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บทคดัย่อ 

มะเร็งล  าไส้ใหญ่เป็นโรคมะเร็งท่ีพบบ่อยเป็นอนัดับต้นๆของโรคมะเร็งในประเทศไทย ปัจจุบันมี
การศึกษาพบว่าเซลลต์น้ก  าเนิดชนิดมีเซนไคม์ (mesenchymal stem cell, MSC) สามารถยบัย ั้งการเจริญเติบโต
ของเซลลม์ะเร็งในสัตวท์ดลองได ้ดงันั้นเซลลต์น้ก  าเนิดจากน ้ าคร ่ า (Human amniotic fluid stem cell, hAFSC) 
ซ่ึงเป็น MSC ชนิดหน่ึงน่าจะมีคุณสมบติัยบัย ั้งการเจริญเติบโตของเซลลม์ะเร็งไดด้ว้ย การศึกษาน้ีมีวตัถุประสงค์
เพื่อศึกษาคุณสมบติัของ hAFSC ในการยบัย ั้งการเจริญเติบโตของเซลลม์ะเร็งล  าไส้ใหญ่ (HT29 cell line) เมื่อ
น าไปเล้ียงร่วมกนัในหลอดทดลองนาน 24 ชัว่โมง โดยแบ่งการศึกษาออกเป็น 2 การทดลอง คือ การทดลองแรก
เป็นการศึกษาการเปล่ียนแปลงทางกายภาพของเซลล์ HT29 ท่ีเล้ียงร่วมกบั hAFSC ในอตัราส่วน 1:1 (HT29 
3,000 เซลล:์hAFSC 3,000 เซลล)์ และ1:3 (HT29 3,000 เซลล:์ hAFSC 9,000 เซลล์) ส าหรับการทดลอง                                                                                                                                                                                                        
ท่ีสองเป็นการตรวจสอบการเปล่ียนแปลงปริมาณของเซลล์ HT29 ท่ีเล้ียงร่วมกบั hAFSC ในอตัราส่วน 1:1 และ 
1:3 เช่นกนั  ผลของการศึกษาพบว่ามีการเปล่ียนแปลงทางกายภาพของเซลล ์HT29 โดยเซลลม์ะเร็งท่ีเล้ียงร่วมกบั 
hAFSC ไม่สร้างโคโลนีเป็นกอ้นกลมเหมือนกบัเซลลม์ะเร็งในกลุ่มควบคุมท่ีมีเซลล์ HT29 เพียงอย่างเดียว แต่มี
ลกัษณะกระจายตวัเป็นเน้ือเยือ่ชั้นเดียว (monolayer) และพบว่าการเปล่ียนแปลงทางกายภาพของเซลล ์HT29 น้ีมี
มากข้ึนตามจ านวนของเซลล ์hAFSC ท่ีเพ่ิมข้ึนดว้ย นอกจากน้ีเม่ือตรวจสอบปริมาณของเซลลม์ะเร็ง HT29 หลงั
การเพาะเล้ียงร่วมกบั hAFSC พบว่าเซลลม์ะเร็งมีปริมาณลดลง และการลดลงน้ีจะมีมากข้ึนเม่ือมีจ  านวนเซลล ์ 
hAFSC เพ่ิมข้ึนอีกดว้ย ผลจากการศึกษาเบ้ืองตน้คร้ังน้ีแสดงใหเ้ห็นว่า hAFSC มีความสามารถในการยบัย ั้งการ
เจริญเติบโตของเซลลม์ะเร็งล  าไสใ้หญ่ชนิด HT29 ในหลอดทดลองได ้
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Abstract 
 

Colon cancer is a common malignant tumor that ranked in a group of the top ten reading 

cancers in Thailand. Recently, it was reported that mesenchymal stem cells (MSC) can inhibit 

cancer cell growth in experimental animals.  Thus, human amniotic fluid stem cell (hAFSC), a 

kind of MSC, may show similar effect for inhibiting cancer cell growth. The aims of present 

study were to investigate the effects of hAFSC on colon cancer cell line (HT29 growth when 

these two cells were co-cultured for 24 hours. Our study was divided into 2 experiments. The first 

experiments was to examine the morphological appearances of HT29 cell that co-culture with 

hAFSC at ratio 1:1 (HT29 3000 cells:hAFSC 3000 cells) and 1:3 (HT29 3000 cells:hAFSC 9000 

cells), while the second experiment was to evaluate the changes in HT29 cell number after co-

culture with hAFSC at ratio 1:1 and 1:3 as well. The results showed that morphological 

appearances of HT29 cell were changes after co-cultured with hAFSC by losing its round shape 

colony forming ability as compared to the controls (HT29 cell alone). The forming colony of 

HT29 cell in the co-culture group was dispersed and laid in monolayer pattern. In addition, 

morphological appearances of HT29 cell were increased as the number of hAFSC was increased. 

Moreover, we found that the changes in HT29 cell number after co-culture with hAFSC were 

decreased higher when the hAFSC cell number was increased. The results of our preliminary 

study suggest that hAFSC has the ability to inhibit colon cancer cell growth.    
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บทน า 
มะเร็งล  าไสใ้หญ่เป็นโรคมะเร็งท่ีพบมากเป็น

อนัดับท่ีสามในประชากรโลก  ในระหว่างปี ค.ศ. 
2008 มีรายงานว่าพบผูป่้วยใหม่ 1.23 ลา้นคน และมีผู ้
ท่ีเสียชีวิตดว้ยโรคมะเร็งน้ี 608,000 คน ทัว่โลก1 ส่วน
ในประเทศไทย มะเร็งล  าไสใ้หญ่พบมากเป็นอนัดบัท่ี
ส่ีในประชากรไทย และพบว่าในระหว่างปี ค.ศ. 
2004-2006 มีคนไทยป่วยด้วยโรคมะเร็งล  าไส้ใหญ่
ประมาณ 22.1 รายต่อประชากรแสนคน โดยมีเพศ
ชาย และเพศหญิงไทยท่ีป่วยดว้ยโรคมะเร็งล  าไส้ใหญ่
น้ีประมาณ 12.9 และ 9.2 รายต่อประชากรแสนคน 
(เพศชาย 11,711 ราย และเพศหญิง 9684 ราย) 
ตามล าดบั2 ปัจจยัเส่ียงส าคญัท่ีท าให้เกิดโรคน้ีไดแ้ก่ 
การไดรั้บสารก่อมะเร็งท่ีปนเป้ือนในอาหาร เช่น สาร
โพลีไซคลิกเอมีน3 การด่ืมสุรา4 การสูบบุหร่ี4  การอายุ
ท่ีมากข้ึน5 เพศชาย5 การออกก าลงักายท่ีไม่เพียงพอ6  
และ การติดเช้ือเบคทีเรียชนิดเฮลิโคเบคเตอร์ ไพโรไล 
(Helicobacter pyroli ) 7 เป็นตน้ ในปัจจุบนัการรักษา
มะเร็งล  าไสใ้หญ่ยงัไดผ้ลไม่ดีนกั เน่ืองจากผูป่้วยส่วน
ใหญ่มาพบแพทย์เมื่อมีอาการของโรคอยู่ในระยะ
สุดท้าย ซ่ึงเป็นปัญหาทางสาธารณสุขท่ีส าคัญของ
ประเทศไทย การรักษามะเร็งล  าไส้ใหญ่นั้นตามปกติ
แลว้มี 3 วิธีคือ การผา่ตดั การใชรั้งสีรักษา และการใช้
ยาเคมีบ าบัด อย่างไรก็ตามการศึกษาวิจัยเพื่อคน้หา
วิธีการใหม่ๆมาใชรั้กษามะเร็งล  าไส้ใหญ่ยงัคงมีการ
พฒันาต่อไปอยา่งรวดเร็วและต่อเน่ือง ส าหรับการใช้
เทคโนโลยีเซลล์ต้นก าเนิดของมนุษยใ์นการรักษา
โรคมะเร็งชนิดต่างๆ รวมทั้ งมะเร็งล  าไส้ใหญ่เป็น
วิวฒันาการใหม่ทางการแพทยท่ี์น่าจะมีความเป็นไป
ไดสู้ง และเป็นเร่ืองท่ีน่าสนใจอยา่งยิง่ 

เซลล์ต้นก าเนิดท่ีพบในร่างกาย ส่วนใหญ่
เป็นชนิดมีเซนไคม์ (mesenchymal stem cell, MSC) 
ซ่ึงพบได้ในหลายอวัยวะ เช่น ไขมัน  สายสะดือ  
ผวิหนงั  ล  าไสใ้หญ่  ไต เป็นตน้8-9  MSC มีคุณสมบติั
พิเศษสองประการ คือ สามารถน ามาเหน่ียวน าให้
เปล่ียนแปลงเป็นเซลลร่์างกายชนิดอ่ืนๆ เช่น กระดูก  
ก ร ะ ดู ก อ่ อ น   แ ล ะ ก ล้ า ม เ น้ื อ  ด้ ว ย วิ ธี ท า ง
ห้องปฏิบัติการ และ สามารถน ามาเพ่ิมจ านวนได้
ภายนอกร่างกาย10-11 ดว้ยเหตุน้ี MSC จึงกลายเป็นอีก
ความหวงัท่ีจะน ามาใชป้ลูกถ่ายเพื่อรักษาโรคท่ีเกิด
จากภาวะทุพพลภาพ หรือปลูกถ่ายทดแทนเซลลใ์น
อวยัวะต่าง ๆ ท่ีเส่ือมสภาพไป  

มีรายงานว่า เมื่อปลูกถ่าย MSC เขา้สู่ร่างกาย 
เซลลเ์หล่าน้ีสามารถเคล่ือนท่ีไปยงัจุดท่ีมีการบาดเจ็บ 
บริเวณท่ีเซลล์มีการถูกท าลาย และบริเวณท่ีมีการ
อกัเสบได8้-9 ซ่ึงไม่นานมาน้ีไดมี้การศึกษาพบว่า MSC 
ยงัสามารถเคล่ือนท่ีไปยงับริเวณท่ีมีเซลลผ์ิดปกติ
จ าพวกเซลล์มะเร็งดว้ย   ท าให้นักวิทยาศาสตร์เกิด
แนวความคิดจะใช้ MSC น้ีเป็นตัวพาสารท าลาย
เซลลม์ะเร็ง  เช่น  อินเตอร์ฟีรอน (interferon) และ
สารยบัย ั้งการเจริญของเซลลม์ะเร็ง ไปยงัต าแหน่งท่ีมี
เซลลม์ะเร็งอยู่12-14 และนอกจากน้ี  ยงัมีการวิจยัอ่ืนท่ี
ยนืยนัอีกว่า ตวั MSC เองนั้นสามารถเคล่ือนท่ีเขา้รวม
กบักอ้นเน้ืองอกและส่งผลให้เกิดการยบัย ั้งการเจริญ
ของกอ้นเน้ืองอกดว้ย  โดยในการทดลองดงักล่าวได้
ท าการฉีดเซลล์ MSC เข้าไปในก้อนมะเร็งใน
สัตว์ทดลองแล้ว มีผลท าให้ก้อนมะเร็งฝ่อลงอย่าง
ชัดเจนและไม่มีการกระจายไปย ังอวัยวะต่างๆ 
(metastasis) 15-17 และยงัมีรายงานว่าเมื่อฉีด MSC เขา้
กระแสเลือดของหนูทดลองท่ีเป็นมะเร็งเต้านม 
(breast carcinoma) ซ่ึงมีการกระจายของเซลลม์ะเร็ง
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ไปท่ีปอด พบว่า  MSC มีการเคล่ือนท่ีไปยงับริเวณ
ปอด และช่วยลดขนาดของกอ้นมะเร็งท่ีเตา้นมดว้ย18  

นอกจากน้ี MSC เป็นเซลล์ต้นก าเนิดท่ีมี
ความอ่อนวัย ย ังไม่มีการแสดงออกของโปรตีน
จ าเพาะชนิดท่ีกระตุน้การท างานของระบบภูมิคุม้กนั  
ดว้ยเหตุน้ีจึงมีความปลอดภยัต่อการปฏิเสธเซลลห์าก
น า MSC ไปใชป้ลกูถ่ายแก่ผูป่้วยอ่ืน19-22 นอกจากน้ียงั
พบว่า MSC สามารถหลั่งสารจ าพวก tranforming 
growth factor-b (TGF-b), hepatocyte growth factor 
(HGF), indoleamine 2,3-dioxygenase (IDO) และ 
prostaglandin E2 (PGE2) และผลิตสารไนตริกออก
ไซด ์(nitric oxide ; NO) ซ่ึงเป็นสารท่ีออกฤทธ์ิกดการ
ท างานและกดการเพ่ิมจ านวนของ T-cell ด้วย23-26 
ดงันั้นการศึกษาวิจยัเพ่ือน า  MSC ไปใชใ้นการรักษา
โรคมะเร็งจึงไดรั้บความสนใจอยา่งมาก 
 เซลล์ต้นก าเนิดจากน ้ าคร ่ า (hAFSC) เป็น 
MSC ชนิดหน่ึงท่ีไดม้าจากตวัอ่อนระยะฟีตสัในขณะ
ท่ีมารดามีอายุครรภ์อยู่ระหว่าง 16-20 สัปดาห์ 
เน่ืองจากเซลลต์น้ก  าเนิดชนิดน้ีมีความเยาวว์ยัมากท า
ให้มีศกัยภาพในการแบ่งตวัไดดี้กว่า MSC ชนิดอ่ืน 
และมีคุณสมบัติการเคล่ือนตัวได้ไวมาก 27 ในขณะ
เพาะเล้ียง hAFSC นั้นพบว่าเซลลมี์การเคล่ือนท่ีไปใน
ทุกทิศทาง  โดยจะเคล่ือนเขา้รวมตวัและหลุดออกจาก
เซลล์รอบๆ อยู่ตลอดเวลา  ด้วยเหตุน้ี จึงเป็นข้อ
ได้เปรียบหากใช้เซลล์มีเซนไคม์จากแหล่งน้ี  ให้
เคล่ือนท่ีเขา้สู่กลุ่มเซลลม์ะเร็งเพื่อใช้ในการทดสอบ
ปฏิกิริยาของเซลลต์น้ก  าเนิดกบัเซลลม์ะเร็ง อย่างไรก็
ตามยงัไม่มีขอ้มูลเก่ียวกบัคุณสมบติัของ hAFSC ใน
การยบัย ั้งการเจริญของเซลลม์ะเร็งของมนุษยม์าก่อน 
ดังนั้ นในการศึกษาคร้ังน้ี จึงมีว ัตถุประสงค์ท่ีจะ
ตรวจสอบศกัยภาพของ hAFSC ในการยบัย ั้งการ

เจริญเติบโตของเซลล์มะเร็งท่ีมีก  าเนิดมาจากเซลล์
ล  าไสใ้หญ่ของมนุษย ์ 
 
วสัดุและวธิีการ 
การเพาะเลี้ยง hAFSC 

คณะผูว้ิจัยเลือกใช้ hAFSC ซ่ึงแยกได้ใน
ห้องปฏิบัติการของหน่วยวิจัยและพฒันาเซลล์ต้น
ก าเนิดเพื่อการรักษาทางการแพทย์ ภาควิชาสูติ
ศาสตร์ -นรี เวชวิทยา  คณะแพทยศาสตร์ศิ ริราช
พยาบาล โดยไดน้ าสายพนัธุ์ hAFSC มาเพาะเล้ียง ใน
น ้ ายาเพาะเล้ียง AFS medium ท่ีมีส่วนประกอบเป็น 
-MEM (Gibco, Invitrogen, CA) และ 15% Fetal 
bovine serum ชนิด Embryonic stem cell grade (ES-
FBS;Sigma, MO) และ 20 % Chang medium (Irvine 
Scientific, CA) และ 1% L-glutamine (Sigma 
ประเทศอเมริกา) และ 1% Penicillin-streptomycin 
(Sigma ประเทศอเมริกา) ในตู ้บ่มเพาะท่ีมี ก๊าซ
คาร์บอนไดออกไซด์ร้อยละ 5 ท่ีอุณหภูมิ 37o ซ โดย
ระหว่างการเพาะเล้ียง ได้ท าการเปล่ียนถ่ายน ้ ายา
เพาะเล้ียงทุก 3 วนั และการ subculture จะท าเมื่อ 
hAFSC มีปริมาณเท่ากบัร้อยละ 80 ของพ้ืนท่ีภาชนะ
เพาะเล้ียง เพื่อเพ่ิมจ านวนให้ได้ปริมาณเพียงพอ
ส าหรับการทดลอง   
การเพาะเลี้ยงเซลล์มะเร็งร่วมกบั hAFSC 

การทดลองเร่ิมจากการน าเซลล์มะเร็งสาย
พนัธุ ์HT29 มาเพาะเล้ียงและเตรียมเซลลใ์หไ้ดจ้  านวน 
3,000 เซลล์ต่อน ้ ายาเพาะเล้ียง 10% -MEM ใน
ปริมาตร 100 ไมโครลิตร แลว้จึงน าเซลลใ์นปริมาตร 
100 ไมโครลิตร ใส่ลงในหลุมทดลองแต่ละหลุม โดย
ใช้ถาดทดลองชนิด 96 หลุม ในการทดลองน้ีแบ่ง
เซลลอ์อกเป็น 5 กลุ่ม คือ กลุ่มท่ี 1  เพาะเล้ียง hAFSC 

วารสารพิษวิทยาไทย 2556 ; 28(1) 



11 

 

ไปท่ีปอด พบว่า  MSC มีการเคล่ือนท่ีไปยงับริเวณ
ปอด และช่วยลดขนาดของกอ้นมะเร็งท่ีเตา้นมดว้ย18  

นอกจากน้ี MSC เป็นเซลล์ต้นก าเนิดท่ีมี
ความอ่อนวัย ย ังไม่มีการแสดงออกของโปรตีน
จ าเพาะชนิดท่ีกระตุน้การท างานของระบบภูมิคุม้กนั  
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growth factor-b (TGF-b), hepatocyte growth factor 
(HGF), indoleamine 2,3-dioxygenase (IDO) และ 
prostaglandin E2 (PGE2) และผลิตสารไนตริกออก
ไซด ์(nitric oxide ; NO) ซ่ึงเป็นสารท่ีออกฤทธ์ิกดการ
ท างานและกดการเพ่ิมจ านวนของ T-cell ด้วย23-26 
ดงันั้นการศึกษาวิจยัเพ่ือน า  MSC ไปใชใ้นการรักษา
โรคมะเร็งจึงไดรั้บความสนใจอยา่งมาก 
 เซลล์ต้นก าเนิดจากน ้ าคร ่ า (hAFSC) เป็น 
MSC ชนิดหน่ึงท่ีไดม้าจากตวัอ่อนระยะฟีตสัในขณะ
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เน่ืองจากเซลลต์น้ก  าเนิดชนิดน้ีมีความเยาวว์ยัมากท า
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และมีคุณสมบัติการเคล่ือนตัวได้ไวมาก 27 ในขณะ
เพาะเล้ียง hAFSC นั้นพบว่าเซลลมี์การเคล่ือนท่ีไปใน
ทุกทิศทาง  โดยจะเคล่ือนเขา้รวมตวัและหลุดออกจาก
เซลล์รอบๆ อยู่ตลอดเวลา  ด้วยเหตุน้ี จึงเป็นข้อ
ได้เปรียบหากใช้เซลล์มีเซนไคม์จากแหล่งน้ี  ให้
เคล่ือนท่ีเขา้สู่กลุ่มเซลลม์ะเร็งเพื่อใช้ในการทดสอบ
ปฏิกิริยาของเซลลต์น้ก  าเนิดกบัเซลลม์ะเร็ง อย่างไรก็
ตามยงัไม่มีขอ้มูลเก่ียวกบัคุณสมบติัของ hAFSC ใน
การยบัย ั้งการเจริญของเซลลม์ะเร็งของมนุษยม์าก่อน 
ดังนั้ นในการศึกษาคร้ังน้ี จึงมีว ัตถุประสงค์ท่ีจะ
ตรวจสอบศกัยภาพของ hAFSC ในการยบัย ั้งการ

เจริญเติบโตของเซลล์มะเร็งท่ีมีก  าเนิดมาจากเซลล์
ล  าไสใ้หญ่ของมนุษย ์ 
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ก าเนิดเพื่อการรักษาทางการแพทย์ ภาควิชาสูติ
ศาสตร์ -นรี เวชวิทยา  คณะแพทยศาสตร์ศิ ริราช
พยาบาล โดยไดน้ าสายพนัธุ์ hAFSC มาเพาะเล้ียง ใน
น ้ ายาเพาะเล้ียง AFS medium ท่ีมีส่วนประกอบเป็น 
-MEM (Gibco, Invitrogen, CA) และ 15% Fetal 
bovine serum ชนิด Embryonic stem cell grade (ES-
FBS;Sigma, MO) และ 20 % Chang medium (Irvine 
Scientific, CA) และ 1% L-glutamine (Sigma 
ประเทศอเมริกา) และ 1% Penicillin-streptomycin 
(Sigma ประเทศอเมริกา) ในตู ้บ่มเพาะท่ีมี ก๊าซ
คาร์บอนไดออกไซด์ร้อยละ 5 ท่ีอุณหภูมิ 37o ซ โดย
ระหว่างการเพาะเล้ียง ได้ท าการเปล่ียนถ่ายน ้ ายา
เพาะเล้ียงทุก 3 วนั และการ subculture จะท าเมื่อ 
hAFSC มีปริมาณเท่ากบัร้อยละ 80 ของพ้ืนท่ีภาชนะ
เพาะเล้ียง เพื่อเพ่ิมจ านวนให้ได้ปริมาณเพียงพอ
ส าหรับการทดลอง   
การเพาะเลี้ยงเซลล์มะเร็งร่วมกบั hAFSC 

การทดลองเร่ิมจากการน าเซลล์มะเร็งสาย
พนัธุ ์HT29 มาเพาะเล้ียงและเตรียมเซลลใ์หไ้ดจ้  านวน 
3,000 เซลล์ต่อน ้ ายาเพาะเล้ียง 10% -MEM ใน
ปริมาตร 100 ไมโครลิตร แลว้จึงน าเซลลใ์นปริมาตร 
100 ไมโครลิตร ใส่ลงในหลุมทดลองแต่ละหลุม โดย
ใช้ถาดทดลองชนิด 96 หลุม ในการทดลองน้ีแบ่ง
เซลลอ์อกเป็น 5 กลุ่ม คือ กลุ่มท่ี 1  เพาะเล้ียง hAFSC 

 

 

ชนิดเดียวจ านวน 3,000 เซลล ์(กลุ่มควบคุมท่ี 1) กลุ่ม
ท่ี 2  เพาะเล้ียง HT29 ชนิดเดียวจ านวน 3,000 เซลล ์
(กลุ่มควบคุมท่ี 2) กลุ่มท่ี 3  เพาะเล้ียง HT29 จ  านวน 
3,000 เซลล์  ร่วมกับ hAFSC จ  านวน 3,000 เซลล ์ 
(อตัราส่วน 1:1) (กลุ่มควบคุมท่ี 3) กลุ่มท่ี 4  เพาะเล้ียง 
HT29 จ  านวน 3,000 เซลล์  ร่วมกับ hAFSC จ  านวน 
3,000 เซลล์  (อตัราส่วน 1:1) (กลุ่มทดลองท่ี 1) และ
กลุ่มท่ี 5 เพาะเล้ียง  HT29 จ  านวน 3,000 เซลล ์ 
ร่วมกบั hAFSC จ  านวน 9,000 เซลล ์ (อตัราส่วน 1:3)  
(กลุ่มทดลองท่ี 2) 

การเพาะเล้ียงใชเ้วลานาน 24 ชัว่โมง และท า
การทดลองซ ้า 3 คร้ัง  

การศึกษาการเปลี่ยนแปลงทางกายภาพของเซลล์ 
HT29 

การศึกษาลักษณะ และรูปร่าง  ท่ีมีการ
เปล่ียนแปลงไปของเซลล์ HT29 ในหลอดทดลอง
หลงัการเพาะเล้ียงนาน  24 ชัว่โมง ใชก้ลอ้งจุลทรรศน์
ชนิดหัวกลบั ท่ีก  าลงัขยายของเลนส์ 200 เท่า และ
ถ่ายภาพเก็บไวเ้พื่อท าการวิเคราะห์ต่อไป 

การตรวจสอบการเปลี่ยนแปลงปริมาณของเซลล์ 
HT29  

หลังการเพาะเล้ียงเซลล์ HT29 ร่วมกับ 
hAFSC นาน 24 ชัว่โมง มีการตรวจสอบจ านวนเซลล์
โดยใชเ้ทคนิค MTT assay ดว้ยการเติมสาร 3-(4,5-
Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium 
bromide (MTT) ลงไปให้เซลล์ท่ียงัมีชีวิต เมื่อเซลล์
ไดรั้บสาร MTT เป็นเวลานาน 4 ชัว่โมง แลว้ใส่สาร 
Isopropanol เพื่อกระตุ้นปฏิกิริยาการเกิดสี และวดั
ความเขม้ของสีดว้ยเคร่ืองอ่าน microplate reader ท่ี
ความยาวคล่ืน 570 นาโนเมตร ซ่ึงความเขม้ของสีท่ี

เกิดข้ึนจะแปรผนัตรงกบัปริมาณเซลลโ์ดยรวมท่ีมีอยู่
ในหลุมเพาะเล้ียงเซลลน์ั้น 

 
ผลการศึกษา 

ในการศึกษาลกัษณะการเปล่ียนแปลงทาง
กายภาพของเซลลม์ะเร็ง HT29 ภายหลงัการเพาะเล้ียง
ร่วมกับ hAFSC ซ่ึงได้ทดลองใน 2 อตัราส่วน คือ 
เซลลม์ะเร็งต่อเซลลต์น้ก  าเนิด เป็น 1:1 และ 1:3 นั้น
พบว่า ท่ีอตัราส่วน 1:1 เซลลม์ะเร็งส่วนใหญ่หลุดออก
จากโคโลนีท่ีเป็นก้อนกลม แยกออกเป็นเซลล์เด่ียว
และปะปนอยู่กับเซลลต์้นก าเนิด  และเซลล์ท่ียงัอยู่
ร่วมกนัเป็นลกัษณะกอ้นกลมนั้นมีจ  านวนน้อยลงเม่ือ
เทียบกับเซลล์มะเร็งในกลุ่มควบคุมท่ีเพาะเล้ียง
เซลล์มะเร็งอย่างเดียว ส่วนในกลุ่มท่ีเพาะเล้ียงเซลล ์
HT29 ร่วมกับ hAFSC ในอัตราส่วน 1:3 นั้ น
สัง เ กต เ ห็นว่ าลักษณะของ เซลล์มะ เ ร็ งมี ก า ร
เปล่ียนแปลงมากข้ึน และเซลลม์ะเร็งท่ีมีลกัษณะเป็น
กอ้นกลมนั้นมีจ  านวนน้อยลงกว่าท่ีพบในอตัราส่วน 
1:1  (รูปท่ี 1) 

ผลการศึกษาในห้องปฏิบติัการภายใตก้ลอ้ง
จุลทรรศน์เ ก่ียวกับลักษณะการเปล่ียนแปลงของ
เซลล์มะ เ ร็งในช่วง เวลานาน 24  ชั่วโมงทั้ งใน
อตัราส่วนเซลล ์HT29 ร่วมกบั hAFSC ท่ี 1:1 และ 1:3  
ผลท่ีได้ช้ีชัดว่า การกระจายตัวท่ีพบในเซลล์มะเร็ง 
HT29 มีความสัมพนัธ์โดยตรงกบัการเขา้สัมผสัของ 
hAFSC กับเซลล์มะเร็ง โดยพบว่าการท่ี  hAFSC 
เคล่ือนท่ีเข้ารวมตัวกับกลุ่มเซลล์มะเร็งโดยตรงจะ
ส่งผลให้ เซลลม์ะเร็งบริเวณนั้นมีการเจริญเติบโตชา้
ลง และเซลล์มะเร็งท่ีอยู่ในลักษณะเป็นกลุ่มก้อน
โคโลนีจะแยกออกจากกนัและลงเกาะบนพ้ืนภาชนะ
เพาะเล้ียงในลกัษณะเรียงตวัชั้นเดียวแบบ  monolayer 
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และไม่สร้างเป็นโคโลนีของเซลลม์ะเร็งอีก แต่ทั้งน้ี
พบว่าเซลลม์ะเร็งในบริเวณท่ีไม่ไดส้ัมผสักบั hAFSC 
โดยตรงจะมีการรวมเป็นกลุ่มในลักษณะคล้าย
เซลลม์ะเร็งในกลุ่มควบคุม  
 ภายหลังการเพาะเล้ียงเซลล์มะเร็ง HT29 
ร่วมกับ  hAFSC ในหลุมทดลอง ในอตัราส่วน 1:1 
และ 1:3   เป็นเวลา 24 ชัว่โมง เซลลใ์นหลุมทดลองจะ
ถูกน าไปตรวจสอบวดัผลโดยให้ท าปฏิกิริยากับสาร 
MTT  เพื่อดูจ  านวนเซลลใ์นหลุม  และเปรียบเทียบกบั
หลุมควบคุม  โดยหลุมควบคุมเป็นการเพาะเล้ียง 
เซลลม์ะเร็ง HT29 ร่วมกบั  hAFSC ในอตัราส่วน 1:1  
แต่ท าการเพาะเล้ียงเพียง 4 ชั่วโมงก่อนจะท าการ
ทดสอบ MTT ผลการตรวจสอบความเขม้ของสีท่ีเกิด
จากปฏิกิริยา MTT พบว่า หลุมทดลองท่ีมีปริมาณ
เซลลม์ะเร็ง HT29 ร่วมกบั  hAFSC ในอตัราส่วน 1:1  
 

และ 1:3   นั้น มีปริมาณเซลลโ์ดยรวมนอ้ยลงกว่าหลุม
ควบคุมท่ีมี เซลลม์ะเร็ง HT29 ร่วมกบั  hAFSC ใน
อตัราส่วน 1:1 ตามล าดบั แสดงใหเ้ห็นว่าเซลลช์นิดใด
ชนิดหน่ึงในหลุมทดลองส่งผลยบัย ั้งการเจริญเติบโต
เพ่ิมจ านวนของเซลลท่ี์เพาะเล้ียงอยู่ร่วมกนั ดงัแสดง
ในรูปท่ี 2 ซ่ึงเม่ือน าผลท่ีไดน้ี้ไปพิจารณาร่วมกบัผล
การเปล่ียนแปลงทางกายภาพซ่ึงพบว่าหากเซลลต์้น
ก าเนิดมีจ  านวนมากข้ึนจะส่งผลให้โคโลนีของ
เซลลม์ะเร็งท่ีเพาะเล้ียงร่วมดว้ยมีจ  านวนลดลงแลว้ จะ
แปลผลไดว้่า การเพาะเล้ียงเซลลม์ะเร็ง HT29 ร่วมกบั  
hAFSC ในอัตราส่วน 1:1 และ 1:3   ดังกล่าวนั้ น 
hAFSC มีอิทธิพลในการยบัย ั้งการเจริญเติบโตเพ่ิม
จ านวนของเซลลม์ะเร็งล  าไสใ้หญ่ชนิด HT29 ได ้และ
การยบัย ั้งการเจริญเติบโตของเซลลม์ะเร็งจะมีมากข้ึน
เมื่อจ  านวนของ hAFSC เพ่ิมมากข้ึน 

 

 
 
รูปที่ 1 แสดงลกัษณะทางกายภาพของเซลลม์ะเร็งล  าไสใ้หญ่ HT29 ภายหลงัการเพาะเล้ียงร่วมกบั hAFSC 
ภาพ A แสดงภาพเซลลม์ะเร็งในหลุมควบคุมท่ีมีลกัษณะเซลลก์ลมและอยูเ่ป็นกลุ่มกอ้นขนาดใหญ่  ภาพ B แสดง
ภาพเซลลม์ะเร็งท่ีมีการเปล่ียนแปลงลกัษณะทางกายภาพโดยมีลกัษณะเซลลแ์บนลงและกลุ่มกอ้นเซลลม์ีขนาด
เลก็ลง (ลกูศรสีด า) ภายหลงัการเพาะเล้ียงร่วมกบั hAFSC (ลกูศรสีขาว) ท่ีอตัราส่วน 1:1 ส่วนภาพ C แสดงภาพ
เซลลม์ะเร็งท่ีมีลกัษณะแบน มีการเรียงตวัเป็นชั้นเดียว (monolayer) และการเกาะเป็นกลุ่มกอ้นหายไป  (ลูกศรสี
ด า) หลงัเพาะเล้ียงร่วมกบั hAFSC (ลกูศรสีขาว) ในอตัราส่วน 1:3 ทั้งภาพ A, B และ C เป็นภาพการเปล่ียนแปลง
ท่ี 24 ชัว่โมง (ก าลงัขยาย 200 เท่า หรือ 20x) 
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และไม่สร้างเป็นโคโลนีของเซลลม์ะเร็งอีก แต่ทั้งน้ี
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เซลลม์ะเร็ง HT29 ร่วมกบั  hAFSC ในอตัราส่วน 1:1  
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รูปที่ 2  กราฟแสดงปริมาณของเซลลม์ะเร็งล  าไสใ้หญ่ HT29 หลงัเพาะเล้ียงร่วมกบั hAFSC  

แสดงผลเปรียบเทียบปริมาณเซลลท่ี์พบในชัว่โมงท่ี 24 หลงัการเพาะเล้ียง โดยการตรวจวดัดว้ย MTT assay ซ่ึง
กราฟแท่ง            และ            บ่งช้ีถึงการเจริญเพ่ิมจ านวนในอตัราเร็วเท่ากนัของเซลลม์ะเร็งและเซลลต์น้ก  าเนิด 
ส่วนกราฟแท่ง             แสดงถึงปริมาณเซลลใ์นหลุมควบคุมท่ีไดเ้พาะเล้ียงเซลลม์ะเร็งร่วมกบัเซลลต์น้ก  าเนิด
นาน 4 ชั่วโมง ส าหรับกราฟแท่ง            และ             แสดงถึงปริมาณเซลล์ท่ีลดลงภายหลงัการเพาะเล้ียง
เซลล์มะเร็งร่วมกับเซลล์ตน้ก  าเนิดในอตัราส่วนเท่ากนัและในอตัราส่วนท่ีมีเซลลต์้นก าเนิดมากเป็น 3 เท่า 
ตามล าดบั 
 
วจิารณ์และสรุป 

MSC เป็นอีกความหวงัหน่ึงท่ีจะน ามาใชใ้น
การรักษาโรคท่ีเกิดจากภาวะทุพพลภาพ และมี
การศึกษาจ านวนมากแสดงให้เห็นถึงความเป็นไปได้
ในการใช ้ MSC เพื่อเป็นอีกทางเลือกหน่ึงส าหรับใช้
รักษาโรคมะเร็ง ในการศึกษาน้ีได้ทดลองเพาะเล้ียง
เซลลม์ะเร็งล  าไส้ใหญ่ร่วมกบั hAFSC ซ่ึงเป็น MSC 
ชนิดหน่ึง เพื่อดูลกัษณะการเปล่ียนแปลงทางกายภาพ 

และจ านวนของเซลล ์ให้ทราบถึงความเป็นไปไดใ้น
การน าไปใชป้ระโยชน์ด้านการรักษาโรคมะเร็งใน
อนาคต ซ่ึงผลการทดลองไดแ้สดงให้เห็นว่า hAFSC 
มีผลยบัย ั้งการเจริญเติบโตและการเพ่ิมจ านวนของ
เซลลม์ะเร็งล  าไสใ้หญ่ในหลอดทดลองได ้ 
 ในระหว่างการเพาะเล้ียงร่วมกนัของเซลลท์ั้ง 
2 ชนิด พบว่าเม่ือเพาะเล้ียงเซลล์มะเร็งล  าไส้ใหญ่
ร่วมกับ  hAFSC แล้ว พบการเปล่ียนแปลงทาง
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กายภาพของเซลลม์ะเร็งล  าไส้ใหญ่ในลกัษณะต่างกนั 
โดยในหลุมท่ีมีเซลล์ 2 ชนิดน้ีเพาะเล้ียงร่วมกนันั้น 
hAFSC จะเคล่ือนท่ีเข้าปะปนในกลุ่มเซลลม์ะเร็งท า
ให้เซลลม์ะเร็งสูญเสียคุณลกัษณะการรวมกลุ่มและ
การสร้างโคโลนีตามปกติได ้และส่งผลต่อการเพ่ิม
จ านวนของเซลลม์ะเร็ง แต่เซลลม์ะเร็งจะไม่ถกูท าลาย
ไปทั้งหมดในทันที ทั้งน้ีอาจเน่ืองจาก hAFSC ไม่มี
คุณสมบัติท่ีจะเข้าท าลายเซลลม์ะเร็งได้โดยตรง แต่
อาจจะปล่อยสารคดัหลัง่บางอยา่งเพ่ือยบัย ั้งคุณสมบติั
และคุณลกัษณะปกติของเซลลม์ะเร็ง  

การทดลองน้ี คณะผูว้ิจยัไดท้  าการศึกษาโดย
ใช้เซลล์มะเร็งล  าไส้ใหญ่ HT29 cell line (ชนิด 
hepatocellular carcinoma) เน่ืองจากเป็นมะเร็งท่ีมี
ลกัษณะทางรูปร่างโคโลนีท่ีมีลกัษณะแบนราบและ
สามารถมองเห็นเซลลทุ์กเซลล์ได้ชดั และเมื่อน ามา
เพาะเล้ียงร่วมกบั hAFSC พบว่า hAFSC เขา้รวมกบั
เซลล์ HT29 ได้ดี ท าให้เซลล์ HT29 ส่วนใหญ่แยก
ออกจากกันได้เกือบหมดในชั่วโมงท่ี 8 หลังการ
เพาะเล้ียงร่วมกบั hAFSC  การท่ี hAFSC เขา้ไปมีผล
สลายโคโลนีของเซลลม์ะเร็งล  าไส้ใหญ่น้ีสอดคลอ้ง
กบัผลงานวิจยัของ  Nakamura และคณะ28 ท่ีรายงาน
ว่าการฉีด เซลล์ต้นก าเ นิดเข้า สู่ก้อนเ น้ืองอกใน
สัตว์ทดลองจะท าให้ก้อนเน้ืองอกมีขนาดลดลงได ้
ทั้งน้ีสามารถอธิบายโดยผลการทดลองของ Zhu และ
คณะ29 ท่ีไดแ้สดงว่า MSC สามารถผลิตและหลัง่สาร
ท่ีช่วยยบัย ั้งการท างานภายในกลไก Wnt pathway ซ่ึง
กลไกน้ีเป็นกลไกส าคญัช่วยการแบ่งตัวเซลล์มะเร็ง 
นอกจากน้ีกลไกการท าลายเซลล์มะเร็ง ของ MSC 
อาจอธิบายไดจ้ากการท างาน cytokine ท่ีพบแลว้ว่ามี
ฤทธ์ิท าลายเซลล์มะเร็ง โดยปัจจุบนั FDA ให้การ
ยอมรับถึงการใช ้Interleukin-II ส าหรับการใชรั้กษา

โรคมะเร็งท่ีไต (renal cell carcinoma) และรับรองการ
ใช้ Interferon รักษาmelanoma ระยะท่ี 330    จาก
การศึกษาของ Bongso และคณะ31 ยืนยนัว่า MSC มี
การหลัง่สาร Interleukin ออกมามีผลต่อเซลลม์ะเร็ง 

สรุปเซลลต์น้ก  าเนิดจากน ้ าคร ่ าสามารถยบัย ั้ง
การเจริญเติบโตของเซลลม์ะเร็งล  าไสใ้หญ่ชนิด HT29 
cell line ในหลอดทดลองได ้อย่างไรก็ตามการศึกษา
น้ี ท าการตรวจสอบเฉพาะการเปล่ียนแปลงลกัษณะ
ทางกายภาพและปริมาณของเซลลม์ะเร็งล  าไส้ใหญ่ท่ี
เกิดจากอิทธิพลของ hAFSC เท่านั้น ดงันั้นเพ่ือความ
เข้าใจและเป็นการสร้างองค์ความรู้ท่ีชัดเจนยิ่งข้ึน
ส าหรับการค้นควา้หาแนวทางการรักษาโรคมะเร็ง
ด้วยเซลล์ต้นก าเนิดต่อไปในอนาคต คณะผูว้ิจัย
เสนอแนะว่าควรท าการศึกษาเพ่ิมเติมถึงผลท่ีเกิดจาก
สารคดัหลัง่ของ hAFSC ต่อการเปล่ียนแปลงลกัษณะ
ทางกายภาพและปริมาณของเซลล์มะเร็งล  าไส้ใหญ่ 
รวมทั้งศึกษาเก่ียวกบักลไกการเปล่ียนแปลงในระดบั
โมเลกุลภายในเซลล์มะเ ร็งล  าไส้ใหญ่หลังจาก
เพาะเล้ียงร่วมกบั hAFSC ต่อไป 
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สามารถมองเห็นเซลลทุ์กเซลล์ได้ชดั และเมื่อน ามา
เพาะเล้ียงร่วมกบั hAFSC พบว่า hAFSC เขา้รวมกบั
เซลล์ HT29 ได้ดี ท าให้เซลล์ HT29 ส่วนใหญ่แยก
ออกจากกันได้เกือบหมดในชั่วโมงท่ี 8 หลังการ
เพาะเล้ียงร่วมกบั hAFSC  การท่ี hAFSC เขา้ไปมีผล
สลายโคโลนีของเซลลม์ะเร็งล  าไส้ใหญ่น้ีสอดคลอ้ง
กบัผลงานวิจยัของ  Nakamura และคณะ28 ท่ีรายงาน
ว่าการฉีด เซลล์ต้นก าเ นิดเข้า สู่ก้อนเ น้ืองอกใน
สัตว์ทดลองจะท าให้ก้อนเน้ืองอกมีขนาดลดลงได ้
ทั้งน้ีสามารถอธิบายโดยผลการทดลองของ Zhu และ
คณะ29 ท่ีไดแ้สดงว่า MSC สามารถผลิตและหลัง่สาร
ท่ีช่วยยบัย ั้งการท างานภายในกลไก Wnt pathway ซ่ึง
กลไกน้ีเป็นกลไกส าคญัช่วยการแบ่งตัวเซลล์มะเร็ง 
นอกจากน้ีกลไกการท าลายเซลล์มะเร็ง ของ MSC 
อาจอธิบายไดจ้ากการท างาน cytokine ท่ีพบแลว้ว่ามี
ฤทธ์ิท าลายเซลล์มะเร็ง โดยปัจจุบนั FDA ให้การ
ยอมรับถึงการใช ้Interleukin-II ส าหรับการใชรั้กษา

โรคมะเร็งท่ีไต (renal cell carcinoma) และรับรองการ
ใช้ Interferon รักษาmelanoma ระยะท่ี 330    จาก
การศึกษาของ Bongso และคณะ31 ยืนยนัว่า MSC มี
การหลัง่สาร Interleukin ออกมามีผลต่อเซลลม์ะเร็ง 

สรุปเซลลต์น้ก  าเนิดจากน ้ าคร ่ าสามารถยบัย ั้ง
การเจริญเติบโตของเซลลม์ะเร็งล  าไสใ้หญ่ชนิด HT29 
cell line ในหลอดทดลองได ้อย่างไรก็ตามการศึกษา
น้ี ท าการตรวจสอบเฉพาะการเปล่ียนแปลงลกัษณะ
ทางกายภาพและปริมาณของเซลลม์ะเร็งล  าไส้ใหญ่ท่ี
เกิดจากอิทธิพลของ hAFSC เท่านั้น ดงันั้นเพ่ือความ
เข้าใจและเป็นการสร้างองค์ความรู้ท่ีชัดเจนยิ่งข้ึน
ส าหรับการค้นควา้หาแนวทางการรักษาโรคมะเร็ง
ด้วยเซลล์ต้นก าเนิดต่อไปในอนาคต คณะผูว้ิจัย
เสนอแนะว่าควรท าการศึกษาเพ่ิมเติมถึงผลท่ีเกิดจาก
สารคดัหลัง่ของ hAFSC ต่อการเปล่ียนแปลงลกัษณะ
ทางกายภาพและปริมาณของเซลล์มะเร็งล  าไส้ใหญ่ 
รวมทั้งศึกษาเก่ียวกบักลไกการเปล่ียนแปลงในระดบั
โมเลกุลภายในเซลล์มะเ ร็งล  าไส้ใหญ่หลังจาก
เพาะเล้ียงร่วมกบั hAFSC ต่อไป 
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