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Melanoma is a type of skin cancer. The prevalence of melanoma is on the rise but 

there is no standard form of treatment. The induction of apoptosis by goniothalamin has 
been studied in many cancer cell lines, but has not been seen in melanoma cells. 

The purpose of this study was to investigate the effects of goniothalamin on anti-
proliferation and apoptosis induction in the melanomaA375 cell line. 

The materials and the methods included cell proliferation and cell viability and 
nuclear morphological changes and mitochondrial membrane potential were also 
determined. 

Goniothalamin induced anti-proliferation, nuclear condensation and apoptotic 
bodies were identified in A375 cells. In addition goniothalamin-induced mitochondrial 
membrane dysfunction in A375 cells. 

In conclusion, Goniothalamin showed anti-proliferation and apoptosis induction in 
A375 cells. These results suggested that goniothalamin may be a potential candidate for 
anti-cancer drug development. The underlying mechanisms of apoptosis induction in the 
melanoma A375 cell line should be examined further. 
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บทท่ี 1 
บทน ำ 

 
 มะเรง็เป็นกลุ่มของโรคทีม่คีวามผดิปกตใินการแบง่ตัวของเซลล์ เซลล์เกดิการแบ่งตวัมาก
จนไม่สามารถควบคุม และเกิดการรุกล ้าไปสู่บรเิวณอื่นทางกระแสเลือด และระบบน ้าเหลืองได้ 
สาเหตุของโรคมะเรง็นัน้มทีัง้ปัจจยัภายนอกเช่น การสบูบุหรี ่การสมัผสัสารเคม ีการสมัผสัรงัส ีการ
ตดิเชื้อ และปัจจยัภายในเช่น การถ่ายทอดทางพนัธุกรรม ฮอรโ์มน ระบบภูมคุิ้มกนั เป็นต้น ซึง่การ
เกดิมะเรง็นัน้มกัจะเกดิจากหลายปัจจยัรว่มกนั และใช้เวลาในการพฒันาของโรคเป็นระยะเวลาหลาย
ปี(1) 

 ในปัจจุบนัโรคมะเรง็ผวิหนังมคีวามชุกเพิม่ขึน้อยา่งมาก ซึ่งปัจจยัหลักเกดิจากรังสยีูวจีาก
แสงแดด รงัสยีวูจีะท าลาย DNA และท าใหเ้กดิสารอนุมลูอสิระในเซลล์(2-4) โดยมะเรง็ผวิหนังสามารถ
แบง่ได้ออกเป็น 2 ประเภทคอื non-melanoma skin cancer (NMSC) ซึง่เกดิจากความผดิปกตขิอง
ชัน้หนังก าพรา้โดยสามารถแบง่ยอ่ยออกได้เป็น basal cell carcinoma (BCC) และ squamous cell 
carcinoma (SCC) และ cutaneous melanoma ซึง่เกดิจากความผดิปกตขิอง melanocytes(5-8) 

 โรคมะเร็งสามารถรกัษาได้หลายวิธไีด้แก่ การผา่ตัด การท าเคมบี าบดั การฉายแสงรกัษา 
immunotherapy และ biological therapy ซึง่วธิกีารรกัษานัน้จะขึน้อยูก่บัต าแหน่ง ความรุนแรงของ
โรค รวมทัง้ความแขง็แรงและอายุของผูป่้วย ในปัจจุบนัมกีารใช้ยาหลายชนิดเพือ่รกัษาโรคมะเรง็ แต่
ยานัน้ก็สง่ผลกระทบถงึเซลล์ปกตดิ้วยเช่นกัน ดงันัน้จงึมกีารศึกษาและพฒันายารกัษาโรคมะเรง็ตัว
ใหม่ๆ อยูเ่สมอ(9) 

 ปัจจุบนัมกีารศกึษาถงึ apoptotic cancer cell death เพือ่ใช้ในการรกัษาโรคมะเรง็ โดยจะ
ศึกษาถึง signaling process ภายในเซลล์ เพ ื่อกระตุ้นให้เกิด apoptosis(10) แต่อย่างไรก็ตาม
เซลล์มะเร็งก็ยงัมคีวามสามารถในการหลบหนีกระบวนการ apoptosisได้ ดังนัน้จงึมกีารศึกษาและ
พฒันายาเพือ่รกัษาโรคมะเรง็ทัง้จากสารเคมแีละสารสกดัจากธรรมชาติ(11, 12) 

 

ควำมมุ่งหมำยของงำนวิจยั 
 1. เพ ือ่ทดสอบความเป็นพษิของสาร goniothalamin ต่อเซลล์มะเรง็ผวิหนัง melanoma 
A375 
 2. เพ ื่อศึกษากลไกการเหนี่ยวน าใหก้ารเกดิกระบวนการตายของเซลล์แบบ apoptosis 
โดยสาร goniothalamin ในเซลล์มะเรง็ผวิหนัง melanoma A375 
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ควำมส ำคญัของกำรวิจยั 
 โรคมะเรง็ผวิหนังเป็นปัญหาทางสาธารณสุขทีส่ าคญัอย่างหนึ่งของหลายๆ ประเทศ และ
การรกัษานัน้มปัีจจยัเส ีย่งหลายด้าน เช่น ราคาของยาทีใ่ช้ในการรกัษาและผลขา้งเคยีงในการรกัษา
ด้วยวิธตี่างๆ เช่น การฉายรงัส ีการรกัษาด้วยเคมบี าบดั หรอืการผ่าตัด ในประเทศไทยนัน้มพีชื
สมุนไพรหลายชนิดทีถู่กน ามาใช้ทดสอบกบัเซลล์มะเร็งต่างๆ ส าหรบัในงานวิจยันี้ เ ป็นการศึกษา
ฤทธิข์องสารสกดัทีไ่ด้จากพชืสมุนไพรต่อเซลล์มะเรง็ผวิหนังเพ ือ่น าไปใช้ในการพฒันาเป็นยาส าหรบั
การรกัษาโรคมะเรง็ผวิหนังต่อไปในอนาคต  
 
ขอบเขตของกำรวิจยั 
 เพ ื่อศึกษากลไกลการเหนี่ยวน าให้เกิดกระบวนการตายแบบ apoptosis ในเซลล์มะเร็ง
ผวิหนังmelanoma A375 โดยสาร goniothalamin 
 
นิยำมศพัท์เฉพำะ 
 A375 
 เซลล์มะเรง็ผวิหนัง A375 จดัเป็นกลุ่มของ malignant melanoma 
 สำร goniothalamin 
 สาร  goniothalamin เป็นสารสกดัทีส่กดัได้จากพชืทีม่ชี ื่อในทอ้งถิ่นว่า ชงิดอกเดยีว หรอื 
Goniothalamusmacrophyllus 
 50% Inhibitory Concentration (IC50) 
 ค่าความเขม้ขน้ของสารทีส่ามารถยบัยัง้การเจรญิของเซลล์ได้ 50% 
 Apoptosis  
 Apoptosis เป็นกระบวนการตายของเซลล์ทีถู่กก าหนดไว้แล้วเพือ่เป็นการรกัษาสมดุลของ
เซลล์ และเป็นการก าจดัเซลล์ทีไ่ด้รบัความเสยีหายเพื่อเป็นการป้องกนัไมใ่ห้เซลล์นัน้เกิดการกลาย
พนัธุไ์ปเป็นเซลล์มะเรง็ 
 วิถีกำรส่งสญัญำณ MAPK 
 วถิีการส่งสญัญาณ MAPK เป็นวิถกีารส่งสญัญาณของเซลล์ทีเ่กี่ยวข้องกับกระบวนการ
ต่างๆ เช่น การเจรญิเตบิโตแบ่งตัวเพิม่จ านวนของเซลล์ กระบวนการอยู่รอดของเซลล์ รวมทัง้
กระบวนการตายแบบ apoptosis 
 วิถีกำรส่งสญัญำณ Akt 
 วิถีการส่งส ัญญาณ Akt เป็นวิถีการส่งสญัญาณของเซลล์ทีเ่กี่ยวข้องกับกระบวนการ
เจรญิเตบิโตแบง่ตวัเพิม่จ านวนของเซลล์ และกระบวนการอยูร่อดของเซลล์ 
 



3 

สมมติฐำนในงำนวิจยั 
 สาร goniothalamin เหนี่ยวน าให้เกิดการตายแบบ apoptosis ในเซลล์มะเร็งผิวหนัง 
melanoma A375 และสามารถยบัยัง้กระบวนการอยูร่อดของเซลล์ผา่นทางวถิกีารสง่สญัญาณ Akt 

 
 



บทท่ี 2 
เอกสารและงานวิจยัท่ีเก่ียวข้อง 

 
ผิวหนังของมนุษย ์
 ผวิหนังเป็นอวัยวะทีม่ขีนาดใหญ่ทีสุ่ดในร่างกาย โดยมมีากถึง 16% ของน ้าหนักตัวใน
ผูใ้หญ ่มนี ้าหนักมากกว่าสมองถงึ 2 เทา่ โดยมนี ้าหนักรวมกัน 3-5 กิโลกรมั ผวิหนังมหีน้าทีใ่นการ
ป้องกนัการถูกท าลายจากภายนอก ทัง้ทางกายภาพ และเคม ีป้องกนัการระเหยของน ้าในร่างกาย 
สะสมไขมนั สงัเคราะหว์ติามนิด ีปรบัสมดุลอุณหภูมใินรา่งกาย(13-15) 

 

โครงสร้างของผิวหนัง 
 ผวิหนังแบง่ออกเป็น 3 สว่น คอื หนังก าพรา้, หนังแท,้ และชัน้ใต้หนังแทห้รอืชัน้ไขมนั(14) 
 หนังก าพร้า (epidermis) 
 ประกอบด้วย stratified squamous epithelium(15) แบ่งออกเป็นหลายชัน้ มเีซลล์หลกัๆ 4 
ชนิด คอื (16) 

 1. Keratinocytes พบประมาน 90% ของทัง้หมด 
 2. Melanocytes พบประมาน 8% ของทัง้หมดมหีน้าทีใ่นการผลติเมด็สเีมลานิน 
 3. Langerhans cells เกีย่วขอ้งกบัระบบภูมคุิ้มกนั 
 4. Merkel cells  
  
 หนังก าพรา้สามารถแบง่ออกได้เป็น 5 ชัน้ดงันี้ คอื 
 1. Stratum basale อยูช่ ัน้ล่างสุด เรยีกอกีชื่อว่า stratum germinativum 
 2. Stratum spinosum (Prickle cell layer) 
 3. Stratum granulosum 
 4. Stratum lucidum 
 5. Stratum corneum 
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 โดยทีจ่ะสรา้งจากชัน้ล่างสุดขึน้ไปด้านบนตามภาพประกอบที่ 1  
 

 
 

ภาพประกอบ 1 ภาพตดัขวางแสดงสว่นประกอบของผวิหนังแตล่ะชัน้(17) 
 

 1.  Stratum basale 
  stratum basaleเป็นชัน้ทีเ่ซลล์เรยีงตัวกันเพยีงแถวเดียว และเป็นชัน้เดียวทีม่กีาร
เซลล์ใหมอ่ยูเ่สมอ เซลล์ทีส่รา้งจะถูกส่งขึน้ด้านบน และกลายเป็นหนังก าพรา้ชัน้ถดัๆไป ระยะเวลา
ในการสร้างเซลล์ใหมก่ินเวลาทัง้หมดประมาน 28 วนั โดยความหนาเฉลีย่ของชัน้หนังก าพร้าอยูท่ ี ่
0.1 มลิลเิมตร(15)เซลล์ในชัน้นี้จะได้รบัสารอาหารทางเสน้เลอืดฝอยจากชัน้หนังแท ้สว่นเซลล์ทีถู่กส่ง
ขึ้นชัน้บนก็จะขาดสารอาหารตายไป และกลายเป็นขี้ไคล ซึ่งมหีน้าที่ในการป้องกันความร้อน 
สารเคม ีเชื้อโรคต่างๆ 
  เซลล์อกีชนิดทีอ่ยูใ่น stratum basale คอื melanocyte มหีน้าทีใ่นการสรา้งเมด็สเีมลา
นิน ซึง่มหีน้าทีใ่นการป้องกนัรงัสยีวูจีากแสงแดด (16) 

 2.  Stratum spinosum 
  เซลล์ในชัน้นี้ไมม่คุีณสมบตัใินการแบง่เซลล์แล้ว รปูรา่งเร ิม่เปลีย่นเป็นรปูหนาม เซลล์
ในชัน้นี้มคีวามหนาประมาน 5-12 ชัน้ เซลล์ในชัน้นี้ยงัมกีารยดึตวักนัด้วย desmosome ท าใหเ้ซลล์
เรยีงตัวชิดกันอยู่(18) เซลล์อีกชนิดทีพ่บได้คือ Langerhans cells ซึ่งมหีน้าทีเ่กี่ยวข้องกับระบบ
ภูมคุิ้มกนั(19) 

 3.  Stratum granulosum 
  เซลล์ในชัน้นี้มรีูปร่างแบนลงอย่างชัดเจน เซลล์ในชัน้นี้มคีวามหนาประมาน 5 ชัน้ 
เซลล์ในชัน้นี้เร ิม่สญูเสยีนิวเคลยีสไป และเร ิม่มกีระบวนการแบบ apoptosis มแีกรนูลทีผ่ลติไขมนัซึง่
ท าใหเ้ซลล์ยงัคงยดึตดิกนัได้ด ี
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 4.  Stratum lucidum 
  พบเฉพาะบรเิวณทีม่คีวามหนาสงู คอื ฝ่ามอืและฝ่าเทา้ เซลล์ในชัน้นี้มคีวามหนาประ
มาน 3-5 ชัน้เซลล์ในชัน้นี้เป็นเซลล์ทีไ่มม่ชีวีติแล้ว  
 5.  Stratum corneum 
  เป็นชัน้ทีอ่ยู่บนสุดของหนังก าพร้า เซลล์ในชัน้นี้มคีวามหนาประมาน 25-30 ชัน้ 
รปูรา่งแบน เป็นชัน้ทีม่สี่วนส าคญัในการป้องกนัความรอ้นจากภายนอก เชื้อโรค และสารเคมตี่างๆ 
(15) เซลล์มไีขมนัทีส่รา้งจากชัน้ stratum granulosum เพือ่ลดการระเหยของน ้า เซลล์ทีอ่ยูช่ ัน้บนสุด
จะถูกผลดัออกเป็นขีไ้คลต่อมา(20) 

  
 หนังแท้ (Dermis) 
 ชัน้หนังแทเ้ป็นชัน้ทีอ่ยู่ใต้ต่อชัน้หนังก าพรา้ มเีส้นเลือดทีท่ าหน้าทีส่ง่สารอาหารสูช่ ัน้หนัง
ก าพร้า(17) และยงัเป็นทีอ่ยู่ของระบบน ้าเหลือง ปลายประสาท รากขน รวมถึงต่อมต่างๆ (19)ตาม
ภาพประกอบ 2 โดยทีช่ ัน้หนังแท้จะเชื่อมติดกับชัน้หนังก าพร้าด้วย rete ridges ซึง่เป็นบรเิวณทีม่ ี
การสง่ผา่นสารอาหารต่างๆ สูห่นังก าพรา้(16) แต่รอยเชื่อมนี้ก็สามารถเกดิการแยกได้ โดยถ้าเกดิการ
แยกจะเกดิเป็นถุงน ้าต่อไป 
 

 
 

ภาพประกอบ 2 ภาพตดัขวางแสดงสว่นประกอบต่างๆ ในชัน้หนังแท(้21) 
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 ชัน้หนังแท้แบง่ย่อยได้เป็น 2 ชัน้ คือ  

 Reticular dermis เป็นชัน้ทีป่ระกอบด้วย คอลลาเจน (collagen) และอลีาสตนิ (elastin) ท า
หน้าทีเ่พ ิม่ความแขง็แรงใหก้บัผวิ(19) 
 Papillary dermis เป็นชัน้ทีป่ระกอบด้วยเสน้เลอืดและเสน้ประสาท 
  
 คอลลาเจนและอีลาสติน 
 คอลลาเจนและอลีาสตนิจะสานกันเป็นรา่งแหเพิม่ความแข็งแรงให้แก่ผวิ ป้องกนัผวิจาก
การฉกีขาด(15) คอลลาเจนเป็นโปรตนีหลกัของชัน้หนังแท ้โดยมนี ้าหนักมากถงึ 70% ของชัน้หนังแท้
ทัง้หมด(19) ส่วนอลีาสตนิมหีน้าทีใ่นการผลติ fibroblasts ซึ่งเป็นเส้นใยทีม่ขีนาดเล็กกว่าคอลลาเจน 
มหีน้าทีใ่นการเสรมิความแขง็แรงให้กบัโครงสรา้งผวิ เมื่ออายุมากขึน้จ านวนคอลลาเจนจะลดลง ท า
ใหผ้วิขาดความยดืหยุน่ และเกดิร ิว้รอยขึน้(15) 

  
 ต่อมในชัน้หนังแท้ (glands in the dermis) 
 ผวิหนังประกอบด้วยต่อมเหงือ่ประมาน 3-4 ล้านต่อม มหีน้าทีใ่นการผลติเหงือ่ โดยแบง่ได้
เป็น 2 ประเภทคอื eccrine glands และ apocrine glands  
 Eccrine glands เหง ือ่ทีผ่ลติจาก eccrine glands จะมนี ้าเป็นส่วนประกอบหลกั มหีน้าที่
ในการปรบัสมดุลอุณหภูมขิองร่างกาย โดยในแต่ละวันร่างกายจะมกีารผลิตเหงื่อประมาน 600 
มลิลลิติร 
 Apocrine glands เป็นต่อมทีไ่มท่ างานในวัยเด็ก เป็นต่อมทีถู่กกระตุ้นด้วยฮอรโ์มนเพศ
เมือ่เขา้สูว่ยัรุน่(19) พบมากบรเิวณรกัแร ้ขาหนีบ หวันม และหนวด เหงือ่ทีผ่ลติจาก apocrine glands 
จะแตกต่างจาก eccrine glands โดยมลีกัษณะขุน่กว่า และเมือ่เจอแบคทเีรยีบรเิวณผวิจะท าใหเ้กิด
กลิน่ขึน้ ซึง่กลายเป็นกลิน่ตวัต่อมา(15) 

 นอกจากต่อมเหงือ่แล้วในชัน้หนังแทย้งัมสีว่นของต่อมไขมนัอยูด่้วยเช่นกนั 
 ต่อมไขมนัหรือ sebaceous glands เป็นต่อมทีม่กัต่ออยูก่บัรขุูมขน พบมากบรเิวณหน้า 
คอ และหลัง(19) มหีน้าทีใ่นการผลติไขมนัจ าพวกไตรกรเีซอไรด์ (triglyceride) และ คอเลสเตอรอล
(cholesterol) โดยทีไ่ขมนัเหล่านี้จะมสีว่นของโปรตีนและเกลือเป็นสว่นประกอบ ไขมนันี้จะปกคลุม
บรเิวณขน และผวิหนังเพ ือ่ป้องกนัการระเหยของน ้า ท าใหผ้วิชุ่มชื้น(15) รวมถงึท าหน้าทีเ่ป็นสารหล่อ
ลื่นผวิ มฤีทธิใ์นการต้านเชื้อรา และเชื้อแบคทเีรยี (19) เมื่อเขา้สู่วนัรุน่จะมกีารท างานเพิม่ขึน้ของต่อม
ไขมนัท าใหม้กีารผลติไขมนัมากขึน้ ซึง่เป็นสาเหตุของการเกดิสวิ(15) 
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 หน้าท่ีของผิวหนัง (Function of the skin) 
 ระบบประสาทหรือ sensory function เสน้ประสาทบรเิวณผวิหนังมจี านวนมากกว่า 1 
ล้านเสน้ มหีน้าทีใ่นการรบัรู้ความรูส้กึร้อน เยน็ เจ็บปวด การสมัผสั และการกด มจี านวนมากทีสุ่ด
บรเิวณฝ่ามอื และฝ่าเทา้ 
 การปรบัอุณหภมิูหรือ thermoregulatory function ที่ผวิหนังจะมตี่อมรบัรู้อุณหภูมิ 
และสง่สญัญาณประสาทไปสมองส่วน hypothalamus ซึง่อยูบ่รเิวณสมองส่วนหน้ามีหน้าทีใ่นการ
ควบคุมระบบประสาทอัตโนมตัิ (autonomic nervous system)ได้แก่ การควบคุมอุณหภูมริา่งกาย 
การกระหายน ้า ความหวิ เป็นต้น ซึง่การควบคุมอุณหภูมบิรเิวณผวิหนังนัน้จะตอบสนองด้วยการขบั
เหงือ่ และปรบัเปลีย่นปรมิาณการไหลเวยีนของเลือด โดยรา่งกายจะขบัเหงือ่และเพิ่มการไหลเวยีน
โลหติไปบรเิวณผวิหนังเพ ื่อลดอุณหภูมเิมือ่อุณหภูมริา่งกายมากกว่า37๐C(15, 16, 22) เมื่ออายุมากขึ้น
การท างานของระบบนี้จะแยล่งท าใหก้ารควบคุมอุณหภูมริา่งกายในผูส้งูอายุแยล่ง (23) 

 การปกป้อง หรือ protective function ผิวหนังเป็นอวัยวะทีใ่ช้ในป้องกันอวัยวะภาย
ในทางกายภาพจากสิง่แวดล้อม โดยป้องกนัการสญูเสยีน ้ารกัษาระดบัเกลอืแร ่ป้องกนัเชื้อโรค (16, 19) 

 การสงัเคราะหวิ์ตามินดี หรือ vitamin D synthesis รา่งกายจะมกีารสงัเคราะหว์ติามนิ
ดบีรเิวณผวิหนังเมือ่ผวิหนังมกีารสมัผสัรงัสยีวูจีากแสงแดด ซึง่วติามนิดมีคีวามส าคญัในการควบคุม
ระดบัแคลเซยีม และฟอสฟอรสั ซึง่การขาดวติามนิดที าใหเ้กดิโรคกระดูกพรุนตามมาได้ (15) 

 ทางจิตวิทยา หรือ psychological function ผวิหนังเป็นบรเิวณทีส่ามารถบง่ถงึสุขภาพ
ทีด่ไีด้ และเป็นบรเิวณทีม่องเหน็ได้จากภายนอกจงึสง่ผลเร ือ่งความสวยงาม(19) 

 
มะเรง็ผิวหนัง 
 มะเร็งคือเซลล์ทีไ่ม่สามารถควบคุมการแบ่งตัว และเจรญิเตบิโตได้ มะเร็งผวิหนังจะเกิด
บรเิวณผวิหนังท าใหม้องเหน็ได้งา่ย ไมเ่หมอืนมะเรง็ทีเ่กดิขึน้ภายในรา่งกาย มะเรง็ผวิหนังสว่นใหญ่
จงึถูกวินิจฉยัตัง้แต่ระยะต้นๆ ท าใหส้ามารถรกัษาใหห้ายขาดได้มะเร็งผวิหนังมอีาการแสดงของโรค
ได้หลายอยา่ง ได้แก่ มแีผลบรเิวณผวิหนังทีไ่มห่าย สขีองผวิหนังเปลีย่นแปลงไป รปูรา่งลกัษณะของ
ไฝทีม่เีปลี่ยนแปลงไป เช่น มขีอบขรุขระ เมด็ใหญข่ึ้น เป็นต้น มะเรง็ผวิหนังนัน้สามารถมขีนาดเล็ก
หรอืใหญ ่ผวิเงาหรอืขรุขระ มสีะเก็ด แข็งหรอืนิ่ม มสี ีเลอืดออก หรอือื่นๆ  ได้ ดังนัน้ถ้าเกิดความ
สงสยัควรรบีไปพบแพทยเ์พือ่ท าการวนิิจฉยัต่อไป(24, 25) มะเรง็ผวิหนังในมนุษยส์ามารถแบง่ออกเป็น 
2 ประเภท คอื 
 Non-Melanoma skin cancer (NMSC) แบง่เป็น(16, 24-26) 
 Basal cell carcinoma หรือ BCC เกิดจาก basal cell keratinocytes ซึ่งอยู่บร ิเวณ 
basement membrane ของผวิ เป็นมะเรง็ผวิหนังทีพ่บมากทีสุ่ด แต่มอีนัตรายน้อย 
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 Squamous cell carcinoma หรือ SCC เกดิจาก squamous epithelial keratinocytes มี
รปูร่างแบน รอยโรคจะอยูบ่รเิวณผวิหนังชัน้บนสุด พบได้น้อยแต่มกัจะมอีาการรุนแรง ถ้าไมไ่ด้รบั
การรกัษาทีถู่กต้องอาจท าใหเ้สยีชวีติได้(16,27-29) 
 Melanoma หรือ malignant melanoma (MM) เกิดจาก melanocytes ซึ่งเป็นเซลล์ทีม่ ี
หน้าทีใ่นการผลติเม็ดส ีพบได้น้อยแต่มคีวามรุนแรงของโรคมากทีสุ่ด ถ้าไมไ่ด้รบัการรกัษาทีถู่กต้อง
อาจท าใหเ้สยีชวีติได้ 
 Non-melanoma skin cancer (NMSC) 
 National Cancer Institute at the U.S. (NCI) ได้รายงานจ านวนผู้ป่วยด้วยโรคมะเร็ง
ผวิหนัง (basal cell carcinoma และ squamous cell carcinoma)ในปี ค.ศ. 2005-2009 ในประเทศ
อเมรกิา ว่ามจี านวน 81,240 ราย โดยเป็นเพศชาย 46,890 คน และเพศหญงิ 34,350 คน และในปี 
ค.ศ. 2012 มผีูเ้สยีชวีติด้วยโรคมะเรง็ผวิหนังนี้ 12,190 คน(27, 28) 

 Basal cell carcinoma (BCC)  
 เป็นมะเร็งผวิหนังทีพ่บบอ่ยทีสุ่ดประมาณ 75% ของมะเรง็ผวิหนังทัง้หมด โดยลกัษณะ
ทางจุลกายวภิาคของ BCC จะคล้ายคลงึกบั basal cell keratinocyte มกัจะพบบนผวิหนังบรเิวณที่
สมัผสัแสงแดดมาก เช่น ศรีษะ ล าคอ แขน มอื ใบหน้า เป็นต้น และมกัพบในคนผวิขาว(29) เซลล์ต้น
ก าเนิดของ BCC ยงัไม่ทราบเป็นทีแ่น่ชดั โดยเชื่อกันว่าเกิดจากเซลล์ outer root sheath ของรขุูม
ขนท าให ้BCC มกัพบบรเิวณทีม่ขีน BCC เป็นมะเรง็ชนิดทีเ่ติบโตค่อนข้างช้า และสามารถรกัษาให้
หายขาดได้ BCC มกัม ีlocal invasion แต่ไมแ่พรก่ระจายไปบรเิวณอื่นของรา่งกาย(28, 30) 
 สาเหตุอื่นๆ นอกเหนือจากแสงแดด คอื การสมัผสัสาร arsenic ผูป่้วยทีไ่ด้รบัยากดภูมโิรค
พนัธุกรรมบางชนิด เช่น albinism, xeroderma pigmentosum, basal cell nevus syndrome, linear 
basal cell nevus และ Torre’s syndrome เป็นต้น(31) 

 ลกัษณะรอยโรคทีพ่บม ี5 ชนิด ได้แก ่
 1.  Noduloulcerative BCC เป็นชนิดทีพ่บได้บอ่ยทีสุ่ด รอยโรคมลีกัษณะเป็นตุ่มผวิเรยีบ 
มกัมหีลอดเลอืดฝอยขยายตวัเหน็จากผวิบน จากนัน้ตุ่มขยายใหญ่ขึน้เร ือ่ยๆ ตรงกลางบุ๋มลงไปและ
แตกเป็นแผล ขอบยกนูนและมว้นเขา้ อาจมสีผีวิหรอืสนี ้าตาลก็ได้ (ภาพประกอบ 3 และ 4) มกัพบ
บรเิวณทีส่มัผสัแสงแดดมาก เชน่ หน้าและล าคอ เป็นต้น 
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ภาพประกอบ 3 Nodular basal cell carcinoma(31) 
 

 
 

ภาพประกอบ 4 Noduloulcerative basal cell carcinoma(31) 

 

 2.  Superficial BCC รอยโรคมลีกัษณะเป็นผื่นนูนใหญ ่(plaque) โดยมขีอบยก บรเิวณ
กลางผืน่มกัม ีatrophy อาจม ีcrust หรอืแผล (ulcer) พบบอ่ยบรเิวณล าตวั (ภาพประกอบ 5) 
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ภาพประกอบ 5 Superficial basal cell carcinoma(31) 
 

 3.  Pigmented BCC รอยโรคมีลักษณะสีค ล้าย melanoma และมีรูปร่ างเหมือน 
noduloulcerative BCC อาจเกิดบริเวณฐาน เล็ บ ท าให้ เก็ ด  longitudinalmelanonychia ได้  
(ภาพประกอบ 6) 
 

 
 

ภาพประกอบ 6 pigmented basal cell carcinoma(32) 

 

 4.  Sclerosis BCC หรือ morpheaform เป็นชนิดทีว่ ินิจฉัยและรกัษาได้ยากรอยโรคมี
ลกัษณะเป็น infiltrating plaque ผวิเนียนมนั แขง็ ขอบเขตไมช่ดัเจน ไมแ่ตกเป็นแผล พบในคนอายุ
น้อย และไมค่่อยมอีาการ 
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ภาพประกอบ 7 Sclerosis basal cell carcinoma(32) 
 

 5.  Fibroepithelioma of Pinkus เป็นชนิดทีพ่บได้น้อย สว่นมากพบบรเิวณหลงัช่วงล่าง 
(lumbrosacral area) รอยโรคมลีกัษณะเป็นก้อน ผวิเรยีบ สชีมพอู่อน (ภาพประกอบ 8) 

 

 
 

ภาพประกอบ 8 Fibroepithelioma of Pinkus(33) 

 

 จลุพยาธิวิทยาของ BCC 
 รปูแบบของความผดิปกตจิะแตกต่างกนัไปในแต่ละชนิดของ BCC แต่จะมลีกัษณะรว่มกัน 
คอื เซลล์มขีนาดนิวเคลยีสใหญ ่ไซโตพลาสซมึมขีนาดเล็ก ตดิสเีขม้ แต่รปูรา่งของเซลล์ยงัดูปกต ิไม่
ค่อยมกีารแบง่ตวัเพิม่ขึ้นใหเ้หน็ ม ีstromal retraction from tumor islands ท าใหเ้กดิช่องว่างรอบๆ 
ก้อนมะเรง็(34) (ภาพประกอบ 9) 
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ภาพประกอบ 9 พยาธวิทิยาของ basal cell carcinoma(35) 
 

 การรกัษามะเรง็ผิวหนัง BCC 
 การเลือกวิธกีารรกัษามะเรง็ผวิหนัง BCC นัน้ขึ้นอยู่กับบรเิวณทีจ่ะท าการรกัษา และจุล
พยาธวิทิยาของโรคโดยมวีธิกีารรกัษาต่างๆ ได้แก่ 
 การท า surgical excision ใช้ได้ดีในการรกัษา BCC โดยที่การรกัษานัน้จะขึ้นอยู่กับ
ขนาดของก้อนมะเรง็ในก้อนมะเรง็ทีม่ขีนาดเล็กกว่า 2 เซนติเมตร จะมคีวามเสีย่งต ่า โดยจะท าการ
ตดัก้อนของมะเรง็ใหห้า่งจากขอบรอยโรคประมาณ 4 มลิลิเมตร สว่นก้อนมะเรง็ทีม่ขีนาดใหญก่ว่า 2 
เซนตเิมตร มะเร็งจะลามเขา้ไปในชัน้ไขมนัท าใหม้คีวามเส ีย่งสูง การผ่าตัดจะท าการตัดใหห้่างจาก
ขอบรอยโรคประมาณ 6 มลิลเิมตร(36) 

 Mohs micrographic surgery เป็นวิธกีารทีท่ าเมื่อต้องการชิ้นเนื้อเพื่อตรวจจุลพยาธิ
วทิยาคุณภาพสูง และเป็นวิธกีารทีม่กีารบาดเจ็บของเนื้อเยื่อปกติขา้งเคียงต ่า เป็นวิธกีารทีม่อีัตรา
การกลบัมาเป็นซ ้าของโรคต ่าทีสุ่ด มขีอ้บง่ชี้ในการเลอืกคอื morpheaform BCC, BCC ทีม่ขีอบเขต
ไม่ชัดเจน, ผ่านการผ่าตัดแล้ว แต่ผ่าเอารอยโรคออกไม่หมด, recurrent BCC, BCC ในบรเิวณที่
ผา่ตดัยาก และต้องการการรกัษาเนื้อเยือ่ขา้งเคยีงไว้ ได้แก่ บรเิวณรอ่งแก้ม, หน้าห,ู รอบตา เป็นต้น
(36) 
 Curettage with electrodesiccation สามารถรกัษา BCC ใหห้ายขาดได้ 97-98%(37) แต่
อาจท าใหเ้กิดแผลเป็นนูน (hypertrophic scar) และรอยด าหลังการรกัษาได้ (post inflammatory 
hyperpigmentation) 
 Cryosurgery เป็นวธิกีารผา่ตดัร่วมกบัการใช้ความเยน็ โดยจะท าให้เซลล์ผวิหนังเย็นลง
จนถงึอุณหภูม ิ-50๐C จงึท าใหเ้กิดการตายของเนื้อเยือ่รอบขา้งร่วมด้วย ท าใหปั้จจุบนัไมเ่ป็นทีน่ิยม
เนื่องจากหลงัการรกัษามผีลขา้งเคยีงเร ือ่งความสวยงามอยู ่เช่น แผลเป็นนูน  
 Topical therapy จะแบง่ออกเป็น 
 Imiquimod หรือ 5% imiquimod cream ได้รบัการอนุมตัิจาก อย.สหรัฐอเมรกิาในปี 
ค.ศ.2004 ว่าสามารถใช้ในการรกัษา primary smallsuperficial BCC (เล็กกว่า 2 เซนติเมตร) ได้ 
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โดย imiquimod คือ Toll-like receptor 7 (TLR 7) agonist ซึ่งเชื่อว่าจะไปกระตุ้นการท างานของ 
interferon-alpha (IFN-α) และ tumor necrosis factor-alpha (TNF-α) 
 5-fluorouracil หรือ 5-FU ถูกใช้ในการรกัษา actinic keratosis และ superficial BCC มี
ผลขา้งเคยีงต ่า มรีายงานว่าส่วนใหญข่องคนไขม้อีาการปวด และเป็นแผลเป็นน้อย มเีพยีงอาการ
แดงเล็กน้อยทีพ่บ 
 Photodynamic therapy เป็นการใช้แสงขาวในการกระตุ้นตวัยาเพื่อใหเ้กดิการสรา้งสาร
อนุมลูอสิระ และไปท าลายเซลล์มะเรง็ 
 Radiation therapy หรอืการรกัษาด้วยรงัสบี าบดั เป็นวิธกีารรกัษาทีเ่หมาะกับเป็นการ
รกัษาเสรมิไปกบัการผา่ตดั 
 Squamous cell carcinoma (SCC) 
 SCC เป็นมะเร็งทีพ่บมากเป็นอันดับทีส่อง โดยพบประมาณ 20% ของมะเร็งผวิหนัง
ทัง้หมด(29) SCC เป็นมะเรง็ทีม่าจากเซลล์ผวิหนัง (keratinocyte) ในคนผวิขาวมกัจะพบบนผวิหนัง
บรเิวณทีถู่กแสงแดด เช่น ศรีษะ ล าคอ ใบห ูรมิฝีปาก และหลงัมอื (38) แต่ในคนผวิเขม้นัน้จะพบ SCC 
เทา่กันทัง้บรเิวณผวิหนังทีถู่กและไม่ถูกแสงแดด(39) ลักษณะรอยโรคทีพ่บได้บอ่ยคอื ตุ่มนูน แขง็ ส ี
แดง หรอืสเีนื้อ (firm, flesh-colored or erythematous keratotic papule or plaque)และลักษณะ
อื่นๆ ที่พบได้คือ แผล, ก้อนนิ่ม (smooth nodule), ติ่งเนื้ อแข็ง ( thick keratotic horn), ขรุขระ 
(verrucous) หรอืตุ่มหนอง (abscess) ในบรเิวณศีรษะ และล าคอ(29) สามารถรกัษาให้หายขาดได้ 
แต่ SCC เป็นมะเร็งทีโ่ตเรว็ ถ้าไม่ได้รบัการรกัษา รอยโรคอาจขยายใหญ่ขึน้ และกระจายไปตาม
ระบบน ้าเหลืองได้ และสามารถกระจายไปสู่บรเิวณอื่นของร่างกายได้ เช่น ปอด มดลูก และปาก
มดลูก (25, 27, 30) 

 ปัจจยัเส่ียงในการเกิด SCC ได้แก่ 
 Precursor lesion 
 ประวตัสิมัผสัรงัสยีวูใีนปรมิาณมาก 
 ประวตัสิมัผสัสารก่อมะเรง็ 
 ภาวะภูมติ้านทานถูกกด 
 แผลเป็น 
 แผลเป็นจากความรอ้น 
 แผลหรอืการอกัเสบเรือ้รงั 
 การตดิเชื้อ human papilloma virus (HPV) 
 โรคทางพนัธุกรรมบางชนิด เช่น albinism, xeroderma pigmentosum, porokeratosis 
และ epidermolysis bullosa เป็นต้น 
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 ประเภทของ SSC สามารถแบง่ออกได้เป็น 
 1.  Oral squamous cell carcinoma 
  เป็น SCC ทีพ่บบรเิวณช่องปากมกัพบในคนทีม่ปีระวัติสบูบุหรี ่ยาเสน้ หรอืดื่มสุรา 
โดยต าแหน่งทีพ่บบ่อยคือเพดานปาก และลิ้น SCC ทีพ่บบรเิวณช่องปากมกัจะพฒันามาจากรอย
โรคประเภท erythroplakia มกัไม่มอีาการใดๆ ลักษณะรอยโรคคือเป็นผื่นแดงหยาบ ( rough red 
patch)หรอืเป็นผื่นแดงคล้ายก ามะหยี ่(granular velvety red plaque) และพฒันาเป็นตุ่มนูนแข็ง 
(firm nodular) 
 2.  Lower lip squamous cell carcinoma 
  SCC ทีพ่บบริเวณริมฝีปากล่าง ลักษณะรอยโรคเป็น actinic chelitis หรือ scaly 
leukoplakia และพฒันาเป็น SCC ต่อมา อาการทีส่มัพนัธ์กบั SCC ทีพ่บบรเิวณรมิฝีปากล่างคือ มี
อาการรมิฝีปากแตกเร ือ้รงั มขุียบรเิวณ vermilion zone มลีกัษณะ red and white blotchy vermilion 
border คอื คดเคี้ยว (wandering) ภายในม ีfissure หรอืแผล (ภาพประกอบ 10)(29) 

 

 
 

ภาพประกอบ 10 Lower lip squamous cell carcinoma(29) 
 

 3.  Genital squamous cell carcinoma 
  SCC ทีพ่บบรเิวณอวยัวะเพศหญงิมกัพบบรเิวณ anterior labia majora ลักษณะรอย
โรคคือ small warty nodule หรอื erosive erythematous plaque อาจมหีรอืไม่มอีาการคัน และมี
เลอืดออกได้ ส่วนในอวยัวะเพศชายมกัพบบรเิวณถุงหุม้อณัฑะ ลกัษณะรอยโรคคือ small pruritic 
verrucous lesion และบรเิวณองคชาติมกัพบบรเิวณหนังหุ้มปลายอวัยวะเพศ ส่วนใหญ่พฒันามา
จาก precursor lesion ได้แก่ Erythroplasia of Queyrat (ภาพประกอบ 11) โดยมลีักษณะรอยโรค
คือ  velvety red plaque และมักสัมพันธ์กับประวัติการมี condyloma, phimosis, และ lichen 
sclerosus(29) 
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ภาพประกอบ 11 Erythroplasia of Queyrat(29) 
  
 4.  Verrucous carcinoma 
  มีลักษณะเป็นก้อนเนื้ องอกโตช้า รูปร่างคล้ายดอกกะหล ่ า (cauliflower-like 
appearance) มกัเกดิบรเิวณทีม่กีารระคายเร ือ้รงั ม ี4 ชนิด คอื (29) 

  Oral florid papillomatosis เป็นกลุ่มของเนื้องอกทีเ่กดิขึน้บรเิวณกระพุง้แก้ม มกัพบ
ในคนทีส่บูบุหรีห่รอืยาเสน้ (ภาพประกอบ 12) 
 

 
 

ภาพประกอบ 12 Oral florid papillomatosis(29) 
 

 Anogenital type เกดิขึน้บรเิวณ glans penis, ถุงหุม้อณัฑะ, รอบทวาร 
 Epithelioma cuniculatum มกัพบฝ่าเทา้สว่น first metatarsal head และมกีลิน่เหมน็ 
(ภาพประกอบ 13) 
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ภาพประกอบ 13 Epithelioma cuniculatum(29) 
 

 ชนิดท่ีเกิดขึ้นในต าแหน่งอ่ืนๆ ได้แก่ หนังศรีษะ ล าตวั แขน ขา 
 จลุพยาธิวิทยาของ SCC 
 มคีวามผดิปกตขิองเซลล์หนังก าพรา้ (atypical keratonicyte) โดยมขีนาดนิวเคลียสใหญ่
ขึ้น หรือมีหลายนิวเคลียสในเซลล์เดียว ติดสีเข้มขึ้น มีการแบ่งตัวเพิ่มขึ้น มีการลดลงของ 
tonofilamentและ intercellular bridge ใน carcinoma in situ SCC จะพบความผดิปกตินี้ เฉพาะ
บรเิวณหนังก าพร้า แต่ใน Invasive SCC จะพบความผดิปกตินี้ลงมาในชัน้หนังแท้ (ภาพประกอบ 
14)(34) 

 

 
 

ภาพประกอบ 14 พยาธวิทิยาของ squamous cell carcinoma(29) 
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 การรกัษามะเรง็ผิวหนัง SCC 
 การเลือกวธิกีารรกัษา SCC นัน้ ขึน้อยูก่ ับระยะของโรค การแพร่กระจาย และโอกาสใน
การเกดิซ ้าของโรค โดยมวีธิไีด้แก่ 
 Curettage หรือการขดูใช้ในการรกัษา SCC in situ เท่านัน้แต่มกีารใช้น้อยเนื่องจากมี
รายงานเร ือ่ง แผลเป็นนูน และรอยด าหลงัการรกัษา (40) 

 Surgical excision หรือการตัดช้ินเน้ือใช้ในกรณีรอยโรคมีขนาดเล็กน้อยกว่า 1 
เซนตเิมตร และลกึน้อยกว่า 2 มลิลเิมตร 
 Mohs micrographic surgeryเป็นวิธ ีการผ่าตัดที่ท าให้ได้ชิ้นเนื้ อส่งตรวจต่อ และมี
บาดแผลต่อเนื้ อเยื่อข้างเคียงต ่ า ข้อบ่งชี้ในการเลือกวิธ ีนี้  ได้แก่ (41) infiltrative squamous cell 
carcinoma, ขอบเขตของรอยโรคไม่ชัดเจน, รอยโรคอยู่บรเิวณรมิฝีปาก, หู, ฐานเล็บ, ปลายนิ้ว, 
เปลอืกตา และบรเิวณอวัยวะเพศ, มปีระวัติได้รบัการรกัษาด้วยรงัสรีกัษา, รอยโรคกระจายไปบน
เส้นประสาท, กล้ามเนื้ อ, กระดูก , verrucous carcinoma, SCC ทีข่ ึ้นบรเิวณแผลเป็นเดิมและ 
recurrence SCC 
 Radiation หรือรงัสีบ  าบดั เป็นวิธกีารรกัษาทีเ่หมาะกับเป็นการรักษาเสรมิไปกับการ
ผา่ตดั 
 Topical therapyจะแบง่ออกเป็น 
 5-fluorouracil และ imiquimod ใช้ในการรกัษา SCC in situแต่ไมส่ามารถใช้ในการรกัษา 
SCC ทีม่กีารกระจายตวัลงลกึได้ เนื่องจากยามฤีทธิใ์นการดูดซมึลงสูช่ ัน้หนังแทต้ ่า (29) 

 Melanoma หรือ malignant melanoma 
 National Cancer Institute at the U.S. (NCI) ได้รายงานจ านวนผู้ป่วยด้วยโรคมะเร็ง
ผวิหนัง (melanoma) ในปี ค.ศ. 2005-2009 ในประเทศอเมรกิา ว่ามจี านวน 76,250 ราย โดยเป็น
เพศชาย 44,250 คน และเพศหญงิ 32,000 คน และในปี ค.ศ. 2012 มผีู้เสยีชีวิตด้วยโรคมะเร็ง
ผวิหนังนี้ 9,180 คน  
 Melanoma เป็นมะเรง็มะเรง็ผวิหนังทีพ่บได้ไมบ่่อย แต่มอีัตราการตายสงู เนื่องจากมกีาร
เตบิโต และแพร่กระจายโรคได้รวดเรว็ โดยในผูป่้วยเสยีชวีติด้วยมะเรง็ผวิหนัง 100 ราย จะเสยีชวีิต
ด้วย melanoma สูงถึง 79 ราย (79%) ปัจจุบนัมะเร็งผวิหนังชนิดนี้ได้รบัความสนใจในการศกึษา
เป็นอย่างมาก เพราะหากได้รบัการวินิจฉัยทีถู่กต้องในระยะเร ิม่แรกนัน้สามารถท าการรกัษา ให้
หายขาดได้เกอืบทุกราย (27, 28) 

 Melanoma เป็นมะเร็งผิวหนังที่เจร ิญมาจาก melanocyte สามารถเกิดได้ทุกบริเวณ 
โดยเฉพาะบรเิวณทีส่มัผสัแสงแดด โดยปัจจยัเส ีย่งในการเกดิ melanoma ได้แก่ 
 สผีวิขาว 
 การสมัผสัแสงแดด 
 มปีระวตั ิmelanoma ในครอบครวั 
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 ไฝมจี านวนมากขึ้น หรอืไฝมรีูปร่างผดิปกติ เช่น ใหญ่ขึ้น ขอบเขตไม่สม ่าเสมอ มกีาร
เปลีย่นแปลงของส ี 
 ม ีcongenital nevi หรอื dysplastic nevi (42) 

 ลักษณะทางคลินิกของ melanoma ส่วนใหญ่จะมสี ีน ้าตาล ถึงสดี า แต่ก็มบีางชนิดที่
สามารถพบสชีมพ ูสแีดง วธิกีารสงัเกตเบือ้งต้นสามารถใช้วธิ ี“ABCDE”(27, 28) 

 A หรอื asymmetric หมายถงึ สองข้างของรอยโรคไมส่ม ่าเสมอกนั 
 B หรอื border หมายถงึ ขอบเขตของรอบโรคไมเ่รยีบ 
 C หรอื color หมายถงึ มหีลายสไีด้แก่ สแีดง ขาว ฟ้า หรอืน ้าเงนิเขม้ 
 D หรอื diameter หมายถงึ มขีนาดใหญ่มากกว่า 6 มลิลเิมตร 
 E หรอื evolving หมายถงึ มกีารเปลีย่นแปลงรปูรา่ง ขนาด หรอืมเีลอืดออกจากไฝ 
  
 โดย melanoma สามารถแบง่ได้เป็น 4 ชนิด คอื 
 1. Superficial spreading malignant melanoma เป็นชนิดทีพ่บได้มากทีสุ่ด โดยพบ
เป็น 70% ของ melanoma ทัง้หมดมกัพบบรเิวณหลัง และขา มลีักษณะนูนเล็กน้อย กลม หรอืร ี
ขนาด 1-3 เซนตเิมตร มกัมลีกัษณะ polycyclic และ finger-like projection ผื่นมกัมสีนี ้าตาลอ่อน
ขอบเขม้ ซึ่งบรเิวณทีม่สีเีข้มคอืบรเิวณทีม่กีารแบ่งตวัของมะเรง็ มะเรง็ชนิดนี้จะมกีารกระจายตวัช้า
โดยใช้เวลาหลายเดือนถึงหลายปีในการเจริญเติบโต ลักษณะทางพยาธวิิทยาจะพบว่าม ี large 
melanocyte ตลอดทุกชัน้ของหนังก าพรา้ (pagetoid distribution) (ภาพประกอบ 15) 
 

 
 

ภาพประกอบ 15 Superficial spreading malignant melanoma (43) 
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 2. Nodular malignant melanoma เป็นชนิดทีพ่บมากเป็นอันดับสอง โดยพบเป็น 15-
30% ของ melanoma ทัง้หมดเป็นชนิดทีรุ่นแรงทีสุ่ด เกดิได้ทุกบรเิวณของร่างกาย ต าแหน่งทีพ่บ
บ่อยได้แก่ ล าตัว ศีรษะ และคอ มกีารลุกลามอย่างรวดเร็ว โดยใช้เวลาเพยีง 2-3 เดือนในการ
เจรญิเติบโตเป็นก้อนยื่นออกมา ไม่มีลักษณะรอยโรคเฉพาะ ผวิอาจเรยีบหรอืขรุขระ หรอืแตก
ออกเป็นแผลได้ มกีารพยากรณ์โรคทีไ่มด่ ีลกัษณะทางพยาธวิทิยาจะพบว่าม ีatypical melanocyte 
ในชัน้หนังก าพรา้น้อย มกัพบ atypical melanocyte ในชัน้หนังแท้ โดยมลีักษณะ large epithelioid 
cell, spindle cell และ small cell อยูผ่สมกนั (ภาพประกอบ 16) 
 

 
 

ภาพประกอบ 16 Nodular malignant melanoma (43) 
 

 3. Lentigo malignant melanoma เป็นชนิดทีพ่บน้อยทีสุ่ดพบมากในผู้สูงอายุ มกัเป็น
บรเิวณทีถู่กแสงแดด โดย melanoma ชนิดนี้จะขึน้อยูบ่นรอยโรคของ lentigo maligna รอยโรคจะมี
ลกัษณะเป็นผืน่สนี ้าตาล เสน้ผา่นศูนยก์ลางประมาน 3-6 เซนตเิมตร ขอบไมเ่รยีบ และมกี้อนนูนสี
เข้มขึ้นบนผืน่ดังกล่าว เป็น melanoma ชนิดทีโ่ตช้า(44)ลักษณะทางพยาธวิิทยาจะพบ extensive 
proliferation ของ atypical melanocyte บรเิวณ dermo-epidermal junction พบ nest ของ atypical 
melanocyte ได้ทัง้ในชัน้หนังก าพรา้ และหนังแท ้(ภาพประกอบ 17) 
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ภาพประกอบ 17 Lentigo malignant melanoma(43) 
 

 4. Acral lentiginous melanoma เกดิบรเิวณฝ่ามอื ฝ่าเทา้ ฐานเล็บ บรเิวณเยือ่บุในช่อง
ปาก และอวยัวะเพศ รอยโรคมลีกัษณะเป็นผืน่สนี ้าตาลเขม้หรอืด า ขอบไมเ่รยีบ ลุกลามช้า อาจพบ
เป็น papule หรอื nodule ก็ได้ ลกัษณะทางพยาธวิทิยาจะพบ proliferation ของ large melanocyte 
ซึง่มนีิวเคลียสใหญ ่และไซโตพลาสซมึเต็มไปด้วย melanin granule และพบว่า melanocyte จะมี
ลกัษณะเป็นรปูกระสวย (spindle shape) ยืน่ลงไปในชัน้หนังแท ้(ภาพประกอบ 18) 

 

 
 

ภาพประกอบ 18 Acral lentiginous melanoma(43) 
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 ความถีใ่นการเกดิ melanoma แต่ละชนิด คอื รอ้ยละ 70, 15, 5 และ 8 ตามล าดบั และไม่
สามารถจ าแนกประเภทได้อกี 2% 
 การแบง่ระยะของโรคและการรกัษา(45, 46) 

 Stage 1 (Melanoma in situ) เป็นเซลล์ melanocyte ทีผ่ดิปกติจะพบเฉพาะในชัน้หนัง
ก าพรา้การรกัษาสามารถท าได้ด้วยวธิ ี local excision และ surgical margin อยูท่ ี ่1 เซนตเิมตร 
 Stage 2 (Invasive melanoma) เป็นเซลล์ melanocyteทีผ่ดิปกตมิกีารลุกล ้าเขา้ไปในชัน้
หนังแทก้ารรกัษาจะขึ้นอยูก่ับความหนาโดยทีค่วามหนาน้อยกว่า 2 มลิลเิมตร จะใช้วิธกีารรกัษา
แบบ local excision และ surgical margin อยูท่ ี ่1 เซนตเิมตร สว่นความหนาทีม่ากกว่า 2 มลิลเิมตร
จะใช้วธิกีารรกัษาแบบ local excision และ surgical margin อยูท่ ี ่2 เซนตเิมตร 
 Stage 3 (Regional lymph node involvement) เป็นเซลล์ melanocyte ทีผ่ดิปกตมิกีาร
ลุกล ้าไปยงับรเิวณต่อมน ้าเหลืองข้างเคียงการรกัษาสามารถใช้วิธ ี local excision, lymph node 
dissection และ adjuvant therapy เช่น รงัสบี าบดัและเคมบี าบดั 
 Stage 4 (Distance metastasis) เป็นเซลล์ melanocyte ที่ผ ิดปกติมกีารลุกล ้าไปยัง
บรเิวณอื่นๆของร่างกายการรกัษาสามารถใช้วิธ ีlocal excision และ adjuvant therapy เช่น รงัส ี
บ าบดัและเคมบี าบดั 
 
กระบวนการ apoptosis 
 Apoptosis หรือ programmed cell death เป็นกระบวนการตายของเซลล์ซึ่ง เกิดใน
สิง่มชีวี ิตหลายเซลล์ (multicellular organisms) ในปี ค.ศ. 1842 นักวทิยาศาสตรช์าวเยอรมนั Carl 
Vogt เ ป็นผู้อธ ิบายเร ื่ อง  apoptosis เ ป็นคนแรกต่อมา ค .ศ . 1972 John Foxton Ross จาก
มหาวทิยาลยั Queensland ได้แยก programmed cell death กบั traumatic cell death (necrosis) 
ออกจากกนั และได้ก าหนดชื่อกระบวนการตายของเซลล์ตามธรรมชาตวิ่า apoptosis(47) apoptosis 
เป็นกระบวนการทีส่ าคญัในสิง่มชีวี ิต ช่วยรกัษาสมดุลในรา่งกาย และก าจดัเซลล์ทีผ่ดิปกติ(48) โดยสิง่
กระตุ้นนัน้มทีัง้จากภายในและภายนอกรา่งกาย เช่น รงัสยีวูจีากแสงแดด (UV radiation) สารอนุมูล
อสิระ และสารเคมภีายในรา่งกายทีส่ามารถกระตุ้นกระบวนการ apoptosis ได้(49) การเกดิ apoptosis 
ถูกเหนี่ยวน าผา่นทาง 2 กระบวนการ ได้แก่ intrinsic และ extrinsic pathways ลกัษณะเฉพาะของ
การเกดิ apoptosis คอื การเปลี่ยนแปลงรูปรา่งของเซลล์และทางชีวภาพซึ่งได้แก่ การหดตัวของ
เซลล์ (cell shrinkage), chromatin condensation, phosphotidylserine จะพลกิตวัออกมาด้านนอก 
plasma membrane และเซลล์จะแตกออกเป็นชิ้นๆ เรยีกว่า apoptotic bodies ซึง่จะถูกก าจดัโดย
เซลล์ในกลุ่ม phagocyte เช่น macrophage ต่อไป โดยไม่มกีระบวนการอักเสบเกิดขึน้ ซึง่แตกต่าง
จากการตายแบบ necrosis ทีจ่ะมกีระบวนการอกัเสบร่วมด้วย และ apoptosis ยงัเกี่ยวขอ้งกับอีก
หลายโรค ได้แก่ การบาดเจบ็ของระบบประสาทเฉยีบพลนั (acute neurological injuries) โรคทีม่า
จากความผดิปกติของระบบประสาท (neurodegenerative diseases) โรคหวัใจและหลอดเลือด
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(cardiovascular diseases) โรคทีเ่กี่ยวข้องกับภูมคุิ้มกัน(immunological diseases) โรคภูมคุิ้มกัน
บกพรอ่ง (acquired immunodeficiency syndrome) และมะเรง็ (cancer) เป็นต้น(50) 

  
 รปูแบบและลกัษณะของเซลลท่ี์เกิดการตายแบบ apoptosis(51-54) 

 การเปลี่ยนแปลงทางสญัฐานวิทยาหรือ morphological changes เป็นกระบวนการที่
สามารถสงัเกตได้ภายใต้กล้องจุลทรรศน์ ในระหว่างเกดิกระบวนการ apoptosis ขึน้นัน้ เซลล์จะเกิด
การหดตวั มขีนาดเล็กลงเนื่องจากไซโตพลาสซมึและออรแ์กเนลล์ (organelle) ภายในเซลล์จะมกีาร
ขดตัวเกิดการรวมตัวกันแน่น เกดิ chromatin condensation ต่อมาเยื่อหุ้มเซลล์จะเกิดการพอง
ออกเป็นกระเปาะ และแยกตัวออกเป็นชิ้นสว่นทีเ่รยีกว่า apoptotic bodies ชิ้นส่วนเหล่านี้จะถูก
ก าจดัโดยการจบักนิของเซลล์ phagocyte (ภาพประกอบ 19) เช่น macrophage ซึง่จะท าการยอ่ย
เซลล์ทีเ่กดิ apoptosis และก าจดัออกจากเนื้อเยือ่ในบรเิวณนัน้โดยปราศจากการอักเสบของเนื้อเยื่อ
(55) 
 

 
 

ภาพประกอบ 19 กระบวนการตายของเซลลแ์บบ apoptosis(56) 
 

 การเปลี่ยนแปลงทางชีวเคมีหรือ biochemical changes เซลล์ทีเ่กิด apoptosis จะมี
การเปลี่ยนแปลงทางชีวเคมโีดยส่วนใหญ่แล้วจะเกี่ยวข้องกับการท างานของเอนไซม์ในตระกูล 
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cysteinyl aspartate proteinases หรอื caspase ทีท่ าหน้าทีใ่นการเข้าตัด DNA ในบรเิวณ linker 
DNA ออกเป็นชิ้นสว่นของ DNA สายสัน้ๆ เหตุการณ์ดงักล่าวจะเกดิขึน้อยา่งจ าเพาะในเซลล์ทีเ่กิด
การตายแบบ apoptosis (57) 
 
 ตวักลางในการเกิดการตายของเซลลแ์บบ apoptosis แบง่ออกเป็น 
 1. เอนไซม ์caspase 
 2. โปรตนีในตระกูล Bcl-2 (Bcl-2 family protein) 
 3. Poly (ADP-ribose) polymerase (PARP) 
  
 เอนไซม ์caspase 
 เอนไซม์ในตระกูล caspase จะมีคุณสมบัติในการเป็น aspartate-specific cysteine 
proteases คอืจะมกีรดอะมโิน cysteine อยูใ่นต าแหน่ง active site เพ ือ่กระตุ้นใหเ้กดิการท างานของ
เอนไซมด์งักล่าว โดยในภาวะปกตเิอนไซม ์caspase จะถูกสรา้งใหอ้ยู่ในรปูของ procaspase ซึง่ไม่
สามารถท างานได้ เมือ่เกดิการกระตุ้นทีต่ าแหน่ง active site แบบจ าเพาะจะสง่ผลใหเ้กดิการท างาน
ของเอนไซม์ caspase ได้ โดยเอนไซม์ caspase ทีเ่กีย่วข้องกับกระบวนการ apoptosis สามารถ
แบง่ออกได้เป็น initiator caspase และ effector caspase(58) 

 Initiator caspase จะประกอบด้วย caspase-2, caspase-8, caspase-9 และ caspase-
10 
 Caspase-2 เป็นเอนไซม์ทีถู่กสร้างจากยนี CASP2 เมือ่เซลล์ถูกกระตุ้นด้วยภาวะเครยีด 
จะเกดิการสง่สญัญาณการตายของเซลล์ไปกระตุ้นกลุ่มของ death receptor ซึง่โปรตนีเหล่านี้จะรวม
เป็นโครงสร้างทีซ่ับซ้อนเพื่อให้เกิดการท างานของเอนไซม ์caspase-2 การกระตุ้นการท างานของ
เอนไซม ์caspase-2 จะสง่เสรมิใหเ้กดิ mitochondrial membrane permeabilization เป็นผลใหเ้กิด
การหลัง่ของ cytochrome c และกระตุ้นใหเ้ซลล์เกดิ apoptosis(59) 

 Caspase-8 เป็นเอนไซม์ทีถู่กสร้างจากยนี CASP8เอนไซม์ caspase-8 จะถูกกระตุ้นก็
ต่อเมือ่มสีญัญาณของ death ligand ทีเ่ขา้จบักบั death receptor ทีอ่ยูบ่นเยือ่หุม้เซลล์ เมือ่เอนไซม์ 
caspase-8 ถูกกระตุ้นจะท าให้ไม่สามารถกระตุ้นการท างานของโปรตีนในตระกูล Bcl-2 BH3 
interacting domain death agonist หรอื Bid ซึ่งจดัเป็น pro-apoptotic protein ซึ่งจะสง่ผลใหเ้กิด 
mitochondrial membrane dysfunction เกดิการหลัง่ของ cytochrome c ออกมาจาก ไมโทคอนเด
รยีน าไปสูก่ระบวนการ apoptosis(60) 

 Caspase-9 เป็นเอนไซม์ทีถู่กสร้างจากยนีCASP9เป็นเอนไซม์ทีต่้องอาศัยการท างาน
ร่ ว ม กั บ  apopototic protease activating factor 1 (Apaf-1), cytochrome c แ ล ะ  cofactor คื อ 
ATP/dATP เกดิเป็นโครงสรา้งทีม่ชี ื่อว่า apoptosome ซึง่เป็นโครงสรา้งทีท่ าหน้าทีใ่นการกระตุ้นการ
ท างานของ effector caspase คอื caspase-3 และ caspase-7(61) 
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 Caspase-10 เป็นเอนไซม์ทีถู่กสร้างจากยนี  CASP10 มกีารท างานคล้ายกับเอนไซม์ 
caspase-8 
 Effector caspase จะประกอบด้วย caspase-3, caspase-6 และ caspase-7 
 Caspase-3 เป็นเอนไซมท์ีถู่กสรา้งจากยนีCASP3การท างานของเอนไซม ์caspase-3 นัน้
จะถูกกระตุ้นมาจากเอนไซม ์caspase-8 และ caspase-9 ซึง่ downstream substrate ของเอนไซม ์
caspase-3 จะได้แก่ DNA-dependent protein kinase (DNA-PK), inhibitor of caspase activated 
deoxyribonuclease (ICAD) และ PARP (62) 

 Caspase-6 เป็นเอนไซม์ที่ถูกสร้างจากยีนCASP6การท างานของเอนไซม์ caspase-6 
เกดิขึน้ในลกัษณะเดยีวกบัเอนไซม ์caspase-3 ทีต่้องอาศยัการกระตุ้นจากเอนไซม ์caspase-9 สว่น 
downstream substrate ของเอนไซม์ caspase-6 นัน่จะเป็น lamin A ทีเ่กี่ยวข้องกับการเกิดการ
พองออกเป็นกระเปาะของเยือ่หุม้เซลล์ และน าไปสูก่ารตายของเซลล์แบบ apoptosis (63) 

 Caspase-7 เป็นเอนไซม์ที่ถูกสร้างจากยีน  CASP7 เอนไซม์ caspase-7 จะมีความ
คล้ายคลึงกับเอนไซม ์caspase-3 ไม่ว่าจะเป็นการกระตุ้น หรอืแมก้ระทัง่ downstream substrate 
(64) 

 Bcl-2 family protein 
 โปรตนีในตระกูล Bcl-2 จดัเป็นกลุ่มของ proto-oncogene ซึ่งสามารถแบ่งออกเป็น pro-
apoptotic protein และ anti-apoptotic protein สมาชกิของโปรตนีในตระกูล Bcl-2 จะมสีว่นบรเิวณ
ของ Bcl-2 homology (BH) domain ทีถู่กอนุรกัษ์ไว้ (conserved domain)โดยในกลุ่มแรกคอื pro-
apoptotic protein เช่น  โปรตีน Bcl-2 homologous antagonist/ killer (Bak), Bcl-2 associated 
death promoter (BAD), Bcl-2 assciated X protein (Bax), Bid และ Bcl-2 interacting killer (Bik) 
โปรตีนในกลุ่มนี้จะมบีรเิวณของ BH3 domain ทีอ่นุรกัษ์ไว้ ในขณะทีโ่ปรตีนกลุ่ม anti-apoptotic 
protein เ ช่ น โ ปร ตีน  myeloid cell leukemia (Mcl-1), B-cell lymphoma 2 (Bcl-2) แ ล ะ  B-cell 
lymphoma-extra large (Bcl-xL) จะมีบริเวณของ BH4 domain ท าให้สรุปได้ว่า BH4 มีความ
เกี่ยวข้องในการยับยัง้กระบวนการ apoptosis ในขณะที่ BH3 domain จะมีส่วนของ death 
promoter ท าใหม้คุีณสมบตัใินการกระตุ้นใหเ้กดิเซลล์เกดิการตายแบบ apoptosis (65) 
  
 PARP  
 PARP เป็นเอนไซม์ทีเ่กี่ยวขอ้งกบัการซ่อมแซม DNA พบได้ในนิวเคลยีสของเซลล์ เมื่อ
เกดิความผดิปกติของ DNA แบบ single strand DNA breaks (SSB) PARP จะเข้าท าหน้าทีใ่นการ
ซ่อมแซม DNA แต่ในสภาวะทีเ่ซลล์เขา้สูก่ระบวนการ apoptosis PARP จะถูกยบัยัง้การท างานโดน
เอนไซม ์caspase-3 และ caspase-7 ท าให ้PARP ไมส่ามารถท างานได้ (66) 
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วิถีการส่งสัญญาณ Mitogen-activated protein kinase (MAPK) หรือ MAPK 
signaling pathway 
 MAPK signaling pathways คอื วิถกีารสง่สญัญาณทางชีวเคมทีีค่วบคุมการท างานของ
เซลล์ยูคาร ิโอตในหลายด้าน ได้แก่  ควบคุมการแบ่งตัวของเซลล์  (cell proliferation) การ
เปลีย่นแปลงไปท าหน้าทีข่องเซลล์ (differentiation) การอยู่รอดของเซลล์ การตายของเซลล์แบบ 
apoptosis และการปรบักจิกรรมต่าง ๆ ของเซลล์ 
 การกระตุ้นการท างานของวิถีการส่งส ัญญาณ MAPK นั ้น เกิดขึ้นจากสัญญาณจาก
ภายนอกเซลล์กระตุ้นผา่นกลุ่มของโปรตีนทีอ่ยูบ่รเิวณเยื่อหุ้มเซลล์ ซึ่งจะได้แก่ G-protein ซึง่เป็น
โปรตีนขนาดเล็กเกดิกระบวนการเติมหมูฟ่อสเฟต เมือ่ G-protein เหล่านี้ถูกกระตุ้นแล้วจะเกิดการ
ถ่ายทอดสญัญาณไปยงัโปรตีนในกลุ่ม MAPKKK เกิดกระบวนการเติมหมู่ฟอสเฟตทีต่ าแหน่งกรด 
อะมโิน serine และ threonine เมือ่โปรตนีในกลุ่ม MAPKKK สามารถท างานได้แล้วจะเกดิการสง่ต่อ
สญัญาณเป็นล าดบัขัน้ใหแ้ก่โปรตนีในกลุ่ม MAPKK และ MAPK ตามล าดบัด้วยกระบวนการเตมิหมู่
ฟอสเฟต ประกอบด้วยการกระตุ้น 3 ล าดบั(67) ดงันี้ 
 1. สญัญาณจากภายนอกกระตุ้น MAPKKK เตมิหมูฟ่อสเฟตให ้ MAPKK บรเิวณ serine 
และ threonine 
 2. MAPKK กระตุ้น MAPK โดยเตมิหมูฟ่อสเฟตให ้MAPK 
 3. MAPK สง่สญัญาณต่อไป (68) 

 ซึง่โปรตีนในกลุ่ม MAPK นัน้จะประกอบด้วยโปรตีน ERK1/2, p38 และโปรตีน JNK1/2 
โดยทีโ่ปรตีนในกลุ่มนี้จะมบีทบาทส าคัญต่อกระบวนการต่างๆ ของเซลล์ เช่น กระบวนการแบ่งตัว
เพิ่มจ านวนของเซลล์ กระบวนการอยู่รอดของเซลล์รวมถึงกระบวนการตายของเซลล์แบบ 
apoptosis ดงัแสดงในภาพประกอบ 20 
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ภาพประกอบ 20 วถิกีารสง่สญัญาณ MAPK ทีม่กีารสง่ต่อสญัญาณเป็นล าดบัขัน้ด้วยกระบวนการ

เตมิหมูฟ่อสเฟต(69) 
 

 Extracellular signal-regulated kinase 1/2 (ERK 1/2) signaling pathway 
 ERK เป็น MAPK signaling pathway แรกทีถู่กค้นพบ มบีทบาทส าคญัในการกระตุ้นการ
เจรญิของเซลล์ การแบง่ตวัของเซลล์ โดยม ีERK1 และ ERK2 เป็นสว่นประกอบหลกัทีพ่บ ERK1/2 
ถูกกระ ตุ้นโดยการเติมหมู่ฟอสเฟตบริเวณ Thr202/Tyr204(70) โดย MAP/ERK kinase 1/2 
(MEK1/2) ซึง่เป็น MAPKK(71) (ภาพประกอบ 21) ERK1/2 จะกระตุ้นการเจรญิเตบิโต การแบง่เซลล์ 
การเปลีย่นแปลงไปท าหน้าทีข่องเซลล์กระบวนการสรา้งเสน้เลอืดใหมข่องเซลล์ และต่อต้านการตาย
ของเซลล์แบบ apoptosis โดยเพิม่กระบวนการ transcription ของยนีทีท่ าหน้าทีย่บัยัง้กระบวนการ 
apoptosis ของเซลล์(72) 
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ภาพประกอบ 21 การกระตุ้นการท างานของ MEK และ ERK(70) 
 

 JNK 1/2 (C-Jun N-terminal kinase 1/2) signaling pathway 
 JNK เป็นหนึ่งใน MAPK signaling pathway ทีม่อียูใ่นเกอืบทุกเซลล์ ทีม่กีารตอบสนองต่อ 
cytokines, รงัสยีูวี, การขาด growth factor และ DNAdamage(73, 74) วิถีการส่งสญัญาณ JNK ถูก
กระตุ้นโดย MKK4 และ MKK7 kinases เกีย่วข้องกับโรคต่างๆ เช่น มะเรง็, เสน้เลอืดในสมองตบี, 
กล้ามเนื้อหวัใจขาดเลือด, และโรคทีเ่กี่ยวข้องกับการอักเสบอื่นๆ (75) JNK1/2 จะกระตุ้นสารซึ่ง
เกีย่วขอ้งกบั pro-apoptotic activity(76) (ภาพประกอบ 22) 
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ภาพประกอบ 22 การกระตุ้นการท างานของโปรตนี JNK (77) 
 

 p38 MAPK signaling pathway  
 p38 เป็นหนึ่งใน MAPK signaling pathway จะตอบสนองต่อภาวะเครยีด, cytokines, รงัส ี
ยวูี, ความร้อน, ภาวะขาดน ้า และเกีย่วข้องกบัการตายของเซลล์แบบ apoptosis ถูกกระตุ้นโดย 
MKK3 และ MKK 6 kinases(78) p38 เป็น tumor suppressor โดยกระ ตุ้นให้เกิดกระบวนการ 
apoptosis และลดการแบง่ตวัของเซลล์แต่ p38 สามารถกระตุ้นใหเ้กิดการอกัเสบ และการสรา้งเส้น
เลอืดใหม่ได้ซึง่เกี่ยวขอ้งกับการเจรญิของมะเรง็(79) และ p38 ยงัสามารถกระตุ้นการท างานของ p53 
ซึง่เป็น tumor suppressor สามารถกระตุ้นใหเ้กดิการตายแบบ apoptosis ได้ (80) นอกจากนี้โปรตีน 
p38 ยงัสามารถกระตุ้นการท างานของโปรตีนที่เกี่ยวข้องกับกระบวนการ apoptosis ได้ เช่น 
CCAAT-enhancer-binding protein homologous protein (CHOP), Myocyte Enhancer Factor 2 
(MEF-2), Signal transducer and activator of transcription 1 (STAT1), activator protein-1 (AP-
1) (ภาพประกอบ 23) 
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ภาพประกอบ 23 การท างานของโปรตนี p38(81) 
 

Akt signaling pathway 
 Akt serine/threonine kinase หรอืรู้จกักันในชื่อ protein kinase B (PKB) เป็นโปรตนีทีม่ ี
ความส าคญัในเร ือ่งการเจรญิเตบิโตของเซลล์ การแบง่ตวัของเซลล์โปรตนี Akt สามารถถูกกระตุ้นได้
จากปัจจยัต่างๆ เช่น ความรอ้น, รงัสยีวู,ี การขาดเลอืด, ภาวะขาดออกซิเจน, ภาวะน ้าตาลในเลอืด
ต ่า เป็นต้น โปรตีน Akt โปรตีน 3-phosphoinositide-dependent protein (PDK) เป็นโปรตีนที่ม ี
หน้าทีก่ระตุ้นการท างานของโปรตีน Akt โดยทีโ่ปรตีน PDK จะหน้าทีใ่นการเข้าเติมหมู่ฟอสเฟต
ใหแ้ก่โปรตนี Akt ในต าแหน่งกรดอะมโิน Thr308 และ Ser473 (ภาพประกอบ 24) 
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ภาพประกอบ 24 วถิกีารสง่สญัญาณ AKT(82) 
 

 Akt สามารถเพิม่การอยูร่อดของเซลล์ได้ทัง้ทางตรง และทางอ้อม เช่น ความสามารถใน
การยบัยัง้การท างานของโปรตนี BAD โดยการเติมหมูฟ่อสเฟตให ้BAD บรเิวณต าแหน่ง Ser136 
ในภาวะปกติโปรตีน BAD ซึ่งจะจ ัดอยู่ในกลุ่ม pro-apoptotic protein การยับยัง้การท างานของ
โปรตนี BAD จะส่งผลให้เกดิการยบัยัง้กระบวนการ apoptosis รวมทัง้การกระตุ้นการท างานของ
โปรตีน Nuclear Factor Kappa Beta (NF-kB)ซึ่งจะส่งผลต่อการยับยัง้กระบวนการ apoptosis 
เช่นเดยีวกนั ในกระบวนการอยูร่อดของเซลล์ โปรตนี Akt จะท าหน้าทีเ่ตมิหมูฟ่อสเฟตให้แก่โปรตีน 
Mammalian Target Of Rapamycin (mTOR) สง่เสรมิใหเ้ซลล์เกดิการเจรญิเตบิโต และเพิม่จ านวน
ได้อยา่งต่อเนื่อง เนื่องจาก mTOR เป็นวถิกีารส่งสญัญาณทีเ่กี่ยวข้องกับกระบวนการ metabolism 
ของเซลล์ ทีส่ง่เสรมิใหเ้กดิการอยูร่อดของเซลล์ (83) 
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Goniothalamin 
 สาร goniothalamin เป็นสารสกดัทีส่ามารถสกดัได้จากราก  ใบ ล าต้น และเปลอืกของพชื
ในตระกูล Annonaceae สกุล Goniothalamus เช่น G.macrophyllus, G.tapisoides, G.andersonii
เป็นต้น(84-86) ซึง่ในงานวิจยันี้ใช้สาร goniothalamin ทีส่กัดมาจากล าต้นของพชื G.macrophyllus 
เป็นพชืทีพ่บในภาคใต้ของประเทศไทย มชีื่อเรยีกในภาษาทอ้งถิ่นว่า ชงิดอกเดยีว หรอืต้นราชคร (ู87) 
สามารถพบได้ในป่าทีม่ฝีนตกชุก โตได้สูงสุดประมาน 5 เมตร (ภาพประกอบ 25) มกัจะใช้เป็น
สมุนไพรในการรกัษาไข ้เช่น ไข้หวัด และมาลาเรยี เป็นต้น (88) สาร goniothalamin จดัอยู่ในกลุ่ม
ของสารประเภท styryl-lactones ทีเ่ป็นสาร secondary metabolite ทีไ่ด้จากพชื (50) 
 

 
 

ภาพประกอบ 25 G.macrophyllus หรอืชงิดอกเดยีว(89) 
 

 ส าหรบัสาร goniothalamin นัน้ ได้มกีารงานวิจยัหลายๆ งานวิจยัทีไ่ด้รายงานเกี่ยวกับ
ฤทธิข์องสารดงักล่าวในด้านของการเป็นสารต้านเซลล์มะเรง็ และยบัยัง้มคีวามสามารถในการยบัยัง้
การเจรญิเตบิโตของเซลล์มะเรง็ในมนุษยห์ลายชนิด ฤทธิใ์นการฆา่เชื้อโรคจ าพวกแบคทเีรยี และรา 
รวมทัง้มคีวามสามารถในด้านการก าจดัแมลง โดยทีส่าร goniothalamin มสีตูรโมเลกุล คอื C3H12O2 
และมนี ้ าหนักโมเลกุลอยู่ที่ 200.23 g/mol โครงสร้างทางเคมขีองสาร goniothalamin แสดงดัง
ภาพประกอบ 26 
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ภาพประกอบ 26 โครงสรา้งทางเคมขีองสาร goniothalamin(90) 

 

 ในมะเรง็เมด็เลอืดขาว (human leukemia) Petsophonsakul และคณะในปี 2013 ได้มกีาร
รายงานว่าสาร goniothalamin มผีลต่อการยบัยัง้การเจรญิเติบโตของเซลล์มะเร็งเมด็เลอืดขาวชนิด 
HL-60 และ U937 และมผีลต่อการกระตุ้นให้เกิดการตายของเซลล์มะเรง็แบบ apoptosis โดยเพิม่
ระยะ sub-G1 ของเซลล์มะเร็งทัง้ 2 ชนิด รวมถึงการลด mitochondrial membrane potential 
(ΔΨm) ของเยื่อหุม้ไมโทคอนเดรยีและเพิม่การท างานของเอนไซม ์caspase-8 และ caspase-9 (91) 
นอกจากรายงานดังกล่าวยงัมรีายงานของ Inayat-Hussain และคณะในปี 2003 ได้รายงานว่าสาร
goniothalamin มผีลต่อการลดลงของ ΔΨm และเพิม่การท างานของเอนไซม ์caspase-3,-7 และ 
caspase-9 ในเซลล์มะเรง็เมด็เลือดขาวชนิด HL-60 ซึ่งเป็นการเพิม่การตายแบบ apoptosis ของ
เซลล์มะเรง็ผา่นทาง intrinsic และ extrinsic pathway(92) รวมถึงงานวจิยัของ Inayat-Hussain และ
คณะในปี 1999 ได้รายงานว่าสาร goniothalamin กระตุ้นในเกิดการตายของเซลล์แบบ apoptosis 
โดยเพิม่การท างานของเอนไซม ์caspase-3 และ caspase-7 ในเซลล์เซลล์มะเรง็เมด็เลอืดขาวชนิด 
Jurkat T(86) 

 ในปี 2011 Al-Qubaisi และคณะ ได้รายงานผลของสาร goniothalamin ต่อเซลล์มะเรง็ตบั
ในการยบัยัง้การสงัเคราะห์ DNA และลดระยะ G2/M ในวัฏจกัรของเซลล์(90) และจากการศึกษาใน
เซลล์มะเรง็ตบั (liver cancer cell) ชนิด HepG2 และเซลล์ตบัปกต ิ(normal liver cell) ชนิด Chang 
ของ Al-Qubaisi และคณะ ในปี 2013 พบว่าสาร goniothalamin เพิ่มการเกิดการตายแบบ 
apoptosis ในเซลล์มะเรง็ HepG2 ผ่านทางเอนไซม ์caspase-3 แต่ไม่เพ ิม่การตายในเซลล์ตับปกติ 
(93) 

 ในปี 2011 Chiu และคณะ ได้ศกึษาผลของสาร goniothalamin ต่อเซลล์มะเรง็ปอด (non-
small cell lung cancer (NSCLC, H1299) พบว่าสาร goniothalamin สามารถยบัยัง้การแบง่ตวัของ
เซลล์มะเรง็ปอดได้ ผา่นทางลดการท างานของ matrix metalloproteinases-2 (MMP-2) และ matrix 
metalloproteinases-9 (MMP-9) และเหนี่ยวน าใหเ้กิด DNA damage ส่งผลให้เซลล์เกิดการตาย
แบบ apoptosis (94) 

 ในมะเรง็ปากมดลูก (cervical cancer) Alabsi และคณะ (2012) ได้ศกึษาเซลล์มะเรง็ปาก
มดลูกชนิด HeLa พบว่าสาร goniothalamin เหนี่ยวน าให้เกิดการตายของเซลล์แบบ apoptosis 
ผ่านทางการแสดงออกของ phosphatidylserine ที่ปรากฏบนเยื่อหุ้มเซลล์ในขณะทีเ่ซลล์เกิด
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กระบวนการ apoptosis และยบัยัง้กระบวนการแบง่ตวัเพิม่จ านวนของเซลล์มะเรง็โดยยบัยัง้เซลล์
หยุดอยู่ในระยะ S ในวัฏจกัรของเซลล์(84) นอกจากนี้  Lin และคณะ (2003) ได้ศึกษาเพิม่เติมกับ
เซลล์มะเรง็รงัไข ่(human ovarian cancer cell line) ชนิด Caov-3 พบว่าสาร goniothalamin กระตุ้น
ให้เกิดการตายของเซลล์แบบ apoptosis ในเซลล์มะเร็งรงัไข่โดยไม่ส่งผลต่อเซลล์ปกติ (normal 
kidney cell, MDBK) เมื่อเทยีบกบัการทดลองโดยใช้ยาส าหรบัการรกัษามะเร็งคือ tamoxifen หรอื
taxol(95) 

ในมะเรง็ช่องปาก (oral cancer) Yen และคณะ (2012) ได้ศึกษาเซลล์มะเร็งช่องปากชนิด 
Ca9-22 พบว่าสาร goniothalamin สามารถยบัยัง้การแบ่งตัวของเซลล์มะเรง็ช่องปากได้ โดยเพิม่
ระยะ sub-G1 เหนี่ยวน าใหเ้กดิ DNA break โดยเพิม่ระดับ ROS ในเซลล์มะเรง็ และลด ΔΨm ซึ่ง
เหตุการณ์ เหล่านี้ จะน าไปสู่การกระตุ้นให้เซลล์เกิดการตายแบบ apoptosis(96) นอกจากนี้  
Vendramini-Costa และคณะ (2016) ได้รายงานถงึผลของสาร goniothalamin ต่อการเกดิการตาย
แบบ apoptosis ของเซลล์มะเร็งล าไส ้(colon cancer cell) ชนิด HT-29 ผา่นทางการเพิม่ขึน้ของ 
ROS และเอนไซม์ caspase-3(97) และในปี 2015 Sophonnithiprasert และคณะ ได้ท าการศึกษา
เซลล์มะเร็งล าไส้ชนิด LoVo พบว่าเมื่อใช้สาร goniothalamin คู่กับ TNF-related apoptosis-
inducing ligand (TRAIL) จะส่งผลให้เกิดการเหนี่ยวน าให้เกิดการตายแบบ apoptosis ผ่านการ
กระตุ้นการท างานของเอนไซม ์caspase ทัง้ extrinsic และ intrinsic pathway และยงัเหนี่ยวน าให้
เกิดการตายแบบ apoptosis ผ่านทาง death receptor 5 (DR5) และลดการท างานของ  anti-
apoptotic protein ได้แก่ FADD-like interleukin-1B-converting enzyme-inhibitory protein (cFLIP)(98) 

ส าหรับในมะเร็ ง เต้ านม (breast cancer) Chen และคณะ (2005)  รายงานว่ าสาร
goniothalamin เหนี่ยวน าใหเ้ซลล์เกดิการหยุดการแบง่ตวัของเซลล์ทีร่ะยะ G2/M และกระตุ้นใหเ้กิด
การตายแบบ apoptosis โดยสาร goniothalamin จะเพิม่ระดบั ROS และลด intracellular free thiol 
ในเซลล์มะเร็งเต้านมชนิด MDA-MB-231 เป็นเหตุให้เซลล์มะเร็งเข้าสู่กระบวนการตายแบบ 
apoptosis(99) และในปี 2016 Innajak และคณะ ได้มกีารรายงานว่าสาร goniothalamin กระตุ้นให้
เซลล์มะเรง็เต้านมชนิด SK-BR-3 เขา้สูก่ระบวนการ apoptosis โดยกระตุ้นการท างานของเอนไซม์ 
caspase-9 และ caspase-7 กระตุ้นการท างานของโปรตนี JNK1/2 และ p38 ส่งผลใหเ้ซลล์เข้าสู่
กระบวนการ apoptosis กระตุ้นให้เกิดการยับยัง้การท างานของเอนไซม์ PARP ทีเ่กี่ยวข้องกับ
กระบวนการ DNA repair และยบัยัง้การอยูร่อดของเซลล์ผา่นโปรตนี Akt และ ERK1/2(100) 

 

 

 

 



บทท่ี 3 
วิธีด ำเนินกำรวิจยั 

 
เครื่องมือท่ีใช้ในกำรทดลอง 
 1.  ตู้ปลอดเชื้อส ำหรบักำรเพำะเลี้ยงเซลล์ (cell culture) (Horizontal Laminar Airflow 
Cabinets) บรษิทั Nuaire 
 2.  ตู้บม่เพำะเชื้อภำยใต้ก๊ำซคำรบ์อนไดออกไซด์ (5% CO2 incubator) บรษิทั Nuaire 
 3.  Microplate reader บรษิทั Multiskan EX; Thermo Electron Corp 
 4.  เครือ่งปัน่เหวีย่งควบคุมอุณหภูม ิบรษิทั International equipment company 
 5.  Fluorescence microscopy บรษิทั Olympus 
 6.  ชุด Western blot analysis บรษิทั Bio-Rad Laboratories 
 7.  ชุด CCD camera บรษิทั GeneGnome Gel Documentation; Synoptics 
 
สำรเคมีท่ีใช้ในกำรทดลอง 
 1.  อำหำรเลี้ยงเซลล์ชนิด RPMI บรษิทั Gibco 
 2.  Hoechst 33342 (2'-[4-ethoxyphenyl]-5-[4-methyl-1-piperazinyl]-2, 5'-bi-1H-
benzimidazole trihydrochloride trihydrate) บรษิทั Sigma-Aldrich 
 3.  Fetal bovine serum (FBS) บรษิทั Merck Millipore Corp  
 4.  3-(4,5-dimethylthaiazol-2-yl)-2, 5diphenyltetrazolium bromide (MTT) บรษิทั 
Sigma-Aldrich 
 5.  5,5',6,6'-tetrachloro-1,1',3,3'-tetraethylimidacarbocyanine iodide (JC-1) บรษิทั 
Sigma-Aldrich 
 6.  Phenylmethylsulphonyl fluoride (PMSF) บรษิทั Sigma-Aldrich 
 7.  Dimethyl sulfoxide (DMSO) บรษิทั Merck Calbiochem 
 8.  Guava Cell Cycle® reagent บรษิทั Merck Millipore Corp 
 9.  Antibody บรษิทั Cell Signaling Technology, Inc. 
 10. สำรgoniothalamin 
 
วิธีด ำเนินกำรทดลอง 
 1.  กำรเพำะเลี้ยงเซลลม์ะเรง็ 
  เพำะเลี้ยงเซลล์มะเรง็ melanoma A375 ในอำหำรเลี้ยงเซลล์ RPMI โดยเลี้ยงเซลล์ใน
ภำชนะเลี้ยงเซลล์ (flask) ขนำด 75 cm3น ำไปบม่ในCO2 incubator ทีม่กีำรควบคุมอุณหภูม ิและ
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เปอรเ์ซ็นต์ก๊ำซคำรบ์อนไดออกไซด์ (CO2) ที ่37๐Cและ 5% CO2ตำมล ำดบั ท ำกำร subculture และ
เปลีย่นอำหำรเลี้ยงเซลล์ทุกๆ 2-3 วนั 
 2.  กำรทดสอบควำมเป็นพิษของสำร goniothalamin ต่อเซลล์มะเร็งผิวหนัง 
melanomaA375 ด้วยวิธี MTT (MTT assay) 
  MTT assay เป็นเทคนิคทีใ่ช้ดูควำมเป็นพษิของสำรโดยทีว่ดัควำมอยู่รอดของเซลล์ 
อำศยักำรท ำงำนของเอนไซม ์mitochondrial reductase ในเซลล์ทีย่งัมชีวีติ ซึง่เอนไซมช์นิดนี้จะมี
ควำมสำรถในกำรเปลีย่นสำรละลำย MTT (สเีหลอืง) ไปเป็นผลกึ formazan (สมีว่ง) ใช้บอกว่ำเซลล์
ถูกยบัยัง้กำรเจรญิเตบิโต/กำรแบง่ตวั โดยทีเ่ซลล์อำจจะตำยหรอืไมก่็ได้(101) 
  โดยเลี้ยงเซลล์มะเร็งผวิหนัง melanomaA375 ใน 96-well plate (5x103 cells/well) 
และเพำะเลี้ยงใน CO2 incubatorเป็นเวลำ 24 ชัว่โมง เตมิสำร goniothalamin ทีค่วำมเขม้ขน้ต่ำงๆ 
ดงันี้  คอื 0.1, 0.3, 0.5, 1, 3, 5 และ 10 µg/mL ส ำหรบักลุ่มควบคุม (control)นัน้จะใช้ DMSO และ
ท ำกำรเพำะเลี้ยงใน CO2 incubatorอีกครัง้เป็นเวลำ 24 ชัว่โมง จำกนัน้เตมิสำรละลำย MTT ในทุก
หลุมของ 96-well plate น ำไปเพำะเลี้ยงใน CO2 incubatorทีอุ่ณหภูม ิ37๐C เป็นเวลำ 2 ชัว่โมง เมือ่
ครบเวลำทีก่ ำหนดดูดสำรละลำย MTT ทีเ่ป็นสว่นเกนิออก ในขัน้ตอนนี้สำร MTT จะเขำ้ท ำปฏกิริยิำ
กบัเอนไซม์ mitochondrial reductase ในเซลล์มะเร็งทีย่งัมชีวีติ ท ำให้เหน็เป็นผลึกสมี่วงทีต่ดิอยู่ที่
ก้นหลุมของ plate จำกนัน้เตมิ DMSO เพือ่ละลำยผลกึดงักล่ำวลงไปใหค้รบทุกหลุม หลุมละ 100 µL
น ำไปวดัค่ำกำรดูดกลนืแสงทีค่วำมยำวคลื่น 570 นำโนเมตร น ำค่ำกำรดูดกลนืแสงทีไ่ด้ไปค ำนวณหำ 
IC50 และเปอรเ์ซนต์ควำมอยูร่อดของเซลล์หรอื % cell viability 
 3. กำรศึกษำกำรเปลี่ยนแปลงลักษณะทำงนิวเคลียสในเซลล์มะเร็งผิวหนัง 
melanoma ด้วยวิธีกำรย้อม Hoechst (Hoechst staining assay) 
  เนื่ องจำกกำรเข้ำท ำงำนของเอนไซม์ caspase ซึ่งเป็นกระบวนกำรสุดท้ำยของ
กระบวนกำรตำยแบบ apoptosis ท ำให้ DNA เกิดกำรแตกหกัออกเป็นชิ้นส่วนเล็กๆทีเ่ร ียกว่ำ 
apoptotic bodies โดยทีก่ระบวนกำรดังกล่ำวสำมำรถตรวจสอบได้โดยกำรใช้สำรเรอืงแสง คือ 
Hoechst 33342 ส ำหรบักำรท ำงำนของ Hoechst 33342 นัน้จะท ำหน้ำทีเ่ขำ้จบักับ DNA ในบรเิวณ 
minor groove ของ DNA สำยคู่ และเมือ่สำรเรอืงแสงดงักล่ำวถูกกระตุ้นด้วยแสงทีม่คีวำมยำวคลื่น 
460-490 นำโนเมตร จะเกิดกำรเรอืงแสงขึ้นท ำให้สำมำรถตรวจสอบกำรเปลีย่นแปลงทีเ่กดิขึ้นได้ 
(102) 

  โดยมขีัน้ตอนกำรท ำคือ เซลล์มะเรง็ผวิหนัง melanomaA375 จะถูกเลี้ยงใน 6-well 
plate ใน CO2 incubator เป็นเวลำ 24 ชัว่โมง เตมิสำร goniothalamin ทีค่วำมเขม้ขน้ต่ำงๆ ได้แก่ 
3, 5 และ 10 µg/mL ส ำหรบักลุ่มควบคุม (control) นัน้ จะใช้ DMSO และท ำกำรเพำะเลี้ยงใน CO2 
incubator อกีครัง้เป็นเวลำ 24 ชัว่โมง เมือ่ครบตำมก ำหนดเวลำสำรเรอืงแสง Hoechst 33342 จะถูก
เตมิเข้ำไปในแต่ละหลุมของ 6-well plate ซึ่งควำมเขม้ขน้ของสำรเรอืงแสงทีใ่ช้จะคงทีใ่ช้จะอยู่ที ่5 
µg/mL ท ำกำรบ่มในทีม่ดืเป็นเวลำ 30 นำท ีจำกนัน้น ำไปตรวจสอบกำรเกดิ apoptotic bodies ซึ่ง
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เป็นขัน้ตอนสุดทำ้ยของกระบวนกำร apoptosis จำกกำรท ำงำนของเอนไซม ์caspase ภำยใต้กล้อง
ฟลูออเรสเซนต์ทีค่วำมยำวคลื่น 460-490 นำโนเมตร 
 4.  กำรวิเครำะห ์mitochondrial membrane potential (m) ด้วยวิธีกำรย้อม JC-
1 (JC-1 staining assay) 
  สำรเรอืงแสง JC-1 เป็นสำรเรอืงแสงทีถู่กใช้ในกำรตรวจสอบสภำพของไมโทคอนเดรยี 
ในเซลล์ปกตทิีไ่มโทคอนเดรยีมสีภำพสมบูรณ์ JC-1 จะสะสมอยู่ในรปูของโครงสร้ำงทีเ่รยีกว่ำ J-
aggregate ซึง่จะแสดงผลภำยใต้กล้องจุลทรรศน์ฟลูออเรสเซนต์เป็นสแีดง และในทำงกลบักนัเซลล์
ที่เกิด apoptosis เยื่อหุ้มไมโทคอนเดรียจะอยู่ในสภำพที่ไม่สมบูรณ์  JC-1 จะอยู่ในรูปของ 
monomeric ซึง่จะแสดงผลภำยใต้กล้องจุลทรรศน์ฟลูออเรสเซนต์เป็นสเีขยีว (103) 
  โดยมขีัน้ตอนกำรท ำคือ เซลล์มะเรง็ผวิหนัง melanomaA375 จะถูกเลี้ยงใน 12-well 
plate ใน CO2 incubator เป็นเวลำ 24 ชัว่โมง หลังจำกนัน้ท ำกำรเติมสำรgoniothalaminทีค่วำม
เขม้ขน้ต่ำงๆได้แก่ 3, 5 และ 10 µg/mL เป็นเวลำ 24 ชัว่โมง เมือ่ครบก ำหนด JC-1 (5 µg/mL) จะ
ถูกเตมิลงใน 12-well plate และท ำกำรบม่ไว้ในทีม่ดืเป็นเวลำ 10 นำท ีและน ำไปส่องภำยใต้กล้อง
ฟลูออเรสเซนต์ 
 5.  กำรวิเครำะห์กำรแสดงออกของโปรตีนด้วยวิธี Western blot (Western blot 
analysis) 
  Western blot เป็นเทคนิคที่ใช้ในกำรติดตำมโปรตีนที่สนใจโดยกำรใช้ Sodium 
dodecyl sulfate-polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE) และใช้ ไฟฟ้ำเหนี่ยวน ำให้
โปรตนีเคลื่อนตวัไปบนเจล หลงัจำกนัน้โปรตนีจะถูกยำ้ยไปไว้บน polyvinylidene difluorise (PVDF) 
membrane และใช้ primary antibody ทีจ่ ำเพำะต่อโปรตนีทีต่้องกำรไว้ก่อนแล้ว หลงัจำกนัน้เป็นกำร
ตรวจจบั antibody-antigen complex โดยกำรใช้ secondary antigen แถบโปรตนีบน membrane 
จะถูกตรวจสอบโดยใช้ chemiluminescence signal และ CCD camera โดยขัน้ตอนของกำรทดลอง
แบง่ได้เป็น 
  
 Sample preparation  
 เซลล์มะเร็งผวิหนัง melanomaA375 จะถูกเลี้ยงใน 6-well plate ใน CO2 incubator เป็น
เวลำ 24 ชัว่โมง เติมสำร goniothalamin ทีค่วำมเข้มข้นต่ำงๆได้แก่3, 5 และ 10 µg/mL และใช้ 
DMSO เป็นกลุ่มควบคุม และน ำไปบ่มต่อใน CO2 incubator เป็นเวลำ 24 ชัว่โมง ท ำกำรเก็บเซลล์ 
และล้ำงด้วย PBS เย็น และ lyse cellด้วย lysis buffer น ำไปปัน่เหวี่ยงทีค่วำมเร็ว 13,000 rpm 
อุณหภูม ิ4๐C เก็บสว่นใสของโปรตนีตัวอยำ่งออกจำกตะกอน จำกนัน้น ำโปรตีนตวัอยำ่งไปวดัเพื่อ
หำควำมเขม้ขน้ต่อไป 
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 Protein determination 
 ควำมเขม้ขน้ของโปรตนีสำมำรถวเิครำะหไ์ด้ด้วยวธิขีอง Bradford ซึง่ใช้ Bio-Rad protein 
assay และใช้ bovine serum albumin (BSA) เป็นโปรตนีมำตรฐำนในกำรค ำนวณควำมเขม้ขน้ของ
โปรตนีตวัอยำ่ง 
 Preparation of SDS-PAGE 
 เจลมีส่วนประกอบคือ acrylamide, bisacrylamide และ Tris-HCl buffer เจลถูกแบ่ง
ออกเป็น 2 สว่น ได้แก่ stacking gel และ separating gel  
 Stacking gel จะอยู่ด้ำนบน เป็นส่วนที่ม ีควำมเข้มข้นของ acrylamide ต ่ ำ pH ต ่ ำ มี
ควำมสำมำรถในกำร resolve ต ่ำ ตัวอย่ำงโปรตีนจะถูกใส่บร ิเวณ stacking gel และวิ่งลงสู่เจล     
ด้ำนล่ำงต่อไปโดยอำศยักำรแยกตำมขนำดของโปรตนี 
 
ตำรำงที ่1 กำรเตรยีม stacking gel 
 

Stock solution 10% 12% 
dH2O 2.42 mL 2.17 mL 
1.5 M Tris-HCl, pH 8.8 1.25 mL 1.25 mL 
10% SDS   50 µL   50  µL 
40% acrylamide 1.25 mL   1.5 mL 
10% ammonium persulfate   25 µL   25  µL 
TEMED  2.5 µL   2.5 µL 
Total volume      5 mL        5 mL 

 
 Separating gel เป็นเจลทีอ่ยูส่ว่นล่ำง ซึง่เป็นบรเิวณทีโ่ปรตนีจะมกีำรแยกตวักนัตำมขนำด
ของโปรตนี ซึง่ควำมเขม้ขน้ของ acrylamide ใน separating gel จะถูกปรบัตำมขนำดของโปรตนีที่
ต้องกำรตดิตำม 
 
ตำรำงที ่2 กำรเตรยีม separating gel 
 

Stock solution Volume (per 1 gel) 
dH2O 1.52 mL 
1.0 M Tris-HCl, pH 6.8 0.25 mL 
10% SDS 20 µL 
40% acrylamide 0.196 mL 
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ตำรำงที ่2 (ต่อ) 
 
Stock solution Volume (per 1 gel) 
10% ammonium persulfate 10 µL 
TEMED 2 µL 
Total volume 2 mL 

 
 Running condition 
 น ำโปรตีนตัวอย่ำงทีไ่ด้ผสมกับ 5x buffer loading dye (60 mMTris-HCl; pH 6.8, 25% 
glycerol, 2%SDS, 14.4 mM 2-mercaptoethanol และ 0.1%bromophenol blue) และน ำไปต้มเพือ่
เป็นกำรท ำลำยโครงสรำ้งของโปรตีน (denature)เป็นเวลำ 5 นำท ีหลงัจำกนัน้น ำโปรตนีตัวอย่ำงที่
ได้ไปท ำกำรแยกด้วย SDS-PAGE ใช้กระแสไฟฟ้ำที ่100 V เป็นเวลำ 60 นำท ีจำกนัน้ยำ้ยโปรตีน
จำกเจลลง PVDF membrane (Bio-Rad) 
 
 Protein detection 
 หลังจำกกำรย้ำยโปรตีนลงสู ่PVDF membrane สว่นของ membrane จะถูก block ด้วย 
5% non-fat milk in TBST (10 mM Tris, pH 7.5, 150 mMNaCl and 0.1% Tween 20) ที่
อุณหภูมหิอ้งเป็นเวลำ 1 ชัว่โมง เพื่อเป็นกำรลด non-specific protein ทีจ่ะเกดิขึ้น จำกนัน้โปรตีน
ตวัอย่ำงทีอ่ยูบ่น membrane จะถูกจบักบั primary antibody ทีต่้องกำรศึกษำโดยบม่ไว้ทีอุ่ณหภูมิ   
4๐C เป็นเวลำ 1 คืน จำกนัน้น ำมำล้ำง primary antibody สว่นเกินด้วย TBST เป็นเวลำ 10 นำท ี
ทัง้หมด 3 ครัง้ และน ำไปบม่กบั secondary antibody ทีจ่ ำเพำะต่อ primary antibody ทีอุ่ณหภูมหิอ้ง
ต่อเป็นเวลำ 1 ชัว่โมง จำกนัน้ล้ำง secondary antibody สว่นเกนิเหมอืน primary antibody ส ำหรบั
กำรตรวจสอบนัน้จะใช้ chemiluminescence HRP substrate 
 
 กำรวิเครำะหท์ำงสถิติ (Statistical analysis) 
 ส ำหรบักำรวเิครำะหท์ำงสถตินิัน้ ผลกำรทดลองจะได้มำจำกกำรทดลองทัง้หมด 3 ซ ้ำ และ
แสดงค่ำ mean ± standard deviation (SD) สว่นกำรทดสอบควำมแตกต่ำงทำงสถิตินัน้จะใช้กำร
ทดสอบทำงสถิติ One-way analysis of variance (ANOVA) โดยใช้โปรแกรม SPSS statistical 
software package (version 15) ส ำหรบักำรวเิครำะหผ์ลกำรแสดงออกของโปรตนีนัน้จะใช้โปรแกรม 
Image J densitometer เพ ือ่เป็นกำรค ำนวณระดบัควำมเขม้ของแถบโปรตนีเทยีบกบักลุ่มควบคุม 
 
 
 



บทท่ี 4 
ผลการศึกษา 

 
ผลการศึกษา 
 ผลการทดสอบความเป็นพิษของสาร goniothalamin ต่อเซลล์มะเร็งผิวหนัง 
melanoma  573A   

การศกึษาความเป็นพษิต่อเซลล์มะเรง็ melanoma ใช้วิธ ีMTT (MTT assay) โดยใช้สาร
goniothalaminทีค่วามเข้มข้นต่างๆ คือ 0.1, 0.3, 0.5, 1, 3, 5 และ10 µg/mL และแปลผลที่ 24
ชัว่โมง พบว่าสาร goniothalamin สามารถยบัยัง้และลดการอยู่รอดของเซลล์มะเร็ง melanoma 
A375 ได้โดยม ีIC50อยู่ที1่.7±0.627 µg/mLดังแสดงในภาพประกอบ 27A และผลจากการทดสอบ
พบว่าสาร goniothalamin สามารถลดการอยู่รอดของเซลล์มะเร็ง melanoma ได้โดยขึ้นอยู่กับ
ระยะเวลาและความเขม้ขน้ของสาร goniothalamin ทีใ่ช้ (time- and dose-dependent manner)ดัง
แสดงในภาพประกอบ 27B 
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ภาพประกอบ 1 ผลการทดสอบความเป็นพิษของสาร goniothalamin ต่อเซลล์มะเร็งผิวหนัง 

me lanoma  A375 (A) ผลการทดสอบความเป็นพิษที่ความเข้มข้นต่างๆ ของสาร 
goniothalaminที ่24 ชัว่โมง (B) สาร goniothalamin สามารถยบัยัง้และลดการอยู่รอดของ
เซลล์มะเรง็ melanoma A375 โดยขึ้นอยูก่ับระยะเวลาและความเขม้ขน้ของสารทีใ่ช้ โดยท า
การทดลอง 3 ครัง้ น าผลทีไ่ด้มาหาค่าเฉลีย่ และสว่นเบีย่งเบนมาตรฐาน 

 
 ผลการศึกษาการเปลี่ยนแปลงลกัษณะของนิวเคลียสในเซลลม์ะเร็ง melanoma 
573A ด้วยวิธีการย้อม Hoechst (Hoechst staining assay) 
 การตายแบบของเซลล์แบบ apoptosis นัน้ จะมกีารเปลี่ยนแปลงรูปรา่งของนิวเคลียส
ได้แก่ chromatin condensation และการแตกหกัของดีเอ็นเอออกเป็นชิ้นส่วนทีเ่รยีกว่า apoptotic 
bodiesซึง่สามารถศกึษาได้โดยใช้วธิกีารยอ้มดเีอ็นเอด้วยสยีอ้ม Hoechst ทีเ่ป็นสยีอ้มพเิศษทีจ่บักับ 
DNA ในนิวเคลยีสได้อยา่งจ าเพาะจากการทดสอบพบว่าเมือ่เซลล์ได้รบัสาร goniothalamin ทีค่วาม
เขม้ขน้ต่างๆ คอื 3, 5และ 10 µg/mL เป็นเวลา 24 ชัว่โมง พบว่าสาร goniothalamin สามารถกระตุ้น
ใหก้ระบวนการ apoptosis ในเซลล์มะเรง็ melanoma A375 ได้เมือ่เทยีบกบักลุ่มควบคุม ดงัแสดง
ในภาพประกอบ 28A  
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 ผลการวิเคราะห ์mitochondrial membrane potential (m) ด้วยวิธีการย้อม JC-
1 (JC-1 staining assay) 
 ผลจากการย้อม Hoechst พบว่าสาร goniothalamin สามารถกระตุ้นใหเ้กดิกระบวนการ 
apoptosis ในเซลล์มะเรง็ melanoma A375 ได้ เพ ือ่เป็นการทดสอบว่าสาร goniothalamin สามารถ
กระตุ้นใหเ้กดิกระบวนการ apoptosis ผา่นทางไมโทคอนเดรยีหรอืไมโ่ดยใช้สยีอ้ม JC-1 ซึง่เป็นสาร
เรอืงแสงทีถู่กน ามาใช้ในการตรวจสอบสภาพของไมโทคอนเดรยี ผลการทดสอบพบว่าเซลล์มะเร็ง 
melanoma A375 ทีไ่ด้รบัสาร goniothalamin ทีค่วามเข้มข้น 3, 5 และ 10 µg/mL เป็นเวลา 24 
ชัว่โมง มกีารเพิม่ขึน้ของ JC-1 ในรปูแบบของ monomeric form ซึง่แสดงด้วยแสงสเีขยีวเมื่อเทยีบ
กบักลุ่มควบคุมที ่JC-1 มกีารสะสมในรูปแบบของ J-aggregate form ทีแ่สดงด้วยแสงสแีดง ดัง
แสดงในภาพประกอบ 28B จงึสามารถสรุปได้ว่าสาร goniothalamin กระตุ้นใหเ้กดิ apoptosis ผา่น
ทางไมโทคอนเดรยี  
 

 
ภาพประกอบ 2 สาร goniothalamin กระตุ้นใหเ้กดิกระบวนการตายแบบ apoptosis ในเซลล์มะเร็ง 

melanomaA375 A) สาร goniothalamin กระตุ้นใหเ้กดิapoptotic bodies ในเซลล์ทีไ่ด้รบัสาร 
goniothalamin เทยีบกบักลุ่มควบคุม B) สาร goniothalamin กระตุ้นใหเ้กดิความเสยีหายต่อ
ไมโทคอนเดรยีซึง่น าไปสูก่ระบวนการตายแบบ apoptosis 
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 ผลการวิเคราะห์การแสดงออกของโปรตีนด้วยวิธี Western blot (Western blot 
analysis) 
 Western blot เป็นเทคนิคที่ใช้ในการศึกษาการแสดงออกของโปรตีนที่สนใจ โดย
การศกึษานี้ได้ศกึษาโปรตนีทีเ่กีย่วขอ้งกบัการกระตุ้นใหเ้กดิการตายแบบ apoptosis ได้แก่ กลุ่มของ 
Bcl-2 family, caspases แล ะ c l ea ve d - PARP, MAPK signaling pathway แล ะ Akt signaling 
pathway ผลของสาร goniothalamin ต่อ โปรตีนกลุ่ม Bcl-2 family, caspase-7, caspase-9 และ 
cleaved-PARP 
 การศึกษาผลของสาร goniothalamin ต่อการเกิดการตายแบบapoptosis ผ่านทางกลุ่ม
ของโปรตนี Bcl-2 family พบว่าระดับของ Mcl-1,Bcl-2 และ Bcl-xL ซึง่เป็นโปรตีนทีย่บัยัง้เกิดการ
ตายแบบ apoptosis (anti-apoptotic protein) ลดลง โดยแสดงตามภาพประกอบ 29Aและระดบัของ 
Bax, BID และ Bim ซึง่เป็นโปรตนีทีก่ระตุ้นการเกดิการตายแบบ apoptosis (pro-apoptotic protein) 
เพ ิม่ขึน้โดยแสดงตามภาพประกอบที ่29Bจากผลผา่นทาง Bcl-2 family protein ขา้งต้นแสดงใหเ้หน็
ว่าสาร goniothalaminสามารถเหนี่ยวน าใหเ้กดิการตายแบบ apoptosis ได้ 
 

 
 
ภาพประกอบ 3 แสดงผลของสารgoniothalaminต่อการแสดงออกของโปรตีน Bcl-2 family ที ่24 

ชัว่โมงหลังได้รบัสาร goniothalaminทีค่วามเข้มข้น 3, 5 และ 10 µg/ml(A) แสดงผลของ 
goniothalaminต่อการแสดงออกของโปรตีนกลุ่ม anti-apoptotic protein (B) แสดงผลของ 
goniothalaminต่อการแสดงออกของโปรตนีกลุ่ม pro-apoptotic protein โดยใช้β-Actin เป็น 
loading control 

  
 การศึกษาโปรตนี caspase-7 และ capase-9 ซึ่งเป็นเอนไซม์ทีเ่กี่ยวขอ้งกับการเกิดการ
ตายแบบ apoptosis โดย caspase-9 เป็น initiator caspase และ caspase-7 เป็น effector caspase 
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หลังได้รบัสาร goniothalamin พบว่า caspase-9 และ caspase-7 รวมทัง้ cleaved-PARP ซึง่เป็น 
downstream ของ caspase-7 มรีะดับเพิม่สูงขึ้นโดยสูงสุดทีค่วามเข้มขน้ของสาร goniothalamin
เทา่กบั 5 µg/mL โดยแสดงตามภาพประกอบที ่30 จากผลขา้งต้นแสดงใหเ้หน็ว่าสาร goniothalamin
สามารถเหนี่ยวน าใหเ้กดิการตายแบบ apoptosis ผา่นการท างานของ caspase ได้ 
 

 
 
ภาพประกอบ 4 แสดงผลของสาร goniothalamin ต่อการแสดงออกของโปรตนี caspase-9, -7 และ  

cleaved-PARP ที ่24 ชัว่โมงหลงัได้รบัสาร goniothalamin ทีค่วามเขม้ขน้ 3, 5 และ 10 µg/ml 
โดยใช้ β-Actin เป็น loading control 

  
 ผลของสาร goniothalamin ต่อ โปรตนีในกลุ่ม Akt และ MAPK signaling pathway 
 Akt เป็นโปรตีนทีส่ าคัญทีเ่กีย่วข้องกับการแบง่ตวัของเซลล์ และการเจรญิเตบิโตและการ
อยูร่อดของเซลล์ ผลจากการศึกษาพบว่าสาร goniothalamin สามารถลดการแสดงออกของโปรตีน 
p-PDK1 (Ser241) และ p-Akt (Ser473) ในเซลล์มะเรง็ melanoma A375 ดงัแสดงในภาพประกอบ 
31จากผลขา้งต้นแสดงใหเ้ห็นว่าสาร goniothalamin สามารถยบัยัง้การเจรญิเตบิโตและการอยูร่อด
ของเซลล์มะเรง็ melanoma A375 ได้ 
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ภาพประกอบ 5 แสดงผลของสาร goniothalamin ต่อการแสดงออกของโปรตนี p-PDK1, p-Aktและ 

total Aktที ่24 ชัว่โมงหลงัได้รบัสาร goniothalamin ทีค่วามเขม้ขน้ 3, 5 และ 10 µg/ml โดยใช้ 
β-Actin เป็น loading control 

  
 MAPK เป็นกลุ่มของโปรตนีทีเ่กีย่วขอ้งกบัทัง้การเกดิการเจรญิเตบิโต และการเกดิการตาย
แบบ apoptosis ของเซลล์ ผลจากการศึกษาพบว่าสาร goniothalamin กระตุ้นการตายของ
เซลล์มะเร็งผ่านการแสดงออกทีเ่พ ิม่ขึ้นของโปรตีน c-Jun ซึง่เป็น downstream ของ JNK1/2 เพิม่
การแสดงออกของอตัราสว่นโปรตนี p-p38/p38 รวมถงึเพ ิม่การแสดงออกของโปรตนี p-ERK1/2 ดัง
แสดงในภาพประกอบที ่32 แสดงใหเ้ห็นว่าสาร goniothalamin สามารถเหนี่ยวน าให้เกิดการตาย
แบบ apoptosis ผา่นทาง MAPK ได้ 
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ภาพประกอบ 6 แสดงผลของสาร goniothalamin ต่อการแสดงออกของโปรตนีกลุ่ม MAPK (A) การ

แสดงออกของโปรตีนในกลุ่ม MAPK signaling pathway หลังจากเซลล์มะเร็งได้รบัสาร 
goniothalamin เป็นเวลา 24 ชัว่โมง (B) ระดับของ p-p38 / p38 ratio ทีเ่พ ิม่ขึ้นอย่างมี
นัยส าคัญทางสถิติ เมื่อเทยีบกบักลุ่มควบคุม โดยใช้ β-Actin เป็น loading control (*, p < 
0.05) 

  
 



บทท่ี 5 
สรปุผล อภิปรายผล และข้อเสนอแนะ 

 
 ในการศึกษาครัง้นี้ใช้เซลล์ A375ซึง่ถูกใช้เป็น modelของเซลล์มะเรง็ผวิหนัง melanoma 

มะเร็งผวิหนังmelanoma เป็นมะเรง็ผวิหนังชนิดทีส่มัพนัธก์บัอัตราการเสยีชวีติสงูทีสุ่ดซึง่พฒันามา
จากเซลล์ melanocytes การรกัษามะเร็งผวิหนังmelanoma ขึ้นอยู่กับความรุนแรงของโรค การ
ผา่ตดัเป็นวิธกีารรกัษาหลกั แต่อยา่งไรก็ตามในระยะของโรคทีรุ่นแรงขึน้จ าเป็นต้องมกีารรกัษารว่ม 
(adjuvant therapy) ร่วมด้วย แต่การรกัษาร่วมส่วนใหญ่ยงัมผีลขา้งเคยีงสงู อีกทัง้ไม่ได้เพ ิม่อตัรา
การอยูร่อดของผูป่้วยอยา่งมนีัยส าคญัทางสถติ ิ

 ในการศกึษาทีผ่่านมาพบว่าสาร goniothalamin มฤีทธิต์่อการยบัยัง้การเจรญิเตบิโตของ
เซลล์มะเรง็ และยงัพบว่าสาร goniothalamin เหนี่ยวน าใหเ้กดิการตายแบบ apoptosis เซลล์มะเร็ง
หลายชนิด เช่น H1299 (non-small cell lung cancer)(94), HepG2 (human hepatoblastoma)(93), 
SK-BR-3 (human breast cancer)(100), HL60 (promyeolocytic leukemia)(91), HT29 (colon 
cancer)(97), HeLa (cervical cancer)(104) และ MDA-MB-231 (invasive breast cancer)(99) แต่ทัง้นี้
ยงัไมม่กีารรายงานถงึผลของสาร goniothalamin ต่อเซลล์ มะเรง็ผวิหนัง melanoma (A375) 

 การศกึษานี้พบว่าสาร goniothalamin สามารถยบัยัง้การเจรญิของเซลล์ได้โดยขึ้นอยูก่ับ
ระยะเวลาและความเขม้ขน้ของสารทีใ่ช้ และมคี่า IC50 เทา่กบั 1.7 ± 0.627 ug/mL ซึง่มกีารศกึษา
เกี่ยวกับผลของสาร goniothalamin ในเซลล์อื่นๆได้แก่ Innajak และคณะได้ศึกษาพบว่าสาร 
goniothalamin สามารถยบัยัง้การเจรญิของเซลล์มะเร็งเต้านม SK-BR-3 โดยขึน้อยูก่ับระยะเวลา
และความเข้มข้นของสารทีใ่ช้เช่นกัน และมคี่า IC50 เท่ากับ 10±0.45 ug/mL(100) และพบว่าที ่72 
ชัว่โมง หลังได้รบัสาร goniothalamin เซลล์มะเรง็เต้านม MDA-MB-231 ถูกยบัยัง้การเจรญิเติบโต 
โดยมคี่า IC50 เท่ากับ 1.46 ug/mL(99) เพ ื่อยนืยนัการเกิดการตายแบบ apoptosis ของเซลล์มะเร็ง 
melanomaA375 หลงัจากได้รบัสาร goniothalamin คอืการตรวจหารปูแบบการตายแบบ apoptosis 
โดยศกึษาผา่นทางการเปลี่ยนแปลงทางรปูรา่งของนิวเคลียสได้แก่ chromatin condensation และ
apoptotic bodies ซึ่ง ใช้ เทคนิคการย้อมนิวเคลียสด้วยสีย้อม Hoechst พบว่ามี chromation 
condensation และ apoptotic bodies ในเซลล์  A375 หลังจากได้ร ับสาร goniothalamin ซึ่ง
สอดคล้องกบัผลของ Chen และคณะซึ่งท าการศึกษาเซลล์มะเร็งเต้านม MDA-MB-231 โดยเมื่อ
เซลล์ได้รบัสาร goniothalamin ทีค่วามเข้มข้น 30 ug/mL เป็นเวลา 48 ชัว่โมง พบว่าเซลล์เกิด 
chromatin condensation และ nuclear fragmentation ขึน้(99) 

 จากนัน้ได้ศกึษาถึงฤทธิข์องสาร goniothalamin ต่อเซลล์มะเรง็ melanomaA375 ในการ
ลดระดบัของ m โดยใช้เทคนิคการย้อมเซลล์ด้วยส ีJC-1 ซึ่งแปลผลด้วยการดูการเปลีย่นแปลง
ของสทีีย่้อมตดิเซลล์ภายใต้กล้องฟลูออเรสเซนต์ โดยในภาวะของเซลล์ปกตทิีม่รีะดับของ m 
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สงูจะสามารถมองเห็นเป็นสแีดง ในขณะทีเ่ซลล์ทีเ่กิด apoptosis จะมรีะดับของ m ทีต่ ่าลงจงึ
ท าใหส้ามารถมองเห็นเป็นสเีขยีว ซึ่งเซลล์มะเรง็ melanoma A375 ทีไ่ด้รบัสาร goniothalmin เมื่อ
น าไปสอ่งภายใต้กล้องฟลูออเรสเซนต์พบว่ามกีารเพิม่ขึน้ของสเีขยีว ซึง่หมายถงึมรีะดบัของ m 
ทีล่ดลง และมกีารตายแบบ apoptosis เกดิขึน้ 

 จากนัน้เพ ื่อเป็นการยนืยนัว่าสาร goniothalamin สามารถกระตุ้นให้เกิดการตายแบบ 
apoptosis ของเซลล์มะเร็ง melanoma A375 จงึได้ท าการศึกษาโปรตนีทีเ่กี่ยวขอ้งกบักระบวนการ
ดงักล่าว 

 ในกลุ่มของ Bcl-2 fmailyซึ่งแบ่งออกเป็น anti-apoptotic proteins และ pro-apoptotic 
proteins พบว่าในกลุ่มของ anti-apoptotic proteins ได้แก่ Bcl-2, Mcl-1 and Bcl-xL มกีารแสดงออก
ทีล่ดลง และในกลุ่ม pro-apoptotic proteins ได้แก่ Bax, t-BID and Bimพบว่ามกีารแสดงออกที่
เพ ิม่ขึน้หลงัจากได้รบัสาร goniothalamin ทีค่วามเขม้ขน้ต่างๆ เป็นเวลา 24 ชัว่โมง 

 นอกจากนี้สาร goniothalamin ยงัสามารถกระตุ้นให้เกดิการตายของเซลล์ผา่นการท างาน
ของเอนไซม ์caspase คอื caspase-9 และ caspase-7 ในสว่นของ PARP ซึง่เป็นโปรตีนทีม่หีน้าที่
ในการซ่อมแซม DNA และเป็น downstream substrate ของ caspase-7 PARP สามารถถูกยบัยัง้
การท างานได้โดยการท างานของ caspase-7 หรอื caspase-3 เพื่อเป็นการกระตุ้นให้เซลล์เข้าสู่
กระบวนการ apoptosis จากการศกึษาแสดงใหเ้หน็ว่าสาร goniothalamin สามารถเหนี่ยวน าใหเ้กิด
การตายแบบ apoptosis ในเซลล์ A375 ได้ ซึ่งสอดคล้องกับการศึกษาในเซลล์มะเร็งปากมดลูก 
HeLa ทีม่กีารแสดงออกของ caspae-9 เพิม่ขึน้เมือ่ได้รบัสาร goniothalamin(104) และยงัสอดคล้อง
กบัการศึกษาในเซลล์มะเร็งเต้านม MDA-MB-231 ทีม่กีารแสดงออกของ cleaved-PARPซึ่งเป็น
รปูแบบหนึ่งของโปรตนี PARP ทีถู่กยบัยัง้การท างาน (สามารถแยกออกจากรปูแบบของ PARP ทีม่ ี
การท างานแบบปกติได้ด้วยขนาด ซึ่ง cleaved-PARP มขีนาดอยู่ที ่89 kDa) เพิม่ขึน้เมือ่ได้รบัสาร 
goniothalamin ทีค่วามเขม้ขน้ 30 ug/mL เป็นเวลา 48 ชัว่โมง(99) และยงัมกีารศกึษาในเซลล์มะเร็ง
เต้านม SK-BR-3 ซึ่งใหผ้ลการศกึษาสอดคล้องกับการศกึษานี้คือเมือ่เซลล์มะเร็งเต้านม SK-BR-3 
ได้ร ับสาร goniothalamin พบว่ามีการแสดงออกของ caspase-9 และ -7 เพิ่มขึ้น รวมทัง้การ
แสดงออกของcleaved-PARP ทีเ่พ ิม่ขึน้เช่นกนั(100) 

 Akt signaling pathway เกีย่วขอ้งกบัการกระตุ้นใหเ้ซลล์เกดิการแบง่ตวั เจรญิเตบิโต การ
อยู่รอด และยบัยัง้การเกิดการตายแบบ apoptosis จากการศึกษาก่อนหน้านี้ได้รายงานว่าสาร 
goniothalamin ลดการแสดงออกของ phosphorylated Akt (Ser477 และ Thr308) ในเซลล์มะเร็ง
เต้านม SK-BR-3 น าไปสู่การ เหนี่ยวน าให้เกิดการตายแบบ apoptosis(100) ซึ่งสอดคล้องกับ
การศึกษานี้โดยเมื่อเซลล์มะเร็ง melanoma A375 ได้รบัสาร goniothalamin พบว่ามกีารลดการ
แสดงออกของ phosphorylated Akt (Ser473) phospholylated PDK1 (Ser241) ซึง่หมายถงึเซลล์
ถูกยบัยัง้การเจรญิ และยบัยัง้การอยูร่อดของเซลล์ และน าไปสู่เกดิการตายแบบapoptosis 
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 นอกจากนี้ยงัได้ท าการศึกษาในส่วนของ MAPK signaling pathway โดยที ่MAPK เป็น
กลุ่มโปรตีนทีเ่กี่ยวข้องในกระบวนการแบ่งตัว เจรญิเตบิโต การอยู่รอดของเซลล์ รวมไปถึงการ
กระตุ้นใหเ้กดิการตายแบบ apoptosis ของเซลล์ประกอบไปด้วยโปรตนี ERK1/2, JNK1/2 และ p38 

 p38 เป็นโปรตนีทีม่หีน้าทีใ่นการยบัยัง้การเจรญิเตบิโตของเซลล์โดยเหนี่ยวน าให้เกดิการ
ตายแบบ apoptosis ในการศกึษาครัง้นี้พบว่าสาร goniothalamin กระตุ้นใหม้กีารเพิม่การแสดงออก
ของ p-p38 / p38 ratio เมือ่เทยีบกบักลุ่มควบคุมอยา่งมนีัยส าคญัทางสถติิทีค่วามเขม้ข้นของสาร 
goniothalamin 3 และ 5 ug/mL สอดคล้องกับงานวิจยัที่ผ่านมาที่ระบุไว้ว่าสาร goniothalamin
กระตุ้นใหเ้กดิการตายของเซลล์แบบ apoptosis ในมะเรง็หลายๆชนิด 

 ส าหรบั ERK1/2 นอกจากจะเกีย่วขอ้งกบักระบวนการเจรญิเติบโต และกระบวนการอยู่
รอดของเซลล์แล้ว ERK1/2  ยงัเกีย่วขอ้งกบักระบวนการ apoptosis ด้วยเช่นกนั โดยในงานวจิยัของ 
Bee-Jen Tan และคณะพบว่า ERK1/2 สามารถกระตุ้นให้เซลล์เขา้สูก่ระบวนการ apoptosis ได้ ใน
เซลล์มะเรง็เต้านม MDA-MB-231 ทีไ่ด้รบัสาร triptolide ผลจากงานวจิยัพบว่า triptolide กระตุ้นให้
เกิดการตายของเซลล์แบบ apoptosis ผ่านการลดการแสดงออกของ phospholylatedAktการเพิม่
การแสดงออกของ cleaved-PARP และ phospholylated ERK1/2 นอกจากนี้ยงัลดการแสดงออก
ของ anti-apoptotic protein Bcl-xLและเพิ่มการแสดงออกของ pro-apoptotic protein Bax เมื่อ
ยนืยันผลผ่านการใช้ inhibitor ของ ERK 1/2 (U0126) พบว่าเซลล์มะเร็งเต้านม MDA-MB-231 
ไมไ่ด้เขา้สูก่ระบวนการ apoptosis จงึสามารถยนืยนัได้ว่า ERK1/2  สามารถกระตุ้นใหเ้ซลล์มะเร็ง
ดงักล่าวเขา้สูก่ระบวนการ apoptosis ได้จรงิ(99) สอดคล้องกบังานวจิยัในครัง้นี้ทีส่าร goniothalamin 
สามารถกระตุ้นใหเ้กดิ apoptosis ผา่นการท างานของ ERK1/2  

 ในสว่นของ JNK1/2 นัน้เป็นโปรตนีทีท่ าหน้าทีเ่กี่ยวขอ้งกบัการกระตุ้นใหเ้กิดการตายของ
เซลล์แบบ apoptosis โดยทีผ่ลการทดลองพบว่าสาร goniothalamin สามารถกระตุ้นการแสดงออก
ของ c-Jun ซึ่ง เ ป็น transcription factor ของ JNK1/2 เมื่อ  c-Jun ท างานจะท าหน้าที่ในการ 
transcribe gene ทีท่ าหน้าทีผ่ลติ Bim ซึง่สอดคล้องกบัผลการทดลองทีส่าร goniothalamin เพิม่การ
แสดงออกของทัง้ c-Jun และ Bim 

 จากการศึกษานี้แสดงให้เห็นถึงผลของสาร goniothalamin ต่อเซลล์มะเร็ง melanoma 
A375 ในการลดการเจรญิ และการอยูร่อดของเซลล์ และเหนี่ยวน าให้เกิดการตายแบบ apoptosis 
ผา่นทางการท างานของ pro-apoptotic protein และ caspase รามทัง้ลดการท างานของโปรตนีใน
กลุ่ม anti-apoptotic protein นอกจากนี้สาร goniothalamin ยงัสามารถยบัยัง้การเจรญิ และการอยู่
รอดของเซลล์ผา่นทางการยบัยัง้การท างานของ Akt signaling pathway และกระตุ้นใหเ้กดิการตาย
แบบ apoptosis ผา่นทาง MAPK signaling pathway ดงันัน้สาร goniothalamin จงึมคีวามเป็นไปได้
ในการน าไปพฒันาเป็นยารกัษามะเรง็ melaoma ในอนาคต  
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