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ผลของ 4F-phenyl pyrazole ในการเหนีย่วนำการตายแบบอะพอพโทซิส 
ในเซลลมะเรง็ลำไสใหญและทวารหนัก T84 
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บทคัดยอ 

มะเร็งลำไสใหญและทวารหนักเปนโรคมะเร็งท่ีพบมากเปนอันดับ 2 และจัดเปนมะเร็งท่ีเปนสาเหตุของการเสียชีวิต
มากเปนอันดับ 3 ของโลก การตรวจพบและการเขาถึงการรักษาท่ีลาชาและตนทุนการรักษาท่ีแพง สงผลใหมีอัตราผูเสียชีวิต
คอนขางสูง ในปจจุบันพืชสมุนไพรไทยไดรับความสนใจในการนำไปพัฒนายาตานมะเร็งคอนขางมาก ขิงเปนพืชสมุนไพรท่ีมี
การศึกษาอยางแพรหลาย เนื่องจากมีคุณสมบัติในการรักษาโรค โดยเฉพาะสารออกฤทธ์ิ [6]-shogaol ท่ีมีฤทธิ์ตานการเพ่ิม
จำนวนเซลลมะเร็งหลายชนิด อยางไรก็ตาม ยังมีขอจำกัดหลายประการในการใช [6]-shogaol เพ่ือรักษาเนื่องจากคุณสมบัติ
โครงสรางทางเคมีของสาร งานวิจัยนี้จึงมีวัตถุประสงคเพ่ือศึกษาฤทธ์ิของสารอนุพันธของสาร [6]-shogaol ไดแก PK4F1, 
PK2ME และ PK4NO2 ในการยับย้ังการเจริญเติบโตของเซลลมะเร็งลำไสใหญและทวารหนัก ชนิด T84 การศึกษาลักษณะ
สัณฐานวิทยาของเซลลมะเร็งลำไสใหญและทวารหนัก T84 ภายใตกลองจุลทรรศนพบวาสาร PK4F1 หรือ 4F-phenyl 
pyrazole ยับย้ังการเจริญเติบโตของเซลล T84 ไดใกลเคียงกับผลของสาร [6]-shogaol และดีกวาสาร PK2ME และ 
PK4NO2 นอกจากนี้ยังสามารถยับย้ังการเกิดโคโลนีของเซลล T84 ไดอยางมีประสิทธิภาพ การศึกษาผลของ PK4F1 ตอการ
อยูรอดของเซลลพบวาสารสามารถลดการอยูรอดของเซลล T84 ไดโดยมีคา IC50 อยูท่ี 16.76 ไมโครโมลาร ผลจากการศึกษา
ดวย flow cytometer พบวา PK4F1 ท่ีความเขมขน 20 ไมโครโมลาร สามารถเพ่ิมจำนวนอะพอพโทติกเซลลไดอยางมี
นัยสำคัญ และจากการศึกษาภายใตกลองฟลูออเรสเซนตยังพบวา PK4F1 เหนี่ยวนำใหเกิด phosphatidylserine exposure 
การเกาะกลุมของโครมาติน (chromatin condensation) และการแตกหักของ DNA ซ่ึ งเปน เหตุการณ สำคัญ ใน
กระบวนการอะพอพโทซิส ผลการทดสอบท้ังหมดนี้บงชี้วาสาร PK4F1 มีฤทธิ์ยับย้ังการเจริญเติบโตของเซลลมะเร็งลำไสใหญ
และทวารหนัก T84 โดยการเหนี่ยวนำใหเซลลตายแบบอะพอพโทซิส ดังนั้นสาร PK4F1 จึงมีศักยภาพในการนำมาพัฒนาเปน
ยารักษามะเร็งลำไสใหญและทวารหนักตอไป อยางไรก็ตาม งานวิจัยนี้เปนการศึกษาเบื้องตน การทดสอบเพ่ือศึกษาในเชิง
กลไกเกี่ยวกับฤทธิ์ของสาร PK4F1 ยังมีความจำเปนท่ีตองดำเนินตอไปในอนาคต 
 
คำสำคัญ: 4F-phenyl pyrazol ขิง มะเร็งลำไสใหญและทวารหนัก อะพอพโทซิส 
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Abstract 

Colorectal cancer is the second most common cancer globally and the third leading cause of 
cancer death. A delayed diagnosis and high cost of treatment contribute to high mortality. Thai herbs 
have gained more interest as chemopreventive agents. Ginger is one of the most widely studied herbs 
composing of many bioactive compounds for treating diseases, including [6]-shogaol. Previous studies 
have reported that [6]-shogaol exhibited antiproliferative activity against various human cancer cells. 
However, its therapeutic effects were limited due to physicochemical properties. Therefore, the present 
study aimed to investigate the antiproliferative activity of [6]-shogaol derivatives including PK4F1, PK2ME 
and PK4NO2, on human colorectal (T84) cancer cells. Morphological analysis of T84 cells under a 
microscope revealed that PK4F1, or 4F-phenyl pyrazole, exhibited strong antiproliferative effects 
compared to PK2ME and PK4NO2. The morphological changes observed were comparable to those 
induced by [6]-shogaol. In addition, PK4F1 possessed a tremendous effect on inhibiting colony formation. 
Cells viability assays showed a reduction in T84 cells viability with an IC50 of 16.76 µM. Flow cytometry 
assay showed that treatment with 20 µM of PK4F1 significantly increased apoptotic cell death. Moreover, 
fluorescence microscopy revealed that PK4F1 could induce phosphatidyl serine exposure chromatin 
condensation and DNA fragmentation, a hallmark of apoptosis. These findings suggested that PK4F1 
inhibited the growth of T84 cells in dose-dependent manner by inducing apoptosis. Therefore, PK4F1 
might be a promising candidate for further development as an anti-colorectal cancer agent. Additional 
studies are required to elucidate its underlying mechanisms. 
 
Keywords: 4F-phenyl pyrazole, [6]-shogaol, Colorectal cancer, Apoptosis  
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1. บทนำ 
ปจจุบันโรคมะเร็งจัดเปนปญหาตอระบบสาธารณสุข และเปนสาเหตุการเสียชีวิตอันดับ 3 ของประชากรท่ัวโลก  

โดยเฉพาะโรคมะเร็งลำไสใหญและทวารหนักพบอุบัติการณสูงถึงกวา 100,000 รายตอป และมีแนวโนมท่ีจะเพ่ิมขึ้นอยาง
ตอเนื่อง(1, 2) การรักษาโรคมะเร็งลำไสใหญและทวารหนักใหหายขาดสามารถทำได แตท้ังนี้ข้ึนกับระยะของโรค โดยหากตรวจ
พบตั้งแตระยะเริ่มตน มีโอกาสท่ีจะรักษาใหหายขาดได ปจจุบันการสองกลองลำไสใหญเพ่ือตรวจคัดกรองมะเร็งลำไสใหญและ
ทวารหนักจึงถูกนำมาใชอยางแพรหลาย(3, 4) เนื่องจากชวยใหตรวจพบรอยโรคกอนท่ีจะเปนมะเร็ง อยางไรก็ตามอุบัติการณและ
การเสียชีวิตดวยโรคมะเร็งลำไสใหญและทวารหนักท่ัวโลกยังคงมีแนวโนมเพ่ิมสูงข้ึนทุกป แมปจจุบันความกาวหนาทาง
การแพทยในการรักษาโรคมะเร็งจะเพ่ิมมากข้ึน จากงานวิจัยกอนหนานี้พบวาประเทศกลุมดอยพัฒนามีอัตราการรอดชีวิตจาก
โรคมะเร็งลำไสใหญและทวารหนักนอยกวาประเทศในกลุมท่ีพัฒนาแลว เนื่องจากปญหาทางดานระบบเศรษฐกิจทำใหเกิด
ขอจำกัดในการพัฒนาระบบสาธารณสุขภายในประเทศ สงผลใหผูปวยไมไดรับการวินิจฉัยโรคต้ังแตระยะเริ่มตนรวมถึงไม
สามารถเขาถึงการรักษาได เนื่องจากการรักษามีคาใชจายท่ีคอนขางสูง นักวิจัยจึงไดพยายามคิดคนแนวทางอ่ืน เพ่ือใหผูปวย
เขาถึงการรักษาโรคมะเร็งงายย่ิงข้ึน โดยวิธีการหนึ่งคือการเลือกใชยาสมุนไพรในการรักษาโรคมะเร็งเนื่องจากหาไดงายตาม
ธรรมชาติ และราคาไมแพง  

ขิง (Zingiber officinale) เปนหนึ่งในสมุนไพรทางเลือกท่ีไดรับความนิยมนำมาศึกษาและพัฒนาเปนยารักษามะเร็ง 
เนื่องจากขิงเปนพืชท่ีหาไดงายตามทองถ่ิน และมีสรรพคุณในการรักษาโรคตาง ๆ มากมาย รวมถึงโรคมะเร็งดวย มีการศึกษา
ฤทธิ์ของสารสกัดบริสุทธิ์จากขิง เชน สาร [6]-shogaol ซ่ึงเปนสารออกฤทธิ์ท่ีพบมากในขิง มีคุณสมบัติในการยับย้ังการ
เจริญเติบโต และฆาเซลลมะเร็งหลายชนิดผานการชักนำใหเซลลตายแบบอะพอพโทซิส(5-8) ซ่ึงเปนกลไกท่ีกระตุนใหเซลลตาย
โดยไมมีผลกระทบใหเซลลขางเคียงเกิดการอักเสบ(9) อะพอพโทซิสจึงเปนกลไกเปาหมายของยารักษาโรคมะเร็งท่ีไดรับความ
สนใจในปจจุบัน อยางไรก็ตามการใชสาร [6]-shogaol ยังมีขอจำกัดเนื่องจากลักษณะโครงสรางทางเคมี ท่ีทำใหสารมี
ความสามารถในการละลายน้ำไดนอย และมีชีวปริมาณออกฤทธิ์ (bioavailability) ท่ีไมคอยดี จึงตองมีการดัดแปลงโครงสราง
ของสาร [6]-shogaol เพ่ือเพ่ิมประสิทธิภาพในการรักษา งานวิจัยนี้จึงมีวัตถุประสงคเพ่ือศึกษาการออกฤทธ์ิของสารอนุพันธ
ของ [6]-shogaol ท่ีไดจากขิง ไดแก PK4F1, PK2ME และ PK4NO2 ตอการเหนี่ยวนำใหเกิดการตายแบบอะพอพโทซิสใน
เซลลมะเร็งลำไสใหญและทวารหนักชนิด T84 เซลล (lung metastasis-derived colon carcinoma) ซ่ึงจากการทดลอง
พบวา PK4F1 หรือ 4F-phenyl pyrazole มีประสิทธิภาพในการยับย้ังการเจริญของเซลลมะเร็งลำไสใหญและทวารหนัก T84 
ไดดีท่ีสุด และเหนี่ยวนำใหเกิดการตายของเซลลแบบอะพอพโทซิสได  
 

2. วัสดุและวิธีการ 
2.1 การเตรียมสารสกัด 
สารบริสุทธิ์ [6]-shogaol และสารอนุพันธของสาร [6]-shogaol คือ PK4F1, PK2ME และ PK4NO2 ไดรับความ

อนุเคราะหจาก รศ. ดร.ปกิต กำบุญมา อาจารยประจำสาขาเคมีประยุกต คณะวิทยาศาสตรและศิลปศาสตร มหาวิทยาลัย
เทคโนโลยีราชมงคลอีสาน โดยสารบริสุทธิ์ [6]-shogaol และสารอนุพันธของสาร [6]-shogaol เปนสารท่ีสกัดไดจากเหงาขิง 
แลวทำสารใหบริสุทธ์ิโดยใชคอลัมนโครมาโทกราฟ และพิสูจนเอกลักษณของสารท่ีสกัดไดดวยเทคนิคทางสเปกโทรสโกป  
สารบริสุทธิ์ [6]-shogaol และสารอนุพันธของสาร [6]-shogaol จะถูกนำมาเตรียมเปนสารละลายดวยตัวทำละลาย 
dimethylsulfoxide (DMSO) และนำไปเจือจางตามความเขมขนท่ีตองการสำหรับการทดสอบตอไป  

2.2 การเพาะเลี้ยง และการเตรียมเซลลมะเร็งลำไสใหญและทวารหนักชนิด T84 
เซลลมะเร็งลำไสใหญและทวารหนักชนิด T84 ไดรับความอนุเคราะหจาก ศ. ดร. นพ.ฉัตรชัย เหมือนประสาท  

คณะแพทยศาสตรโรงพยาบาลรามาธิบดี มหาวิทยาลัยมหิดล โดยเซลล T84 จะถูกเพาะเลี้ยงในอาหารเลี้ยงเซลล Dulbecco’s 
Modified Eagle Medium (DMEM, Gibco, USA) ท่ีมีสวนผสมของ fetal bovine serum เขมขนรอยละ 10 (FBS, Gibco, 
USA) และ penicillin/streptomycin เขมขนรอยละ 1 (Invitrogen, USA) ภายในตูบมเพาะเลี้ยงเซลลท่ีมีอุณหภูมิ 37  
องศาเซลเซียส ความเขมขน CO2 รอยละ 5 และความชื้นสัมพัทธรอยละ 95 โดยเปลี่ยนอาหารเลี้ยงเซลลทุก 2-3 วัน   
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2.3 การทดสอบฤทธ์ิของสาร [6]-shogaol และสารอนุพันธตอการเพ่ิมจำนวนของเซลล T84 ดวยวิธี colony 
formation assay  

การเปรียบเทียบฤทธ์ิของสาร [6]-shogaol และสารอนุพันธตอการเจริญเติบโตของเซลล T84 แบบโคโลนี ทดสอบโดย
เตรียมเซลล T84 จำนวน 1 x 104 เซลลตอมิลลิลิตร ในถาดหลุมเลี้ยงเซลลชนิด 24 หลุม การทดสอบแบงเปน 2 กลุม โดย
กลุมท่ีหนึ่ง คือ กลุมควบคุม เติมสารละลาย dimethylsulfoxide (DMSO, Sigma, USA) ท่ีความเขมขนรอยละ 0.1 และกลุม
ท่ีสอง คือ กลุมทดสอบ โดยเติมสารตัวอยาง คือ [6]-shogaol, PK4F1, PK2ME และ PK4NO2 ท่ีความเขมขน 10 ไมโครโมลาร 
เทากัน ลงในแตละหลุม ตามลำดับ จากนั้นเปลี่ยนอาหารเลี้ยงเซลลท่ีมีสารทดสอบทุก ๆ 3 วัน และบมในตูบมเพาะเลี้ยง 
เซลลเปนเวลา 1, 3 และ 7 วัน เม่ือครบเวลาท่ีกำหนด ถายรูปเซลลดวยกลอง inverted light microscope (inverted 
microscope CKX53, Japan) และบันทึกขอมูล เม่ือสิ้นสุดวันท่ี 7 นำเซลลไปวิเคราะหตอดวยวิธี colony formation assay  

การทดสอบฤทธ์ิของสาร PK4F1 ตอการเจริญเติบโตของเซลลแบบโคโลนี ท่ีความเขมขนตาง ๆ โดยเตรียมเซลล T84 
จำนวน 1 x 104 เซลลตอมิลลิลิตร ในถาดหลุมเลี้ยงเซลลชนิด 24 หลุม แลวเติมสาร PK4F1 ท่ีความเขมขน 0, 5, 10, 25, 50, 
75 และ 100 ไมโครโมลาร ลงในแตละหลุม บมในตูเพาะเลี้ยงเซลลเปนเวลา 7 วัน จากนั้นนำเซลลไปวิเคราะหตอดวยวิธี 
colony formation assay  

หลั งจากบม เพาะเซลลครบตามเวลาท่ีกำหนด ล างเซลลด วยสารละลายบัฟ เฟอร  PBS และตรึงเซลลด วย  
paraformaldehyde/PBS เขมขนรอยละ 4 จากนั้นยอมเซลลดวยสี crystal violet เขมขนรอยละ 0.1 ลางสีสวนเกินออก
ดวยน้ำสะอาด และนำมานับจำนวนโคโลนีท่ีเกิดขึ้นในแตละกลุมดวยโปรแกรม ImageJ เพ่ือคำนวณหาคารอยละการ
เจริญเติบโตของเซลลแบบโคโลนี (% colony formation) จากนั้นเติม  glacial acetic acid เขมขนรอยละ 10 เพ่ือละลายสี 
crystal violet ท่ี ยอม ติดเซลลออกมาวัดค าการดูดกลืนแสงด วยเครื่อง microplate reader (Multiskan SkyHigh 
Microplate Spectrophotometer, Thermo Fisher Scientific, USA) ท่ีความยาวคลื่น 600 นาโนเมตร ปริมาณของเซลล
ท่ียอมติดสี crystal violet จะบงชี้เซลลท่ีมีชีวิตรอด  

2.4 การทดสอบฤทธ์ิของสาร PK4F1 ตอความอยูรอดของเซลล ดวยวิธี MTT assay 
เตรียมเซลล T84 จำนวน 1 x 105 เซลลตอมิลลิลิตร พรอมกับเติมสาร PK4F1 ท่ีความเขมขน 0.1, 1, 2.5, 5, 10, 20, 40, 

80 และ 100 ไมโครโมลาร ตามลำดับ โดยเซลล T84 ในกลุมควบคุม จะถูกบมดวยสารละลาย DMSO เขมขนรอยละ 0.1 ใน
อาหารเลี้ยงเซลล จากนั้นนำเซลล T84 ในอาหารเลี้ยงเซลลท่ีมีสารทดสอบท่ีความเขมขนตาง ๆ ท่ีเตรียมไวใสในถาดเพาะเลี้ยง
เซลลชนิด 96 หลุม ๆ ละ 100 ไมโครลิตร นำไปบมในตูเพาะเลี้ยงเซลลเปนเวลา 48 ชั่วโมง เม่ือครบเวลาเติมสารละลาย  
3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide (MTT) ให มีความเขมขนสุดทาย 0.5 มิลลิกรัมตอ
มิลลิลิตรในแตละหลุม บมตอเปนเวลา 4 ชั่วโมง เม่ือครบเวลาดูดสารละลาย MTT ท้ิง แลวเติมสารละลาย DMSO เพ่ือละลาย
ผลึก formazan จากนั้นนำไปวัดคาการดูดกลืนแสงดวยเครื่อง microplate reader ท่ีความยาวคลื่น 570 นาโนเมตร จากนั้น
คำนวณหาคารอยละการอยูรอดของเซลล (% cell viability) จากสูตรดังตอไปนี้ 

 

% cell viability = 
Abs เซลลในหลุมท่ีมีสารทดสอบ 

x 100 
Abs เซลลในหลุมควบคุม 

 

คำนวณความสัมพันธระหวางคารอยละการอยูรอดของเซลลกับความเขมขนของสาร PK4F1 เพ่ือหาคาความเขมขนของ
สาร PK4F1 ท่ีสามารถยับย้ังการเจริญเติบโตของเซลลไดรอยละ 50 (IC50) 

2.5 การทดสอบฤทธ์ิของสาร PK4F1 ตอการชักนำใหเซลล T84 ตายแบบอะพอพโทซิส  
การทดสอบฤทธ์ิของสาร PK4F1 ท่ีชักนำใหเซลล T84 ตายแบบอะพอพโทซิส ดวยเครื่องตรวจวิเคราะหเซลลใน

สารละลาย (flow cytometer) เปนการทดสอบหาการเปลี่ยนแปลงของ phosphatidylserine บนเย่ือหุมเซลล และ DNA 
ดวยการยอมเซลลดวยสียอมฟลูออเรสเซนต Annexin V-FITC และ 7-AAD ตามลำดับ บมเพาะเซลล T84 ท่ีความเขมขน  
2.5 x 105 เซลลตอมิลลิลิตร ในถาดหลุมเลี้ยงเซลลชนิด 12 หลุม แลวเติมสาร PK4F1 ท่ีความเขมขน 10, 20 และ 40 ไมโครโมลาร 
ตามลำดับ นำไปบมในตูเพาะเลี้ยงเซลลเปนเวลา 72 ชั่วโมง จากนั้นเก็บเซลลท้ังหมด ไปปนเหวี่ยงท่ี 1,500 รอบตอนาที ลาง



 

Journal of the Medical Technologist Association of Thailand 

Volume 54 No. 1 April 2026 

บทความวิจัย 

Original Article 

 

66 
 

ดวยสารละลายบัฟเฟอร PBS กอนเติมสารละลาย Annexin V binding buffer ท่ีมีสาร Annexin V-FITC และ 7-AAD และ
บมท่ีอุณหภูมิหองในท่ีมืดเปนเวลา 15 นาที กอนนำไปวิเคราะหหารอยละการตายของเซลลแบบอะพอพโทซิสและการ
เปลี่ยนแปลงของเย่ือหุมเซลลดวยเครื่อง flow cytometer (BD FACSCanto™ II, USA) 

2.6 การศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยาของเซลล T84 ดวยการยอมสีฟลูออเรสเซนต 
เตรียมเซลล T84 จำนวน 2.5 x 105 เซลลตอมิลลิลิตรบน glass cover slide โดยนำเซลลใสแตละหลุมในถาดหลุมเลี้ยง

เซลลชนิด 12 หลุม ท่ีมี glass cover slide วางอยูท่ีกนหลุม เติมสาร PK4F1 ท่ีความเขมขน 10 และ 20 ไมโครโมลาร นำไป
บมในตูเพาะเลี้ยงเซลลเปนเวลา 72 ชั่วโมง เม่ือครบเวลาตรึงเซลลบน glass cover slide ดวย paraformaldehyde/PBS 
เขมขนรอยละ 4 (4% PFA) เปนเวลา 30 นาที จากนั้นลางเซลลดวย 1X PBS กอนนำไปยอมดวยสีฟลูออเรสเซนต คือ DAPI 
(5 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร) PI (5 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร) และ Annexin V-FITC (10 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร) บมเซลลในท่ีมืด 
ท่ีอุณหภูมิหอง เปนเวลา 15 นาที ลางเซลลสวนเกินออกดวย 1X PBS แลวนำเซลลไปตรวจสอบดวยกลอง fluorescence 
microscope (Olympus BX51, Japan) และถายรูปบันทึกขอมูล 

2.7 การวิเคราะหคาทางสถิติ 
ในแตละการทดสอบ นำผลการทดสอบอยางนอย 3 ซ้ำมาคำนวณหาคา mean ± SEM และเปรียบเทียบความแตกตาง

ระหวางกลุมควบคุมกับกลุมทดลองโดยวิธี One-Way ANOVA วิเคราะหแบบ Turkey’s multiple comparison test โดย
ความแตกตางอยางมีนัยสำคัญทางสถิติท่ีความเชื่อม่ันรอยละ 95 ระหวางขอมูลจะถูกพิจารณาท่ี p < 0.05 โดยจะใชโปรแกรม 
GraphPad Prism version 5.0 
 

3. ผลการศึกษา 
3.1 ผลการทดสอบฤทธ์ิของสารบริสุทธ์ิ [6]-shogaol และสารอนุพันธของ [6]-shogaol ตอการเจริญเติบโตของ

เซลล T84 
การทดสอบผลของสารสกัดบริสุทธ์ิ [6]-shogaol และสารอนุพันธของสารสกัดบริสุทธ์ิ [6]-shogaol คือ PK4F1, PK2ME 

และ PK4NO2 ตอเซลลเพาะเลี้ยงมะเร็งลำไสใหญและทวารหนักชนิด T84 โดยการประเมินจากรูปรางลักษณะของเซลลท่ี
เปลี่ยนแปลงไปดวยกลอง inverted light microscope ผลการทดสอบพบวา สาร [6]-shogaol และสารอนุพันธท้ัง 3 ชนิด 
มีผลตอรูปราง และการเจริญเติบโตของเซลล T84 อยางชัดเจน เม่ือสังเกตการเจริญเติบโตของเซลล T84 พบวาเซลล T84 
เจริญเติบโตเพ่ิมจำนวนเปนกลุมโคโลนี ท่ีมีขอบเขตของโคโลนีชัดเจน เกาะพ้ืนผิวแนน และขยายแผกวางตามเวลาเพาะเลี้ยงท่ี
เพ่ิมมากขึ้น (Fig. 1B และ 1C) แตหลังจากเซลล T84 ถูกทดสอบดวยสารตัวอยางท้ัง 4 ชนิด เปนเวลา 1 วัน กลุมโคโลนีของ
เซลล T84 มีขนาดเล็กลง เซลลหดตัว (shrinkage) มีขนาดเล็กลง และเริ่มมีเซลลขนาดเล็กหลุดลอยในอาหารเลีย้งเซลล เปนท่ี
นาสนใจอยางย่ิงเม่ือเปรียบเทียบผลการทดสอบสารตัวอยางท้ัง 4 ชนิดท่ีความเขมขนเทากัน คือ 10 ไมโครโมลาร เปนเวลา  
7 วันพบวา สาร PK4F1 มีผลตอการเจริญเติบโตของเซลล T84 มากท่ีสุดเม่ือเปรียบเทียบกับผลการทดสอบของสาร PK2ME 
และ PK4NO2 และยังใหผลทดสอบท่ีใกลเคียงกับผลของสาร [6]-shogaol คือ มีเซลลรูปรางกลมขนาดเล็กหลุดลอยจำนวน
มากในอาหารเลี้ยงเซลล โดยเซลล T84 ท่ียังมีชีวิตรอดอยูบนพ้ืนผิวเหลือนอยกวาเม่ือเปรียบเทียบกับเซลลในกลุมควบคุมท่ีถูก
ทดสอบดวยตัวทำละลาย DMSO เขมขนรอยละ 0.1 (Fig. 1B) และเม่ือทดสอบดวย colony formation assay พบวา
หลังจากบมเซลล T84 กับสารท้ัง 4 ชนิดท่ีความเขมขน 10 ไมโครโมลาร เปนเวลา 7 วัน ผลการทดสอบพบวา คารอยละของ
การเจริญเติบโตเปนโคโลนีของเซลล T84 หลังจากบมดวยสาร [6]-shogaol, PK4F1, PK2ME และ PK4NO2 เทียบกับกลุม
ควบคุม (DMSO เขมขนรอยละ 0.1) มีคาเทากับ 15.19 ± 7.610, 63.29 ± 6.165, 87.91 ± 9.569 และ 91.00 ± 14.068 
ตามลำดับ จะเห็นไดวา สาร PK4F1 มีฤทธิ์ในการยับย้ังการเจริญเติบโตเปนโคโลนีของเซลล T84 ไดดีท่ีสุด เม่ือเปรียบเทียบกับ
สาร PK2ME และ PK4NO2 (Fig. 1D) จากผลการทดลองนี้ผูวิจัยจึงเลือกนำสาร PK4F1 ไปทดสอบฤทธิ์ตอเซลล T84 ตอไป 
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Fig. 1 Effects of [6]-shogaol and Pyrazole derivatives of [6]-shogaol (PK4F1, PK2ME and PK4NO2) on T84 
cells. (A) The chemical structure of [6]-shogaol and derivatives (PK4F1, PK2ME and PK4NO2). (B) 
Morphology of T84 cells after treated with 10 µM [6]-shogaol and Pyrazole derivatives of [6]-
shogaol for 1, 3 and 7 days as shown in D1, D3 and D7, respectively. Morphology of T84 cells were 
observed under inverted light microscopy (20X). (C) T84 Morphology was observed under inverted 
light microscopy (4X and 10X) following culturing in a T25 flask for 3 days. (D) Colony formation was 
analyzed by crystal violet staining. T84 cells were incubated with [6]-shogaol and derivatives 
(PK4F1, PK2ME and PK4NO2) at concentration of 10 µM for 7 days, The number of T84 colonies 
were significantly decreased by [6]-shogaol and PK4F1 (n = 3). Data were expressed as mean ± SEM.  
#p < 0.05 compared with DMSO-treated cells. 
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3.2 ผลการทดสอบฤทธ์ิของสาร 4F-phenyl pyrazole (PK4F1) ตอการเจริญเปนโคโลนีของเซลล T84  
จากผลการทดสอบฤทธ์ิของสาร PK4F1 ตอการเจริญเติบโตเปนโคโลนีของเซลล T84 ดวยวิธี colony formation assay 

พบวาเม่ือทดสอบดวยสาร ท่ีความเขมขน 5, 10, 25, 50, 75 และ 100 ไมโครโมลาร ตามลำดับ เปนเวลา 7 วัน คารอยละ
ของการเจริญเติบโตเปนโคโลนีของเซลล T84 เปรียบเทียบกับกลุมควบคุมท่ีทดสอบดวย DMSO เขมขนรอยละ 0.1 เทากับ 
78.41 ± 7.720, 59.97 ± 6.830, 17.48 ± 8.740, 0.00 ± 0.000, 0.00 ± 0.000 และ 0.00 ± 0.000 ตามลำดับ (Fig. 2A 
และ 2B) ซ่ึงสอดคลองกับผลการทดสอบหาคาเชิงปริมาณของเซลลท่ียอมติดสี crystal violet โดยการวัดคาการดูดกลืน 
คลื่นแสงท่ี 600 นาโนเมตร มีคาเทากับ 2.920 ± 0.4864, 2.066 ± 0.4698, 1.064 ± 0.3303, 0.056 ± 0.0009, 0.056 ± 
0.0015 และ 0.057 ± 0.0017 ตามลำดับ โดยเปรียบเทียบกับกลุมควบคุมท่ีทดสอบดวย DMSO เขมขนรอยละ 0.1 มีคา
เทากับ 3.518 ± 0.2352 จะเห็นไดวา สาร PK4F1 ท่ีความเขมขนต้ังแต 10 ถึง 100 ไมโครโมลาร มีผลยับย้ังการเจริญเปน
โคโลนีของเซลล T84 อยางมีนัยสำคัญทางสถิติเม่ือเปรียบเทียบกับกลุมควบคุม แสดงใหเห็นวาสาร PK4F1 สามารถยับย้ังการ
เจริญเปนโคโลนีของเซลล T84 แบบแปรผันตามความเขมขนท่ีเพ่ิมมากขึ้น (concentration dependent manner) เปนการ
บงชี้วาสาร PK4F1 มีฤทธิ์ยับย้ังการเพ่ิมจำนวน (proliferation) ของเซลล T84 (Fig. 2) 

 

 
 

Fig. 2 Cell proliferation of T84 cells was assessed by colony formation assay. Cell proliferation of T84 cells 
was investigated after treatment with different concentrations (0-100 µM) of PK4F1 for 7 days. (A) 
Colonies were demonstrated by crystal violet staining. (B) The number of T84 colonies and cell 
viability were significantly decreased by PK4F1 in a dose-dependent manner. Data were expressed 
as mean ± SEM. p < 0.05 compared with DMSO-treated cells. 

 
3.3 ฤทธ์ิของสาร PK4F1 ตอการอยูรอดของเซลล T84  
จากการทดสอบฤทธ์ิของสาร PK4F1 ตอการมีชีวิตรอดของเซลล T84 เปนเวลา 48 ชั่วโมง  โดยใชสารท่ีความเขมขน 0.1, 

1, 2.5, 5, 10, 20, 40, 80 และ 100 ไมโครโมลาร พบการอยูรอดของเซลลท่ีรอยละ 95.97 ± 2.718, 97.85 ± 6.318, 95.41 
± 4.750, 89.76 ± 3.125, 60.53 ± 2.823, 34.23 ± 9.080, 10.05 ± 2.337, 5.02 ± 0.105 และ 5.62 ± 0.331 ตามลำดับ
เม่ือเทียบกับเซลลในกลุมควบคุมท่ีเพาะเลี้ยงในอาหารเลี้ยงเซลลท่ีมี DMSO ท่ีมีรอยละการรอดชีวิตของเซลลท่ี 100 จาก 
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ผลการทดลองพบวาสาร PK4F1 ท่ีความเขมขน 0.1 ถึง 5 ไมโครโมลาร ไมมีฤทธ์ิตอการอยูรอดของเซลล T84 เม่ือเทียบกับ
กลุมควบคุม ในขณะท่ีสาร PK4F1 ท่ีความเขมขน 10 ถึง 100 ไมโครโมลาร สามารถลดการอยูรอดของเซลล T84 ไดอยางมี
นัยสำคัญทางสถิติ (p < 0.05) เม่ือเทียบกับเซลลในกลุมควบคุมท่ีถูกเพาะเลี้ยงในอาหารเลี้ยงเซลลท่ีมี DMSO นอกจากนี้  
จากการทดลองพบวา PK4F1 มีผลตอการอยูรอดของเซลล T84 แบบแปรผันตามความเขมขนท่ีเพ่ิมมากข้ึน โดยมีคาความ
เขมขนท่ีสามารถลดการอยูรอดของเซลลมะเร็ง T84 ไดรอยละ 50 (IC50) เทากับ 16.76 ± 6.156 ไมโครโมลาร (Fig. 3) 

 

Fig. 3 Effect of PK4F1 on cell viability. Cell viability of T84 cells after treatment with PK4F1 was assessed 
using MTT assay. T84 cells were treated with different concentrations of PK4F1 for 48 hours. Cell 
viability was demonstrated as a percentage relative to DMSO-treated cells. Data were presented as 
mean ± SEM of 6 independent experiments. p < 0.05 compared with DMSO-treated cells. 

 
 

3.4 ฤทธ์ิของสาร PK4F1 ในการชักนำใหเซลล T84 ตายแบบอะพอพโทซิส 
เม่ือทำการทดสอบฤทธ์ิของสาร PK4F1 กับเซลล T84 เปนเวลา 72 ชั่วโมง และยอมเซลลดวยสียอม Annexin V-FITC 

รวมกับ  7AAD แลววิเคราะหจำนวนเซลลด วยเครื่อง flow cytometer เม่ือเซลล เกิดการตายแบบอะพอพโทซิส 
Phosphatidylserine ท่ีอยูดานในของเย่ือหุมเซลลจะพลิกออกสูนอกเซลล ซ่ึงสียอม Annexin V-FITC จะสามารถจับ 
phosphatidylserine บนเย่ือหุมเซลลดานนอกได ผลการทดลองพบวาเม่ือทดสอบฤทธ์ิของสารท่ี 20 ไมโครโมลาร เซลลท่ี
ยอมติดสี +Annexin V-FITC/-7AAD ซ่ึงบงบอกถึงเซลลท่ีตายแบบอะพอพโทซิสในชวงระยะแรก (early apoptosis) และ
เซลลท่ียอมติดสี +Annexin V-FITC/+7AAD ซ่ึงบงบอกถึงการตายของเซลลท่ีเขาสูระยะหลังของอะพอพโทซิส (late 
apoptosis) ดังแสดงในชองลางขวาและชองบนขวาของ scatter plot ใน Fig. 4A นั้นเพ่ิมสูงขึ้นอยางมากเม่ือเทียบกับท่ี  
10 ไมโครโมลาร และเซลลในกลุมควบคุมท่ีไมติดสียอม -Annexin V-FITC/-7AAD จากผลการทดลองแสดงใหเห็นวาสาร 
PK4F1 ท่ี 20 ไมโครโมลาร มีผลชักนำใหเซลล T84 ตายแบบอะพอพโทซิส โดยมีผลรวมรอยละของเซลลท่ีตายแบบอะพอพโทซิส 
ท้ังในชวงระยะแรก และระยะหลัง (Fig. 4B) เทากับ 68.40 ± 2.211 ซ่ึงแตกตางจากเซลลในกลุมควบคุมท่ีเพาะเลี้ยงในอาหาร
เลี้ยงเซลลท่ีมี DMSO อยางมีนัยสำคัญทางสถิติ (p < 0.05) 
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Fig. 4 Apoptosis analysis of T84 cells using flow cytometry. T84 cells were treated with PK4F1 at 10 and 
20 µM for 72 h. (A) Representative flow cytometry scatter plots showed increased Annexin V-FITC 
and 7-AAD staining (Q2 and Q4) with increasing concentrations of PK4F1. (B) percentage of viable 
cells as indicated by double-negative staining for annexin V-FITC and 7-AAD. Total percentage of 
cells undergoing apoptosis in early and late apoptosis indicated by +Annexin V-FITC/-7AAD and 
+Annexin V-FITC/+7AAD. Data were presented as mean ± SEM of 3 independent experiments.  
p < 0.05 compared with DMSO-treated cells. 

 
3.5 ผลของสาร PK4F1 ตอการเปลี่ยนแปลงลักษณะทางสัณฐานวิทยาของเซลล T84  
จากการศึกษาผลของสาร PK4F1 ตอการเปลี่ยนแปลงลักษณะทางสัณฐานวิทยาของเซลล T84 หลังจากถูกเหนี่ยวนำให

เกิดการตายแบบอะพอพโทซิสดวยการยอมดวยสียอมฟลูออเรสเซนต DAPI (5 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร) PI (5 ไมโครกรัมตอ
มิลลิลิตร) และ AnnexinV-FITC (10 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร) จากนั้นตรวจดูรูปรางของเซลลและนิวเคลียสท่ีเปลี่ยนไปดวย
กลอง fluorescence microscope ผลการทดสอบพบวา เซลล T84 ท่ีถูกทดสอบกับสาร PK4F1 ท่ีความเขมขน 10 และ 20 
ไมโครโมลาร เปนเวลา 72 ชั่วโมง มีขนาดเล็กลง นิวเคลียสยอมติดสี DAPI เขมขึ้น แสดงถึงนิวเคลียสท่ีมีลักษณะแนนขึ้น 
(chromatin condensation) เม่ือเปรียบเทียบกับเซลลในกลุมควบคุม โดยเฉพาะท่ี 20 ไมโครโมลาร PK4F1 มีการแตกหัก
ของ DNA (DNA fragmentation) ซ่ึงเปนลักษณะเฉพาะ (hallmark) ของการตายแบบอะพอพโทซิส (Fig. 5) นอกจากนั้นยัง
พบการติดสีของ Annexin V-FITC บนเย่ือหุมเซลล T84 เพ่ิมมากข้ึน หลังจากถูกทดสอบดวยสาร PK4F1 ท่ีความเขมขน 10 
และ 20 ไมโครโมลาร ตามลำดับ ซ่ึงบงชี้ถึงการเคลื่อนท่ีของ phosphatidylserine จากดานในออกสูดานนอกของเย่ือหุม
เซลล ซ่ึงเปนอีกหนึ่งลักษณะเฉพาะ ของการตายแบบอะพอพโทซิส (Fig. 5)  
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Fig. 5 Fluorescent micrographs of T84 cell apoptosis after 72 h of exposure with PK4F1. T84 cells were 

stained with DAPI, PI and Annexin V-FITC. Representative photographs of nuclear morphology and 
phosphatidylserine changes. DNA fragmentation was shown by red head arrows. Phosphatidylserine 
exposure was indicated by green fluorescence or positive of Annexin V-FITC staining. Dead  
cells were shown by red fluorescence or positive of PI staining. Images were captured with a 
fluorescence microscope (Olympus BX51, 100x).  

 

4. วิจารณ 
มะเร็งลำไสใหญและทวารหนักจัดเปนหนึ่งในโรคมะเร็งท่ีเปนปญหาอันดับตน ๆ ในระบบสาธารณสุขของไทยรวมถึงหลาย

ประเทศท่ัวโลก(2-4) ปจจุบันมะเร็งลำไสใหญและทวารหนักสามารถรักษาใหหายได โดยการรักษาจะเร่ิมจากการผาตัดเอาลำไส
สวนท่ีเปนมะเร็งออก และตอลำไสสวนท่ีเหลือเขาดวยกัน รวมไปถึงการฉายแสง และการใหยาเคมีบำบัด อยางไรก็ตามการ
รักษายังคงใชเวลา และมีคาใชจายในการรักษาท่ีคอนขางสูง ดวยเหตุนี้นักวิจัยจึงมีความสนใจคิดคนหาแนวทางการรักษาดวย
วิธีอ่ืน ๆ เพ่ือชวยใหผูปวยสามารถเขาถึงการรักษาไดงายข้ึน การรักษาดวยสารสกัดจากสมุนไพรจึงเปนทางเลือกหนึ่งท่ีมีความ
นาสนใจ เนื่องจากหาไดงายตามธรรมชาติ และราคาไมแพง ขิงเปนหนึ่งในพืชสมุนไพรท่ีไดรับความสนใจ และท่ีผานมามี
การศึกษาฤทธ์ิของสารสกัดและสารออกฤทธ์ิจากขิง เชน การศึกษาผลของสาร [6]-shogaol ซ่ึงเปนสารออกฤทธ์ิหลักท่ีพบใน
ขิงตอเซลลมะเร็งหลายชนิด(6-8) โดยสาร [6]-shogaol สามารถยับย้ังการเจริญเติบโตของเซลลมะเร็งไดโดยการชักนำให
เซลลมะเร็งตายแบบอะพอพโทซิส อยางไรก็ตามสาร [6]-shogaol ยังมีขอจำกัดจากลักษณะโครงสรางทางเคมี ท่ีสงผลใหสาร
มีความสามารถในการละลายน้ำต่ำ และมีชีวปริมาณออกฤทธ์ิ (bioaviability) ท่ีไมคอยดี การดัดแปลงโครงสรางของสาร [6]-
shogaol จึงเปนอีกทางเลือกหนึ่งท่ีจะสามารถเพ่ิมประสิทธิภาพของสารออกฤทธ์ิใหสามารถนำไปใชในการพัฒนาเพ่ือรักษา
โรคมะเร็งตอไป งานวิจัยนี้ไดศึกษาประสิทธิภาพของสารอนุพันธของ [6]-shogaol ตอการอยูรอดและการเหนี่ยวนำใหเกิดการ
ตายแบบอะพอพโทซิสในเซลลมะเร็งลำไสใหญและทวารหนัก T84 (lung metastasis-derived colon carcinoma)  
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จากการทดสอบผลของสาร [6]-shogaol และสารอนุพันธของ [6]-shogaol ไดแก PK4F1, PK2ME และ PK4NO2 ดวย
การบมเซลล T84 กับสารท้ัง 4 ชนิด ท่ีความเขมขน 10 ไมโครโมลาร เปนเวลา 3 วัน และตรวจสอบลักษณะของเซลล T84 
ดวยกลอง light microscope ในวันท่ี 1 และ 3 หลังจากบม โดยในวันท่ี 1 พบวา เซลล T84 ท่ีถูกบมเพาะดวยสาร PK4F1, 
PK2ME และ PK4NO2 มีลักษณะเติบโตเปนโคโลนี แตโคโลนีมีขนาดเล็กลง ขอบเซลลขรุขระมากข้ึน และพบเซลลหดกลม
หลุดลอยออกจากพ้ืนผิวมากข้ึนเม่ือบมเซลลกับสารอนุพันธท้ัง 3 ชนิด นานข้ึนเปนเวลา 3 วัน นอกจากนี้ยังสังเกตไดวา 
จำนวนและขนาดของโคโลนีท่ีรอดชีวิตหลังถูกทดสอบดวยสาร PK4F1 มีจำนวนนอยกวาเม่ือเปรียบเทียบกับเซลลท่ีถูกบมดวย
สาร PK2ME และ PK4NO2 อีกท้ังผลการบมเซลล T84 กับสาร PK4F1 ออกฤทธ์ิยับย้ังการเจริญเติบโตของเซลล T84 ไดดี
ท่ีสุด และออกฤทธ์ิใกลเคียงกับสาร [6]-shogaol มากท่ีสุด เม่ือเปรียบเทียบกับสารอนุพันธ PK2ME และ PK4NO2 ซ่ึง
สอดคลองกับการศึกษากอนหนานี้ท่ีพบวา การเติมหมู fluorine ทำใหการออกฤทธิ์ของสารดีย่ิงขึ้น(10, 11) ซ่ึงมีความเปนไปได
วาหมู fluorine บนโครงสรางของสารชวยเพ่ิมคุณสมบัติการละลายในไขมัน (lipophilicity) ชวยใหสารสามารถผานเย่ือหุม
เซลล (cell membrane) ไดดีขึ้น และหมู fluorine ยังเพ่ิมความมีข้ัวของสาร (polarity) ทำใหสารมีความสามารถในการจับ
กับเอนไซมหรือโปรตีนเปาหมายไดดีย่ิงขึ้น และเปนท่ีนาสนใจวาการเติมหมู fluorine เพ่ิมความสามารถในการดึงอิเล็กตรอน 
(electronegativity)(12,13) ทำใหสารมีความคงตัวสูงขึ้น สารทนตอการสลายตัวไดดี มีผลตอ metabolic stability ของสาร 
ซ่ึงเปนคุณสมบัติท่ีสำคัญในการดูดซึมยา (bioaviability) เขาสูกระแสเลือด(14) นอกจากนี้ยังมีรายงานวา สารท่ีมีการเติมหมู 
fluorine จะมีคุณสมบัติความคงตัวสูง และมีความสามารถในการดูดซึมยาดีกวาสารท่ีมีความสามารถในการดึงอิเล็กตรอนต่ำ  
เชน สารท่ีมีการเติมหมู methyl หรือ nitro(15) หมู fluorine ในโครงสรางของสาร หรือยาบางชนิดมีคุณสมบัติดีขึ้น เชน  
ยารักษามะเร็ง Belzutifan และ Sotorasib(12, 16)  อีกท้ังมีการศึกษามากมายท่ีรายงานฤทธิ์ของสาร [6]-shogaol วาสามารถ
ยับย้ัง และลดจำนวนเซลลมะเร็งหลายชนิดผานการเหนี่ยวนำใหเซลลเขาสูกระบวนการตายแบบอะพอพโทซิส(6-8, 17, 18) ดวย
เหตุนี้ผูวิจัยจึงมีความสนใจศึกษาการออกฤทธ์ิของสาร PK4F1 ตอการยับย้ังการเจริญเติบโต และการเหนี่ยวนำใหเกิดการตาย
แบบอะพอพโทซิสในเซลล T84 ตอไป 

จากลักษณะทางสัณฐานวิทยาท่ีพบวาสาร PK4F1 ออกฤทธ์ิยับย้ังการเจริญเติบโต จึงไดตรวจวิเคราะหฤทธ์ิของสาร 
PK4F1 ตอการเพ่ิมจำนวนเซลลดวยวิธี colony formation assay พบวา การเจริญเติบโตเปนกลุมกอนโคโลนีของเซลล T84 
ลดลง เม่ือเพ่ิมความเขมขนของสาร PK4F1 บงชี้วาสาร PK4F1 มีฤทธ์ิในการยับย้ังการเพ่ิมจำนวนของเซลล T84 ดังนั้นผูวิจัย
จึงไดทดสอบตอโดยการตรวจวิเคราะหฤทธ์ิของสาร 4F-phenyl pyrazole ดวยวิธี MTT assay เพ่ือหารอยละการรอดชีวิต
ของเซลล T84 หลังจากบมกับสาร PK4F1 ท่ีความเขมขนท่ีแตกตางกัน เปนเวลา 48 ชั่วโมง ซ่ึงพบวา สาร PK4F1 มีผลตอการ
อยูรอดของเซลล T84 และพบวาความเขมขนของสารท่ีลดการอยูรอด หรือฆาเซลลมะเร็ง T84 ไดครึ่งหนึ่งเม่ือเทียบกับ 
กลุมควบคุม หรือ คา IC50 (50% inhibition concentration) เทากับ 16.76 ± 6.156 ไมโครโมลาร จึงไดเลือกใชความเขมขน
ท่ีครอบคลุมคา IC50 คือ 10 และ 20 ไมโครโมลาร ในการทดสอบอ่ืนตอไป 

แมวาจะตรวจพบลักษณะของเซลล T84 ท่ีหดตัว และมีขนาดเล็กลง และยืนยันฤทธ์ิของสาร PK4F1 ในการยับย้ังการ
เจริญของเซลล T84 ไดดวยวิธี colony formation assay และ MTT assay แลว ก็ยังไมสามารถยืนยันกระบวนการหรือ
กลไกท่ีเกี่ยวของกับฤทธิ์ของสาร PK4F1 ในการยับย้ังการเจริญเติบโต หรือฆาเซลลมะเร็ง T84 ไดอยางชัดเจน เชนเดียวกับ
การศึกษากอนหนานี้เกี่ยวกับผลของสาร PK4F1 ในเซลลมะเร็งลำไสใหญและทวารหนัก ชนิด T84, HT29 และ CaCO2 ซ่ึง
พบวาสาร PK4F1 ออกฤทธิ์ยับย้ังการเจริญของเซลลมะเร็งท้ัง 3 ชนิด และเหนี่ยวนำใหเซลล HT29 ตายแบบอะพอพโทซิส 
อีกดวย แตยังไมมีการศึกษาฤทธิ์ของสาร PK4F1 กับเซลล T84 วายับย้ังการเจริญของเซลล T84 ผานกระบวนการใด(19) ผูวิจัย
จึงไดทดสอบฤทธ์ิของสาร PK4F1 ตอการเหนี่ยวนำให เซลลตายแบบอะพอพโทซิส โดยการยอมเซลลดวยสียอม 
ฟลูออเรสเซนต Annexin V-FITC และ 7-AAD แลววัดผลของสาร PK4F1 ตอการเหนี่ยวนำใหเซลลตายแบบอะพอพโทซิส 
ดวยเครื่อง flow cytometer ผลการทดสอบพบวาสาร PK4F1 เหนี่ยวนำใหเซลล T84 ตายแบบอะพอพโทซิส โดยพบรอยละ
ของการตายสวนใหญแบบ late apoptosis มีคาเทากับ 59.57 ± 1.056 สอดคลองกับผลการยอมเซลล T84 ดวยสียอม
ฟลูออเรสเซนต DAPI, PI และ Annexin V-FITC ซ่ึงผลการทดสอบพบวา เม่ือบมเซลล T84 กับ PK4F1 ท่ีความเขมขน  
20 ไมโครโมลาร นอกจากเซลล T84 จะหดตัว (cell shrinkage) แลว โครมาตินยังมีการหดเกาะกลุมกันแนน (chromatin 
condensation) และมีการแตกหักของ DNA (DNA fragmentation) พรอมท้ังพบเซลลยอมติดสี Annexin V-FITC ท่ีบงชี้ 
phosphatidylserine exposure ท่ีชัดเจนมากข้ึน ซ่ึงสอดคลองกับการศึกษากอนหนานี้ท่ีพบวา สาร PK4F1 ออกฤทธิ์ฆา
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เซลลมะเร็งลำไสใหญและทวารหนัก ผานการแสดงออกของโปรตีน ANO6 ท่ีมากขึ้น(19) ซ่ึงมีรายงานวา ANO6 เปนโปรตีน
สำคัญท่ีกระตุน phosphatidylserine ใหเคลื่อนยายไปอยูดานนอกของผนังเซลล ทำใหเซลลเกิดการหดตัว จนเกิดการสราง 
apoptotic bodies หลุดออกจากตัวเซลล และสงผลใหเซลลตายแบบอะพอพโทซิส(20, 21) ท้ังหมดนี้จัดวาเปนเหตุการณท่ี
สำคัญหรือ hallmarks ของกระบวนการอะพอพโทซิส ซ่ึงมีความเปนไปไดวาสาร PK4F1 ฆาเซลลมะเร็งลำไสใหญและทวาร
หนัก ชนิด T84 ใหตายแบบอะพอพโทซิส ผานการแสดงออกของโปรตีน ANO6 เชนเดียวกัน 

ดังนั้นจึงสามารถกลาวไดวาสาร PK4F1 ชักนำใหเซลล T84 ตายแบบอะพอพโทซิส อยางไรก็ตามเพ่ือยืนยันผลการ
ทดสอบท่ีได และศึกษาฤทธ์ิของสาร PK4F1 ในการชักนำใหเซลล T84 ตายแบบอะพอพโทซิส เพ่ือนำไปสูการพัฒนาเปนยา
รักษามะเร็งลำไสใหญและทวารหนักไดในอนาคต ควรทำการศึกษาเพ่ิมเติม เชน ศึกษาการแสดงออกระดับ mRNA ของยีนท่ี
เกี่ยวของกับการตายแบบอะพอพโทซิส ตลอดจนศึกษาการแสดงออกระดับโปรตีน หรือทำการทดสอบอ่ืนเพ่ิมเติม 
 

5. สรุป 
จากการศึกษานี้สามารถกลาวไดวา สาร PK4F1 หรือ 4F-phenyl pyrazole ซ่ึงเปนสารอนุพันธของ [6]-shogaol มีฤทธิ์

ยับย้ังการเจริญของเซลลมะเร็งลำไสใหญและทวารหนักชนิด T84 ผานการชักนำการตายแบบอะพอพโทซิส ผลการทดลองใน
คร้ังนี้สามารถนำไปสูการประยุกตและพัฒนาสารสกัดจากขิงเพ่ือใชตอยอดในการพัฒนาผลิตภัณฑยา หรืออาหารเสริมสำหรับ
ผูปวยโรคมะเร็งลำไสใหญและทวารหนักตอไป 
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