือ กลุ่มอาการของโรคท่ีมีความผดิปกติของสารพนัธุกรรม (DNA) ส่งผลใหเ้กิด

การแบ่งตวัและเพิ่มจาํนวนของเซลลอ์ยา่งรวดเร็วและมีจาํนวนมากกวา่ปกติ ทาํใหเ้กิดเป็นกอ้นเน้ือ

งอกท่ีมีความผิดปกติ และทาํให้เซลล์ในกอ้นเน้ือขาดเลือดไปเล้ียงจนเซลล์ตาย และยงัส่งผลให้

เน้ือเยื่อและอวยัวะใกลเ้คียงเสียหาย รวมทั้งแพร่กระจายไปอวยัวะอ่ืนท่ีอยูไ่กล โดยเคล่ือนไปตาม

หลอดเลือดและนํ้ าเหลือง เรียกว่า การแพร่กระจายของโรค (Metastasis) (วิมลพรรณ วรรณพฤกษ,์ 

2552)  

 

         รายงานขององคก์ารอนามยัโลก (WHO) เผยว่าโรคมะเร็งเป็นสาเหตุทาํให้ประชากรทัว่

โลกเสียชีวิตเป็นอนัดบัตน้ ๆ และมีแนวโนม้ท่ีจะเพิ่มข้ึนทุกปี โดยในปี พ.ศ. 2563 มีผูป่้วยมะเร็งราย

ใหม่จาํนวน 19.3 ลา้นคน และมีแนวโนม้มากข้ึน อาจเน่ืองจากสถานการณ์การแพร่ระบาดโควิด 19 

ทาํให้ผูป่้วยมาเขา้รับการรักษาน้อยลง ส่งผลให้ระยะของโรคลุกลามไปไกลกว่าจะไดเ้ขา้รับการ

รักษา แมว้่าโรคมะเร็งหลายชนิดมีโอกาสรักษาหายหากไดรั้บการวินิจฉยัในระยะแรก อีกทั้งผูป่้วย

มะเร็งยงัอยู่ในกลุ่มเส่ียงท่ีมีโอกาสรับเช้ือโควิด 19 ไดสู้งข้ึนจึงทาํให้ผูป่้วยเสียชีวิตเพิ่มมากข้ึน 

(Word Health Organization, 2020)  

 

         ขอ้มูลสถิติโรคมะเร็งประเทศไทยปี พ.ศ. 2563 จากสถาบนัมะเร็งแห่งชาติ พบวา่ผูป่้วยราย

ใหม่ 1,890 คน เป็นเพศชายจาํนวน 1,145 คน และเพศหญิง 1,645 คน 5 อนัดบัแรกของโรคมะเร็งท่ี

พบมาก ในชายไทย ได้แก่ มะเร็งตับและท่อนํ้ าดี มะเร็งลาํไส้ใหญ่และทวารหนัก มะเร็งต่อม

ลูกหมาก มะเร็งปอด และหลอดอาหาร (รูปท่ี 2.1) ส่วนมะเร็งท่ีพบมาก 5 อนัดบัแรกในหญิงไทย 

ไดแ้ก่ มะเร็งเตา้นม มะเร็งตบัและท่อนํ้ าดี มะเร็งปากมดลูก มะเร็งลาํไส้ใหญ่และทวารหนัก และ

มะเร็งหลอดลมและปอด (รูปท่ี 2.2) เม่ือเปรียบเทียบอนัดบัและอตัราการเกิดโรคมะเร็งกบัปี พ.ศ. 

2548 พบว่า มะเร็งท่ีพบสูงสุด 3 อนัดบัแรกทั้งชายและหญิงยงัคงเดิม แต่อตัราการเกิดโรคมะเร็ง

ลาํไส้ใหญ่และทวารหนกัพบวา่มีแนวโนม้เพิ่มมากข้ึน  
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รูปท่ี 2.1 โรคมะเร็งท่ีพบมาก 5 อนัดบัในเพศชาย 

ท่ีมา : สถาบนัมะเร็งแห่งชาติ, 2562 

 

 
รูปท่ี 2.2 โรคมะเร็งท่ีพบมาก 5 อนัดบัในเพศหญิง 

ท่ีมา : สถาบนัมะเร็งแห่งชาติ, 2562 
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2.2 โรคมะเร็งเต้านม 

 

มะเร็งเตา้นม เกิดจากเยื่อบุเซลลท่์อนํ้ านมส่วนปลาย (Terminal Duct Lobular Unit) มีการ

แบ่งตวัของเซลลม์ากข้ึนผิดปกติข้ึนจนโตเป็นกอ้นและมีการลุกลามแพร่กระจายไปสู่อวยัวะต่าง ๆ 

ทัว่ร่างกาย (รพีพรรณ สุรศกัด์ิวรกลุ, 2551)  

 

         การก่อตวัของมะเร็งเร่ิมความผิดปกติภายในเซลลใ์นระดบัโมเลกุลทาํให้เกิดการกลาย

พนัธ์ุ (Mutation) ของดีเอ็นเอ เซลลท่ี์ผิดปกติไม่สามารถซ่อมแซมการกลายพนัธ์ุและเพิ่มจาํนวน

มากข้ึน ทาํให้มีการย่อยทาํลายเน้ือเยื่อขา้งเคียงเพื่อท่ีจะสามารถเคล่ือนตวัออกไปไดทุ้กทิศทาง 

เกิดการลุกลามออกไปสู่ท่ีอ่ืน  แพร่กระจายเขา้สู่ต่อมนํ้าเหลือง หลอดเลือดไปสู่อวยัวะต่าง ๆ โดย

สาเหตุท่ีทาํให้เซลล์แรก เกิดการแบ่งตวัแบบผิดปกติข้ึนมา สันนิษฐานว่า มะเร็งเตา้นมเกิดจาก

หลาย ๆ สาเหตุร่วมกนั โดยความผดิปกติตน้เหตุแรก คือ การกลายพนัธ์ุของยนีท่ีทาํหนา้ท่ีควบคุม

การแบ่งตวัของเซลล ์และมีการกระตุน้การแบ่งเซลลอ์ยา่งต่อเน่ืองจากสารกระตุน้ต่าง ๆ (หะสัน  

มูหาหมดั, 2555) 

 

2.3 การกลายพนัธ์ุของยนีที่เป็นสาเหตุของมะเร็งเต้านม  

 

         หะสนั มูหาหมดั (2555) ไดอ้ธิบายสาเหตุการเกิดมะเร็งเตา้นมสามารถแบ่งออกเป็น 2 กรณี 

ดงัน้ี 

 

2.3.1 การกลายพนัธ์ุของยนีท่ีกระตุน้การแบ่งตวัของเซลล ์(Oncogene) ทาํใหเ้ซลลท่ี์มียนี

ท่ีกลายพนัธ์ุนั้นๆอยู ่เกิดการแบ่งตวัข้ึนเร่ือย ๆ ไร้ซ่ึงจากการควบคุม มีการกระตุน้ใหเ้ซลลมี์การ

แบ่งตวัตลอดเวลา ตวัอย่างของ Oncogene ในมะเร็งเตา้นม ไดแ้ก่ erbB-1 หรือ HER-1/neu และ             

c-myc, Cyclin D1 เป็นตน้ 

 

2.3.2 การสูญเสียการทาํหน้าท่ีของยีนต้านมะเร็ง (Tumor Suppressor Gene) ยีนต้าน

มะเร็งทาํหนา้ท่ีระงบัการแบ่งเซลลท่ี์ผิดปกติ หรือการแบ่งเซลลท่ี์มากเกินไป ผ่านกลไกหลาย ๆ 

อย่าง เ ช่น กําหนดให้เซลล์ตาย  (Apoptosis)  หรือสร้างสารย ับย ั้ งการแบ่งเซลล์ เ ช่น ยีน 

BRCA1 และBRCA1 สามารถถ่ายทอดทางพนัธุกรรม หากเกิดการกลายพนัธ์ุจะเป็นสาเหตุหลกั

http://en.wikipedia.org/wiki/Apoptosis
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ของการเกิดมะเร็งเตา้นมในคนอายุน้อย  นอกจากน้ีก็มียีน p53 ซ่ึงปกติมีหน้าท่ีคอยตรวจสอบ

ความผิดปกติของ DNA ภายในเซลล์ และระงับการแบ่งตัวของเซลล์นั้น หาก p53 ทาํหน้าท่ี

ผิดปกติ ก็จะทาํให้มะเร็งเกิดง่ายข้ึน เม่ือยีนท่ีควบคุมการแบ่งเซลล์กลายพนัธ์ุ จนไม่สามารถทาํ

หน้าท่ีตามปกติได ้เซลล์ก็จะถูกกระตุน้จากสารกระตุน้ชนิดต่าง ๆ เช่น  ฮอร์โมนเอสโตรเจน 

(Estrogen) กระตุน้ใหเ้ซลลแ์บ่งตวัไปเร่ือย ๆ จนเกิดเป็นกอ้นเน้ือมะเร็งข้ึนในท่ีสุด ดงัแสดงในรูป

ท่ี 2.3 

 
รูปท่ี 2.3 แสดงลาํดบัการพฒันาแบ่งเซลลจ์ากปกติจนเกิดเป็นมะเร็งเตา้นม โดยเซลลท่์อนํ้านมปกติ 

(Normal Ductal Lumen) เซลลเ์ยือ่บุผวิมีการเพิ่มจาํนวนมากข้ึน (Atypical Hyperplasai) จนกลาย 

เป็นเซลลม์ะเร็งภายในท่อนํ้านมแต่ยงัไม่มีการลุกลาม (Ductal Cercinoma in Situ) และเขา้สู่ระยะ

ลุกลามไปยงัอวยัวะอ่ืน (Invasive Carcinoma)  

ท่ีมา : หะสนั มูหาหมดั, 2555 

 

2.4 ปัจจัยเส่ียงของมะเร็งเต้านม (Risk Factors) 

 

         ปัจจยัเส่ียงใหเ้กิดมะเร็งเตา้นมมีหลายประการท่ีเก่ียวขอ้ง (ชญัวลี ศรีสุโข, 2552) ดงัน้ี 

                 1) เพศหญิง 
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  2) ช่วงอายุ 60-79 ปี มีโอกาศป่วยด้วยโรคมะเร็งเต้านมมากท่ีสุด (รพีพรรณ                  

สุรศกัด์ิวรกลุ, 2551)  

3) ผูท่ี้เคยเป็นโรคมะเร็งเตา้นม สามารถกลบัมาเป็นซํ้ าอีก (รพีพรรณ สุรศกัด์ิวรกลุ

, 2551) 

4) จากประวติัครอบครัว มีคนเป็นมะเร็งเต้านม โดยเฉพาะในช่วงวยัท่ียงัมี

ประจาํเดือน 

  5) ผูท่ี้ไดรั้บฮอร์โมนเอสโตรเจนเสริม หรือรับประทานเน้ือสัตวท่ี์เสริมฮอร์โมน                            

เอสโตรเจน รวมทั้งการรับประทานอาหารท่ีปนเป้ือนยาฆ่าแมลงดีดีที 

  6) ด่ืมแอลกอฮอลเ์ป็นประจาํ 

  7) โรคอว้น 

  8) การบริโภคอาหารท่ีไม่หลากหลาย สารอาหารไม่ครบ หรือไขมนัสูง 

  9) การสูบบุหร่ี 

 

2.5 อาการของมะเร็งเต้านม  

 

         มะเร็งเตา้นม อาการเร่ิมแรก คือ มีกอ้นท่ีเตา้นม และอาการอ่ืน ๆ นอกจากกอ้นท่ีเตา้นม 

(ชญัวลี ศรีสุโข, 2551) ดงัน้ี 

 

                1) มีเลือดหรือนา้ เหลืองไหลออกจากหวันม  

2) มีความผดิปกติท่ีเตา้นม เช่น ขนาดใหญ่กวา่อีกขา้ง หอ้ยยอ้ยลงกวา่อีกขา้ง  

  3) รูปร่างของเตา้นมเปล่ียนแปลงไปจากเดิม  

  4) มีความแขง็ผดิปกติท่ีบริเวณเตา้นม  

  5) มีผืน่คลา้ยถุงนา้ เลก็ ๆ สีแดงส้มท่ีหวันม  

  6) ผวิหนงับริเวณเตา้นมมีสีแดงเหมือนมีการอกัเสบ  

  7) พบรอยบุ๋มคลา้ยเปลือกส้ม ผวิหนงับริเวณเตา้นมหยาบกร้าน  

  8) หวันมบุ๋มเหมือนถูกดึงร้ังทั้งท่ีไม่เคยเป็น  
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2.6 การแบ่งระยะของมะเร็งเต้านม 

 

         การแบ่งระยะของโรคมีความสาํคญัทางการแพทย ์เพราะสามารถวินิจฉยัและพิจารณาการ

ใหก้ารรักษาของผูป่้วยได ้ซ่ึงสามารถบอกไดถึ้งขอบเขตการแพร่กระจายของโรค โดยพิจารณาจาก

ขนาดกอ้นเน้ือ การลุกลามไปยงัต่อมนํ้าเหลือง การแพร่กระจายไปยงัอวยัวะอ่ืน ๆ ท่ีเรียกวา่ระบบที

เอ็นเอ็ม (TNM) โดย ที (T-Tumor Size) หมายถึง ขนาดของก้อนเน้ือท่ีตรวจพบ เอ็น (N-Node 

Involvement) หมายถึง เซลล์มะเร็งลุกลามไปยงัต่อมนํ้ าเหลืองใกล้เคียง เอ็ม (M-Metastasis) 

หมายถึง การกระจายของมะเร็งไปอวยัวะท่ีไกลออกไป 

 

         ซ่ึงสามารถแบ่งแยกระยะของมะเร็งเตา้นมไดเ้ป็น 5 ระยะ ดงัน้ี (สุรพงษ์ สุภาภรณ์ และ

คณะ, 2547)  

  ระยะท่ี 0 พบวา่กอ้นมะเร็งขนาดเลก็ เซลลม์ะเร็งยงัอยูเ่ในชั้นผวิของเน้ือเยือ่เตา้นม  

ระยะท่ี 1 ขนาดกอ้นมะเร็งไม่เกิน 2 เซนติเมตร ไม่กระจายเขา้ไปต่อมนํ้ าเหลืองท่ีรักแร้                

ดงัแสดงในรูปท่ี 2.4 

 

                          Stage 1A     Stage 1B 

 
 

รูปท่ี 2.4 มะเร็งเตา้นมระยะท่ี 1 กอ้นเน้ือขนาดเลก็และไม่ลามเขา้ต่อมนํ้าเหลืองบริเวณรักแร้ (ระยะ

ท่ี 1A - Stage IA) หรือ ลุกลามเขา้ไปต่อมนํ้าเหลืองท่ีรักแร้  (ระยะท่ี 1B - Stage IB) ยงัไม่พบ

กอ้นมะเร็งหรือขนาดไม่เกิน 2 เซนติเมตร 

ท่ีมา : พวงทอง ไกรพิบูลย,์ 2553 
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ระยะท่ี 2 ขนาดกอ้นมะเร็งมากกวา่ 2 - 5 เซนติเมตร ไม่ลุกลามเขา้ไปต่อมนํ้าเหลืองรักแร้ 

หรืออาจลุกลามเขา้ไปท่ีต่อมนํ้าเหลืองรักแร้แลว้ แต่ตรวจไม่พบกอ้นมะเร็ง ดงัแสดงในรูปท่ี 2.5 

 

 
 

รูปท่ี 2.5 ระยะท่ี 2 ของมะเร็งเตา้นม พบการลามเขา้ไปต่อมนํ้าเหลืองบริเวณใตรั้กแร้ แต่ไม่พบ

กอ้นมะเร็ง หรือเป็นระยะท่ีกอ้นมะเร็งขนาดเลก็ไม่เกิน 2 เซนติเมตร แต่มีลามเขา้ไปต่อม               

นํ้าเหลืองใตรั้กแร้ 1-3 ต่อม หรือเป็นระยะท่ีกอ้นมะเร็งท่ีโต กวา่ 2 เซนติเมตร แต่ไม่เกิน                             

5เซนติเมตร แต่ยงัไม่เขา้ไปต่อมนํ้าเหลืองใตรั้กแร้ 

ท่ีมา : พวงทอง ไกรพิบูลย,์ 2553 

 

ระยะท่ี 3 แบ่งออกเป็น 3 แบบดงัน้ี 

 

             ระยะท่ี 3A (Stage IIIA) : พบกอ้นมะเร็งใหญ่กวา่ 5 เซนติเมตรและลุกลามไปต่อม

นํ้าเหลือง ดงัแสดงในรูปท่ี 2.6 
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รูปท่ี 2.6 มะเร็งเตา้นมระยะท่ี 3A ตรวจไม่พบกอ้นมะเร็งหรือพบกอ้นมะเร็ง และมะเร็งไดลุ้กลาม

เขา้ไปต่อมนํ้าเหลืองใตรั้กแร้ 4-9 ต่อม หรือพบกอ้นมะเร็งท่ีขนาดมากกวา่ 5 เซนติเมตร และลุก 

ลามไปต่อมนํ้าเหลืองใตรั้กแร้ (เป็นเซลลม์ะเร็งกลุ่มเลก็ ๆ ) หรือลุกลามเขา้ไปต่อมนํ้าเหลืองใต้

รักแร้ 1-3 ต่อม 

ท่ีมา : พวงทอง ไกรพิบูลย,์ 2553 

 

ระยะท่ี 3B พบกอ้นมะเร็งท่ีเตา้นม และลามไปผิวหนังของเตา้นมจนก่อให้เกิด

ภาวะบวมและอาจลามเขา้ไปต่อมนํ้าเหลือง ดงัแสดงในรูปท่ี 2.7 

 

ระยะท่ี 3C พบกอ้นมะเร็งท่ีเตา้นม โดยท่ีมะเร็งไดลุ้กลามเขา้ไปต่อมนํ้ าเหลืองท่ี

รักแร้ ไหปลาร้า หรือต่อมนํ้าเหลืองท่ีอยูใ่กลก้บักระดูกหนา้อก ดงัแสดงในรูปท่ี 2.8 
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รูปท่ี 2.7 มะเร็งเตา้นมระยะท่ี 3B ตรวจพบกอ้นมะเร็ง และลุกลามไปผนงัหนา้อก หรือผวิหนงัของ

เตา้นมจนทาํใหเ้กิดการบวม และอาจกระจายเขา้ไปต่อมนํ้าเหลืองใตรั้กแร้หรือต่อมนํ้าเหลืองใกล้

กบักระดูกหนา้อก 

ท่ีมา : พวงทอง ไกรพิบูลย,์ 2553 

 

 
 

รูปท่ี 2.8 แสดงระยะท่ี 3C พบกอ้นมะเร็งท่ี และมะเร็งไดลุ้กลามเขา้ไปต่อมนํ้าเหลืองบริเวณรักแร้

มากข้ีน หรือลุกลามไปต่อมนํ้าเหลืองบริเวณไหปลาร้า หรือลุกลามเขา้ไปต่อมนํ้าเหลืองท่ีรักแร้                  

และต่อมนํ้าเหลืองท่ีอยูใ่กลก้บักระดูกหนา้อก 

ท่ีมา : พวงทอง ไกรพิบูลย,์ 2553 
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ระยะท่ี 4 มะเร็งไดแ้พร่กระจายเขา้ไปในหลอดเลือดและบุกรุกไปอวยัวะอ่ืน ๆ โดยมกั

ตรวจพบไดบ่้อย ไดแ้ก่ สมอง ปอด ตบั กระดูก และไขกระดูก ดงัแสดงในรูปท่ี 2.9 

 

 
รูปท่ี 2.9 ระยะท่ี 4 ของโรคมะเร็งเตา้นม พบการลุกลามและแพร่ไปยงัอวยัวะอ่ืน 

ท่ีมา : พวงทอง ไกรพิบูลย,์  2553 

 

2.7 การรักษามะเร็งเต้านม  

 

วิธีรักษามะเร็งเตา้นมมาหลายวิธี เพื่อการรักษาท่ีดีมกัใช้ร่วมกนัมากกว่าหน่ึงวิธี  (อรุณ      

โรจนสกุล,บุรณี กาญจนถวลัย,์ ชิษณุ พนัธ์ุเจริญ,อุษา ทิสยากร และอดิสร ภทัราดูลย,์ 2550; ชญัวลี 

ศรีสุโข, 2552) ดงัน้ี 
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          1) ผ่าตดั เอาเตา้นมออกทั้งหมด หรือผ่าตดัเพื่อเก็บเตา้นมไว ้โดยการผ่าตดัต่อม

นํ้าเหลืองรักแร้ดา้นเดียวกนัออก  

   2) เคมีบาํบดั ใชรั้กษาผูป่้วยท่ีมีกอ้นมะเร็งขนาดมากกว่า 1 เซนติเมตร หรือมีการ

ลุกลามของมะเร็งเตา้นมสู่ต่อมนํ้าเหลือง หรือเขา้กระแสโลหิตแลว้  

    3) รังสีรักษา มกัใชห้ลงัการผา่ตดัและเคมีบาํบดั โดยจะมีการฝังสี และการฉายรังสี 

4) การใชฮ้อร์โมนบาํบดั ในกรณีท่ีมะเร็งนั้นถูกกระตุน้จากฮอร์โมนท่ีเพิ่มมากข้ึน 

แพทยจ์ะใชย้าท่ีเขา้ไปลดการผลิตฮอร์โมนนั้น (พวงทอง ไกรพิบูลย,์ 2553)  

5) ภูมิตา้นทานบาํบดั จะใช้ในกรณีท่ีก้อนมะเร็งมากกว่า 1 เซนติเมตร เพื่อลด

โอกาสการกลบัเป็นซํ้า และใชใ้นผูท่ี้ด้ือต่อการใชเ้คมีบาํบดั 

 

2.8 ผลข้างเคยีงสํารับการรักษามะเร็งเต้านม 

 

หลงัการรักษามะเร็งท่ีอาจเกิดอาการขา้งเคียงข้ึนไดแ้ก่ 

1) การผ่าตดั มกัมีความเส่ียงต่อการดมยาสลบ และผูป่้วยอาจเสียเลือด สูญเสีย

เน้ือเยือ่ หรืออวยัวะ 

2) การใช้รังสีรักษา ทาํให้เกิดแผลถลอกบริเวณผิวหนังท่ีฉายรังสี คลา้ยแผลไฟ

ไหม ้ผพุอง แผลอาจมีขนาดใหญ่ และอาจส่งผลใหเ้กิดการติดเช้ือได ้

3) เคมีบาํบดั อาจก่อให้เกิดอาการผมร่วง เบ่ืออาหาร คล่ืนไส้ อาเจียน มือเทา้ชา 

อ่อนเพลีย เกิดภาวะซีด เมด็เลือดขาวตํ่ามีโอกาสติดเช้ือไดง่้าย มีเลือดออกไดง่้ายจากภาวะเกลด็เลือด

ตํ่า การทาํงานของไตลดลง เป็นตน้ 

4) ฮอร์โมนบําบัด อาจทําให้ผู ้ป่วยมีภาวะตกขาวโดยไม่มีการติดเช้ือหรือมี

เลือดออกผดิปกติทางช่องคลอด มีอาการปวดขอ้ และเส่ียงเป็นมะเร็งเยือ่บุมดลูก  

5) ยารักษาตรงเป้า อาจทาํใหเ้กิดสิวข้ึนทัว่ตวั หรือทั้งใบหนา้ และการไดรั้บยาบาง

กลุ่มอาจเกิดภาวะเลือดออกไดง่้าย แผลสมานยากหากเกิดบาดแผลและอาจเกิดภาวะผนงัลาํไส้ทะลุ

ผลขา้งเคียงท่ีกล่าวมาน้ีจะสูงและรุนแรงมากข้ึน ในกรณีท่ีใชว้ิธีรักษามากกวา่หน่ึงวิธี หรือผูป่้วยท่ีมี

โรคประจาํตวัท่ีเร้ือรัง เช่น เบาหวาน ความดนัโลหิตสูง ไขมนัในเลือดสูง ผูสู้งอายุ ผูป่้วยสูบบุหร่ี 

และด่ืมเคร่ืองด่ืมแอลกอฮอล ์
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2.9 ฤทธ์ิทางชีวภาพของเห็ด  

 

         การใชป้ระโยชน์จากเห็ดเพื่อเป็นอาหาร ยารักษาโรค และผลิตภณัฑเ์สริมสุขภาพมียาวนาน 

ในหลายประเทศ เช่น จีน ไตหวนั ญ่ีปุ่น อินเดีย ทิเบต เนปาล รวมทั้งประเทศไทย ปัจจุบนัเห็ดถูก

นาํมาสกดัเพื่อศึกษาฤทธ์ิทางยา โดยพบวา่มีการนาํไปใชเ้ก่ียวกบั ภูมิคุม้กนับาํบดั (Immunotherapy) 

โดยแบ่งออกเป็น 4 กลุ่ม ไดแ้ก่ เลคติน (Lectin) เทอร์พีนอยด์ (Terpenoid) โปรตีน (Protein) และ

พอลิแซ็กคาไรด ์(Polysaccharide) มีการเพาะเล้ียงเห็ดในโรงเรือนท่ีให้ผลผลิตมากข้ึน และลดการ

ใชท้รัพยากรจากธรรมชาติโดยตรง แต่ไดป้ริมาณสารนอ้ยกวา่เห็ดท่ีเกิดข้ึนเองตามธรรมชาติ จึงได้

มีการพฒันาวิธีการสกัดสารสําคญัจากเห็ดท่ีเพาะเล้ียงเพื่อให้ได้ผลผลิตในระดับอุตสาหกรรม 

นอกจากน้ียงัพบรายงานการศึกษาถึงโมเลกุลเป้าหมาย (Molecular Targets) ของเห็ดท่ีมีฤทธ์ิทาง

การแพทยม์ากมาย เช่น สารสกดัเห็ดไมตาเกะ ซ่ึงมีสารสําคญัคือสาร β-glycan สามารถลดความ

เส่ียงการเกิดมะเร็งเตา้นม และยบัย ั้งการแพร่กระจายและยบัย ั้ยการโตของกอ้นมะเร็งในหนูทดลอง

ไ ด้  (Roldan-Deamicis, Alonso, Brie, Braico & Balogh, 2016) ส่ว น สารสกัด จ าก เ ห็ ด ห ลินจือ 

(Ganoderma Lucidum) สามารถลดขนาดกอ้นเน้ือร้ายท่ีเตา้นมในหนูทดลองไดเ้ช่นกนั และยงัลด

การแพร่กระจายของมะเร็งไปท่ีปอด โดยสารในกลุ่ม Triterpenes และ Polysaccharides ท่ีมีฤทธ์ิ

ตา้นมะเร็งผ่าน 5 กลไกหลกั ไดแ้ก่  การเพิ่มภูมิคุม้กนัในการตอบสนองต่อมะเร็ง (Enhanch Anti-

Tumor Immunity) การลดอตัราการแบ่งตวัของเซลลม์ะเร็งให้อยูใ่นระยะ G1 และระยะ G2/M (G1 

or G2/M Cell Cycle Arrest) การยบัย ั้งการสร้างหลอดเลือด (Anti-Angiogenesis) การชกันาํใหเ้ซลล์

ตายแบบอะพอพโทซิสผ่านวิถี Mitochondrial Dependent Pathway และการยบัย ั้งการอกัเสบ Anti-

Inflammation (Loganathan et al., 2014) 

 
สารสาํคญัท่ีพบในเห็ดชนิดต่าง ๆ กบัการออกฤทธ์ิทางการแพทย ์เช่น 

2.9.1 สารประกอบฟีนอลิก (Phenolic Compounds) เป็นวงแหวนอะโรมาติก มีหมู่แทนท่ี

เป็นหมู่ไฮดรอกซิลอย่างน้อย 1 หมู่ ซ่ึงมีคุณสมบติัในการตา้นอนุมูลอิสระสูง แต่ยงัไม่มีรายงาน

ยนืยนัท่ีชดัเจนถึงกลไกการออกฤทธ์ิของสารต่างชนิดกนั การออกฤทธ์ิของสารกลุ่มน้ีมีหลายกลไก 

เช่น   

 

1) เป็นสารคีเลต คือ มีโครงสร้างเป็น Ortho-Dihydroxyl Group โดยจะไปจบักบั

โลหะทรานซิชัน เช่น Fe2+ และ Cu2+ ท่ีทาํให้เกิดอนุมูลอิสระ ซ่ึงข้ึนตอนการจับกับโลหะของ                     

ฟีนอลิกหรือ ฟลาโวนอยดเ์ป็น ดงัสมการ  
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รูปท่ี 2.10 แสดงสมการจบักนัของโลหะของสารฟีนอลิกหรือฟลาโวนอยด ์

ท่ีมา : ลือชยั บุตคุป, 2555 

 

2) ต้านอนุมูลอิสระ (Radical Scavenging) สารฟีนอลิกและสารฟลาโวนอยด์

สามารถยบัย ั้งการเกิดอนุมูลอิสระไดโ้ดยให้ไฮโดรเจนหรืออิเล็กตรอนแก่อนุมูลอิสระ ทาํให้เกิด

อนุมูลอิสระใหม่ท่ีมีความเสถียร  

                 3) เสริมฤทธ์ิ (Synergism) ของวิตามินอี โดยการท่ีวิตามินอีใหไ้ฮโดรเจนแก่อนุมูล

อิสระ เช่น อนุมูลเปอร์ออกซิล (ROO•) จะเปล่ียนเป็นอนุมูลวิตามินอี จากนั้นสารฟลาโวนอยดแ์ละ

สารฟีนอลิกจะทาํการรีดิวส์ ใหอ้นุมูลวิตามินอีกลบัมาเป็นวิตามินอีอีกคร้ัง โดยจะมีหนา้ท่ีเป็นสาร

ตา้นอนุมูลอิสระไดอี้ก  

 

         สารฟีนอลิกเป็นสารตา้นออกซิเดชนัท่ีถูกสร้างข้ึนโดยพืช ซ่ึงจาํแนกไดเ้ป็นกลุ่ม ไดแ้ก่                       

1)  Gallic Acid ท่ี ม า จ า ก  Hydroxybenzoic Acids 2)  Coumaric Acid แ ล ะ  Ferulic ท่ี ม า จ า ก 

Hydroxycinnamic Acid ได้แก่ 3) กลุ่มฟลาโวนอยด์ ได้แก่ Flavone, Isoflavones, Flavonol และ 

Anthocyanins และ4) กลุ่มลิกนินส์ ไดแ้ก่ Catechin, Proanthocynaidins และ Anthocynaidins  

 

 
รูปท่ี 2.11 โครงสร้างของฟลาโวนอยด ์และฟีนอลิก 

ท่ีมา : ลือชยั บุตคุป, 2555 
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         2.9.2 โพลีแซคคาไรด์ สรรพคุณ มีฤทธ์ิตา้นมะเร็ง ช่วยเพิ่มการบีบตวัให้กลา้มเน้ือหัวใจ 

โดยมีปฏิกิริยา ผ่านระบบภูมิคุม้กนัแลว้ไปยบัย ั้งการเพิ่มจาํนวนเซลล์มะเร็ง ซ่ึงจะทาํงานร่วมกบั

แมคโครฟากจ ์ซ่ึงเป็นเซลลข์นาดใหญ่ท่ีทาํหนา้ท่ีคุม้กนั โดยออกจากหลอดเลือดเขา้สู่เน้ือเยื่อและ

จบักบัโพลีแซคคาไรดท่ี์กระเพาะอาหาร และนาํไปส่งเซลลคุ์ม้กนัอ่ืน โดยไปกระตุน้ภูมิคุม้กนัของ

ร่างกาย นอกจากน้ีโพลีแซคคาไรดย์งัทาํหนา้ใหร้ะดบันํ้ าตาลในเลือดลดลง ต่อตา้นเช้ือไวรัส HIV 

งูสวดั และเริม ซ่ึงช่วยลดผลขา้งเคียงจากการให้เคมีบาํบดัและรังสีบาํบดัในผูป่้วยมะเร็ง สารท่ีมี

คุณสมบติัเป็นยา เช่น กาโนเดอแรนส์ และสารเบตา้กลูแคน ไดแ้ก่ Lentinan ท่ีสามารถยบัย ั้ง การ

แพร่กระจายของเน้ืองอกได ้(Sakai & Chihara, 1995)  

 

         2.9.3 สารไตรเทอร์ปินอยด์ เป็นสารท่ีมีคุณสมบติัคลา้ยไขมนัแต่ไม่ใช่ไขมนั มีรสขม พบ

มากในดอกและกา้น ใชใ้นการจาํแนกสายพนัธ์ุต่างๆ ของเห็ดหลินจือ โครงสร้างทางเคมีของสาร

ไตรเทอร์พีนอยดมี์ความสาํคญัท่ีนาํมาใชรั้กษาโรค ไดแ้ก่ กรดกาโนเดอริค (Ganoderic Acid A, B, 

AM1, C1, C2, D-K & R-Z) กรดลูซิเดนิค (Lucidenic Acid) และกรดกาโนเดอร์มิค (Ganodermic 

Acid) (Yang, Wang, Guan, & Xia, 2007; Sye, 1991) โดยหนา้ท่ีของสารในกลุ่มน้ีไดแ้ก่ 

1) ยบัย ั้งการหลัง่สารฮีสตามีน (Antihistamine) เม็ดเลือดขาวชนิด Mast Cell ท่ี

ผวิหนงั ปอด หลอดลม และทางเดินหายใจ เม่ือพบวา่มีสารแปลกปลอมท่ีทาํใหแ้พเ้ขาร่างกาย กจ็ะมี

การหลัง่สารฮีสตามีน ซ่ึงเป็นสารก่อแพ ้จากนั้นไตรเทอร์ปินอยดก์็จะทาํหนา้ท่ีไปจบักบัฮีสตามีน 

ทาํใหอ้าการแพล้ดลง  

2) ปรับสมดุลของความดนัโลหิตใหก้ลบัสู่ปกติ  

3) ลดการอุดตนัของโคเลสเตอรอลและไตรกลีเซอไรด์ในหลอดเลือด (Jeong                     

et al., 2010)                                                   

4) ตา้นพิษต่อตบั ตบัเม่ือได้รับสารพิษ เช่น ไวรัสตบัอกัเสบ เหลา้ ยาลดไขใ้น

ปริมาณสูงมาก ๆ สารไตรเทอร์ปินอยดน้ี์จะเขา้ไปท่ีตบัและช่วยบาํรุงตบัก่อนและลดความเป็นพิษ

ในตบัไดด้ว้ย 

5) มีกลไกต่อต้านมะเร็ง เช่น ในเห็ดหลินจือไตรเทอร์ปินอยด์ทาํงานร่วมกับ 

Adenosine และ Guanosine ช่วยยบัย ั้งการก่อตัวของเกล็ดเลือดและเส้นใยในเส้นเลือด ทําให้

เซลล์มะเร็งไม่สามารถหลบซ่อนตัวอยู่ในกลุ่มของเกล็ดเลือด (Ferreira, Vaz, Vasconcelos & 

Martins, 2010)  

6) ช่วยลดผลขา้งเคียงของเคมีบาํบดัและการฉายแสง  
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2.10 เห็ดเรืองแสง (Neonothopanus  nambi) 

 

         เห็ดเรืองแสง (Neonothopanus nambi) อยู่ในวงศ์ Marasmiaceae เป็นเห็ดพิษท่ีมีสาร 

Luminescence รูปร่างคลา้ยเห็ดนางรม โดยจะเจริญเป็นดอกเห็ด 4-5 ดอกบนขอนไมท่ี้ตายแลว้ ใน

ประเทศไทย พบมากในป่าของภาคตะวนัออกเฉียงเหนือ (Kanokmedhakul et al., 2012) หรือในป่า

ร้อนช้ืนของภาคตะวนัออกเฉียงใตข้องประเทศเวียดนาม โดยเฉพาะอย่างยิ่งในช่วงฤดูฝน หรือ

แมก้ระทัง่ฤดูร้อนซ่ึงจะพบมากตามโคลนของตน้ไม ้นอกจากน้ียงัพบในแถบประเทศอเมริกาใต ้แค

ริเบียน ออสเตรเลีย นิวซีแลนดแ์ละเขตขา้งเคียง เห็ดชนิดน้ีถูกจาํแนกใหอ้ยูใ่นตระกูล Omphalotus 

ในสภาวะท่ีมีแสงหมวกเห็ดจะมีสีขาว กา้นสั้น เม่ืออยูใ่นท่ีมืดจะเรืองแสงเป็นสีเขียวอมเหลือง ซ่ึง

สามารถมองเห็นการเปล่งแสงไดใ้นระยะ 10 ถึง 20 เมตร (วีระศกัด์ิ ศกัด์ิศิริรัตน์, 2560) 

 

(ก)    (ข)   

รูปท่ี 2.12 (ก) เห็ดเรืองแสง Neonothopanus nimbi เม่ืออยูใ่นท่ีสวา่ง  

(ข) เห็ดเรืองแสง Neonothopanus nimbi เม่ืออยูใ่นท่ีมืด เวลากลางคืน 

ท่ีมา : นภา อาษารัฐ, 2555 

 

        ถึงแมว้่าเห็ดเรืองแสงชนิดน้ีมีความเป็นพิษ แต่จากรายงานการทดสอบความเป็นพิษของ

สารสกดัจากเห็ดเรืองแสงทั้งในส่วนของเส้นใยและนํ้ าเล้ียงเช้ือพบว่าไม่มีความเป็นพิษเฉียบพลนั

ในหนูขาว โดยสารสกดัดว้ยตวัทาํละลายไดคลอโรมีเทนสามารถฆ่าเช้ือ Staphylococcus Aureus 

ATCC 29213 ได้ดีท่ีสุดในระยะเวลา 60 นาที (สุกัลญา หลีแจ  ้และคณะ, 2559) และพบรายงาน

สารสาํคญัท่ีอยูใ่นเห็ดเรืองไดแ้ก่ Aurisin A, Aurisin K และ Nambinone C มีฤทธ์ิยบัย ั้งเซลลม์ะเร็ง

ชนิด Cholangiocarcinoma, เซลล์มะเร็งเตา้นม ชนิด MCF-7 และ BC1 และมีความเป็นพิษสูงใน

เซลลม์ะเร็งท่อนํ้ าดี โดยให้ค่า IC50 นอ้ยกว่า 30 ไมโครโมลาร์ ในเซลล ์KKU-139, KKU-156 และ 

KKU-213 (Sangsopha et al., 2019) จากรายงานการวิจยัของ Namanusart, Saksirirat, Hirunsalee & 

Lekphrom. (2013) พบว่า สารสกดัของเห็ดชนิดน้ีแสงมีฤทธ์ิตา้นแบคทีเรียก่อโรควณัโรค ไดแ้ก่ 



21 

Mycobacterium Tuberculosis และยงัมีฤทธ์ิยบัย ั้ง Plasmodium Falciparum โดยสารบริสุทธ์ิ Aurisin 

A และ Aurisin K ท่ีสกดัออกจากเห็ดเรืองแสง มีความเป็นพิษต่อ P. falciparum ใหค่้า IC50 0.80 และ 

0.6 ไมโครโมลาร์ ตามลาํดบั ยิง่กวา่นั้นเห็ดเรืองแสงยงัมีฤทธ์ิยบัยงัการขยายจาํนวนของเซลลม์ะเร็ง

หลายชนิด เช่น Human Epidermoid Carcinoma (KB), Human Small Cell Lung Cancer (NCI-H187) 

(Kanokmedhakul et al., 2012) นอกจากน้ียงัพบว่า Aurisin A มีฤทธ์ิยบัย ั้งเซลล์มะเร็งปากมดลูก 

(Hela, CaSki & SiHa) และเหน่ียวนาํให้เกิดการตายของเซลลแ์บบอะพอพโทซิส โดยไม่ส่งผลต่อ

เซลลเ์มด็เลือดขาว  

 

         มีการ ศึกษาว่า เ ส้นใยของ  Neonothopanus nambi ท่ีสกัดด้วย  EtOAc สามารถแยก

สารประกอบNambiscalarane ออกมาได ้10 ชนิด ดงัรูปท่ี 2.13 โดย สารประกอบ 3, 5, 7 มีความเป็น

พิษต่อเซลล์มะเร็ง A549, HT29, HeLa และ HCT-16 แต่ไม่พบความเป็นพิษต่อเซลล์มีชีวิต และ

สารประกอบ 8 มีฤทธ์ิยบัย ั้งการเพิ่มจาํนวนของ Bacillns Subtillis (Wisetsai et al., 2021) 

 

รูปท่ี 2.13 โครงสร้างของสารประกอบท่ีแยกไดจ้าก N. nambi (1 – 8), Aurisin A (9)  

และ 3-Methylglutaconic acid (10) 

ท่ีมา : Wisetsai et al., 2021 

https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Wisetsai%20A%5BAuthor%5D
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Wisetsai%20A%5BAuthor%5D
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รูปท่ี 2.14 สูตรโครงสร้างของสาร Aurisin Aของเห็ดเรืองแสงสิรินรัศมี  

Neonothopanus nambi    ไอโซเลต PW2  

ท่ีมา: สุรียพ์ร บวัอาจ, 2554 

 

2.11 การตายของเซลล์อย่างเป็นระบบ (Apoptosis)  

 

         หมายถึง กระบวนการของเซลลท่ี์เกิดการตายตามสภาวะปกติของร่างกายท่ี เร่ิมตั้งแต่เม่ือ

คร้ังตวัอ่อนเร่ิมเจริญเติบโตในครรภ ์(Embryo) จนกระทัง่โตเป็นผูใ้หญ่ โดยเซลลท่ี์ตายจะถูกยนีท่ีมี

ความจาํเพาะควบคุม เพื่อกาํจดัเซลลต่์าง ๆ ท่ีร่างกายไม่ตอ้งการรวมทั้งเซลลท่ี์ทาํงานผิดปกติ หรือ

เซลลท่ี์จะเป็นอนัตรายต่อร่างกาย คาํว่า “Apoptosis” มาจากภาษากรีกซ่ึงแปลวา่ “ตกลงมา (Falling 

Off)” ซ่ึงเปรียบเสมือนใบไมท่ี้หลุดร่วงจากก่ิงไมต้ามกาํหนดเวลา หรืออาจเรียกการตายของเซลลท่ี์

ถูกกาํหนดไวแ้ล้วตามธรรมชาติแบบอะพอพโทซิสว่าเป็น “Programmed Cell Death” (เจตนา                

เรืองประทีป, 2562)  

 

2.12 กลไกการเกดิอะพอพโทซิส (Apoptosis) (เจตนา เรืองประทีป, 2562) 

 

         การตายของเซลลแ์บบอะพอพโทซิส เกิดข้ึนได ้2 วิธีคือ วิถีภายในหรือวิถีไมโตคอนเดรีย 

(Intrinsic Pathway) และ วิถีภายนอกหรือวิถีตวัรับการตาย (Extrinsic Pathway) 

 

         2.12.1 วิถีภายในหรือวิถีไมโตคอนเดรีย (Intrinsic Pathway)   

เม่ือเซลลใ์นร่างกายเกิดสภาวะดงัต่อไปน้ีไดแ้ก่ (1) ขาดโปรตีนท่ีทาํหนา้ท่ีกระตุน้

ให้เซลล์เจริญเติบโต (Growth Factor Withdrawal); (2) สารพันธุกรรม Deoxyribonucleic Acid 

(DNA) ถูกทาํลายการฉายรังสี (Radiation) เซลล์ไดรั้บบาดเจ็บจากอนุมูลอิสระ (Free Radicals); 

หรือ (3) โปรตีนเพิ่มจาํนวนมากข้ึนจนถูกพบัทาํให้รูปร่างผิดปกติ (Misfolded Proteins) เซลล์มี
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จาํนวนมากขน้ใน Endoplasmic Reticulum (ER) สืบเน่ืองมาจากโรคทางพนัธุกรรมและสมองไดรั้บ

โปรตีนพรีออน (Prion Diseases) ทาํใหเ้ซลลน์ั้นมีความผิดปกติในการทาํงานของ ER อยา่งรุนแรง 

(Severe ER Stress) โดยภาวะดงักล่าวจะกระตุน้ใหเ้ซลลเ์กิดการตาบแบบอะพอพโทซิส ซ่ึงเร่ิมจาก

กลุ่มโปรตีนตวัรับรู้ ไดแ้ก่ โปรตีน Bad โปรตีน Bid และโปรตีน Bim เป็นตน้ แต่จะมีเพียงโปรตีนบี

เฮช 3 เท่านั้น (BH3-only sensors) ท่ีทาํหนา้ท่ีกระตุน้โปรตีนท่ีอยู่บริเวณเยื่อหุ้มชั้นนอกของไมโต

คอนเดรีย ไดแ้ก่ โปรตีน Bak และ โปรตีน Bax ใหท้าํงาน ซึงมีส่วนประกอบเป็นโปรตีน BH1, BH2 

และBH3 ทาํหนา้ท่ีเหน่ียวนาํการเกิดอะพอพโทซิส โดยโปรตีน Bax และ Bak จะทาํให ้Cytochrome 

c ท่ีอยู่ก่ึงกลางเยื่อหุ้มชั้นนอกและชั้นในของไมโตคอนเดรียร่ัวเขา้สู่ไซโตพลาสซึมและจับกับ

โปรตีน Apaf-1 ใน Cytoplassm กลายเป็นสารประกอบโปรตีนเชิงซ้อน 7 แขน จากนั้นเอนไซม์

แคสเปส-9 จะเข้าจับแขนทั้ ง 7 ของโปรตีนเชิงซ้อนข้างต้น  เรียกใหม่ว่า “อะพอพโทโซม 

(Apoptosome)” ซ่ึง Apoptosome น้ีจะทาํให้ Procaspase-9 ทั้ง 7 โมเลกุลท่ีจบัอยู่กลายเป็นเอนไซม์

แคสเปส และจะทาํให้เส้นใยโปรตีนท่ีเช่ือมโยงกนัเป็นร่างแห (Breakdown of Cytoskeleton) เกิด

การชาํรุดและกระตุน้เอนไซมเ์อนโดนิวคลีเอส (Endonuclease) จนเกิดการแตกออกเป็นส่วนเล็ก ๆ 

ในนิวเคลียสของเซลล ์(Nuclear Fragmentation) และส่งผลใหเ้ซลลต์าย 

 

         2.12.2 วิถีภายนอกหรือวิถีตวัรับการตาย (Extrinsic Pathway)  

                    เป็นการกระตุ้นการตายของเซลล์ท่ีเกิดข้ึนเม่ือเซลล์ถูกกาํจดัด้วยแมคโครเฟจ

(Macrophages) โดยเร่ิมจาก (ก) ตัวรับบนผิวเซลล์เป้าหมาย (Target Cells) กับโปรตีนฟาส                     

(Fas Ligand) ท่ีของเซลล ์Lymphocytes จบักบัตวัรับการตายของโปรตีนฟาส (Fas Death Receptor) 

ของเซลล์ท่ีตายแลว้นั้น หรือ (ข) โปรตีนช่ือว่า “ทูเมอร์เนกโครซิสแฟกเตอร์ [Tumour Necrosis 

Factor (TNF)]” ซ่ึงเป็นโปรตีนในระบบภูมิคุม้กนัท่ีหลัง่มาจากเซลล ์Macrophages จบักบัตวัรับของ 

TNF (TNF Receptor) บนผิวเซลล์ท่ีตายแล้ว ส่งผลให้ Adaptor Proteins และ Procaspase-8 หรือ 

Procaspase-10 ท่ีอยู่ภายใน Cytoplasm รวมตัวกันกลายเป็นโปรตีนเชิงซ้อนเรียกว่า “Death-

Inducing Signaling Complex (DISC)” ในตาํแหน่งของขอบเซลล์เป้าหมาย โดย DISC ทาํหน้าท่ี

เปล่ียน Procaspase-8 หรือ Procaspase-10 ไปเป็นเอนไซม์ Caspases และเกิดการเปล่ียนแปลงจน

นิวเคลียสของเซลลเ์กิดการแตกออกเป็นส่วนเลก็ ๆ ส่งผลใหเ้ซลลต์ายในท่ีสุด 

         ในขณะเดียวกันกลุ่มโปรตีนซ่ึงทําหน้าท่ีต่อต้านกระบวนการตายของเซลล์แบบ                              

อะพอพโทซิส เช่น Bcl-2, Bcl-xL และ Mcl-1 เป็นตน้ โดยมีโปรตีน BH1 โปรตีน BH2 โปรตีน 

BH3 และโปรตีนบีเฮช 4 (BH4) เป็นส่วนประกอบ ซ่ึงเม่ือโปรตีน Bcl-2 ท่ีอยูใ่นรูป Inactive Bcl-2 

จบั Bad จะกระตุน้ให้เซล์ตายแบบอะพอพโทซิส แต่หากเซลล์ในร่างกายไดรั้บสัญญาณการรอด
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ชีวิต จะมีการกระตุน้ใหโ้ปรตีนเอเคที (Akt) ทาํงาน เกิดการ Phosphorylation ใหแ้ก่โปรตีน Bad ทาํ

ให้โปรตีน Bad จับกับ Inactive Bcl-2 ไม่ได้ โปรตีน Bad ท่ีจะหยุดการทาํงานและเปล่ียนเป็น 

Inactive Bad ขณะท่ีโปรตีน Bcl-2 จะถูกกระตุน้ให้ทาํงานและยบัย ั้งกระบวนการอะพอพโทซิสทาํ

ใหเ้ซลลมี์ชีวิตรอดและเจริญเติบโต 

 

2.13 ลกัษณะทางสัณฐานวทิยา (Morphology) ของเซลล์ที่เกดิ Apoptosis  

 

         การตายแบบอะพอพโทซิส มกัจะเกิดข้ึนกับเซลล์เพียงตวัเดียว (Single Cell) และเซลล์

ขา้งเคียงจะยงัคงปกติอยู ่ซ่ึงไม่ก่อให้เกิดกระบวนการอกัเสบของเซลล ์โดยเม่ือเซลลถู์กกระตุน้ให้

เกิดการตายโครมาตินท่ีอยูใ่นไมโตคอนเดรียจะเกาะกลุ่ม นิวเคลียสของเซลลจ์ะหดตวั มีการกระตุน้

ให้เอนไซม ์Endonuclease ทาํงานและทาํให้นิวเคลียสของเซลลท่ี์เกิด Apoptosis คือมีขนาดเล็กลง 

แต่กระบวนการน้ีจะไม่เกิดการทําลายของไมโตคอนเดรีย โดยส่วนประกอบต่าง ๆ ภายใน                          

ไซโตพลาสซึมของเซลล ์(Organelles) ยงัคงอยู ่ซ่ึงต่างจากการตายของเซลลแ์บบ Necrosis ท่ีจะเกิด

การทาํลาย Organelles (Young, O'Dowd & Woodford, 2014, p.144 ; Stevens & Lowe, 2000, p.195) 

หลงัจากนั้นเยื่อหุ้มเซลล ์ท่ีเกิด Apoptosis จะมีรูปร่างโป่งพองเป็นตุ่ม (Bleb) แลว้เยื่อหุ้มเซลลน้ี์จะ

โอบลอ้ม Organelles ในไซโตพลาสซึมรวมถึงเศษของนิวเคลียสท่ีแตกออก จนกลายเป็นช้ินเล็ก ๆ 

จาํนวนมากซ่ึงเรียกว่า “Apoptotic Bodies” ต่อจากนั้นเซลล์ Macrophages ก็จะเขา้มาจบักินเซลล์

เหล่าน้ีดว้ยกระบวนการ Phagocytosis (Pollard, Earnshaw, Lippincott, Johnson & Elsevier, 2017)  

 

2.14 การแพร่กระจายของเซลล์แบบ Metastasis 

 

         เซลลม์ะเร็งมีความสามารถในการแพร่กระจาย ซ่ึงหมายถึงเซลลม์ะเร็งสามารถเคล่ือนยา้ย

ตาํแหน่งออกจากเซลลต์น้กาํเนิด (Primary Tumor) โดยอาศยัหลอดเลือดและนํ้าเหลืองไปยงัอวยัวะ

อ่ืนๆ และทาํลายเซลล์ในอวยัวะเหล่านั้นให้เกิดความเสียหาย การแพร่กระจายของเซลล์มะเร็ง

ประกอบดว้ยหลายขั้นตอน เร่ิมจากการหลุดของเซลล์มะเร็งจาก Primary Tumor แลว้บุกรุกเขา้สู่ 

ชั้ น ของ เ ยื่ อพื้ น ฐ าน   ( Basement Membrane)   แ ละ สาร เ ค ลือบเ ซลล์  ( Extracellular Matrix;                     

ECM) และเข้าสู่หลอดเลือดและนํ้ าเหลือง เม่ือเซลล์มะเร็งแพร่กระจายอยู่ในระบบเลือดและ

นํ้ าเหลือง ไดแ้ลว้เซลลม์ะเร็งก็เคล่ือนท่ีออกจากระบบเลือดหรือนํ้ าเหลือง และบุกรุกไปยงัอวยัวะ

อ่ืน และเจริญต่อยงัอวยัวะเป้าหมายใหม่ (Fidler, 2003) 
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รูปท่ี 2.15 แสดงการตายของเซลลแ์บบ Apoptosis 

ท่ีมา : Karki, 2020 

 

 
รูปท่ี 2.16 กระบวนการแพร่การจายของเซลลม์ะเร็ง 

ท่ีมา : Valastyan and Weinberg, 2011

https://www.onlinebiologynotes.com/author/gaurab/


 

 

 

บทที่ 3 
 

ระเบียบวธีิการวจิัย 

 

3.1 เคร่ืองมือและอุปกรณ์ที่ใช้ในการวจิัย 

 

         การศึกษาการยบัย ั้งการเพิ่มจํานวนและการเคล่ือนยา้ยของเซลล์มะเร็งเต้านมชนิด                  

MDA-MB-231 โดยสารสกัดไดคลอโรมีเทนจากเส้นใยเห็ดเรืองแสงใช้เคร่ืองมือและอุปกรณ์ 

ดงัต่อไปน้ี 

 

3.1.1 เคร่ืองมือและอุปกรณ์ท่ีใช้ในการวจัิย มีดงัน้ี 

1) Analytical Balance 

2) Autoclave 

3) Auto Pipette 

4) Cell Counting Chamber  

5) CO2 Incubator  

6) Flask 1000 ml. 

7) Fluorescence Microscope 

8) Glass Pasteur Pipette 

9) Inverted Microscope 

10) Centrifuge  

11) Hot Air Oven  

12) Larminar Airflow Carbinet  

13) Microcentrifuge Tube 

14) Micropipette  

15) Micropipette Tips 

16) Microplate Spectrophotometer 

17) Rotary Evaporator 

18) Vortex-genie 1 Autoclave 
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19) 96 Well Culture Plate 

3.2 สารเคม ี
 

3.2.1 สารเคมีท่ีใช้ในการวจัิย มีดงันี ้
 

1) Curcumin 

2) DAPI for Molecular Blology 

3) 4′,6-Diamidino-1-Phenylindole 

4) Dichloromethane (CH2Cl2) 

5) Dimethyl Sulfoxide (DMSO) 

6) di-Sodium Hydrogen Orthophosphate 

7) Doxorubicin 

8) Ethyl Acetate (EtOAc) 

9) Fetal Bovine Serum  

10) Folin-Ciocalteu’s Phenol Reagent 

11) Gallic Acid 

12) Hexane  

13) Hydrochloric Acid (HCL) 

14) L-glutamine  

15) Methanal 

16) Penicillin Streptomycin  

17) Phosphate Buffer Salin (PBS) 

18) Potassium Chloride 

19) Quercetin 

20) Trypan Blue 

21) Trypsin-EDTA 

22) Sodium Chloride (NaOH) 
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3.3 อาหารเลีย้งเช้ือ 

 

3.3.1 อาหารเลีย้งเช้ือและอาหารเลีย้งเซลล์ท่ีใช้ในงานวจัิย มีดงัน้ี 

 

1) Potato Dextrose Broth (PDB) 

2) Potato Dextrose Agar (PDA)  

3)  Dulbecco's Modified Eagle Medium (DMEM) 

 

3.4 เซลล์เพาะเลีย้ง 

 

         3.4.1 เซลล์ท่ีใช้เพาะเลีย้งในงานวจัิยมีดงันี ้

 

1) MDA-MB-231 (Breast Cancer Cell Line)  

2) L-929 (Mouse Fibroblast) 

 

3.5 การเพาะเลีย้งเห็ดเรืองแสง  
 

         เช้ือเห็ดเรืองแสง (Neonothopanus nambi) ได้รับความอนุเคราะห์จากศูนยร์วมเห็ดบา้น

อรัญญิก อาํเภอสามพราน จังหวดันครปฐม เห็ดเรืองแสงถูกเพาะเล้ียงบนอาหารแข็ง Potato 

Dextrose Agar (PDA) บ่มในสภาวะอุณหภูมิ 28-30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 7 วนั จะไดเ้ส้นใยเห็ด 

จากนั้นเจาะเช้ือเห็ดดว้ย Glass Pasteur Pipette ขนาดเส้นผา่นศูนยก์ลาง 0.5 เซนติเมตร จาํนวน 9 ช้ิน 

ใส่ใน Flask ขนาด 1,000 มิลลิลิตร ท่ีมีอาหาร Potato Dextrose Broth (PDB) ปริมาตร 300 มิลลิลิตร 

บ่มในสภาวะอุณหภูมิ 28-30 องศาเซลเซียส และไม่มีแสง เป็นเวลา 60 วนั 

 

3.6 สารสกดัจากเห็ดเรืองแสง 

 

         นาํเส้นใยเห็ดเรืองแสงท่ีโตเตม็ท่ีมากรองเส้นดว้ยกระดาษกรอง Whatman No. 1 จะไดส่้วน

ของเส้นใย (Mycelium) และ ส่วนนํ้ าเล้ียงเช้ือ (Culture Filtrate) จากนั้นนาํส่วนนํ้ าเล้ียงเช้ือมาสกดั

ดว้ยตวัทาํละลาย Hexane, CH2Cl2 และ EtOAc  แลว้นาํไประเหยตวัทาํละลายออก สําหรับเส้นใย
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นาํไปหัน่เป็นช้ินแลว้แช่ดว้ยตวัทาํละลาย Hexane, CH2Cl2 และ EtOAc  นาน 3 วนั ทาํซํ้ า 3 คร้ัง นาํ

สารสกดัท่ีไดม้าระเหยเอาตวัทาํละลายออก จะไดส้ารสกดัหยาบท่ีไดจ้ากสารสกดัชั้น Hexane ของ

เส้นใย (MH), สารสกัดชั้น CH2Cl2 ของเส้นใย (MD), สารสกัดชั้น EtOAc (ME), สารสกัดชั้น 

Hexane ของนํ้ าเล้ียงเช้ือ (FH), สารสกดัชั้น CH2Cl2 ของนํ้ าเล้ียงเช้ือ (FD) และ สารสกดัชั้น EtOAc 

ของนํ้าเล้ียงเช้ือ (FE)   

 จากนั้นนาํมาคาํนวณหา % yield ของสารสกดัพืช (Phrompittayarat et al., 2007) โดยการ

เปรียบเทียบปริมาณสารสกดัท่ีไดก้บัปริมาณสารตั้งตน้ โดยใชสู้ตร 

% yield = นํ้าหนกัของสารสกดัพืช / (นํ้าหนกัแหง้ของพืชสมุนไพร × 100) 

 

3.7 การวเิคราะห์หาปริมาณสารประกอบฟลาโวนอยด์รวม (Total Flavonoid Content) 
 

         การวิเคราะห์ดว้ยวิธี Folin-Ciocalteu Colorimetric โดยดดัแปลงจากวิธีของ Basker et al., 

(2011) และ Shian et al., (2011) โดยละลายสารสกดั MD ดว้ยตวัทาํละลาย DMSO ความเขม้ขน้ 1 

มิลลิกรัม/มิลลิลิตร จากนั้นปิเปตสารละลายปริมาตร 20 ไมโครลิตร ใส่ใน 96 Well Plates เติม 1    

โมลาร์ Folin-Ciocalteu’s Reagent ปริมาตร 100 ไมโครลิตร และเติมสารละลาย 7.5% Na2CO3 

ปริมาตร 100 ไมโครลิตร ตั้งท้ิงไวใ้นท่ีมืด 30 นาที ท่ีอุณหภูมิห้อง นาํไปวดัค่าการดูดกลืนแสงท่ี

ความยาวคล่ืน 765 นาโนเมตร ด้วยเคร่ือง Microplate Spectrophotometer ทาํซํ้ า 3 คร้ัง คาํนวณ

ปริมาณสาร   ฟีนอลิกรวมโดยการเปรียบเทียบกบักราฟมาตรฐาน Gallic Acid ในหน่วยมิลลิกรัม

สมมูลของกรดแกลลิค (mg of Gallic Acid Equivalent)  

 

3.8 การวเิคราะห์หาปริมาณสารประกอบฟีนอลกิรวม (Total Phenolic Content) 

 

          โดยละลายสารสกัดเห็ดเรืองแสงด้วยตวัทาํละลาย DMSO ความเขม้ขน้ 1 มิลลิกรัมต่อ

มิลลิลิตร แล้วปิเปตออกมาปริมาตร 20 ไมโครลิตร ใส่ใน 96 well plates เติม 1 โมลาร์ Folin-

Ciocalteu’s Reagent ปริมาตร 100 ไมโครลิตร และเติมสารละลาย 7.5% Na2CO3 ปริมาตร                      

100ไมโครลิตร ตั้งท้ิงไวใ้นท่ีมืด 30 นาที ท่ีอุณหภูมิห้อง นาํไปอ่านค่าการดูดกลืนแสงดว้ยเคร่ือง 

Microplate Spectrophotometer ท่ีความยาวคล่ืน 765 นาโนเมตร ดว้ย ทาํซํ้ า 3 คร้ัง คาํนวณปริมาณ

สารฟีนอลิกรวมโดยการเปรียบเทียบกบักราฟมาตรฐาน Gallic Acid ในหน่วยมิลลิกรัมสมมูลของ

กรดแกลลิค (mg of Gallic Acid Equivalent)  
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3.9 การเลีย้งเซลล์มะเร็งเต้านมชนิด MDA-MB-231 และเซลล์หนูปกติ L-929 

 

         เซลล์ MDA-MB-231 และเซลล์ L-929 ถูกเล้ียงในอาหาร Dulbecco’s Modified Eagle  

Medium (DMEM) โดยเติม 10% Fetal Bovine Serum, 10 มิลลิลิตร ของ 100 U/ml Penicillin, 100 

ไมโครกรัมต่อไมโครลิตร  Streptomycin และนําไปบ่มในตู้เพาะเ ล้ียงเซลล์ท่ี อุณหภูมิ 37                           

องศาเซลเซียส ปริมาณ CO2 5 % โดยเปล่ียนอาหารเล้ียงเซลล ์สัปดาห์ละ 2 คร้ัง และเม่ือเซลลเ์พิ่ม

จาํนวน (Propagation) จนมีความหนาแน่นประมาณร้อยละ 80 (80% Confluence) แลว้จึงขยายเซลล์

โดยวิธี Trypsinization เซลล์ท่ีนํามาใช้ในการทดลองต้องทาํการนับจาํนวนการอยู่รอดโดยวิธี 

Trypan Blue Exclusion และควรมีชีวิตรอดมากกวา่ร้อยละ 98 

 

3.10 การศึกษาฤทธ์ิของสารสกัดจากเห็ดเรืองแสงในการยับยั้งการเจริญเติบโตของ

เซลล์มะเร็งเต้านมชนิด MDA-MB-231 และเซลล์หนูปกติ L-929 ด้วยวธีิ MTT Assay 

 

         เล้ียงเซลล์ MDA-MB-231 และเซลล์ L-929 จํานวน 1x104 เซลล์ ในอาหารเล้ียงเซลล์ 

DMEM ปริมาตร 100 ไมโครลิตร ต่อหลุมของ 96 Well Culture Plate บ่มไวใ้นตูเ้พาะเล้ียงเซลล์ท่ี

อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ปริมาณ CO2 5 % เป็นเวลา 24 ชัว่โมง หลงัจากนั้นเติมสารสกดัเห็ดเรือง

แสงท่ีความเข้มข้นต่างกัน โดยใช้ตัวทาํละลาย Hexane, Dichloromethane (CH2Cl2) และ  Ethyl 

Acetate (EtOAc) และใช้ Curcumin เป็น Positive Control จากนั้ นบ่มไว้ในตู้เพาะเล้ียงเซลล์ท่ี

อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ปริมาณ CO2  5 % เป็นเวลา 72 ชัว่โมง เม่ือครบเวลาแลว้ดูดอาหารเล้ียง

เซลล์ออก เติมสารละลาย MTT ความเขม้ขน้ 0.5 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ใน 1X PBS ปริมาตร 100 

ไมโครลิตร  บ่มท่ีสภาวะท่ีใชท้ดสอบเป็นเวลา 0-4 ชัว่โมง ดูดสารละลาย MTT ในแต่ละหลุมท้ิง

แลว้ละลายตะกอน Formazan ท่ีเกิดข้ึนดว้ย DMSO ปริมาตร 100 ไมโครลิตร แลว้นาํไปวดัค่า OD 

ท่ีความยาวคล่ืน 570 นาโนเมตร ซ่ึงความเขม้ของสีท่ีเกิดข้ึนจะสัมพนัธ์กบัจาํนวนเซลลท่ี์ยงัมีชีวิต 

ค่า OD ท่ีไดน้าํมาคาํนวณหา % Viability และค่า IC50  (มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร) จากสูตร 

 

Viability (%) = 100 × OD570Sample/ OD570 Blank (Control) 
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3.11 การศึกษาลกัษณะสัณฐานวทิยาของเซลล์  

 

         เพาะเล้ียงเซลล ์MDA-MB-231 จาํนวน 2.5 x 106 เซลล ์ใน 6 เซนติเมตร Cell Culture Plastic 

Dishes ท่ี 24 ชัว่โมง เติมสารสกดั MD ท่ีความเขม้ขน้ IC25 (8.11 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร), IC50 (16.43 

มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร), IC75 (14 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร) และ IC100 (31.86 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร) และ 

Curcumin ท่ีความเข้มข้น IC50 (16 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร) บ่มไวใ้นตู้เพาะเล้ียงเซลล์ท่ีอุณหภูมิ                

37 องศาเซลเซียส ปริมาณ CO2 5 % เป็นเวลา 24, 48 และ 72 ชัว่โมง จากนั้นบนัทึกภาพภายใตก้ลอ้ง

จุลทรรศน์แบบหัวกลบั กาํลงัขยาย 20X ทุกๆ 24 ชัว่โมง เพื่อศึกษาการเปล่ียนแปลงของสัณฐาน

วิทยาของเซลล ์ไดแ้ก่ การหดของเซลล ์ (Cell Shrinkage) การโป่งพองของผนังเซลล ์(Membrane 

Blebling) การรวมตวัของออร์แกเนลล์ภายในเซลล์ (Organelle Condensation) และการแตกสลาย

ของเซลลแ์บบ Apoptotic Bodies 

 

3.12 การตรวจวดัการตายแบบอะพอพโทซิสโดยวธีิ DAPI Staining 

 

         เพาะเล้ียงเซลล์ MDA-MB-231 จาํนวน 5 x 104 เซลล์ ใน 96 Well Culture Plate แลว้เติม

สารสกัด MD ท่ีมีความเข้มข้นท่ี IC25, IC50 และ Curcumin ท่ีความเข้มข้น IC50 นําไปบ่มในตู้

เพาะเล้ียงเซลลท่ี์อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ปริมาณ CO2 5 % เป็นเวลา 24 ชัว่โมง ทาํการเก็บเซลล ์

และ Fix ดว้ย Methanol แลว้ยอ้มตะกอนเซลลด์ว้ยสีฟลูออเรสเซนต ์DAPI จากนั้นนาํมาตรวจสอบ 

Nuclear Morphology ภายใตก้ลอ้งจุลทรรศน์ฟลูออเรสเซนซ์ กาํลงัขยาย 200x 

 

3.13 การศึกษาฤทธ์ิของสารสกดัเห็ดเรืองแสงต่อการเคล่ือนที่ของเซลล์มะเร็งเต้านมด้วย

วธีิ Wound Healing Assay  

 

         เล้ียงเซลล์ MDA-MB-231 จาํนวน 1x104 เซลล์ ปริมาตร 100 ไมโครลิตร ต่อหลุมของ 96 

Well Culture Plate บ่มไวใ้นตูเ้พาะเล้ียงเซลล์ท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ปริมาณ CO2 5 % เป็น

เวลา 24 ชัว่โมง จากนั้นขดูเซลลด์ว้ย Tip ขนาด 200 ไมโครลิตร ใหเ้ป็นแนวเส้นตรงผา่นกลางหลุม 

และลา้งเศษเซลล์ท่ีขูดออกดว้ยสารละลาย 1X PBS เติมอาหารเล้ียงเซลล์ DMEM จากนั้นเติมสาร

สกดั MD และ Curcumin ท่ีความเขม้ขน้ IC25 และ IC50 โดยใชต้วัทาํละลาย DMSO ท่ีไม่มีความเป็น

พิษต่อเซลล์ (ความเขม้ขน้สุทธิ  = 0.05 ไมโครกรัมต่อไมโครลิตร) บ่มไวใ้นตูเ้พาะเล้ียงเซลล์ท่ี
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Wound Healing Width at t0 

The Rate of Migration (%) = 100 × 
Wound Healing Width at t0 - Wound Healing Width at t1 

อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ปริมาณ CO2 5 % เป็นเวลา 72 ชัว่โมง บนัทึกภาพภายใตก้ลอ้งจุลทรรศน์

หัวกลบั กาํลังขยาย 4X และเก็บข้อมูลท่ีเวลา 0, 24, 48, และ 72 ชั่วโมง ตามลาํดับ แล้วนําไป

คาํนวณหาร้อยละการเคล่ือนท่ีของเซลลโ์ดยใชว้ิธีคาํนวนของ Li et al., (2017) แสดงดงัสมการ 

 

 

Wound Healing Width at t0 คือ ความกวา้งของรอยแผลท่ีขดูท่ีเวลา 0 ชัว่โมง  

Wound Healing Width at t1 คือ ความกวา้งของรอยแผลท่ีขดูท่ีเวลาต่างๆ (24, 48 และ 72 ชัว่โมง) 

 

3.14 การวเิคราะห์ข้อมูลทางสถิติ  

 

ปริมาณสารประกอบฟีนอลิกรวมและปริมาณสารประกอบฟลาโวนอยด์รวม รายงานเป็น

ค่าเฉล่ีย ± ค่าเบ่ียงเบนมาตรฐาน (Mean ± S.D.) ร้อยละความเขม้ขน้ของสารสกดัหยาบจากเห็ดเรือง

แสงท่ียบัย ั้งมะเร็ง รายงานเป็นค่าเฉล่ีย ± ค่าเบ่ียงเบนมาตรฐาน (Mean ± S.D.) ร้อยละการเคล่ือนท่ี

ของเซลล์ MDA-MB-231 รายงานเป็นค่าเฉล่ีย ± ค่าเบ่ียงเบนมาตรฐาน (Mean ± S.D.) และการ

เปรียบเทียบความแตกต่างระหว่างความเขม้ขน้ของสารสกดัเห็ดเรืองแสงท่ียบัย ั้งการเคล่ือนท่ีของ

เซลลม์ะเร็งกบั Control วิเคราะห์ขอ้มูลดว้ย Paired Sample T-test เพื่อกาํหนดค่าความแตกต่างอยา่ง

มีนยัสาํคญัทางสถิติ 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

บทที่ 4 
 

ผลการวจิัย 
 

4.1 สารสกดัหยาบจากเห็ดเรืองแสง 
 

         เห็ดเรืองแสงอายุ 60 วนั ถูกนาํมากรองแยกส่วนเส้นใย (นํ้ าหนกั 41.71 กรัม) และนํ้ าเล้ียง

เช้ือ (ปริมาตร 6 ลิตร) จากนั้นสกดัดว้ยตวัทาํละลายอินทรียท่ี์มีขั้วต่างกนั 3 ชนิด ไดแ้ก่ Hexane (ขั้ว

ตํ่า), CH2Cl2 (ขั้วปานกลาง), EtOAc (ขั้วสูง) ตามลาํดบั ไดส้ารสกดัดงัแสดงในตารางท่ี 4.1 จาก

ตารางแสดงนํ้าหนกัของสารสกดัหยาบจากส่วนเส้นใยและนํ้าเล้ียงเช้ือของเห็ดเรืองแสงพบวา่ ส่วน

ของนํ้ าเล้ียงเช้ือ FE มีนํ้ าหนักสารสกัดต่อลิตรมากท่ีสุดมีค่าเท่ากับ 1.61 มิลลิกรัมต่อลิตร ซ่ึงมี

มากกว่า FD และ FH ท่ีมีค่าเท่ากบั 0.61 และ 0.17 กรัมต่อลิตร ตามลาํดบั และส่วนของเส้นใย MH 

มีร้อยละผลิตภณัฑ์มากท่ีสุดมีค่าเท่ากบั 5.03 ซ่ึงมีค่ามากกว่า MD และ ME ท่ีมีร้อยละผลิตภณัฑ์

เท่ากบั 0.07 และ 3.89 ตามลาํดบั ทาํใหท้ราบวา่สารสกดัส่วนใหญ่ในนํ้ าเล้ียงเช้ือมีขั้วสูงขณะท่ีสาร

ส่วนใหญ่ในเส้นใยมีขั้วตํ่า 

 

ตารางท่ี 4.1 แสดงนํ้าหนกัของสารสกดัหยาบจากส่วนเส้นใยและนํ้าเล้ียงเช้ือของเห็ดเร่ืองแสง 

ส่วนสกดั

หยาบ* 

นํ้าหนกั

สารสกดั 

(กรัม) 

ร้อยละ

ผลิตภณัฑ ์

(%) 

นํ้าหนกัสารสกดั 

ต่อลิตร  

(กรัม/ลิตร) 

ลกัษณะทางกายภาพ 

FH 3.64 - 0.61 ของเหลวหนืดสีเหลือง 

FD 1.64 - 0.17 ของเหลวสีนํ้าตาล 

FE 9.67 - 1.61 ของเหลวหนืดสีนํ้าตาลเขม้ 

MH 2.10 5.03 - ของเหลวหนืดสีเหลือง 

MD 0.03 0.07 - ของแขง็สีนํ้าตาล 

ME 1.61 3.89 - ของแขง็สีดาํนํ้าตาลเขม้ 
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*ส่วนสกดัหยาบ FH = นํ้ าเล้ียงเช้ือสกดัดว้ย Hexane; FD = นํ้ าเล้ียงเช้ือสกดัดว้ย CH2Cl2; FE = นํ้ า

เล้ียงเช้ือสกดัดว้ย EtOAc; MH = เส้นใยสกดัดว้ย Hexane; MD = เส้นใยสกดัดว้ย CH2Cl2; ME = 

เส้นใยสกดัดว้ย EtOAc 

4.2 ฤทธ์ิของสารสกดัหยาบเห็ดเรืองแสงต่อการยบัยั้งการเจริญเติบโตของเซลล์มะเร็งเต้า

นมชนิด MDA-MB-231 

 

         การศึกษาความเป็นพิษต่อเซลล์ MDA-MB-231 และเซลล์หนูปกติ L-929 ด้วยวิธี MTT 

Assay เป็นเวลา 72 ชัว่โมง โดยใช ้สารมาตรฐาน Curcumin และ Doxorubicin เป็น Positive Control 

พบว่าเม่ือความเขม้ขน้ของสารสกัดเห็ดเรืองแสงมากข้ึนส่งผลให้ร้อยละการอยู่รอดของเซลล์                               

MDA-MB-231 ลดลง ดงัแสดงในรูปท่ี 4.1 สารสกดั FH มีค่าความเป็นพิษต่อเซลล ์MDA-MB-231 

มากท่ีสุด (IC50 = 6.51±0.51 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร) รองลงมาคือสารสกัด FD (IC50 = 6.86±0.41 

มิลลิกรัม/มิลลิลิตร) และมีฤทธ์ิดีกว่าสารมาตรฐาน Curcumin ท่ียบัย ั้งการเจริญเติบโตของเซลล์ 

MDA-MB-231 (IC50 = 16.15±0.45 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร) ขณะท่ีค่า IC50 ต่อเซลล ์L-929 ของสารสกดั 

FH และ  FD เ ท่ากับ 10.46±0.55 และ  9.57±0.40 มิลลิกรัม/มิลลิลิตรซ่ึงค่าสูงกว่าในเซลล์                        

MDA-MB-231 ดังแสดงในตารางท่ี 2 และรูปท่ี 4.2 สารสกัด ME มีค่าความเป็นพิษต่อเซลล์                

MDA-MB-231 น้อยกว่าเซลล์ L-929 ซ่ึงจะเห็นได้จากค่าการทดสอบความเป็นพิษต่อเซลล์                

MDA-MB-231 ของ Doxorubicin (IC50 = 1.11±0.55 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร) ท่ีสูงกวา่สารสกดัเห็ดเรือง

แสง และมีค่าความเป็นพิษต่อเซลล ์L-929 สูงมากเช่นกนั เม่ือเปรียบเทียบระหวา่งความเป็นพิษต่อ

เซลล์ของสารสกัด MD กับ Curcumin พบว่าไม่แตกต่างกันอย่างมีนัยสําคัญ (P<0.05) และเม่ือ

เปรียบเทียบระหวา่งความเป็นพิษต่อเซลลข์องสารสกดั MD กบั Doxorubicin พบว่าไม่แตกต่างกนั

อยา่งมีนยัสาํคญั (P<0.01) อยา่งไรก็ตามการท่ีเราจะนาํสารสกดัมาศึกษาต่ออาจตอ้งดูวา่สารนั้นตอ้ง

มีความเป็นพิษต่อเซลล์มะเร็งแต่ในขณะเดียวกนัตอ้งมีความปลอดภยัหรือมีผลต่อเซลล์ปกตินอ้ย

ท่ีสุด และจากเกณฑข์องสถาบนัมะเร็งแห่งชาติ (NCI) ให้เกณฑค์วามเป็นพิษต่อเซลลข์องสารสกดั

หยาบท่ียงั active ตอ้งมีค่า IC50 นอ้ยกว่า 20 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร (Boyd & Michael, 1997) และ

จากการทดลองพบว่าสารสกดั MD มีค่าความเป็นพิษต่อเซลล์ MDA-MB-231 (IC50 = 16.43±0.51

มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร) อยู่ในเกณฑ์มาตรฐาน และมีความเป็นพิษตํ่าต่อเซลล์ L-929 (IC50 = 

13.46±0.48 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร)  ในงานวิจยัน้ีจึงเลือกนาํสารสกดั MD มาศึกษาการเหน่ียวนาํใหเ้กิด

การตายของเซลล์มะเร็งแบบอะพอพโทซิสและดูความสามารถในการยบัย ั้งการเคล่ือนท่ีของ

เซลลม์ะเร็งเป็นลาํดบัต่อไป 
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รูปท่ี 4.1 ร้อยละความอยูร่อดของเซลล ์MDA-MB-231 ท่ีแสดงความเป็นพิษของสารสกดัหยาบจาก

นํ้าเล้ียงเช้ือของเห็ดเรืองแสงในตวัทาํละลาย Hexane (FH), CH2CL2 (FD), EtOAc (FE) และ ส่วน

เส้นใยของเห็ดเรืองแสงในตวัทาํละลาย Hexane (MH), CH2CL2 (MD), EtOAc (ME) โดยวิธี             

MTT Assay ขอ้มูลท่ีไดคื้อ ค่าเฉล่ียการอยูร่อดของเซลล ์± ความคลาดเคล่ือนของค่าเฉล่ีย (n=3) 

 

ตารางท่ี 4.2 ความเขม้ขน้ของสารสกดัหยาบจากเห็ดเรืองแสงท่ียบัย ั้งเซลลม์ะเร็งร้อยละ 50 (IC50) 
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สารสกดั 
IC50 (ไมโครกรัม/มิลลิลิตร) 

 MDA-MB-231 L929 

FH 6.51±0.51 10.46±0.55 

FD 6.86±0.41 9.57±0.40 

FE 23.60±0.57 25.43±0.41 

MH 45.11±0.60 46.09±0.34 

MD 16.43±0.51 13.46±0.48 

ME 53.51±0.53 37.89±0.43 

Curcumin 16.15±0.45 18.35±0.49 

Doxorubicin 1.22±0.55 0.88±0.10 
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รูปท่ี 4.2 กราฟแสดงค่าความเป็นพิษเขม้ขน้ของสารสกดัหยาบเห็ดเรืองแสงจากเส้นใย (Mycelium) 

ของเห็ดเรืองแสงในตวัทาํละลาย Hexane (MH), CH2CL2 (MD), EtOAc (ME) และ ส่วนนํ้าเล้ียงเช้ือ 

(Culture Filtrate) ของเห็ดเรืองแสงในตวัทาํละลาย Hexane (MH), CH2CL2 (FD), EtOAc (FE)  ท่ี

ยบัย ั้งเซลล ์MDA-MB-231 (IC50), (*P<0.05 และ **P<0.01) 

 

4.3 ปริมาณสารประกอบฟลาโวนอยด์และสารประกอบฟีนอลิกของสารสกัดไดคลอโร

มี น เ ท น จ า ก เ ส้ น ใ ย เ ห็ ด เ รือ ง แส ง  ( Total Flavonoid Content and Total Phenolic 

Content) 

 

การหาปริมาณสารประกอบฟลาโวนอยด์ของสารสกัด MD ความเข้มข้น 1 มิลลิกรัม/

มิลลิลิตรโดยเทียบกับกราฟมาตรฐานของ Qurcetin (Y=0.0011X-0.0045; r1=0.999) จากผลการ

ทดลองในตารางท่ี 4.3 พบว่ามีปริมาณฟลาโวนอยดเ์ท่ากบั 9.40±3.79 mg QE ส่วนปริมาณฟีนอลิก

ของสารสกดั MD ความเขม้ขน้ 1 มิลลิกรัม/มิลลิลิตรโดยเทียบกบักราฟมาตรฐานของ Qurcetin   

(Y=0.0541X-0.0493; r1=0.999) เท่ากบั 304.00±0.09 mg GAE  
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ตารางท่ี 4.3 แสดงปริมาณสารประกอบฟลาโวนอยดแ์ละฟีนอลิกของสารสกดัไดคลอโรมีเทนจาก

เส้นใยเห็ดเรืองแสงท่ีความเขม้ขน้ 1 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร 

ตัวทําละลาย Total Flavonoid Content 

(mg QE) 

Total Phenolic Content 

(mg Gallic acid) 

CH2Cl2 9.40±3.79 304.00±0.09  

 

4.4 การศึกษาลักษณะสัณฐานวิทยาของเซลล์มะเร็งเต้านมชนิด MDA-MB-231 (Cell 

Morphology) 

 

         จากผลการทดสอบค่าความเป็นพิษต่อเซลล ์MDA-MB-231 ขา้งตน้ท่ีพบวา่สารสกดั MD มี

ความเป็นพิษต่อเซลล์ MDA-MB-231 สูงแแต่มีค่าความเป็นพิษตํ่ากว่าเซลล์ L-929 โดยผลการ

ทดสอบท่ีความเข้มข้น IC25, IC50, C75 และ IC100 เป็นเวลา 24, 48 และ 72 ชั่วโมง พบว่าเซลล์                  

MDA-MB-231 มีลกัษณะการตายของเซลลแ์บบ Apoptosis โดยมีการเปล่ียนแปลง Epithelial Cell 

ท่ีมีรูปร่างเป็น Polygonal Normal Shape ไปเป็นเซลล์ท่ีมีการโป่งพองของผนังเซลล์ (Membrane 

Blebling) นิวเคลียสของเซลล์มีการรวมตวักนัแน่นมากข้ึนและขอบของนิวเคลียสเป็นรอยหยกั 

(Nuclear Condensation and Lobulation) มีการหด (Cell Shrinkage) ทาํให้เซลลมี์ขนาดเล็กลง และ

เซลลเ์กิดการกระตุน้การทาํงานของเอนไซม ์Caspase ทาํให้เซลลแ์ตกเป็นช้ินเล็ก ๆ และกลายเป็น 

Apoptotic Bodies (รูปท่ี 4.3)  
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รูปท่ี 4.3 ลกัษณะสณัฐานวิทยาของเซลล ์MDA-MB-231 ภายใตก้ลอ้งจุลทรรศน์หวักลบั (กาํลงั           

ขยาย 10X) โดยทดสอบกบัสารสกดั MD ท่ีความเขม้ขน้IC25, IC50, IC75 และ IC100 เป็นเวลา 24,                

48 และ 72ชัว่โมง หวัลูกศรสีดาํ (Membrane Blebbing) ลูกศรสีนํ้าเงิน (Nuclear                     

Condensation) สีแดง (Apoptotic Bodies) 

 

4.5 ฤทธ์ิของสารสกัดจากเห็ดเรืองแสงในการเหน่ียวนําการตายแบบอะพอพโทซิสของ

เซลล์มะเร็งเต้านมชนิด MDA MB-231 โดยวธีิ DAPI Staining 

 

        จากการศึกษาการตายแบบอะพอพโทซิสของเซลล ์MDA-MB-231 โดยใชก้ารยอ้มสี DAPI 

โดยหลงัจากทดสอบกบัสารสกดั MD ท่ีความเขม้ขน้ IC25 และ IC50 เป็นเวลา 24 ชั่วโมง โดยใช้ 

Curcumin (IC50) เป็น Positive Control พบวา่เซลล ์MDA-MB-231 มีลกัษณะนิวเคลียสท่ีผิดปกติไป 

โดยเซลลป์กติ (Control) มีการติดสีกระจายสมํ่าเสมอทัว่ทั้งนิวเคลียส แต่เซลลม์ะเร็งท่ีทดสอบดว้ย

สารสกดั MD พบว่าโครมาตินรวมตวักนัแน่น (Chromatin Condensation) และนิวเคลียสแตกเป็น

ช้ินส่วน (Fragmented Apoptotic Nuclei) ดงัแสดงในรูปท่ี 4.4 สามารถบ่งช้ีไดว้่าเซลล์เกิดการตาย

แบบอะพอพโทซิส  

 

 Control Cur. IC50 MD IC25 MD IC50 MD IC75 MD IC100 

24 h. 

      

48 h. 

      

72 h. 
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                                            Control                                                   MD_IC25 

 

                                    
                                           MD_ IC50                                                    Cur_IC50 

                                                                         

รูปท่ี 4.4 ลกัษณะเซลล ์ MDA-MB-231 ท่ียอ้มสี DAPI ภายใตก้ลอ้งจุลทรรศน์ฟลูออเรสเซนต ์

(กาํลงัขยาย 200X) หลงัทดสอบการเหน่ียวนาํการตายแบบอะพอพโทซิสดว้ยสารสกดั MD ท่ี              

ความเขม้ขน้ IC25 และ IC50 และ Curcumin IC50 เป็นเวลา 24 ชัว่โมง หวัลูกศรสีเหลือง                    

(Chromatin Condensation) ลูกศรสีแดง (Fragmented Apoptotic Nuclei) 

 

4.6 ฤทธ์ิของสารสกัดเห็ดเรืองแสงต่อการเคล่ือนท่ีของเซลล์มะเร็งเต้านมชนิด                             

MDA-MB-231 ด้วยวธีิ Wound Healing Assay 
 

 หลงัจากท่ีทาํการสร้างบาดแผลและเติมอาหารเล้ียงเซลล์ลงในการทดลอง พบว่าเซลลใ์น

กลุ่ม Control ท่ีไม่ไดรั้บสารสกดั มีค่าร้อยละการเคล่ือนท่ีของเซลล์ท่ีชั่วโมงท่ี 72 เท่ากบั 86.47 

ส่วนเซลล์ท่ีสารสกัด MD ท่ีความเข้มข้น สกัด  IC25 สามารถย ับย ั้ งการเคล่ือนท่ีของเซลล์                     

MDA-MB-231 ได ้(ร้อยละการเคล่ือนท่ีของเซลล์ เท่ากบั 84.53) ในขณะท่ีสารสกดั MD ท่ีความ

เขม้ขน้ IC50 สามารถยบัย ั้งการเคล่ือนท่ีของเซลล์มะเร็งไดดี้กว่า โดยมีค่าร้อยละการเคล่ือนท่ีของ

เซลล์เท่ากบั 28.76 และในส่วน Curcumin ท่ีความเขม้ขน้ IC25 และ IC50 มีค่าร้อยละการเคล่ือนท่ี

ของเซลล์ เท่ากบั 9.99 และ 10.53 ตามลาํดบั ดงัแสดงในรูปท่ี 4.5 ซ่ึงสามารถบอกไดว้่าสารสกดั 

MD มีผลต่อการเจริญเติบโตของเซลล์ MDA-MB-231 แบบ Dose-Dependent คือเม่ือความเขม้ขน้
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มากข้ึนจะสามารถยบัย ั้งการเพิ่มจาํนวนของเซลลไ์ดเ้พิ่มข้ึน และเม่ือเปรียบเทียบผลการทดสอบการ

ยบัย ั้ งการเคล่ือนท่ีของสารกัด MD และ Curcumin กับกลุ่ม Control ท่ีระยะเวลา 24, 48 และ                       

72 ชัว่โมง พบวา่มีความแตกต่างกนัอยา่งมีนยัสาํคญั (P<0.05)  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปท่ี 4.5 ฤทธ์ิของสารสกดัเห็ดเรืองแสง (MD) ต่อการยบัย ั้งการเคล่ือนท่ีของเซลลม์ะเร้งเตา้นมชนิด 

MDA-MB-231 ดว้ยวิธี Wound Healing Assay ภายใตก้ลอ้งจุลทรรศน์กลบัหวั (กาํลงัขยาย 4X) 

 

0 h. 

72 h. 

  Control               MD_IC25              MD_IC50            Cur_IC25              Cur_IC50 

24 h. 

48 h. 
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รูปท่ี 4.6 แสดงร้อยละการเคล่ือนท่ีเซลลม์ะเร็งเตา้นมชนิด MDA-MB-231 ท่ีไดรั้บสารสกดัเห็ด     

เรืองแสง (MD) และ Curcumin ท่ีความเขม้ขน้ IC25 และ IC50, (*P<0.05) 
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บทที่ 5 
 

สรุปผลและข้อเสนอแนะ 
 

5.1 สรุปผลการวจิัย 

 

         5.1.1 จากผลการทดลองแสดงใหเ้ห็นวา่สารสกดัหยาบจากส่วนเส้นใยและนํ้าเล้ียงเช้ือของ

เห็ดเรืองแสงพบวา่ ส่วนของนํ้าเล้ียงเช้ือท่ีสกดัดว้ยตวัทาํลายลาย EtOAc มีนํ้ าหนกัสารสกดัต่อลิตร

มากท่ีสุด และส่วนของเส้นใยท่ีสกดัดว้ย Hexane มีร้อยละผลิตภณัฑม์ากท่ีสุดมี ทาํให้ทราบว่าสาร

สกดัส่วนใหญ่ในนํ้ าเล้ียงเช้ืออยู่ในตวัทาํละลายท่ีมีขั้วสูงขณะท่ีสารสกดัส่วนใหญ่ในเส้นใยอยูใ่น

ตวัทาํละลายมีขั้วตํ่า  

 

         5.1.2 สารสกดัหยาบท่ีไดม้าทาํการทดสอบความเป็นพิษพบว่าสารสกดั MD มีฤทธ์ิยบัย ั้ง

เซลล ์MDA-MB-231 ไดดี้เทียบเท่า Curcumin ท่ีใชเ้ป็น Positive Control สอดคลอ้งกบังานวิจยัก่อน

หน้าท่ีพบว่าสาร Curcumin สามารยบัย ั้งการเจริญเติบโตและการแพร่กระจายของมะเร็งเต้านม 

MCF-7 และ MDA-MB-231 และการเหน่ียวนาํให้เกิดการตายของเซลล์ (Antoio and Giuseppina, 

2019) แต่มีค่าความเป็นพิษต่อเซลล ์L-929 ตํ่า ในส่วนของยา Doxorubicin พบว่ามีความเป็นพิษสูง

ทั้งต่อเซลล์ MDA-MB-231และเซลล์หนูปกติ L-929 ซ่ึงปกติยาเคมีบาํบดัท่ีใช้รักษาโรคมะเร็งมกั

พบความเป็นพิษต่อระบบหัวใจและอาการไม่พึงประสงค์ และปัญหาการด้ือยาของเซลล์มะเร็ง 

(Soni et al., 2011)  

 

         5.1.3 จากการวิเคราะห์หาปริมาณสารฟีนอลิคและสารฟลาโวนอยด์จากเส้นใยของเห็ด   

เรืองแสงท่ีชั้น CH2Cl2 พบว่ามีปริมาณสารประกอบฟลาโวนอยด์และสารประกอบฟีนอลิคอยู่ ซ่ึง

ก่อนหนา้น้ีมีรายงานการตรวจสอบเอกลกัษณ์ทางเคมีของสารสกดัเห็ดเรืองแสงทั้งส่วนของเส้นใย

และนํ้ า เ ล้ียง เ ช้ือด้วยวิ ธี  TLC Patten พบว่า มี  ฟลาโวนอยด์ , คาร์ ดิแอค ไกลโคไซด์  และ                        

แอนทราควิโนน (ณิชากร ศรีพุ่มบาง และมาณิภา ไพนรินทร์, 2557) และยงัพบสารประกอบฟลาโว

นอยด์ในนํ้ าเ ล้ียงเ ช้ือเห็ดเรืองแสงท่ีสกัดด้วย EtOAE (สุกัลยา หลีแจ้ และคณะ, 2559) ซ่ึง

สารประกอบฟีนอลิคและฟลาโวนอยด์มีฤทธ์ิในการต้านอนุมูลอิสระ และมีข้อมูลพบว่าสาร               

ฟลาโวนอยดมี์ฤทธ์ิในการตา้นมะเร็ง โดยสามารถยบัย ั้งการแบ่งตวัเพิ่มจาํนวนเซลล ์ชกันาํใหเ้ซลล์
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ตายแบบอะพอพโทซิส รวมถึงยบัย ั้งการอกัเสบท่ีเกิดจากมะเร็ง การแพร่กระจายและการด้ือยาหลาย

ขนานของเซลลม์ะเร็ง (วิภพ สุทนะ, 2556) 

         5.1.4 จากทดสอบการตายแบบอะพอพโทซิสของเซลล์ MDA-MB-231 โดยดูลกัษณะ

สัณฐานวิทยาของเซลล์ภายใต้กล้องจุลทรรศน์หัวกลับ พบว่าสัณฐานวิทยาของเซลล์                              

MDA-MB-231 ท่ีไดรั้บสารสกดั MD มีการเปล่ียนแปลงรูปร่างเซลล ์จาก Polygonal Normal Shape 

ไปเป็นเซลลท่ี์มีการโป่งพองของผนงัเซลล ์(Membrane Blebbing) นิวเคลียสของเซลลมี์การรวมตวั

กนัแน่นมากข้ึนและขอบของนิวเคลียสเป็นรอยหยกั (Nuclear Condensation And Lobulation) มีการ

หด (Cell Shrinkage) ทาํให้เซลล์มีขนาดเล็กลง และเซลล์แตกเป็นช้ินเล็กๆ (Apoptotic Bodies) 

สอดคลอ้งกบังานวิจยัการตายของเซลล์ของเจตนา เรืองประทีป, (2019) เช่นเดียวกบัลกัษณะของ

เซลล์มะเร็งลาํไส้ Colo205 และ Hela ท่ีเล้ียงในสภาวะท่ีมีสารสกดัจากเห็ดเรืองแสง ท่ีลกัษณะท่ี

เปล่ียนแปลงไปคลา้ยกบัการตายแบบอะพอพโทซิส (ฐาปนาวรรณ นาสมยนต ์และคณะ, 2561) 

 

         5.1.5 จากการศึกษาการตายแบบอะพอพโทซิสของเซลลม์ะเร้งเตา้นมชนิด MDA-MB-231 

โดยใชก้ารยอ้มสีนิวเคลียสของเซลลด์ว้ย DAPI เซลลจ์ะยอ้มติดสีฟ้าตรงตาํแหน่งนิวเคลียสทั้งหมด 

โดยมาตินท่ีอดัแน่นภายในเซลล์ท่ีเกิดอะพอพโทซิสตะติดสีท่ีค่อนขา้งเขม้กว่าและมีขอบเขตท่ี

คมชดั เน่ืองจาก DAPI เป็นสารเรืองแสง สีฟ้าท่ีชอบจบักบัสายของดีเอน็เอสายคู่ โดยจบัในตาํแหน่ง

เบส AT Clusters บริเวณ Minor Groove ของ ดีเอ็นเอ 1 โมเลกุลของ DAPI จะจบักบัคู่เบสได ้3 คู่ 

การจบักนัระหว่าง DAPI และดีเอ็นเอสายคู่ ทาํให้เกิด การเรืองแสงเพิ่มข้ึนประมาณ 20 เท่า การ

เรืองแสงท่ีเกิดข้ึนจะเป็นปฏิภาคโดยตรงกับปริมาณของดีเอ็นเอ  เ ม่ือถูกกระตุ้นดัวยแสง

อลัตราไวโอเลตจะดูดกลืนแสงทาํให้สามารถสังเกตการณ์เปล่ียนแปลงรูปสัณฐานของ นิวเคลียส

ภายใตก้ลอ้งจุลทรรศน์เรืองแสง (Sgono & Gruber, 1998)  จากการทดลองคร้ังน้ีพบว่า หลงัจาก

ทดสอบกับสารสกัดเห็ดเรืองแสง (MD) จะพบลักษณะโครมาตินรวมตัวกันแน่น (Chromatin 

Condensation)  และนิวเคลียสแตกเป็นช้ินส่วน (Fragmented Apoptotic Nuclei) สามารถบ่งช้ีไดว้่า

เซลลเ์กิดการตายแบบอะพอพโทซิส เช่นเดียวกบัเซลลม์ะเร็งท่ีไดรั้บสาร Curcumin ท่ีพบว่ามการ

เกิด Apoptotic Bodies ตามรายงานลักษณะสัณฐานวิทยาของเซลล์มะเร็งท่ีเกิดการตายแบบ                      

อะพอพโทซิส (เจตนา เรืองประทีป, 2019; Sreelatha, 2011; Suchada et al., 2016)  ซ่ึงเป็นวิธีศึกษา

เบ้ืองตน้และไม่ซบัซอ้น โดยวิธีน้ีใชต้รวจสอบการตายของเซลลแ์บบอะพอพโทซิสในระยะสุดทา้ย

ไดค้ร่าว ๆ แต่ยงัไม่สามารถจาํแนกการตายของเซลลไ์ดอ้ยา่งแม่นยาํ และไม่เหมาะต่อการตรวจสอบ  

อะพอพโทซิสในระยะเร่ิมตน้ อาจตอ้งอาศยัการตรวจยืนยนั ดว้ยวิธีท่ีมีความจาํเพาะมากข้ึน เช่น 
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ศึกษาการแสดงออกระดับ mRNA ของยีนตัวอ่ืนๆท่ีเก่ียวข้องกับการตายแบบอะพอพโทซิส 

ตลอดจนศึกษาการแสดงออกระดบัโปรตีน 

 

         5.1.6 Wound Healing Assay เป็นวิธีการศึกษาการเคล่ือนท่ีของเซลลผ์า่นช่องวา่งดว้ยวิธีการ

ขูดบริเวณตรงกลางเซลล์ ถา้มีการเคล่ือนท่ีของเซลล์เกิดข้ึนช่องว่างท่ีขูดก็จะแคบลง ซ่ึงเป็นวิธี

เดียวกบัการใช้ทดสอบและคดักรองประสิทธิภาพของยาตา้นมะเร็ง (Vitor et al., 2019) จากการ

ทดสอบพบว่าเม่ือความเขม้ขน้ของสารสกดัมากข้ึนของสารสกดัเห็ดเรืองแสงสามารถยบัย ั้งการ

เคล่ือนท่ีของเซลล์มะเร็งเต้านมชนิด MDA-MB-231 ได้ เม่ือเทียบกับ Curcumin ความเข้มข้น

เดียวกนั เช่นเดียวกบังานวิจยัของสุภาพร มาลา และคณะ (2559) ท่ีพบวา่สารสกดัขม้ินชนัมีฤทธ์ิใน

การตา้นการเคล่ือนท่ีของเซลล์มะเร็งช่องปากไดดี้ และยงัมีรายงานเก่ียวกบัการใชส้มุนไพรอ่ืนท่ี

สามารถยบัย ั้งการตา้นเซลลม์ะเร็งเตา้นมได ้เช่น สารสกดัคูซูโนไคนินจากพริกไทยดาํท่ีมีฤทธ์ิใน

การตา้นการเคล่ือนท่ีของเซลลม์ะเร็งเตา้นม MCF-7 (ศิรินภา ดอกดวง และคณะ, 2561)  

 

จากการศึกษาดงักล่าวขอ้งตน้จึงสรุปไดว้า่สารสกดัจากเส้นใยเห็ดเรืองแสงมีความเป็นพิษ 

สามารถเหน่ียวนาํใหเ้ซลลต์ายแบบอะพอพโทซิส และยบัย ั้งการแพร่การจายของเซลลม์ะเร็งเตา้นม

ชนิด  MDA MB-231 

 

5.2 ข้อเสนอแนะ 

 

  5.2.1 การศึกษาวิจยัน้ีเป็นการศึกษาในหลอดทดลอง (in vitro) ซ่ึงเป็นขอ้มูลพื้นฐาน เพื่อ

เป็นประโยชน์ในการศึกษายนืยนัผลของสารสกดั MD ในระดบัโมเลกลุ  

  5.2.1 การศึกษาต่อถึงสารบริสุทธ์ิในสาร MD ท่ีมีฤทธ์ิเหน่ียวนําให้เซลล์มะเร็งเต้านม                                

MDA-MB-231 ตายผา่นกลไกอะพอพโทซิส หรือการยบัย ั้งการแพร่การะจายของเซลลต่์อไป   

 5.1.3 การนาํขอ้มูลพื้นฐานจากงานวิจยัน้ี ศึกษาต่อยอดถึงความปลอดภยัในสัตวท์ดลอง                              

(in vivo) หากกอ้นมะเร็งในสัตวท์ดลองฝ่อลง และสารสกดัไม่มีผลต่อการทาํงานของอวยัวะสาํคญั 

อาทิ ตบั และไตเป็นไปไดว้่าสารสกดัน้ีมีคุณค่ายิ่งในการพฒันาเป็นยาตา้นมะเร็งเตา้นมและศึกษา

ทางคลินิกต่อไป 
 

 



45 

บรรณานุกรม 
 

จรัญญา งามขาํ. (2560). การทดสอบฤทธ์ิของสารสกดัจากเห็ดหลินจือในการยบัย ั้งการแพร่กระจาย

ของเซลลม์ะเร็งเตา้นมชนิด MCF-7, วารสารพิษวิทยาไทย, 32(2), 73-86. 

เจตนา เรืองประทีป. (2561). แนวคิดพื้นฐานเก่ียวกบัการตายของเซลลอ์ยา่งเป็นระบบ.                                

เวชสารแพทย์ทหารบก, 72(2), 137-141. 

ชญัวลี ศรีสุโข. (2552). เอาชนะมะเร็งร้ายในชาย-หญิง. กรุงเทพฯ: ตถาตา พบัลิเคชัน่.  

นภา อาษารัฐ. (2555), นักวิจัยมข.พบเห็ดเรืองแสง ใช้ควบคุมโรคในพืช บาํบัดมะเร็ง. สืบคน้จาก 

https://img.kapook.com 

นุรดีนา จารง, อนนัต ์อธิพรชยั, มลธิรา พรมกณัฑ,์ กมลชนก เส้งโสด, พงศพ์ิสิษฐ ์พระธาตุ,                     

สุดรัก ช่างเรือ และอภิชาต สุขสาํราญ. (2561). ฤทธ์ิของ [6]-shogaol และ dimethyl-[6]- 

shogaol ในการยบัย ั้งการเจริญและชกันาํการตายของเซลลม์ะเร็งเตา้นม. วารสาร

มหาวิทยาลยัทักษิณ, 21(3), 308-316. 

ฐาปนาวรรณ นาสมยนต,์ นนัทพงศ ์ขาํทอง, อมัพรรัตน์ ประไพรวงศ,์ พจนพร ไกรดิษฐ,์                      

จริยา หาญจนวงศ,์ ธีรทศัน์ สุดสาย และสมพร ผกระโทก (2561). การคัดกรองพิษของเห็ด

เรืองแสง (Neonothopanus nambi) ต่อเซลล์มะเร็งลาํไส้ (Colo205) และ เซลล์มะเร็งปาก

มดลกู (Hela). เอกสารนาํเสนอในท่ีประชุมวิชาการและการประกวดนวตักรรม

บณัฑิตศึกษาระดบัชาติและนานาชาติ. เชียงใหม่. 

ณิชากร ศรีพุม่บาง และมาณิภา ไพนรินทร์. (2557). การประเมินคุณภาพเห็ดเรืองแสง (Unpublished 

Senior project). มหาวิทยาลยัรังสิต, ปทุมธานี. 

ผาณตา เอ้ียวซิโป และทรงกลด สารภูษิต (2562). ฤทธ์ิต้านมะเร็งของชาใบขลู่และกลไกท่ีเกีย่วข้อง. 

สืบคน้จากhttp://digital_collect.lib.buu.ac.th/dcms/files//1559_038.pdf 

พวงทอง ไกรพิบูลย.์ (2553). การตรวจคัดกรองโรคมะเร็งเต้านมด้วยการถ่ายภาพรังสีเต้านม                

แมมโมแกรม. สืบคน้จาก https://medthai.com 

ลือชยั บุตคุป. (2555). สารประกอบฟีนอลิกและ ฤทธ์ิทางชีวภาพ. วารสารวิทยาศาสตร์เละ

เทคโนโลย ีมหาวิทยาลยัมหาสารคาม, 31, 443-455. สืบคน้จาก 

https://www.thaiscience.info/journals/Article/JSMU/10888192.pdf 

รพีพรรณ สุรศกัด์ิวรกลุ. (2551). ใช้ชีวิตอย่างไรให้ปลอดภยัและหายจากการเป็นมะเร็งเต้านม 

(พิมพค์ร้ังท่ี 1). กรุงเทพฯ: ซิซินี อินเตอร์เนชัน่แนล. 

 



46 

บรรณานุกรม (ต่อ) 

 

วิมลพรรณ วรรณพฤกษ.์ (2552). รู้จักมะเร็ง โรคร้ายท่ีป้องกันรักษาได้. กรุงเทพฯ:                                   

เลิฟแอนดลิ์พเพรส. 

วิภพ สุทธนะ. (2556). ฤทธ์ิตา้นมะเร็งของฟลาโวนอยด:์กลไกลการออกฤทธ์ิ. ศรีนครินทร์เวชสาร

,28(4), 567-582 สืบคน้จาก https://thaiscience.info/Journals/Article/SRMJ/10899774.pdf 

วีระศกัด์ิ ศกัด์ิศิริรัตน์. (2560). เห็ดสิรินรัศม ี(Neonothopanus nambi) และการใช้ประโยชน์. 

ขอนแก่น: หจก. โรงพิมพค์ลงันานาวิทยา.  

ศิรินภา ดอกดวง, อามานร์ เทศอาเส็น, ศิริพร หมาดเหลา้, สมชาย ศรีวริิยะจนัทร์ และ พจนพร               

ไกรดิษฐ.์ (2561). ฤทธ์ิตา้นมะเร็งของสารสกดัคูซูโนไคนินจากพริกไทยดาํในหนูขาวท่ีถูก

เหน่ียวนาํดว้ยสาร NMU. การประชุมนาํเสนอผลงานวิจัยระดับบัณฑิตศึกษา, 3131-3142. 

สืบคน้จาก https://rsujournals.rsu.ac.th/index.php/rgrc/article/download/828/593  

ศิริมาศ กาญจนวาศ และ วจิิตรา ทศันียกลุ. (2551). โมโนโครนอล แอนติบอดี: เป้าหมายของการ

รักษามะเร็ง. ศรีนครินทร์เวชสาร, 23(4), 440-446. สืบคน้จาก 

http://www.smj.ejnal.com/e-journal/showdetail/?show_preview=T&art_id=1504 

สถาบนัมะเร็งแห่งชาติ. (2562). ทะเบียนมะเร็งระดับโรงพยาบาล พ.ศ. 2562. สืบคน้จาก 

http://www.nci.go.th/th/cancer_record/cancer_rec1.html 

สุกลัญา หลีแจ,้ สุกญัญา ผวิดาํ, ปาอีซะ เจะหลง, สุนิสา เก้ือชาติ, รุ่งฤทยั นาวิชยั, พรฑิชา ฉิมเฉิด, 

กฤษณะพฒัน์ คลา้ยมาลี, นนัทพงศ ์ขาํทอง และ อมัพรรัตน์ ประไพวงศ ์(2559). การศึกษา

ความเป็นพิษแบบเฉียบพลนัต่อไรทะเลของสารสกัดจากเห็ดรืองแสง (Neonothopanus 

nambi). สถาบนัวิจยั มหาวิทยาลยัรังสิต. สืบคน้จาก

http://rri.rsu.ac.th/scholarresearchInternalcompletearticle.php?status=1&lang=&id=444&

year=2559 

สุภาพร มาลา, สุวรรณ ก่อสุวรรณวงศ ์ราชพร สีจนัทร์ และ ภูวนยั ภูษิต. (2559). ประสิทธิภาพของ

สารสกดัสมุนไพรขม้ินชนัต่อการเคล่ือนท่ีของเซลลม์ะเร็งช่องปากชนิดสแควมสั (HSC-4). 

วิทยาสารทันตแพทย์ศาตร์มหิดล, 36, 393-402. 

สุรพงษ ์สุภาภรณ์, สุมิต วงศเ์กียรติขจร, วิชยั วาสนสิริ และจรัสพงษ ์เกษมมงคล. (2547). มะเร็งเต้า

นม (พิมพค์ร้ังท่ี 2). กรุงเทพฯ: โฆษิตการพิมพ.์ 

 

 



47 

บรรณานุกรม (ต่อ) 

 

สุรียพ์ร บวัอาจ. (2554). ชีวภณัฑเ์ห็ดเรืองแสงสิรินรัศมีช่วยควบคุมโรครากปม. น.ส.พ.กสิกรม,               

94(6), 64-70. สืบคน้จาก https ://www.doa.go.th/ksp/attachment.php?aid=3125 

หะสนั มูหาหมดั. (2555). การก่อตัวของมะเร็ง แบ่งตวัผิดปกติอย่างไร (Breast Cancer 

Carcinogenesis) . สืบคน้จาก http://www.thaibreastcancer.com/ca-111/ 

อรุณ โรจนสกลุ,บุรณี กาญจนถวลัย,์ ชิษณุ พนัธ์ุเจริญ,อุษา ทิสยากร และอดิสร ภทัราดูลย.์ (2550). 

มะเร็งร้าย พ่ายมดีหมอ. กรุงเทพฯ: สรรพสาร. 

Ajith, T.A. & Janardhanan, K.K. (2007). Indian medicinal mushrooms as a source of antioxidant 

and antitumor agents. J Clin Biochem Nutr, 40(3), 157-161. 

Antoio, G. & Giuseppina, T. (2019). Curcumin and cancer. Retrieved From 

https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/31590362. 

Baskar, R., Shrisakthi, S., Sathyapriya, B., Sathyapriya, R.,Nithya, R. & Poongodi, P. (2011). 

Antioxidants potential of peel extracts of banana varieties (Musa sapientum). Food and 

Nutrition Sciences, 1, 1118 -1133. 

Boyd, M.D. & Michael, R. (1997). The NCI in vitro anticancer drug discovery screen. In B.A. 

Teicher., (Eds.), Anticancer drug development guide: preclinical screening, clinical 

trials and approval. (pp.23-42). Totowa, NJ: Humana Press. 

Chang, Z.Q., Hwang, M.H. & Rhee, M.H. (2008). The in vitroanti-platelet, antioxidant and 

cellular immunity activity of Phellinus gilvus fractional extracts. World J Microbiol 

Biotechnol, 14, 181-187. 

Chavez, K.J., Garimella, S.V. & Lipkowitz, S. (2010). Triple negative breast cancer cell lines: 

one tool in the search for better treatment of triple negative breast cancer. Breast Disease, 

311(1), 35-48.  

Fidler, I.J. (2003). The pathogenesis of cancer metastasis: the ‘seed and soil’ hypothesis revisited. 

Nat. Rev. Cancer, 3, 453-458. 

Ferreira, I.C., Vaz, J. A., Vasconcelos, M. A. & Martins, A. (2010). Compoundsfrom wild 

mushrooms with antitumor potential. Anti-Cancer Agent in Medicinal Chemistry, 10, 

424-436. Retrieved From http://dx.doi.org/10.2174/1871520611009050424 

 

http://www.thaibreastcancer.com/ca-111/
http://www.thaibreastcancer.com/ca-111/
http://www.thaibreastcancer.com/ca-111/


48 

บรรณานุกรม (ต่อ) 

 

Isakoff, S.J. (2010). Triple-negative breast cancer: role of specific chemotherapy agents. Cancer 

Journal (Sudbury, Mass.), 16(1), 53-61.  

Jeong, S.C., Jeong, Y.T., Yang, B. K., Islam, R., Koyyalamudi, S.R., Pang, G. & Song, C. H. 

(2010). White button mushroom (Agaricusbisporus) lowers blood glucose and 

cholesterol levelsin in diabetic and hypercholesterolemic rats. Nutr Res, 30(1), 49-56. 

  doi: 10.1016/j.nutres.2009.12.003 

Karki, G. (2020). Apoptosis (Programmed cell death). Retrieved From 

https://www.onlinebiologynotes.com/apoptosis-programmed-cell-death/ 

Kanokmedhakul, S., Lekprom, R., Kanokmedhakul, K., Hahnvajanawong, C., Bua-art, S., 

Saksirirat, W., Prabpai, S. & Kongsaeree, P. (2012). Cytotoxic sesquiterpenes from 

luminescent mushroom Neonothopanus nambi. Tetrahedron, 68, 8216-8266. doi: 

10.1016/j.tet.2012.07.057 

Li, J., Guo, Y., Duan, L., Hu, X., Zhang, X., Hu, J. & Luo, D.X. (2017). AKR1B10 promotes 

breast cancer cell migration and invasion via activation of ERK signaling. Oncotarget, 

8(10), 33694-33703. 

Loganathan, J., Jiang, J., Smith, A., Jedinak, A., Thyagarajan-Sahu, A., Sandusky, G.E., 

Nakshatri, H. & Sliva, D. (2014). The mushroom Ganoderma lucidum suppresses breast-

to-lung cancer metastasis through the inhibition of pro-invasive genes. Int J Oncol, 44(6), 

2009-15. 

Namanusart, W., Saksirirat, W., Hirunsalee, A. & Lekphrom, R. (2013). Efficiency of 

luminescent mush-room, Neonothopanus nambi Speg.for controlling root-knot 

nematodes (Meloidogyne incog-nita Chitwood) in tomatoes. KKU Res J, 18, 814–831. 

Pollard, T.D., Earnshaw, W.C., Lippincott-Schwartz, J. & Johnson, G.T. (2017). Programmed cell 

death. In Cell Biology. (p. 797-815). Philadelphia: Elsevier. 

Sakai,T, & Chihara, G., 1995. Health foods and medicinal usages of mushroom. Food Reviews 

International, 11, 69-81. 

 

 

http://dx.doi.org/10.1016/j.tet.2012.07.057


49 

บรรณานุกรม (ต่อ) 

 

Valastyan, S. & Weinberg, R.A. (2011). Tumor Metastasis: Molecular Insights and Evolving 

Paradigms. Cell, 142(2), 275-292. Retrieved From 

https://doi.org/10.1016/j.cell.2011.09.024 

Shian, T., Abdullah, A., Musa, K. H., Maskat, M.Y. and Ghani, M.A. (2011). Antioxidant 

properties of three banana cultivars (Musa acuminata ‘Berangan’, ‘Mas’ and ‘Raja’) 

extracts. Sains Malaysiana, 41(3), 319 - 314. Retrieved From 

https://core.ac.uk/download/pdf/11492562.pdf 

Sgonc, R. & Gruber, J. (1998). Apoptosis detection: an overview. Experimental Gerontology, 

33(6), 525-533. 

Soni, H., Pandya, G., Patel, P., Acharya, A., Jain, M. & Mehta, A.A. (2011). Beneficial effects of 

carbon monoxide-releasing molecule-1 (CORM-1) on acute doxorubicin cardiotoxicity in 

mice: Role of oxidative stress and apoptosis. Toxicology and Applied Pharmacology, 

153, 70-80. 

Sreelatha, S., Jeyachitra, A. & Padma, P.R. (2011), Antiproliferration and induction of apoptosis 

by Moringa oleifera lerf extract on human cancer cell. Food Chem Toxicol, 49, 1170-5. 

Stevens, A. & Lowe, J. (2000). Pathology (2 nd ed.). New York: Mosby.  

Sye, W.F. (1991). Improvement Method of Extraction and High-Performance Liquid 

Chromatographic Separation of Ganoderic Acid from GanodermaLucidum. J. Chin. 

Chem. Soc, 38(2), 179-182. Retrieved from https://doi.org/10.1002/jccs.199100029 

Thophon, S., Waranusantigul, P., Hanphakphoom, S. & Kangwanrangsan, N. (2016). 

Cytotoxicity and Apoptosis of Cancer Cells by the Crude Extract from Chromoaena 

odorata (L.) King & Robinson, SDU Research Journal Science and Technology, 9(1), 1- 

29. 

Tsenga, Y.H., Yangb, J.H. & Mau, J.L. (2008), Antioxidant properties of polysaccharides from 

Ganoderma tsugae. Food Chemistry, 107(1), 731-738. 

Vitor, M., Almeida, Maximino, Alencar, B., Jéssica, C., Nascimento, Lidia, M.F. & Amorim. 

(2019). Anticancer drug screening: standardization of in vitro wound healing assay. J 

Bras Patol Med Lab, 55(6), 606-619. 

https://doi.org/10.1002/jccs.199100029


50 

บรรณานุกรม (ต่อ) 

 

Sangsopha, W., Lekphrom, R., Florian, T.S., Saksirirat, W., Bua-Art, S., Kanokmedhakul, K. & 

Kanokmedhakul, S. (2019). New p-terphenyl and benzoquinone metabolites from the 

bioluminescent mushroom Neonothopanus nambi, Natural Product Research. Retrieved 

From https://doi.org/10.1080/14786419.2019.1578763. 

Wisetsai, A.,  Lekphrom, R., Bua-art, S., Suebrasri, T., Boonlue, S., Tontapha, S., 

Amornkitbamrung, V., Senawong, T. & Florian, T.S. (2021). Scalarane Sesterterpenoids 

with Antibacterial and Anti-Proliferative Activities from the 

Mushroom Neonothopanus nambi. Molecules, 26(24),7667. Retrieved From 

https://doi.org/10.3390/molecules26247667. 

Word Health Organization. (2020). International Agency for Rescarch on Cancer. Retrieved from 

www.who.int/health-topics/cancer 

Yang, M., Wang, X., Guan, S. & Xia, J. (2007). Analysis of Triiterpenoids in GanodermaIucidum 

Using Liquid Chromatography Coupled with Electrospray Ionization Mass Spectrometry. 

J. Am Soc. Mass Spectrom, 18, 927-939. 

Young, B., O’Dowd, G. & Woodford, P. (2014). Programmed cell death. Wheater’s Functional 

Histology: A Text and Colour Atlas (6 th ed.). Philadelphia: Elsevier, Churchill 

Livingstone. 

Zhao, L., Zhao, G., Du, M., Zhao, Z., Xiao, L. & Hu, X. (2008). Effect of selenium on increasing 

free radical scavenging activities of polysaccharide extracts from a Se-enriched 

mushroom species of the genus Ganoderma. Eur Food Res Technol, 116, 499-505. 

https://sciprofiles.com/profile/1938457
https://sciprofiles.com/profile/author/ZmJjTWdSbkVSS0pTMTZjQTAzcmNRSDcvY2pJNlFodHRFZ0NLRWdpREY4VT0=
https://sciprofiles.com/profile/author/WDkydEhCVXV5TkY5U1BOSDQrQ05idXRka1VmSzhrOHZpTlVjaHJublZWWT0=
https://sciprofiles.com/profile/1076467
https://sciprofiles.com/profile/author/YXBGUExnUXlDSVVPRFE5SXludG5kL294bVJ5U2JlV3NvWjQwNWVZSTNiYz0=
https://sciprofiles.com/profile/1608752
https://sciprofiles.com/profile/637450
https://sciprofiles.com/profile/1937816


 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 
 
 
 
 

ภาคผนวก  

การเตรียมสารเคมีและเทคนิคในการทดลอง 
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การเตรียมสารเคมี 

1. 0.25% Trypsin-EDTA 

        2.5% Trypsin Solution                                                2 มิลลิลิตร 

        EDTA                                                                        50 มิลลิลิตร 

กรองผา่นกระดาษกรอง 0.22 ไมครอน และเกบ็ไวท่ี้อุณหภูมิ  4 องศาเซลเซียส 

 

2.  EDTA 

        EDTA                                                                        0.1   กรัม 

        PBS                                                                          500   มิลลิลิตร 

  ฆ่าเช้ือดว้ยการน่ึงฆ่าเช้ือท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส 15 ปอนดต่์อตารางน้ิว เป็นเวลา 15 

นาที และเกบ็ท่ีอุณหภูมิหอ้ง 

 

3. Phosphate Buffer Saline (PBS) pH 7.4 

        NaCl                                                                           8   กรัม 

        KCl                                                                            0.2 กรัม 

        KH2PO4                                                                     0.2 กรัม 

        Na2HPO4                                                                  1.15 กรัม 

    ปรับค่า pH เป็น 7.4 เติมนํ้ากลัน่ใหไ้ดป้ริมาตรสุดทา้ย 1 ลิตร ฆ่าเช้ือดว้ยน่ึงฆ่าเช้ือท่ีอุณหภูมิ 

121 องศาเซลเซียส 15 ปอนดต่์อตารางน้ิว เป็นเวลา 15 นาที แลว้เกบ็ไวท่ี้หอ้งอุณหภูมิหอ้ง 

 

 4. Complete growth medium; DMEM (stock) 1 ลติร 

  DMEM        13.4 กรัม 

  NaHCO3        3.7 กรัม 

  1 M HCL               2,000 ไมโครลิตร 

  นํ้ากลัน่                  1,000 มิลลิลิตร 

ผสมทั้งหมดเขา้ดว้ยกนัแลว้ปรับ pH ใหอ้ยูใ่นช่วง 7.3 ดว้ย HCl จากนั้นจึงกรองผา่น

กระดาษกรอง 0.2 ไมครอน แลว้เกบ็ดว้ย Syringe Filter ไวท่ี้ 4 องศาเซลเซียส 
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 5. DMEM + ร้อยละ 10 fetal bovine serum 

  DMEM (stock)      100 มิลลิลิตร 

  Fetal Bovine Serum       10 มิลลิลิตร  

 ผสม DMEM กบั Fetal Bovine Serum เขา้ดว้ยกนันาํมาแบ่งใส่ภาชนะปราศจากเช้ือแลว้ ให้

มีความเขม้ขน้ร้อยละ 10 ในสภาพปลอดเช้ือ 

 

6. DAPI stock solution (1 มิลลกิรัม/มิลลลิติร) 

        DAPI                                                                              1 มิลลิกรัม 

        Distilled Water                                                               1 มิลลิลิตร 

       เกบ็ไวท่ี้อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส 

 

7. DAPI working solution (1 ไมโครกรัม/มิลลลิติร) 

        DAPI Stock Solution (1 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร)                  1 ไมโครลิตร 

        Methanol                                                                     999 ไมโครลิตร 

       เกบ็ท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 

 

8. 10% Glycerol in PBS 

        Glycerin 99%                                                             100 ไมโครลิตร 

        PBS                                                                            890 ไมโครลิตร 

เกบ็ท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 

 

การเตรียมสารละลายมาตรฐาน Quercetin 

 

เตรียม Quercetin ท่ีความเขม้ขน้ 1 มิลลิกรัม/มิลลิลิตรโดยชัง่ Quercetin 10 มิลลิกรัม ละลาย

ใน Absolute CH2CL2 10 มิลลิลิตร จากนั้นเจือจางเป็น 100, 80, 40, 20, 10, 5 และ 2.5 ไมโครกรัม/

มิลลิลิตร เพื่อสร้างเป็นกราฟมาตรฐาน 
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การเตรียมสารละลายมาตรฐาน Gallic Acid 

 

เตรียม Stock Solution ท่ีความเขม้ขน้ 1 มิลลิกรัม/มิลลิลิตรโดยชั่งสารมาตรฐาน Gallic 

Acid 10 มิลลิกรัม ละลายใน Absolute CH2CL2 10 ml. จากนั้นเจือจางเป็น 100, 80, 40, 20, 10, 5 

และ 2.5 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร เพื่อสร้างเป็นกราฟมาตรฐาน 
 

เทคนิคในการทดลองและการคาํนวณ 

 

1. การเปลีย่นอาหารเลีย้งเซลล์ 

 

         1. ดูดอาหารเล้ียงใน Flask เดิมออกใหห้มดแลว้ท้ิงไป 

        2. เติมอาหารท่ีเป็น Complete Medium เล้ียงใหม่ลงไปในขวดเดิม 

         3. นาํ Flask เซลลไ์ปไวใ้นตูใ้นตูบ่้มเซลลอุ์ณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ท่ีมีคาร์บอนได้

ออกไซด ์5% 

 

2. การเพาะเลีย้งเซลล์ 

 

         1. ดูดอาหารเล้ียงเซลลอ์อกใหห้มด 

2. ลา้งเซลลด์ว้ย PBS 2 รอบ 

3.  เ ติมทริปซิน  EDTA ปริมาตร 1.5 มิลลิลิตร ลงใน  Flask เพาะเล้ียงเซลล์ ท้ิงไว้ท่ี

อุณหภูมิหอ้ง 1 นาที แลว้เติมอาหารท่ีเป็น Complete Medium ลงไปเพื่อให ้FBS ในอาหารยบัย ั้งการ

ทาํงานของ Trypsin  

4. ดูดเป่าเซลลท่ี์ถูก Trypsinize เบาๆดว้ย Seropipette หรือ trip ท่ีปลอดเช้ือ แลว้นาํเซลลท่ี์      

แขวนลอย (Suspension cell) ย้ายไปใน 15 ml Centrifuge tube แล้วนําไปป่ันเหวี่ยง ท่ี เค ร่ือง 

Centrifuge ท่ีความเร็วรอบ 1,500 rpm นาน 5 นาที อุณหภูมิหอ้ง เพื่อให้เซลลต์กตะกอนเป็น Pellet 

Cell อยูก่น้หลอด 

5. เติม Complete Medium ปริมาตร 10 มิลลิลิตร ลงใน Flask แล้ว Resuspend เซลล์ท่ี

ตกตะกอนดว้ย Complete Medium ใหม่ 10 มิลิลิตร 
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6. ดูด Cell Suspension จากขอ้ 5 ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ใส่ลงใน Flask ใหม่ท่ีมี Complete 

Medium แลว้ทาํให้เซลลก์ระจายทัว่ Flask จากนั้นนาํไปเล้ียงต่อในตูเ้ล้ียงเซลล ์37 องศาเซลลเ์ซียส 

ท่ีมีคาร์บอนไดออกไซด ์5% (co2 Incubator) 

 

3. การนับเซลล์โดยใช้ Hemocytometer 

 

1. นาํเซลลม์า 20ไมโครลิตร ผสมกบัร้อยละ 0.2 ของ trypan blueใน PBS 20 มิลลิลิตร ผสม

กนัในหลอด Microtube จากนั้นใช ้Micropipette ดูดเซลลท่ี์ยอ้มดว้ยสี Trypan blue ปริมาตร 11 

ไมโครลิตร 

2. เติมลงในช่องวา่งระหวา่ง Cover Slip ของ Hemocytometer 

3. นับเซลล์ภายใต้กล้องจุลทรรศน์เลนส์ประกอบ นับเซลล์ภายในช่อง A (ภาพ A) ซ่ึง

จาํนวนเซลลท่ี์ นบัไดจ้ะเป็นจาํนวนเซลลท่ี์มีอยูใ่นปริมาตร 0.1 ตารางเซนติเมตร (แต่ละช่องมีพื้นท่ี 

1 ตาราง มิลลิเมตร และมีความลึก 0.1 มิลลิเมตร) นับทั้ง 4 ช่องนาํจาํนวนท่ีนับไดไ้ปคาํนวณหา

จาํนวนเซลลท์ั้งหมด (Total Cell Count) ในปริมาตร 1 ตารางเซนติเมตร และหาค่าร้อยละการรอด

ชีวิตของเซลล ์(%viability) โดยใชสู้ตร 

สูตรการหาจาํนวนเซลลท์ั้งหมด (Total Cell Count) 

t = ( X x d ) x 104 

        n 

t = total cell count (เซลล/์มิลลิเมตร) 

X = จาํนวนเซลลท์ั้งหมดท่ีนบัไดใ้น 4 ช่อง A (ทั้งเซลลท่ี์มีชีวิตและเซลลท่ี์ไม่มีชีวิต) 

(เซลลท่ี์มีชีวิตจะไม่ติดสีนํ้าเงินของ Trypan Blue) 

d = อตัราส่วนระหวา่ง Trypan blue กบั เซลล ์(Dilution Factor)  

n = จาํนวนช่องท่ีนบั (เช่น นบั 4 ช่อง กห็ารดว้ย 4) 

 

4. การคาํนวณความเข้มข้นสารและการ Seed เซลล์ 

 

         1. ภายหลงัจากการทาํ Trypsinization เพื่อแยกเซลลอ์อกมาจากการยดึเกาะ 

         2. นบัจาํนวนเซลลต์ามวิธีในภาคผนวก ข ขอ้ 3. 

         3. ทาํใหเ้ซลลมี์ความเขม้ขน้ต่างๆตามท่ีตอ้งการดว้ยสูตร 

C1V1 = C2V2 
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โดยท่ี  

C1 = ความเขม้ขน้ท่ีไดจ้ากการนบัโดยใช ้Hemocytometer 

V1 = ปริมาตรของสารละลายเซลลท่ี์ไดจ้ากการ Trypsinization 

C2 = ความเขม้ขน้ของเซลลท่ี์ตอ้งการ 

V2 = ปริมาตรของสารละลายเซลลท่ี์ตอ้งการ 

         ซ่ึงจะใส่เซลลท่ี์ทาํการเจือจาง แลว้ไวใ้น Eppendolf  หรือ Centrifuge Tube แลว้จึงนาํไปใช้

ในเวลาอนัรวดเร็ว 

สูตรการหาค่าร้อยละการรอดชีวิตของเซลล ์(%viability) 

 

Viability (%) = 100 × OD570Sample/ OD570 Blank (control) 

 

 
 

ภาพ A ตารางนบัเซลลใ์น 
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