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บทคดัย่อ 
 

วตัถุประสงคข์องการทดลองน้ีเพ่ือศึกษาฤทธ์ิของสาร cepharanthine (CEP) และ doxorubicin และการใช้
ร่วมกนัต่อความเป็นพิษและชกัน าการตายแบบอะพอพโทซิสในเซลลม์ะเร็งต่อมน ้าเหลือง โดยเซลล ์Ramos ไดรั้บ
ยา doxorubicin หรือไดร่้วมกบัสาร CEP (10, 20 และ 40 ไมโครโมลาร์) และประเมินความเป็นพิษและการตายของ
เซลลห์ลงัจากบ่มเซลล ์24 ชัว่โมง จากผลการศึกษาพบวา่สาร CEP มีความเป็นพิษต่อเซลล ์โดยมีค่าความเขม้ขน้ของ
สารท่ีสามารถยบัย ั้งได ้50 เปอร์เซ็นต์ เท่ากบั 13.77 ไมโครโมลาร์ และสาร CEP ท่ีความเขม้ขน้ 10, 20 และ 40  
ไมโครโมลาร์ มีผลเพ่ิมความเป็นพิษและสามารถชักน าให้เซลล์มะเร็งตายแบบอะพอพโทซิสเม่ือให้ร่วมกบัยา 
doxorubicin และมีผลท าใหค่้าความเขม้ขน้ของสารท่ีสามารถยบัย ั้งได ้50 เปอร์เซ็นตล์ดลงจาก 2.55 ถึง 2.20, 1.85 
และ 1.20 ตามล าดับ สาร CEP มีประสิทธิภาพเสริมฤทธ์ิความเป็นพิษของยา doxorubicin โดยชักน าการตาย 
ของเซลล์แบบอะพอพโทซิส ดังนั้นสรุปได้ว่าสาร CEP มีประโยชน์ต่อการรักษามะเร็งต่อมน ้ าเหลืองท่ีไดรั้บ 
การรักษาเคมีบ าบดั 

 

ค าส าคัญ: ฤทธ์ิตา้นมะเร็ง, ยาเคมีบ าบดั, เซฟราเรนทีน, มะเร็งต่อมน ้าเหลือง 
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ABSTRACT 
 

In this study, we investigated the activity of cepharanthine (CEP), doxorubicin, and combination on 
cytotoxicity and apoptosis using human lymphoma Ramos cells. Cells were treated with doxorubicin alone or in 
combination with CEP (10, 20 and 40 µM). Cytotoxic and apoptosis studies were done after 24 h incubations. CEP 
had cytotoxicity on cells with an IC50 value of 13.77 µM. CEP at concentrations of 10, 20 and 40 µM additively 
increased the cytotoxic and the apoptotic effects of doxorubicin, leading to a decrease in IC50 (µM) of the drug from 
2.55 to 2.20, 1.85 and 1.20, respectively. CEP potentiated cytotoxicity of doxorubicin by increasing apoptotic 
effects. We conclude that CEP may have beneficial effects in patients with B cell lymphoma treated with 
chemotherapy. 
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บทน า 
มะเ ร็งต่อมน ้ า เหลือง (Lymphoma) เ ป็น

มะเร็งท่ีเกิดจากเมด็เลือดขาวชนิดบีลิมโฟไซตท่ี์มีการ
เ พ่ิมจ านวนและการเจริญเติบโตผิดปกติ ท าให ้
ต่อมน ้ าเหลืองโตเร็วมาก ซ่ึงหากไม่ไดรั้บการรักษา
มะเร็งจะกระจายไปสู่ระบบต่างๆ ของร่างกาย และท า
ใหก้ารท างานของร่างกายลม้เหลวถึงแก่ชีวิตได ้โดย
มะเร็งต่อมน ้าเหลืองแบ่งเป็น 2 ชนิดใหญ่ๆ คือ มะเร็ง
ต่ อมน ้ า เห ลืองช นิดฮอด กิน ส์  ห รือ  Hodgkin's 
lymphoma และมะเ ร็งต่อมน ้ า เห ลืองชนิดไ ม่ใ ช่ 
ฮอดกินส์  หรือ  Non-Hodgkin's lymphoma (NHL)  
ซ่ึงเป็นชนิดท่ีพบมากท่ีสุด และเป็นมะเร็งทางระบบ
โลหิตวิทยาท่ีพบบ่อยท่ีสุดในผู ้ป่วยไทย (Zhong, 
2006)โดยพบอุบติัการณ์ของ NHL ในปี 2012 จ านวน 
385,741 คน และเสียชีวิตจ านวน 199,630 โดยปัจจยั
ท่ีก่อใหเ้กิดการเพ่ิมสูงข้ึนของโรคนั้นไม่ทราบแน่ชดั 
แต่พบว่ามีหลายปัจจัยเส่ียงท่ีเก่ียวข้องกับการเกิด 
NHL เช่น การสัมผสัสารเคมี การปลูกถ่ายอวยัวะ  
การได้รับเช้ือไวรัส การถ่ายเลือด พนัธุกรรม และ
ปัจจัยอนัเน่ืองมาจากลกัษณะการด าเนินชีวิต NHL 
สามารถแบ่งออกไดม้ากกว่า 30 ชนิดย่อย ซ่ึงถา้อาศยั

อัตราการเจริญของตัวมะเร็งแล้วจะสามารถแบ่ง 
NHL ออกได้เป็น 2 ชนิด คือ ชนิดค่อยเป็นค่อยไป 
(indolent) ซ่ึงจะมีอตัราการแบ่งตวัของมะเร็งค่อนขา้งชา้ 
และชนิดรุนแรง (aggressive) การรักษา NHL มีวิธีท่ี
ใชใ้นรักษาทัว่ไป คือ การใชย้าเคมีบ าบดั ซ่ึงการใหย้า
เคมีบ าบดัถือเป็นแนวทางการรักษาท่ีมีบทบาทส าคญั
ในปัจจุบนั โดยยาออกฤทธ์ิฆ่าเซลลม์ะเร็งหรือยบัย ั้ง
การแบ่งตวัของเซลลม์ะเร็ง ซ่ึงยาเคมีบ าบดัท่ีนิยมใช้
ในการรักษามะเร็ง NHL จะมีสูตรยาหลายสูตร (drug 
regimen) โ ด ย พบ ว่ า  CHOP regimen เ ป็ น  gold 
standard regimen ส าหรับผูป่้วยมะเร็งต่อมน ้ าเหลือง
ชนิดรุนแรง (Aggressive Non-Hodgkin's lymphoma) 
(Hennessy et al., 2004) ป ร ะ ก อ บ ด้ ว ย ย า 
cyclophosphamide, doxorubicin, vincristine แ ล ะ 
prednisolone โดยยา doxorubicin เป็นยาเคมีบ าบดัท่ี
นิยมใช้รักษาและให้ยาร่วมกนัในสูตร แต่พบความ
เป็นพิษต่อระบบหวัใจและอาการไม่พึงประสงค ์และ
ปัญหาการด้ือยาของเซลล์มะเร็ง (Soni et al., 2011) 
ดงันั้นการหาแนวทางเพ่ือลดความเป็นพิษและการด้ือ
ยาของ doxorubicin ส าหรับการรักษามะเร็ง ดังนั้น
การพฒันาสารท่ีมีฤทธ์ิตา้นมะเร็งและมีผลขา้งเคียงต ่า 
อีกทั้งช่วยเสริมฤทธ์ิของยาเคมีบ าบดั 
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 เซฟราเรนทีน (Cepharanthine, CEP) เป็น
สารในกลุ่ม biscoclaurine alkaloid ท่ีพบได้ในราก
ของตน้ Stephania cepharantha Hayata ท่ีพบมากใน
ประเทศญ่ีปุ่น และสามารถพบได้ในหัวของต้น
บอระเพ็ดพุงชา้ง (Stephania suberosa L.L. Forman) 
และบวับกหัว (Stephania erecta Craib) จากรายงาน
การศึกษาพบวา่ CEP เป็นสารท่ีมีฤทธ์ิทางเภสัชวิทยา
หลากหลาย เช่น ต้านการอักเสบ ต้านไวรัส ต้าน
อนุมูลอิสระและต้านมะเร็ง เป็นต้น (Rogosnitzky 
and Danks, 2011) CEP มีฤทธ์ิย ับย ั้ งการสร้างสาร
ส่ือกลา งการอัก เสบ  pro-inflmmatory cytokines 
(tumor necrosis factor (TNF)-α, interleukin (IL)-
1β, IL-6) และ nitric oxide ผ่านการยับย ั้ ง NF-κB 
(Kudo et al., 2011) นอกจากน้ี CEP ยังมีฤทธ์ิต้าน
มะเร็งหลายชนิด เช่น มะเร็งช่องปากและล าคอ มะเร็ง
เม็ดเลือดขาว มะเร็งตบั และมะเร็งท่อน ้ าดี เป็นต้น 
(Furusawa and Wu, 2007; Wu et al., 2001; Seubwai 
et al., 2010) จากการรายงานพบว่าสาร CEP ยบัย ั้ง
การเจริญเติบโตของเซลล์มะเร็งผ่านหลายกลไก 
ประกอบดว้ย เพ่ิมการตอบสนองของระบบภูมิคุม้กนั 
(immune response) (Ebina et al., 1990) เหน่ียวน าการ
ตายของเซลล์มะเร็งแบบอะพอพโทซิส (apoptosis) 
โดยกระตุน้การท างานของ caspase-3 และ caspase-9 
(Harada et al., 2001; Biswas et al., 2006) และยบัย ั้ง
การแบ่งตวัของเซลลใ์นวฏัจกัรของเซลล ์(cell cycle 
arrest) (Chen et al., 2012) และจากการศึกษาของ 
Fang และคณะพบว่า CEP ยงัสามารถกระตุ้นการ
ตอบสนองของ cervical adenocarcinoma cell line ต่อ
การฉายรังสีโดยการลดการแสดงออกของ STAT3, 
Bcl-2, c-Myc และ cyclooxygenase-2 (COX-2) ทั้งใน
ระดบั in vitro และ in vivo (Fang et al., 2013) และมี
ผลชกัน าให้เซลลม์ะเร็งตายแบบอะพอพโทซิสและ
สามารถยบัย ั้งการแสดงออกของยีน COX-2 ในมะเร็ง
ล าไส้ใหญ่ท่ีมีการแสดงออกของ COX -2 ในเซลล์ 

HT-29  cells (Rattanawong et al., 2015) การ ศึกษา
เบ้ืองต้นของงานวิจัยน้ีพบว่า CEP มีฤทธ์ิท าลาย
เซลลม์ะเร็งต่อมน ้าเหลือง ดงันั้นงานวิจยัน้ีจึงสนใจท่ี
จะศึกษาฤทธ์ิของสาร CEP และ doxorubicin และการ
ใชร่้วมกนัต่อความเป็นพิษและชกัน าการตายแบบอะ
พอพโทซิสในเซลลม์ะเร็งต่อมน ้าเหลือง 
 

วธิีด าเนินการวจิัย  
1. การเตรียมสารทดสอบ 

ละลายสารทดสอบ CEP (Sigma-Aldrich, 
St. Louis, MO) ใน DMSO เตรียมเป็น stock แลว้เก็บ
ไวท่ี้อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส เม่ือท าการทดลอง
น ามาเจือจางโดยใชอ้าหารเล้ียงเซลลเ์พ่ือใหไ้ดค้วาม
เข้มข้นของ  CEP ท่ีต้องการโดยให้ความเข้มข้น
สุดทา้ยของ DMSO เป็น 0.2 เปอร์เซ็นต ์
2. การเพาะเลีย้งเซลล์ 
 เซลล ์ Ramos cells (Human Burkitt’s 
lymphoma cell line) ชนิด aggressive type B-cell 
lymphoma จาก American Type Cell Culture (ATCC) 
(Rockville, MD) โดยเซลลจ์ะเล้ียงในอาหาร RPMI 
1640 medium ประกอบดว้ย 10% (v/v) fetal bovine 
serum, 0.5% L-glutamine, 100 µg/ml streptomycin และ 
100 units/ml penicillin (Gibco BRL, Gaithersburg, MD) 
ท่ีอุณภูมิ 37 oC ในสภาวะท่ีมี CO2 5% 
3. การศึกษาผลการเสริมฤทธ์ิของ CEP ต่อความเป็น
พษิของ doxorubicin ใน Ramos cell   

การศึกษาความเป็นพิษของสารทดสอบต่อ
เซลล์ Ramos cell ด้วยวิธี Resazurin reduction assay 
โดยใชส้ารละลาย resazurin ท่ีสามารถผ่านเขา้ไปใน
เซลล์ เซลล์ท่ีมีชีวิตจะสามารถใช้เอนไซม์ในไมโท
คอนเดรียเปล่ียนสาร resazurin ท่ีมีสีน ้ าเงินให้เป็นสี
แดง โดยวดัค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 570 
นาโนเมตร และ 600 นาโนเมตร ซ่ึงความเขม้ขน้ของ
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สีแดงท่ีเกิดข้ึนจะสัมพนัธ์กบัจ านวนเซลลท่ี์ยงัมีชีวิต 
(Vega-Avila and Pugsley, 2011) 
 เพาะเล้ียงเซลล ์Ramos cell ใน 96-well plate 
จ านวน 1×106 เซลลต่์อมิลลิลิตร บ่มใน CO2 incubator 
เป็นเวลา 24 ชัว่โมง เติมสาร CEP ท่ีความเขม้ขน้ 10, 
20 และ 40 ไมโครโมลาร์ ท่ีละลายในอาหารเล้ียง
เซลล์ ท่ี มีความ เข้มข้น สุดท้า ยของ  DMSO 0 .2 
เปอร์เซ็นต ์และสภาวะท่ีเติมสาร CEP ท่ีความเขม้ขน้ 
(10, 20, 40 ไมโครโมลาร์) ร่วมกับยา doxorubicin  
(0-2.5 ไมโครโมลาร์) ปริมาตร 150 ไมโครลิตรในแต่
ละหลุม บ่มในสภาวะมาตรฐานเป็นเวลา 24 ชัว่โมง 
เติมสารละลาย resazurin ท่ีความเขม้ขน้ 1 มิลลิกรัม
ต่อมิลลิลิตร ปริมาตร 15 ไมโครลิตรในแต่ละหลุม 
บ่มในสภาวะมาตรฐานเป็นเวลา 5 ชัว่โมง น าไปวดั
ค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 570 นาโนเมตร
และ 600 นาโนเมตร โดยใชเ้คร่ืองวดัค่าการดูดกลืน
แ ส ง ข อ ง ส า ร  (microplate reader) ค า น วณห า
เปอร์เซ็นต์เซลล์ท่ีมีชีวิตอยู่รอดจากสูตร (ค่าการ
ดูดกลืนแสงของสารทดสอบ/ ค่าการดูดกลืนแสงของ
กลุ่มควบคุม × 100) และค านวณหาค่าความเขม้ขน้ท่ี
สามารถยับยั้ งได้ 50 เปอร์ เซ็นต์ (half inhibitory 
concentration, IC50) และวิเคราะห์ค่า Combination 
index จาก IC50 ของสาร CEP และ doxorubicin ต่อ
ความเป็นพิษใน Ramos cell จะวิ เคราะห์โดยใช้ 
Probit analysis, SPSS version 10 เพ่ือหาค่า IC50 จาก
การใช้ย า  cepharanthine-drug interaction โดยวิ ธี  
combination index (CI) (Chou, 2010) โดยค่า CI > 1.3 
antagonism; CI 1.1-1.3 moderate antagonism; CI 0.9-
1.1  additive effect; CI 0.8-0.9  slight synergism; CI 
0.6-0.8 moderate synergism; CI 0.4-0.6 synergism; 
CI 0 .2 -0 .4  strong synergism; CI < 0 .1  very strong 
synergism (Chougule et al., 2011) 
4. การศึกษาผลของ CEP ต่อการเหน่ียวน าการตาย
แบบอะพอพโทซิส (Induction of apoptosis) 

 เซลล์ระยะเร่ิมเกิดอะพอพโทซิสจะมีการ
เปล่ียนแปลงของพลาสมาเมมเบรนโดย phosphatidyl 
serine (PS) ซ่ึงอยู่ท่ีเยื่อหุ้มด้านในจะเคล่ือนท่ีออก
ดา้นนอกซ่ึง annexin V-FITC สามารถจบักบัประจุลบ
ของ phosphatidyl serine ได ้ซ่ึงในระยะน้ี propidium 
iodide (PI) ยงัไม่สามารถผ่านพลาสมาเมมเบรนได้
แต่เม่ือพลาสมาเมมเบรนเสียคุณสมบติั PI จะเขา้ไป
จบั ดีเอ็นเอ ซ่ึงเป็นวิธีท่ีใชจ้ าแนกการตายของเซลล์
แ บ บ  apoptosis ห รื อ  necrosis ซ่ึ ง จ ะ ส า ม า ร ถ
ตรวจสอบไดโ้ดยใช้เคร่ืองโฟลไซโทมิเตอร์ (Flow 
cytometer)  
 เพาะเล้ียงเซลล ์Ramos cell ใน 24-well plate 
จ านวน 1×106 เซลลต่์อมิลลิลิตร บ่มใน CO2 incubator 
เป็นเวลา 24 ชัว่โมง เติมสาร CEP ท่ีความเขม้ขน้ (10, 
20, 40 ไมโครโมลาร์) ร่วมกบัยา doxorubicin (1.5, 2, 
2.5 มิลลิโมลาร์) ปริมาตร 150 ไมโครลิตรในแต่ละ
หลุม บ่มในสภาวะมาตรฐานเป็นเวลา 24 ชั่วโมง 
จากนั้นล้างเซลล์ด้วยสารละลาย phosphate buffer 
saline solution (PBS) แ ล ะ ย้อ ม เ ซ ล ล์ ด้ ว ย  200 
มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ของ annexin V-FITC ปริมาตร 
1 มิล ลิ ลิตร  ( Invitrogen, USA) และย้อมด้วย  0.5 
มิ ล ลิ ก รั ม ต่ อ มิ ล ลิ ลิ ต ร ข อ ง  40, 6 diamidino-2-
phenylindole (DAPI) ในสา รละล า ย  annexin V-
binding buffer (0.1 M HEPES/ NaOH pH 7.4, 1.4 M 
NaCl, 25 mM CaCl2) ป ริ ม า ต ร  1 มิ ล ลิ ลิ ต ร 
(Invitrogen, Carlsbad, CA) ตรวจวดัปริมาณเซลล์ท่ี
ย ้ อ ม ติ ด  annexin V-FITC แ ล ะ  DAPI ด้ ว ย 
fluorescence flow cytometer (BD Biosciences, San 
Jose, CA, USA) น าผลจากโครมาโตแกรมท่ีแสดงถึง
เปอร์เซ็นต์ของเซลล์ท่ีติดสี single positive (annexin 
V-FITC or PI) และ double positive (annexin V-FITC 
and PI) ของเซลลท่ี์ไดรั้บสารทดสอบเปรียบเทียบกบั 
untreated control และวิเคราะห์การเกิด apoptosis 
ประกอบดว้ย viable cells (annexin V-, PI -) ล่างซา้ย, 
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early apoptotic cells (annexin V +, PI -) ล่างขวา, late 
apoptotic cells (annexin V +, PI +) บนขวา  และ 
necrotic cell (annexin V -, PI +) บนซา้ย 
5. การวเิคราะห์ข้อมูล 
 ข้อมูลท่ีได้แสดงน ามาเปรียบเทียบความ
แตกต่างของค่าเฉล่ีย ± ค่าเบ่ียงเบนมาตรฐาน (mean ± 
SD) ระหว่างกลุ่มควบคุมกบักลุ่มทดลองท่ีไดรั้บสาร
สกดัใบรางจืดท่ีความเขม้ขน้ต่างๆ กนั โดยใช้สถิติ
การวิเคราะห์ความแปรปรวนทางเดียว (One way 
ANOVA) และทดสอบความแตกต่างระหว่างคู่โดย
วิ ธี  Duncan’s test ก าหนดค่า  p < 0.01 จึง ถือว่า มี
นยัส าคญัทางสถิติ 
 

ผลการวจิัยและวจิารณ์ผล 
1. ผลของสาร  CEP ต่ อความ เ ป็นพิษขอ งย า 
doxorubicin 
 สาร CEP มีความเป็นพิษต่อ Ramos cells 
หลังจากได้รับสารทดสอบ 24 ชั่วโมงได้อย่างมี
นัยส าคญัทางสถิติ (p < 0.01) ตามความเขม้ข้นของ
สารท่ีเพ่ิมข้ึน (concentration-dependent manner) โดย
มีค่า IC50 13.77 ± 1.25 ไมโครโมลาร์ (ภาพท่ี 1) และ
ผลของสาร CEP ท่ีความเข้มข้น 10, 20 และ 40 ไม
โครโมลาร์ ท่ีใหร่้วมกบัยา doxorubicin (0-2.5 ไมโคร

โมลาร์) ใน Ramos cell พบวา่มีความเป็นพิษต่อเซลล ์
Ramos โดยมีค่า IC50 ของยา doxorubicin ลดลงจาก 
2.55 ± 0.01 ถึง 2.20 ± 0.03, 1.85 ± 0.04, 1.20 ± 0.04 
ไมโครโมลาร์ ดงันั้นผลจากการใชส้าร CEP ร่วมกบั
ยา doxorubicin มีผลเพ่ิมความเป็นพิษต่อเซลลม์ะเร็ง 
Ramos cells แบบเสริมฤทธ์ิกนั (additive effect) โดย
มีค่า CI value ในช่วง 0.99 - 1.02 (ดงัแสดงในตาราง
ท่ี 1 และรูปท่ี 1 และ 2) การรักษามะเร็งต่อมน ้าเหลือง
ชนิดไม่ใช่ฮอดกินส์ หรือ Non-Hodgkin's lymphoma 
(NHL) จ ะ ใ ช้ ย า เ ค มี บ า บั ด ใ น สู ต ร  CHOP 
(ประกอบด้วยยา cyclophosphamide, doxorubicin, 
vincristine, prednisone) ซ่ึงเป็นสูตรยาท่ีมีมาตรฐานดีสุด 
(gold standard regimen) และใหผ้ลส าเร็จส าหรับการ
รักษามะเร็ง (Hennessy et al., 2004) สาร CEP เป็น
สารกลุ่ม  alkaloid ท่ี มีฤทธ์ิต้านมะเร็งหลายชนิด
เหมือนกับยาเคมีบ าบัดกลุ่ม vinca alkaloid คือ ยา 
vincristine และ vinblastine จากผลการศึกษาพบว่า
สาร CEP ท่ีความเขม้ขน้ 10, 20 และ 40 ไมโครโมลาร์ 
มี ผล เ พ่ิ มความ เ ป็น พิษของย า  doxorubicin ต่ อ
เซลลม์ะเร็ง Ramos cell โดยมีค่า IC50 ต่อเซลลม์ะเร็ง
ต่อมน ้ าเหลืองเท่ากบั 13.77 ไมโครโมลาร์ และมีค่า 
IC50 ต่อเซลลม์ะเร็งล าไส้ใหญ่และทวารหนกั เท่ากบั 
2.4 ไมโคโมลาร์ (Rattanawong et al., 2015)

 

ตารางที่ 1  IC50 และค่า combination index (CI) values ของยา doxorubicin ท่ีใหร่้วมกบัสาร CEP ท่ีความเขม้ขน้ 10,   
20 และ 40 ไมโครโมลาร์ ต่อเซลล์มะเร็ง Ramos หลงัจากบ่มเซลล์เป็นเวลา 24 ชั่วโมง ข้อมูลแสดง
ค่าเฉล่ีย ± ค่าเบ่ียงเบนมาตรฐาน จากการทดลอง 3 ซ ้า 

Treatment IC50 (μM) CI 

Cepharanthine (CEP) 13.77 ± 1.25 - 
Doxorubicin 2.55 ± 0.01 - 
Doxorubicin plus 10 µM CEP 2.20 ± 0.03 0.99 

Doxorubicin plus 20 µM CEP 1.85 ± 0.04 1.02 

Doxorubicin plus 40 µM CEP 1.20 ± 0.04 1.01 
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ภาพที่ 1  ผลของ CEP (2.5 - 40 ไมโครโมลาร์) ต่อความเป็นพิษต่อเซลล ์Ramos cell ท่ีเวลา 24 ชัว่โมง และประเมิน  

 ความเป็นพิษด้วยวิธี resazurin reduction assay ข้อมูลแสดงค่าเฉล่ีย ± ค่าเบ่ียงเบนมาตรฐาน ของการ   
 ทดลอง 3 ซ ้ า, ap < 0.01 เปรียบเทียบความแตกต่างทางสถิติกบัยา doxorubicin (without CEP), *p < 0.01  
 เปรียบเทียบความแตกต่างทางสถิติกบั CEP 10 ไมโครโมลาร์, #p < 0.01 เปรียบเทียบความแตกต่างทาง 
 สถิติกบั CEP 20 ไมโครโมลาร์ 

 

 
 

ภาพที่ 2  ผลของ CEP ต่อฤทธ์ิความเป็นพิษของยา doxorubicin ในเซลล ์Ramos cell ท่ีไดรั้บยา doxorubicin (0-2.5   
 ไมโครโมลาร์) หรือการให้ร่วมกบัสาร CEP ท่ีความเขม้ขน้ 10, 20 และ 40 ไมโครโมลาร์ เป็นเวลา 24   
               ชั่วโมง ประเมินความเป็นพิษด้วยวิธี resazurin reduction assay ข้อมูลแสดงค่าเฉล่ีย ± ค่าเบ่ียงเบน  
 มาตรฐาน จากการทดลอง 3 ซ ้ า ap < 0.01 เปรียบเทียบความแตกต่างทางสถิติกบัยา doxorubicin (without   
 CEP), *p < 0.01 เปรียบเทียบความแตกต่างทางสถิติกับ CEP 10 ไมโครโมลาร์, #p < 0.01 เปรียบเทียบ  
 ความแตกต่างทางสถิติกบั CEP 20 ไมโครโมลาร์ 
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2. ผลของ CEP ต่อการเหนี่ยวน าการตายแบบอะ
พอพโทซิสของเซลล์มะเร็งของยา doxorubicin  
 ย า เ ค มี บ า บั ด  ( chemotherapeutic drugs)  
มีฤทธ์ิตา้นมะเร็งโดยเหน่ียวน าการตายแบบอะพอพ
โทซิสของเซลลม์ะเร็ง เซลลท่ี์ตายแบบอะพอพโทซิส
วิเคราะห์โดยการยอ้มเซลลด์ว้ย annexin V-FITC และ 
PI และตรวจวัดด้วย  fluorescence flow cytometer  
ผลจากการศึกษาพบว่าสาร CEP มีผลเหน่ียวน าการ
ตายแบบอะพอพโทซิสตามเขม้ขน้ของสารท่ีเพ่ิมข้ึน 
( concentration dependent manner) โ ด ยส า ร  CEP  
ท่ีความเข้มข้น 10, 20 และ 40 ไมโครโมลาร์ มีผล
เหน่ียวน าการตายแบบอะพอพโทซิสรูปแบบ late 
apoptosis คิดเป็น 11.25 ± 2.66, 30.47 ± 1.68 และ 
45.36 ± 2.80 เปอร์เซ็นต์ ตามล าดบั และผลของยา 
doxorubicin ร่วมกบัสาร CEP (10, 20, 40 ไมโครโมลาร์) 
มีผลเพ่ิมการตายแบบอะพอพโทซิสต่อเซลล์มะเร็ง
ชนิด  early apoptosis ถึง  late apoptosis (annexin V-
FITC+/DAPI+cells) ไดอ้ย่างมีนยัส าคญัทางสถิติเม่ือ
เปรียบเทียบกับยา doxorubicin โดยสาร CEP และ 
doxorubicin มี ผ ล เส ริ มฤท ธ์ิ กัน  (additive effect)  
ต่อการเหน่ียวน าการตายแบบอะพอพโทซิสของ
เซลลม์ะเร็ง (ดงัแสดงในรูปท่ี 3) จากการศึกษากลไก
การออกฤทธ์ิของสาร CEP ต่อรูปแบบการตายของ

เซลล์มะ เ ร็ งพบว่ า  CEP ท่ี ค ว าม เข้มข้น ต่ า งๆ  
มีผลเหน่ียวน าการตายแบบอะพอพโทซิสและมีผล
เ พ่ิมการตายของ เซลล์ รูปแบบ early และ  late 
apoptosis เม่ือใหร่้วมกบัยา doxorubicin โดยสาร CEP 
เหน่ียวน าการตายแบบอะพอพโทซิสผ่านกระตุน้การ
ท างานของ caspase-9 และ caspase-3 (Harada et al., 
2001; Biswas et al., 2006) และกระตุน้ pro-apoptotic 
signaling pathways เช่น JNK, ERK และ p38 MAPK 
(Harada et al., 2009) และยบัย ั้งการแสดงออก anti-
apoptotic gene Bcl-xl (Fang et al., 2013) จากรายงาน
การศึกษาพบว่าสาร CEP มีผลเหน่ียวน าการตาย
แบบอะพอพโตซิสและยับยั้ งการแสดงออกของ
เอนไซม ์cyclooxygenase 2 (COX-2) ของเซลลม์ะเร็ง
ล าไส้ใหญ่  HT-29 cells (Rattanawong et al., 2015) 
และ เหน่ียวน าการตายแบบอะพอพโทซิ สใน
เซลล์มะ เ ร็ ง เม็ด เ ลือดขาวของหนู  (P338) และ
เซลล์มะเร็งเม็ดเลือดขาวท่ีถูกเหน่ียวน าให้ด้ือต่อยา 
doxorubicin ให้เกิดโดยการเพ่ิมปริมาณของอนุมูล
อิสระและ เ พ่ิมการแสดงออกของ  Fas-antigen 
(Furusawa and Wu, 2007) ดงันั้นสาร CEP มีผลเสริม
ฤทธ์ิยา doxorubicin (additive effect) ท าให้เกิดความ
เป็นพิษต่อเซลลม์ะเร็งและชกัน าการตายแบบอะพอพ
โทซิสในเซลลม์ะเร็งต่อมน ้าเหลือง
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ภาพที่  3  ผลของสาร CEP ต่อการเหน่ียวน าการตายแบบอะพอพโทซิสของเซลล์มะเร็ง Ramos cell ของยา  
    doxorubicin เซลลไ์ดรั้บยา doxorubicin (1.5, 2 และ 2.5 ไมโครโมลาร์) หรือให้ร่วมกบัสาร CEP (10, 20  
   และ 40 ไมโครโมลาร์) เป็นเวลา 24 ชัว่โมง ยอ้มเซลลด์ว้ย annexin V-FITC/DAPI ประเมินการตายของ 
    เซลล์มะเร็งจากการติดสี annexin V-FITC+ (apoptotic cells) และติดสี DAPI+ (necrotic cell) และติดสี  
    annexin V-FITC+/DAPI+ cells (late apoptotic cells) ดว้ยเคร่ือง flow cytometer แสดงเปอร์เซ็นต์การตาย 
    ของเซลล ์(apoptosis, late apoptosis, และ necrosis) โดยขอ้มูลแสดงค่าเฉล่ีย ± ค่าเบ่ียงเบนมาตรฐานจาก 
    การทดลอง 3 ซ ้ า, ap < 0.01 เปรียบเทียบความแตกต่างทางสถิติกบัยา doxorubicin (without CEP), *p <  
    0.01 เปรียบเทียบความแตกต่างทางสถิติกบั CEP 10 ไมโครโมลาร์, #p < 0.01 เปรียบเทียบความแตกต่าง 
    ทางสถิติกบั CEP 20 ไมโครโมลาร์ 
 

สรุป  
 จากผลการศึกษาแสดงใหเ้ห็นวา่สาร CEP มี
ฤทธ์ิยบัย ั้งเซลล์มะเร็งต่อมน ้ าเหลือง และมีผลเพ่ิม
ฤทธ์ิของยา doxorubicin ต่อการเกิดความเป็นพิษโดย
ออกฤทธ์ิเหน่ียวน าการตายแบบอะพอพโทซิสของ
เซลลม์ะเร็ง ดงันั้นสรุปไดว้่าสาร CEP มีศกัยภาพสูง
ต่อการเสริมฤทธ์ิของยา doxorubicin และสามารถลด
ขนาดการใชย้า doxorubicin ท่ีมีผลเกิดการด้ือยาและ
อาการไม่พึงประสงค ์
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