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บทคั ดย่อ ภาษาไทย 

นิศากร พรสมชัย : ฤทธิ์ต้านมะเร็งและฤทธิ์ต้านการดื้อยาของไดไฮโดรอาร์เทมิสินินใน
เซลล์มะเร็งเต้านมที่ดื้อต่อทาม็อกซิเฟน (ANTICANCER AND DRUG RESISTANT 
REVERSAL EFFECTS OF DIHYDROARTEMISININ ON TAMOXIFEN RESISTANT 
BREAST CANCER CELLS) อ.ที่ปรึกษาวิทยานิพนธ์หลัก: อ. ดร. พญ.วรรณรัศมี เกตุชาติ, 
อ.ที่ปรึกษาวิทยานิพนธ์ร่วม: ผศ. ดร.วัชรี ลิมปนสิทธิกุล{, 85 หน้า. 

มะเร็งเต้านมจัดเป็นปัญหาสาธารณสุขที่ส าคัญของไทย ถึงแม้ว่าปัจจุบันจะมีการรักษาที่ดี
ขึ้น แต่กลับพบว่าผู้ป่วยมะเร็งเต้านมชนิดที่มีการแสดงออกของตัวรับเอสโตรเจนในระยะลุกลาม ร้อย
ละ 40 มีการพัฒนาของโรคจนเกิดการดื้อต่อยาทาม็อกซิเฟนที่ใช้รักษา น าไปสู่การลุกลามและ
แพร่กระจายไปยังอวัยวะต่างๆ ไดไฮโดรอาร์เทมิสินินเป็นสารกึ่งสังเคราะห์ที่ ได้จาก
พืช Artemisia annua สามารถยับยั้งการเจริญเติบโตของเซลล์มะเร็งได้หลายชนิด ในการศึกษานี้จึง
ตรวจสอบผลของไดไฮโดรอาร์เทมิสินินในการยับยั้งการรอดชีวิต การเคลื่อนที่ การลุกลาม การเพ่ิม
ความไวต่อยาทาม็อกซิเฟน และศึกษากลไกการออกฤทธิ์ในระดับโมเลกุลของไดไฮโดรอาร์เทมิสินิน 
ผลการศึกษาพบว่าไดไฮโดรอาร์เทมิสินินมีฤทธิ์ต้านมะเร็งต่อเซลล์มะเร็งเต้านมชนิด  MCF-7 และ
เซลล์มะเร็งเต้านมที่ดื้อต่อยต้านฮอร์โมน MCF-7/LCC-2 โดยสัมพันธ์กับขนาดที่ได้รับสาร และยัง
สามารถลดการแสดงออกของ c-MYC ซึ่งท าหน้าที่เป็น positive regulator ในวัฏจักรเซลล์ที่
เกี่ยวข้องกับการเพ่ิมจ านวนของเซลล์ เมื่อศึกษาการออกฤทธิ์ร่วมกับยาทาม็อกซิเฟน พบว่าไดไฮโดร
อาร์เทมิสินินไม่ท าให้เกิดการเปลี่ยนแปลงระดับของการดื้อยาในเซลล์  โดยไม่มีการเปลี่ยนแปลง
ยีน NcoA3 ที่ท าหน้าที่เป็น co-activator ในกระบวนการถอดรหัสยีนเป้าหมายของตัวรับเอสโตร
เจน เมื่อท าการศึกษาเพ่ิมเติมพบว่าสารที่ใช้ทดสอบมีความสามารถยับยั้งการเคลื่อนที่และการลุกลาม
ของเซลล์มะเร็ง เต้านมที่ดื้อต่อยาทาม็อกซิ เฟน  โดยมีการแสดงออกของยีน  MMP-
9 แ ล ะ  CXCR4 ล ด ล ง อ ย่ า ง มี นั ย ส า คั ญ  แ ต่ ไ ม่ มี ก า ร เ ป ลี่ ย น แ ป ล ง ก า ร แ ส ด ง ออก ข อ ง
ยีน Vimentin และ E-cadherin แสดงว่าสารทดสอบไม่มีการออกฤทธิ์ยับยั้งการเคลื่อนที่ของเซลล์
ผ่านทางกระบวนการ epithelial-mesenchymal transition กล่าวโดยสรุป ผลการศึกษาในครั้งนี้
แสดงให้เห็นเป็นครั้งแรกว่าไดไฮโดรอาร์เทมิสินินมีคุณสมบัติต้านเซลล์มะเร็งเต้านมชนิดที่มีการ
แสดงออกของตัวรับเอสโตรเจนทั้งชนิดที่ไม่ดื้อยาและชนิดที่ดื้อต่อยาทาม็อกซิเฟน และยับยั้งการ
ลุกลามของเซลล์มะเร็งที่ดื้อต่อยาทาม็อกซิเฟน ซึ่งอาจจะเป็นยาชนิดใหม่ส าหรับใช้รักษาหรือใช้
ร่วมกับยาทาม็อกซิเฟน ในการเพ่ิมประสิทธิภาพของการรักษาในผู้ป่วยมะเร็งเต้านมชนิดที่ดื้อต่อยา
ต้านฮอร์โมนเอสโตรเจน 
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Approximately 40% of advanced stage estrogen receptor positive breast 
cancer patients developed tamoxifen resistance, resulted in tumor recurrence and 
metastasis.  Dihydroartemisinin (DHA) is a semi-synthetic compound found in the 
traditional Chinese plant called Artemisia annua. DHA have been shown to inhibit 
cell proliferation of various cancer cells. This study examined the inhibitory effects of 
DHA on cancer cell proliferation, migration, invasion and  enhancement of tamoxifen 
sensitivity. The results demonstrated DHA could inhibit cell proliferation of ER 
positive breast cancer cells and endocrine resistance breast cancer cells in dose 
dependent manner. DHA decrease mRNA expression of c-MYC, the positive regulator 
of cell proliferation in cell cycle. The combination of DHA and tamoxifen (TAM) did 
not increase tamoxifen sensitivity of tamoxifen resistant cells and had no effect 
on important ER co-activator, NcoA3 involved in tamoxifen resistance. Moreover, DHA 
could inhibit cell migration and invasion of tamoxifen resistant cells by significantly 
decreasing MMP-9 and CXCR4 mRNA expression which are the invasive factors. On 
the contrary, DHA had no effect on epithelial-mesenchymal transition process. In 
summary, DHA had anticancer effects in the estrogen receptor positive breast cancer 
and endocrine resistance breast cancer cells and inhibited cell invasion. DHA 
has potential to be developed as a novel therapy for treatment in estrogen receptor 
positive breast cancer. 
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บทที่ 1 
บทน า 

1.1 ความส าคัญและที่มาของปัญหาการวิจัย 

มะเร็งเต้านม (breast cancer) เป็นมะเร็งชนิดหนึ่งที่พบมากทั่วโลก จัดเป็นปัญหาสาธารณสุข
หลักที่ส าคัญ  จากการรายงานของสถาบันวิจัยมะเร็งประเทศอังกฤษในปี พ.ศ. 2554 พบโรคมะเร็ง
เต้านมมากเป็นอันดับ 2 ของมะเร็งที่พบทั่วโลก โดยมีอัตราการเสียชีวิตของผู้หญิงทั่วโลกอยู่ที่ร้อยละ 
14 (Jemal et al., 2011) จากสถิติของสถาบันมะเร็งแห่งชาติพบผู้หญิงไทยป่วยด้วยโรคมะเร็งเต้านม
มากเป็นอันดับ 1 และมีอุบัติการณ์การเกิดโรคอยู่ที่ 20.5 คนต่อประชากร 100,000 คน และพบว่า
กว่าร้อยละ 70 ของผู้ป่วยโรคมะเร็งเต้านมจัดอยู่ในชนิดที่มีการแสดงออกของตัวรับเอสโตรเจน 
(estrogen receptor positive) (Al Saleh, Sharaf, & Luqmani, 2011; Anderson, Chatterjee, 
Ershler, & Brawley, 2002) 

องค์กร US national institutes of Health (NIH) แนะน าว่าผู้ป่วยมะเร็งเต้านมชนิดที่มีการ
แสดงออกของตัวรับเอสโตรเจนหลังจากได้รับการผ่าตัดควรได้รับการรักษาด้วยยาอย่างต่อเนื่องเป็น
เวลา 5 ปี (Yang et al., 2010) ปัจจุบันยาที่นิยมน ามาใช้รักษาเป็นยาตัวแรกคือยาทาม็อกซิเฟน 
(tamoxifen) ซึ่งเป็นยาในกลุ่ม selective estrogen receptor modulators (SERMs) เป็นยาที่ไป
ออกฤทธิ์จับกับตัวรับเอสโตรเจน (estrogen receptor หรือ ER) ยับยั้งการท างานของฮอร์โมน
เอสโตรเจน ไม่ให้เกิดการเหนี่ยวน าการเจริญเติบโตของเซลล์มะเร็ง (Brauch & Jordan, 2009) ซึ่ง
ปัญหาที่พบหลังจากให้การรักษาด้วยยา tamoxifen ในช่วงระยะเวลา 1-3 ปี คือผู้ป่วยมะเร็งเต้านม
ประมาณ 40% มีการพัฒนาของโรคจนเกิดการดื้อต่อยา (resistance) (Ring & Dowsett, 2004)   
ท าให้เซลล์มะเร็งเต้านมมีความสามารถในการอยู่ รอด (survival) เจริญเติบโต มีการลุกลาม 
(invasion) ไปยังเนื้อเยื่อบริเวณอ่ืนและสุดท้ายเกิดการแพร่กระจาย (metastasis) ไปยังอวัยวะต่างๆ 
ของร่างกาย เช่นปอดและสมอง น าไปสู่การเสียชีวิตในที่สุด จากสาเหตุดังกล่าวซึ่งเป็นปัญหาที่ส าคัญ 
ทางสาธารณสุข จึงมีการค้นคว้ายาใหม่ที่จะน ามาช่วยในการรักษาโรคมะเร็งเต้านมในผู้ป่วยที่ดื้อต่อยา 
tamoxifen เพ่ือช่วยให้ผู้ป่วยมีชีวิตที่ยาวนานขึ้น 

จากการศึกษาที่ผ่านมาของ Mohseni และคณะในปี พ.ศ. 2557 พบการแสดงออกของยีน 
MACROD2 ที่เพ่ิมสูงขึ้นในผู้ป่วยมะเร็งเต้านมที่ดื้อต่อยา tamoxifen เมื่อเปรียบเทียบกับผู้ป่วยมะเร็ง
เต้านมที่ไม่มีการดื้อต่อยา และเมื่อท าการศึกษาต่อโดยการลดการแสดงออกของยีน MACROD2 
พบว่าสามารถลดการดื้อยาของเซลล์มะเร็งเต้านมชนิดดื้อต่อยา tamoxifen ได้ (Mohseni et al., 
2014) MACROD2 จึงเป็นยีนใหม่ที่มีบทบาทที่ส าคัญต่อการเกิดการดื้อยาและการพยากรณ์โรค 
รวมทั้งอาจเป็นเป้าหมายในการคิดค้นยาที่จะน ามารักษาต่อไป 
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จากการศึกษาที่ผ่านมาพบว่าอาร์เทมิสินิน (artemisinin หรือ ART) เป็นสารกึ่งสังเคราะห์จาก
พืช Artemisia annua ซึ่งมีโครงสร้างเป็น sesquiterpene lactone ปัจจุบันมีการน าอนุพันธุ์ของ
สารนี้มาใช้เป็นยาต้านมาลาเรียและยังมีฤทธิ์ต้านมะเร็งหลายชนิด โดยออกฤทธิ์ท าลายสภาวะออกซิ
เดชั่น เหนี่ยวน าให้เกิดการตายแบบ apoptosis ยับยั้งวัฏจักรของเซลล์ ยับยั้งการสร้างหลอดเลือด 
ขัดขวางการแพร่กระจายของเซลล์มะเร็งผ่านทางระบบต่อมน้ าเหลือง และช่วยเพ่ิมความไวต่อรังสี
รักษาเป็นต้น (Y. Y. Lu et al., 2009; Nakase et al., 2009; Nakase, Lai, Singh, & Sasaki, 
2008; Oh, Kim, Singh, Lai, & Sasaki, 2009; Z. Wang et al., 2012; Youns et al., 2009) จาก
การศึกษาพบว่าสาร metabolite หลักของ ART ได้แก่ไดไฮโดรอาร์เทมิสินิน (dihydroartemisinin  
หรือ DHA) มีฤทธิ์ต้านมาลาเรียและฤทธิ์ต้านมะเร็งที่สูงกว่าอนุพันธ์ชนิดอ่ืนๆ ของ ART โดย DHA 
ละลายตัวได้ดีในน้ า มีการดูดซึม การคงตัวสูงในการทดสอบทางคลินิก และมีฤทธิ์ลดการเจริญเติบโต 
การลุกลามและแพร่กระจายของเซลล์มะเร็งเต้านมชนิดที่ไม่แสดงออกของตัวรับเอสโตรเจ (ER 
negative) ได้ดี (Zhang et al., 2014) จากการศึกษาของ Chen และคณะพบว่า DHA สามารถ
ยับยั้งการเพ่ิมจ านวนของเซลล์มะเร็งตับอ่อนโดยมีการลดลงของระดับ c-MYC และ Cyclin-D 
(Chen, Sun, Pan, Jiang, & Sun, 2009) นอกจากยีนทั้งสองมีคุณสมบัติการเพ่ิมจ านวนของเซลล์
แล้ว ยังเป็น ER target gene อีกด้วย นอกจากนี้ยังมีการศึกษาพบว่า NF-kB มีความสัมพันธ์กับฤทธิ์
ต้านมะเร็งของ DHA โดยการ DHA ออกฤทธิ์ยับยั้งการท างานของ NF-kB ส่งผลให้เกิดการยับยั้งการ
สร้างหลอดเลือดของเซลล์มะเร็งปอด (Crespo-Ortiz & Wei, 2012) ลดการเพ่ิมจ านวนและการ
แพร่กระจายของเซลล์มะเร็งตับอ่อน (Hwang et al., 2010) และจากการศึกษาที่ผ่านมาพบว่ากลไก
การดื้อยาต้านฮอร์โมนนั้นเกิดจากการส่งสัญญาณการท างานผ่าน pathway ของ NF-kB ได้เช่นกัน 
เมื่อทดสอบโดยการให้ยาทาม็อกซิเฟน ในเซลล์มะเร็งเต้านมชนิดที่มีตัวรับเอสโตรเจน พบว่าสามารถ
กระตุ้นการท างานของ NF-kB ให้เกิดการเจริญเติบโตและเพ่ิมความอยู่รอดของเซลล์น าไปสู่การ
พัฒนาเป็นเซลล์มะเร็งที่ดื้อต่อยาต้านฮอร์โมนในที่สุด (Sas et al., 2012) จากข้อมูลดังกล่าวแสดงให้
เห็นว่า NF-kB มีความสัมพันธ์กับการดื้อยาต้านฮอร์โมนและขณะเดียวกัน DHA สามารถยับยั้งการ
ท างานของ NF-kB ได้เช่นกัน ผู้วิจัยจึงตั้งสมมติฐานว่า DHA จึงน่าจะมีประสิทธิภาพในการยับยั้งการ
เจริญเติบโตของมะเร็งเต้านมที่ดื้อต่อยาทาม็อกซิเฟนได้  

อย่างไรก็ตาม มีการศึกษาพบว่า DHA ออกฤทธิ์ยับยั้งการเจริญของเซลล์ของเซลล์มะเร็งหลาย
ชนิด แต่ยังไม่มีการศึกษาเกี่ยวกับฤทธิ์ของ DHA ต่อเซลล์มะเร็งเต้านมชนิดดื้อยาต้านฮอร์โมน ซึ่งเป็น
ปัญหาหลักที่ส าคัญของสาธารณสุขทั่วโลก  ดังนั้นงานวิจัยนี้จึงมีวัตถุประสงค์เพ่ือศึกษาผลของ DHA 
ต่อการเหนี่ยวน าให้เกิดการตอบสนองต่อการรักษาและลดฤทธิ์การดื้อยาต้านฮอร์โมนในเซลล์มะเร็ง
เต้านมที่ดื้อต่อยา tamoxifen รวมถึงการศึกษากลไกของ DHA ในการยับยั้งการเจริญเติบโตของเซลล์ 
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การลุกลามและการแพร่กระจายไปสู่เนื้อเยื่อบริเวณข้างเคียง ซึ่งเป็นสาเหตุการเสียชีวิตที่ส าคัญของ
ผู้ป่วยมะเร็ง 

 
1.2 ค าถามของการวิจัย  

1 DHA มีฤทธิ์ต้านมะเร็งในเซลล์มะเร็งเต้านมชนิดที่มีตัวรับเอสโตรเจนหรือไม่ 
2 DHA สามารถเพ่ิมความไวต่อยา tamoxifen ในเซลล์มะเร็งเต้านมชนิดที่มีตัวรับเอสโตรเจนที่

ดื้อต่อยา tamoxifen ได้หรือไม ่
 

1.3 วัตถุประสงค์ของการวิจัย  

1 เพ่ือศึกษาฤทธิ์ต้านมะเร็งของ DHA ต่อเซลล์มะเร็งเต้านมชนิดที่มีตัวรับเอสโตรเจน 
 2 เพ่ือศึกษาฤทธิ์ของ DHA ในการเพ่ิมความไวต่อยา tamoxifen ในเซลล์มะเร็งเต้านมชนิดที่มี

ตัวรับเอสโตรเจนที่ดื้อต่อยาทาม็อกซิเฟน  
 

1.4 สมมติฐาน 

1 DHA มีฤทธิ์ต้านมะเร็งในเซลล์มะเร็งเต้านมชนิดที่มีตัวรับเอสโตรเจน 

2 DHA มีฤทธิ์ในการเพ่ิมความไวต่อยา tamoxifen ในเซลล์มะเร็งเต้านมชนิด ที่มีตัวรับเอสโตร

เจนที่ดื้อต่อยา tamoxifen 
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1.5 กรอบแนวคิดงานวิจัย 
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ในงานวิจัยนี้จะท าการทดสอบฤทธิ์ต้านมะเร็ง (anticancer) และฤทธิ์ในการเพ่ิมความไวต่อ
ยา tamoxifen ของ DHA ในเซลล์มะเร็งเต้านมชนิด MCF-7, MCF-7/LCC-2 ในส่วนของฤทธิ์การ
ต้านมะเร็งนั้นจะท าการทดสอบผลของ DHA ในการยับยั้งการรอดชีวิต การลุกล้ า การแพร่กระจาย
ของเซลล์มะเร็ง และการแสดงออกของยีนที่เกี่ยวข้องกับขบวนการข้างต้น และจะท าการทดสอบเพ่ือ
ศึกษาฤทธิ์ในการเพ่ิมความไวต่อยา tamoxifen เมื่อให้ร่วมกับ DHA และตรวจวัดการแสดงออกของ
ยีนที่เกี่ยวข้องกับขบวนการการดื้อต่อยา tamoxifen หลังจากได้รับ DHA  

 
1.6 ค าส าคัญ 

Dihydroartemisinin, tamoxifen, drug resistance, breast cancer cells, MACROD2 
 
1.7 รูปแบบงานวิจัย 

การวิจัยเชิงทดลองในห้องปฎิบัติการ (laboratory experimental research) 
 
1.8 ประโยชน์ที่คาดว่าจะได้รับ  

ทราบถึงฤทธิ์ของ DHA ต่อเซลล์มะเร็งเต้านมชนิดที่ดื้อต่อยาต้านฮอร์โมน tamoxifen โดย
สามารถน าข้อมูลที่ได้จากการศึกษาไปใช้เป็นข้อมูลพื้นฐานในการพัฒนายารักษามะเร็งเต้านมและเพ่ือ
ใช้ศึกษาต่อในกลไกการออกฤทธิ์ระดับโมเลกุลเพ่ือเป็นอีกหนึ่งทางเลือกในการรักษาโรคมะเร็งเต้านม
ชนิดดื้อต่อยาต้านฮอร์โมนต่อไป  
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บทที่ 2  
เอกสารและงานวิจัยที่เกี่ยวข้อง 

2.1 มะเร็งเต้านม (Breast cancer) 

ปัจจุบันโรคมะเร็งเป็นสาเหตุการตายที่ส าคัญของประชากรทั่วโลก โดยพบอุบัติการณ์การเกิด
โรคมะเร็งเต้านมสูงที่สุดถึงร้อยละ 15-20 ในประชากรหญิงทั่วโลก (Noori & Hassan, 2012) แม้ว่า
อัตราการตายของผู้ป่วยมะเร็งเต้านมลดลงถึงร้อยละ 25 ในระยะเวลา 20 ปีที่ผ่านมาเนื่องจากมีการ
วินิจฉัยได้เร็วและรักษาได้อย่างถูกต้อง แต่อุบัติการณ์การเกิดโรคยังคงเพ่ิมขึ้นสูงในประชากรหญิง 
(Siegel, Naishadham, & Jemal, 2012) 

มะเร็งเต้านมเกิดจากความผิดปกติของเซลล์ที่อยู่ภายในท่อน้ านมหรือต่อมน้ านม เซลล์เหล่านี้
จะมีการแบ่งตัวผิดปกติไม่สามารถควบคุมได้ และมักจะมีการแพร่กระจายไปตามทางเดินน้ าเหลือง 
ไปสู่อวัยวะที่ใกล้เคียงเช่น ต่อมน้ าเหลืองที่รักแร้ หรือแพร่กระจายไปสู่อวัยวะที่อยู่ห่างไกล เช่น 
กระดูก ปอด ตับ และสมอง เช่นเดียวกับมะเร็งชนิดอ่ืนๆ เมื่อเซลล์มะเร็งมีจ านวนมากขึ้นก็จะมีการ
แย่งสารอาหารและปล่อยสารบางอย่างที่เป็นอันตรายและท าลายอวัยวะต่างๆ จนท าให้ผู้ป่วยเสียชีวิต
ในที่สุด (Head neck and breast surgery Siriraj hospital, 2012) 

 
ปัจจัยเสี่ยงของการเกิดมะเร็งเต้านม 

- การได้รับเอสโตรเจนเป็นระยะเวลานานสามารถเพ่ิมความเสี่ยงการเกิดมะเร็งเต้านมใน

ประชากรที่มีประจ าเดือนก่อนอายุ 12 ปี (menarche) จากการศึกษาที่ผ่านมาพบว่าผู้ป่วยที่

เริ่มมีประจ าเดือนช้ากว่าปกติ 2 ปี จะมีโอกาสเสี่ยงในการเกิดมะเร็งเต้านมเพ่ิมขึ้นถึง 10% 

(Brinton, Schairer, Hoover, & Fraumeni, 1988) อายุในช่วงวัยหมดประจ าเดือน 

(menopause) มากกว่า 55 ปีมีผลต่อการเกิดมะเร็งเต้านมเช่นกัน โดยระยะเวลา 5 ปีที่

เพ่ิมขึ้นจะเพ่ิมความเสี่ยงต่อการเกิดโรคมะเร็งเต้านมถึง 17% (Hsieh, Trichopoulos, 

Katsouyanni, & Yuasa, 1990) เนื่องจากมีการเพิ่มระยะเวลาที่สัมผัสกับเอสโตรเจนมากขึ้น  

- ผู้หญิงที่ไม่เคยผ่านการคลอดบุตรและผู้หญิงที่ตั้งครรภ์ในช่วงอายุหลัง 30 ปีขึ้นไป เหล่านี้

พบว่าท าให้เพิ่มความสามารถการแบ่งตัวของเซลล์ (mitotic activity) สูงขึ้น  

- ผู้ป่วยวัยหมดประจ าเดือนที่ได้รับฮอร์โมนทดแทนทั้งเอสโตรเจน และเอสโตรเจนร่วมกับโป

รเจสติน พบมีความเสี่ยงในการเกิดมะเร็งเต้านมสูงกว่ากลุ่มที่ไม่ได้รับฮอร์โมนทดแทนถึง 

2.2% ต่อปี (Pike, Spicer, Dahmoush, & Press, 1993)  
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- ผู้ป่วยที่มีระดับของฮอร์โมนเทสโทสเตอโรนสูง จะมีความเสี่ยงต่อการเกิดมะเร็งเต้านมชนิดที่

มีการแสดงออกของตัวรับเอสโตรเจนสูงกว่าผู้ป่วยที่มีระดับฮอร์โมนต่ าประมาณ 4-5 เท่า 

และเพ่ิมโอกาสในการแพร่กระจายของมะเร็งเต้านมชนิดที่มีการแสดงออกของตัวรับเอสโตร

เจนถึง 2% ในระยะเวลา 5 ปี เนื่องจากฮอร์โมนเทสโทสเตอโรนจะถูกเอนไซม์อโรมาเทส

เปลี่ยนแปลงให้เป็นเอสตราไดโอล (estradiol) เข้าจับกับ ER เข้าสู่กระบวนการ 

transcription ของยีนและเกิดการเพ่ิมจ านวนของเซลล์ตามมา (Cummings et al., 2005) 

- การกลายพันธุ์ของยีน BRCA1 และ BRCA2 ซึ่งเป็น tumor suppressor gene ที่มีบทบาท

ส าคัญในการควบคุมกระบวนการ transcription เมื่อเกิดการกลายพันธ์จึงไม่สามารถควบคุม

การท างานให้เป็นปกติ เซลล์มีการแบ่งตัวที่เพ่ิมสูงมากขึ้นตามมา พบว่ามีความสัมพันธ์กับ

การเกิดมะเร็งเต้านมในวัยก่อนหมดประจ าเดือนเช่นกัน  

- โรคอ้วนเป็นปัจจัยหนึ่งที่ท าให้เกิดมะเร็งเต้านมในผู้ป่วยวัยหมดประจ าเดือน โดยจะมีการ

ผลิตฮอร์โมนเอสโตรเจนจากเนื้อเยื่อไขมัน (adipose tissue) ได้สูงมากกว่าผู้ป่วยที่น้ าหนัก

ตัวปกติ จึงมีการท างานของเอสโตรเจนที่เพ่ิมสูงขึ้น (Pike et al., 1993) 

ชนิดของมะเร็งเต้านม (Type of breast cancer) 
ชนิดของมะเร็งเต้านมแบ่งตามโมเลกุลของเซลล์ (molecular classification) ได้เป็น 4 

ประเภท (Selvi et al., 2015) เพ่ือสะดวกต่อการจ าแนกวิธีและชนิดของยาที่ใช้ในการรักษาผู้ป่วย 
1. luminal A  ชนิดนี้จะมีการแสดงออกของที่มีการแสดงออกของตัวรับเอสโตรเจนและ ยีน

ต่างๆ ที่มีความเกี่ยวข้องกับ ER ในระดับที่สูง แต่มีการแสดงออกของยีนที่เกี่ยวข้องกับการ 

proliferation ต่ า มีการพยากรณ์โรคที่ดีเมื่อเปรียบเทียบกับชนิดอื่น 

2. luminal B ชนิดนี้จะมีการแสดงออกของ ER ที่ต่ า แต่มีการแสดงออกของ ER-related 

gene และ ยีนที่เกี่ยวข้องกับการ proliferation ที่สูง มีการพยากรณ์โรคที่ด้อยกว่า luminal 

A 

3. HER2+ related ชนิดนี้จะไม่มีการแสดงออกของ ER แต่มีการแสดงออกของยีนในกลุ่ม 

HER2+ ที่มากกว่าปกติ ได้แก่ GRB7 และ TOP2A มีการเกิด proliferation ที่สูง มีการ

พยากรณ์โรคที่ไม่ด ีมีอาการทางคลินิคท่ีค่อนข้างรุนแรง 

4. basal-like ชนิดนี้มีการพยากรณ์โรคที่ ไม่ดี เช่นกัน โดยอาจเรียกได้ อีกชื่อคือ triple 

negative คือไม่มีการแสดออกของ ER, progesterone receptor (PR) และ HER2  
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ระยะของมะเร็งเต้านมแบ่งตามลักษณะทางคลินิค (Clinical staging of breast cancer) 
มะเร็งเต้านมสามารถแบ่งออกเป็น 4 ระยะ ได้แก่  
ระยะที่ 1 ก้อนมะเร็งมีขนาดเล็กกว่า 2 ซม. และยังไม่มีการแพร่กระจายไปยังต่อม

น้ าเหลืองที่รักแร้ 
ระยะที ่2 ก้อนมะเร็งมีขนาดระหว่าง  2 - 5  ซม. และ/หรือมีการแพร่กระจายของ

เซลล์มะเร็งไปยังต่อมน้ าเหลืองที่รักแร้ข้างเดียวกัน 
ระยะที ่3 ก้อนมะเร็งมีขนาดใหญ่กว่า 5 ซม. แพร่กระจายไปยังต่อมน้ าเหลืองที่รักแร้

ข้างเดียวกันอย่างมาก จนท าให้ต่อมน้ าเหลืองเหล่านั้นมารวมติดกันเป็น
ก้อนใหญ่หรือติดแน่นกับอวัยวะข้างเคียง 

ระยะที ่4 ก้อนมะเร็งมีขนาดโตเท่าไหร่ก็ได้ แต่พบว่ามีการแพร่กระจายไปยังส่วนอ่ืน
ของร่างกายที่อยู่ไกลออกไป เช่น กระดูก ปอด ตับ หรือสมอง เป็นต้น 

 
2.2 บทบาทของฮอร์โมนเอสโตรเจนต่อมะเร็งเต้านม  

ฮอร์โมนเอสโตรเจนและตัวรับเอสโตรเจน 
เอสโตรเจนเป็นฮอร์โมนเพศหญิงที่สร้างจากรังไข่ มีความส าคัญต่อพัฒนาการทางเพศที่ปกติ

ในผู้หญิง และการสร้างรอบประจ าเดือนที่ปกติ เมื่อมีการสังเคราะห์ฮอร์โมนเอสโตรเจน ซึ่งมักจะพบ

ในรูปของ 17β-estradiol (E2) จะถูกหลั่งเข้าสู่กระแสเลือด เข้าจับกับ sex-hormone–binding 
globulin และ albumin ส่วนเอสโตรเจนที่เป็นอิสระจะมีการแพร่กระจายไปยังที่ต่างๆ เข้าจับกับ
ตัวรับเอสโตรเจนส่งผลให้เกิดการท างานผ่านทาง genomic หรือ nongenomic ตามมา (ซึ่งจะกล่าว
ในหัวข้อต่อไป) นอกจากนี้ยังมี lipoidal estrogens ที่ถูกสังเคราะห์ในเลือดหรือเนื้อเยื่ออ่ืนๆ และ
เก็บสะสมอยู่ที่บริเวณไขมันในร่างกาย (Gruber, Tschugguel, Schneeberger, & Huber, 
2002) 
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รูปที่ 1 การสังเคราะห์ฮอร์โมนเอสโตรเจน (Gruber et al., 2002) 

 
เนื่องจากในการศึกษานี้มุ่งเน้นถึงการเกิดโรคมะเร็งเต้านมชนิดที่มีการแสดงออกของตัวรับ

เอสโตรเจน ดังนั้นเอสโตรเจนจึงมีบทบาทท่ีส าคัญในการก่อโรคมะเร็งเต้านมชนิดนี้  
การท างานของเอสโตรเจนเริ่มจากการเข้าจับกับ ER แล้วเกิดการกระตุ้นทั้งทางตรงและ

ทางอ้อมให้มีการเพ่ิมขึ้นของ growth factor ต่างๆ ส่งผลให้มีการเพ่ิมขึ้นของจ านวนเซลล์มะเร็งเต้า
นมตามมา (Russo, Ao, Grill, & Russo, 1999) โดยการท างานของเอสโตรเจนต้องมีการเข้าจับกับ
ตัวรับ (receptor) ตามรายละเอียดดังต่อไปนี้ 

 
ตัวรับเอสโตรเจน (Estrogen receptor : ER) 
ER เป็นตัวรับในกลุ่ม superfamily of nuclear receptors ท าหน้าที่เป็น transcription 

factors แบ่งออกเป็น 2 ชนิด ได้แก่ ERα และ ERβ สร้างจากยีนที่อยู่บนต าแหน่งโครโมโซมที่ 6 และ 
14 ตามล าดับ (Green, Walter, Kumar, et al., 1986; Osborne & Schiff, 2005) พบการ
แสดงออกของ ER อยู่บนเนื้อเยื่อเต้านมปกติ แต่จะมีเฉพาะ ERα ที่มีความเกี่ยวข้องกับการเกิด
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โรคมะเร็งเต้านมและการเจริญเติบโตของเซลล์มะเร็ง ในขณะที่หน้าที่การท างานของ ERβ ยังไม่เป็นที่
แน่ชัด (Osborne, Schiff, Fuqua, & Shou, 2001)  

โครงสร้างของตัวรับทั้ง 2 นี้ประกอบไปด้วย 6 domain เป็น A-F ฝั่ง n-terminal หรือ A/B 
domain จะประกอบไปดว้ย activation function 1 (AF1) ซึ่งเป็นต าแหน่งที่มีการตอบสนองต่อการ
เกิด transcriptional activity ของ ER ในกรณีที่ไม่มี ligand (Tora et al., 1989) ต าแหน่ง C 
domain หรือที่เรียกว่า DNA-binding domain (DBD) จะประกอบไปด้วย 2 โครงสร้าง zinc-finger 
ที่มีบทบาทส าคัญต่อการเกิด dimerization และการเข้าคู่ของ receptor ต่อ specific DNA 
sequences (Green, Walter, Greene, et al., 1986; Kumar et al., 1987) ส่วน D domain เป็น 
hinge region อยู่ระหว่าง C และ E domains ที่ประกอบไปด้วย nuclear localization signal 
(Norris, Fan, Kerner, & McDonnell, 1997) โดย E domain เป็น ligand-binding domain 
(LBD) ที่ประกอบด้วย second nuclear localization signal ซึ่งเป็นต าแหน่งที่เกิด dimerization 
และเป็นต าแหน่งที่มี helix 12 มีความเกี่ยวข้องกับ ligand binding (Webster, Green, Tasset, 
Ponglikitmongkol, & Chambon, 1989) E domain ยังเป็นที่อยู่ของ activation function 2 
(AF2) ที่มีการตอบสนองต่อ ligand-dependent activation ของ ER (Berry, Metzger, & 
Chambon, 1990; Tzukerman et al., 1994) ส่วน F domain จะตั้งอยู่บน C-terminal เป็นส่วน
ที่เล็กที่สุดท าหน้าที่ควบคุมท้ัง AF1 และ AF2 แต่ไม่มีความส าคัญในการ transcriptional แต่อย่างใด 
(Tora et al., 1989)  

 
รูปที่ 2 แสดงโครงสร้างของ estrogen receptor (Rocio et al., 2012) 

 
ERα มีความเกี่ยวข้องกับการเพ่ิมจ านวนของเซลล์และการมีชีวิตของเซลล์ ผ่านทาง 2 กลไก

คือ ทาง genomic และ non-genomic signaling pathway  
1. genomic pathway โดยจะพบการแสดงของออก ER signaling pathway ส่วนใหญ่ผ่าน

ทาง pathway นี้ เริ่มต้นจาก ligand เข้าจับกับ receptor เหนี่ยวน าให้เกิด 

conformational change และเกิดการแยก chaperon proteins จากนั้นจึงเกิดการ 
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dimerization และ translocation เข้าสู่ nucleus (Osborne et al., 2001) โดย ligand-

ER complex นี้จะเข้าจับกับ consensus sequenceที่เรียกว่า estrogen response 

element (ERE) เกิดการท างานทั้งทางตรงและทางอ้อมผ่านทางโปรตีนสู่โปรตีนด้วย 

activator protein 1 (AP1) หรือผ่านทางต าแหน่ง SP 1 ใน promoter region ของยีน

เป้าหมาย ท าให้เกิดการท างานของ coregulatory proteins (coactivators หรือ 

corepressors) ที่สามารถไปเพ่ิม หรือลดการเกิด ER transcriptional activity ขึ้นอยู่กับ

ความจ าเพาะต่อ ligand นั้นๆ (Deroo & Korach, 2006; McKenna, Lanz, & O'Malley, 

1999) จากการวิเคราะห์ด้วยวิธี microarray พบว่าประมาณ 70% ของ estrogen-

responsive genes จะถูก downregulation โดย estradiol ใน MCF-7 cells ซึ่งจะท า

หน้าที่เป็น transcriptional repressors หรือ anti-proliferative และ pro-apoptotic 

(Frasor et al., 2003) 

2. non-genomic pathway เกิดการท างานโดย 1) มีการเหนี่ยวน าผ่าน ER ที่อยู่ใน caveolar 

rafts บริเวณ plasma membrane (Marino & Ascenzi, 2008; Razandi, Oh, Pedram, 

Schnitzer, & Levin, 2002) plasma membrane ER สามารถเกิดปฏิกริยาได้กับโปรตีน

หลายชนิด ได้แก่ G-proteins, Src, growth factor receptors (EGFR, IGFR1, HER2), 

cytoplasmic kinases (MAPKs, PI3K, AKT) และ signaling enzymes (adenyl cyclase, 

nitric-oxide synthase) เกิดการกระตุ้นการส่งสัญญาณภายในเซลล์ ส่งผลให้มีการท างาน

ของ transcription factor (TF) เพ่ิมการแสดงออกของยีน MYC, CyclinD1 (Kahlert et 

al., 2000; Migliaccio et al., 1996) 2) การเกิด phosphorylation ของ ER โดย Erk หรือ 

Akt ท าให้เกิดการกระตุ้นการท างานของ ER เคลื่อนตัวเข้าสู่นิวเคลียส จับกับ serum 

response element (SRE) และกระตุ้นการ transcription ของยีน MYC และ CyclinD1 

ซึ่งการเพิ่มการแสดงออกของยีนทั้ง 2 ตัวนี้ส่งผลให้เพ่ิมการเจริญเติบโต เพิ่มจ านวนของเซลล์

และความมีชีวิตรอดของเซลล์มะเร็งตามมา ดังแสดงในรูปที่ 3 
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รูปที่ 3 การเข้าท างานในระดับโมเลกุลของฮอร์โมนเอสโตรเจน (Musgrove & Sutherland, 
2009) 

 
ความสัมพันธ์ของฮอร์โมนเอสโตรเจนและมะเร็งเต้านม 
ฮอร์โมนเอสโตรเจนเป็นฮอร์โมนเพศที่มีบทบาทส าคัญต่อความสมบูรณ์และการเจริญของ

เนื้อเยื่อเต้านม การได้รับฮอร์โมนเอสโตรเจนเป็นระยะเวลานาน เช่นในกลุ่มผู้ที่มีประจ าเดือนก่อนวัย
ปกติ และผู้ที่หมดประจ าเดือนช้า หรือผู้ที่ได้รับฮอร์โมนเอสโตรเจนทดแทนเป็นเวลานาน พบว่าจะ
เพ่ิมความเสี่ยงต่อการเกิดมะเร็งเต้านม โดยฮอร์โมนเอสโตรเจนจะเข้าไปจับกับตัวรับเอสโตรเจน
กระตุ้นให้เกิดการแสดงออกของยีนที่ส่งผลให้เกิดการเจริญเติบโตของเซลล์มากยิ่งขึ้น  (Musgrove & 
Sutherland, 2009) 

 จากการศึกษาที่ผ่านมาพบว่ายาในกลุ่มต้านฮอร์โมนเอสโตรเจนเช่น tamoxifen มีฤทธิ์ใน
การยับยั้งการเจริญเติบโตของเซลล์ (cytostatic) และยังมีฤทธิ์เป็นพิษต่อเซลล์ (cytotoxic) 
(Dowsett et al., 2006) โดยจะท าให้การเพ่ิมจ านวนของเซลล์ลดลงและหยุดการท างานของเซลล์ใน
ระยะ G1 (G1 phase-specific cell cycle arrest) ท าให้อัตราการเจริญเติบโตของเซลล์ลดลง 
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(Doisneau-Sixou et al., 2003) ดังจะเห็นได้จากรูปที่ 3 ซึ่งยาต้านฮอร์โมนเอสโตรเจนนั้นจะไปมีผล
ต่อการส่งสัญญาณ downstream ของเซลล์ หากมีการเปลี่ยนแปลงลักษณะตัวรับของเอสโตรเจนก็
อาจเป็นสาเหตุหนึ่งที่ท าให้เกิดการดื้อยา และอาจจะท าให้ผู้ป่วยมีการตอบสนองเมื่อรักษาด้วยยาทาม็
อกซิเฟนลดลงเช่นกัน การเกิด overexpression ของยีน MYC, Cyclin E1, Cyclin D1 หรือการ
ยับยั้งการท างานของ RB tumour suppressor ซึ่งมีบทบาทส าคัญใน cyclin-dependent kinases 
(CDKs) pathway ที่มีการท างานในระยะ G1 จะไปท าให้เกิดการลดการแสดงออกของ CDK 
inhibitors p21 หรือ p27 ท าให้ฤทธิ์ของยาต้านฮอร์โมนลดลงด้วย และจากการศึกษาที่ผ่านมาพบว่า
เมือ่ปริมาณฮอร์โมนเอสโตรเจนเพ่ิมมากข้ึนในเซลล์ MCF-7 มีผลท าให้ Cyclin D1 เพ่ิมสูงขึ้น (Bosco 
et al., 2007; Cariou et al., 2000; Carroll, Prall, Musgrove, & Sutherland, 2000; Dhillon & 
Mudryj, 2002; Hui et al., 2002; Prall, Rogan, Musgrove, Watts, & Sutherland, 1998; 
Varma, Skildum, & Conrad, 2007; Venditti, Iwasiow, Orr, & Shiu, 2002; Y. Wang et al., 
2008) 

 

 
รูปที่ 4 การท างานของยาต้านฮอร์โมนเอสโตรเจน (Musgrove & Sutherland, 2009) 

 
การท างานของยาต้านฮอร์โมนเอสโตรเจนในวัฏจักรของเซลล์และกระบวนการ apoptosis 

พบว่าเมื่อยาเข้าจับกับตัวรับเอสโตรเจนจะท าให้การแสดงออกของ MYC และ CyclinD1 ลดลง ซึ่ง
การลดลงของ MYC นี้จะท าให้การท างานของ CDKN1A (เป็นตัวควบคุมการท างานของ p21) เพ่ิม
มากขึ้น เกิดการ transcription ตามมา เมื่อมีการลดลงของ cyclin D1–CDK4 ก็จะไม่มีตัวที่ไปยับยั้ง
การท างานของ p21 และ p27 ท าให้ CyclinE1 เข้าจับกับ CDK2 และเกิดการกระตุ้นการท างานได้ 
โดยการลดลงของ CDK2 และ CDK4 จะป้องกันการเกิดกระบวนการ phosphorylation (P) ของ RB 
ท าให้ขัดขวางการท างานของวัฏจักรเซลล์ไม่ให้เข้าสู่ระยะ S ตามมา เป็นผลให้เซลล์ไม่เกิดการแบ่งตัว
และการเจริญเติบโตต่อไป (Musgrove & Sutherland, 2009)  
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2.3 ขบวนการลุกลามและการแพร่กระจายของเซลล์มะเร็ง (invasion and Metastasis) 

การลุกลามและการแพร่กระจายของเซลล์มะเร็งจัดเป็นปัจจัยส าคัญที่ท าให้เกิดการเสียชีวิต
ของผู้ป่วยโรคมะเร็ง โดยมีการท าลาย basement membrane และ extracellular matrix (ECM) 
เป็นขั้นตอนส าคัญในกระบวนการนี้ (Zhang et al., 2014) เซลล์มะเร็งจะมีการท างานเป็นหลาย
ขั้นตอน เรียกว่าการเกิด invasion-metastasis cascade เริ่มจากมีการเปลี่ยนแปลงในระดับของยีน
ภายในเซลล์เกิดเป็นเซลล์มะเร็งจากนั้นมีการลุกลามผ่าน ECM และ stromal cell layers 
แพร่กระจายเข้าสู่หลอดเลือด (intravasation) มีการขนส่งผ่านทางหลอดเลือดกระจายไปยังบริเวณ
ต่างๆของร่างกาย แล้วแพร่กระจายผ่านออกจากหลอดเลือด (extravasation) เข้าสู่เนื้อเยื่อและ
อวัยวะนั้น ไปอาศัยอยู่ในสิ่งแวดล้อมใหม่ มีการพัฒนาเพ่ือให้มีชีวิตอยู่รอดในบริเวณที่อยู่ใหม่ และเริ่ม
ขยายขนาดของเซลล์อีกครั้ง (Fidler, 2003) 

กระบวนการลุกลามและการแพร่กระจายนั้นเป็นคุณสมบัติที่ส าคัญชนิดหนึ่งของการ
เจริญเติบโตของเซลล์มะเร็ง การที่ร่างกายไม่สามารถควบคุมกระบวนการเหล่านี้ได้จึงเป็นสาเหตุ
ส าคัญที่น าไปสู่การเสียชีวิตของผู้ป่วย ดังนั้นการควบคุมการลุกลามและการแพร่กระจายจึงถือเป็น
เป้าหมายส าคัญในการรักษาโรคมะเร็ง (Yang et al., 2010) 

การลุกลามเนื้อเยื่อและการแพร่กระจายของเซลล์มะเร็งจะต้องมีการแสดงออกของ matrix 
metalloproteinases (MMPs) (Stamenkovic, 2000) MMPs นั้นจะท าให้เซลล์และ ECM ขาดการ
เชื่อมต่อกันของ intercellular adhesion เป็นผลท าให้เกิดการสลาย (degradation) ของ ECM จึง
เกิดการลุกลามของเซลล์มะเร็งไปยังระบบหลอดเลือดและต่อมน้ าเหลือง จะเห็นได้ว่าปัจจัยเหล่านี้
ล้วนเป็นขั้นตอนส าคัญที่ท าให้เกิดการแพร่กระจายของเซลล์มะเร็งตามมา (Deryugina, Luo, 
Reisfeld, Bourdon, & Strongin, 1997; Johnson, Dyer, & Hupe, 1998; Liotta, Steeg, & 
Stetler-Stevenson, 1991) 

MMPs ถูกสังเคราะห์ออกมาในรูปของ preproenzymes และเมื่อหลั่งออกจาก cell จะอยู่
ในรูป proenzymes โดยมี MMP-2 และ MMP-9 เป็นเอนไซม์ที่ส าคัญในการย่อยสลาย collagen 
ทั้งชนิดที่ 1 ชนิดที่ 4 และ ECM (Johnson et al., 1998; Salo, Makela, Kylmaniemi, Autio-
Harmainen, & Larjava, 1994; Westermarck & Kahari, 1999) และพบการแสดงออกของ MMP-
2 และ MMP-9 ในเซลล์มะเร็งหลายชนิดเช่น มะเร็งเต้านม มะเร็งปอด เป็นตัวสนับสนุนให้เกิดการ
ลุกลามและการแพร่กระจายของเซลล์มะเร็ง โดยปกติแล้วมักจะพบการแสดงออกของ MMP-2 ที่มาก
ขึ้นในเซลล์มะเร็งที่มีอัตราการแพร่กระจายสูง (highly metastasis tumor) ในขณะที่ MMP-9 นั้น
นอกจากจะพบในเซลล์มะเร็งยังสามารถถูกกระตุ้นได้จาก inflammatory cytokine tumor 

necrosis factor (TNF)-α และ epidermal growth factor อีกด้วย (Liabakk, Talbot, Smith, 
Wilkinson, & Balkwill, 1996) เมื่อได้รับการกระตุ้นแล้ว จะเกิดการท าลาย ECM และเกิดการ
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ลุกลามของเซลล์ผ่านทาง basement membrane เข้าสู่หลอดเลือดและแพร่กระจายไปยังอวัยวะ
อ่ืนๆ ต่อไป  

หลังจากที่ basement membrane ถูกย่อยสลายด้วย MMPs แล้ว เซลล์มะเร็งสามารถ
ลุกลามเข้าสู่หลอดเลือดและหลอดน้ าเหลืองแล้วไปยังอวัยวะอ่ืน (distant metastatic site)  โดย
อาศัยการจับกันของ C-X-C chemokine receptor type 4 (CXCR4) กับligand  ซึ่งพบว่า CXCR4 
มีกระจายอยู่ทั่วไปในเซลล์มะเร็งและในอวัยวะทีเ่ซลล์มะเร็งมีการแพร่กระจายออกไป (Mukherjee & 
Zhao, 2013) โดย CXCR4 เป็น chemokine receptor ชนิด G-protein couple receptor 
(GPCR) ที่ประกอบไปด้วย 7 transmembrane domain พบอยู่บนผิวเซลล์หลายชนิดได้แก่ เซลล์ใน
ระบบต่อมน้ าเหลือง ระบบเลือด เยื่อบุเซลล์ และเซลล์มะเร็ง เป็นต้น การท างานของ CXCR4 นั้นจะ
มี ligand ที่เข้าจับกับ receptor ชื่อว่า CXCL12 ท าหน้าที่เหมือน chemo-attractrant ในการชักน า
เซลล์มะเร็งที่มีการแสดงออกของ CXCR4 receptor เคลื่อนที่ไปยังอวัยวะต่างๆ น าไปสู่การ
แพร่กระจายของเซลล์มะเร็ง การจับกันระหว่าง CXCL12 และ CXCR-4 จะเหนี่ยวน าให้เกิดการส่ง
สัญญาณ downstream ภายในเซลล์ผ่านหลาย pathway เช่น PI3K และ MEK1/2 ส่งผลให้มีการ
กระตุ้นการท างานของ NF-kB ท าให้เกิดกระบวนการถอดรหัสของยีนที่ท าหน้าที่ในกระบวนการ
ลุกลามและแพร่กระจายของเซลล์ตามมา (Busillo & Benovic, 2007) จากการศึกษาที่ผ่านมาพบว่า
มีการ overexpression ของ CXCR-4 จ านวนมากในเซลล์มะเร็งเต้านม และเซลล์มะเร็งกระดูกอีก
ด้วย (Muller et al., 2001) 

นอกจากนี้กระบวนการลุกลามและการแพร่กระจายของเซลล์มะเร็ง ยังเกิดได้จากการ
เปลี่ยนแปลงเยื่อบุผิวที่เรียกว่ากระบวนการ epithelial-mesenchymal transition (EMT)  (Kalluri 
& Weinberg, 2009) คือกระบวนการพัฒนาของเซลล์ โดยมีการเปลี่ยนแปลงลักษณะขนาด รูปร่าง 
การเรียงตัวและโครงสร้างของเซลล รวมถึงการยึดต่อระหว่างเซลล์ต่อเซลล์ และเซลล์ต่อแมทริกซ์ 
ขบวนการ EMT เป็นกระบวนการส าคัญที่ท าให้เกิดการแพร่กระจายของเซลล์มะเร็งไปยังอวัยวะต่างๆ 
ของร่างกาย โดยกระบวนการดังกล่าวจะมีความเกี่ยวข้องโดยการท าให้เกิดการเปลี่ยนแปลงรูปร่าง
ของเซลล์จากเซลล์มะเร็งที่เป็นชนิด epithelial cell ที่มีการเรียงตัวอย่างเป็นระเบียบบริเวณเยื่อบุผิว 
ไปเป็นเซลล์มะเร็งชนิด mesenchymal cell ซึ่งมีลักษณะรูปร่างคล้ายกระสวย (spindle shape) ที่
บริเวณ cytoplasm มีแขนงบางๆ จ านวนมาก โดยเซลล์จะมีความสามารถในการเคลื่อนที่ออกจาก
อวัยวะนั้น น าไปสู่การลุกลามแพร่กระจายของเซลล์มะเร็งออกจากหลอดเลือดไปยังอวัยวะต่างๆ ของ
ร่างกาย กระบวนการ EMT เกิดขึ้นจากการลดลงของ epithelial marker เช่น E-cadherin ซึ่งเป็น
โปรตีนที่ท าหน้าที่เชื่อมต่อระหว่างเซลล์ หรือมีการแสดงออกของ mesenchymal marker ที่มากขึ้น 
ได้แก่ Vimentin ซึ่งท าหน้าที่เป็น intermediate filament ถ้าหากมีการแสดงออกที่เพ่ิมมากขึ้น จะ
ไปกระตุ้นให้เกิดการเจริญเติบโต การลุกลาม และการแพร่กระจายของเซลล์มะเร็ง (Xu, Lamouille, 
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& Derynck, 2009) ปัจจุบันพบว่า EMT เข้ามามีบทบาทมากในขบวนการแพร่กระจายของ
เซลล์มะเร็งเต้านม ซึ่งน าไปสู่สาเหตุการเสียชีวิตที่ส าคัญ โดยกระบวนการ EMT ยังส่งเสริมให้เซลล์
หลีกเลี่ยงการเกิดขบวนการ apoptosis และขบวนการ senescence ของเซลล์ได้อีกด้วย  

 

 
 

รูปที่ 5 การแพร่กระจายของเซลล์มะเร็งเต้านมผ่านกระบวนการ EMT (Deng et al., 2010) 
 

การแพร่กระจายของเซลล์มะเร็งเต้านมผ่านกระบวนการ EMT เริ่มจาก epithelial cell 
บริเวณเต้านมมีการเปลี่ยนแปลงเป็น mesenchymal cell ท าให้มีความสามารถในการเคลื่อนที่  

ขบวนการ EMT จะถูกเหนี่ยวน าโดยมียีน TGF-β ไปกดการแสดงออกของยีนที่เกี่ยวข้องกับการสร้าง 
epithelium และไปส่งเสริมให้เกิดการสร้างเซลล์ที่มีลักษณะเป็น mesenchymal cell มากขึ้น เกิด
เป็น mesenchymal cell ที่มีลักษณะเหมือนเซลล์มะเร็งเต้านม (mesenchymal-like breast 
cancer cells) ลุกลามไปยังปอด และมีการเจริญเติบโตเป็นก้อนมะเร็งภายในปอดตามมา  โดยมี
ขั้นตอนดังนี้คือ 1) เซลล์เกิดขบวนการ EMT 2) mesenchymal cell มีการแพร่กระจายเข้าไปยัง
หลอดเลือด 3) เกิดการเคลื่อนที่ของเซลล์ไปตามหลอดเลือด  4) เซลล์ยึดติดกับหลอดเลือดบริเวณ
ต าแหน่งใหม่ 5) มีการแพร่กระจายของเซลล์ออกจากหลลอดเลือด 6) มีการลุกลามของเซลล์ไปยัง
อวัยวะใหม่ 7) เกิดการเปลี่ยนแปลงจาก mesenchymal cell ไปเป็นเซลล์ epithelial cell 8) เกิด
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การเจริญเติบโตของเซลล์มะเร็งที่อวัยวะใหม่ (Deng et al., 2010; Santibanez, Kocic, Fabra, 
Cano, & Quintanilla, 2010) 

 
2.4 แนวทางการรักษามะเร็งเต้านม (Treatment of breast cancer) 

มะเร็งเต้านมเริ่มรักษาโดยการผ่าตัดเป็นอันดับแรก และส่วนมากต้องการการรักษาวิธีอ่ืนร่วม
ด้วยเพ่ือเสริมให้ผลการรักษาดีขึ้น เช่น เริ่มการรักษาโดยการผ่าตัด เมื่อแผลหายจึงให้ยาเคมีบ าบัด
และการฉายแสงร่วมกับการให้ยาต้านฮอร์โมน ทั้งนี้ขึ้นกับระยะของโรค คุณสมบัติของมะเร็งรวมถึง
วิธีการผ่าตัด (Head neck and breast surgery siriraj hospital, 2012) 

 
วิธีการรักษามะเร็งเต้านมที่ได้ผลดีและเป็นที่ยอมรับกันในปัจจุบันมีอยู่ 5 วิธีคือ 
 

1. การรักษาโดยการผ่าตัด (surgery) 

เป็นวิธีการรักษาหลักส าหรับผู้ป่วยมะเร็งเต้านมระยะเริ่มแรก ซึ่งมีประโยชน์ในการควบคุม
โรคและสามารถน าชิ้นเนื้อที่ได้จาการผ่าตัดไปตรวจทางพยาธิวิทยา ท าให้ทราบระยะที่แท้จริงของโรค 
ช่วยวางแผนการรักษาที่เหมาะสมและสามารถพยากรณ์โรคได้แม่นย ามากข้ึน  

 
2. การรักษาโดยการฉายแสง (radiotherapy) 

เป็นวิธีการรักษาเสริม (adjuvant therapy) จากการผ่าตัด เป็นการใช้เครื่องมือพิเศษที่
สามารถปล่อยอนุภาครังสีที่มีพลังงานสูงเพ่ือไปหยุดยั้งการเจริญเติบโตและการแบ่งตัวของเซลล์มะเร็ง   
รังสีนี้จะไปท าลายทั้งเซลล์มะเร็งและเซลล์ปกติที่มีการแบ่งตัวอย่างรวดเร็ว   แต่เนื่องจากเซลล์มะเร็ง
เป็นเซลล์ที่มีการแบ่งตัวเร็วมาก ดังนั้นจึงจะถูกท าลายมากกว่า  และนอกจากนั้นเซลล์ปกติยังมี
คุณสมบัติที่จะสร้างเซลล์ใหม่ขึ้นมาทดแทนเซลที่ถูกท าลายไปแล้วได้  จึงท าให้เนื้อเยื่อและอวัยวะ
ต่างๆ   ยังคงรูปร่างและท างานได้ตามปกติ  

 
3. การรักษาโดยใช้ยาต้านฮอร์โมน (endocrine therapy) 

การรักษาโดยใช้ยาต้านฮอร์โมนนี้ จะมุ่งเน้นการรักษาไปที่ผู้ป่วยมะเร็งเต้านมชนิดที่มีการ
แสดงออกของตัวรับเอสโตรเจน ที่พบการแสดงออกของ ER ในผู้ป่วยมะเร็งเต้านมถึงร้อยละ 70 ยาที่
ใช้ในการรักษาจะถูกพัฒนาขึ้นเพ่ือช่วยลดระดับของเอสโตรเจน และยับยั้งการส่งสัญญาณผ่านทาง 
ER ในเซลล์มะเร็งเต้านม ยาต้านฮอร์โมนแบ่งประเภทได้ดังนี้ 
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- selective estrogen modulators (SERMs)  

SERMs เป็นกลุ่มของยาที่ออกฤทธิ์เป็น agonist และ antagonist ต่อเอสโตรเจนในเนื้อเยื่อ
บางต าแหน่ง โดยออกฤทธิ์ antagonist ต่อเต้านม ยากลุ่มนี้ได้แก่ tamoxifen และ raloxifene โดย
ยากลุ่ม SERMs จะออกฤทธิ์แข่งขันกับเอสโตรเจนในการเข้าจับกับ ER และไปยับยั้งการท างานของ 
ER เมื่อยา tamoxifen เข้าจับกับ ER จะเหนี่ยวน าให้เกิดการ dimerization เปลี่ยนต าแหน่งของ 
helix 12 ท าให้ co-activator binding groove เปลี่ยนไป เกิดการขัดขวางการเกิดปฏิกริยาระหว่าง 
AF2-dependent กับ co-activator และไปส่งเสริมการท างานของ co-repressors กล่าวได้ว่า  
tamoxifen ไปยับยั้งการท างานของ AF2 และการ transcription ของยีนต่างๆ ที่ต้องท างานผ่าน
ทาง AF2 (Kumar et al., 1987) ท าให้เซลล์มะเร็งไม่เกิดการเจริญเติบโต 

 
- aromatase inhibitor (AIs) 

เอนไซม์อโรมาเทสท าหน้าที่ในการเปลี่ยน androstenedione และ testosterone ให้เป็น 
estrone และ estradiol ตามล าดับ เมื่อได้รับยากลุ่ม AIs ยาจะไปยับยั้งเอนไซม์อโรมาเทส ท าให้
ระดับของฮอร์โมนเอสโตรเจนลดลง การส่งสัญญาณผ่านทาง ER ในเซลล์มะเร็งเต้านมก็จะลดลงไป
ด้วย ยกตัวอย่างเช่น anastrozole เป็นต้น 

 
- selective ER down-regulators (SERDs) 

ยาในกลุ่ม SERDs มีลักษณะโครงสร้างของยาคล้ายกับ 17β-estradiol ยากลุ่มนี้ได้แก่ 
fulvestrant ออกฤทธิ์เป็น antagonist เข้าจับกับตัวรับเอสโตรเจน จากการศึกษาที่ผ่านมายังพบว่า
ยา fulvestrant ท าให้ตัวรับเอสโตรเจนถูกท าลายเพ่ิมมากขึ้นผ่านทาง ubiquitin-proteasome 
pathway อีกด้วย ซึ่งทั้งหมดดังกล่าวนี้ท าให้เกิดฤทธิ์ยับยั้งการแบ่งตัวของเซลล์ตามมา  

การรักษาผู้ป่วยมะเร็งเต้านมชนิดที่มีการแสดงออกของตัวรับเอสโตรเจนนั้น จะมียา 
tamoxifen เป็นยาพ้ืนฐานที่นิยมใช้ในการรักษาทั้งในระยะเริ่มต้นและระยะที่มีการลุกลาม 
(advanced breast cancer) (Osborne, 1998) อย่างไรก็ตามพบว่าเกือบ 50% ของผู้ป่วยระยะ
ลุกลามที่เริ่มต้นรักษาด้วยยา tamoxifen เป็นยาชนิดแรก ไม่มีการตอบสนองต่อยาตั้งแต่เริ่มต้นรักษา 
(de novo resistance) และยังมีผู้ป่วยส่วนหนึ่งที่เริ่มต้นรักษาด้วยยา tamoxifen และเกิดการดื้อต่อ
ยาในภายหลัง (acquired resistance) (Gradishar, 2004; Ring & Dowsett, 2004)  การ
ตอบสนองที่แตกต่างกันของผู้ป่วยเกิดจากการแสดงออกของโมเลกุลที่ส่งสัญญาณไปตาม pathway 
นั้นต่างกัน ซึ่งโมเลกุลเหล่านี้ใช้เป็น biomarker ที่จะท านายการเกิดการดื้อต่อยาได้ (Beelen, 
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Zwart, & Linn, 2012) มีการน ายาในกลุ่ม AIs มาใช้รักษาโรคมะเร็งเต้านมระยะเริ่มต้น หรือหลังจาก
ผู้ป่วยได้รับยา tamoxifen ไประยะหนึ่งแล้ว โดยฤทธิ์การรักษาเมื่อให้ยา tamoxifen และกลุ่ม AIs 
ร่วมกันพบว่ามีประสิทธิภาพสูงกว่าการให้ยา tamoxifen เพียงชนิดเดียวในกลุ่มผู้ป่วยที่ดื้อต่อยา 
tamoxifen แต่อย่างไรก็ดีการตอบสนองของผู้ป่วยมีมากกว่าเพียงเล็กน้อยเมื่อเปรียบเทียบกับการ
รักษาด้วยยา tamoxifen เพียงชนิดเดียวในผู้ป่วยระยะลุกลามที่พบมีการดื้อต่อยา (Arimidex et al., 
2008; Brodie & Sabnis, 2011; Strasser-Weippl & Goss, 2005) เมื่อไม่นานมานี้จึงมีการน ายา 
fulvestrant (SERD) มาใช้รักษาผู้ป่วยที่ดื้อต่อยา tamoxifen และยา กลุ่ม AIs พบว่ามีประสิทธิภาพ
ที่ดีในทางคลินิก (Howell et al., 2004; Robertson et al., 2003) แต่ก็ยังมีผู้ป่วยบางส่วนที่ไม่
ตอบสนองต่อยา fulvestrant  

เนื่องจากยาทีใ่ช้รักษาผู้ป่วยมะเร็งเต้านมชนิดที่มีการแสดงออกของตัวรับเอสโตรเจน ยังมีอยู่
น้อยและไม่มีประสิทธิภาพในการรักษาผู้ป่วยมะเร็งเต้านมชนิดดื้อต่อยาต้านฮอร์โมนและในระยะที่
ลุกลาม ดังนั้นการค้นหาสารใหม่เพ่ือที่จะมาช่วยยับยั้งการดื้อต่อยาต้านฮอร์โมนจึงเป็นสิ่งส าคัญ 

 
4. การรักษาโดยยาเคมีบ าบัด (chemotherapy) 

คือการใช้ยาที่มีคุณสมบัติในการท าลายหรือยับยั้งการเจริญเติบโตของเซลล์มะเร็ง ยากลุ่มนี้
จะใช้รักษาผู้ป่วยมะเร็งเต้านมชนิดที่ไม่มีการแสดงออกของตัวรับเอสโตรเจนเป็นหลัก โดยยาดังกล่าว
สามารถออกฤทธิ์ได้ทั่วร่างกาย ต่างจากการผ่าตัดที่ได้ผลเฉพาะบริเวณที่ผ่าตัดเท่านั้น  ยาเคมีบ าบัดนี้
นอกจากจะท าลายเซลล์มะเร็งแล้ว ยังอาจมีผลต่อเซลล์ปกติของร่างกายที่มีการแบ่งตัวอย่างรวดเร็ว
เช่น ไขกระดูก (ซึ่งจะเป็นตัวสร้างเม็ดเลือดและเกล็ดเลือด) เยื่อบุทางเดินอาหาร ผม ขน และระบบ
สืบพันธุ์ (รังไข่) เซลล์ดังกล่าวบางส่วนจะถูกท าลายไปด้วยท าให้เกิดผลข้างเคียงตามมา   แต่เนื่องจาก
เซลล์ปกติมีคุณสมบัติที่สามารถสร้างเซลล์ใหม่ขึ้นมาทดแทนได้  ดังนั้นผลข้างเคียงที่เกิดขึ้นก็มักจะ
เกิดเพียงชั่วคราว  เมื่อเสร็จสิ้นการรักษาแล้วทุกอย่างก็จะกลับมาใกล้เคียงปกติ โดยยาเคมีบ าบัดที่
นิยมใช้ ในปัจจุบันได้แก่ doxorubicin, tanxene (paclitaxel, dcetaxel), capecitabine, 
gemcitabine เป็นต้น (The national comprehensive cancer network, 2014)  

 
5.  การรักษาโดยยาที่มีการออกฤทธิ์จ าเพาะ (targeted Therapy) 

ยาในกลุ่มนี้จัดเป็นยากลุ่มใหม่ เช่น ยาต้าน HER-2 ซ่ึงมีกลไกการออกฤทธิ์แตกต่างจากยา 
กลุ่มที่ผ่านมา กล่าวคือเซลล์มะเร็งเต้านมบางชนิดจะมีตัวรับสัญญาณ HER-2 อยู่ที่ผิวเซลล์ ท าให้
สามารถใช้ยาดังกล่าวเพ่ือจับกับตัวรับสัญญาณเหล่านี้และให้ยาออกฤทธิ์ท าลายเซลล์มะเร็งดังกล่าวได้ 
ดังนั้นเซลล์อ่ืนๆที่ไม่มีตัวรับสัญญาณก็จะไม่ได้รับผลกระทบจากยากลุ่มนี้ อย่างไรก็ตาม แม้ว่ายาใน
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กลุ่มนี้จะเป็นยาที่มีประสิทธิภาพดี รักษาได้ค่อนข้างเฉพาะเจาะจง มีผลข้างเคียงน้อย แต่ก็มีข้อจ ากัด
ที่สามารถใช้ได้กับผู้ป่วยบางรายที่มีการแสดงออกของ HER-2เท่านั้น (HER-2 positive) นอกจากนี้ยา
ยังมีราคาแพงมาก ท าให้เป็นข้อจ ากัดส าหรับการเลือกใช้ยาในกลุ่มนี้ (Zilli et al., 2009) 

 
2.5 กลไกการดื้อต่อยาต้านฮอร์โมน (mechanism of endocrine resistance) 

ปัญหาที่พบหลังจากให้การรักษาด้วยยากลุ่มต้านฮอร์โมนเป็นระยะเวลานาน คือผู้ป่วยมะเร็ง
เต้านมมีการพัฒนาของโรคจนเกิดการดื้อต่อยาที่ใช้รักษา ท าให้เซลล์มะเร็งเต้านมมีความสามารถใน
การอยู่รอด เจริญเติบโต มีการลุกลามไปยังเนื้อเยื่อบริเวณอ่ืน และสุดท้ายเกิดการแพร่กระจายไปยัง
อวัยวะต่างๆ ของร่างกาย โดยการดื้อต่อยาต้านฮอร์โมนที่ใช้รักษานั้นพบได้จากการรักษาด้วยยาต้าน
ฮอร์โมนทั้ง 3 กลุ่ม โดยกลไกสามารถแบ่งออกได้เป็นดังนี้ (Zilli et al., 2009) 

 
2.5.1 การเปลี่ยนแปลงของตัวรับเอสโตรเจน จากการศึกษาที่ผ่านมาพบว่ามีผู้ป่วยที่ดื้อต่อยา 
tamoxifen เพียง 17%-28% เท่านั้นที่มีการเปลี่ยนแปลงของตัวรับเอสโตรเจนเกิดขึ้น (Zilli et al., 
2009) การเปลี่ยนแปลงนี้ได้แก่  
 

2.5.1.1 ลดการแสดงออกของตัวรับเอสโตรเจนชนิดแอลฟ่า (ERα)  
 2.5.1.2 เกิดการกลายพันธุ์ของตัวรับเอสโตรเจนชนิดแอลฟ่า เช่นการเกิด point mutation ท า

ให้เกิดการเปลี่ยนแปลงโปรตีนจาก tyrosine เป็น aspartate ที่ต าแหน่งกรดอะมิโน 351 
(D351Y) ท าให้เซลล์ MCF-7 เกิดการดื้อต่อยาทาม็อกซิเฟนที่ใช้รักษา 

2.5.1.3 การเปลี่ยนแปลงการแสดงออกของตัวรับเอสโตรเจนชนิดเบต้า (ERβ) จากการศึกษาที่
ผ่านมาพบว่าการแสดงออกของตัวรับเอสโตรเจนชนิดเบต้า มีความสัมพันธ์กับการ
พยากรณ์โรคในผู้ป่วยมะเร็งเต้านม อีกทั้งการแสดงออกนี้ยังมีความเกี่ยวข้องกับการดื้อ
ของยาในกลุ่ม SERMs อีกด้วย เช่น การแสดงออกของตัวรับเอสโตรเจนชนิดเบต้า ใน
ปริมาณที่สูงนั้นจะพบในเซลล์มะเร็งเต้านมชนิดที่ดื้อต่อยา tamoxifen 

 
2.5.2 เกิดจากสภาพแวดล้อมภายในเซลล์ 

2.5.2.1 การเปลี่ยนแปลงการแสดงออกของ co-regulators เป็นที่ทราบว่า โปรตีน co-
regulators นั้นมีความสัมพันธ์กับการเหนี่ยวน าให้เกิดการ transcription ของตัวรับ
เอสโตรเจน หากมีการเปลี่ยนแปลงระดับการแสดงออกหรือการท างาน จะมีผลต่อการ
ส่งสัญญาณของตัวรับเอสโตรเจน เช่น การเกิด overexpression ของ co-activators 
และ/หรือ การ down-regulation ของ co-repressors จะไปลดฤทธิ์ของการรักษา
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ด้วยยาต้านฮอร์โมน โดยเฉพาะอย่างยิ่งในยากลุ่ม SERMs ตามที่ได้กล่าวไปแล้วใน
หัวข้อบทบาทของเอสโตรเจนต่อมะเร็งเต้านม 

 
ER coregulator proteins 

ทาม็อกซิเฟนท าหน้าที่เป็น ER antagonist ในมะเร็งเต้านม แต่เป็น agonist ต่อ
เนื้อเยื่ออ่ืนๆ เช่น ในกระดูก ระบบหลอดเลือดและหัวใจ ฤทธิ์ที่แตกต่างของทาม็อก
ซิเฟนนี้สามารถอธิบายได้จากหลายๆ กลไกด้วยกัน หนึ่งในกลไกที่กล่าวมานี้ ได้แก่ การ
เปลี่ยนแปลงระดับการแสดงออกของ coregulatory proteins (coactivators และ 
corepressors) ที่สามารถควบคุมการ transcription ของ ER ได้ (Jordan & 
O'Malley, 2007; Smith, Nawaz, & O'Malley, 1997)  

 
2.5.2.1.1 the nuclear receptor activator (NcoA) เป็นหนึ่งใน proto-

oncogene ที่พบว่ามีการ overexpression มากกว่า 30% และมี 
genetically amplified ใน 5%–10% ของผู้ป่วยมะเร็งเต้านม (Anzick et 
al., 1997; Lydon & O'Malley, 2011; Murphy et al., 2000) โดย ER 
co-activators ในระดับสูงสามารถเพ่ิมฤทธิ์ estrogen-agonist ใน 
tamoxifen และสามารถท าให้เกิดการดื้อต่อยา tamoxifen ได้ (Kressler, 
Hock, & Kralli, 2007) การแสดงออกของ nuclear receptor coactivator 
3 (NcoA3) มีความสัมพันธ์กับอัตราการรอดชีวิตที่น้อยลงในผู้ป่วยมะเร็งเต้า
นม (Harigopal et al., 2009) กล่าวได้ว่าการลดระดับ NcoA3 หรือการ
ขัดขวางการเข้าจับกันของ NcoA3 และ ER จะช่วยเพ่ิมฤทธิ์ในการ restore 
sensitivity ของเซลล์ที่ดื้อต่อยาทาม็อกซิเฟน (L. H. Wang et al., 2006) 
จากการศึกษาในชิ้นเนื้อของผู้ป่วยมะเร็งเต้านมชนิดที่มีการแสดงออกของ
ตัวรับเอสโตรเจนที่ได้รับยา tamoxifen พบว่ามีการ expression ของโปรตีน 
NcoA1, NcoA2 และ NcoA3 เพ่ิมขึ้นอย่างมีนัยส าคัญ ในผู้ป่วยที่ดื้อต่อยา
ต้านฮอร์โมนเมื่อเปรียบเทียบกับเซลล์มะเร็งเต้านมปกติ (Redmond et al., 
2009)  

จากการศึกษาของ Han และคณะในปี 2007 พบว่ายีน MACROD2 
มีการท างานคล้ายกับ ER co-activator ในเซลล์ MCF-7 (เซลล์มะเร็งเต้านม
ชนิดที่มีการแสดงออกของตัวรับเอสโตรเจน) เมื่อเกิดการ overexpression 
ของยีน MACROD2 จึงเสมือนเป็นการเพ่ิมการท างานของ co-activator ท า



 

 

22 

ให้เกิดการ transcription ของยีน และเพ่ิมการแบ่งตัวของเซลล์มะเร็ง (Han 
et al., 2007) Mohseni และคณะในปี 2014 ได้ท าการศึกษาทางคลินิคโดย
น าเซลล์มะเร็งเต้านมของผู้ป่วยมาทดสอบการแสดงออกของยีน MACROD2 
พบว่ามีการแสดงออกที่เพ่ิมสูงขึ้นมากในเซลล์มะเร็งเต้านมของผู้ป่วยที่ดื้อต่อ
ยา tamoxifen และมีผลไปเหนี่ยวน าให้เกิด estrogen independent 
growth แม้แต่ในผู้ป่วยที่ยังไม่มีการลุกลามของมะเร็งเต้านม ก็พบการ
แสดงออกของยีน MACROD2 เช่นกัน ซึ่งสัมพันธ์กับการพยากรณ์โรคที่ไม่ดี 
อัตราการรอดชีวิตต่ า และได้ท าการศึกษาโดย overexpression ยีน 
MACROD2 ในเซลล์มะเร็งเต้านมที่ดื้อต่อยา tamoxifen พบว่าเมื่อได้รับยา 
tamoxifen เซลล์ถูกกระตุ้นให้มีการเจริญเติบโตมากยิ่งขึ้น และเมื่อท าการ 
knock down ยีน MACROD2 พบว่ามีการลดฤทธิ์การดื้อต่อยา tamoxifen 
(reverse tamoxifen resistant) (Mohseni et al., 2014) จากข้อมูลการ
วิจัยดังกล่าว จึงเป็นปัจจัยใหม่ที่น่าสนใจที่จะท าการศึกษาถึงบทบาทการเกิด
การดื้อยา อันน าไปสู่การคิดค้นยาใหม่ส าหรับใช้ในการรักษาโรคมะเร็งต่อไป 

  
2.5.2.1.2 the nuclear receptor corepressor (NcoR) เป็นปัจจัยส าคัญอีกชนิด

หนึ่งที่ใช้ในการพยากรณ์การตอบสนองต่อการรักษาด้วยยาทาม็อกซิเฟน 
(Cottone, Orso, Biglia, Sismondi, & De Bortoli, 2001; Girault et al., 
2003) ยีนที่อยู่ในกลุ่ม co-repessor ได้แก่ NcoR1 และ NcoR2 เป็นต้น ซึ่ง
เป็น transcriptional co-repressor ท างานโดยการเข้าจับกับ ER ที่
ต าแหน่ง target promoter ลดการ transcription และการแสดงออกของ
ยีนที่จะน าไปสู่การเพ่ิมจ านวนของเซลล์  โดยจะพบการแสดงออกของ 
NcoR1 ที่ลดลงในผู้ป่วยมะเร็งเต้านมชนิด acquired resistance 
tamoxifen (Lavinsky et al., 1998) จากการวิจัยทางคลินิกพบว่าผู้ป่วยที่มี
การพยากรณ์โรคดีจะมีการแสดงออกของ NcoR1 ในระดับสูง (Kurokawa 
et al., 2000) การเพ่ิมการส่งสัญญาณของ estrogen independent 
growth factor เมื่อผู้ป่วยได้รับการรักษาด้วยยาเป็นเวลานานนั้น ร่างกายจะ
ได้รับเอสโตรเจนน้อยลง ส่งผลให้เกิด negative feedback ตามมาเพ่ือ
ควบคุมการเจริญเติบโตของเซลล์ ร่างกายจึงมีการตอบสนองโดยเพ่ิมการ
แสดงออกของยีนที่มีความไวต่อตัวรับเอสโตรเจนมากขึ้น เพ่ือที่จะคงสภาพให้
มีการเจริญเติบโตของเซลล์ได้ตามปกติ การ overexpression และการ
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กระตุ้นการท างานของ growth factor receptor เช่น EGFR, HER2 และ 
IGF1R นั้น จะท าให้เกิดการ proliferation และมีการอยู่รอดของเซลล์ผ่าน
ทางการส่งสัญญาณ MAPK และ PI3K/AKT signaling pathways ในผู้ป่วย
มะเร็งเต้านมที่ดื้อต่อยาต้านฮอร์โมน (Nicholson et al., 2007)  

 
ปัจจัยอ่ืนๆ ที่มีความเกี่ยวข้องกับกลไกการดื้อยาต้านฮอร์โมน เช่น การกระตุ้น MEK 

และ ERK ผ่านทาง MAPK signaling (Musgrove & Sutherland, 2009) จาก
การศึกษาของ Bergqvista และคณะอธิบายว่า MAPKs เป็น signal transducers 
downstream ของ HER2 และมีความเกี่ยวข้องกับการดื้อต่อยา tamoxifen ผ่านทาง
กระบวนการ crosstalk ระหว่าง growth factor signaling และ estrogen receptor 

α (ERα) โดยมีการท างานผ่าน extracellular signal-regulated kinase (ERK1/2) 
และพบว่าเมื่อกระตุ้นการ phosphorylation ERK1/2 สัมพันธ์กับการเพ่ิมอัตราการ
รอดของชีวิตในผู้ป่วยมะเร็งเต้านมที่ได้รับการรักษาด้วยยา  tamoxifen อีกด้วย 
(Bergqvist et al., 2006)  

นอกจากนี้ยังพบการส่งสัญญาณผ่านทาง pathway ของ nuclear factor kB (NF-

kB), KGF, PDGF/Abl (Al Saleh et al., 2011; Weigel et al., 2012; Zhou et al., 

2007) โดย NF-kB จะมีการกระตุ้นการเจริญเติบโตและการลุกลามของเซลล์มะเร็ง โดย

การเหนี่ยวน ายีน เช่น Cyclin D1 และ uPA (Nakshatri, Bhat-Nakshatri, Martin, 

Goulet, & Sledge, 1997) จากการศึกษาท่ีผ่านมาพบว่าเซลล์มะเร็งเต้านมชนิดที่มีการ

แสดงออกของตัวรับเอสโตรเจน เมื่อได้รับทาม็อกซิเฟนจะสามารถกระตุ้นการท างาน

ของ NF-kB เกิดการเจริญเติบโตของเซลล์และเพ่ิมความมีชีวิตอยู่รอด น าไปสู่การพัฒนา

เป็นเซลล์มะเร็งที่ดื้อต่อยาต้านฮอร์โมนในที่สุด (Biswas, Singh, Shi, Pardee, & 

Iglehart, 2005; Sas et al., 2012)  

 

2.5.2.2 การเปลี่ยนแปลงของ cell cycle signaling molecule  โดยการเปลี่ยนแปลงโปรตีนที่

มีบทบาทในการควบคุม cell cycle ในระยะ G1 phase ภายในเซลล์ เช่นการเพ่ิมขึ้น

ของ positive regulator และการลดลงของ negative regulator อาจเป็นสาเหตุหนึ่ง

ที่ท าให้เกิดการดื้อต่อยาต้านฮอร์โมน โดยมีผลต่อการยับยั้ง anti-proliferative effect 

ของ endocrine therapy จากการศึกษาที่ผ่านมาพบว่า Cyclin D1 ซึ่งเป็น positive 



 

 

24 

regulator มีบทบาทส าคัญในการท างานของวัฏจักรของเซลล์ในระยะ G1 phase และ 

c-MYC ที่เป็น transcription factor มีหน้าที่ควบคุมการท างานของ p21 ซึ่งมีหน้าที่ใน

การเป็น negative regulator ของ cell cycle เพ่ิมสูงขึ้น ซึ่งเป็นสาเหตุท าให้การ

ตอบสนองต่อการรักษาด้วยยา tamoxifen ลดลง (Mukherjee & Zhao, 2013; 

Osborne, 1998; Schiff et al., 2004; Varma et al., 2007) นอกจากนี้ Cyclin D1 

และ c-MYC ยังเป็นสมาชิกของ ER target gene ซึ่งการแสดงออกที่เพ่ิมสูงขึ้นของยีน

ทั้งสองชนิด จะมีผลท าให้เกิดการกระตุ้น cell cycle การแบ่งตัวเพ่ิมจ านวนและการ

รอดของเซลล์มะเร็ง ดังนั้นหากมีการยับยั้งการท างานของทั้ง 2 ยีนนี้ จึงเป็นส่วนส าคัญที่

จะช่วยลดการเพ่ิมจ านวนของเซลล์มะเร็งเต้านมได้ 

 

2.5.3 การเปลี่ยนแปลงทาง metabolism ของฮอร์โมน 

การเปลี่ยนแปลงทาง pharmacogenomics เช่นการมี CYP2D6 ที่ต่ าหรือไม่มีจะท าให้การ
รักษาด้วยยาทาม็อกซิเฟนเปลี่ยนไป  

จากการศึกษาที่ผ่านมา สามารถสรุปบทบาทการแสดงออกของยีนที่ ส าคัญต่อการดื้อยา  
ทาม็อกซิเฟน และการเกิดการลุกลามและการแพร่กระจายของเซลล์ได้ดังนี้ 
 

Genes related to 
tamoxifen resistance 

Expression in 
tamoxifen resistance 

Mechanism of tamoxifen 
resistance 

NcoA1 
NcoA3 

↑ Up-regulation of co-activator       
in ER transcription 

NcoR1 
NcoR2 

↓ Down-regulation of co-
repressor  in ER transcription 

MACROD2 
 

↑ Increased ER independent  
growth factor 

MMP-9 ↑ Increased invasion and 
metastasis 

CXCR4 ↑ Increased invasion and 
metastasis 
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E-cadeherin ↑ Increased invasion and 
metastasis 

Vimentin            ↑ Increased invasion and 
metastasis 

c-MYC            ↑ Increased cell proliferation 

 
ตารางท่ี 1 แสดงถึงการเปลี่ยนแปลงของยีนที่มีความสัมพันธ์กับการดื้อยา tamoxifen และ

การลุกลามแพร่กระจายของเซลล์ (Zilli et al., 2009) 
 
2.6 อาร์เทมิสินิน (ART) และไดไฮโดรอาร์เทมิสินิน (DHA) 

อาร์เทมิสินิน (artemisinin หรือ ART) เป็นสารกึ่งสังเคราะห์จากพืช Artemesia annua L. 
มีโครงสร้างเป็น sesquiterpene lactone มีการใช้อย่างแพร่หลายในการรักษาโรคมาลาเรีย โดยจะ
ออกฤทธิ์ต้านมาลาเรียชนิด Plasmodium falciparum ซึ่งเป็นชนิดที่พบว่าดื้อต่อยารักษามาลาเรีย
ในปัจจุบัน (Dhingra, Vishweshwar Rao, & Lakshmi Narasu, 2000; Meshnick, 2002; O'Neill, 
2004; White, 2004) อนุพันธ์ของ ART ได้แก่ dihydroartemisinin, artemether, artesunate 
และ arteether เป็นต้น โดยสารทุกตัวมีฤทธิ์ต้านเชื้อมาลาเรียเช่นกัน และยังมีฤทธิ์ยับยั้งการเจริญ
ของเซลล์มะเร็งรังไข่และเซลล์มะเร็งตับ (Efferth et al., 2004; Lai & Singh, 1995, 2006; Wu, 
Zhou, & Wu, 2004) กลไกการออกฤทธิ์ของ ART ต่อเซลล์มะเร็งคือสามารถเหนี่ยวน าให้เซลล์มะเร็ง
เกิดการตายแบบ apoptosis โดย ART ไม่เป็นพิษต่อเซลล์ปกติในร่างกายของมนุษย์  

อนุพันธ์ของ ART จะถูก hydrolyzed เปลี่ยนแปลงเป็น active metabolite ที่มีชื่อว่า ได
ไฮโดรเอาร์เทมิสินิน (dihydroartemisinin หรือ DHA) เป็นสารออกฤทธิ์ในการต้านมาลาเรีย โดย
พบว่า DHA เป็นสาร metabolite หลักของ ART มีฤทธิ์ต้านมาลาเรียและฤทธิ์ต้านมะเร็งที่สูงกว่า
อนุพันธ์ชนิดอ่ืนๆ ของ ART โดยมีการกระจายตัวได้ดีในน้ า มีการดูดซึม และคงตัวสูงในการทดสอบ
ทางคลินิกเมื่อเปรียบเทียบกับ artesunate, arteether และ artemether (Whirl-Carrillo et al., 
2012) 

 
2.6.1 ฤทธิ์ต้านมะเร็ง (anticancer effects) 
กลไกการท างานของ ART ในการต้านเซลล์มะเร็งโดยการเหนี่ยวน าให้เกิดการตายแบบ 

Apoptosis นั้น เริ่มจาก serum iron เข้าจับกับ transferrin เกิดเป็น complex ระหว่าง 
transferrin และ receptor จากนั้นเคลื่อนตัวเข้าสู่เซลล์ด้วยกระบวนการ endocytosis มีการสร้าง
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ตัวเป็น vesicle ที่เรียกว่า endosome โดยค่า pH ภายใน endosome นั้นจะลดต่ าลงและมี
ค่าเฉลี่ยอยู่ที่ 5.5 การเป็นกรดนี้จะเหนี่ยวน าให้เกิดการเปลี่ยนรูปร่าง (conformational change) 
ของ transferrin และเกิดการหลั่งของ Fe(III) (Lai & Singh, 1995) iron activated-artemisinin 
สร้าง carbon-centered radicals ที่ไปเหนี่ยวน าให้เกิด lysosomal disruption และสร้าง ROS 
ท าให้เกิดความเสียกายต่อ mitochondria เกิดการกระตุ้นการท างานของ caspases และท าให้เกิด
การตายของเซลล์ตามมา ระดับการแสดงออกของ transferrin receptor นั้นจะแตกต่างกันไปในแต่
ละชนิดของเซลล์ เซลล์ที่ไม่มีการแบ่งตัว (Non-dividing cells ) จะพบมีการแสดงออกของ 
transferrin receptor ต่ า ในขณะที่เซลล์ที่มีการแบ่งตัวอย่างรวดเร็วจะมีการแสดงออกของ 
transferrin receptors มากถึง 100,000 receptor ต่อเซลล์ (Gomme, McCann, & Bertolini, 
2005) การเข้าท างานของ ART นั้นยังสามารถเกิดได้จากการมี heme หรือ heme bound protein 
สร้าง cytotoxic carbon- centered radicals ใน mitochondria การดึงเข้าหากันนี้จะไปรบกวน
การท างานของ electron transfer chain (ETC) โดยเกิดปฏิกริยากับ heme หรือ heme-bound 
proteins น าไปสู่การสร้าง ROS และเกิดการตายแบบ apoptosis ตามมา และ ROS นี้จะเป็นตัวไป
เหนี่ยวน าให้เกิด endoplasmic reticulum stress และ genetoxicity ตามมาในภายหลัง 

 

 
 
รูปที่ 6 แสดงกลไกการท างานของ Artemisinin ในการเหนี่ยวน าให้เกิดการตายแบบ  

Apoptosis (Crespo-Ortiz & Wei, 2012) 
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ในการศึกษาเซลล์ HTB 27 cells ซึ่งเป็นเซลล์มะเร็งเต้านมที่ดื้อต่อการรักษาด้วยวิธีฉายรังสี 
พบว่าหลังจากได้รับ DHA ความเข้มข้น 200 µM ร่วมกับ holo-transferrin ปริมาณ 12 µM เป็น
เวลา 16 ชั่วโมง ความหนาแน่นของเซลล์ลดลง 2% เมื่อทดสอบด้วยวิธีการเดิมเปรียบเทียบกับเซลล์ 
HTB 125 ซึ่งเป็นเซลล์เต้านมปกติ พบว่าไม่มีความแตกต่างอย่างมีนัยส าคัญ และเมื่อทดสอบด้วยสาร 
DHA เพียงชนิดเดียว การเกิดความเป็นพิษน้อยกว่าอย่างมีนัยส าคัญ (Lai & Singh, 2006)  

การศึกษาของ Moore และคณะในปี 1995 เมื่อให้ DHA และ ferrous sulfate ทางปากใน
หนูขาวที่มีการปลูกถ่ายเซลล์มะเร็งชนิด fibrosarcoma ไว้ พบว่าออกฤทธิ์ยับยั้งการเจริญเติบโตของ
ก้อนมะเร็งชนิด fibrosarcoma โดยมีขนาดลดลงถึง 30% เมื่อเปรียบเทียบกับกลุ่มควบคุม (Moore 
et al., 1995) Lai และ Singh ในปี 2006 ได้รายงานถึงผลของ ART ในการป้องกันมะเร็งเต้านมใน
หนูขาวที่ได้รับ 7,12-dimethylbenz [a]anthracene (DMBA) ซึ่งเป็นสารก่อมะเร็ง ในการเหนี่ยวน า
ให้เกิดก้อนมะเร็งเต้านม ผลการทดสอบพบว่าหนูที่ได้รับ ART เป็นเวลา 40 สัปดาห์ ไม่เกิดการพัฒนา
เป็นมะเร็งเต้านม 43% เมื่อเปรียบเทียบกับกลุ่มที่ได้รับอาหารปกติ ในหนูที่ได้รับ DHA และมีการ
พัฒนาไปเป็นก้อน tumor นั้น ขนาดของก้อน tumor มีขนาดลดลงอย่างมีนัยส าคัญเมื่อเปรียบเทียบ
กับกลุ่มควบคุม (Lai & Singh, 2006) 

Weifeng และคณะในปี 2011 ศึกษาถึงฤทธิ์ของ ART ในการยับยั้งการลุกลามและ
แพร่กระจายของเซลล์มะเร็งตับ พบว่า ART มีฤทธิ์ยับยั้งการท างานของเซลล์ได้ดีขึ้นเมื่อมีการเพ่ิม
เวลาจาก 24 ชั่วโมงไปเป็น 72 ชั่วโมง โดยมีการลดระดับการแสดงออกของ MMP2 
metalloproteinase และ TIMP2 และยังมีการกระตุ้น  Cdc42 ท าให้เกิดการเพ่ิมการท างานของ E-
cadherin จึงท าให้เกิด cell-cell adhesion มากขึ้น และลดการเกิดการแพร่กระจายของเซลล์มะเร็ง
อย่างมีนัยส าคัญ (Weifeng et al., 2011) 

การศึกษาของ Wei Hu และคณะในปี 2014 แสดงให้เห็นว่า DHA สามารถเหนี่ยวน าให้เกิด 
autophagy ในเซลล์มะเร็งหลายชนิด ผ่านทางการ repression ของ NF-kB โดยการยับยั้ง NF-kB 
เป็นผลให้เกิดการเกาะกลุ่มของ reactive oxygen species (ROS) และเกิด autophagy ตามมา 
น าไปสู่หลักฐานที่ว่า DHA สามารถเหนี่ยวน าให้เกิดการเพ่ิมฤทธิ์ของยาเคมีบ าบัดได้ (Hu, Chen, 
Zhang, Lou, & Zhou, 2014) 

Jin-Jian Lu และคณะในปี 2010 ท าการศึกษาถึงการท าลาย (degradation) และการ
เหนี่ยวน าให้เกิดการตายแบบ apoptosis ของ c-MYC oncoprotein ของเซลล์มะเร็งที่มีการ
แสดงออกของ  c-MYC พบว่า DHA สามารถเหนี่ยวน าให้เกิดการตายแบบ apoptosis อย่างมี
นัยส าคัญในเซลล์ HL-60 (human promyelocytic leukemia cells)  และ HCT-116 (human 
colon carcinoma) ที่มีการแสดงออกของ c-MYC ในปริมาณที่สูง ในขณะเดียวกันเมื่อท าการ 
knockdown c-MYC กลับพบว่าฤทธิ์เหนี่ยวน าการเกิด apoptosis ในเซลล์ HCT-116 หายไป แสดง
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ให้ให้เห็นว่า c-MYC มีผลต่อการเกิด apoptosis และเป็นตัวบ่งชี้ที่ส าคัญในการท านายฤทธิ์ของ 
antitumor (J. J. Lu et al., 2010) 

จากการศึกษาที่ผ่านมาของ Shuqun Z. และคณะในปี 2014 ถึงผลของ DHA ต่อขบวนการ
ลุกลามและการแพร่กระจายของเซลล์มะเร็งเต้านมชนิด MDA-MB-231 (ชนิด ER negative, highly 
invasive breast cancer cell line) เริ่มจากศึกษาการ expression ของ urokinase-type 
plasminogen activator (uPA) ซึ่งเป็นโปรตีนส าคัญที่มีการแสดงออกในกระบวนการลุกลามและ
การแพร่กระจายของเซลล์และการเกิด hydrolysis ของ basement membrane และ ECM 
เปรียบเทียบกับเซลล์ MCF-7 พบว่าเซลล์ถูกยับยั้งการเจริญเติบโตตามความเข้มข้นของยา โดยเมื่อ
เพ่ิมความเข้มข้นของ DHA การออกฤทธิ์ของ DHA จะเพ่ิมมากขึ้น จากนั้นท าการทดสอบ
ความสามารถในการเกิด migration โดยการใช้วิธี cell scratch migration assay พบว่าเมื่อความ
เข้มข้นเพ่ิมสูงขึ้น เซลล์มีการเคลื่อนตัวได้ระยะทางที่สั้นลง แสดงให้เห็นถึงความสามารถในการยับยั้ง
การเคลื่อนที่ของเซลล์มะเร็งเต้านมชนิดแพร่กระจาย (MDA-MB-231) (Zhang et al., 2014) 
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บทที่ 3 
วิธีด าเนินการวิจัย 

3.1 เครื่องมือที่ใช้ในการวิจัย  

3.1.1 สารทดสอบ  
- ไดไฮโดรอาร์เทมิสินิน (Dihydroartemisinin, Sigma, USA)  

3.1.2 สารเคมี และชุดทดสอบ  
- อาหารเลี้ยงเซลล์เอ็มอีเอ็ม (Minimum essential medium eagle; MEM, 
Gibco, USA) 
- อาหารเลี้ยงเซลล์ดีเอ็มอีเอ็ม (Dulbecco’s modified eagle’s medium; 
DMEM, Gibco, USA) 
- อาหารเลี้ยงเซลล์ไอเอ็มอีเอ็ม (Phenol red–free improved minimum 
essential medium eagle; IMEM, Gibco, USA) 
- เพนนิซิลินและสเตรปโตมัยซิน (Penicillin/Streptomycin, Gibco, USA) 
- แอมโฟเทอริซินบี (Amphotericin B, Gibco, USA) 
- ซีรั่มจากฟีตัสวัว (Fetal bovine serum; FBS, Gibco, USA) 
- ซีรั่มจากฟีตัสวัวชนิดชาโคลเด็กซ์แทรนสตริป (Charcoal-dextran stripped 
FBS, Gibco, USA) 
- สารละลายอินซูลิน (Recombinant human insulin zinc solution, Gibco, 
USA) 
- ทริปซิน (0.25% Trypsin/EDTA, Gibco, USA) 
- สารละลายทริปแพนบลู (0.4% Trypan blue solution, Sigma, USA) 
- ไดเมทิลซัลฟอกไซด ์(Dimethyl sulfoxide; DMSO, Sigma, USA) 
- เอ็มทีที (Thiazolyl blue tetrazolium bromide; MTT, Sigma, USA) 
- แมทริเจลชนิดลดโกรทแฟคเตอร์ (Growth factor reduced Matrigel® 
basement membrane matrix, BD Biosciences, USA) 
- สารละลายฟอมาลดีไฮด์ 37% (Formaldehyde solution, Sigma, USA) 
- คริสตัลไวโอเล็ต (Crystal violet dye, Sigma, USA) 
- ไตรซอล (TRIzol® Reagent, Invitrogen, USA)  
- ไดเอทิล ไพโรคาร์บอเนต (Diethyl pyrocarbonate; DEPC, Molekula, UK)  
- เอทานอล (Ethanol, Merck, Germany)  



 

 

30 

- คลอโรฟอร์ม (Chloroform, Merck, Germany)  
- ไอโซโพรพานอล (Isopropanol, Merck, Germany)  
- ชุดสังเคราะห์ซีดีเอ็นเอ (Improm-II™ reverse transcription system, 
Promega, USA)  
- เอนไซม์แทคโพลีเมอเรส (Taq DNA Polymerase, Invitrogen, USA)  
- สารละลายดีเอ็นทีพี (Deoxynucleotide (dNTP) solution mix, Vivantis, 
Malaysia) 
- โอลิโกไพรเมอร์ (Oligo (dT) 15 primer, Vivantis, Malaysia)  
- ตัวยับยั้งอาร์เอ็นเอส (Recombinant RNasin® RNase inhibitor, Vivantis, 
Malaysia) 
- โหลดดิ้ง ดายน์ (6X loading dye, Vivantis, Malaysia)  
- ไพรเมอร์ส าหรับยีน GAPDH, MMP-9, CXCR4, uPA, MACROD2, Nc0A3, 
VIMENTIN, E-cadherin (Primer, Wardmedic, THAILAND) 
- แลดเดอร ์(VC 100 bp plus DNA ladder, Vivantis, Malaysia) 
- ผงอะกาโรส (Agarose LE grade, Vivantis, Malaysia)  
- เอทิเดียมโบรไมด์ (Ethidium bromide (ErBr) solution, Sigma, USA) 
- ยาทาม็อกซิเฟน (4–hydroxytamoxifen, Sigma, USA)  
- ฟอสเฟตบัฟเฟอร์เซลายน์ที่ปราศจากเชื้อ (Sterile phosphate buffer saline; 
PBS)  
- น้ ากลั่น (distilled water) 
 

3.1.3 เครื่องมือ และวัสดุอุปกรณ์  
- ตู้อบเพาะเลี้ยงเซลล์ (CO2 incubator, Thermo Scientific, USA)  
- ตู้ปฎิบัติการปลอดเชื้อ (Laminar flow hood, Labconco, USA)  
- เครื่องอ่านค่าบนไมโครเพลท (Microplate reader, MTX Lab Systems, USA)  
- เครื่องวิเคราะห์สารโปรตีนและพันธุกรรม (Nanodrop, Thermo electron 
corporation, USA)  
- เครื่องปั่นเหวี่ยง (Centrifuge, Alc, UK)  
- เครื่องเขย่าไฟฟ้า (Vortex, Scientific Industries, USA)  
- ไปเปตต์ (pipette, Gilson, USA) 
- เครื่องปั่นเหวี่ยงขนาดเล็ก (Microcentrifuge, Hettich zentrifugen, Germany)  
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- เครื่องนับจ านวนเซลล์ (Hemacytometer, Hausser Scientific, Germany)  
- แผ่นปิดนับจ านวนเซลล์ (Coverslips, Menzel Glaser, Germany) 
- กล้องจุลทรรศน์ชนิดแสง (Light Microscope, Carl Zeiss, Germany) 
- กล้องจุลทรรศน์ชนิดแสงแบบเฟส คอนทราส (Phase contrast light 
microscope, Nikon, Japan)  
- เครื่องเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอและอาร์เอ็นเอ (Polymerase Chain Reaction; PCR, 
PCR system, Biometra, Germany)  
- เครื่องแยกปริมาณอาร์เอ็นเอด้วยไฟฟ้าชนิดแนวนอน (Horizontail 
Electrophoresis apparatus, BioRad, USA)  
- เครื่องวัดปริมาณดีเอ็นเอและอาร์เอ็นเอ (Real-time Polymerase Chain 
Reaction; qRT-PCR, BIO-RAD, Singapore)  
- เครื่องวัดความเป็นกรด-ด่าง ของสาร (pH-meter, Knick, Germany) 
- จานเลี้ยงเซลล์ชนิดทรานส์เวลล์ (Transwell 24-well plates, Corning, USA) 
- เครื่องดูดจ่ายสารละลายอัตโนมัติ (Autopipette, Bio lab, USA)  
- หลอดปั่นเหวี่ยงขนาด 15 และ 50 มิลลิลิตร (Centrifuge tubes, Corning, 
USA) 
- หลอดปั่นเหวี่ยงขนาด 0.5 และ 1.5 มิลลิลิตร (microcentrifuge tube, 
Corning, USA)  
- หลอดพีซีอาร์ขนาด 0.2 มิลลิลิตร (PCR tube, Corning, USA)  
- ทิปใช้ครั้งเดียวทิ้งส าหรับไปเปตต์ขนาด 10, 200 และ 1000 ไมโครลิตร 
(disposable pipette tip, Corning, USA)  
- จานเลี้ยงเซลล์แบบ 6, 24 และ 96 หลุม (6, 24 and 96-wells plate, Corning, 
USA)  
- จานเลี้ยงเซลล์ชนิดที 25 (T25 tissue culture flasks, Corning, USA) 
- ขวดแก้วขนาด 100, 250, 500, 1000, 2000 มิลลิลิตร (Glass bottle, Brand, 
USA) 
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3.2 วิธีการด าเนินการวิจัย  

3.2.1 การเพาะเลี้ยงเซลล์ (cell culture)  

ท าการเพาะเลี้ยงเซลล์มะเร็งเต้านมชนิด MCF-7 (Estrogen receptor positive breast 
cancer cell line) จาก ATCC (Cat. #HTB-22™) และเซลล์ MCF-7/LCC-2 ซึ่งเป็นเซลล์มะเร็งเต้า
นมที่ดื้อต่อยาทาม็อกซิเฟน ได้รับความอนุเคราะห์จาก ดร.โรเบิร์ต คลาก (Dr. Robert Clarke) ศูนย์
การแพทย์มหาวิทยาลัยจอร์จทาวน์ รัฐวอชิงตันดีซี ประเทศสหรัฐอเมริกา ท าการเพาะเลี้ยงเซลล์ด้วย 
Minimum essential medium eagle (MEM) ที่มี 5% FBS, 1% penicillin/streptomycin ที่
อุณหภูมิ 37°C, 5% CO2, 95% humidity ในจานเพาะเลี้ยงเซลล์ชนิด T25 เมื่อเซลล์มีจ านวนมาก
ขึ้นและมีการเรียงตัวหนาแน่นในจานเพาะเลี้ยงประมาณ 80-90% จึงท าการ subculture  
 
3.2.2 การศึกษาความเป็นพิษของ DHA ต่อเซลล์ MCF-7 และ MCF-7/LCC-2 โดยวิธ ีMTT assay 

การศึกษาความเป็นพิษของ DHA ต่อเซลล์ โดยใช้วิธี MTT (3-[4, 5-dimethylthiazol-2-
yl]-2, 5-diphenyltetrazolium bromide) assay เพ่ือทดสอบ cell viability โดยการวัด
ความสามารถของ mitochondrial enzyme ซึ่งจะเปลี่ยน tetrazolium salt (3-(4,5-
dimethyldiazol-2-yl)-2,5 diphenyl tetrazolium bromide, MTT) ที่มีสีเหลืองให้เป็นผลึก 
formazan ที่มีสีน้ าเงินอมม่วง และละลายผลึกด้วย DMSO และน าไปวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ความ
ยาวคลื่น 570 nm ความเข้มของสีน้ าเงินที่เกิดข้ึนจะสัมพันธ์กับจ านวนเซลล์ที่มีชีวิต 

วิธีการทดสอบ 
1. เพาะเลี้ยงเซลล์ MCF-7 และ MCF-7/LCC-2 ที่ความหนาแน่น 5,000 เซลล์ต่อหลุม ใน 

96-well plate จากนั้นน าไปบ่มใน CO2 incubator เป็นเวลา 24 ชั่วโมง  

2. เติม DHA ที่ความเข้มข้น 6.25, 12.5, 25, 50, 100 μM ตามล าดับ โดยมี 0.2% DMSO 

เป็นกลุ่มควบคุม จากนั้นน าไปบ่มใน CO2 incubator ต่อเป็นเวลา 24, 48 และ 72 

ชั่วโมง  

3. เมื่อครบเวลาจึงเติมสารละลาย MTT ที่ความเข้มข้น 5 mg/ml ในสารละลาย PBS 

ปริมาตร 10 μl ลงในแต่ละหลุม  

4. บ่มไว้ใน CO2 incubator เป็นเวลา 4 ชั่วโมง  

5. เมื่อครบเวลาจึงดูดสารละลายทั้งหมดออกจาก 96-well plate และเติม DMSO จ านวน

หลุมละ 100 μl เพ่ือละลายผลึก formazan  
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6. น าไปวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 570 nm ค านวณหาค่า % cell viability 

จากสูตร 

 

                 (
                

                 
)      

 
OD control = OD ที่วัดได้จากเซลล์ที่ได้รับการ treatment ด้วย complete MEM  
OD sample = OD ที่วัดได้จากเซลล์ที่ได้รับการ treatment ด้วย DHA ที่ความเข้มข้นต่างๆ 

จากนั้นค านวณหาค่า IC50 เพ่ือเลือกความเข้มข้นของ DHA ที่เหมาะสมส าหรับใช้ในการศึกษาต่อไป 
 
3.2.3 การศึกษาผลของ DHA ในการยับยั้งการ migration โดยวิธี scratch assay 

การศึกษานี้ใช้เพ่ือศึกษาการเกิด migration ของเซลล์มะเร็งเต้านม MCF-7/LCC-2 ใน
ลักษณะ monolayer หลังจากท าให้เกิดบาดแผล โดยการเกิด migration ของเซลล์นี้จะท าให้ทราบ
ถึงบทบาทการ metastasis ของเซลล์มะเร็งเต้านมในเบื้องต้นอีกด้วย แต่อย่างไรก็ดีการท าการ
ทดลองนี้เป็นเพียงการคัดกรองเบื้องต้นว่าสารมีผลต่อการยับยั้งการเคลื่อนที่ของเซลล์หรือไม่ เมื่อ
พบว่า DHA สามารถยับยั้งการเคลื่อนที่ของเซลล์ได้จึงน าไปศึกษาโดยวิธี matrigel invasion assay 
ต่อไป  

วิธีการทดสอบ 
1. เพาะเลี้ยงเซลล์ที่ความหนาแน่น 500,000 เซลล์ต่อหลุม ใน 6-well plate ที่อุณหภูมิ 

37°C, 5% CO2 จนกระทั่งเซลล์เจริญเป็น monolayer และมีความหนาแน่นประมาณ 

80%  

2. ใช้ pipette tip ขนาด 200 μl ขีดลงไปบริเวณก้นหลุมของ well เพ่ือท าให้เกิด

บาดแผลเป็นเส้นตรง  

3. ล้างด้วย serum-free medium จ านวน 2 ครั้ง  

4. เติมอาหารเลี้ยงเซลล์ที่มี DHA ในความเข้มข้น 10, 20, 40 µM ตามล าดับ และใช้ 

0.2% DMSO เป็นกลุ่มควบคุม  

5. วัดความกว้างของบาดแผลด้วยกล้องจุลทรรศน์ที่ก าลังขยาย 200 เท่า โดยวัดที่เวลา 0, 

12, 24 และ 48 ชั่วโมงหลังจากได้รับ DHA และถ่ายภาพการเคลื่อนที่ของเซลล์ 

6. ค านวณค่า % cell migration ที่ชั่วโมงต่างๆ จากสูตร  

% cell migration = (migrated cell surface area/total surface area) x 100 
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3.2.4 การศึกษาผลของ DHA ในการยับยั้งการลุกลามของเซลล์มะเร็ง โดยวิธี matrigel 
invasion assay 

Matrigel invasion assay เป็นการทดสอบที่ใช้เพ่ือศึกษาการ invasion ของเซลล์มะเร็ง ใน
การประเมินการเกิด metastasis หลังจากให้ DHA โดย invasion chambers จะเคลือบด้วย 
matrigel ที่มีลักษณะเหมือน basement membrane ซึ่งจะอุดปิดรูของ membrane และป้องกัน
เซลล์ที่มีลักษณะเป็น non-invasive ไม่ให้มีการ migration ผ่าน membrane กล่าวคือเซลล์ที่มี
คุณสมบัติ invasive จะมีการหลั่งเอนไซม์ protease มาท าลาย matrigel และเกิดการ invasion 
ผ่าน membrane pore ได ้

วิธีการทดสอบ 
1. เจือจาง matrigel ในสัดส่วนที่เหมาะสม จากนั้นใส่ลงไปใน invasion chamber ทิ้งไว้

ให้แห้งที่อุณหภูมิห้อง (25 ºC) เป็นเวลา 24 ชั่วโมง  

2. ท า rehydration matrigel โดยการเติม serum free media ทิ้งไว้ประมาณ 1 ชั่วโมง  

3. จากนั้นเติม MEM medium with serum ลงใน 24-well plate (lower chamber) 

แล้วน า invasion chamber มาวางทับบน 24-well plate  

4. ใส่เซลล์มะเร็งเต้านมชนิด MCF-7/LCC2 ที่ความหนาแน่น 50,000 เซลล์ต่อหลุมที่มี 

serum free MEM medium ลงใน upper chamber  

5. เติมสารทดสอบ DHA ที่ความเข้มข้น 10, 20, 40 µM ตามล าดับ โดยมี 0.2 % DMSO 

เป็นกลุ่มควบคุมและบ่มเซลล์ใน incubator เป็นเวลา 48 ชั่วโมง  

6. น าส่วน supernatant ออกและล้าง upper chamber ด้วยสารละลาย PBS  

7. ท าการ fix cells ด้วย 3.7% formaldehyde ในสารละลาย PBS ที่มีค่า PH 7.4 

8. ดูดสารละลาย formaldehyde ออกแล้วล้าง upper chamber ด้วย PBS  

9. ท าการ permeabilization ด้วย absolute methanol ที่อุณหภูมิห้อง 25ºC เป็นเวลา 

20 นาที  

10. ดูด absolute methanol ออก แล้วล้าง upper chamber ด้วย PBS buffer อีกครั้ง  

11. ย้อมเซลล์ด้วย 0.1% crystal violet และปิดด้วยกระดาษฟอยล์ที่อุณหภูมิห้อง 25 ºC 

เป็นเวลา 15 นาท ีจึงดูด 0.1% crystal violet ออก 

12. ล้าง upper chamber ด้วย PBS buffer จนกว่าสารละลายจะมีสีใส 

13. เช็ดเซลล์ที่ไม่มีการ invasion ออกด้วยก้านพันส าลี 
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14. นับจ านวนเซลล์ที่บุกรุกไปยังด้านล่างของ upper chamber ด้วยกล้องจุลทรรศน์ชนิด

แสง 

15. ค านวณหาค่า % cell invasion จากสูตร  

 

% cell invasion    =   จ านวนเซลล์ที่เคลื่อนผ่าน matrigel ในกลุ่ม DHA     ×   100 
จ านวนเซลล์ที่เคลื่อนผ่าน matrigel ในกลุ่ม control 

 
3.2.5 การศึกษาผลของ DHA ในการเพิ่มความไวต่อยาทาม็อกซิเฟนโดยวิธี tamoxifen 

response assay 

ศึกษาฤทธิ์ของ DHA ในการเพิ่มความไวต่อยาทาม็อกซิเฟน ในเซลล์มะเร็งเต้านมชนิด 
MCF-7 และ MCF-7/LCC-2 โดยวิธี tamoxifen response assay  

วิธีการทดสอบ  
1. เพาะเลี้ยงเซลล์มะเร็งเต้านมทั้ง 2 ชนิดใน MEM medium ที่มี 5% Fetal bovine 

serum (FBS), 100 U/ml penicillin และ 100 U/ml streptomycin ในจาน

เพาะเลี้ยงชนิด T25 เป็นเวลา 2 วัน  

2. เริ่มท าการ wean cells เพ่ือเลี่ยง hormonal effect จาก FBS โดยการเปลี่ยนอาหาร

เลี้ยงเซลล์เป็น DMEM medium ที่มี 5% Fetal bovine serum (FBS), 100 U/ml 

penicillin และ 100 U/ml streptomycin บ่มไว้ใน incubator เป็นเวลา 2 วัน  

3. ดูดอาหารเลี้ยงเซลล์เก่าออก และเพาะเลี้ยงเซลล์ต่อใน phenol red-free IMEM ที่มี 

5% charcoal dextran-stripped FBS, insulin 10-6 M และ non-essential amino 

acid ใน incubator เป็นเวลา 2 วัน  

4. ท าการ subculture cells และเพาะเลี้ยงเซลล์มะเร็งเต้านมทั้ง 2 ชนิด ที่ความหนาแน่น 

5,000 เซลล์ต่อหลุม ใน 96-well plate ที่มี phenol red-free IMEM และ 5% 

charcoal dextran-stripped FBS ที่อุณหภูมิ 37°C และ 5% CO2 เป็นเวลา 24 ชั่วโมง  

5. เมื่อครบเวลาแล้วท าการดูด media ออกและเติมสารทดสอบ DHA ที่ความเข้มข้น 10, 

20, 40 µM ตามล าดับ ร่วมกับ 4-hydroxytamoxifen ที่ความเข้มข้น 0.1, 1, 2.5, 5, 

7.5, 10 µM โดยมี 0.2% DMSO และ 0.1% เอทานอลเป็นกลุ่มควบคุม และท าการบ่ม

เซลล์ต่อเป็นเวลา 72 ชั่วโมง 
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6. เมื่อครบเวลาจึงดูดส่วนที่ เป็น supernatant ทิ้ง และเลี้ยงเซลล์ต่อด้วย 4-

hydroxytamoxifen ที่ความเข้มข้น 0.1, 1, 2.5, 5, 7.5, 10 µM เป็นเวลา 96 ชั่วโมง  

7. จากนั้นวัดความมีชีวิตของเซลล์โดยใช้วิธี MTT โดยเติมสารละลาย MTT ที่ความเข้มข้น 

5 mg/ml ปริมาตร 10 μl ลงใน 96-well plate บ่มภายใต้อุณหภูมิ 37oC, 5% CO2 

นาน 4 ชั่วโมง  

8. ดูด supernatant ทิ้ง และเติม DMSO ปริมาตร 100 μl ลงใน 96-well plate  

9. วัดค่าการดูดกลืนแสงด้วย microplate reader ที่ความยาวคลื่น 570 nm  

10. ค านวณ % cell viability โดยใช้สูตร 

 

                 (
                

                 
)      

 
OD control = OD ที่วัดได้จากเซลล์ที่ได้รับการ treatment ด้วย complete MEM  
OD sample = OD ที่วัดได้จากเซลล์ที่ได้รับการ treatment ด้วย DHA ที่ความเข้มข้นต่างๆ 
 

3.2.6 ศึกษาผลของ DHA ต่อการแสดงออกของยีนโดยวิธี reverse transcription 
polymerase chain reaction (RT-PCR) 

วิธีการทดสอบ :  
1. เพาะเลี้ยงเซลล์มะเร็งเต้านม MCF-7/LCC2 ที่ความหนาแน่น 500,000 เซลล์ต่อหลุม ใน 

6-well plate โดยมีอาหารเลี้ยงเซลล์จ านวน 3 mL ต่อหลุม บ่มที่อุณหภูมิ 37°C, 5% 

CO2 เป็นเวลา 24 ชั่วโมง  

2. ดูด media ออกและเติมอาหารเลี้ยงเซลล์ที่มี DHA ในความเข้มข้น 10, 20, 40 µM 

ตามล าดับปริมาณหลุมละ 3 mL โดยมี 0.2 % DMSO เป็นกลุ่มควบคุม และบ่มเซลล์ใน 

incubator ต่อเป็นเวลา 48 ชั่วโมง  

3. น าเซลล์มาสกัด RNA โดยดูดสารทั้งหมดออกและเติม trizol จ านวน 1 mL ต่อหลุม ไป

เปตต์ขึ้นลงจนเซลล์หลุดออกมาและมองเห็นก้นหลุมใส 

4. น า trizol ที่มีเซลล์ปนอยู่ด้วยใส่ในหลอด eppendorf และบ่มไว้ที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 

5 นาที 
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5. เติมคอลโรฟอร์มจ านวน 0.2 mL ลงใน eppendorf เขย่าด้วยเครื่อง vortex เป็นเวลา 

10 วินาที และบ่มต่อที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 3 นาท ี

6. น า eppendorf ไปเขาเครื่อง centrifuged ที่ 12,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 15 นาที 

ที่อุณหภูมิ 4°C จะเห็นสารละลายแบ่งชั้นเป็นชั้นใสด้านบน และชั้นขุ่นอยู่ด้านล่าง 

7. ดูดชั้นใสออกมาใส่ eppendorf ใหม่ โดยระมัดระวังการปนเปื้อนจากชั้นขุ่นติดขึ้นมา

ด้วย 

8. เติม isopropanol 0.5 mL ลงใน eppendorf ทิ้งไว้ที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 20 นาที 

จากนั้นน าไปเข้าเครื่อง centrifuged ที่ 12,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 10 นาทีที่

อุณหภูมิ 4°C จะพบ RNA เกาะกลุ่มเป็นแผ่นสีขาวที่บริเวณก้นของ eppendorf  

9. เทส่วนของ supernatant ออก คงเหลือไว้เฉพาะแผ่น RNA สีขาวและล้างด้วย 75% เอ

ทานอลจ านวน 1 mL   

10. น าไปเข้าเครื่องเขย่า vortex เป็นเวลา 10 วินาที และตามด้วยเครื่อง centrifuged ที่

ความเร็ว 7,500 รอบต่อนาที เป็นเวลา 5 นาที ที่อุณหภูมิ 4°C 

11. เทส่วนที่เป็น 75% เอทานอลออก คว่ าหลอด eppendorf ไว้บนกระดาษทิชชู่ ทิ้งไว้เป็น

เวลา 8 นาที เพื่อให้ส่วนแผ่น RNA สีขาวแห้ง แต่ไม่แห้งสนิท  

12. เติม RNase free water ปริมาณ 10 μL ผสมให้เข้ากันกับแผ่น RNA โดยใช้ไปเปตต์ดูด

ขึ้นและลง 

13. วัดปริมาณ RNA โดยใช้เครื่อง Nanodrop และตรวจสอบดูการปนเปื้อนจาก phenol 

โดยใช้ค่าการดูดกลืนแสงที่ 260 และ 280 nm 

14. น า RNA ที่ได้เก็บไว้ในตู้ที่มีอุณหภูมิ -80 ºC เพ่ือรอการสกัด cDNA ในขั้นตอนต่อไป 

15. ในขั้นตอนการสกัด cDNA นั้น เริ่มจากการเตรียม RNA จ านวน 1 μg/μL ผสมกับ 

Oilgo(dT) 1 μL และ DEPC-treated water จนมีปริมาตรสุดท้ายเป็น 5 μL ผสมให้

เข้ากันและปั่นเหวี่ยงเป็นเวลา 20 วินาที จากนั้นน าไปเข้าเครื่อง thermocycler (PCR 

machine) ที่อุณหภูมิ 70°C เป็นเวลา 5 นาท ี 

16. น า RNA ที่ได้มาท า reverse transcription เพ่ือสร้างcomplementary DNA (cDNA) 

โดยใช้ ImProm-II TM reverse transcription system ซึ่งมีส่วนประกอบดังนี้  
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17. น าส่วนผสมทั้งหมดใส่ใน tube และน าไปเข้าเครื่อง thermocycler เพ่ือจะสังเคราะห์ 

cDNA โดยมีขั้นตอนดังนี้ 

- ขั้นตอน annealing ที่อุณหภูมิ 25ºC เป็นเวลา 5 นาท ี

- ขั้นตอน extension ที่อุณหภูมิ 42ºC เป็นเวลา 90 นาท ี 

- ขั้นตอน inactivated Reverse Transcriptase ที่อุณหภูมิ 70ºC เป็นเวลา 15 

นาท ี

18. เก็บ cDNA ที่ได้ไว้ที่อุณหภูมิ -20ºC จนกว่าจะมีการวิเคราะห์การแสดงออกของ mRNA 

19. ท าการวิเคราะห์ mRNA โดยใช้วิธี RT-PCR ในขั้นตอนนี้ให้เตรียม PCR tube ขนาด 0.2 

mL และเตรียมส่วนผสมดังนี้ 

 
Double distilled water 19.05 μL 
10X PCR Buffer  2.5 μL 
10 mM dNTP mixture 0.25 μL 
50 mM MgCl2 1.0 μL 
Forward Primer 0.5 μL 
Reverse Primer 0.5 μL 
Platinum® Taq DNA Polymerase 0.2 μL 
First stand cDNA Template 1.0 μL 

รวม 25 μL 

Nuclease-Free Water 7.3 μL 

ImProm-II™ 5X Reaction Buffer 4.0 μL 

25 mM MgCl2 1.2 μL 

dNTP Mix 1.0 μL 

Recombinant RNasin® Ribonuclease Inhibitors 0.5 μL 

ImProm-II™ Reverse Transcriptase 1.0 μL 

RNA + Oilgo(dT) + DEPC-treated water 5.0 μL 

รวม 20 μL 
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โดย primer ที่น ามาใช้จะมีล าดับเบสดังนี้ 
 

Genes     
 

Primer sequences Tm (ºC) Product 
(bp) 

GAPDH  
 

F: 5’-GAG AAG GCT GGG GCT CAT TT-3’  
R: 5’-AGT GAT GGC ATG GAC TGT GG-3’  

57 
 

231 

MACDOR2 F: 5’-TTG GCT CTG CTC TTC CAT TT-3’ 
R: 5’-GCC AAG AAT CAC CAT GAG GT-3’ 

58 204 

CXCR4 F: 5’-GAA CCC TGT TTC CGT GAA GA-3’ 
R: 5’-CTT GTC CGT CAT GCT TCT CA-3’ 

57 150 

MMP-9 F: 5’-CTG GCC ATG AAC TAC CTG GA-3’ 
R: 5’-GTC ACA CTT GAT CAC TCT GG-3’ 

56 483 

E-CADHERIN F: 5’-CGC ATT GCC ACA TAC A-3’ 
R: 5’-CGT TAG CCT CGT TCT CA-3’ 

57 502 

VIMENTIN F: 5’-CGC TTC GCC AAC TAC AT-3’ 
R: 5’-AGG GCA TCC ACT TCACAG-3’ 

57 662 

NcoA3 F: 5’-AGC CAT CAG TGA AGG TGT GG-3’ 
R: 5’-ACT TGT GCA AAA TCC GGT GC-3’ 

57 482 

c-MYC  
 

F: 5’-GCT TCT CTG AAA GGC TCT CCT-3’ 
R: 5’-CCA TTC CCG TTT TCC CTC TG-3’ 

56 295 

 
ตารางท่ี 2 แสดงล าดับเบสของยีนที่ใช้ในการศึกษา 

 
20. เมื่อผสมให้เข้ากันจึงท าการปั่นเหวี่ยงเป็นเวลา 20 วินาที และน าไปเข้าเครื่อง thermal 

cycler โดยตั้งเวลาดังนี้  

- ขั้นตอนที่ 1 ใช้อุณหภูมิ 94°C เป็นเวลา 3 นาที เพ่ือท าการ denature และ

กระตุ้นให้เกิดการ reverse transcriptase  

- ขั้นตอนที่ 2 เลือก PCR amplifications โดยใช้ 35 cycle ภายใต้เงื่อนไข  

1.  ขบวนการ Denaturing ที่อุณหภูมิ 94°C เป็นเวลา 30 วินาที 
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2.  ขบวนการ Annealing ที่อุณหภูมิตามค่า Tm ที่เหมาะสมเป็นเวลา 

30 วินาที 

3.  ขบวนการ Extension ที่อุณหภูมิ 72°C เป็นเวลา 1 นาท ี

- ขั้นตอนที่ 3 เลือกอุณหภูมิ 72°C เป็นเวลา 10 นาทีเพ่ือคงสภาพ 

- ขั้นตอนที่ 4 เมื่อครบตามเวลาที่ก าหนดแล้วให้คงสภาพต่อที่ 4°C จนกว่าจะน า 

PCR tube ออกจากเครื่อง เมื่อน าออกจากเครื่องแล้วให้เก็บไว้ที่อุณหภูมิ  -

20°C  

21. ขั้นตอนต่อมา น า PCR product ที่ได้มาท าขบวนการ gel electrophoresis 

22. วิธีการเตรียมเจล 

- ใช้ผงอะกาโรส จ านวน 1.2 g ละลายใน TBE buffer ปริมาตร 80 mL อุ่นด้วย

ความร้อนปานกลางเป็นเวลา 2 นาท ีจนกระท่ังผงละลายกลายเป็นน้ าใส 

- เทใส่ถาดเตรียมเจล พร้อมใส่หวีส าหรับเตรียมเจล รอจนเจลแข็งตัวประมาณ 

45 นาท ี

- น าหวีออก จะได้เจลที่มีช่องและแข็งตัวสมบูรณ์พร้อมส าหรับการท า gel 

electrophoresis 

23. น าเจลวางในเครื่อง gel electrophoresis โดยหันด้านที่เป็นช่องไปยังขั้วลบ และเติม 

TBE buffer จนน้ าท่วมเจล  

24. ตัดแผ่นพาราฟินส าหรับเตรียมผสมสารที่จะเตรียมเจลขนาดกว้าง 2 cm ยาว 4 cm 

หยอด loading dye จ านวน 2 μL จ านวนเท่ากับตัวอย่างที่ต้องการทดสอบ  

25. ใส่ PCR product ที่ได้จ านวน 6 μL ผสมกับ loading dye ที่เตรียมไว้ ผสมให้เข้ากัน

และท าการไปเปตต์สารจ านวน 7 μL ใส่ลงไปในช่องของเจลที่เตรียมไว้ โดยใส่ VC 

DNA ladder เป็น marker ในช่องซ้ายสุด 

26. ปิดฝาเครื่อง gel electrophoresis ต่อขั้วกระแสไฟฟ้าขั้วลบเข้ากับสายสีด า และ

ขั้วบวกเข้ากับสายสีแดง และเปิดเครื่องโดยตั้งค่าที่ 100 volts (V) เป็นเวลา 50 นาที 

หรือเส้นสีฟ้าของ bromophenol blue มีการเคลื่อนที่ได้ระยะทางเป็น ¾ ของแผ่นเจล 

27. น าแผ่นเจลที่ได้ไปแช่ใน TBE buffer ปริมาตร 400 mL ที่มี 0.5 μg/mL ethidium 

bromide เป็นเวลา 15 นาที แต่แช่ต่อด้วย TBE buffer เป็นเวลา 30 นาท ี 

28. น าแผ่นเจลไปวัดค่า density โดยใช้เครื่อง gel cocumentation  
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3.3 การวิเคราะห์ข้อมูลและสถิติ  

ในการทดลองจะท าการทดลองซ้ าอย่างน้อย 3 ครั้ง และรายงานในรูปของค่าเฉลี่ย ± ค่า
ความคลาดเคลื่อนมาตรฐานของค่าเฉลี่ย (mean ± standard error of mean) ในการเปรียบเทียบ
ความแตกต่างระหว่างกลุ่มข้อมูล จะใช้สถิติ one-way analysis of variance (one-way ANOVA) 
ร่วมกับ LSD post hoc test เพ่ือวิเคราะห์ความแตกต่างระหว่างชุดข้อมูล โดยจะพิจารณาว่ามีความ
แตกต่างทางสถิติที่ระดับความเชื่อมั่น 95% (p<0.05) 
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บทที่ 4  
ผลการทดลอง 

4.1 การศึกษาผลของ DHA ต่ออัตราการรอดชีวิตของเซลล์มะเร็งเต้านมชนิด MCF-7 และ    
MCF-7/LCC-2  

จากการศึกษาท่ีผ่านมาพบว่า DHA มีฤทธิ์ยับยั้งการเจริญเติบโตของ fibrosarcoma รวมถึงยับยั้ง
การลุมลามและแพร่กระจายของเซลล์มะเร็งตับ (Efferth et al., 2004) การศึกษานี้จึงมีวัตถุประสงค์
เพ่ือศึกษาฤทธิ์ของ DHA ต่อการเจริญเติบโตของเซลล์มะเร็งเต้านมชนิด MCF-7 และ MCF-7/LCC-2 
โดยใช้วิธี MTT (MTT coloricmetric assay) เมื่อทดสอบโดยให้สาร DHA ที่ความเข้มข้น 6.25, 
12.5, 25, 50, 100 µM เป็นเวลา 24, 48 และ 72 ชั่วโมงตามล าดับ โดยมี 0.2% DMSO เป็นกลุ่ม
ควบคุม พบว่า DHA มีฤทธิ์ลดการเจริญเติบโตของเซลล์มะเร็งโดยผลที่ได้ขึ้นกับความเข้มข้นที่ได้รับ 
DHA เพ่ิมข้ึน (dose dependent manner) ดังรูปที่ 6 และน าค่าร้อยละอัตราการรอดชีวิตของเซลล์
ไปค านวนหาค่าความเข้มข้นของสารที่ออกฤทธิ์ยับยั้งเซลล์ร้อยละ 20 และร้อยละ 50 (IC20 และ IC50) 
โดยมีค่า IC20 ของเซลล์ MCF-7 เท่ากับ 17.21, 12.56, 9.42 µM และค่า IC50 เท่ากับ 33.37, 29.06, 
26.89 µM ที่เวลา 24, 48 และ 72 ชั่วโมงตามล าดับ ดังรูปที่ 6A และในเซลล์ MCF-7/LCC-2 มีค่า 
IC20 เท่ากับ 16.31, 13.08, 10.1 µM และค่า IC50 ของเซลล์เท่ากับ 51.81, 36.93, 31.74 µM ที่
เวลา  24, 48 และ 72 ชั่วโมงตามล าดับ ดังรูปที่ 6B จากนั้นน าค่า IC20 และ IC50 ที่ได้ไปค านวณหา
ความเข้มข้นของสารที่จะใช้ทดสอบในการศึกษาต่อไป โดยเลือกท าการทดสอบที่ความเข้มข้นของ 
DHA เท่ากับ 10, 20 และ 40 µM ซึ่งเป็นค่าท่ีอยู่ระหว่างช่วง IC20 และ IC50 
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รูปที่ 7  DHA มีผลลดจ านวนเซลล์ที่มีชีวิตของเซลล์ MCF-7 (A) และ MCF-7/LCC-2 (B) กราฟ

แสดงร้อยละของเซลล์ที่มีชีวิตเมื่อได้รับ DHA ที่ความเข้มข้น 0, 6.25, 12.5, 25, 50, 100 
µM เป็นเวลา 24, 48 และ 72 ชั่วโมง โดยท าการทดลอง 3 ครั้ง ค่าทีได้แสดงอยู่ในรูป
ค่าเฉลี่ย ± ค่าความคลาดเคลื่อนมาตรฐาน (*) แสดงค่านัยส าคัญทางสถิติที่ p < 0.05,  (**) 
แสดงค่านัยส าคัญทางสถิติที่ p < 0.01 และ (***) แสดงค่านัยส าคัญทางสถิติที่ p < 0.001 
เปรียบเทียบกับกลุ่มควบคุม (0.2% DMSO)  

 
 
 

A)  

B) 
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Cells type Time (h) DHA (µM) 

IC20  IC50  
 

MCF-7 
24 17.21±5.42 33.37±3.99 
48 12.56±1.60 29.06±2.63 
72 9.42±1.45 26.89±2.76 

 
MCF-7/LCC-2 

24 16.31 ±0.88 45.81±5.05 
48 13.08±0.56 36.93±1.27 
72 10.10±2.37 31.74±1.03 

 
ตารางที่ 3 แสดงค่าความเข้มข้นของสารที่ออกฤทธิ์ยับยั้งเซลล์ร้อยละ 20 และร้อยละ 50 (IC20 

และ IC50) ของเซลล์ MCF-7 และ MCF-7/LCC-2 เมื่อได้รับ DHA ที่ความเข้มข้น 6.25, 
12.5, 25, 50, 100 µM เป็นเวลา 24, 48 และ 72 ชั่วโมง เปรียบเทียบกับกลุ่มควบคุม 
(0.2% DMSO) โดยท าการทดลอง 3 ครั้ง ค่าทีได้แสดงอยู่ในรูปค่าเฉลี่ย ± ค่าความคลาด
เคลื่อนมาตรฐาน 
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4.2. การศึกษาผลของ DHA ในการเพิ่มความไวต่อยาทาม็อกซิเฟน  

จากผลการทดสอบฤทธิ์ต้านมะเร็งของ DHA ในเซลล์ MCF-7 และ MCF-7/LCC-2 พบว่า 
DHA มีฤทธิ์ลดจ านวนเซลล์ที่มีชีวิตในเซลล์ที่ดื้อต่อยาทาม็อกซิเฟนอย่างมีนัยส าคัญ ผู้วิจัยจึงสนใจ
ศึกษาเพ่ิมเติมถึงความสามารถของ DHA ในการเพ่ิมความไวต่อยาทาม็อกซิเฟนในเซลล์ MCF-7 และ 
MCF-7/LCC-2 โดยการทดสอบนี้ไดใ้ห้สารทดสอบ DHA ร่วมกับยาทาม็อกซิเฟน ซึ่งเป็นยาชนิดแรกที่
ใช้ในการรักษาโรคมะเร็งเต้านมชนิดที่มีการแสดงออกของตัวรับเอสโตรเจน เปรียบเทียบกับการให้ยา
ทาม็อกซิเฟนเพียงชนิดเดียว 

ผลการศึกษาพบว่าเมื่อให้สารทดสอบ DHA ที่ความเข้มข้น 10, 20 และ 40 µM ร่วมกับยา
ทาม็อกซิเฟนความเข้มข้น 0.1, 1, 2.5, 5, 7.5 และ 10 µM ทั้งเซลล์ MCF-7 และ MCF-7/LCC-2 
จ านวนร้อยละของเซลล์ที่มีชีวิตลดลงอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ ที่ p < 0.05 เมื่อเปรียบเทียบกับกลุ่ม
ที่ได้รับยาทาม็อกซิเฟนเพียงชนิดเดียว ดังแสดงในรูปที่ 7 พบว่าเซลล์ MCF-7 ที่เป็นเซลล์ชนิดที่ไม่ดื้อ
ต่อยาทาม็อกซิเฟน จ านวนร้อยละของเซลล์ที่มีชีวิตลดลงอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติหลังจากที่ได้รับสาร
ทดสอบทั้งสองกลุ่ม ซึ่งจะพบว่าลดลงมากกว่าเซลล์ MCF-7/LCC-2 ซึ่งเป็นเซลล์ที่ดื้อต่อยาทาม็อก
ซิเฟน 

จากผลการทดลองนี้พบว่าจ านวนร้อยละของความมีชีวิตของเซลล์ลดลง ซึ่งเป็นผลมาจาก
ความเป็นพิษของ DHA แต่ไม่ได้มีฤทธิ์ในการเพ่ิมความไวต่อยาทาม็อกซิเฟน และฤทธิ์ลดการดื้อยา
ของเซลล์แต่อย่างใด จะเห็นได้จากเมื่อให้ความเข้มข้นของ DHA ในความเข้มข้นที่คงที่ ที่ 10, 20 
และ 40 µM และเพ่ิมความเข้มข้นของทาม็อกซิเฟนจาก 0.1, 1, 2.5, 5, 7.5 ถึง 10 µM กราฟมี
ลักษณะค่อนข้างเป็นเส้นตรงในเซลล์ MCF-7/LCC-2 ซึ่งเป็นเซลล์ที่ดื้อต่อยาทาม็อกซิเฟน และไม่
พบว่ามีความแตกต่างอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติถึงแม้จะเพ่ิมความเข้มข้นของทาม็อกซิเฟนก็ตาม  แต่
ในทางกลับกันเซลล์ MCF-7 ที่ไม่ดื้อต่อยาทาม็อกซิเฟนนั้นจะพบกราฟร้อยละของความมีชีวิตของ
เซลล์มีความชันมากยิ่งขึ้น แสดงให้เห็นถึงผลที่ดีขึ้นของการให้สารทดสอบร่วมกันระหว่าง DHA และ
ทาม็อกซิเฟน  
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รูปที่ 8  DHA เพิ่มความเป็นพิษต่อเซลล์มะเร็งเต้านมชนิด MCF-7 (A) และ MCF-7/LCC-2 (B) 

กราฟแสดงร้อยละของเซลล์ที่มีชีวิตเมื่อได้รับยาทาม็อกซิเฟนแบบเดีย่วที่ความเข้มข้น 0.1, 1, 
2.5, 5, 7.5, 10 µM และได้รับร่วมกับ DHA ที่ความเข้มข้น 0, 10, 20 และ 40 µM โดยท า
การทดลอง 3 ครั้ง ค่าทีไดแ้สดงอยู่ในรูปค่าเฉลี่ย ± ค่าความคลาดเคลื่อนมาตรฐาน  

 
 

A)  

B) 
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4.3 การศึกษาผลของ DHA ในการยับยั้งการเคลื่อนที่ของเซลล์โดยวิธี scratch assay 

จากผลการศึกษาที่ผ่านมาพบว่ากระบวนการ EMT มีบทบาทที่ส าคัญต่อการเปลี่ยนแปลง
ของเซลล์มะเร็ง ท าให้มีความสามารถในการแพร่กระจายและลุกลามไปยังอวัยวะต่างๆของร่างกาย 
เป็นสาเหตุส าคัญที่ท าให้ผู้ป่วยโรคมะเร็งเต้านมเสียชีวิต โดยกระบวนการ EMT ท าให้เกิดการ
เปลี่ยนแปลงของเซลล์จาก epithelial cell ไปเป็น mesenchymal cell เคลื่อนที่ออกจากอวัยวะตั้ง
ต้นและกระจายไปยังอวัยวะอ่ืน เพ่ือต้องการศึกษา DHA มีฤทธิ์ยับยั้งการเคลื่อนที่ของเซลล์มะเร็งเต้า
นมได้หรือไม่ จึงท าการทดสอบเบื้องต้นโดยใช้วิธี scratch assay เพ่ือศึกษาการเคลื่อนที่ของ
เซลล์มะเร็งเต้านมที่ดื้อต่อยาทาม็อกซิเฟน (MCF-7/LCC-2) ซึ่งเป็นชนิดที่พบมีการแพร่กระจายไปยัง
อวัยวะต่างๆ ได้มาก แต่อย่างไรก็ดีได้เลือกท าการทดสอบในเซลล์ชนิด MCF-7/LCC-2 เพียงชนิด
เดียว เนื่องจากการศึกษาที่ผ่านมาพบว่าเซลล์ชนิด MCF-7 เป็นชนิดที่พบมีการแพร่กระจายไปยัง
อวัยวะอ่ืนได้น้อยมาก (Soule, Vazguez, Long, Albert, & Brennan, 1973) ของร่างกายในอัตราที่
ต่ า การทดสอบนี้จะสังเกตการเคลื่อนที่ของเซลล์เป็นเวลา 48 ชั่วโมง โดยมีการบันทึกภาพการ
เคลื่อนที่ของเซลล์โดยใช้กล้องจุลทรรศน์ที่เวลา 0, 12, 24, 48 ชั่วโมง ความเข้มข้นของสารทดสอบ 
DHA ที่ใช้ในการศึกษาเท่ากับ 10, 20 และ 40 µM โดยมีเซลล์ที่ให้ 0.2% DMSO เป็นกลุ่มควบคุม 
ดังแสดงในรูปที่ 8 (A) 

ผลการศึกษาพบว่าเมื่อเวลาเพ่ิมข้ึน เซลล์จะมีการเคลื่อนที่เข้ามายังบริเวณก้นจานเลี้ยงเซลล์
ที่ถูกขูดไว้ด้วยปลายปิเปตต์มากยิ่งขึ้น แต่เมื่อได้รับสารทดสอบ DHA ในความเข้มข้นต่างๆ ท าให้เซลล์
สามารถเคลื่อนที่ได้ระยะทางสั้นลง โดยเมื่อเพ่ิมความเข้มข้นของ DHA มากยิ่งขึ้น จากความเข้มข้น 
10, 20 ไปจนถึง 40 µM จะมีความสัมพันธ์กับระยะทางการเคลื่อนที่ที่ลดลงอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ
เมื่อเปรียบเทียบกับกลุ่มควบคุม (0.2% DMSO) ที่ p < 0.05 โดยที่เวลา 12 ชั่วโมงพบร้อยละการปิด
ของรอยแยกเท่ากับ 7.30, 4.50 และ 3.49 ที่เวลา24 ชั่วโมงพบร้อยละความกว้างของรอยแยกเท่ากับ 
11.24, 8.39 และ 6.49 และที่เวลา 48 ชั่วโมงพบร้อยละการปิดของรอยแยกเท่ากับ 26.58, 12.85 
และ 10.10 ตามล าดับแสดงในรูปที่ 8 (B) 
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รูปที่ 9  DHA ยับยั้งการเคลื่อนที่ของเซลล์มะเร็งเต้านมที่ดื้อต่อยาทาม็อกซิเฟน (MCF-7/LCC-2) 
(A) รูปแสดงความกว้างของรอยแยกบริเวณก้นจานเลี้ยงเมื่อได้รับ DHA ที่ความเข้มข้น 10, 
20 และ 40 µM เป็นเวลา 48 ชั่วโมง และบันทึกภาพที่เวลา 0, 12, 24, 48 ชั่วโมง (B) 
กราฟแสดงร้อยละของการปิดความกว้างรอยแยก เทียบกับกลุ่มควบคุมที่ได้รับ 0.2% 
DMSO โดยท าการทดลอง 3 ครั้ง ค่าทีได้แสดงอยู่ในรูปค่าเฉลี่ย ± ค่าความคลาดเคลื่อน
มาตรฐาน (*) แสดงค่านัยส าคัญทางสถิติที่ p < 0.01 และ (**) แสดงค่านัยส าคัญทางสถิติที่ 
p < 0.001  

A)  

B) 
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4.4 การศึกษาผลของ DHA ในการยับยั้งการลุกลามของเซลล์มะเร็งโดยวิธี matrigel invasion 

เนื่องจากการศึกษาโดยวิธี scratch assay ใช้เพ่ือศึกษาการเคลื่อนที่ของเซลล์มะเร็งเต้านม 
MCF-7/LCC-2 ท าให้ทราบถึงผลของ DHA ต่อการเคลื่อนที่ของเซลล์มะเร็ง แต่เป็นเพียงการคัดกรอง
เบื้องต้นว่าสารมีผลต่อการยับยั้งการเคลื่อนที่ของเซลล์หรือไม่ เมื่อพบว่า DHA สามารถยับยั้งการ
เคลื่อนที่ของเซลล์ แต่ไม่สามารถแยกผลที่มาจากการเจริญเติบโตของเซลล์ได้ จึงศึกษาเพ่ิมเติมโดยใช้
วิธี matrigel invasion ซึ่งเป็นการทดสอบเพ่ือศึกษาการลุกลามของเซลล์มะเร็งเต้านมที่ดื้อต่อยาทา 
ม็อกซิเฟนชนิด MCF-7/LCC-2 โดย invasion chamber ที่น ามาใช้ในการศึกษา จะถูกเคลือบด้วย 
matrigel ที่มีลักษณะเหมือน basement membrane โดยเซลล์ที่มีความสามารถในการลุกลาม จะ
มีการหลั่งเอนไซม์ protease มาท าลาย matrigel และเกิดการลุกลามผ่าน membrane pore ได ้ 

ในการศึกษานี้จึงใช้ invasion chamber เพ่ือศึกษาการลุกลามของเซลล์ MCF-7/LCC-2 
เมื่อได้รับสารทดสอบ DHA เปรียบเทียบกับกลุ่มควบคุมทีใ่ห้ 0.2% DMSO โดยค านวณจ านวนเซลล์ที่
สามารถแพร่ผ่าน matrigel ได้ เปรียบเทียบกันในสองกลุ่มการทดลอง ผลการศึกษาที่ได้คือเซลล์ที่
ได้รับสารทดสอบ DHA ที่ความเข้มข้น 10, 20 และ 40 µM เซลล์สามารถแพร่ผ่าน matrigel ได้
น้อยลงอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ ที่ p < 0.05 เมื่อเปรียบเทียบกับกลุ่มควบคุม โดยมีค่าร้อยละของ
เซลล์ที่มีการแพร่ผ่าน matrigel เป็น 87.67, 78.63, 71.91 ตามล าดับ แสดงให้เห็นว่าสารทดสอบ 
DHA มีความสามารถในการยับยั้งการลุกลามของเซลล์มะเร็งเต้านมชนิด MCF-7/LCC-2 รูปที่ 9  
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รูปที่ 10 DHA ยับยั้งการลุกลามของเซลล์มะเร็งเต้านมที่ดื้อต่อยาทาม็อกซิเฟน (MCF-7/LCC-2) 

กราฟแสดงร้อยละการลุกลามของเซลล์เมื่อได้รับ DHA ที่ความเข้มข้น 10, 20 และ 40 µM 
เป็นเวลา 48 ชั่วโมง เปรียบเทียบกับ 0.2% DMSO ซึ่งเป็นกลุ่มควบคุม โดยท าการทดลอง 3 
ครั้ง พบว่าจ านวนเซลล์ที่เคลื่อนที่ผ่าน invasion chamber จะลดลงเมื่อเพ่ิมความเข้มข้น
ของ DHA ค่าร้อยละการลุกลามของเซลล์จะแสดงอยู่ในรูปค่าเฉลี่ย ± ค่าความคลาดเคลื่อน
มาตรฐาน (*) แสดงค่านัยส าคัญทางสถิติท่ี p < 0.05 , (**) แสดงค่านัยส าคัญทางสถิติที่ p < 
0.01  
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4.5 การศึกษาผลของ DHA ต่อการเปลี่ยนแปลงการแสดงออกในระดับ mRNA ของยีนที่
เกี่ยวข้องกับการเพิ่มจ านวนของเซลล์ การลุกลามของเซลล์ และการดื้อต่อยาทาม็อกซิเฟน  

จากการศึกษาที่ผ่านมาพบว่า DHA มีฤทธิ์ยับยั้งการเจริญเติบโตของเซลล์ เพ่ิมความไวต่อยาทา  
ม็อกซิเฟน และสามารถยับยั้งการลุกลามของเซลล์มะเร็งเต้านมได้ เพ่ือศึกษากลไกการท างานของ 
DHA ต่อเซลล์มะเร็งเต้านมและยืนยันผลการทดสอบว่า DHA มีฤทธิ์ยับยั้งการลุกลามของเซลล์มะเร็ง
เต้านมได ้ในการศึกษานี้จึงสนใจที่จะศึกษาการเปลี่ยนแปลงในระดับ mRNA ของเซลล์มะเร็งเต้านมที่
ดื้อต่อยาทาม็อกซิเฟน MCF-7/LCC-2 เมื่อได้รับ DHA ที่ความเข้มข้น 10, 20 และ 40 µM 
เปรียบเทียบกับกลุ่มควบคุม 0.2% DMSO เป็นเวลา 48 ชั่วโมง 

ผลการศึกษาพบว่า DHA มีฤทธิ์ยับยั้งการเจริญเติบโตของเซลล์ จึงท าการศึกษากลไกการออก
ฤทธิ์ของ DHA ในการยับยั้งการเจริญเติบโตของเซลล์ ซึ่งจากการศึกษาที่ผ่านมาพบว่ายีน c-MYC มี
ความสัมพันธ์กับการเพ่ิมจ านวนของเซลล์มะเร็งเต้านม โดยในเซลล์มะเร็งเต้านมนั้นจะพบว่ามีการ
แสดงออกของยีน c-MYC สูงขึ้นมากกว่าปกติ และยาที่ใช้รักษาโรคมะเร็งเต้านมปัจจุบันคือทาม็อก
ซิเฟน มีผลท าให้เกิดการแสดงออกของยีน c-MYC ลดลงในเซลล์มะเร็งเต้านมชนิดที่มีการแสดงออก
ของตัวรับเอสโตรเจน (Musgrove & Sutherland, 2009) จึงไดท้ าการศึกษาการแสดงออกของยีน c-
MYC ในเซลล์ MCF-7/LCC-2 เมื่อให้สารทดสอบ DHA ที่ความเข้มข้น 10, 20 และ 40 µM และมี 
0.2% DMSO เป็นกลุ่มควบคุม ผลการศึกษาพบว่าค่า relative mRNA expression ของยีน c-MYC 
แสดงเป็นร้อยละ เท่ากับ 95.12, 80.21 และ 68.63 ที่ความเข้มข้นของ DHA 10, 20 และ 40 µM 
ตามล าดับ โดยที่ระดับความเข้มข้นของ DHA ที่ 20 และ 40 µM มีการเปลี่ยนแปลงการแสดงออก
ของยีน c-MYC อย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ ที่ p < 0.05 เมื่อเปรียบเทียบกับกลุ่มควบคุม (0.2% 
DMSO) ดังรูปที่ 10  
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รูปที่ 11 DHA ยับยั้งการเจริญเติบโตของเซลล์ที่ดื้อต่อยาทาม็อกซิเฟน (MCF-7/LCC-2) โดย

เปลี่ยนแปลงการแสดงออกในระดับ mRNA ของ c-MYC (A) การแสดงออกของยีน c-
MYC เมื่อวิเคราะห์ด้วยเทคนิค PCR หลังได้รับ DHA ที่ความเข้มข้น 10, 20 และ 40 µM 
เป็นเวลา 48 ชั่วโมง เปรียบเทียบกับ 0.2% DMSO ซึ่งเป็นกลุ่มควบคุม โดยมี GAPDH เป็น 
internal control (B) ค่าร้อยละการแสดงออกของ mRNA ในยีน c-MYC โดยท าการ
ทดลอง 3 ครั้ง ค่าที่ได้จะแสดงอยู่ในรูปค่าเฉลี่ย ± ค่าความคลาดเคลื่อนมาตรฐาน (*) 
แสดงค่านัยส าคัญทางสถิติท่ี p < 0.05 , (**) แสดงค่านัยส าคัญทางสถิติท่ี p < 0.01 
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ผลการทดลองเบื้องต้นพบว่า DHA มีฤทธิ์ยับยั้งการเจริญเติบโตของเซลล์มะเร็ง จึง
ท าการศึกษาเพ่ิมเติมถึงกลไกของ DHA ต่อการลุกลามและการแพร่กระจายของเซลล์ โดย
ท าการศึกษาในระดับ mRNA ของ MMP-9 และ CXCR4 ซึ่งเป็นยีนที่เกี่ยวข้องกับการลุกลามและ
แพร่กระจายของเซลล์มะเร็งเต้านมไปยังอวัยวะต่างๆ ของร่างกาย ผลการศึกษาที่ได้แสดงในรูปที่ 11 
พบว่า DHA ที่ความเข้มข้น 10, 20 และ 40 µM มีผลท าให้การแสดงออกของยีน CXCR4 และ 
MMP-9 ลดลงอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติทุกความเข้มข้น ที่ p < 0.05 เมื่อเปรียบเทียบกับกลุ่มควบคุม 
โดยมีค่าร้อยละของ relative mRNA expression เท่ากับ 86.17, 85.03 และ 76.15 ใน CXCR4 
และ 85.30, 81.84 และ 62.68 ใน MMP-9 แสดงให้เห็นว่า DHA มีฤทธิ์ยับยั้งการลุกลามและการ
แพร่กระจายของเซลล์ผ่านทางการแสดงออกของยีน MMP-9 และ CXCR4 
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รูปที่ 12 DHA ยับยั้งการลุกลามของเซลล์ที่ดื้อต่อยาทาม็อกซิเฟน (MCF-7/LCC-2) โดย
เปลี่ยนแปลงการแสดงออกในระดับ mRNA ของ CXCR4 และ MMP-9 (A) การ
แสดงออกของยีน CXCR4 และ MMP-9 เมื่อวิเคราะห์ด้วยเทคนิค PCR หลังได้รับ DHA ที่
ความเข้มข้น 10, 20 และ 40 µM เป็นเวลา 48 ชั่วโมง เปรียบเทียบกับ 0.2% DMSO ซึ่ง
เป็นกลุ่มควบคุม โดยมี GAPDH เป็น internal control (B) ค่าร้อยละการแสดงออกของ 
mRNA ในยีน CXCR4 (C) ค่าร้อยละการแสดงออกของ mRNA ในยีน MMP-9 โดยท าการ
ทดลอง 3 ครั้ง ค่าที่ได้จะแสดงอยู่ในรูปค่าเฉลี่ย ± ค่าความคลาดเคลื่อนมาตรฐาน (*) 
แสดงค่านัยส าคัญทางสถิติที่ p < 0.05 , (**) แสดงค่านัยส าคัญทางสถิติท่ี p < 0.01  
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จากการศึกษาที่ผ่านมาพบว่าการแพร่กระจายของเซลล์มะเร็งเต้านม มีความเกี่ยวข้องกับ
กระบวนการ EMT ซึ่งจะมีการเปลี่ยนแปลงรูปร่างของเซลล์จาก epithelial cell ไปเป็น 
mesenchymal cell ซึ่งเป็นสาเหตุให้เซลล์มะเร็งมีการเคลื่อนที่ออกจากอวัยวะนั้น แพร่กระจายไป
ยังอวัยวะต่าง ๆ ของร่างกาย ซึ่งส่วนหนึ่งเกิดจากการลดลงของ epithelial marker ได้แก่ E-
cadherin และการเพ่ิมขึ้นของ mesenchymal marker ได้แก่ vimentin เป็นต้น ในการศึกษานี้จึง
ได้ท าการทดสอบการเปลี่ยนแปลงในระดับ mRNA ของยีน E-cadherin และ vimentin ใน
เซลล์มะเร็งเต้านมที่ดื้อต่อยาทาม็อกซิเฟน MCF-7/LCC-2 หลังจากให้สารทดสอบ DHA ผลการศึกษา
พบว่า เมื่อเพ่ิมระดับความเข้มข้นของสาร DHA ที่ความเข้มข้น 10, 20 และ 40 µM ไม่มีการ
เปลี่ยนแปลงในระดับ mRNA ของยีนอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติเม่ือเปรียบเทียบกับกลุ่มควบคุม (0.2% 
DMSO) โดยมีค่าร้อยละของ relative mRNA expression เท่ากับ 99.91,  95.82 และ 93.56 ของ 
E-cadherin และ 101.19, 95.68 และ 95.82 ใน Vimentin แสดงให้เห็นว่า DHA ไม่มีผลต่อการ
แพร่กระจายของเซลล์มะเร็งผ่านทางการเปลี่ยนแปลงยีนที่เกี่ยวข้องกับกระบวนการ EMT ดังรูปที่ 
12 
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รูปที่ 13 DHA ไม่มีผลยับยั้งการลุกลามของเซลล์มะเร็งเต้านมที่ดื้อต่อยาทาม็อกซิเฟน (MCF-
7/LCC-2) ผ่านทางกระบวนการ EMT โดยไม่มีการเปลี่ยนแปลงการแสดงออกในระดับ 
mRNA ของ E-cadherin และ Vimentin (A) การแสดงออกของ E-cadherin  และ 
Vimentin เมื่อวิเคราะห์ด้วยเทคนิค PCR หลังได้รับ DHA ที่ความเข้มข้น 10, 20 และ 40 
µM เป็นเวลา 48 ชั่วโมง เปรียบเทียบกับ 0.2% DMSO ซึ่งเป็นกลุ่มควบคุม โดยมี GAPDH 
เป็น internal control (B) ค่าร้อยละการแสดงออกของ mRNA ใน E-cadherin (C) ค่า
ร้อยละการแสดงออกของ mRNA ใน Vimentin โดยท าการทดลอง 3 ครั้ง ค่าที่ได้จะแสดง
อยู่ในรูปค่าเฉลี่ย ± ค่าความคลาดเคลื่อนมาตรฐาน 
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จากการศึกษาเบื้องต้นพบว่า DHA มีฤทธิ์ยับยั้งเซลล์มะเร็งเต้านมที่ดื้อต่อยาทาม็อกซิเฟน แต่
ไม่มีผลต่อการเพ่ิมความไวของยาทาม็อกซิเฟน ดังนั้นในการศึกษานี้จึงท าการทดสอบเพ่ิมเติมถึงการ
เปลี่ยนแปลงการแสดงออกของยีนที่เกี่ยวข้องกับการดื้อยาทาม็อกซิเฟน NcoA3 ซึ่งท าหน้าที่เป็น 
coactivator กระตุ้นให้เกิดกระบวนการ transcription ของยีนและเกิดการเจริญเติบโตของ
เซลล์มะเร็งเต้านมตามมา ในสภาวะที่เซลล์มะเร็งเต้านมมีการเจริญเติบโตและมีการแพร่กระจายออก
นอกเซลล์นั้น จะพบการแสดงออกของยีน NcoA3 ที่เพ่ิมสูงมากขึ้น และมีความสัมพันธ์กับสภาวะที่
เซลล์เกิดการดื้อต่อยาทาม็อกซิเฟนด้วยเช่นกัน การแสดงออกของ NcoA3 จึงเป็นตัวบ่งชี้ที่แสดงถึง
สภาวะที่เซลล์มีการดื้อต่อยา (Carroll et al., 2000; Musgrove & Sutherland, 2009) ดังนั้นใน
การศึกษานี้จึงท าการทดสอบฤทธิ์ของ DHA ว่ามีผลต่อการเปลี่ยนแปลงระดับการแสดงออกของยีน
ดังกล่าวต่อการดื้อยาทาม็อกซิเฟนหรือไม่ โดยทดสอบการแสดงออกของยีน NcoA3 พบว่ามีค่าร้อย
ละของ relative mRNA expression เท่ากับ 100.02, 100.80 และ 96.88 หลังจากให้สารทดสอบ 
DHA ที่ความเข้มข้น 10, 20, 40 µM ตามล าดับ ซึ่งไม่มีการเปลี่ยนแปลงการแสดงออกของยีนอย่างมี
นัยส าคัญทางสถิติเมื่อเปรียบเทียบกับกลุ่มควบคุม (0.2% DMSO) ดังรูปที่ 13 แสดงให้เห็นว่า DHA 
ไม่มีผลต่อการเปลี่ยนแปลงกระบวนการการดื้อยาทาม็อกซิเฟนของเซลล์  
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รูปที่ 14 DHA ไม่มีผลต่อการแสดงออกในระดับ mRNA ของ NcoA3 ในเซลล์มะเร็งเต้านมที่ดื้อ
ต่อยาทาม็อกซิเฟน (MCF-7/LCC-2) (A) การแสดงออกของยีน NcoA3 เมื่อวิเคราะห์
ด้วยเทคนิค PCR หลังได้รับ DHA ที่ความเข้มข้น 10, 20 และ 40 µM เป็นเวลา 48 ชั่วโมง 
โดยท าการทดลอง 3 ครั้ง เปรียบเทียบกับ 0.2% DMSO ซึ่งเป็นกลุ่มควบคุม โดยมี 
GAPDH เป็น internal control (B) ค่าร้อยละการแสดงออกในระดับ mRNA ของ NcoA3 
ค่าท่ีได้จะแสดงอยู่ในรูปค่าเฉลี่ย ± ค่าความคลาดเคลื่อนมาตรฐาน 
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จากการศึกษาของ Mohseni และคณะในปี 2014 โดยการน าชิ้นเนื้อของผู้ป่วยโรคมะเร็งเต้า
นมมาตรวจสอบการแสดงออกของ  MACROD2 พบว่ามีการแสดงออกของ mRNA เพ่ิมสูงขึ้นมากใน
เซลล์มะเร็งเต้านมของผู้ป่วยที่ดื้อต่อยา tamoxifen (Mohseni et al., 2014) ทางผู้ศึกษาจึงได้ท า
การทดสอบถึงการแสดงออกของ mRNA ของ MACROD2 ในเซลล์ MCF-7 และ MCF-7/LCC-2 
พบว่าเซลล์ MCF-7/LCC-2 มีการแสดงออกของยีน MACROD2 เป็น 2.69 เท่าของเซลล์ MCF-7 ซึ่ง
เป็นการเปลี่ยนแปลงการแสดงออกของยีนอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติที่ p < 0.05 ซึ่งสัมพันธ์กับ
การศึกษาที่ผ่านมาของ Mohseni ที่กล่าวว่าเซลล์ที่ดื้อต่อยาทาม็อกซิเฟนจะพบการแสดงออกของ 
MACROD2 ที่เพ่ิมสูงขึ้นมาก 
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รูปที่ 15 แสดง basal level ของยีน MACROD2 ในเซลล์ MCF-7 และ MCF-7/LCC-2 (A) การ
แสดงออกของยีน MACROD2 เมื่อวิเคราะห์ด้วยเทคนิค PCR (B) ค่า fold change ของ
การแสดงออกในระดับ mRNA ของยีน MACROD2 เปรียบเทียบระหว่างเซลล์ MCF-7 
และ MCF-7/LCC-2 โดยท าการทดลอง 3 ครั้ง และมี GAPDH เป็น internal control 
ค่าที่ได้แสดงอยู่ในรูปค่าเฉลี่ย ± ค่าความคลาดเคลื่อนมาตรฐาน (*) แสดงค่านัยส าคัญทาง
สถิติที่ p < 0.001  
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จากผลการทดลองพบว่ายีน MACROD2 มีการแสดงออกเพ่ิมสูงขึ้นอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ
ในเซลล์มะเร็งเต้านมที่ดื้อต่อยาทาม็อกซิเฟน (MCF-7/LCC-2) สอดคล้องกับการศึกษาของ Mohseni 
และคณะ (Mohseni et al., 2014) จึงศึกษาเพ่ิมเติมถึงกลไกการท างานของ DHA ในเซลล์มะเร็งเต้า
นมที่ดื้อต่อยาทาม็อกซิเฟนชนิด MCF-7/LCC-2 โดยทดสอบฤทธิ์ของ DHA ว่ามีผลต่อการ
เปลี่ยนแปลงระดับการแสดงออกของยีนที่มีผลต่อการดื้อยาทาม็อกซิเฟนหรือไม่ โดยทดสอบการ
แสดงออกของยีน MACROD2 พบว่ามีค่าร้อยละของ relative mRNA expression เท่ากับ 121.41, 
114.11 และ 88.99 หลังจากให้สารทดสอบ DHA เป็นเวลา 48 ชั่วโมง ที่ความเข้มข้น 10, 20 และ 
40 µM ตามล าดับ ซึ่งไม่มีการเปลี่ยนแปลงการแสดงออกของยีนอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติเมื่อ
เปรียบเทียบกับ 0.2% DMSO ซึ่งเป็นกลุ่มควบคุม ดังรูปที่ 15 แสดงให้เห็นว่า DHA ไม่มีผลต่อการ
เปลี่ยนแปลงกระบวนการการดื้อยาทาม็อกซิเฟนของเซลล์ สัมพันธ์กับการศึกษาการแสดงออกของยีน 
NcoA3 ที่ไม่เกิดการเปลี่ยนแปลง และเป็นยีนที่เกี่ยวข้องกับกระบวนการดื้อยาของเซลล์เช่นกัน 
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รูปที่ 16 DHA ไม่มีผลต่อการการแสดงออกของ mRNA ของ MACROD2 ในเซลล์มะเร็งเต้านมที่
ดื้อต่อยาทาม็อกซิเฟน (MCF-7/LCC-2) (A) การแสดงออกของยีน MACROD2 เมื่อ
วิเคราะห์ด้วยเทคนิค PCR หลังได้รับ DHA ที่ความเข้มข้น 10, 20 และ 40 µM เป็นเวลา 
48 ชั่วโมง เปรียบเทียบกับ 0.2% DMSO ซึ่งเป็นกลุ่มควบคุม โดยมี GAPDH เป็น internal 
control (B) ค่าร้อยละการแสดงออกของ mRNA ในยีน MACROD2 โดยท าการทดลอง 3 
ครั้ง ค่าท่ีได้จะแสดงอยู่ในรูปค่าเฉลี่ย ± ค่าความคลาดเคลื่อนมาตรฐาน  
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บทที่ 5  
อภิปรายผลการทดลองและสรุปผลการวิจัย 

อภิปรายผลการทดลอง 

          ปัจจุบันการเกิดโรคมะเร็งเต้านมยังคงเป็นปัญหาที่ส าคัญของประชากรทั่วโลก ถึงแม้ว่าในการ
รักษามะเร็งเต้านมในปัจจุบันมีประสิทธิภาพมากขึ้น แต่ยังพบว่าผู้ป่วยมะเร็งเต้านมเสียชีวิตเพ่ิมขึ้น
เป็นอันดับ 2 ของโรคมะเร็งทั้งหมด (Jemal et al., 2011) โดยมะเร็งเต้านมชนิดที่มีการแสดงออก
ของตัวรับเอสโตรเจนเป็นชนิดที่พบมากที่สุดประมาณร้อยละ 70 ของผู้ป่วย (Al Saleh et al., 2011) 
และผู้ป่วยระยะลุกลามประมาณร้อยละ 40 มีการพัฒนาของโรคจนเกิดการดื้อต่อยาที่ใช้รักษา ได้แก่ 
ยาทาม็อกซิเฟน ซึ่งเป็นยาชนิดแรกที่ใช้ในผู้ป่วยทั้งวัยก่อนและหลังหมดประจ าเดือน ส่งผลให้
เซลล์มะเร็งเกิดการลุกลามและแพร่กระจายไปยังอวัยวะต่างๆ ของร่างกาย น าไปสู่การเสียชีวิต 
(Brauch & Jordan, 2009; Ring & Dowsett, 2004) การค้นหายาและการพัฒนายาชนิดใหม่เพ่ือจะ
น ามาใช้รักษาผู้ป่วยโรคมะเร็งที่ดื้อต่อยาจึงเป็นสิ่งที่จ าเป็น โดยยาที่จะน ามาใช้ควรมีประสิทธิภาพใน
การยับยั้งการเจริญเติบโตของเซลล์มะเร็งได้ดี แต่มีความเป็นพิษต่อเซลล์และเนื้อเยื่อปกติของมนุษย์
น้อยที่สุด 

DHA เป็นอนุพันธ์ของ ART เป็นสารกึ่งสังเคราะห์ที่ได้จากพืช Artemesia annua L. มี
โครงสร้างเป็น sesquiterpene lactone ซึ่งในปัจจุบันมีการใช้อย่างแพร่หลายในการรักษาโรค
มาลาเรียชนิด Plasmodium falciparum (Dhingra et al., 2000; Meshnick, 2002; O’Neill, 
2004; White, 2004) และยังพบว่า DHA มีฤทธิ์ในการยับยั้งการเจริญของเซลล์มะเร็งรังไข่และ
เซลล์มะเร็งตับ (Lai and Singh, 1995; Efferth et al., 2004; Singh and Lai, 2001; Wu et al., 
2004) กลไกการออกฤทธิ์หลักของ DHA ในการก าจัดเซลล์มะเร็งที่มีรายงาน คือการเหนี่ยวน าให้
เซลล์มะเร็งเกิดการตายแบบ apoptosis โดยพบว่า ART ไม่มีพิษต่อเซลล์ปกติในร่างกายของมนุษย์ 
และถึงแม้ในปัจจุบันจะมีผู้ที่สนใจท าการศึกษาฤทธิ์การต้านมะเร็งของ DHA แต่ยังไม่มีผู้ท าการศึกษา
ฤทธิ์ต้านมะเร็งในเซลล์มะเร็งเต้านมชนิดที่มีการแสดงออกของตัวรับเอสโตรเจน ดังนั้นในการศึกษานี้
จึงมุ่งเน้นการศึกษาฤทธิ์ของ DHA ต่อเซลล์มะเร็งเต้านมชนิดที่มีการแสดงออกของตัวรับเอสโตรเจนที่
ดื้อต่อยาและไม่ดื้อต่อยาทาม็อกซิเฟน โดยศึกษาฤทธิ์ในการต้านเซลล์มะเร็งในการยับยั้งการเจริญติบ
โต การลุกลาม และการเพิ่มความไวต่อยาทาม็อกซิเฟน  

ผลการศึกษาพบว่า DHA ออกฤทธิ์ยับยั้งการเจริญเติบโตของเซลล์มะเร็งเต้านมทั้งชนิดที่ดื้อ
และไม่ดื้อต่อยาทาม็อกซิเฟน โดยมีค่า IC50 อยู่ในระดับไมโครโมลาร์ และผลการยับยั้งการเจริญเติบโต
ของเซลล์ขึ้นกับความเข้มข้นสาร (dose dependent manner) สัมพันธ์กับการศึกษาที่ผ่านมา ซึ่ง
แสดงให้เห็นว่า DHA สามารถยับยั้งการเจริญเติบโตของเซลล์มะเร็งตับ เซลล์มะเร็งเม็ดเลือดขาวและ
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เซลล์มะเร็งล าไส้ได้ นอกจากนี้ยังพบว่า DHA กระตุ้นให้เกิดกระบวนการ apoptosis และการ
ยับยั้งวัฏจักรเซลล์มะเร็งในระยะ G1 ผ่านทางกลไกการการลดลงของ cyclin D, E, CDK2-4 (Hou, 
Wang, Zhang, & Wang, 2008; Y. Y. Lu et al., 2009) อย่างไรก็ตาม คณะผู้วิจัยยังไม่ได้ศึกษาฤทธิ์
ของ DHA ต่อการยับยั้งกระบวนการ apoptosis และวัฏจักรของเซลล์มะเร็งเต้านมชนิดที่ดื้อต่อยา
ทาม็อกซิเฟนจึงต้องท าการศึกษาเพ่ิมเติมต่อไป  

ทางคณะผู้วิจัยได้ท าการศึกษากลไกการออกฤทธิ์ของ DHA โดยศึกษาการแสดงออกของยีนที่
มีความเกี่ยวข้องกับการเจริญเติบโตของเซลล์ในระดับ mRNA ของยีน c-MYC ซึ่งมีความสัมพันธ์กับ
การเพ่ิมจ านวนของเซลล์มะเร็งเต้านม (Efferth et al., 2004; Lai & Singh, 1995, 2006; Wu et 
al., 2004) และพบว่าการลดลงของ c-MYC ท าหน้าที่ขัดขวางการท างานของวัฏจักรเซลล์ในระยะ S  
เป็นผลให้เซลล์ไม่เกิดการแบ่งตัวและการเจริญเติบโต (Musgrove & Sutherland, 2009) จาก
การศึกษาพบว่าเมื่อให้สารทดสอบ DHA ในเซลล์มะเร็งเต้านมชนิดที่ดื้อต่อยาทาม็อกซิเฟน มีการ
แสดงออกในระดับ mRNA ของ c-MYC ลดลงอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ ซึ่งสอดคล้องกับการศึกษาที่
พบว่า DHA สามารถเหนี่ยวน าให้เกิดการ degradation ของ c-MYC ในเซลล์มะเร็งล าไส้เช่นกัน (Y. 
Y. Lu et al., 2009) ซึ่งสอดคล้องกับผลการศึกษาครั้งนี้ ที่แสดงให้เห็นว่า DHA สามารถลดการ
แสดงออกในระดับ mRNA ของ c-MYC ในเซลล์มะเร็งเต้านมชนิดที่ดื้อต่อยาทาม็อกซิเฟนได้ แต่
อย่างไรก็ตามผลของ DHA ต่อวัฏจักรของเซลล์ยังไม่ได้มีการศึกษาเพ่ิมเติม 

เมื่อศึกษาถึงฤทธิ์ในการต้านมะเร็งของ DHA ร่วมกับยาทาม็อกซิเฟน เปรียบเทียบกับการให้
ยาทาม็อกซิ เฟนเพียงชนิดเดียว ผลการศึกษาพบว่าเมื่อเพ่ิมความเข้มข้นของ DHA จ านวนเซลล์ที่มี
ชีวิตลดลงอย่างมีนัยส าคัญเมื่อเปรียบเทียบกับกลุ่มที่ได้รับยาทาม็อกซิเฟนเพียงชนิดเดียว จะเห็นได้ว่า
เซลล์ MCF-7 ซึ่งเป็นเซลล์มะเร็งเต้านมชนิดที่ไม่ดื้อต่อยาทาม็อกซิเฟน จ านวนเซลล์ที่มีชีวิตจะลดลง
มากกว่าเซลล์ MCF-7/LCC-2 ซึ่งเป็นเซลล์ที่ดื้อต่อยาทาม็อกซิเฟน จากการศึกษาที่ผ่านมา มีผู้
ท าการศึกษาโดยให้ DHA ร่วมกับ cyclophosphamide ในเซลล์มะเร็งปอด (H. J. Zhou, Zhang, 
Li, Wang, & Lou, 2010) และ DHA ร่วมกับ gemcitabine ในเซลล์มะเร็งตับ (Hwang et al., 
2010) ผลการศึกษาพบว่า จ านวนเซลล์ที่มีชีวิตลดลงอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ และยังพบว่าเมื่อให้
สารทดสอบร่วมกัน มีผลในการเพ่ิมฤทธิ์ต่อกระบวนการ apoptosis และยับยั้งการเจริญเติบโตของ
เซลล์มะเร็งตับถึงร้อยละ 54 โดยฤทธิ์ต่อกระบวนการ apoptosis ของ DHA และ tamoxifen นั้น 
ควรจะต้องมีการศึกษาเพ่ิมเติมต่อไปในอนาคต และยังไม่มีการศึกษาการใช้ DHA ร่วมกับยาอ่ืนใน
เซลล์มะเร็งที่ดื้อต่อยา 

แต่อย่างไรก็ตาม ผลการศึกษาที่ได้ไม่ได้แสดงให้เห็นว่า DHA มีผลท าให้เซลล์มีความไวต่อ
การรักษาด้วยยาทาม็อกซิเฟนเพ่ิมมากขึ้น หรือ DHA มีฤทธิ์ลดการดื้อยาของเซลล์ โดยสังเกตได้จาก
การทดลองในรูปที่ 7 เมื่อท าการทดสอบโดยให้ความเข้มข้นของ DHA คงที่ และเพ่ิมความเข้มข้นของ
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ทาม็อกซิเฟน พบว่าเกิดการเปลี่ยนแปลงจ านวนเซลล์ที่มีชีวิตเพียงเล็กน้อยและไม่มีนัยส าคัญทางสถิติ
ในเซลล์ที่ดื้อต่อยาทาม็อกซิเฟน ซึ่งผลการลดลงของจ านวนเซลล์ที่มีชีวิต อาจเกิดจากการออกฤทธิ์
ของ DHA ที่สารมีความเป็นพิษต่อเซลล์ และอาจเกี่ยวข้องกับกระบวนการขัดขวางการท างานของวัฏ
จักรเซลล์โดยไม่เกี่ยวข้องกับกลไกการดื้อยาของเซลล์ ซึ่งควรท าการศึกษาเพ่ิมเติมต่อไปในอนาคต 

ผู้วิจัยจึงยืนยันผลที่ได้โดยทดสอบการแสดงออกของยีนที่เกี่ยวข้องกับกลไกการดื้อยาของ
เซลล์คือ NcoA3 ซึ่งเป็นยีนในกลุ่ม ER-coactivator โดยจากการศึกษาที่ผ่านมาพบว่า NcoA3 จะมี
การแสดงออกสูงมากขึ้นในเซลล์ที่ดื้อต่อยาทาม็อกซิเฟน ซึ่งสอดคล้องกับการศึกษาทางคลินิค
(Musgrove & Sutherland, 2009) ผลการศึกษาพบว่าเมื่อความเข้มข้นของ DHA เพ่ิมขึ้น แต่ไม่มีผล
ต่อการเปลี่ยนแปลงการแสดงออกในระดับ mRNA ของ NcoA3 อย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ ซึ่งผลที่ได้
นี้สนับสนุนผลการศึกษาข้างต้นคือ เมื่อให้สารทดสอบร่วมระหว่าง DHA และทาม็อกซิเฟน DHA ไม่มี
ผลต่อกระบวนการดื้อยาของเซลล์ โดยฤทธิ์ของ DHA  ต่อการเปลี่ยนแปลงการแสดงออกของยีนใน
กลุ่ม ER-coactivator ยังไม่มีผู้ที่เคยท าการศึกษา  

จากการศึกษาของ Mohseni และคณะในปี 2014 โดยการน าชิ้นเนื้อของผู้ป่วยโรคมะเร็งเต้า
นมมาตรวจสอบการแสดงออกของ  MACROD2 พบว่ามีการแสดงออกของ mRNA เพ่ิมสูงขึ้นอย่างมี
นัยส าคัญทางสถิติในเซลล์มะเร็งเต้านมของผู้ป่วยที่ดื้อต่อยาทาม็อกซิเฟน (Mohseni et al., 2014) 
แต่ยังไม่มีผู้ท าการทดสอบการแสดงออกของ MACROD2 ในเซลล์ MCF-7/LCC-2 ทางผู้ศึกษาจึงได้
ท าการทดสอบโดยเปรียบเทียบระหว่างเซลล์ MCF-7 และ MCF-7/LCC-2 ซึ่งดื้อต่อยาทาม็อกซิเฟน 
โดยพบว่ามีการแสดงออกของ MACROD2 เพ่ิมสูงขึ้นอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติในเซลล์ MCF-7/LCC-
2 ที่ดื้อต่อยาทาม็อกซิเฟน ซึ่งสัมพันธ์กับการศึกษาของ Mohseni และคณะ นอกจากนี้ยังท าการ
ทดสอบผลของ DHA ในเซลล์ MCF-7/LCC-2 พบว่า DHA ไม่เปลี่ยนแปลงการแสดงออกในระดับ 
mRNA ของ MACROD2 สัมพันธ์กับการศึกษาก่อนหน้าทีพ่บว่าไม่มีการเปลี่ยนแปลงการแสดงออกใน
ระดับ mRNA ของ NcoA3 ดังนั้น DHA จึงไม่น่าจะมีผลต่อการดื้อยาทาม็อกซิเฟน 

ผู้วิจัยได้ท าการทดสอบหาฤทธิ์ต้านมะเร็งของ DHA ผ่านทางกลไกการท างานอ่ืนๆ ของเซลล์ 
โดยเริ่มจากศึกษาฤทธิ์ต้านการเคลื่อนที่และการลุกลามของเซลล์ พบว่าเมื่อเพ่ิมความเข้มข้นของ 
DHA เซลล์สามารถเคลื่อนที่ได้ระยะทางสั้นลง และมีการลุกลามผ่าน matrigel ซึ่งท าหน้าที่เสมือน 
basement membrane ลดลง สัมพันธ์กับการศึกษาท่ีผ่านมา ที่พบว่า DHA มีผลยับยั้งกระบวนการ
เคลื่อนที่และการลุกลามของเซลล์มะเร็งชนิด fibrosarcoma โดยมีการลดลงของการแสดงออกของ 
NF-kB, MMP2 และ MMP9 (Hwang et al., 2010) ซึ่งสัมพันธ์กับการทดสอบครั้งนี้ ที่พบว่า DHA 
สามารถลดการแสดงออกในระดับ mRNA ของ MMP9 ไดเ้ช่นกัน แต่ผลของ DHA ต่อ CXCR-4 ยังไม่
มีผู้ใดท าการศึกษา นี่จึงเป็นการศึกษาแรกท่ีค้นพบว่า DHA สามารถลดการแสดงออกในระดับ mRNA 
ของ CXCR-4 ได้อย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ  
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นอกจากการเคลื่อนที่ของเซลล์มะเร็งผ่านทางกลไกการท างานของ MMP-9 และ CXCR4 
แล้ว การศึกษาอ่ืนยังรายงานว่าเซลล์มะเร็งที่ดื้อยามีความสามารถในการเคลื่อนที่ไปยังอวัยวะอ่ืน
ได้มากขึ้นจากกระบวนการ EMT โดยการลดลงของ E-cadherin (Xu et al., 2009) ผู้วิจัยจึงศึกษา
ฤทธิ์ของ DHA เพ่ิมเติมในการเปลี่ยนแปลงการแสดงออกของ EMT marker ในเซลล์มะเร็งเต้านมที่
ดื้อต่อยาทาม็อกซิเฟน โดยศึกษาการแสดงออกของ E-cadherin และ Vimentin พบว่า DHA ไม่มีผล
ต่อการเปลี่ยนแปลงการแสดงออกของ E-cadherin และ Vimentin อย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ 
ชี้ให้เห็นว่า DHA ไมไ่ดอ้อกฤทธิ์ยับยั้งการลุกลามของเซลล์มะเร็งผ่านทางกระบวนการ EMT ผลที่ได้นี้
ไม่สอดคล้องกับการศึกษาอ่ืน ที่ท าการศึกษาผลของ artesunate (ART) ซึ่งเป็นหนึ่งในอนุพันธ์ของ
อาร์เทมิสินิน ในเซลล์มะเร็งล าไส้ใหญ่ โดยการศึกษานี้พบว่า ART มีฤทธิ์ยับยั้งการแพร่กระจายของ
เซลล์ โดยเพ่ิมการแสดงออกของ E-cadherin (Li et al., 2008) ทั้งนี้ผลการศึกษาที่ไม่สอดคล้องนั้น 
อาจเกิดจากการศึกษาด้วยอนุพันธ์ของอาร์เทมิสินินต่างชนิดกัน และเซลล์ที่ใช้ในการศึกษาไม่ใช่
เซลล์มะเร็งชนิดเดียวกัน 

สรุปได้ว่า DHA มีฤทธิ์ต้านมะเร็งโดยยับยั้งการเพ่ิมจ านวนของเซลล์ผ่านทางกลไกการท างาน
ของ c-MYC และมีความสามารถในการยับยั้งการเคลื่อนที่และการลุกลามของเซลล์ผ่านทางกลไกการ
ท างานของ MMP-9 และ CXCR4 แต่ไม่มีผลยับยั้งกระบวนการ EMT นอกจากนี้ DHA ไม่มีฤทธิ์ใน
การลดการดื้อยาทาม็อกซิเฟนของเซลล์ MCF-7/LCC-2 โดยไม่มีการเปลี่ยนแปลงการแสดงออกใน
ระดับ mRNA ของ ER coactivator ที่ส าคัญ 
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สรุปผลการวิจัย  

การศึกษานี้ ถือเป็นงานวิจัยชิ้นแรกที่รายงานถึงคุณสมบัติในการต้านมะเร็งของ DHA ใน
เซลล์มะเร็งเต้านมชนิดที่มีการแสดงออกของตัวรับเอสโตรเจนทั้งชนิดที่ดื้อยาและไม่ดื้อต่อยาทาม็อก
ซิเฟน โดยการศึกษาพบว่า DHA สามารถยับยั้งการเจริญเติบโตของเซลล์ ผ่านทางการแสดงออกที่
ลดลงในระดับ mRNA ของ c-MYC และสามารถยับยั้งการเคลื่อนที่ และการลุกลามของเซลล์มะเร็ง
เต้านมชนิดที่ดื้อต่อยาทาม็อกซิเฟน ผ่านทางการแสดงออกท่ีลดลงในระดับ mRNA ของ MMP-9 และ 
CXCR4 แต่ไม่มีผลต่อกระบวนการ EMT แต่อย่างไรก็ตามพบว่า DHA ไม่มีฤทธิ์ในการลดการดื้อยา
ทาม็อกซิเฟนในเซลล์มะเร็งเต้านม โดยไม่มีการเปลี่ยนแปลงการแสดงออกของ NCoA3 ซึ่งเป็น ER 
coactivator ที่ส าคัญ และยังพบการแสดงออกของ MACROD2 ที่สูงขึ้นในเซลล์มะเร็งเต้านมชนิดที่
ดื้อต่อยาทาม็อกซิเฟน ซึ่งคาดว่าจะเป็นตัวบ่งชี้ที่ส าคัญที่ใช้ศึกษากลไกการดื้อต่อยาทาม็อกซิเฟนต่อ
ไป แต่ DHA ก็ไม่มีผลต่อการเปลี่ยนแปลงการแสดงออกในระดับ mRNA ของ MACROD2 เช่นกัน 

อย่างไรก็ตามการศึกษานี้ยังไม่สามารถอธิบายกลไกการออกฤทธิ์ของ DHA ต่อการยับยั้งการ
เจริญเติบโตของเซลล์ได้อย่างสมบูรณ์ ซึ่งต้องท าการศึกษาเพ่ิมเติม เช่น ศึกษากลไกการยับยั้งวัฏจักร
ของเซลล์โดยวิธี flow cytometry หรือ ศึกษาการยับยั้งการสร้างหลอดเลือดของเซลล์มะเร็งซึ่งมีผล
ต่อการลุกลามของเซลล์มะเร็ง โดยตรวจสอบการแสดงออกของยีน VEGF เป็นต้น กลไกการออกฤทธิ์
ในระดับเซลล์ผ่านทางยีนต่างๆ ล้วนเป็นสิ่งที่น่าสนใจ เพ่ือใช้เป็นข้อมูลพ้ืนฐานในการศึกษาถึง
ศักยภาพของ DHA ในการพัฒนาเพื่อใช้เป็นยารักษาโรคมะเร็งต่อไปในอนาคต 
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รูปที่ 17 แสดงกลไกการท างานของ DHA ผ่านทางกระบวนการต่างๆ ในการต้านเซลล์มะเร็ง 
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