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--------------------------------- 
บทคัดย่อ 

สารคูซูโนไคนิน เป็นสารบริสุทธ์ิชนิดลิกแนนจากพริกไทยด า สามารถยบัย ั้งการเจริญเติบโต และชกัน าให้
เกิดการตายแบบอะพอพโทซิสของเซลลม์ะเร็งเตา้นมเพาะเล้ียงชนิด MDA-MB-468 และ MCF-7 ซ่ึงการศึกษาคร้ังน้ี
เป็นการศึกษาเบ้ืองตน้ มีวตัถุประสงคเ์พ่ือศึกษาฤทธ์ิการตา้นมะเร็งของสารคูซูโนไคนิน ในหนูขาวสายพนัธุ์ Sprague-
Dawley ท่ีถูกเหน่ียวน าให้เป็นมะเร็งดว้ยสาร N-nitroso-N-methylurea (NMU) ผลการทดลองพบว่าสารคูซูโนไคนิน
สามารถควบคุมการเพ่ิมขนาดของก้อนมะเร็ง โดยสัตวท์ดลองท่ีไดรั้บสารคูซูโนไคนินขนาด 2.25 4.5 และ 9 
มิลลิกรัมต่อกิโลกรัมน ้าหนกัตวั มีอตัราการเพ่ิมข้ึนของขนาดกอ้นมะเร็งอยู่ในช่วง 10 – 30 ลูกบาศก์มิลลิเมตรต่อวนั 
ซ่ึงแตกต่างอยา่งมีนยัส าคญัเม่ือเทียบกบัหนูขาวกลุ่มควบคุม (control) ท่ีมีอตัราการเพ่ิมข้ึนของขนาดกอ้นมะเร็งเท่ากบั 
360 ลูกบาศกมิ์ลลิเมตรต่อวนั บ่งบอกว่าสารคูซูโนไคนินมีผลรบกวนกระบวนการแบ่งตวัของเซลล์มะเร็ง ซ่ึงผลจาก
การวิเคราะห์ระดบัโปรตีนในกอ้นมะเร็งจากสัตวท์ดลองท่ีไดรั้บสารคูซูโนไคนินขนาด 2.25 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม
น ้าหนกัตวั พบว่าระดบัของโปรตีน Cyclin D1 และ Wnt-4 ซ่ึงเป็นโปรตีนท่ีมีความส าคญัต่อกระบวนการเจริญเติบโต
ของเซลลล์ดลง 

นอกจากน้ีไดท้  าการศึกษาฤทธ์ิของสารคูซูโนไคนินในการยบัย ั้งการเคล่ือนท่ีของเซลล์ พบว่าสารคูซูโนไค
นินสามารถยบัย ั้งการเคล่ือนท่ีของเซลลม์ะเร็งเตา้นมเพาะเล้ียงชนิด MCF-7 โดยผลการยบัย ั้งเป็นไปตามความเขม้ขน้
ของสารท่ีเพ่ิมข้ึน และผลจากการวิเคราะห์ระดบัโปรตีนในกอ้นมะเร็งจากสัตวท์ดลองท่ีไดรั้บสารคูซูโนไคนินขนาด
4.5 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัมน ้าหนกัตวั มีระดบัของโปรตีน E-cadherin ซ่ึงเป็นโปรตีนท่ีท าหนา้ท่ียดึเกาะระหว่างโมเลกุล
เพ่ิมข้ึน ผลจากการศึกษาฤทธ์ิของสารคูซูโนไคนินทั้ง in vitro และ in vivo บ่งบอกว่าสารคูซูโนไคนินมีฤทธ์ิตา้นการ
เจริญและการแพร่กระจายของเซลลม์ะเร็ง โดยขอ้มลูท่ีไดจ้ากการศึกษาเบ้ืองตน้คร้ังน้ีจะถูกน าไปใชใ้นการออกแบบ
กลุ่มการทดลอง และจ านวนสัตวท์ดลองในการทดลองหลกัของการศึกษาคุณสมบติัในการรักษามะเร็งของสารคูซูโน
ไคนินต่อไป  
ค าส าคญั: การยบัย ั้งการเคล่ือนท่ีของเซลล,์ คูซูโนไคนิน, ฤทธ์ิตา้นมะเร็ง 
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ABSTRACT 
Kusunokinin, lignan isolated from Piper nigrum, was reported to have antiproliferation and induction of 

apoptosis on breast cancer cells, MDA-MB-468 and MCF-7. This preliminary study aimed to investigate the 
anticancer activity of kusunokinin in animal models, N-nitroso-N-methylurea (NMU) – induced Sprague-Dawley 
rats. Rats treated with 2.25, 4.5 and 9 mg/kg kusunokinin were significantly lower in the growth rate of tumor 
volume (10 -30 mm3/day) when compared with the control group (~360 mm3/day). The results suggested that 
kusunokinin may interfere with cancer cell proliferation. Therefore, the levels of protein involved in cell 
proliferation process were quantified by Western blotting and found that levels of protein Cyclin D1 and Wnt-4 
were reduced in rats treated with 2.25 mg/kg kusunokinin. 

In addition, kusunokinin presented antimigration activity on MCF-7 cells in dose-dependent manner and 
level of E-cadherin, protein belongs to a family of cell adhesion molecule in rats treated with 4.5 mg/kg 
kusunokinin was also increased. The obtained data indicated that kusunokinin performed antiproliferation and 
antimigration activities in both in vitro and in vivo. The outcome from this preliminary study provide the 
information necessary for designing the group of treatment and size of animal in the main trial for further 
investigate on the anticancer activity of kusunokinin. 
Keywords:  anticancer, anti-migration, kusunokinin 
 

1. บทน า 
การรักษามะเร็งเตา้นมดว้ยการใชเ้คมีบ าบดัเป็นการรักษาท่ีมีประสิทธิภาพสูง แต่ยงัพบว่าผูป่้วยจ านวนมาก

ไดรั้บผลขา้งเคียงจากการใชย้า เช่น คล่ืนไส้ อาเจียน ปากแห้ง ผมร่วง ติดเช้ือง่าย ซีด และเลือดออกง่าย เป็นตน้ (ศิริ
มาศและวิจิตรา, 2551) ส่งผลให้การรักษาโรคมะเร็งเตา้นมมกัไม่ประสบผลส าเร็จ และนอกจากนั้นยงัมีรายงานถึงการ
ด้ือยาร่วมดว้ย จากปัญหาดงักล่าว ในปัจจุบนัจึงไดมี้การน าสารสกดัจากพืชสมุนไพรไทยท่ีมีฤทธ์ิในการยบัย ั้งการ
เจริญของเซลลม์ะเร็งมาใช ้ซ่ึงเป็นอีกแนวทางในการรักษาโรคมะเร็ง และลดการด้ือยา  

พริกไทย (Piper nigrum) เป็นเคร่ืองเทศรสเผด็ท่ีใชใ้นการปรุงอาหาร และมีประโยชน์ในการรักษาโรคต่างๆ 
โดยพริกไทยปรากฏเป็นส่วนผสมในต ารับยาหลายชนิด เช่น ต ารับยาเลือด ต ารับยาจุกเสียด ต ารับยาแกก้ษยั ต ารับยา
แกท้างเสมหะ หอบหืด ต ารับยาแกซ้าง ต ารับยาแกริ้ดสีดวง เป็นตน้ ปัจจุบนัมีการศึกษาฤทธ์ิของพริกไทย และพบว่า
สารออกฤทธ์ิส าคญัในพริกไทย ประกอบดว้ย  อลัคาลอยด ์ลิกแนน และเทอร์ปีน (Parmar et al., 1997) สารพิเพอรีน 
(piperine) เป็นสารในกลุ่มอลัคาลอยดท่ี์พบมากท่ีสุดในพริกไทยด า โดยมีรายงานการศึกษาฤทธ์ิตา้นมะเร็งชนิดต่างๆ 
ของสารพิเพอริน เช่น พบว่าสารสามารถยบัย ั้งการเจริญเติบโตของเซลล์มะเร็งต่อมลูกหมากเพาะเล้ียงชนิด LNCaP, 
PC-3 และ DU-145 โดยลดระดับโปรตีนท่ีเก่ียวขอ้งกับกระบวนการเจริญเติบโต ได้แก่ p-STAT3 และ NF-kB 
(Abhilash et al., 2013) ในเซลล์มะเร็งเตา้นมกลุ่ม triple-negative breast cancer (TNBC) พบว่าสารพิเพอรินสามารถ
ยบัย ั้งการเจริญเติบโตและการเคล่ือนท่ีของเซลล์ โดยเพ่ิมระดบัโปรตีน p21 ลดระดบัโปรตีน MMP-2 และ MMP-9 
(Greenshields et al., 2015) นากจากน้ียงัพบว่าสารพิเพอรินมีความเป็นพิษต่อเซลลม์ะเร็งเตา้นมเพาะเล้ียงชนิด MCF-7 
ไดค่้า IC50 เท่ากบั 9.80 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร (Sakpakdeejaroen & Itharat, 2009) แต่ทั้งน้ีพบว่าเม่ือให้สารพิเพอริน
แก่หนูทดลองจะมีความเป็นพิษต่อระบบภูมิคุม้กนั มา้ม ต่อมไทมสั ต่อมน ้าเหลือง (Dogra, Khanna & Shanker, 2004) 
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และเป็นพิษต่อระบบสืบพนัธุ์ของหนู (Daware, Mujumdar & Ghaskadbi, 2000) ในปัจจุบนัจึงมีการศึกษาสารสกดั
จากพริกไทยด าท่ีแยกพิเพอรีนออก (piperine free P. nigrum extract; PFPE) พบว่า PFPE มีความเป็นพิษต่อ
เซลล์มะเร็งเตา้นมเพาะเล้ียงชนิด MDA-MB-468 และ MCF-7 (Sriwiriyajan, Ninpesh, Sukpondma, Nasomyon, & 
Graidist, 2014) และสามารถลดขนาดของกอ้นมะเร็งและลดอุบติัการณ์การเกิดมะเร็งเตา้นมในหนูทดลองได ้โดยสาร 
PFPE มีผลลดระดบัโปรตีนท่ีเก่ียวขอ้งกบักระบวนการเจริญเติบโต ไดแ้ก่ c-Myc, VEGF และ topoisomerase II  และ
มีผลต่อโปรตีนท่ีเก่ียวขอ้งกบักระบวนการตายของเซลล์ โดยลดระดบัโปรตีน bcl-2 และเพ่ิมระดบัโปรตีน p53 และ 
bax (Deng, Sriwiriyajan, Tedasen, Hiransai, & Graidist, 2016; Sriwiriyajan et al., 2016)  

เม่ือน า PFPE ไปผา่นกระบวนการท าให้บริสุทธ์ิ (การแยกส่วนประกอบ และการตรวจสอบเอกลกัษณ์) จะ
ไดส้ารคูซูโนไคนิน (kusunokinin) (Sriwiriyajan, Sukpondma, Srisawat, Madla, & Graidist, 2017) ทั้งน้ีสารคูซูโนไค
นินสามารถสกดัไดจ้ากพืชหลายชนิด เช่น Aristolochia cymbifera, Wikstromia indica, Haplophyllum vulcanicum 
และ Wikstroemia sikokiana (Awale et al., 2014; Belkis, Tekant, Daniel & Manfr, 1996; Tomoya, Toshiaki and 
Mikio, 2000) ปัจจุบนัมีรายงานการศึกษาฤทธ์ิของสารคูซูโนไคนินในดา้นต่างๆ เช่น เป็นพิษต่อปรสิต Trypanosoma 
cruzi โดยให้ค่า IC50 ต่อปรสิตในระยะท่ีอยูภ่ายในเซลล ์(amastigotes) เท่ากบั 17 ไมโครโมลาร์ และต่อปรสิตท่ีอยู่ใน
กระแสเลือด (trypomastigotes) เท่ากบั 51 ไมโครโมลาร์ (de Barros et al., 2005; Sartorelli, Carvalho, Reimão, 
Lorenzi, & Tempone, 2010) ในดา้นการศึกษาฤทธ์ิตา้นมะเร็งพบว่าสารคูซูโนไคนินท่ีแยกไดจ้ากพริกไทยด ามีความ
เป็นพิษต่อเซลลม์ะเร็งเตา้นมเพาะเล้ียงชนิด MCF-7 และ MDA-MB-468 ไดค่้า IC50 เท่ากบั 4.37 และ 3.19 ไมโครโม
ลาร์ ตามล าดับ โดยกลไกการออกฤทธ์ิของสารคูซูโนไคนินต่อเซลล์มะเร็งคือ (1) ยบัย ั้งการเจริญเติบโตของ
เซลลม์ะเร็งเตา้นม โดยลดระดบัโปรตีน topoisomerase II เพ่ิมระดบัโปรตีน p21 (2) ชกัน าให้เซลล์เกิดกระบวนการ
ตายของเซลล์แบบอะพอพโทซิส (apoptosis) โดยลดระดับโปรตีน bcl-2 และเพ่ิมระดับของโปรตีน p53, bax, 
cytochrome c, caspase-3, caspase-7 และ caspase-8 (Sriwiriyajan et al., 2017)  

ผลจากรายงานวิจยัท่ีผ่านมาในหลอดทดลอง (in vitro) พบว่าสารคูซูโนไคนินมีฤทธ์ิตา้นการเจริญเติบโต

ของเซลลม์ะเร็ง และเหน่ียวน าให้เกิดการตายของเซลลแ์บบอะพอพโทซิส การศึกษาในคร้ังน้ีเป็นการศึกษาเบ้ืองตน้

เพ่ือศึกษาคุณสมบติัในการรักษามะเร็งเตา้นมของสารคูซูโนไคนินในสัตวท์ดลอง (in vivo) ท่ีถูกเหน่ียวน าให้เป็น

มะเร็งดว้ยสาร NMU ตลอดจนศึกษากลไกระดับโมเลกุลและการเปล่ียนแปลงของระดบัโปรตีนท่ีเก่ียวข้องใน

กระบวนการเจริญเติบโตและกระบวนการเคล่ือนท่ีของเซลล ์โดยน าขอ้มลูท่ีไดไ้ปใชใ้นการออกแบบการทดลองเพ่ือ

ศึกษาฤทธ์ิของสารคูซูโนไคนินในการรักษามะเร็งเตา้นมท่ีมีจ  านวนสัตวท์ดลองต่อกลุ่มเพ่ิมข้ึนต่อไป 

2. วตัถุประสงค์การวจิัย 
1. เพ่ือศึกษาฤทธ์ิของสารคูซูโนไคนินในการยบัย ั้งการเคล่ือนท่ีของเซลลม์ะเร็งเตา้นมเพาะเล้ียงชนิด MCF-

7 ดว้ยวิธี Wound healing assay 
2. เพ่ือศึกษาคุณสมบติัในการรักษามะเร็งเตา้นมของสารคูซูโนไคนินในหนูขาวท่ีถูกเหน่ียวน าดว้ยสาร 

NMU และศึกษาระดบัโปรตีนท่ีเก่ียวขอ้งกบักระบวนการเจริญเติบโต (proliferation) และกระบวนการเคล่ือนท่ีของ
เซลล ์(migration) ในกอ้นมะเร็งดว้ยวิธี Western blot analysis 
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3. การด าเนินการวจิัย 
3.1 สารคูซูโนไคนิน 
สารคูซูโนไคนินท่ีใชใ้นการศึกษา เป็นสารบริสุทธ์ิท่ีสกดัจากพริกไทยด า โดยใชว้ิธีการสกดัและท าบริสุทธ์ิ 

ตามวิธีการของ Sriwiriyajan และคณะ (2017) โครงสร้างสารดงัรูปท่ี 1 
 
 
 
 

 

รูปท่ี 1 โครงสร้างทางเคมีของสารคูซูโนไคนิน 
3.2 การเลีย้งเซลล์มะเร็งเต้านมเพาะเลีย้งชนิด MCF-7 
เล้ียงเซลลม์ะเร็งเตา้นมเพาะเล้ียงชนิด MCF-7 ดว้ยอาหาร Roswell Park Memorial Institute 1640 Medium 

(RPMI 1640) ท่ีมี penicillin ความเขม้ขน้ 50 หน่วยต่อมิลลิลิตร streptomycin ความเขม้ขน้ 50 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร
fetal bovine serum ความเขม้ขน้ร้อยละ 10 และ L-glutamine ความเขม้ขน้ร้อยละ 1 โดยเล้ียงเซลล์ในตูบ่้มท่ีอุณหภูมิ 
37 องศาเซลเซียส คาร์บอนไดออกไซดร้์อยละ 5 และความช้ืนสัมพทัธ์ร้อยละ 80 

3.3 การศึกษาฤทธิ์ของสารคูซูโนไคนินต่อการเคลื่อนที่ของเซลล์มะเร็งเต้านมด้วยวิธี Wound healing 
assay 

เล้ียงเซลล ์MCF-7 จ  านวน 8 x 105 เซลลต่์อหลุม ในจานเพาะเล้ียงแบบ 12 หลุม  บ่มในตูเ้พาะเล้ียงเซลล์เป็น
เวลา 1 คืน จากนั้นขดูเซลลด์ว้ยทิปขนาด 200 ไมโครลิตร ให้เป็นแนวเส้นตรงผ่านกลางหลุม และลา้งเศษเซลล์ท่ีขูด
ออกดว้ยสารละลาย phosphate buffer saline (PBS) เติมอาหารเล้ียงเซลล์ (กลุ่มควบคุม) และอาหารเล้ียงเซลล์ท่ีผสม
สารคูซูโนไคนินท่ีความเขม้ขน้ต่างๆ ดงัน้ี 0.286, 0.571 และ 0.857 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร น าเซลล์ไปถ่ายรูปดว้ย
กลอ้งจุลทรรศน์แบบหัวกลบั (inverted microscope) และท าการวดัความกวา้งของรอยแผลท่ีขูดท่ีเวลา 0 ชัว่โมง น า
เซลลไ์ปบ่มในตูเ้พาะเล้ียงเซลล์ และถ่ายรูปเซลล์ในช่วงเวลาต่างๆ ไดแ้ก่ 24, 48 และ 72 ชัว่โมง แลว้จึงค านวณเป็น
ร้อยละของการเคล่ือนท่ีของเซลลโ์ดยใชว้ิธีค  านวณของ Li และคณะ (2017) แสดงดงัสมการ 

 

                              
                                                   

                         
 

 

Wound healing width at t0 คือ ความกวา้งของรอยแผลท่ีขดูท่ีเวลา 0 ชัว่โมง 
Wound healing width at t1 คือ ความกวา้งของรอยแผลท่ีขดูท่ีเวลาต่างๆ (24 48 และ 72 ชัว่โมง) 

3.4 สัตว์ทดลอง และก้อนมะเร็งเต้านม  
กอ้นมะเร็งเตา้นมท่ีใชใ้นการทดลอง เป็นกอ้นมะเร็งเตา้นมท่ีไดจ้ากการศึกษาเบ้ืองตน้ (preliminary study) 

ภายใตโ้ครงการวิจยัเร่ือง “ฤทธ์ิของสาร kusunokinin จากพริกไทยด าในหนูขาวท่ีถูกกระตุน้ให้เป็นมะเร็งเตา้นม (Ref. 
01/59)” ภายใตก้ารก ากบัดูแลของคณะกรรมการจรรยาบรรณการใชส้ัตวท์ดลองมหาวิทยาลยัสงขลานครินทร์ การ
ดูแลและปฏิบติัต่อสัตวท์ดลอง เป็นไปตามจรรยาบรรณการใชส้ัตวท์ดลองแห่งชาติ 
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หนูขาวสายพันธุ์ Sprague – Dawley เพศเมียถูกกระตุ้นให้เป็นมะเร็งเต้านมด้วยสาร N-nitroso-N-
methylurea (NMU) หลงัจากตรวจพบกอ้นมะเร็ง หนูขาวจะไดรั้บยาเคมีบ าบดั (doxorubicin) หรือสารคูซูโนไคนิ
นในขนาดท่ีแตกต่างกนั บนัทึกการเปล่ียนแปลงขนาดของกอ้นมะเร็งเตา้นม และเก็บกอ้นมะเร็งเตา้นมหลงัส้ินสุดการ
ทดลอง เพ่ือน ามาวิเคราะห์ปริมาณโปรตีนท่ีสนใจดว้ยวิธี Western blotting โดยแบ่งหนูขาวออกเป็น 6 กลุ่ม และให้
สารทดสอบตามแต่ละกลุ่ม ดงัน้ี กลุ่มท่ี (1) กลุ่ม Normal หนูกลุ่มน้ีไม่ถูกเหน่ียวน าให้เกิดมะเร็ง เล้ียงโดยให้อาหาร
และน ้าตามสภาวะปกติ (2) กลุ่ม Control เหน่ียวน าให้เกิดมะเร็งดว้ยสาร NMU แต่ไม่ให้สารชนิดใดเพ่ิม (3) กลุ่ม Dox 
3 เหน่ียวน าให้เกิดมะเร็งดว้ยสาร NMU และให้ doxorubicin ขนาด 3 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัมน ้ าหนักตวั กลุ่มท่ี (4)-(6) 
เหน่ียวน าให้เกิดมะเร็งดว้ยสาร NMU และให้สาร kusunokinin ขนาด 2.25 4.5 และ 9.0 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัมน ้ าหนัก
ตวั ตามล าดบั 

3.5 การศึกษาระดับของโปรตนีทีเ่กีย่วข้องในกระบวนการเจริญเติบโตและกระบวนการเคลื่อนที่ของเซลล์
ด้วยวธิี Western blot analysis  

เก็บกอ้นมะเร็งเตา้นมในหนูกลุ่มท่ี 2 ถึง 6 มาสกดัและแยกโปรตีนตามวิธีการของ Sriwiriyajan และคณะ 
(2015) โดยในการศึกษาคร้ังน้ีใช ้primary  antibody ท่ีจ  าเพาะต่อโปรตีนท่ีเก่ียวขอ้งกบักระบวนการเจริญเติบโต ไดแ้ก่ 
Wnt-4, c-Src, Erk1/2 และ Cyclin D1 โปรตีนท่ีเก่ียวขอ้งกบัการเคล่ือนท่ีของเซลล์ ไดแ้ก่ E-cadherin, MMP-2 และ 
MMP-9 โดยใช ้GAPDH เป็น internal control และบ่มดว้ย secondary antibody เป็นเวลา 1 ชัว่โมง จากนั้นน าเมม
เบรนไปประกบฟิล์มเพ่ือดูระดบัของโปรตีนหรือน าไปวดัดว้ยเคร่ือง fusion FX CCD น าผลท่ีไดไ้ปวดัความเขม้ขน้
ของแถบโปรตีน (band intensity) ดว้ยโปรแกรม Image J 

3.6 การวเิคราะห์ข้อมูลทางสถิต ิ 
ร้อยละการเคล่ือนท่ีของเซลล์มะเร็งเต้านมเพาะเล้ียงชนิด MCF-7 รายงานเป็นค่าเฉล่ีย ± ค่าเบ่ียงเบน

มาตรฐาน (mean ± S.D.) ระดบัของโปรตีนรายงานเป็นค่าเฉล่ีย ± ค่าเบ่ียงเบนมาตรฐาน (mean ± S.D.) และ
เปรียบเทียบความแตกต่างของขอ้มูลระหว่างหนูกลุ่ม control และกลุ่ม treatment โดยใช ้One way ANOVA หาก p-
value ≤ 0.05 ถือว่าแตกต่างกนัอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ 
 

4. ผลการวจิัย 
  4.1 ฤทธิ์ของสารคูซูโนไคนินต่อการยบัยั้งการเคลือ่นทีข่องเซลล์มะเร็งเต้านมเพาะเลีย้งชนิด MCF-7 

Wound healing assay เป็นวิธีการท่ีศึกษาการเคล่ือนท่ีของเซลลผ์า่นช่องว่าง โดยท าการขูดตรงบริเวณกลาง
เซลล ์ถา้เซลลมี์การเคล่ือนท่ีเกิดข้ึนช่องว่างท่ีขดูก็จะแคบลง จากการศึกษากระบวนการเคล่ือนท่ีของเซลล์มะเร็งเตา้
นมชนิด MCF-7 ดว้ยวิธี Wound healing assay พบว่าเซลลใ์นกลุ่มท่ีไดรั้บอาหารเล้ียงเซลล ์(control) มีค่าร้อยละการ
เคล่ือนท่ีของเซลล์ท่ีชัว่โมงท่ี 72 เท่ากบั 59.39 ส่วนเซลล์ในกลุ่มท่ีไดรั้บอาหารเล้ียงเซลล์ท่ีผสมสารคูซูโนไคนินท่ี  
ความเขม้ขน้ 0.286, 0.571 และ 0.857 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร มีค่าร้อยละการเคล่ือนท่ีของเซลล์ เท่ากบั 54.09, 47.24 
และ 41.79 ตามล าดบั จากผลการศึกษาจะเห็นว่าสารคูซูโนไคนินสามารถยบัย ั้งการเคล่ือนท่ีของเซลล์มะเร็งได ้ซ่ึงผล
การยบัย ั้งเป็นไปตามความเขม้ขน้ของสารท่ีเพ่ิมข้ึน ดงัรูปท่ี 2 ดงันั้นสารคูซูโนไคนินอาจช่วยลดการแพร่กระจายของ
เซลลม์ะเร็งไปยงัส่วนต่างๆได ้
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รูปท่ี 2 (ก) ฤทธ์ิของสารคูซูโนไคนินต่อการยบัย ั้งการเคล่ือนท่ีของเซลล์ MCF-7 ดว้ยวิธี Wound healing assay (ข) 
ร้อยละการเคล่ือนท่ีของเซลล ์MCF-7 ท่ีไดรั้บสารคูซูโนไคนินในระดบัความเขม้ขน้ท่ีแตกต่างกนั รายงานเป็นค่าเฉล่ีย 
± ค่าเบ่ียงเบนมาตรฐาน (mean ± S.D.) (N=3) 

4.2 ฤทธิ์ของสารคูซูโนไคนินต่อการยบัยั้งการเจริญของก้อนมะเร็งเต้านมในหนูขาว 
หลงัจากตรวจพบกอ้นมะเร็งเตา้นม หนูขาวจะไดรั้บยาเคมีบ าบดั (doxorubicin) และสารคูซูโนไคนินขนาด

ต่างๆ เป็นระยะเวลา 14-22 วนั ซ่ึงจากการศึกษาพบว่าขนาดของกอ้นมะเร็งในหนูขาวกลุ่มท่ีไดรั้บยาเคมีบ าบดัหรือ
สารคูซูโนไคนิน มีขนาดเล็กกว่ากอ้นมะเร็งในกลุ่ม control อย่างมีนัยส าคญัทางสถิติ (p˂0.05) จากรูปท่ี 3 จะเห็นได้
ว่ากอ้นมะเร็งในหนูขาวกลุ่ม control มีอตัราการเพ่ิมข้ึนของ tumor volume สูงท่ีสุด (~ 360 mm3/Day) ในขณะท่ีหนูท่ี
ได้รับสารคูซูโนไคนินมีอัตราการเพ่ิมข้ึนของ tumor volume อยู่ในช่วง 10-30 mm3/Day ส่วนหนูขาวท่ีได้รับ 
doxorubicin พบว่าปริมาตรของกอ้นมะเร็งเพ่ิมข้ึนและเร่ิมลดลงหลงัจากไดรั้บยาเป็นเวลา 11 วนั จากผลการศึกษาจะ
เห็นว่าสารคูซูโนไคนินมีฤทธ์ิในการควบคุมการเจริญเติบโตของกอ้นมะเร็งได ้

 
รูปท่ี 3 ผลของสารคูซูโนไคนินต่อการเปล่ียนแปลงขนาดของกอ้นมะเร็งในหนูขาวท่ีไดรั้บการกระตุน้ให้เป็นมะเร็ง
ดว้ยสาร NMU 

4.3 ฤทธิ์ของสารคูซูโนไคนินต่อระดับของโปรตีนที่เกี่ยวข้องในกระบวนการเจริญเติบโตและกระบวนการ
เคลือ่นทีข่องเซลล์ ในก้อนมะเร็งเต้านมของหนูขาวทีไ่ด้รับสาร NMU  

น ากอ้นมะเร็งมาสกดัโปรตีนและตรวจสอบระดบัของโปรตีนท่ีสนใจดว้ยวิธี Western blot analysis โดยจาก
การศึกษาโปรตีนท่ีเก่ียวข้องกับกระบวนการเจริญเติบโต พบว่าในหนูกลุ่มท่ีไดรั้บสารคูซูโนไคนินขนาด 2.25 มี
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ระดับโปรตีน Cyclin D1 และ Wnt-4 ลดลงอย่างมีนัยส าคญัทางสถิติ (p < 0.05) ส าหรับโปรตีนท่ีเก่ียวขอ้งกับ
กระบวนการเคล่ือนท่ีของเซลล์ พบว่าในหนูกลุ่มท่ีไดรั้บสารคูซูโนไคนินขนาด 2.25 และ 9 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม
น ้าหนกัตวั มีระดบัโปรตีน E-cadherin ลดลงอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ (p < 0.05) ส่วนหนูกลุ่มท่ีไดรั้บสารคูซูโนไคนิ
นขนาด 4.5 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัมน ้ าหนักตวั พบว่ามีระดบั E-cadherin เพ่ิมข้ึนอย่างมีนัยส าคญัทางสถิติ (p < 0.05) 
นอกจากน้ียงัพบว่าระดบัโปรตีน MMP-2 และ MMP-9 เพ่ิมข้ึน ในหนูกลุ่มท่ีไดรั้บสารคูซูโนไคนินขนาด 2.25-9 
มิลลิกรัมต่อกิโลกรัมน ้าหนกัตวั และลดลงเล็กนอ้ยในหนูกลุ่มท่ีไดรั้บ doxorubicin ดงัรูปท่ี 4 

 
รูปท่ี 4 ระดบัของโปรตีนในกอ้นมะเร็งของหนูขาวท่ีถูกเหน่ียวน าให้เป็นมะเร็งดว้ยสาร NMU (ก และ ค) ผลการ
ตรวจสอบระดับของโปรตีนท่ีเก่ียวข้องกับกระบวนการเจริญเติบโตและกระบวนการเคล่ือนท่ีของเซลล์ด้วยวิธี 
Western blot  analysis (ข และ ง) ระดบัของโปรตีนรายงานเป็นค่าเฉล่ีย ± ค่าเบ่ียงเบนมาตรฐาน (mean ± SD) 
 

5. การอภปิรายผลและบทสรุป 
การน าสารส าคญัจากพืชสมุนไพรชนิดต่างๆ มาใชใ้นการรักษามะเร็ง นับเป็นแนวทางเลือกหน่ึงท่ีสามารถ

น ามาใชก้บัผูป่้วยเพ่ือลดปัญหาเก่ียวกบัอาการขา้งเคียงท่ีพบ และการด้ือยา รวมทั้งเพ่ิมประสิทธิภาพในการรักษาให้ดี
ยิง่ข้ึน จากการศึกษาก่อนหนา้น้ีพบว่าสารคูซูโนไคนินเป็นสารบริสุทธ์ิชนิดลิกแนนจากพริกไทยด า มีความเป็นพิษต่อ
เซลลม์ะเร็งเตา้นมเพาะเล้ียงชนิด MDA-MB-468 และ MCF-7 ท าให้เซลล์หยุดการเจริญเติบโต และเหน่ียวน าให้เกิด
การตายของเซลลแ์บบอะพอพโทซิส (Sriwiriyajan et al., 2017) จากการศึกษาเพ่ิมเติม พบว่าสารคูซูโนไคนินสามารถ
ยบัย ั้งการเคล่ือนท่ีของเซลลม์ะเร็งเตา้นมเพาะเล้ียงชนิด MCF-7 โดยผลการยบัย ั้งเป็นไปตามความเขม้ขน้ของสารท่ี
เพ่ิมข้ึน ผลท่ีไดจ้ากการศึกษาในหลอดทดลอง (in vitro) ซ่ึงเป็นกระบวนการท่ีสามารถควบคุมไดง่้าย บ่งบอกว่าสาร
คูซูโนไคนินจากพริกไทยด ามีฤทธ์ิต้านมะเร็งเต้านม น ามาสู่การศึกษาเบ้ืองต้น (preliminary study) ท่ีลงลึกใน
สัตวท์ดลอง (in vivo) โดยท าการศึกษาฤทธ์ิต้านมะเร็งเตา้นมของสารคูซูโนไคนินจากพริกไทยด าในหนูขาวท่ีถูก
เหน่ียวน าให้เกิดมะเร็งดว้ยสาร NMU  
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ผลการศึกษาพบว่าสารคูซูโนไคนินจากพริกไทยด าสามารถควบคุมอตัราการเพ่ิมข้ึนของปริมาตรกอ้นมะเร็ง
ได ้โดยหนูขาวท่ีไดรั้บสารคูซูโนไคนินมีอตัราการเพ่ิมข้ึนของปริมาตรกอ้นมะเร็งอยูใ่นช่วง 10-30 ลูกบาศกมิ์ลลิเมตร
ต่อวนั ในขณะน้ีหนูขาวกลุ่ม control (กลุ่มท่ีไม่ไดรั้บสารใดๆ เพ่ิม) มีอตัราการเพ่ิมข้ึนของปริมาตรกอ้นมะเร็ง  360 
ลูกบาศก์มิลลิเมตรต่อวนั ดังนั้ นฤทธ์ิของสารคูซูโนไคนินจากพริกไทยด าจึงอาจมีผลเก่ียวข้องกับการรบกวน
กระบวนการแบ่งตัวของเซลล์มะเร็ง จึงท าการสกัดโปรตีนจากกอ้นมะเร็งเพ่ือศึกษาระดับโปรตีนท่ีเก่ียวข้องกับ
กระบวนการเจริญเติบโต จากการศึกษาจะเห็นว่า doxorubicin และสารคูซูโนไคนินขนาด 2.25 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม
น ้ าหนักตัว สามารถลดระดับโปรตีน Wnt-4 และ Cyclin D1 ซ่ึงโปรตีน Wnt-4 หรือโมเลกุลบางอย่างท่ีเป็น
ส่วนประกอบของวิถีสัญญาณน้ีจะท าหนา้ท่ีเพ่ิมการแสดงออกของ Cyclin D1 ดงันั้นการลดระดบัของโปรตีน Wnt-4 
อาจมีผลให้ระดบั Cyclin D1 ลดลงไปดว้ย ท าให้เซลลห์ยดุอยูใ่นระยะ G1 ซ่ึงสอดคลอ้งกบังานวิจยัของ Sriwiriyajan 
และคณะ (2017) ท่ีศึกษาฤทธ์ิตา้นมะเร็งของสารคูซูโนไคนินในระดบัเซลล์ พบว่าสารสามารถท าให้เซลล์หยุดอยู่ใน
ระยะ G2/M และเม่ือศึกษากลไกระดบัโมเลกุลพบว่าสารคูซูโนไคนินสามารถยบัย ั้งการเจริญเติบโตและเหน่ียวน าให้
เซลลเ์กิดกระบวนการตายแบบอะพอพโทซิส โดยลดระดบัโปรตีน topoisomerase II และเพ่ิมระดบัโปรตีน p21 ซ่ึงจะ
ท าให้เกิดความเสียหายของ DNA ส่งผลให้วฎัจกัรเซลลห์ยดุลง จากนั้น p53 จะกระตุน้กระบวนการอะพอพโทซิสเพ่ือ
ท าลายเซลลท่ี์มีความเสียหายต่อไป จึงส่งผลให้กอ้นมะเร็งเตา้นมของหนูในกลุ่มท่ีไดรั้บ doxorubicin หรือสารคูซูโน
ไคนินมีขนาดลดลง ซ่ึงผลท่ีได้ยงัสอดคล้องกับผลการศึกษาฤทธ์ิต้านมะเร็งของสารโพโดฟิลโลทอกซิน 
(Podophyllotoxin) ซ่ึงเป็นสารท่ีมีโครงสร้างใกล้เคียงกับสารคูซูโนไคนิน ท่ีสกัดได้จากรากของพืชในกลุ่ม 
Podophyllum เช่น P. peltatum, P. emodii และ P. hexandrum (Cragg & Newman, 2005) ซ่ึงพบว่าสารโพโดฟิลโล 
ทอกซินสามารถยบัย ั้งการเจริญเติบโตของเซลลม์ะเร็งกระเพาะอาหารชนิด SGC7901 โดยท าให้เซลลห์ยุดอยู่ในระยะ 
G2/M ส่งผลให้วฎัจกัรเซลลห์ยดุลง (Zhang, Zhou, Liu, Chen, & Yang, 2008) 

ทั้งน้ีจากขอ้มลูท่ีไดจ้ากการศึกษาผลของสารคูซูโนไคนินต่อระดบัของโปรตีนท่ีเก่ียวขอ้งกบักระบวนการ
เจริญเติบโต สามารถน าไปออกแบบการทดลองในคร้ังต่อไป โดยท าการออกแบบให้ doxorubicin ร่วมกบัสารคูซูโน
ไคนินในสัตว์ทดลอง เพ่ือเพ่ิมประสิทธิภาพในการศึกษาฤทธ์ิตา้นมะเร็งของสารคูซูโนไคนินให้ดียิ่งข้ึน ดังเช่น
การศึกษาของ Girish และคณะ (2004) พบว่าการให้สารสกดัจากเมล็ดองุ่น grape seed extract (GSE) ขนาด 100 
ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ร่วมกบั doxorubicin ขนาด 25-75 นาโนโมลาร์ สามารถยบัย ั้งการเจริญเติบโตของเซลลม์ะเร็ง
เตา้นมเพาะเล้ียงชนิด MCF-7 โดยท าให้เซลล์หยุดอยู่ในระยะ G1 นอกจากน้ียงัพบว่าในเซลล์มะเร็งเตา้นมเพาะเล้ียง
ชนิด MDA-MB-468 การให้ GSE ร่วมกบั doxorubicin สามารถเพ่ิมเซลล์ในระยะ G1 ได้อย่างมีนัยส าคัญ เม่ือ
เปรียบเทียบกบัการให้ doxorubicin เพียงตวัเดียว 

สืบเน่ืองจากผลการศึกษาในหลอดทดลอง พบว่าสารคูซูโนไคนินสามารถยบัย ั้งการเคล่ือนท่ีของเซลลม์ะเร็ง
เตา้นมเพาะเล้ียงชนิด MCF-7 จึงไดท้  าการวิเคราะห์ระดบัโปรตีนท่ีเก่ียวขอ้งกบัการเคล่ือนท่ีของเซลล์ในกอ้นมะเร็ง
เตา้นม ทั้งน้ีการศึกษากลไกการเคล่ือนท่ีในระดบัโมเลกุลจ าเป็นตอ้งพิจารณาโปรตีน 2 กลุ่ม ไดแ้ก่ (1) E-cadherin ซ่ึง
เป็นโปรตีนท่ีท าหนา้ท่ียดึเกาะระหว่างโมเลกุล (van Roy & Berx, 2008) ดงันั้นการสูญเสียหน้าท่ีหรือการลดปริมาณ
ของ E-cadherin จะชกัน าให้เกิดกระบวนการ epithelial mesenchymal transition (EMT) (Larue & Bellacosa, 2005) 
ท  าให้เซลลมี์การแพร่กระจายไปยงัส่วนต่างๆ ของร่างกายได ้(2) MMP-2 และ MMP-9 เป็นโปรตีนท่ีท าหน้าท่ีในการ
ย่อยโครงสร้างของผนังเซลล์ ส่งผลให้เซลล์มะเร็งสามารถลุกลามจากเซลล์หน่ึงไปยงัอีกเซลล์หน่ึงได้ (Roomi, 
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Monterrey, Kalinovsky, Rath & Niedzwiecki, 2008) ดงันั้นจากผลการยบัย ั้งการเคล่ือนท่ีของเซลล์ ระดบัโปรตีน E-
cadherin ควรคงท่ีหรือเพ่ิมข้ึน ส่วน MMP-2 และ MMP-9 ควรลดลง ซ่ึงจากการศึกษาระดบัของโปรตีนทั้ง 2 กลุ่ม ใน
กอ้นมะเร็งเตา้นมพบว่าสารคูซูโนไคนินขนาด 4.5 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม สามารถเพ่ิมระดบั E-cadherin ส่วนยาเคมี
บ าบดัสามารถลดระดบั MMP-2 และ MMP-9 ได ้ 

จากผลการศึกษาเบ้ืองต้นในสัตว์ทดลองสรุปได้ว่าสารคูซูโนไคนินมีฤทธ์ิในการต้านมะเร็งเต้านมใน
สัตวท์ดลอง เน่ืองจากสามารถเหน่ียวน าให้เซลล์หยุดการเจริญเติบโต โดยลดระดบัโปรตีน Wnt-4 และ Cyclin D1 
และยบัย ั้งกระบวนการเคล่ือนท่ีของเซลล์โดยเพ่ิมระดบัโปรตีน E-cadherin ส่วน doxorubicin สามารถลดระดับ
โปรตีน MMP-2 และ MMP-9 ซ่ึงจากการศึกษาจะเห็นว่าการให้ยาเคมีบ าบดัและสารคูซูโนไคนินมีผลเปล่ียนแปลง
ระดบัของโปรตีนท่ีต่างชนิดกนั แต่ทั้งน้ีในการศึกษาคร้ังน้ีเป็นเพียงการศึกษาเบ้ืองตน้ (preliminary study) ขอ้มูลท่ีได้
อาจจะยงัไม่เพียงพอ ดงันั้นจึงตอ้งมีการศึกษากลไกของสารเพ่ิมเติม และโมเลกุลอ่ืนๆ ท่ีเก่ียวขอ้ง ซ่ึงอาจจะออกแบบ
การทดลองโดยให้ doxorubicin  ร่วมกบัสารคูซูโนไคนินในขนาดต่างๆ เพ่ือพฒันาเป็นยาในการรักษาผูป่้วยมะเร็งเตา้
นมต่อไป 
 

6. ข้อเสนอแนะ 
ท าการศึกษาฤทธ์ิของสารคูซูโนไคนินในสัตวท์ดลองท่ีมีจ  านวนสัตวท์ดลองต่อกลุ่มเพ่ิมข้ึน โดยอาศยัขอ้มูล

ท่ีไดจ้ากการศึกษาเบ้ืองตน้ไปใชใ้นการออกแบบการทดลอง ซ่ึงใชก้ารทดลองแบบ complete randomized design โดย
แบ่งการทดลองเป็น (1) หนูกลุ่มปกติ (2) หนูท่ีไดรั้บการกระตุน้ดว้ยสาร NMU (3) หนูท่ีไดรั้บการกระตุน้ดว้ยสาร 
NMU และไดรั้บสารคูซูโนไคนินขนาดต่างๆ (4) หนูท่ีไดรั้บการกระตุน้ดว้ยสาร NMU และไดรั้บ doxorubicin (5) 
หนูท่ีไดรั้บการกระตุน้ดว้ยสาร NMU ร่วมกบัสารคูซูโนไคนินขนาดต่างๆ ค านวณจ านวนสัตวท์ดลองท่ีใชด้งัสมการ 

n = 2[((Zα∕2 + Zβ) )/2]2 
โดย  - Zα/2 คือ ค่าคงท่ีจากตาราง Z ตามค่า α = 1.96 

 - Zβ  คือ ค่าคงท่ีจากตาราง Z ตามค่า power การกระตุน้ให้เกิดมะเร็งเตา้นมดว้ยสาร NMU สามารถท าให้เกิด

มะเร็งในสัตวท์ดลองชนิด SD rats เพศเมียได ้80% = 1.28 

 - D คือ ค่า effect size ในท่ีน้ี คือ ค่าเปอร์เซ็นตก์ารลดขนาดกอ้นในกลุ่มทดลองเทียบกบักลุ่มควบคุม = 0.5 

 -  คือ ค่า standard deviation ของกลุ่มควบคุม = 1 
 

กติตกิรรมประกาศ 
งานวิจยัน้ีใชห้นูขาวเพศเมียสายพนัธุ์ Sprague-Dawley ไดรั้บความอนุเคราะห์จากนายอามานร์ เทศอาเส็น 

ภาควิชาชีวเวชศาสตร์ คณะแพทยศาสตร์ มหาวิทยาลัยสงขลานครินทร์  และได้รับเงินทุนสนับสนุนจากบณัฑิต
วิทยาลยั คณะวิทยาศาสตร์ มหาวิทยาลยัสงขลานครินทร์ 
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