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บทที่ 5  

วจิารณ์ผลการวจิัย 

 การที่ค่า IC50 จากการทดสอบในเซลลก์ระดูกอ่อนปกติมีค่าสูงกวา่ค่า IC50 จากการทดสอบใน
เซลล์มะเร็งกระดูกอ่อนอยา่งมีนัยส าคญัทางสถิติแสดงถึงความสามารถของสารสกัดหยาบที่น ามา
ทดสอบชนิดนั้นว่ามีศกัยภาพในการยบัย ั้งเซลล์มะเร็งกระดูกอ่อน โดยสามารถยบัย ั้งเซลล์มะเร็ง
กระดูกอ่อนไดใ้นขณะที่ส่งผลยบัย ั้งเซลลก์ระดูกอ่อนปกตินอ้ย ซ่ึงเป็นตวัวดัประสิทธิภาพของสารที่มี
ฤทธ์ิยบัย ั้งเซลลม์ะเร็ง (anticancer agent) (Bezivin et al. 2003; Omoyeni et al. 2014) และนอกจากการ
ใช้สถิติในการเปรียบเทียบความแตกต่างระหว่าง IC50 ของเซลล์กระดูกอ่อนปกติและเซลล์มะเร็ง
กระดูกอ่อนแล้ว ในงานวิจยัน้ีได้ค  านวณค่า SI ซ่ึงใช้ในการเปรียบเทียบและเป็นดัชนีที่ใช้ในการ
คดัเลือกสารสกดัหยาบที่มีประสิทธิภาพในการยบัย ั้งเซลลม์ะเร็งกระดูกอ่อนโดยไม่ส่งผลยบัย ั้งเซลล์
กระดูกอ่อนปกติ การค านวณ SI ไดรั้บการยอมรับให้ใชเ้ป็นดชันีในการวดัความจ าเพาะเจาะจงของ
สารดว้ย (Belcher et al. 1966)  

 ผลการทดสอบมีจุดที่น่าสังเกตหลายจุด จุดแรกคือการทดสอบ flow cytometry ใช้ความ
เขม้ขน้ในการทดสอบคือ ค่า IC50 ของสารสกดัหยาบสมุนไพรแต่ละชนิด แต่พบว่าผลการทดสอบ 
flow cytometry กลับให้ค่าร้อยละการมีชีวิตของเซลล์ไม่เท่ากับร้อยละ 50 สามารถอธิบายได้คือ 
วิธีการเก็บเซลล์ที่ใช้ทดสอบ MTT assay เพื่อให้ได้ค่า IC50 และวิธีการเก็บเซลล์ที่ใช้ทดสอบ flow 
cytometry มีวิธีการที่ต่างกนั การเก็บเซลล์เม่ือทดสอบ MTT assay จะมีการทิ้งอาหารเล้ียงเซลล์และ
ลา้ง 96-well plate ดว้ย PBS เพื่อไม่ให้สีของอาหารเล้ียงเซลลห์รือสีของสารสกดัหยาบที่ใชท้ดสอบมี
ผลต่อการอ่านค่าการดูดกลืนแสง ดงันั้นเซลลท์ี่ตายในขณะทดสอบบางส่วนจะเป็นเซลลต์ายที่ลอยอยู่
และถูกทิ้งไปพร้อมกบัอาหารเล้ียงเซลล์ และบางส่วนหลุดออกไปเม่ือถูกชะลา้งดว้ย PBS ดงันั้น ค่า 
IC50 คือค่าที่วดัจากเซลลท์ี่ยงัเหลือและเกาะอยูใ่น plate ในขณะที่การเก็บเซลลก่์อนท า flow cytometry 
จะเป็นการเก็บเซลลท์ั้งหมด ทั้งเซลล์ที่ยงัคงเกาะอยูท่ี่ plate และเซลลท์ี่ตายแลว้และลอยอยูใ่นอาหาร
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เล้ียงเซลล์ทั้งหมดมาป่ันเก็บเฉพาะเซลล์ (ไม่เก็บส่วนสารละลาย) เพื่อน ามาทดสอบ การทดสอบทั้ง
สองขั้นตอนน้ีเป็นการทดสอบที่ไม่ไดต่้อเน่ืองกนัและคิดยอ้นกลบัได ้และตอ้งท าความเขา้ใจวา่การ 

ทดสอบดว้ยวิธี MTT assay เป็นการวดัค่าการดูดกลืนแสงจากสีที่คาดว่าจะเกิดขึ้นจากกระบวนการ
ของเซลล์มีชีวิต ไม่ใช่การนับจ านวนเซลลโ์ดยตรง ดงันั้นการอ่านผลตามผลการทดสอบจากวิธี flow 
cytometry จะมีความจ าเพาะและน่าเช่ือถือมากกวา่การอ่านค่า IC50  

จุดสงัเกตอีกอยา่งหน่ึงในผลการทดสอบคือ จะเห็นไดว้า่ค่า IC50 ของสารสกดัหยาบสมุนไพร
บางชนิดจากการทดสอบ MTT assay เช่น สารสกดัหยาบ dichloromethane ของตีนฮุง้ดอย มีค่า IC50 
ของเซลลก์ระดูกอ่อนปกติสูงกวา่ IC50 เซลลม์ะเร็งกระดูกอ่อน ซ่ึงแปลความหมายตามผลการทดลอง
ไดว้่าสารสกดัหยาบชนิดนั้นมีความเป็นพิษต่อเซลลม์ะเร็งกระดูกอ่อนมากกว่าเซลลก์ระดูกอ่อนปกติ 
แต่เม่ือทดสอบดว้ยวิธี flow cytometry จะพบว่าร้อยละการมีชีวิตของเซลลก์ระดูกอ่อนปกติกลบัมีค่า
ต  ่ากว่าร้อยละการมีชีวิตของเซลล์มะเร็งกระดูก ซ่ึงมีผลการทดสอบของสารสกัดหยาบหลายตวัที่ดู
แลว้ค่า IC50 กบัร้อยละการมีชีวติไม่สอดคลอ้งกนั  

จากที่กล่าวไปในขา้งตน้คือ ในขั้นตอนการท า MTT assay ก่อนที่จะใส่สารทดสอบจะมีการ
ทิ้งอาหารเล้ียงเซลล์และลา้งดว้ย PBS เหตุการณ์ดงักล่าวจึงสามารถอธิบายไดว้่า ในระหว่างขั้นตอน
การลา้งดว้ย PBS ใน plate ที่ทดสอบดว้ยสารสกดัหยาบdichloromethane ของเซลลม์ะเร็งกระดูกอ่อน
อาจมีเซลลท์ี่ถูกชะหลุดออกไป ท าใหค้่าของ IC50 ของเซลลม์ะเร็งกระดูกอ่อนต ่ากวา่เซลลก์ระดูกอ่อน
ปกติได ้

สารสกดัสมุนไพรที่น ามาศึกษาบางชนิดเป็นสารสกดัที่มีการรายงานเก่ียวกบัฤทธ์ิตา้นการ
อกัเสบ เช่น โด่ไม่รู้ลม้ พบว่านอกจากโด่ไม่รู้ลม้จะมีฤทธ์ิตา้นการอกัเสบ (Tsai and Lin 1998) และ
ช่วยส่งเสริมการหายของแผล (Singh et al. 2005) แลว้โด่ไม่รู้ลม้ยงัมีสาร isodeoxyelephantopin เป็น
องคป์ระกอบซ่ึงสารชนิดน้ีไดรั้บการรายงานว่าสามารถตา้นเซลล์มะเร็งไดโ้ดยไปกระตุน้การท างาน
ของ caspase-3 และหยดุการท างานของวงจรเซลล ์(Kabeer et al. 2014) สอดคลอ้งกบัผลงานวจิยัก่อน
หน้าน้ี ผลการทดลองในงานวิจยัคร้ังน้ีพบว่าสารสกดัหยาบ methanol ของโด่ไม่รู้ลม้ที่น ามาทดสอบ
ในเป็นมีความจ าเพาะเจาะจงและพิษต่อเซลล์มะเร็งกระดูกอ่อนอยา่งรุนแรง (potential cytotoxicity 
with high selectivity) ในขณะที่ส่งผลต่อเซลลก์ระดูกอ่อนปกตินอ้ยกวา่ในเซลลม์ะเร็งกระดูกอ่อน  

ฝางเป็นพืชสมุนไพรอีกชนิดที่มีการรายงานเก่ียวกบัการออกฤทธ์ิยบัย ั้งการอกัเสบ (Chu et 
al. 2013) และสามารถยบัย ั้งสารกลุ่ม matrix metalloproteinase (MMPs) ในกระดูกอ่อนของมนุษย ์
(Wu et al. 2011; Toegel et al. 2012) ซ่ึง MMPs เป็นกลุ่มเอนไซมท์ี่มีบทบาทในการจดัโครงสร้างของ 
extracellular matrix (ECM)  (Girard et al. 1993) และเก่ียวขอ้งกับการพฒันาและแพร่กระจายของ
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เซลล์มะเร็ง โดยมีส่วนช่วยในการสร้างหลอดเลือดใหม่ให้เซลล์มะเร็งด้วย (Ray et al. 1994) 
นอกจากน้ียงัมีรายงานว่าฝางสามารถลดระดบัของสารก่อการอกัเสบ (pro-inflammatory mediators) 
ในโรคขอ้อกัเสบรูมาตอยด ์ (rheumatoid arthritis) ได ้(Wang et al.2011) แต่จากผลการทดลองในคร้ัง
น้ีจากผลของ MTT assay พบวา่สารสกดัหยาบของฝางทั้งสองแบบ (ทั้งที่สกดัดว้ยไดคลอโรมีเทนและ
เมทานอล) ใหผ้ลในการยบัย ั้งเซลลม์ะเร็งกระดูกอ่อนในระดบัปานกลาง (moderate cytotoxicity) คือมี
ค่า IC50 ในเซลล์มะเร็งกระดูกอ่อนระหว่าง 100 ถึง 1,000 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร มีค่า SI น้อยกว่า 3 
(SI <3) (less selectivity) และมีค่า IC50 ในเซลล์กระดูกอ่อนปกติน้อยกว่าเซลล์มะเร็งกระดูกอ่อน ซ่ึง
ผลดงักล่าวแสดงว่าสารสกดัหยาบฝางทั้งสองแบบไม่ไดมี้ความจ าเพาะเจาะจงต่อเซลลม์ะเร็งกระดูก
อ่อน จึงไม่น ามาทดสอบในขั้นตอนต่อไป 

งานวิจยัก่อนหน้าน้ีที่มีการรายงานว่า ในเห็ดถัง่เช่ามีสาร cordycepin, cordycepic acid และ 
cordlan ซ่ึงเป็นสารองคป์ระกอบที่มีฤทธ์ิตา้นมะเร็ง ยบัย ั้งการเกิดเน้ืองอกและลดการอกัเสบ (Gu et al. 
2007; Patel and Goyal 2012; Yue et al. 2013) แต่ผลการทดลองจากงานวิจยัน้ีพบว่าสารสกัดหยาบ
ของเห็ดถัง่เช่ามีความเป็นพษิต่อเซลลก์ระดูกอ่อนปกติมากกว่าเซลลม์ะเร็งกระดูกอ่อนโดยที่กระตุน้
การเกิดการตายแบบอะพอพโทซิสในเซลลก์ระดูกอ่อนปกติมากกวา่ในเซลลม์ะเร็งกระดูกอ่อนอยา่งมี
นยัส าคญั ซ่ึงคาดวา่เป็นผลมาจากการเตรียมและวธีิการสกดั (การสกดัดว้ยน ้ า หรือ aqueous extraction, 
การสกัดด้วยไดคลอโรมีเทน และการสกัดด้วยเมทานอล) ที่แตกต่างกันอาจท าให้ผลการทดสอบ
แตกต่างกนัได ้ดงันั้นผลการทดสอบดว้ยสารสกดัหยาบของฝางและเห็ดถัง่เช่าจึงยงัมีความไม่ชดัเจน
และควรไดรั้บการศึกษาเพิ่มเติมอีก นอกจากน้ีแหล่งที่มาของสมุนไพรที่น ามาทดสอบที่แตกต่างกนั
อาจท าใหผ้ลการทดลองแตกต่างกนัไดด้ว้ย เน่ืองจากสภาพของดินที่ใชใ้นการเพาะปลูก อุณหภูมิ การ
รับแสงแดด ซ่ึงแตกต่างกนัในแต่ละพื้นที่มีผลต่อคุณสมบติัของสารออกฤทธ์ิในสมุนไพร (Gu et al. 
2007) ซ่ึงในการทดสอบคร้ังน้ีไดแ้กปั้ญหาเร่ืองผลจากปัจจยัการปลูกต่างฤดูโดยการน าผลผลิตของแต่
ละฤดูมาสกดัแลว้จึงน าสารสกดัในส่วนของทั้งปีมารวมกนั 

ผลการทดสอบที่น่าสนใจคือ สารสกัดหยาบทั้งแบบไดคลอโรมีเทนและเมทานอลของ
รางจืด ท าใหเ้กิดการตายแบบเนโครซิสที่สูงมาก ยิง่กวา่นั้นคือท าใหเ้ซลลก์ระดูกอ่อนปกติเกิดการตาย
แบบเนโครซิสสูงกว่าเซลล์มะเร็งกระดูกอ่อนอย่างมีนัยส าคญั ทั้ง ๆ ที่มีงานวิจยัมากมายเก่ียวกับ
รางจืดว่า เป็นพืชสมุนไพรที่นอกจากจะมีฤทธ์ิแก้ปวด (antinociceptive)  และลดการอักเสบ 
(Boonyarikpunchai et al. 2014) แลว้ยงัมีคุณสมบติัในการต่อตา้นสารอนุมูลอิสระ (Oonsivilai et al. 
2008) และลดความเป็นพิษอีกดว้ย (Ruangyuttikarn et al. 2013) อยา่งไรก็ตามยงัไม่เคยมีการรายงาน
ผลการทดสอบสารสกดัของรางจืดในเซลลก์ระดูกอ่อนทั้งเซลลป์กติและเซลลม์ะเร็งมาก่อน งานวิจยั
ช้ินน้ีจึงเป็นงานแรกที่มีการทดสอบสารสกัดหยาบรางจืดในเซลล์กระดูกอ่อนปกติและเซลล์มะเร็ง
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กระดูกอ่อน ในบางกรณีสารที่มีฤทธ์ิยบัย ั้งเซลลม์ะเร็งที่สามารถกระตุน้การเกิดการตายแบบอะพอพ
โทซิสอาจมีผลไปกระตุน้การตายแบบเนโครซิสดว้ยเม่ือมีการใชส้ารนั้นในความเขม้ขน้ที่สูง ขึ้นอยู่
กับชนิดของการกระตุน้และความแรงในการกระตุน้ที่ไปมีผลต่อระบบการตายของเซลล์ (death 
pathway) (Elmore 2007) ในงานวิจัยที่ เ ก่ียวกับสารต้านเซลล์มะเร็งบางงานได้กล่าวถึงระบบ 
necrotopic signaling pathway เพื่อกระตุน้ให้เกิดการตายของเซลลม์ะเร็งเช่นกนั (Vandenabeele et al. 
2010) อยา่งไรก็ตามจากผลการทดสอบในคร้ังน้ีสารสกดัหยาบรางจืดไม่เหมาะส าหรับการน ามาใช้ใน
การรักษามะเร็ง และยงัคงตอ้งการผลการทดลองที่มารองรับในอนาคต 

ในประเทศไทยมีการรวบรวมรายช่ือสมุนไพร รายละเอียดและสรรพคุณของสมุนไพรชนิด
ต่าง ๆ ไวห้ลายแหล่ง แต่ยงัไม่มีฐานขอ้มูลที่ครอบคลุมสมุนไพรทุกชนิดในประเทศไทย ยงัคงมี
สมุนไพรบางชนิดที่ไม่มีการรายงานรายละเอียดและการน าไปใชป้ระโยชน์ เช่น มะเด่ือปลอ้ง ซ่ึงเป็น
สมุนไพรที่ถูกรายงานการคน้พบใหม่ในประเทศไทยเม่ือปี ค.ศ. 2007 โดย Cornelis C. Berg และ 
Simon Gardner (Cornelis and Simon 2007) จึงยงัไม่มีรายงานเก่ียวกบัผลของสารสกดัมะเด่ือปลอ้ง
พันธุ์ Ficus thailandica C.C. Berg & S. Gardner ในแง่การรักษาโรค นอกจากน้ียงัมีรายละเอียด
เก่ียวกับสมุนไพรอีกจ านวนมากที่ยงัคงตอ้งการการศึกษาเพิ่มเติม ทั้งด้านความปลอดภยัในการ
น าไปใชจ้ริง ประสิทธิภาพทางการรักษาและขอ้มูลการศึกษาที่น่าเช่ือถือ 

ในการศึกษาน้ีพบว่าสารสกัดหยาบสมุนไพรบางชนิดที่ไม่เคยมีงานวิจยัก่อนหน้าน้ี ได้
แสดงผลการทดลองที่น่าสนใจที่จะน าไปศึกษาต่อเพื่อให้คน้พบคุณสมบติัในทางการรักษาที่ชดัเจน
มากขึ้ น คือ สารสกัดหยาบ methanol ของตีนฮุ้งดอย  และมะเด่ือปล้อง แสดงผลที่น่าพอใจ คือ 
สามารถยบัย ั้งการเจริญเติบโตของเซลลม์ะเร็งกระดูกอ่อนไดใ้นขณะที่ไม่ส่งผลความเป็นพษิต่อเซลล์
กระดูกอ่อนปกติ จึงมีความน่าสนใจในการน าไปศึกษาต่อเพื่อให้ไดส้ารสกัดสมุนไพรชนิดใหม่ที่
สามารถใชใ้นการรักษามะเร็งได ้ตีนฮุง้ดอยเป็นสมุนไพรที่พบไดใ้นเขตเอเชียตะวนัออกและในเขต
ภาคเหนือของประเทศไทย ตีนฮุง้ดอยทั้งตน้สามารถน ามาใชเ้ป็นสมุนไพรที่มีฤทธ์ิในการลดไข ้ ส่วน
รากสามารถน ามาใชช่้วยสมานแผล ทั้งยงัลดปวด ลดการอกัเสบ ลดการหดเกร็งของกลา้มเน้ือ แกไ้อ
อีกดว้ย (Liu et al. 2012)  

อีกประเด็นที่มีความน่าสนใจคือ ปัจจยัเร่ืองวิธีสกดัของสารสกดัหยาบแต่ละชนิด จากผล
การทดสอบดว้ย MTT assay ที่แสดงใหเ้ห็นว่าปัจจยัเร่ืองวิธีสกดัไม่มีผลต่อการออกฤทธ์ิของสารสกดั
หยาบ แต่เม่ือมาทดสอบด้วยวิธี flow cytometry (โดยเหลือสารสกัดหยาบที่ใช้ท  าการเปรียบเทียบ
ปัจจยัการสกดัมีพยีงสารสกดัหยาบตีนฮุง้ดอยและรางจืด) กลบัพบวา่ปัจจยัการสกดัมีผลต่อร้อยละการ
ตายแบบอะพอพโทซิสอยา่งมีนัยส าคญัทั้งในสารสกดัหยาบตีนฮุง้ดอยและรางจืด เม่ือพิจารณาเร่ือง
ปัจจยัดา้นการสกดัโดยเปรียบเทียบกบังานวิจยัอ่ืน พบวา่ วธีิการสกดั (เช่น สกดัดว้ย dichloromethane, 
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สกดัดว้ย methanol หรือ สกดัดว้ยน ้ า) จะมีผลต่อสารออกฤทธ์ิบางชนิดในสมุนไพรบางอย่าง ทั้งน้ี
ขึ้นอยูก่บัคุณสมบติัของสารออกฤทธ์ิซ่ึงมีความแตกต่างกนัตามชนิดของสมุนไพร (Au et al. 2001) 
งานวิจัยที่ทดสอบสารสกัดสมุนไพร 15 ชนิดในเซลล์มะเร็งทางเดินอาหารของมนุษย ์ (ได้แก่ 
เซลล์มะเร็งตบั human liver carcinoma cell lines (HepG-2 and SMMC-7721), เซลล์มะเร็งกระเพาะ
อ าห า ร  human gastric cancer cell line (BGC-8 2 3 ) , เ ซ ล ล์ ม ะ เ ร็ ง ล า ไ ส้ ใหญ่  human colon 
adenocarcinoma cell lines (LoVo and SW-116 )  และ  เ ซลล์ม ะ เ ร็ งหลอดอ าหา ร  esophagus 
adenocarcinoma cell line (CaEs-17) พบวา่ผลของสารสกดัที่สกดัดว้ยวิธี ethanol ใหผ้ลดีในการยบัย ั้ง
เซลลม์ะเร็งดงักล่าวไดดี้กวา่ผลของสารที่สกดัดว้ยน ้ าอยา่งมีนยัส าคญั (Sun et al. 2007) ในแง่ของฤทธ์ิ
การตา้นอนุมูลอิสระมีงานวิจยัที่พบว่าสมุนไพรที่สกดัดว้ย methanol จะให้ผลการตา้นอนุมูลอิสระที่
ดีกวา่สมุนไพรที่สกดัดว้ย butylated hydroxytoluene (BHT) (Sokmen et al. 2004) 

 


