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1

การพฒันาระบบทดสอบสำหรับคดักรองสารยับยัง้
การทำงานของเอนไซมไทโรซนีไคเนส

เพือ่คนหาสารตานมะเรง็

บทคัดยอ ไทโรซีนไคเนสมีบทบาทสําคัญในการสงสัญญาณตางๆ ภายในเซลล ซ่ึงเก่ียวของกับการเจริญ การแพรกระจาย

การลุกลาม และการสรางหลอดเลือดใหมของเซลลมะเร็ง โปรตีนกลุมนี้หลายชนิดใชในการรักษามะเร็งแบบมุงเปา การศึกษานี้

มวีตัถปุระสงคเพือ่พฒันาระบบทดสอบสาํหรบัคดักรองสารยบัยัง้การทาํงานของไทโรซนีไคเนสจากตวัอยางสารจาํนวนมาก คณะ

ผูวิจัยไดพัฒนาระบบทดสอบ โดยเริ่มจากการศึกษาการแสดงออกของยีนที่เก่ียวของกับโปรตีนกลุมน้ีในเซลลมะเร็งเพาะเลี้ยง 

4 ชนิด ดวยวิธี quantitative real-time PCR รวมทั้งวัดระดับการทํางานของไทโรซีนไคเนสใน cell lysate แตละชนิดดวย

วิธี ELISA เพื่อคัดเลือกเซลลที่เหมาะสม คัดเลือกเซลล HeLa สําหรับพัฒนาระบบทดสอบ จากนั้นศึกษาสภาวะที่เหมาะสม 

พบวาปริมาณ cell lysate 0.125 mg/mL peptide substrate 0.25 µg ตอหลุม ATP 25 nM และเวลาในการทําปฏิกิริยา 

30 นาที เหมาะสมสําหรับการทําปฏิกิริยาไคเนส เมื่อทดสอบระบบที่พัฒนาดวยสารที่มีฤทธิ์ยับยั้งมะเร็ง พบวาสารกลุมที่มี

ฤทธิ์ยับยั้งการทํางานของไทโรซีนไคเนสลดคาสัญญาณในระบบได ทดสอบความใชไดของระบบโดยวิเคราะหความแปรปรวน

ของคาสัญญาณ พบวาพารามิเตอรทุกคาผานเกณฑการยอมรับ แสดงใหเห็นวาระบบทดสอบน้ีสามารถทําซํ้าไดและเหมาะสม

สําหรับใชทดสอบสาร คณะผูวิจัยยังนําระบบทดสอบดังกลาวทดสอบฤทธิ์กับสารสกัดสมุนไพร 180 ตัวอยาง และตรวจสอบ

ยืนยันฤทธิ์อีกครั้งดวยวิธี MTT assay และ transmembrane assay พบสารที่แสดงฤทธิ์ตานมะเร็งในเซลลเพาะเลี้ยงจริง 

ระบบทดสอบที่พัฒนาขึ้นจึงเหมาะสมเปนระบบทดสอบสําหรับคัดกรองสารยับยั้งการทํางานของเอนไซมไทโรซีนไคเนส

คําสําคัญ: มะเร็ง, ระบบทดสอบสําหรับคัดกรองสารยับย้ังเอนไซมไทโรซีนไคเนส, สารยับยั้งการทํางานของไทโรซีนไคเนส,

 เปาหมายยาตานมะเร็ง
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บทนํา

โรคมะเร็งเปนปญหาสาธารณสุขที่สำคัญของโลก 

ในป พ.ศ. 2563 ประมาณการวามีผูเสียชวิีตดวยโรคมะเรง็

จำนวน 10 ลานคน และมีผูปวยเปนโรคมะเร็งเพิ่มขึ้น

จำนวน 19.3 ลานคน โดยในป พ.ศ. 2583  คาดการณวาจะมี

ผูปวยเปนโรคมะเร็งเพิ่มขึ้นเปนประมาณ 28.4 ลานคน

ตอป(1) สำหรบัประเทศไทยโรคมะเร็งเปนสาเหตกุารเสยีชวีติ

อันดับ 1 ติดตอกันหลายป ในป พ.ศ. 2562 มีผูเสียชีวิต

ดวยโรคมะเร็ง 84,073 คน โดยมีอตัราการตาย 128.2 คน

ตอประชากร 100,000 คน(2) การรักษามะเร็งทำไดโดย

การผาตัด การฉายรังสี และการใชวิธีเคมีบำบัด แพทย

อาจพิจารณารักษาดวยวิธีเดียวหรือหลายวิธีรวมกัน

การรกัษาในปจจบุนัยงัพบปญหาการกลบัเปนซำ้ การดือ้ยา

และการเกิดอาการไมพึงประสงคเนื่องจากยาเคมีบำบัด

ไมออกฤทธิ์จำเพาะกับเซลลมะเร็ง ทำลายเซลลปกติของ

รางกาย(3) การพัฒนายาที่มีประสิทธิผลดีและมีความ

จำเพาะตอเปาหมายจึงยังเปนที่ตองการสำหรับโรคนี้

ไทโรซนีไคเนส (tyrosine kinases) เปนเอนไซม 

(enzyme) ชนิดหนึ่งที่ เปนกุญแจสำคัญในการสง

สญัญาณเพ่ือควบคมุกระบวนการตางๆ ภายในเซลล เชน 

การเจริญ การเพิ่มจำนวน การเคลื่อนที่ และการเปลี่ยน

รปูราง  โปรตนีชนดิน้ีทำหนาท่ีถายโอนหมูฟอสเฟตตวัทาย

(γ phosphate group) จาก adenosine triphosphate 

(ATP) ไปยังโปรตีนเปาหมายที่ตำแหนงไทโรซีน แบง

เปน 2 กลุม คือ กลุมที่เปนตัวรับ (receptor tyrosine 

kinase: RTK) และกลุมท่ีไมเปนตวัรบั (non-receptor 

tyrosine kinase: NRTK) ภาพรวมกระบวนการสง

สัญญาณของไทโรซีนไคเนสกลุม RTK เริ่มจากลิแกนด

(ligand) จบักับ RTK สวนท่ียืน่อยูนอกเซลล ทำให RTK 

เขาคูกนัในรูปแบบไดเมอร (dimerization) และกระตุน

ใหเกิดการเติมหมูฟอสเฟตระหวางกัน (autophos-

phorylation) ที่ kinase domain ซึ่งอยูภายในเซลล 

จากนั้น RTK จะเริ่มสงสัญญาณโดยดึงหมูฟอสเฟตจาก 

ATP และถายโอนไปยงัโปรตนีอืน่ (phosphorylation)

ที่เกี่ยวของกับวิถีการสงสัญญาณ ซ่ึงสงผลตอการตอบ

สนองของเซลลตอไป การสงสัญญาณของไทโรซีนไคเนส

กลุม NRTK มีลักษณะคลายคลึงกัน โดยเมื่อ NRTK 

ถูกกระตุนจะเกิด autophosphorylation หรือเกิด

phosphorylation โดย NRTK ชนิดอื่นกอนจะเริ่ม

สงสัญญาณ การแสดงออกที่มากเกินไปของโปรตีน

หลายชนิดในกลุมนี้ เกี่ยวของกับการเจริญเติบโต

การแพรกระจาย การลุกลาม และการกระตุนการสราง

หลอดเลือดใหมในเซลลมะเร็ง(4,5) โปรตีนกลุมนี้จึงเปน

เปาหมายในการพัฒนายา เชน EGFR (epidermal

growth factor receptor หรือ ErbB-1), HER2

(human epidermal growth factor receptor 2

หรือ ErbB-2), c-Met (hepatocyte growth

factor receptor: HGFR) และ c-Kit (proto-

oncogene receptor tyrosine kinase) เปนตน

ยาที่จำเพาะตอเปาหมายเหลานี้ไดรับการข้ึนทะเบียน

ในหลายประเทศแลว(6,7) แตยังพบปญหาการดื้อยา

และการเกิดอาการไมพึงประสงค(6,7) ดังนั้น การคนหา

สารยับยั้งการทำงานของไทโรซีนไคเนส (tyrosine

kinase inhibitors) เพื่อพัฒนายาใหมที่ออกฤทธิ์

ครอบคลุมโปรตีนเปาหมายหลายชนิด มีประสิทธิผลดี

และมีผลขางเคียงนอยจึงมีความสำคัญ

การวิเคราะหระดับการทำงานของไทโรซีนไคเนส

เพื่อคนหาสารที่มีฤทธิ์ยับยั้งการทำงานของโปรตีน

ดังกลาวนั้น แตเดิมใชวิธี filtration assay (FA) ซึ่งใช 

[γ-32P] ATP ในการทำปฎิกิริยา และกรองแยกเปปไทด

ที่ถูกเติมหมูฟอสเฟต กอนจะตรวจวัดปริมาณดวยเครื่อง

วัดรังสีแบบซินทิลเลชั่น (scintillation counter)(8) 

วธินีีท้ำใหเกดิของเสยีทีป่ระกอบดวยสารกมัมนัตรงัส ีและ

ไมเหมาะสมกบัการทดสอบกบัสารตางๆ จำนวนมากจาก

คลังสารเคมี (compound library) จึงมีการพัฒนาวิธี

วิเคราะหระดับการทำงานของไทโรซีนไคเนสดวยวิธีการ

หรือหลักการอ่ืน เชน วิธี scintillation proximity

assay (SPA) ซึ่งใช [γ-33P] ATP แทน [γ-32P] ATP 

เนื่องจากมีความเสถียรมากกวา และวิเคราะหระดับ

การทำงานของไทโรซีนไคเนสจากโฟตอนที่ถูกปลอย

ออกมาจากการจับตัวกันของเปปไทดที่เช่ือมกับไบโอติน 

(biotinylated peptide) กบัเมด็บดีหรอืไมโครเพลททีม่ี

scintillant(9,10) นอกจากนี้ยังมีวิธี fluorescence

polarization (FP) ซึ่งใชระดับการบิดระนาบของแสง 
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(polarization) ในการตรวจวิเคราะห(11) วิธี fluores-

cence resonance energy transfer (FRET) ซึ่ง

วิเคราะหจากความเขมขนของการเรืองแสงท่ีเกิดจาก

การถายทอดพลังงานระหวางโมเลกุล(12) และวิธี 

luciferase-based ATP detection ซึ่งวัดระดับ

การทำงานของไทโรซีนไคเนสจากปริมาณ ATP ที่

เหลือในระบบโดยเอนไซม luciferase(13) วิธีตรวจ

วิเคราะหขางตนมีขอจำกัด เชน วิธี FA จำเปนตองใช

สารกัมมันตรังสี จึงตองปฏิบัติงานในหองปฏิบัติการ

เฉพาะเทานั้น วิธี FP ใหคาสัญญาณวิเคราะหตอ

สัญญาณรบกวน (signal-to noise ratio: S/N) ต่ำ

และไมเหมาะกับการทดสอบกบัสารท่ีมีความเขมขนสงู วธิี 

FRET และ luciferase-based ATP detection เปน

การวดัปฏกิริยิาโดยออมและอาจถกูรบกวนจากสารยบัยัง้

protease หรือ luciferase ซึ่งเปนเอนไซมที่ใชในระบบ

ทดสอบดังกลาว

ELISA (enzyme-linked immunosorbent 

assay) เปนอีกเทคนิคหนึ่งท่ีถูกนำมาใชในการตรวจ

วัดระดับการทำงานของไทโรซีนไคเนส วิธีที่ใชเทคนิคน้ี

จะใชแอนติบอดีที่จำเพาะตอไทโรซีนที่ถูกเติมหมูฟอสเฟต

(phosphotyrosine) ในการตรวจวเิคราะห(14-18)  ซึง่สะดวก

และสามารถปฏบิตัไิดในหองปฏบิตักิารทัว่ไป  แตสวนใหญ

มกัใชไทโรซนีไคเนสทีบ่รสิทุธิซ์ึง่มรีาคาสูงและมกัจำเพาะ

ตอไทโรซีนไคเนสชนิดหน่ึงๆ เทาน้ัน การศึกษานี้จึงมี

วัตถุประสงคเพื่อพัฒนาระบบทดสอบสำหรับวิเคราะห

ระดับการทำงานของไทโรซีนไคเนสดวยเทคนิค ELISA

โดยศึกษาการแสดงออกของยีนกลุมไทโรซีนไคเนส

ในเซลลเพาะเลี้ยงเพื่อคัดเลือกเซลล สำหรับพัฒนา

ระบบทดสอบ หาสภาวะที่เหมาะสมสำหรับปฏิกิริยา 

ทดสอบความใชไดของระบบและทดลองใชกับสาร

จำนวนมาก ใหไดระบบทดสอบสำหรับคัดกรอง

(screening assay) ท่ีสะดวก ประหยัดตนทุน และ

ครอบคลมุไทโรซีนไคเนสหลายชนิด สำหรบัเปนทางเลอืก

ในการประยุกตใชเพื่อคนหาสารที่มีฤทธิ์ยับยั้งไทโรซีน-

ไคเนสจากสารจำนวนมาก เพ่ือนำไปศกึษาและพฒันาเปน

ยารักษามะเร็งตอไป

วัสดุและวิธีการ

เซลลเพาะเลี้ยง

เซลลมะเร็งปากมดลูกเพาะเล้ียง HeLa (CLS, 

Germany) เซลลมะเร็งตับเพาะเลี้ยง PLC/PRF/5 

(CLS, Germany) และเซลลมะเร็งเตานมเพาะเลี้ยง 

MCF-7 (CLS, Germany) เลี้ยงในอาหาร MEM 

(Gibco, USA) ที่เสริมดวย 10% fetal bovine serum 

(FBS, Gibco, USA) และ 2 mM L-glutamine 

(Sigma-Aldrich, USA) เซลลมะเรง็ทอนำ้ดเีพาะเลีย้ง 

KKU-100 (Japanese Collection of Research 

Bioresources Cell Bank, Japan) เล้ียงในอาหาร 

DMEM (Gibco, USA) ที่เสริมดวย 10% FBS บมที่

อุณหภูมิ 37 ํC ภายใตสภาวะ CO
2
 5%

สารสกัดและพืชสมุนไพร

ตัวอยางสารสกัดสมุนไพรที่ใชในการทดสอบเปน

ตัวอยางจากคลังสารสกัดสมุนไพรของสถาบันชีววิทยา-

ศาสตรทางการแพทย กรมวิทยาศาสตรการแพทย

โดยเปนสารสกัดเอทานอล จำนวน 180 ตัวอยาง 

จากพืช 120 ชนิด ดังแสดงในตารางที่ 1 การเตรียม

สารสกัดโดยตัดชิ้นสวนของตัวอยางพืชใหมีขนาดเล็ก

และผ่ึงใหแหงที่อุณหภูมิหอง นำช้ินสวนพืชแหงท่ีได

หมักดวยเอทานอล 95% เปนเวลา 24 ชั่วโมง กรองและ

หมักซ้ำอีก 24 ชั่วโมง นำสารที่กรองไดไประเหยแหง

ภายใตสุญญากาศ จากนั้นเตรียมตัวอยาง โดยละลายสาร

สกัดทีไ่ดดวย absolute ethanol ใหไดความเขมขน 0.3, 

1, 3 และ 10 mg/mL

สำหรบัตวัอยางพชืทีแ่สดงฤทธ์ิที ่IC50 <100 μg/mL

จากการคัดกรองดวยระบบทดสอบฤทธิ์ยับย้ังการทำงาน

ของเอนไซมไทโรซีนไคเนส ไดแก ทับทิม (Punica 

granatum L.) วานหอมแดง (Eleutherine bulbosa

(Mill.) Urb.) มะยม (Phyllanthus acidus (L.) 

Skeels) น้ำนมราชสีห (Euphorbia hirta L.) และพลู

(Piper betle L.) มีการเก็บรวบรวมตัวอยางอีกคร้ัง

จากพื้นที่จังหวัดราชบุรี เดือนกรกฎาคม 2562 และตรวจ

ระบุชนิดพรอมจัดทำตัวอยางพรรณไมอางอิง ตัวอยาง
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ทั้งหมดเก็บรักษาท่ีพิพิธภัณฑพืช กรมวิทยาศาสตร

การแพทย หมายเลขพรรณไม DMSC 5274, DMSC 

5278, DMSC 5275, DMSC 5277 และ DMSC 5273 

ตามลำดับ

  

การศึกษาการแสดงออกของยีนกลุมไทโรซีนไคเนส

เพาะเลี้ยงเซลล HeLa, PLC/PRF/5, MCF-7 

และ KKU-100 ชนิดละ 3 ตัวอยาง แลวนำเซลลแตละ

ชนิด จำนวน 1.5 × 106 เซลล มาสกัด RNA ดวยชุดน้ำยา 

RNeasy Mini Kit (Qiagen, Germany) สังเคราะห 

cDNA โดยใช RevertAid First Strand cDNA 

Synthesis Kit (Thermo Fisher, USA) และใช

ชุดน้ำยา LightCycler® FastStart DNA Master

PLUS SYBR Green I (Roche, Germany) ใน

การเพิ่มจำนวนยีนที่ตองการศึกษา โดยใช primers

และสภาวะ  ดังแสดงในตารางที่ 2 และ 3 ตามลำดับ

เพื่อศึกษายีนเปาหมาย คือ EGFR, HER2, MET

และ KIT ซึ่งขอมูลลำดับนิวคลีโอไทดของ primers

ไดมาจากฐานขอมูล PrimerBank(19) โดยการสกัด 

RNA การเตรียม cDNA และการเพิ่มปริมาณ DNA 

ดำเนินการตามวิธีของชุดน้ำยาทั้งหมด จากนั้นวิเคราะห

ระดับการแสดงออกของยีนเปาหมายดวยวิธี quanti-

tative real-time PCR ดวยเครื่อง LightCycler®

(Roche, Germany) ใชยีน GAPDH ซึ่งเปน

ยีนเจาบาน (housekeeping gene)(20) สำหรับ

normalization คำนวณคา relative expression

จากการนำคาการเพิ่มจำนวน (copy number) ของยีน

เปาหมายหารดวยคาการเพิ่มจำนวนของยีน GAPDH

ตารางที่ 1 ตัวอยางสารสกัดสมุนไพรที่ใชในการทดสอบ

ลำดับที่
พืชสมุนไพร 
(ชื่อทองถิ่น)

สวนที่ใช

1 กระเจี๊ยบแดง กิ่งและใบ
ผลดิบ

2
3

กระเทียม
กระเทียมเถา

หัวใตดิน
ใบ

ดอก

4 กระชาย สวนเหนือดิน
เหงา

5 กระชายดำ สวนเหนือดิน
เหงา

6
7
8

กระดุมไพลิน
กระดูกไกดำ

กระถิน

สวนเหนือดิน
สวนเหนือดิน

กิ่งและใบ
ผล

9 กระถินปา ใบ
ดอก

10
11
12

กระพังโหม
กระสัง
กลวย

สวนเหนือดิน
ทุกสวน

ใบ
ดอก

ผลดิบ

13 กะเพราแดง สวนเหนือดิน

ลำดับที่
พืชสมุนไพร 
(ชื่อทองถิ่น)

สวนที่ใช

14 กาหลง ดอก

ใบ

15 กุม ใบ

เปลือกตน

16

17

18

19

20

21

22

แกว

โกสน

ขจร

ขมิ้น

ขอย

ขัดมอญ

ขา

ใบ

ใบ

กิ่งและใบ

สวนเหนือดิน

กิ่งและใบ

สวนเหนือดิน

สวนเหนือดิน

เหงา

23

24

25

26

27

ขิง

ขลู

จันทรกระจางฟา

ชะพลู

ชางกระ

สวนเหนือดิน

สวนเหนือดิน

ใบ

ใบ

ใบ

ดอก

28

29

ชำมะเลียง

ชำมะนาด

ผล

ใบ

ดอก
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ตารางที่ 1 ตัวอยางสารสกัดสมุนไพรที่ใชในการทดสอบ (ตอ)

ลำดับที่
พืชสมุนไพร 
(ชื่อทองถิ่น)

สวนที่ใช

30 ชุมเห็ดเทศ ใบ
ดอก

31 ตอยติ่ง สวนเหนือดิน
ราก

32
33
34

ตะไคร
ตะขาบหิน
ตำแยแมว

ใบ
สวนเหนือดิน
สวนเหนือดิน

ราก

35
36

ตีนตุกแก
ทองพันชั่ง

ทุกสวน
กิ่งและใบ

ราก

37
38

ทองหลาง
ทับทิม

ดอก
กิ่งและใบ

เมล็ด

39
40
41
42
43

เทียนหยด
ธรณีสาร
นอยหนา

น้ำนมราชสีห
บัวฉัตรขาว

ผล
กิ่งและใบ

เมล็ด
ทุกสวน

ใบ
กาน

กลีบดอก

44
45
46
47
48
49
50
51
52
53

บานไมรูโรย
ใบนาค

ผักเปดแดง
ผักเสี้ยน
ผักเสี้ยนผี
ผักแครด
ผักโขม

ผักกาดน้ำ
ผักชี

ผักชีฝรั่ง

สวนเหนือดิน
สวนเหนือดิน
สวนเหนือดิน
สวนเหนือดิน
สวนเหนือดิน
สวนเหนือดิน
สวนเหนือดิน

ทุกสวน
สวนเหนือดิน

ใบ
ดอก
ราก

54 ผักบุง ใบ
ผล

55
56

ผักปลาบ
ผักหวานบาน

สวนเหนือดิน
กิ่งและใบ

ผล

ลำดับที่
พืชสมุนไพร 
(ชื่อทองถิ่น)

สวนที่ใช

57
58

พญายอ
พริกไทย

ดอก
ใบ

ผลดิบ

59 พริกหอม กิ่งและใบ
ผล

60
61

พลู
พวงคราม

ใบ
ใบ

ดอก

62 พัดนางชี ราก
สวนเหนือดิน

63
64
65

พันงู
พุด

พุทธรักษา

สวนเหนือดิน
ดอก

สวนเหนือดิน
เหงา

66 โพ กิ่งและใบ
ผล

67 ไพลดำ สวนเหนือดิน
ดอก
เหงา

68
69

ฟาทะลายโจร
มะกรูด

สวนเหนือดิน
เปลือกผล

เมล็ด
กิ่งและใบ

70
71
72

มะกา
มะคำดีควาย

มะดัน

ใบ
ผล
ใบ
ผล

73 มะตูม ใบ
เนื้อผลสุก

เมล็ด
เปลือกผล

74 มะนาว กิ่งและใบ
เปลือกผล

75 มะปราง เปลือกผล
ใบ

76 มะพูด ใบ
เนื้อผลสุก

เมล็ด
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ตารางที่ 1 ตัวอยางสารสกัดสมุนไพรที่ใชในการทดสอบ (ตอ)

ลำดับที่
พืชสมุนไพร 

(ชื่อทองถิ่น)
สวนที่ใช

77

78

มะมวงหาวมะนาวโห

มะยม

ใบ

เปลือกตน

ใบ

79

80

มะระ

มะระขี้นก

ผล

ผล

81 มะรุม ใบ

ผล

82 มะละกอ ใบ

ลำตน

83 มะลิ ใบ

ดอก

84 มะลิวัลย ใบ

ดอก

85

86

มะแวงเครือ

มันสำปะหลัง

สวนเหนือดิน

สวนเหนือดิน

หัวใตดิน

87

88

89

โมกบาน

ไมยราบ

ยอ

กิ่งและใบ

สวนเหนือดิน

ผล

ใบ

90

91

92

93

ยานาง

รัก

รางจืด

ราชพฤกษ

ใบ

กิ่งและใบ

ใบ

ใบ

ดอก

94

95

96

97

รำเพย

ลูกใตใบ

เล็บครุฑ

เล็บมือนาง

ใบ

ใบ

สวนเหนือดิน

ใบ

ดอก

ลำดับที่
พืชสมุนไพร 
(ชื่อทองถิ่น)

สวนที่ใช

98

99

100

วานกวนอิม

วานหอมแดง

วานหางจระเข

สวนเหนือดิน

เหงา

เปลือกใบ

เนื้อวุน

101

102

103

สนแผง

สรอยทอง

สะเดา

ใบ

สวนเหนือดิน

ใบ

ดอก

เมล็ด

104

105

106

สะเดาดิน

สะระแหน

สับปะรด

ทุกสวน

ทุกสวน

ใบ

เปลือกผล

107

108

109

110

สาบมวง

เสลดพังพอนตัวเมีย

เสาวรส

โสมไทย

สวนเหนือดิน

สวนเหนือดิน

กิ่งและใบ

สวนเหนือดิน

ราก

111 หญาแหวหมู สวนเหนือดิน

ราก

112 หญางวงชาง สวนเหนือดิน

ราก

113

114

115

116

117

118

119

120

หญาหมอนอย

หนอนตายหยาก

หนามแดง

หนามกระสุน

หนุมานประสานกาย

หมอน

เหงือกปลาหมอนา

อัญชัน

สวนเหนือดิน

ราก

ผลดิบ

ทุกสวน

ใบ

ใบ

สวนเหนือดิน

ดอก

กิ่งและใบ
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ตารางที่ 2 Primers ที่ใชในการศึกษา

ยีนเปาหมาย โปรตีน Forward primer Reverse primer

EGFR EGFR AGGCACGAGTAACAAGCTCAC ATGAGGACATAACCAGCCACC

HER2 HER2 TGCAGGGAAACCTGGAACTC ACAGGGGTGGTATTGTTCAGC

MET c-Met ACAGTGGCATGTCAACATCGCT CCATTGAGATCATCACTGGCT

KIT c-Kit GGCGACGAGATTAGGCTGTT CATTCGTTTCATCCAGGATCTCA

GAPDH GAPDH TGTTGCCATCAATGACCCCTT CTCCACGACGTACTCAGCG

ตารางที่ 3  สภาวะที่ใชในการเพิ่มจำนวนยีนที่ตองการศึกษา

ยีนเปาหมาย EGFR HER2 MET KIT GAPDH

Pre-incubation
Amplification

Melting curve
Cooling

95 ํC, 10 นาที
45 รอบ
95 ํC, 15 วินาที
62 ํC, 45 วินาที
72 ํC,  8 วินาที
65 ํC, 1 นาที
40 ํC, 30 วินาที

95 ํC, 10 นาที
45 รอบ
95 ํC, 15 วินาที
62 ํC, 45 วินาที
72 ํC,  9 วินาที
65 ํC, 1 นาที
40 ํC, 30 วินาที

95 ํC, 10 นาที
45 รอบ
95 ํC, 15 วินาที
62 ํC, 45 วินาที
72 ํC,  8 วินาที
65 ํC, 1 นาที
40 ํC, 30 วินาที

95 ํC, 10 นาที
45 รอบ
95 ํC, 15 วินาที
62 ํC, 45 วินาที
72 ํC,  4 วินาที
65 ํC, 1 นาที
40 ํC, 30 วินาที

95 ํC, 10 นาที
45 รอบ
95 ํC, 15 วินาที
62 ํC, 45 วินาที
72 ํC, 10 วินาที
65 ํC, 1 นาที
40 ํC, 30 วินาที

การพัฒนาวิธีตรวจวิเคราะหระดับการทำงานของ

โปรตีนกลุมไทโรซีนไคเนส

การพัฒนาระบบทดสอบเริ่มจากการพัฒนาวิธี

ตรวจวเิคราะหระดบัการทำงานของโปรตนีกลุมไทโรซนี-

ไคเนส ซึ่งแบงเปน 2 ขั้นตอน คือ การทำปฏิกิริยาไคเนส 

(kinase reaction) และการตรวจ phosphotyrosine 

ดวยเทคนิค ELISA ดังแสดงในภาพท่ี 1 ลำดับแรก 

เพาะเลี้ยงเซลล HeLa, PLC/PRF/5, MCF-7 และ 

KKU-100 ชนิดละ 3 ตัวอยาง แลวนำเซลลแตละชนิด 

จำนวน 5 × 106 เซลล มาปนลางดวย PBS (Gibco, 

USA) และเตรียม cell lysate สำหรับทำปฏิกิริยา 

โดยเติม lysis buffer (KH
2
PO

4
 100 mM: pH 7.8, 

Na
3
VO

4
   1 mM, 0.2% Triton X-100, 10% glycerin)

ปริมาตร 1 มิลลิลิตร จากนั้นวางทิ้งไว 10 นาที ที่อุณหภูมิ

หองแลวนำไปปนตกตะกอนท่ี 1,200 rpm 10 นาที  

นำ cell lysate ไปวิเคราะหปริมาณโปรตีนดวยเครื่อง 

NanoDrop® ND-1000 (Thermo Fisher Scientific, 

USA) และปรับความเขมขนของโปรตีนใหเปน 1.50 

mg/mL ดวย lysis buffer

การทำปฏิกิริยาไคเนสดัดแปลงจากวิธีของ

Ghosh G และคณะ(21) ขั้นแรกเตรียม peptide

substrate สำหรับปฏิกิริยาไคเนส โดยนำเปปไทด

KKKAEEEEYFELVAC ที่ เ ชื่ อมกับ  b io t in

ซึง่สงัเคราะหจากบรษิทั GenScript (USA) ใน coating

buffer (Na
2
CO

3 
15 mM, NaHCO

3
 35 mM, pH 9.6)

เคลอืบลงบนไมโครเพลท Nunc MaxiSorpTM (Thermo

Fisher Scientific, USA) หลุมละ 2 µg บมที่ 4 ํC

ขามคืนแลวลางไมโครเพลทดวย tris buffered saline

with Tween 20 (TBST;  Tris base 20 mM, NaCl 

150 mM, 0.1% Tween 20, pH 7.6) จากนั้นเตรียม

ปฏกิิรยิาไคเนส โดยผสม 3X reaction buffer (HEPES 

60 mM: pH 7.2, MnCl
2 
30 mM, MgCl

2
 45 mM, 

bovine serum albumin 120 µg/mL, dithiothreitol 

3 mM) 50 µL, 50% glycerin 15 µL, 1 mM ATP 

(CALBIOCHEM, USA) 15 µL และ cell lysate 

70 µL (รวม 150 µL ตอปฏิกิริยา) นำสารละลายผสม

ดังกลาวเติมลงในไมโครเพลทที่เคลือบดวย peptide 

substrate ที่เตรียมไวหลุมละ 50 µL และบมที่อุณหภูมิ

หอง 30 นาที
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การตรวจ phosphotyrosine ดำเนินการโดยลาง

ไมโครเพลทที่ทำปฏิกิริยาไคเนสดวย TBST แลว block 

ดวย 3% skim milk (BD Biosciences, USA) ใน 

TBST ปริมาตร 100 µL ตอหลุม บมที่อุณหภูมิหอง

1 ชั่วโมง ลางไมโครเพลทดวย TBST แลวเติม phos-

pho-tyrosine monoclonal antibody, clone pY20 

(Invitrogen, USA) ซึ่งเปน primary antibody ใน 

3% skim milk/TBST อัตราการเจือจาง 1:1,000 

ปริมาตร 100 µL ตอหลุม บมที่อุณหภูมิหอง 1 ชั่วโมง 

ลางไมโครเพลทดวย TBST จากนั้นเติม polyclonal 

rabbit anti-mouse immunoglobulins/HRP 

(DakoCytomation, Denmark) ซึ่งเปน secondary

antibody ใน TBST อัตราการเจือจาง 1:2,000 

ปริมาตร 100 µL ตอหลุม บมที่อุณหภูมิหอง 1 ชั่วโมง

ลางไมโครเพลทดวย TBST จากนั้นเติม TMB 

2-Component Microwell Peroxidase Substrate

(SeraCare, USA) 100 µL ตอหลมุ บมท่ีอณุหภมูหิอง

20 นาที แลวหยุดปฏิกิริยาดวยการเติม 1% HCl

ปริมาตร 100 µL ตอหลุม วัดคาการดูดกลืนแสงที่

ความยาวคลื่น 450 nm ดวยเครื่องอานไมโครเพลท

Infinite M200 PRO (TECAN, Switzerland)

การหาสภาวะทีเ่หมาะสมสำหรบัการทำปฏิกริยิาไคเนส

การหาสภาวะท่ีเหมาะสมสำหรับการทำปฏิกิริยา

ไคเนส ดำเนินการดังนี้

1) การแปรผันความเขมขนของ cell lysate 

0-2 mg/mL โดยเตรียม cell lysate ใหมีความเขม

ขน 0.008, 0.016, 0.031, 0.063, 0.125, 0.25, 0.5, 1 

และ 2 mg/mL และทำปฏิกิริยาไคเนส โดยกลุมควบคุม

ใหเติม lysis buffer ในปริมาตรเทากัน จากนั้นตรวจ 

phosphotyrosine เพื่อวิเคราะหระดับการทำงานของ

ไทโรซีนไคเนส แลวเปรียบเทียบคาสัญญาณการดูดกลืน

แสงกบักลุมควบคุม เพือ่คดัเลือกความเขมขนท่ีเหมาะสม

ทดสอบ 3 ครั้ง ครั้งละ 3 ซ้ำ

2) การแปรผันปริมาณ peptide substrate 

ในการเคลือบไมโครเพลท 0-2 µg ตอหลุม โดยนำ 

peptide substrate ใน coating buffer มาเคลือบลง

บนไมโครเพลท Nunc MaxiSorpTM หลุมละ 0.016, 

0.031, 0.063, 0.125, 0.25, 0.5, 1 และ 2 µg โดยกลุม

ควบคุมใหเติม coating buffer ในปริมาตรเทากัน บม

ที่ 4 ํC ขามคืนและทำปฏิกิริยาไคเนส โดยใชความเขมขน 

cell lysate ที่ไดจากการทดสอบในขอ 1) จากนั้นตรวจ 

phosphotyrosine เพื่อวิเคราะหระดับการทำงานของ

ไทโรซนีไคเนส แลวเปรยีบเทยีบคาสัญญาณการดดูกลนืแสง

กับกลุมควบคุมเพื่อคัดเลือกปริมาณที่เหมาะสม ทดสอบ 

3 ครั้ง ครั้งละ 3 ซ้ำ

3) การแปรผนัความเขมขนของ ATP ในปฏกิริยิา

0-200 nM โดยเตรียมสารละลาย ATP ที่ความเขมขน 

0.031, 0.063, 0.125, 0.25, 0.5, 1 และ 2 mM แลวนำ

ไปผสมกับ 3X reaction buffer, 50% glycerin และ 

cell lysate และทำปฏิกิริยาไคเนส ใหมีความเขมขน

สุดทายในปฏิกิริยาเปน 3.1, 6.3, 12.5, 25, 50, 100 

และ 200 nM ตามลำดับ สวนกลุมควบคุมใหเติมน้ำ-

กลัน่ในปรมิาตรเดยีวกนั โดยใชความเขมขน cell lysate 

และปรมิาณ peptide substrate ในการเคลอืบไมโครเพลท

ที่ไดจากการทดสอบในขอ 1) และ 2) จากนั้นตรวจ 

phosphotyrosine เพื่อวิเคราะหระดับการทำงานของ

ไทโรซนีไคเนส แลวเปรยีบเทยีบคาสญัญาณการดดูกลนืแสง

กับกลุมควบคุมเพื่อคัดเลือกความเขมขนท่ีเหมาะสม 

ทดสอบ 3 ครั้ง ครั้งละ 3 ซ้ำ

4)  การแปรผันเวลาในการทำปฏิกิริยาไคเนส 

0-60 นาที โดยทำปฏิกิริยาไคเนสและบมที่อุณหภูมิหอง 

0, 5, 10, 15, 30 และ 60 นาที โดยใชความเขมขน cell 

lysate ปริมาณ peptide substrate ในการเคลือบ

ไมโครเพลท และความเขมขน ATP ทีไ่ดจากการทดสอบ

ในขอ 1) - 3) จากนั้นตรวจ phosphotyrosine เพื่อ

วเิคราะหระดบัการทำงานของไทโรซนีไคเนส เปรยีบเทยีบ

คาสัญญาณการดูดกลืนแสงกับกลุมควบคุม (เวลาใน

การทำปฏิกิริยา 0 นาที) เพื่อคัดเลือกเวลาในการทำ

ปฏิกิริยาที่เหมาะสม ทดสอบ 3 ครั้ง ครั้งละ 3 ซ้ำ

การทดสอบความคงทนตอตัวทำละลาย (solvent 
tolerance) ของระบบทดสอบ

ทดสอบระบบที่พัฒนาขึ้ นในสภาวะที่ มีตั ว
ทำละลายเอทานอล และ dimethyl sulfoxide (DMSO, 
Merck, USA) ปริมาณ 0-10% โดยเติม absolute 
ethanol หรือ DMSO ในขั้นตอนการเตรียมปฏิกิริยา
ไคเนส ใหมีความเขมขนสุดทายเปน 0.5, 1, 2, 4, 6, 8
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ภาพที่ 1 การตรวจวัดระดับการทำงานของไทโรซีนไคเนสดวยเทคนิค ELISA ขั้นแรกทำปฏิกิริยาไคเนสเพื่อใหเกิด

 การถายโอนหมูฟอสเฟตจาก ATP ไปยัง peptide substrate ที่ตำแหนงไทโรซีน จากนั้นใชแอนติบอดี

 ที่จำเพาะในการตรวจ phosphotyrosine เพื่อวิเคราะหระดับการทำงาน

และ 10% และบมที่อุณหภูมิหอง 15 นาที กอนนำ

สารละลายผสมดังกลาวเติมลงในไมโครเพลทที่เคลือบ 

peptide substrate ที่เตรียมไว เพื่อทำปฏิกิริยาไคเนส 

โดยใชสภาวะที่เหมาะสมที่ไดจากการศึกษา ไดแก cell

lysate ความเขมขน 0.125 mg/mL ปริมาณ peptide

substrate ในการเคลือบไมโครเพลท 0.25 µg ตอหลุม 

ATP ความเขมขน 25 nM และเวลาในการทำปฏิกิริยา

ไคเนส 30 นาที จากน้ันจึงวิเคราะหคาสัญญาณการดูด

กลืนแสงที่ความเขมขนตางๆ ของตัวทำละลาย และ

เปรียบเทียบกับกลุมควบคุมซึ่งไมเติมตัวทำละลาย

ทั้งสองชนิด ทดสอบ 3 ครั้ง ครั้งละ 3 ซ้ำ

การตรวจสอบความถูกตองของระบบทดสอบ

ทดสอบระบบที่พัฒนาขึ้นกับสารที่มีฤทธิ์ยับยั้ง

มะเร็ง รวม 7 ชนิด แบงเปนสารที่มีรายงานฤทธิ์ยับยั้ง

โปรตีนกลุมไทโรซีนไคเนส EGFR, HER2, c-Met 

และ c-Kit รวม 6 ชนิด คือ axitinib, crizotinib, 

sunitinib, gefitinib, erlotinib และ lapatinib(6,7)

และสารทีม่ฤีทธิย์บัยัง้มะเรง็ดวยกลไกการแทรกตวัเขาใน 

DNA (DNA intercalation) คือ doxorubicin สาร

ทัง้หมดเปนผลติภัณฑของ Sigma-Aldrich (USA) โดย
เติมสารในข้ันตอนการเตรียมปฏิกิริยาไคเนสใหมีความ
เขมขน 0.03, 0.1, 0.3, 1, 3, 10, 30 และ 100 µg/mL
บมที่อุณหภูมิหอง 15 นาที กอนนำสารละลายผสมเติม
ลงในไมโครเพลทที่เคลือบ peptide substrate เพื่อ

ทำปฏิกิริยาไคเนส โดยใชสภาวะที่เหมาะสมที่ไดจาก
การศกึษา ไดแก cell lysate ความเขมขน 0.125 mg/mL 
ปริมาณ peptide substrate ในการเคลือบไมโครเพลท 
0.25 µg ตอหลุม ATP ความเขมขน 25 nM และเวลา
ในการทำปฏิกิริยาไคเนส 30 นาที จากนั้นวัดคาสัญญาณ
การดดูกลนืแสง และวเิคราะหรอยละการยบัยัง้การทำงาน
ของไทโรซีนไคเนส (%inhibition) แลววาดกราฟ
เพือ่หาคาความเขมขนของสารทีส่ามารถยบัยัง้การทำงาน
ของไทโรซีนไคเนสไดรอยละ 50 (inhibitory concen-
tration at 50%, IC

50
) เพื่อตรวจสอบวาระบบทดสอบ

ที่พัฒนาขึ้นสามารถใชสำหรับคัดกรองสารที่มีฤทธิ์ยับยั้ง
ไทโรซีนไคเนสไดหรือไม ทดสอบ 3 ครั้ง ครั้งละ 3 ซ้ำ

การทดสอบความใชไดของระบบทดสอบ
การทดสอบความใชไดของระบบ กรณีทดสอบ

ตางหลมุ (intra-plate) ตางไมโครเพลท (inter-plate)
และตางวนั (inter-day)  ดดัแปลงจากวธิขีอง Iversen 
PW และคณะ(22) ทดสอบระบบที่พัฒนาขึ้นในสภาวะ
ตางๆ ที่ทำใหไดคาสัญญาณที่ผานการปรับคาแลว 
(normalized signal ซึง่ในทีน่ี ้คือ %inhibition) ระดบั
สูงสุด (max) ปานกลาง (mid) และต่ำสุด (min) ดังนี้

การทดสอบในสภาวะที่ทำใหไดคาสัญญาณสูงสุด
(max) โดยทำปฏิกิริยาไคเนส แตไมเติม cell lysate
และสารที่มีฤทธิ์ยับยั้งการทำงานของไทโรซีนไคเนส
ลงในปฏิกิริยา ใช lysis buffer ในปริมาตรเดียวกันแทน 
cell lysate ในขั้นตอนการเตรียมปฏิกิริยาไคเนส
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การทดสอบในสภาวะที่ทำใหไดคาสัญญาณ
ปานกลาง (mid) โดยทำปฏิกิริยาไคเนส และเติมสาร
ที่มีฤทธิ์ยับยั้งการทำงานของไทโรซีนไคเนส (gefitinib) 
ในข้ันตอนการเตรยีมปฏิกริยิาไคเนสท่ีความเขมขนตางๆ 
คือ 0.25, 0.5, 1, 2, 4 และ 8 µg/mL

การทดสอบในสภาวะที่ทำใหไดคาสัญญาณต่ำสุด
(min) โดยทำปฏิกิริยาไคเนส แตไมเติมสารท่ีมีฤทธิ์
ยบัยัง้การทำงานของไทโรซนีไคเนสในขัน้ตอนการเตรยีม

ปฏิกิริยาไคเนส

การทำปฏิกิริยาไคเนส ใชสภาวะที่เหมาะสมที่ได

จากการศึกษา ไดแก cell lysate ความเขมขน 0.125 

mg/mL ปริมาณ peptide substrate ในการเคลือบ

ไมโครเพลท 0.25 µg ตอหลมุ ATP ความเขมขน 25 nM

และเวลาในการทำปฏิกิริยาไคเนส 30 นาที จากนั้น

วัดคาสัญญาณการดูดกลืนแสง โดยทดสอบสภาวะละ 

4 ซ้ำ ในไมโครเพลทเดียวกัน (intra-plate) จำนวน 3 

ไมโครเพลท (inter-plate) ตดิตอกนั 3 วนั (inter-day)

แลวคำนวณคา Z′ factor ซ่ึงเปนพารามิเตอรหลักใน

การพจิารณาความใชไดและคณุภาพของระบบ คาสมัประสทิธ์ิ

ความแปรปรวน (%coefficient of variation หรือ 

%CV) ของคาสัญญาณ และคา %inhibition จากสูตร

คำนวณตอไปนี้

การทดสอบฤทธิ์ยับยั้งการทำงานของไทโรซีนไคเนส

ในตัวอยางสารสกัดสมุนไพร

นำระบบทดสอบท่ีพัฒนาขึ้นทดสอบกับตัวอยาง

จากคลังสารสกัดสมุนไพร โดยเปนสารสกัดเอทานอล 

จำนวน 180 ตัวอยาง จากพืช 120 ชนิด โดยเติมตัวอยาง

สารสกดัความเขมขน 0.3, 1, 3 และ 10 mg/mL ปรมิาตร 

1.5 µL ในขัน้ตอนการเตรยีมปฏกิิรยิาไคเนส ใช gefitinib

ที่ความเขมขนและปริมาตรเดียวกันสำหรับกลุมควบคุม

บวก และใช absolute ethanol ทีป่รมิาตรเดยีวกนัสำหรบั

กลุมควบคุมลบ นำสารละลายผสมบมที่อุณหภูมิหอง

15 นาที และเติมลงในไมโครเพลทที่เคลือบ peptide

substrate เพื่อทำปฏิกิริยาไคเนส โดยใชสภาวะ

ที่เหมาะสมที่ไดจากการศึกษา ไดแก cell lysate

ความเขมขน 0.125 mg/mL ปรมิาณ peptide substrate

ในการเคลือบไมโครเพลท 0.25 µg ตอหลุม ATP

ความเขมขน 25 nM และเวลาในการทำปฏกิิริยาไคเนส

30 นาที จากนั้นวัดคาสัญญาณการดูดกลืนแสง ทดสอบ

2 ซำ้ สำหรบัการทดสอบเบือ้งตน (primary screening)

จากนั้นวิเคราะหคารอยละการยับยั้งการทำงานของ

ไทโรซีนไคเนส (%inhibition) และ IC
50 

และคัดเลือก

สารสกัดที่แสดงฤทธิ์ที่ IC
50
 < 100 µg/mL ทดสอบฤทธิ์

อีกครั้ง โดยทำการทดสอบ 3 ครั้ง ครั้งละ 3 ซ้ำ

การทดสอบฤทธิ์ ยับย้ังการเจริญของเซลลมะเร็ง

ในตัวอยางสารสกัดสมุนไพร

นำตัวอยางสารสกัดสมุนไพรที่แสดงฤทธิ์ที่ IC50

<100 µg/mL ในการยบัยัง้การทำงานของไทโรซนีไคเนส

มาทดสอบฤทธ์ิยับยั้งการเจริญของเซลลมะเร็ง เพ่ือ

ตรวจสอบยืนยันฤทธิ์ตานมะเร็งในเซลลเพาะเลี้ยง โดย

เตรียมเซลล HeLa ใหมีปริมาณ 2 x 105 cells/mL 

แลวเพาะเลี้ยงในไมโครเพลทชนิด 96 หลุม หลุมละ

200 µL เปนเวลา 24 ชัว่โมง จากนัน้ เตมิตวัอยางสารสกัด

สมุนไพรความเขมขน 0.3, 1, 3 และ 10 mg/mL

ปริมาตร 2 µL ใช  gefitinib เติมที่ความเขมขนและ

ปริมาตรเดียวกันสำหรับกลุมควบคุมบวก และใช 

absolute ethanol เติมที่ปริมาตรเดียวกันสำหรับกลุม

ควบคุมลบ เพาะเลีย้งตอ 48 ช่ัวโมง และตรวจวดัการเจรญิ

ของเซลลดวยวธิ ีMTT assay(24) เพือ่วเิคราะหคารอยละ

Z′ factor = 1 - 3 x    
SD

max
 - SD

min

                                             
mean

max
- mean

min

 %CV =   SD   x 100
            mean

 %inhibition =   OD
control    

- OD
test

                                     
           OD

control

โดย SD คือ สวนเบี่ยงเบนมาตรฐาน, mean คือ

คาเฉลี่ย, OD
control

 และ OD
test

 คือ คาการดูดกลืนแสง

ของกลุมควบคุมและกลุมทดสอบ ตามลำดับ

เกณฑการยอมรับของผลการทดสอบ(22,23)

ไดแก การทดสอบ intra-plate โดยแตละไมโครเพลท

จะตองมีคา %CV
max

, %CV
mid

, %CV
min

 ≤ 20%, คา 

SD ของ %inhibition ระดบัปานกลาง (SD
mid-normalized

)

≤ 20 และคา Z′ factor ≥ 0.5 สวนการทดสอบ inter-plate

และ inter-day คา %inhibition ระหวางไมโครเพลท

และระหวางวันตองแตกตางกันนอยกวา 15%
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การยับยั้งการเจริญของเซลลมะเร็ง (%inhibition)

สำหรับหาคา IC
50
 ทำการทดสอบ 3 ครั้ง ครั้งละ 3 ซ้ำ

การทดสอบฤทธิย์บัยัง้การแพรกระจายของเซลลมะเรง็

ในตัวอยางสารสกัดสมุนไพร

นำตัวอยางสารสกัดสมุนไพรท่ีแสดงฤทธิ์ที่

IC50 <100 µg/mL ในการยับยั้งการทำงานของ

ไทโรซีนไคเนสมาทดสอบฤทธิ์ยับยั้งการแพรกระจาย

ของเซลลมะเร็ง เพื่อตรวจสอบยืนยันฤทธิ์ตานมะเร็ง

ในเซลลเพาะเลี้ยง โดยดัดแปลงจากวิธี  trans-

membrane assay(25) โดยเตรียมเซลล HeLa 

ใหมีปริมาณ 2.5 x 105 cells/mL ในอาหารเลี้ยง

เซลล MEM ที่ไมผสม FBS ใสลงใน cell culture

insert (Corning, USA) หลุมละ 300 µL และเติม

ตวัอยางสารสกดัสมุนไพรความเขมขน 1 หรอื 3 mg/mL

ปริมาตร 3 µL ใช gefitinib ที่ความเขมขนและปริมาตร

เดียวกันสำหรับกลุมควบคุมบวก และใช absolute 

ethanol ที่ปริมาตรเดียวกันสำหรับกลุมควบคุมลบ 

จากนั้นเตรียมไมโครเพลทสำหรับวาง cell culture 

insert โดยเติมอาหารเลี้ยงเซลล MEM ท่ีผสม FBS 

10% และรีคอมบิแนนทโปรตีน SDF-1 (stromal

cell-derived factor 1) 100  mg/mL ปรมิาตรรวม 700  µL

ลงในไมโครเพลทชนิด 24 หลุม และเติมตัวอยาง

สารสกดัสมนุไพรความเขมขน 1 หรอื 3 mg/mL ปรมิาตร 

7 µL ใช gefitinib ที่ความเขมขนและปริมาตรเดียวกัน

สำหรับกลุมควบคุมบวก และใช absolute ethanol ที่

ปริมาตรเดียวกันสำหรับกลุมควบคุมลบ จากนั้นนำ cell 

culture insert ท่ีเตรียมวางลงบนไมโครเพลท และ

เพาะเลี้ยง 18-24 ชั่วโมง เมื่อครบกำหนด ตรึงเซลลดวย

เมทานอล (JT Baker, USA) และยอมสเีซลลดวย 25% 

Giemsa strain solution (Merck, USA) นับจำนวน

เซลลที่เกาะอยูกน cell culture insert และคำนวณ

คารอยละการยบัยัง้การแพรกระจายของเซลล (%inhibi-

tion) ทำการทดสอบ 3 ครั้ง

สำหรับรีคอมบิแนนทโปรตีน SDF-1 ซึ่งเปนสาร

กระตุนการแพรกระจายของเซลลมะเรง็(26) ผลิตโดยโคลน

ยีน SDF-1 จากเซลล PLC/PRF/5 เขาสูพลาสมิด 

pGEM®-T (Promega, USA) เพื่อตรวจสอบลำดับ

นวิคลโีอไทด จากน้ัน subclone เขาสูพลาสมิด pET-21a 

(Novagen, USA) และนำเขาสู E. coli BL21 (DE3) 

เพื่อผลิตรีคอมบิแนนทโปรตีน และทำใหบริสุทธิ์ดวยวิธี 

Ni-NTA affinity chromatography(27)

การวิเคราะหขอมูลทางสถิติ

ขอมูลนำเสนอในรูปคาเฉลี่ย±คาเบี่ยงเบน

มาตรฐาน การเปรียบเทียบความแตกตางของคาเฉลี่ย

มากกวา 2 กลุม ใช ANOVA (analysis of variance)

จากนั้นเปรียบเทียบขอมูลที่ตางกันดวย Tukey’s 

multiple comparisons test กำหนดคา p < 0.05 ถอืวา

มนียัสำคญัทางสถติ ิวเิคราะหโดยซอฟตแวร GraphPad 

Prism 6 (GraphPad Software, USA)

ผล

การศึกษาการแสดงออกของยีนกลุมไทโรซีนไคเนส

การศึกษาการแสดงออกของยีนกลุมไทโรซีน-

ไคเนส พบวาโดยภาพรวม เซลล HeLa มีระดับการ

แสดงออกของยีนทั้งสี่ชนิด คือ EGFR, HER2, MET 

และ KIT สูงกวาเซลล PLC/PRF/5, MCF-7 และ 

KKU-100 อยางไรก็ตามระดับการแสดงออกของยีน 

EGFR, HER2 และ KIT ไมแตกตางกันในแตละ

เซลล ยกเวนยีน MET ที่มีการแสดงออกในเซลล HeLa 

มากกวาเซลลเพาะเลี้ยงอื่น ดังแสดงในภาพที่ 2A 

การพัฒนาวิธีตรวจวิเคราะหระดับการทำงานของ

โปรตีนกลุมไทโรซีนไคเนส

การพัฒนาวิธีตรวจวิเคราะหระดับการทำงาน

ของโปรตีนกลุมไทโรซีนไคเนส โดยนำ cell lysate 

ของเซลล HeLa, PLC/PRF/5, KKU-100 และ 

MCF-7 มาทำปฏิกิริยาไคเนส และตรวจ phos-

photyrosine เพื่อวิเคราะหระดับการทำงานของ

ไทโรซีนไคเนส พบวาเซลล HeLa, PLC/PRF/5, 

KKU-100 และ MCF-7 ใหคาสัญญาณเปน 2.88, 

1.45, 1.79 และ 1.02 ตามลำดับ ดังแสดงในภาพ

ที่ 2B เนื่องจากเซลล HeLa มีระดับการแสดงออก

ของยีนกลุมไทโรซีนไคเนสสูงกวาเซลลชนิดอื่นโดย

ภาพรวม และมรีะดบัการทำงานของโปรตนีไทโรซนีไคเนส

สูงที่สุด จึงเลือกใชเซลล HeLa ในการพัฒนาระบบ

ทดสอบ
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ภาพที่ 2 ผลการศึกษาการแสดงออกของยีนกลุมไทโรซีนไคเนส และการตรวจวัดระดับการทำงานของไทโรซีนไคเนส

ในเซลลมะเร็งเพาะเลี้ยงชนิดตางๆ  (A) การศึกษาการแสดงออกของยีนกลุมไทโรซีนไคเนส 

ไดแก EGFR, HER2, MET และ KIT ในเซลลเพาะเลี้ยง HeLa, PLC/PRF/5, KKU-100

และ MCF-7 ดวยวิธี quantitative real-time PCR ทดสอบกับเซลลชนิดละ 3 ตัวอยาง

* คือ แตกตางอยางมีนัยสำคัญทางสถิติ (p < 0.05) เมื่อเทียบกับเซลล HeLa (B) การตรวจวัดระดับ

การทำงานของไทโรซีนไคเนสจาก cell lysate ของเซลลเพาะเลี้ยง HeLa, PLC/PRF-5, 

KKU-100 และ MCF-7 เปรียบเทียบกับกลุมควบคุมซึ่งไมเติม cell lysate จากการวัด 

phosphotyrosine ที่เกิดจากปฏิกิริยาไคเนส ดวยวิธี ELISA ทดสอบ 3 ครั้ง ครั้งละ 3 ซ้ำ * คือ แตกตาง

อยางมีนัยสำคัญทางสถิติ (p < 0.05) เมื่อเทียบกับกลุมควบคุม

การหาสภาวะทีเ่หมาะสมสำหรบัการทำปฏกิริยิาไคเนส

การศกึษาความเขมขนท่ีเหมาะสมของ cell lysate 

ในชวง 0-2 mg/mL พบวาคาสัญญาณจากการตรวจ

วัดระดับการทำงานของไทโรซีนไคเนสในกลุมควบคุม

ซึง่ไมเตมิ cell lysate เปน 0.15 โดยคาสัญญาณจะเพิม่ขึน้

อยางมนียัสำคญั ตัง้แตความเขมขน 0.008 mg/mL (0.53) 

และจะสูงขึ้นอยางตอเนื่องตามความเขมขนที่เพิ่มข้ึน

จากนั้นจะเริ่มคงที่เมื่อ cell lysate มีความเขมขนตั้งแต 

0.25 mg/mL ขึ้นไป โดยคาสัญญาณในชวงความเขมขน

0.25-2 mg/mL จะอยูระหวาง 3.68-3.87 ซึ่งไมมี

ความแตกตางกัน แสดงใหเห็นถึงปริมาณ cell lysate

ที่มากเกินพอ จึงเลือกความเขมขน 0.125 mg/mL ซึ่ง

ใหคาสัญญาณเปน 3.44 ในการทดลองตอไป ดังแสดง

ในภาพที่ 3A 

การศกึษาปรมิาณ peptide substrate ท่ีเหมาะสม

ในการเคลือบไมโครเพลท และการศึกษาความเขมขนที่

เหมาะสมของ ATP ในปฏิกิริยา พิจารณาดวยหลักการ

เดียวกัน สำหรับ peptide substrate พบวาที่ปริมาณ 

0.031 µg ตอหลุมขึ้นไป จะใหคาสัญญาณที่สูงกวากลุม

ควบคุมอยางมีนัยสำคัญทางสถิติ และจะเริ่มคงที่เมื่อมี

ปริมาณตั้งแต 0.5 µg ตอหลุม ดังแสดงในภาพที่ 3B 

จงึเลอืกใชปรมิาณ 0.25 µg ตอหลมุ ในการทดลองตอไป 

สวน ATP จะใหคาสัญญาณที่สูงกวากลุมควบคุมอยาง

มีนัยสำคัญทางสถิติ ตั้งแตความเขมขน 3.1 nM ขึ้นไป

และจะเริ่มคงที่ที่ความเขมขนตั้งแต 50 nM จึงเลือกใช

ความเขมขน 25 nM ในการทดลองตอไป ดังแสดงใน

ภาพที่ 3C

สำหรับเวลาที่เหมาะสมในการทำปฏิกิริยาไคเนส 

พบวาคาสญัญาณจะสงูขึน้อยางมนียัสำคัญทางสถิต ิเมือ่ทำ

ปฏิกิริยาตั้งแต 10 นาทีขึ้นไป และจะสูงขึ้นอยางตอเนื่อง

เมื่อทำปฏิกิริยานานขึ้น โดยที่เวลา 30 และ 60 นาที 

จะใหคาสัญญาณเปน 3.24 และ 3.76 ซึ่งแตกตางกัน

อยางมีนัยสำคัญทางสถิติ เมื่อพิจารณา Z′ factor ซึ่งเปน

พารามเิตอรหลกัในการทดสอบความใชไดของระบบ พบ
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วาคา Z′ factor ของระบบทดสอบเปน 0.83 และ 0.89 

ซึง่ใกลเคยีงกันและผานเกณฑการยอมรบั เพือ่ไมใหระบบ

ทดสอบนี้ใชเวลามากเกินไป จึงเลือกใชเวลา 30 นาที

ในการทำปฏิกิริยา ดังแสดงในภาพที่ 3D

การทดสอบความคงทนตอตัวทำละลาย (solvent 

tolerance) ของระบบทดสอบ

การทดสอบความคงทนตอตวัทำละลายของระบบ

พบวาตัวทำละลายเอทานอลและ DMSO จะเริ่มทำให

คาสัญญาณลดลงอยางมีนัยสำคัญทางสถิติ ตั้งแต

ความเขมขน 6% และ 8% ตามลำดับ โดยจะทำใหคา

สญัญาณลดลงเหลือ 74.02±12.67% และ 74.40±6.91% 

ตามลำดับ ดังแสดงในภาพท่ี 4A การทดสอบกับสาร

ทดสอบจึงไมควรมีตัวทำละลายเหลานี้เกินความเขมขน

ดังกลาว

การตรวจสอบความถูกตองของระบบทดสอบ

การตรวจสอบความถูกตองของระบบโดยทดสอบ

กับสารที่มีฤทธิ์ยับยั้งมะเร็ง พบวาสารกลุมที่มีฤทธิ์ยับยั้ง

การทำงานของไทโรซนีไคเนสท้ัง 6 ชนดิ ไดแก axitinib, 

crizotinib, sunitinib, gefitinib, erlotinib และ

lapatinib ลดคาสัญญาณในระบบตามความเขมขนที่

เพิ่มขึ้น ดังกราฟแสดงความสัมพันธของความเขมขน

สารแตละชนิดกับคารอยละการยับย้ังการทำงานของ

ไทโรซีนไคเนส ดังแสดงในภาพที่ 4B โดยเมื่อคำนวณคา

IC
50 

ของสารกลุมน้ี พบวา sunitinib, crizotinib,

axitinib, gefitinib และ erlotinib มีฤทธิ์ยับยั้ง

การทำงานของไทโรซีนไคเนสสูง โดยมีคา IC
50 

อยูใน

ชวง 0.1-2.5 µg/mL ในขณะที่ lapatinib มีฤทธิ์ยับยั้ง

การทำงานของไทโรซีนไคเนสต่ำกวาสารอื่นในกลุม

โดยมีคา IC
50
 เปน 88.53±9.95% ดังแสดงในตารางที่ 4

สวน doxorubicin ซึ่งเปนสารยับยั้งมะเร็งกลไกอื่น

ไมลดคาสัญญาณ ยกเวนที่ความเขมขน 100 µg/mL

การทดสอบความใชไดของระบบทดสอบ

การทดสอบความใชไดของระบบกรณทีดสอบตาง

หลุม (intra-plate) พบวาคา Z′ factor, %CV
max

, 

%CV
mid

, %CV
min

 และ SD
mid-normalized

 ของแตละ

ไมโครเพลทอยูในชวง 0.77-0.96, 1.06-7.05, 0.71-

12.09, 4.45-13.13 และ 0.44-4.15 ตามลำดับ

ซึ่งทุกคาอยูในเกณฑการยอมรับ ดังแสดงในตารางที่ 5

การทดสอบความใชไดของระบบกรณีทดสอบตาง

ไมโครเพลท (inter-plate) และตางวัน (inter-day) 

พบวาผลตางของคารอยละการยับยั้งการทำงานของ

ไทโรซีนไคเนส (%inhibition) ระหวางไมโครเพลท

และระหวางวันอยูในชวง 0.08-5.67 และ 0.08-13.07 

ตามลำดับ ซึ่งนอยกวา 15% และอยูในเกณฑการยอมรับ

ดังแสดงในตารางที่ 6 ผลการศึกษานี้จึงแสดงใหเห็นวา

ระบบทดสอบที่พัฒนาขึ้นสามารถทำซ้ำได

การทดสอบฤทธิ์ยับยั้งการทำงานของไทโรซีนไคเนส

ในตัวอยางสารสกัดสมุนไพร

เมื่อนำระบบทดสอบสำหรับคัดกรองสารยับยั้ง

การทำงานของเอนไซมไทโรซีนไคเนสที่พัฒนาขึ้น

ทดสอบกับตัวอยางสารสกัดเอทานอลจากพืช 120 ชนิด

จำนวน 180 ตัวอยาง พบสารสกัดจากพืช 5 ชนิด ไดแก

สารสกัดจากทับทิม วานหอมแดง มะยม น้ำนมราชสีห

และพลู มีคา IC50 สำหรับฤทธิ์ยับยั้งการทำงานของ

ไทโรซีนไคเนสเปน 16.25±3.27, 23.16±1.94,

30.59±7.47, 50.44±1.64 และ 73.82±10.45 µg/mL

ตามลำดับ ในขณะที่ gefitinib ซึ่งเปนสารควบคุมบวก

มีคา IC50 เปน 1.71±0.50 µg/mL ดังแสดงในตารางที่ 

7 สำหรับสารสกัดสมุนไพรอีก 175 ตัวอยาง พบวามีคา 

IC50 มากกวา 100 µg/mL

เนื่องจากระบบทดสอบที่พัฒนาขึ้นเปนระบบ

ทดสอบสำหรับคัดกรองเบื้องตน และใชปฏิกิริยา

ทางชีวเคมีในการทดสอบ การศึกษานี้จึงคัดเลือก

สารสกัดสมุนไพรที่แสดงฤทธิ์ยับยั้งการทำงานของ

ไทโรซีนไคเนสที่ IC50 < 100 µg/mL ไดแก ทับทิม วาน

หอมแดง มะยม น้ำนมราชสีห และพลู ทดสอบฤทธิ์

ยับยั้งการเจริญ และฤทธิ์ยับยั้งการแพรกระจายของเซลล

มะเรง็ เพือ่ตรวจสอบยนืยนัฤทธิต์านมะเรง็ในเซลลมะเร็ง

เพาะเลี้ยง
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ภาพที่ 3 ผลการศึกษาสภาวะท่ีเหมาะสมสำหรับทำปฏิกิริยาไคเนส (A) การศึกษาความเขมขนที่เหมาะสมของ

cell lysate โดยเติม cell lysate ของเซลลเพาะเลี้ยง HeLa ที่ความเขมขน 0-2 mg/mL ในปฏิกิริยา

และตรวจวัดคาสัญญาณที่เกิดจากการทำงานของไทโรซีนไคเนส (B) การศึกษาปริมาณที่เหมาะสมของ

peptide substrate โดยเคลือบเปปไทด KKKAEEEEYFELVAC ที่เชื่อมกับ biotin ที่ไมโครเพลท

ปรมิาณ 0-2 µg ตอหลุม และทำปฏกิริยิาไคเนส เพือ่ตรวจวดัคาสญัญาณทีเ่กดิขึน้ (C) การศกึษาความเขมขน

ที่เหมาะสมของ ATP ในปฏิกิริยา โดยเติม ATP ในปฏิกิริยาใหความเขมขนสุดทายเปน 0-200 nM

และตรวจวัดคาสัญญาณท่ีเกิดข้ึน (D) การศึกษาระยะเวลาที่เหมาะสม สำหรับการทำปฏิกิริยาไคเนส

โดยทำปฏิกิริยาไคเนส 0, 5, 10, 15, 30 และ 60 นาที และตรวจวัดคาสัญญาณที่เกิดขึ้น ทดสอบ 3 ครั้ง 

ครั้งละ 3 ซ้ำ

การทดสอบฤทธิ์ยับยั้งการเจริญของเซลลมะเร็ง

ในตัวอยางสารสกัดสมุนไพร

การทดสอบฤทธิ์ยับยั้งการเจริญของเซลลมะเร็ง 

พบวาสารสกดัจากวานหอมแดงและพลมีูคา IC50 สำหรบั

ฤทธิ์ยับยั้งการเจริญของเซลลมะเร็งเทากับ 89.89±6.31 

และ 90.91±2.21 µg/mL สวนสารสกัดจากทับทิม 

มะยม และน้ำนมราชสีห มีคา IC50 มากกวา 100 µg/mL

ในขณะที่  gefitinib ซึ่งเปนสารควบคุมบวกมีคา

IC50 เปน 19.58±0.17 µg/mL เมื่อพิจารณาคารอยละ

การยับยั้งการเจริญของเซลลมะเร็ง พบวาที่ความเขมขน

100 µg/mL สารสกัดจากวานหอมแดงและพลูยับยั้ง

การเจริญของเซลลมะเร็งรอยละ 64.99±7.34 และ 
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สาร IC
50
 (µg/mL)

Axitinib
Crizotinib
Sunitinib
Gefitinib
Erlotinib
Lapatinib
Doxorubicin

1.58±0.54
0.50±0.01
0.12±0.02
2.11±0.17
2.16±0.13
88.53±9.95
> 100

ตารางที่ 4 คา IC
50

 ของสารที่มีฤทธิ์ยับยั้งมะเร็งที่ได

 จากการทดสอบดวยระบบทดสอบสำหรับ

 คัดกรองสารยับยั้งการทำงานของเอนไซม

 ไทโรซีนไคเนส

ภาพที่ 4 ผลการทดสอบความคงทนตอตวัทำละลายและการตรวจสอบความถกูตองของระบบทดสอบสำหรบัคดักรอง

สารยับยั้งการทำงานของเอนไซมไทโรซีนไคเนส (A) การทดสอบความคงทนตอตัวทำละลาย โดยเติมตัว

ทำละลายเอทานอล และ DMSO ที่ความเขมขน 0-10% ในปฏิกิริยาไคเนสและเปรียบเทียบคา

สญัญาณท่ีเกดิข้ึน เพ่ือตรวจสอบผลกระทบของตวัทำละลายทีม่ตีอระบบทดสอบ (B) ความสมัพนัธของความ

เขมขนสารแตละชนดิกบัคารอยละการยบัยัง้การทำงานของไทโรซนีไคเนส ตรวจสอบความถกูตองของระบบ

โดยทดสอบกบัสารท่ีมฤีทธิย์บัยัง้มะเรง็ 7 ชนดิ ทีค่วามเขมขน 0.03-100 µg/mL ทดสอบ 3 ครัง้ ครัง้ละ 3 ซ้ำ

62.93±8.18 ตามลำดับ สวนสารสกัดจากมะยมแสดง

ฤทธิ์ยับยั้งการเจริญของเซลลมะเร็งใกลเคียงกัน ในชวง

ความเขมขนที่ทดสอบ ตั้ งแต  3-100 µg/mL

เฉลี่ยรอยละ 49.00±2.66 ในขณะที่สารสกัดจากทับทิม

และน้ำนมราชสีหยับยั้งการเจริญของเซลลมะเร็งเพียง

การทดสอบฤทธิย์บัยัง้การแพรกระจายของเซลลมะเรง็

ในตัวอยางสารสกัดสมุนไพร

การทดสอบฤทธิ์ยับยั้งการแพรกระจายของเซลล

มะเร็ง พบวาสารสกัดจากพลูยับยั้งการแพรกระจาย

อยางมีนัยสำคัญทางสถิติ (p < 0.05) ที่ความเขมขน 30

และ 10 µg/mL โดยยับยั้งรอยละ 98.58±1.23 

และ 50.86±9.97 ตามลำดับ สวนสารสกัดจาก

วานหอมแดงยับยั้งการแพรกระจายอยางมีนัยสำคัญ

ทางสถติ ิ(p < 0.05) ทีค่วามเขมขน 30 µg/mL โดยยบัย้ัง

รอยละ 47.08±2.90 ในขณะที่สารสกัดจากมะยม 

ทับทิม และน้ำนมราชสีห ไมแสดงฤทธิ์ที่ความเขมขนท่ี

ทดสอบ สำหรบั gefitinib ซึง่เปนสารควบคมุบวก ยบัยัง้

การแพรกระจายอยางมีนัยสำคัญทางสถิติ (p < 0.05) 
ที่ความเขมขน 30 และ 10 µg/mL โดยยับยั้งรอยละ 
99.97±0.04 และ 86.57±11.77 ตามลำดับ ดังแสดง
ในตารางที่ 7

รอยละ 21.75±5.43 และ 22.26±1.02 ตามลำดับ

ที่ความเขมขน 100 µg/mL สำหรับ gefitinib ซึ่งเปน

สารควบคุมบวก ยับยั้งการเจริญของเซลลมะเร็งรอยละ 

82.65±4.64 ที่ความเขมขน 100 µg/mL
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พารามิเตอร Z’ factor %CVmax %CVmid %CVmin  SDmid-normalized

วันที่ 1
plate 1
plate 2
plate 3

0.93
0.89
0.96

2.04
3.27
1.06

0.76-4.12
1.17-6.44
1.30-7.75

13.04
6.70
8.42

0.62-1.77
1.08-2.56
1.21-3.28

วันที่ 2
plate 1
plate 2
plate 3

0.95
0.94
0.84

1.61
1.45
5.14

0.83-7.19
1.43-12.09
4.28-9.21

4.45
12.65
5.13

0.44-2.35
1.31-3.85
1.07-4.15

วันที่ 3
plate 1
plate 2
plate 3

0.87
0.82
0.77

3.96
5.35
7.05

2.07-4.71
0.71-7.29
1.22-4.06

6.74
13.13
8.15

0.90-2.56
0.69-3.68
0.22-3.00

เกณฑการยอมรับ ≥ 0.5 ≤ 20 ≤ 20 ≤ 20 ≤ 20

ตารางที่ 6  ผลตางของคารอยละการยบัยัง้การทำงานของไทโรซนีไคเนสระหวางไมโครเพลทและระหวางวนั เม่ือทดสอบ

 กับสาร gefitinib ที่ความเขมขนตางๆ

ความเขมขน
gefitinib 
(µg/mL)

คาเฉลี่ย
%inhibition

เกณฑการยอมรับ

ผลตางของคารอยละการยับยั้งการทำงานของไทโรซีนไคเนส (%)

inter-plate
inter-day

วันที่ 1 วันที่ 2 วันที่ 3

0.25
0.50
1.00
2.00
4.00
8.00

5.77±2.12
13.50±2.87
25.72±3.57
42.65±4.63
62.62±3.37
79.29±1.85

< 15

0.95-2.84
0.90-2.34
2.44-5.67
0.14-3.88
0.44-3.24
0.15-2.05

0.59-2.23
0.28-2.95
0.55-1.44
0.08-2.58
0.25-1.84
0.17-0.49

0.45-2.71
1.25-2.71
2.68-5.58
1.17-3.59
0.46-3.09
0.31-2.67

0.27-5.95
0.09-7.53
0.25-10.50
0.08-13.07
0.25-9.89
0.15-5.37

ตารางที่ 5  คาพารามิเตอรตางๆ จากการทดสอบความใชไดของระบบทดสอบ เพื่อคัดกรองสารยับยั้งการทำงาน

 ของเอนไซมไทโรซีนไคเนส กรณีทดสอบตางหลุม

ตารางที่ 7  ผลการศกึษาฤทธิย์บัยัง้การทำงานของไทโรซนีไคเนส ฤทธิย์บัยัง้การเจรญิ และฤทธิย์บัยัง้การแพรกระจาย

 ของเซลลมะเร็ง ของสารสกัดสมุนไพร 5 ชนิด

สมุนไพร สวนที่ใช

ฤทธิ์ยับยั้ง
การทํางานของ
ไทโรซีนไคเนส

(IC
50
, µg/mL)

ฤทธิ์ยับยั้งการเจริญ
ของเซลลมะเร็ง

(IC
50
, µg/mL)

ฤทธิ์ยับยั้งการแพรกระจาย
ของเซลลมะเร็ง (%inhibition)

30 µg/mL 10 µg/mL

วานหอมแดง เหงา 23.16±1.94 89.89±6.31 47.08±2.90 5.53±1.39

พลู ใบ 73.82±10.45 90.91±2.21 98.58±1.23 50.86±9.97

มะยม เปลือกตน 30.59±7.47 > 100 - -

ทับทิม กิ่งและใบ 16.25±3.27 > 100 - -

น้ำนมราชสีห ทุกสวน 50.44±1.64 > 100 - -

Gefitinib 
(positive control)

1.71±0.50 19.58±0.17 99.97±0.04 86.57±11.77
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วิจารณ

ระบบทดสอบฤทธิ์เปนปจจัยหนึ่งที่มีความสำคัญ

ในการพัฒนายา การเลือกใชระบบทดสอบท่ีเหมาะสม

จะชวยใหคนพบสารออกฤทธิ์ที่อาจนำไปพัฒนาตอยอด

เปนสารตนแบบทางยาได ระบบทดสอบที่ดีสำหรับการ

ทดสอบฤทธิ์เบื้องตน ควรตรวจวัดฤทธิ์ทางเภสัชวิทยา

ที่สนใจได ทำซ้ำได มีความคงทนตอสารเคมี มีคุณภาพ 

และประหยัดตนทุน(28) การวิเคราะหระดับการทำงาน

ของไทโรซีนไคเนส เพ่ือคนหาสารที่มีฤทธิ์ยับยั้งการ

ทำงานของโปรตีนดังกลาวนั้นทำไดหลายหลักการ

ซึ่ง ELISA เปนหลักการหนึ่งที่ถูกนำมาใชพัฒนาระบบ

ทดสอบ ระบบทดสอบหลักการ ELISA น้ันงายและ

สามารถปฏิบัติไดในหองปฏิบัติการท่ัวไป มีทั้งรูปแบบ

ที่ใชเซลล (cell-based assay)(14,15) และรูปแบบที่ใช

ปฏกิริยิาทางชวีเคมี (biochemical assay)(16-18)  อยางไร

ก็ตามยังมีขอจำกัด ระบบทดสอบที่ใชเซลลตองทดสอบ

สารกับเซลลในแตละหลุมของไมโครเพลทกอน แลว

จึงเตรียม cell lysate และถายไปยังอีกไมโครเพลทหนึ่ง 

เพือ่วเิคราะหการทำงานของไทโรซีนไคเนส แตผลของสาร

ทดสอบอาจทำใหเซลลในแตละหลุมมีจำนวนมากนอย

ตางกัน การจะควบคุมใหมีความเขมขนเทากันจึงเปน

เร่ืองยาก สวนระบบทดสอบที่ใชปฏิกิริยาทางชีวเคมีมัก

ใชโปรตีนที่บริสุทธิ์ซึ่งมีราคาสูง และจำเพาะตอไทโรซีน-

ไคเนสชนิดหน่ึงๆ เทาน้ัน ระบบทดสอบท่ีพัฒนาขึ้นนี้

ไมจำเปนตองใชโปรตีนท่ีบริสุทธิ์ ไมจำเพาะกับโปรตีน

ชนิดใดชนิดหน่ึง และไมมีความยุงยากในการควบคุม

ความเขมขนของ cell lysate จึงอาจเปนทางเลือกหนึ่ง

สำหรบัใชในการคดักรองสารท่ีมีฤทธิย์บัยัง้การทำงานของ

ไทโรซีนไคเนสได

การศึกษาน้ีเลือกศึกษาการแสดงออกของยีน 

EGFR, HER2, MET และ KIT ในเซลลมะเร็ง

เพาะเลี้ยงชนิดตางๆ เพื่อคัดเลือกเซลลสำหรับพัฒนา

ระบบทดสอบ เนื่องจากยีนทั้งสี่ชนิดเปนยีนของโปรตีน

กลุมไทโรซนีไคเนสทีเ่ปนเปาหมายการรกัษา และมยีาทีไ่ดรบั

การขึ้นทะเบียนจากองคการอาหารและยา สหรัฐอเมริกา

แลว(6,7)  ผลการศึกษาพบวาเซลลเพาะเล้ียงชนิดมะเร็ง

ปากมดลูก (HeLa), มะเรง็ตบั (PLC/PRF/5),  มะเรง็

ทอน้ำดี (KKU-100) และมะเร็งเตานม (MCF-7)

มีการแสดงออกของยีนกลุมนี้ทั้งหมด ซึ่งสอดคลองกับ

การศึกษาที่พบวาเซลลมะเร็งจากคนไขมีการแสดงออก

ของโปรตนีของยนีกลุมดงักลาว(29-31)  สำหรบัการตรวจวดั

ระดับการทำงานของไทโรซีนไคเนสของเซลลมะเร็งเพาะ

เล้ียงทั้งส่ีชนิด พบวาเซลล HeLa ใหคาสัญญาณสูงสุด 

สอดคลองกบัผลการศกึษาการแสดงออกของยนี ซึง่พบวา

เซลล HeLa มกีารแสดงออกของยนีทัง้สีช่นดิสงูกวาเซลล

อ่ืนโดยภาพรวม อยางไรก็ตามเนื่องจากระบบทดสอบ

ที่พัฒนาขึ้นไมจำเพาะกับโปรตีนไทโรซีนไคเนสชนิดใด

ชนิดหนึ่ง คาสัญญาณที่เกิดขึ้นจึงอาจเกิดจากการทำงาน

ของไทโรซีนไคเนสชนิดอื่นที่พบในเซลล HeLa รวมดวย 

เชน Janus kinase (JAK), focal adhesion kinase 

(FAK), platelet-derived growth factor receptors 

(PDGFR) และ fibroblast growth factor receptors 

(FGFR) เปนตน(32)

การหาสภาวะที่เหมาะสมสำหรับปฏิกิริยาไคเนส 

พบวาการเพิ่มความเขมขนของ cell lysate, peptide 

substrate และ ATP ทำใหคาสัญญาณจากการตรวจ

วัดระดับการทำงานของไทโรซีนไคเนสเพิ่มขึ้น เมื่อเพิ่ม

ความเขมขนถึงระดับหนึ่ง คาสัญญาณจะเริ่มคงที่ แสดง

ใหเห็นถึงปริมาณที่มากเกินพอ ซึ่งอาจสงผลกระทบตอ

การทดสอบฤทธิ์สาร การเลือกความเขมขนที่เหมาะสม

จงึควรเลอืกความเขมขนทีย่งัอยูในระยะเอกซโพเนนเชียล

(exponential phase) และทำใหไดคาสัญญาณที่สูง

เพยีงพอ การศกึษานีจ้งึเลอืก cell lysate 0.125 mg/mL,

peptide substrate 0.25 µg ตอหลมุ และ ATP 25 nM

ในการทำปฏิกิริยา สำหรับการหาระยะเวลาที่เหมาะสม 

พิจารณาดวยหลักการเดียวกัน เพื่อไมใหระบบทดสอบ

ที่พัฒนาข้ึนใชเวลามากเกินไป จึงเลือกใชเวลา 30 นาที

ในการทำปฏกิริยิา เนือ่งจากใหคาสญัญาณทีส่งู และใหคา 

Z′ factor ที่ใกลเคียงกับการทำปฏิกิริยา 60 นาที 

ซึ่งสภาวะที่ไดนี้อาจแตกตางจากระบบทดสอบลักษณะ

เดียวกันในการศึกษาอื่น(16-18, 21) เนื่องจากเซลล โปรตีน 

หรือซับสเตรตที่ใชตางกัน

การศึกษานี้ไดทดสอบความคงทนของระบบ

ทดสอบทีพ่ฒันาขึน้ตอตวัทำละลายทีน่ยิมใชในการละลาย

สารทดสอบ ไดแก เอทานอลและ DMSO เนื่องจาก

สารละลายทัง้สองชนดิมคุีณสมบตัทิำใหโปรตีนตกตะกอน
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หรือเสียสภาพ(33,34) จึงอาจสงผลกระทบตอเอนไซมใน

ปฏิกิริยาไคเนส ผลการทดสอบพบวาสารละลายทั้ง

สองชนิดจะทำใหคาสัญญาณลดลงอยางมีนัยสำคัญ

ตั้งแตความเขมขน 6% และ 8% ตามลำดับ โดยทั่วไป

การทดสอบฤทธิข์องสารมกัมสีารละลายในสดัสวน 0.1%

ถึง 5%(34) จึงแสดงใหเห็นวาระบบทดสอบที่พัฒนาขึ้น

มีความคงทนตอตัวทำละลายท้ังสองชนิด การศึกษาน้ี

ยังไดตรวจสอบความถูกตองของระบบทดสอบโดยใช

สารท่ีมีฤทธิ์ยับยั้งมะเร็ง ผลการศึกษาพบวาสารกลุมที่

มีฤทธิ์ยับยั้งไทโรซีนไคเนสทั้งหมดลดคาสัญญาณของ

ระบบ ขณะที่สารที่มีฤทธิ์ยับยั้งมะเร็งดวยกลไกอื่นไมลด

คาสัญญาณโดยรวม จึงแสดงใหเห็นวาระบบทดสอบ

ที่พัฒนาขึ้นสามารถใชในการตรวจสอบฤทธิ์ ยับยั้ง

การทำงานของไทโรซีนไคเนสได อยางไรก็ตามพบการ

ลดลงของคาสญัญาณเล็กนอยจากการทดสอบสารทีม่ฤีทธิ์

ยับยั้งมะเร็งดวยกลไกอ่ืนท่ีความเขมขน 100 µg/mL

ซ่ึงอาจเกิดจากปริมาณสารท่ีมากเกินไปรบกวนการทำ

ปฏกิริยิา ระบบทดสอบน้ีจึงอาจมีขอจำกดัในกรณทีดสอบ

กับสารที่มีความเขมขนมากเกินไป

การศึกษานี้ใช Z′ factor เปนพารามิเตอร

หลักในการตรวจสอบคุณภาพและความใชไดของระบบ 

โดย Z′ factor เปนพารามิเตอรที่แสดงชวงความกวาง

ของคาสัญญาณ ระบบทดสอบที่มีคา Z′ factor ตั้งแต 

0.5 ขึ้นไปถือวาเปนระบบทดสอบท่ีดี(23) จึงใชคานี้

ในการกำหนดเกณฑการยอมรบั นอกจากนีย้งัใช %CV และ 

SD เพือ่ตรวจสอบความแปรปรวนของคาสัญญาณ และใช

ผลตางของคา %inhibition ตรวจสอบความแตกตางของ

การทดสอบระหวางไมโครเพลทและระหวางวัน(22) ผล

การศึกษาพบวาคาพารามิเตอรทุกคาผานเกณฑการ

ยอมรับ จึงแสดงใหเห็นวาระบบทดสอบท่ีพัฒนามี

คุณภาพและสามารถทำซ้ำได

การทดสอบกับตัวอยางสารสกัดสมุนไพรจำนวน

180 ตัวอยาง จากพืช 120 ชนิด พบสารสกัด 5 ชนิด

แสดงฤทธิ์ยับยั้งการทำงานของไทโรซีนไคเนสที่ IC
50

< 100 µg/mL  คอื ทบัทมิ วานหอมแดง มะยม นำ้นมราชสหี

และพล ูเนือ่งจากระบบทดสอบท่ีพัฒนาเปนระบบทดสอบ

สำหรับคัดกรองเบื้องตน และใชปฏิกิริยาทางชีวเคมี

ในการทดสอบ อาจถูกรบกวนจากสารอื่น เชน สารที่มี

คุณสมบัติทำใหโปรตีนเส่ือมสภาพ จึงมีความจำเปน

ตองตรวจสอบยืนยันฤทธิ์ตานมะเร็งในเซลลมะเร็ง

เพาะเลี้ยงอีกครั้ง เนื่องจากไทโรซีนไคเนสเก่ียวของ

กับกระบวนการเจริญ และการแพรกระจายของเซลล

มะเร็ง การศึกษานี้จึงเลือกที่จะศึกษาฤทธิ์ยับยั้งการ

เจริญและฤทธิ์ยับยั้งการแพรกระจายของเซลลมะเร็ง

ของสารสกัดทั้ง 5 ชนิด เพื่อตรวจสอบยืนยันฤทธิ์ตาน

มะเร็ง ผลการศึกษาพบวา สารสกัดจากใบพลูแสดง

ฤทธิ์ยับยั้งการแพรกระจายของเซลลมะเร็งอยางมีนัย

สำคัญทางสถิติที่ความเขมขน 30 และ 10 µg/mL

สวนสารสกดัจากเหงาวานหอมแดงยบัยัง้การแพรกระจาย

ของเซลลมะเร็งอยางมีนัยสำคัญทางสถิติเฉพาะท่ี

ความเขมขน 30 µg/mL โดยสารสกัดทั้งสองชนิดนี้

มีคา IC
50

 สำหรับฤทธิ์ยับยั้งการเจริญของเซลลมะเร็ง

ต่ำกวา 100 µg/mL แสดงใหเห็นถึงฤทธิ์ตานมะเร็งใน

เซลลเพาะเลี้ยง สอดคลองกับการศึกษาอื่นซึ่งพบวา สาร

สกัดจากพืชท้ังสองชนิดนี้แสดงฤทธิ์ยับยั้งการเจริญของ

เซลลมะเร็งเพาะเลี้ยง(35-38) สำหรับสารสกัดจากเปลือก

ตนมะยม แมจะไมแสดงฤทธิ์ยับยั้งการแพรกระจายของ

เซลลมะเรง็ทีค่วามเขมขนทีท่ดสอบ และมคีา IC
50 

สำหรบั

ฤทธิ์ยับยั้งการเจริญของเซลลมะเร็งสูงกวา 100 µg/mL 

แตสารสกัดชนิดนี้มีคารอยละการยับยั้งการเจริญของ

เซลลมะเรง็ใกลเคยีงกันในชวงความเขมขนทีท่ดสอบ คอื

49.00±2.66% แสดงใหเห็นวาสารสกัดจากเปลือก

ตนมะยมแสดงฤทธิ์ตานมะเร็งไดระดับหนึ่ง โดยยับย้ัง

การเจริญของเซลลในชวงความเขมขนที่กวาง ซึ่งยังไมมี

รายงานการศึกษาฤทธิ์ตานมะเร็งในสารสกัดจากเปลือก

ตนมะยม แตมีรายงานสารออกฤทธิ์บางชนิดที่สกัด

แยกไดจากรากและใบของตนมะยมแสดงฤทธิ์ยับย้ัง

การเจริญของเซลลมะเร็งเพาะเลี้ยง(39, 40) จึงจำเปนตอง

ศึกษาเพิ่มเติม สำหรับสารสกัดจากก่ิงและใบทับทิมและ

ตนน้ำนมราชสีห แมจะแสดงฤทธิ์ดีจากการทดสอบดวย

ระบบทดสอบที่พัฒนาขึ้น แตเมื่อตรวจสอบยืนยัน

ฤทธิ์ตานมะเร็งในเซลลเพาะเลี้ยง พบวาไมแสดงฤทธิ์

ที่ความเขมขนที่ทดสอบ สาเหตุอาจเกิดจาก 1) การ

ตรวจสอบยังไมครอบคลุม เนื่องจากไทโรซีนไคเนส

เกี่ยวของกับหลายกระบวนการ ทั้งการเจริญเติบโต

การแพรกระจาย การลุกลาม และการกระตุนการสราง

หลอดเลือดใหมของเซลลมะเร็ง  แตการศึกษานี้
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ตรวจสอบเฉพาะฤทธิ์ยับยั้งการเจริญและฤทธิ์ยับยั้ง

การแพรกระจายของเซลลมะเร็งเทานั้น จึงอาจตอง

ตรวจสอบเพิ่มเติม 2) สารแสดงฤทธิ์ที่ความเขมขน

สูงกวาที่ทดสอบ เชน สารสกัดจากน้ำนมราชสีห ซึ่งมี

รายงานฤทธิ์ยับยั้งการเจริญของเซลล HeLa ที่ความ

เขมขนสูงกวา 100 µg/mL โดยมีคา IC50 ตอเซลลที่

เพาะเลี้ยงเปนเวลา 24, 48 และ 72 ชั่วโมง เปน > 200,

100.13±10.01 และ 144.60±5.52 µg/mL ตาม

ลำดับ(41)  และ 3) เกิดผลบวกปลอม สารสกัดสมุนไพร

มีสารกลุม tannins เปนองคประกอบ ซึ่งสารกลุมนี้มี

คุณสมบัติทำใหโปรตีนตกตะกอน(42) สารสกัดที่มีสัดสวน

ของสารกลุม tannins สูง อาจทำใหไทโรซีนไคเนสเสีย

สภาพ จนสงผลกระทบตอระบบทดสอบ ซึ่งทับทิมและ

น้ำนมราชสีหตางมีสารกลุมนี้(43,44) ซึ่งอาจเปนสาเหตุ

หนึง่ทีท่ำใหคารอยละการยบัยัง้การทำงานของไทโรซนีไคเนส

สูงเกินจริงจนเกิดผลบวกปลอม

ผลการศึกษานี้แสดงใหเห็นวาระบบทดสอบที่

พัฒนาข้ึนสามารถใชคัดกรอง เพื่อคนหาสารตานมะเร็ง

ที่มีกลไกยับยั้งการทำงานของไทโรซีนไคเนสได อยางไร

ก็ตามอาจเพิ่มประสิทธิภาพของระบบทดสอบไดหาก

ศึกษาปจจัยอื่นที่เกี่ยวของกับปฏิกิริยาไคเนสเพิ่มเติม 

เชน pH อุณหภูมิ ปริมาณ Mg2+ และ Mn2+ รวมถึงสวน

ประกอบในสารละลายบฟัเฟอร และอาจนำไปปรบัเปลีย่น

เพ่ือประยกุตใชในการทดสอบฤทธิท่ี์จำเพาะตอไทโรซนี-

ไคเนสชนิดใดชนิดหน่ึงได โดยใชไทโรซนีไคเนสทีบ่รสิทุธิ์ 

หรือใช cell lysate ของเซลลที่ถูกทำใหมีการแสดงออก

ของโปรตนีทีส่นใจเพิม่สงูขึน้จากการนำยนีของโปรตนีดัง

กลาวเขาสูเซลล  ซ่ึงจำเปนตองทำการตรวจสอบและศกึษา

สภาวะที่เหมาะสมเพิ่มเติม

สรุป

การศึกษาน้ีไดพัฒนาระบบทดสอบสำหรับ

วเิคราะหระดบัการทำงานของเอนไซมไทโรซนีไคเนสดวย

เทคนิค ELISA ซึ่งระบบทดสอบดังกลาวสามารถปฏิบัติ

ไดในหองปฏิบัติการทั่วไป ครอบคลุมไทโรซีนไคเนส

หลายชนิด และประหยัดตนทุน การทดสอบความใชได

ของระบบ พบวาระบบท่ีพฒันาขึน้สามารถตรวจสอบฤทธิ์

ของสารตานมะเร็งที่มีกลไกยับยั้งไทโรซีนไคเนส มีความ

คงทนตอตัวทำละลาย และสามารถทำซ้ำได เมื่อนำระบบ

ทีพ่ฒันานีม้าทดสอบกบัตวัอยางสารสกดัสมนุไพรจำนวน

มาก พบสารที่แสดงฤทธิ์จริง ระบบทดสอบนี้จึงอาจเปน

ทางเลอืกหนึง่ในการใชสำหรบัคดักรองสารทีม่ฤีทธิย์บัยัง้

การทำงานของไทโรซีนไคเนสจากสารหลายชนิด เพื่อนำ

ไปศึกษาและพัฒนาเปนยารักษามะเร็งตอไป
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Development of Tyrosine Kinase Inhibitor 
Screening Assay for Anti-cancer Agents

ABSTRACT Tyrosine kinases play a key role in various cellular signaling pathways, linking to prolife-

ration, migration, invasion and angiogenesis of cancer cells. Many of these are therapeutic targets for 

the treatment of cancers. This study aimed to develop the tyrosine kinase inhibitor assay for compound 

library screening. The assay development was started by investigating the expression levels of genes 

associated with these proteins in four cancer cell lines by quantitative real-time PCR, and measuring the 

tyrosine kinase activity of each cell lysate by ELISA. HeLa cell was chosen for the development. We further 

optimized the assay conditions, and the following were found: cell lysate, 0.125 mg/mL; peptide substrate, 

0.25 µg/well; ATP, 25 nM; and incubation time of 30 minutes was suitable for the kinase reaction. The assay

system was verifi ed by using anti-cancer agents. The results showed that tyrosine kinase inhibitors 

decreased the assay signal. We also validated this assay by quantitative measurement of signal variability. 

It was shown that all parameters met the acceptance criteria, indicating that this assay was reproducible 

and suitable for screening. This developed assay was also used to test 180 medicinal plant extracts, and 

the active extracts were further tested by MTT and transmembrane assays. The results showed that some 

extracts exhibited potential anti-cancer activity in cell lines. Thus, the developed assay could be used for 

screening of tyrosine kinase inhibitors in a large number of samples.
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 therapeutic targets


