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Boesenbergia pandurata ซึ่งเปนสารยับยั้งวถิีสัญญาณของแคลเซียมใน 
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 แคลเซียมไอออนเปนสารสงสัญญาณระดับที่สองในเซลลที่มีบทบาทสําคัญในการควบคุมการทํางาน
ของเซลลยูแคริโอตในหลายกระบวนการตั้งแตในยีสตถึงมนุษย ในยีสตการกระตุนสัญญาณของแคลเซียมที่มาก
เกินไปกอใหเกิดความผิดปกติในการเจริญเติบโตของเซลล โดยเกิดการยับยั้งกระบวนการแบงเซลลที่ระยะ G2 
ในยีสตสายพันธุกลาย ∆zds1 องคความรูดังกลาววิธีการคัดกรองยาที่มีผลสัมฤทธิ์สูง เพื่อตรวจหาสารโมเลกุล
ขนาดเล็กที่เปนตัวยับยั้งวิถีการสงสัญญาณแคลเซียมจึงไดถูกพัฒนาขึ้น งานวิจัยกอนหนาไดใชระบบคัดกรอง
ดังกลาว เพื่อคัดกรองหาสารออกฤทธิ์จากสารสกัดสมุนไพรไทย และพบวาพิโนสโทรบินซึ่งเปนสารสกัดจาก
กระชายเหลืองสามารถยับยั้งวิถีการสงสัญญาณของแคลเซียมในยีสตได สําหรับงานวิจัยนี้มีวัตถุประสงคเพื่อ
คนหาโมเลกุลเปาหมายของการออกฤทธิ์ของพิโนสโทรบิน ในวิถีการสงสัญญาณของแคลเซียมในยีสต ผลการ
ทดลองพบวา พิโนสโทรบินสามารถชวยบรรเทาการเจริญที่บกพรองของเซลลยีสต อันเนื่องมาจากการกระตุนยีน 
SWE1 ได การวิเคราะหหาระดับโปรตีนดวยวิธีเวสเทิรนบลอต แสดงใหเห็นวาพิโนสโทรบินมีสมบัติในการยับยั้ง
การสะสมโปรตีน Swe1 ซึ่งอาศัยส่ือแคลเซียมในการสะสม และพบวาพิโนสโทรบินที่ความเขมขน 1 มิลลิโมลาร
สามารถเรงอัตราการสลายตัวของโปรตีน Swe1 และยังลดระดับการแสดงออกของยีน SWE1 ได นอกจากนี้ยัง
ไดตรวจสอบผลของพิโนสโทรบินตอการอยูรอดของเซลลไลนมะเร็งของมนุษยทั้ง 12 ชนิด ไดแก A375 SW620 
Kato III HepG2 BT474 MDA-MB-231 THP-1 HL-60 Jurkat HeLa Ca-Ski และ SiHa โดยตรวจสอบจํานวน
เซลลมะเร็งที่มีชีวิตเหลืออยูดวยวิธี MTT proliferation assay ผลการทดลองพบวา พิโนสโทรบินสามารถยับยั้ง
การเพิ่มจํานวนของเซลลมะเร็ง Jurkat, A375, Kato III และ Ca-Ski ดวยคา IC50 56 67 86 และ 145 ไมโครโม
ลาร ตามลําดับ  
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Calcium ion (Ca2+) is a universal second messenger that is important in the regulation of 

diverse biological processes in eukaryotic organisms from yeast to human. Hyperactivation of 
Ca2+-signals in yeast causes a severe defect of growth through the inhibition of the cell-cycle 
engine in G2 phase. Because of the Ca2+ sensitivity observed a zds1-null yeast strain, a novel 
high throughput drug screening system to detect small-molecule inhibitors of the Ca2+-dependent 
cell-cycle regulation was developed. Upon screening in Thai medicinal plant extract, pinostrobin, 
a pure compound from Boesenbergia pandurata, was identified as an inhibitor of Ca2+-signal 
mediated growth regulation in Saccharomyces cerevisiae. The aim of this study is to determine 
the molecule target of pinostrobin in the Ca2+-signaling pathway in yeast. The result showed that 
pinostrobin suppressed the growth defect caused by the genetic activations of SWE1. Western 
blot analysis of Swe1 level indicated that the effect of pinostrobin was attributable to the inhibition 
of the Ca2+-dependent accumulation of Swe1. Pinostrobin at 1 mM concentration could 
accelerate the rate of destabilization of Swe1 and also decreased the expression level of the 
SWE1. In addition, the effect of pinostrobin on proliferation of twelve human cancer cell lines 
(A375, SW620, Kato III, HepG2, BT474, MDA MB 231, THP-1, HL-60, Jurkat, HeLa, Ca-Ski and 
SiHa) was evaluated on the numbers of the viable cells by MTT proliferation assay. The result 
showed that pinostrobin inhibited proliferation of Jurkat, A375, KatoIII and Ca-Ski cell lines with 
IC50 value of 56, 67, 86 and 145 µM, respectively.  
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บทที่  1 

บทนํา 

1.1 ความเปนมาและความสําคัญของปญหา 

สถานภาพของอุตสาหกรรมการผลิตยาในประเทศไทยเปนอุตสาหกรรมขั้นปลาย
หรือข้ันที ่3 (ข้ันที ่1 คนควายาใหม ข้ันที่ 2 ผลิตวัตถุดิบ และข้ันที ่3 ผลิตยาสําเรจ็รูป) โดยนําเขา
วัตถุดิบยามาผสม (formulation) เปนยาสําเร็จรูป ซึง่เปนการใชระดบัเทคโนโลยีข้ันตนเทานั้น สวน
การผลิตวัตถดุิบตัวยาเพื่อใชในประเทศมคีอนขางนอย และมีศักยภาพต่ําในการผลติวัตถุดิบตัวยา
ใหม เนื่องจากตองลงทนุมาก และตองไดรับความชวยเหลือจากภาครัฐ และความรวมมือจาก
ภาคเอกชน ขอมูลจากศูนยวิจัยกสิกรไทย (http://www.positioningmag.com) ระบุวาประเทศ
ไทยขาดดุลการคาทางดานยารักษาโรคในมูลคาสูง ทั้งนี้เนื่องมาจากยารักษาโรคที่นําเขามาใน
ประเทศไทย สวนใหญเปนยาที่ไดรับการคุมครองทางดานสทิธิบัตร ซึ่งสวนมาก คือ ยาที่มาจาก
ประเทศสหรัฐอเมริกา และประเทศในทวปียุโรป    โดยปกติแลวการผลิตยาตนแบบ (Original 
Drug) ที่ไดมีการคิดคนขึ้นเปนรายแรกของโลกจะไดรับความคุมครองทางสิทธิบัตรประมาณ 20 ป   
โดยที่ยาตนแบบที่คิดคนพฒันาขึน้ และไดรับการคุมครองทางสิทธบิัตรจะมีราคาสูง ในปจจุบัน
สหรัฐอเมริกา และประเทศในยุโรป ถือเปนกลุมประเทศผูผลิตยาตนแบบรายใหญของโลก สวน
ของประเทศไทยนั้นการคิดคนและพัฒนายาตนแบบยงัมีขอจํากัดหลายอยาง ทัง้ในเรื่องเงนิลงทุน
ดานเครื่องจกัรและการวิจัย รวมทั้งการพฒันาและติดตามผล ดังนั้นจงึยังจําเปนตองนาํเขายาจาก
ตางประเทศในสัดสวนที่สูง  ปจจุบันคนไทยจาํนวนมากยงัขาดโอกาสในการเขาถึงยา เนื่องจาก
ปญหาความยากจน ในขณะที่ภาครัฐขาดแคลนงบประมาณสนับสนนุเนื่องจากปญหายาทีม่ีราคา
แพง สงผลใหภาครัฐไมสามารถจัดสรรยาใหกับผูปวยที่ตองไดรับยาอยางตอเนื่อง ไดอยางทัว่ถึง 
เชน ผูปวยโรคเอดส โรคหวัใจ และมะเร็ง เปนตน  และจากขอมลูของกระทรวงสาธารณสุข ป 
2549 เผยวาโรคมะเร็งเปนสาเหตุการตายอันดับ 1 ของประเทศไทยโดยมีผูเสียชวีิตปละประมาณ 
5.2 หมื่นคน อัตราเฉลี่ย 83 คนตอประชากรแสนคน นอกจากนี้ในแตละปยังพบผูปวยดวยมะเร็ง
รายใหมประมาณ 1 แสนคน หรือเฉลีย่วนัละ 274 คน และมีแนวโนมพบมากขึ้นเรื่อยๆ สงผลทําให
ยาตานมะเรง็ที่ติดสิทธิบัตรคุมครอง สามารถผูกขาดตลาดไดจึงมีราคาสูงมาก ดังนัน้ทกุฝายทั้ง
ภาครัฐและผูประกอบการตองเรงสรางความยอมรับดานคุณภาพมาตรฐานยาไทย ดวยสงเสริม
การวิจยัและพฒันาเทคโนโลยีการผลิตทีท่นัสมัย รวมทั้งรณรงคใหคนไทยหันมาใชยารักษาโรคที่
ผลิตในประเทศในสวนที่มีคณุภาพเทาเทยีมและราคาถกูกวาหรือใกลเคียงกับตางประเทศ เพื่อลด
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การพึง่พาการนําเขายารักษาโรคจากตางประเทศ ทั้งยาแผนปจจุบนัและยาสมนุไพรซึง่ไทยมี
วัตถุดิบในประเทศทีห่ลากหลายซึ่งสามารถนํามาใชผลิตเปนยาแผนโบราณที่สามารถใชทดแทน
ยาแผนปจจุบนัโดยมีผลขางเคียงนอยกวา ประเทศไทยตั้งอยูในแถบรอนชื้นของโลก ทาํใหมีความ
หลากหลายทางชวีภาพของสิ่งมีชีวิตสงู พิพิธภัณฑพืช กรมวิชาการเกษตร ไดสํารวจพรรณพชื
ตั้งแตปที่กอต้ังจนถึงปจจุบนั พบวามีตัวอยางพืช 62,000 ตัวอยาง ประมาณ 14,000 ชนิด 230 
วงศ และตามภูมิปญญาไทยดั้งเดมิที่สืบทอดกันมา ไดนําพืชสมุนไพรมาใชเพื่อปองกันและรกัษา
โรคมากมาย อีกทั้งยังมีรายงานวายาที่ใชในปจจุบนักวารอยละ 25 นั้นไดมาจากพืช (Hamburger 
และ Hostettmann, 1991) ดังนัน้การศกึษาวิจัยและพัฒนายาซึ่งเปนสารออกฤทธิ์ที่ไดมาจากพืช
จะเปนการชวยแกปญหาการพึ่งพายานาํเขาที่ทาํใหไทยตองขาดดุลการคาปละกวา 20,000 ลาน
บาทได และทาํใหประชาชนสามารถเขาถงึยาอยางทัว่ถงึ รวมทัง้ยงัเปนการแกปญหายาราคาแพง
ได  

ปจจุบันงานวจิัยที่เกี่ยวของกับฤทธิ์ทางชวีภาพของสมนุไพรมีแนวโนมเพิ่มข้ึน เชน 
ฤทธิ์ตานเชื้อรากอโรค (Phongpaichit และคณะ, 2005) ฤทธิ์ตานแบคทีเรีย (Voravuthikunchai 
และ Kitpipit 2005) หรือฤทธิ์ตานมะเรง็ (Itharat และคณะ, 2004) แตการศึกษาในเชิงลกึถงึกลไก
ในระดับโมเลกุลของสารบรสุิทธิ์ที่แยกไดจากสมนุไพรยงัมีนอยมาก ซึ่งผลจากงานวิจัยนี้คาดวาจะ
เปนองคความรูเพื่อการพฒันายาขึ้นใชเองในประเทศ การทราบกลไกในระดับโมเลกุลของสารที่
สนใจจะทําใหทราบถงึฤทธิท์างชีวภาพโดยละเอียด รวมทัง้ผลขางเคียงที่จะเกิดขึน้จากการใชสาร
บริสุทธิ์ดังกลาวเปนยา 

วิถีสัญญาณของแคลเซียม (Ca2+ signaling pathway) เปนหนึ่งในวิถีที่สําคัญ
ของการสงสญัญาณภายในเซลล มีบทบาทตอการควบคุมกระบวนการทางชีวภาพมากมาย ไดแก 
การแบงตัวเพิม่จํานวน (cell proliferation) การกระตุนเซลลภูมคิุมกันชนิด T-cell (T-cell 
activation) รวมถงึการหลั่งสารสื่อประสาท (neurotransmitter) ในสิ่งมีชีวิตชัน้สงู (Clapham, 
1995) ซึ่งถาหากสารที่ออกฤทธิ์ไปยับยัง้วถิสัีญญาณของแคลเซียม (Ca2+ signaling inhibitor) จะ
มีศักยภาพในการพัฒนาเปนยารักษาโรคไดหลายโรค ไดแก ยาตานมะเร็ง ยาตานการอักเสบ เปน
ตน (Shitamukai และคณะ, 2000) 

กระบวนการทางชวีภาพที่เกดิขึ้นใน Saccharomyces cerevisiae เชน การ
สังเคราะหโปรตีน การแบงตวั การสงัเคราะหและซอมแซมดีเอ็นเอ เปนตน นั้นคลายกันกับของใน
เซลลส่ิงมีชวีิตชั้นสูง (Mager และ Winderickx 2005) และพบวาประมาณรอยละ 2 ของโปรตีน
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ของยีสตสามารถใชเปนเปาหมายของยารักษาโรคได (Drews, 1996) และจากการเปรียบเทยีบ
จีโนมของมนษุยและยีสตพบวาประมาณรอยละ 50 ของยีนทีท่ราบแลววาเกี่ยวของกับการกอโรค
ในมนษุยคลายกันกับในยีสต (Hartwell, 2004) รวมทั้งผลการศึกษาที่ผานมาพบวา ความสัมพนัธ
ระหวางยาและโมเลกุลเปาหมาย (drug target) ทัง้ของในยีสตและในมนุษยมีความใกลเคียงกัน
มาก ดังเชน โมเลกุลเปาหมายของสารกดภูมิคุมกัน Rapamycin ถูกคนพบในยสีตกอนและถกู
ยืนยนัผลในมนุษย ในเวลาตอมา (Heitman และคณะ, 1991) จากเหตุผลดังกลาวทําใหยีสต
เหมาะสมที่จะถูกนาํไปใชเปนเครื่องมือในการคนหาและศึกษาสมบัติของยาชนิดใหมๆ  

วชิรศักดิ์ วังกงัวาน (2550) ไดใชยีสตสายพันธุกลาย ∆zds1 เพื่อคัดกรองหาสาร
ออกฤทธิท์ี่ยับยั้งวถิีสัญญาณแคลเซียมจากพืชสมุนไพรไทย และไดพบวาสารบริสุทธิ์พโินสโทรบนิ
ที่เปนสารหลกัชนิดหนึ่ง ที่แยกไดจากสวนรากของกระชายเหลืองมีฤทธิด์ังกลาว 

กระชายเหลือง  (Boesenbergia pandurata) เปนพืชสมุนไพรพืน้บาน ที่ไดมีการ
นําไปใชประกอบอาหารและเปนยารักษาโรคตามภูมิปญญาไทยดั้งเดิมโดยมีสรรพคุณเปนยา ใช
แกทองอืดทองเฟอ แกลมจุกเสียด แกโรคกระเพาะ รักษาแผลในปาก (เพ็ญนภา ทรัพยเจรญิ, 
2547) ในกระชายเหลืองพบสารประกอบตางๆมากมาย ไดแก กลุมไดไฮโดรซาลโคน 
boesenbergin A กลุม ฟลาโวน ฟลาวาโนน และฟลาโวนอยด (ไดแก alpinetin, pinostrobin) 
และ pinocembrin (Mongkolsuk และ Dean 1964; Jaipetch และคณะ, 1982) จากรายงานที่
ผานมาพบวา มีการคนพบฤทธิ์ทางชีวภาพของพิโนสโทรบินหลายดาน ไดแก ฤทธิต์านอักเสบ (Wu 
และคณะ, 2002) ฤทธิ์ตานแบคทีเรีย (Bharmapravati และคณะ, 2003) หรือฤทธิ์ตานมะเร็งบาง
ชนิด (Smolarz และคณะ, 2006; Ashidi และคณะ, 2007) แตจนถงึปจจุบนัยังมรีายงายวจิัยนอย
มากในเชิงลกึ ถงึกลไกการออกฤทธิ์ในระดับโมเลกุลของสารบริสุทธิจ์ากกระชายเหลือง การทราบ
ถึงฤทธิท์างชีวภาพของพโินสโทรบินที่ไปยบัยั้งการทาํงานของโปรตีนใดโปรตีนหนึง่ในวิถีสัญญาณ
ของแคลเซียมในยีสต จะเปนขอมูลที่สามารถเชื่อมโยงไปสูโปรตีนดงักลาวในมนษุย ดวยการใช
เทคโนโลยีชวีสารสนเทศ (bioinformatics) ฐานขอมูลของจีโนมในยสีตและในมนษุย เพื่อนําไปสู
การศึกษากลไกการออกฤทธิใ์นระดับโมเลกุลของสารดังกลาวในเซลลไลนมะเร็งของมนุษย 

งานวิจยันี้จงึมุงหมายตอยอดงานวิจัยของ วชิรศักดิ์ วังกังวาน (2550) โดยเนน
ศึกษาเพื่อหาโปรตีนในวถิีสัญญาณของแคลเซียมในยีสต ที่ถูกยบัยัง้การทาํงานโดยพิโนสโทรบนิ 
และศึกษาฤทธิ์ของพิโนสโทรบินในการตานการเพิ่มจาํนวนของเซลลไลนมะเรง็ของมนุษยบางชนดิ 
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1.2 วัตถุประสงคของการวิจัย 

1) ศึกษาลักษณะสมบัติการออกฤทธิ์ของพิโนสโทรบนิในวถิีการสงสัญญาณของ
แคลเซียมในยสีต  

2) ศึกษาฤทธิ์ของพิโนสโทรบินในการตานการเพิ่มจํานวนของเซลลไลนมะเร็งของ
มนุษย 

3) ศึกษากลไกการออกฤทธิ์ในระดับโมเลกุลเบื้องตนของพิโนสโทรบนิในการตาน
การเพิม่จํานวนของเซลลไลนมะเรง็บางชนิดของมนุษย 

 

 

1.3 คําจํากัดความที่ใชในการวิจัย 
พิโนสโทรบนิ กระชายเหลือง วถิีสัญญาณของแคลเซียม มะเร็ง Saccharomyces 

cerevisiae 
 
 

1.4 ประโยชนที่คาดวาจะไดรับ 

ผลของงานวิจยันี้จะเปนทั้งการสรางองคความรูใหมรวมทั้งตอยอดองคความรู
เดิมในเชงิลึกของพิโนสโทรบินจากกระชายเหลือง อันจะเปนประโยชนตอการนําไปพัฒนาเปนยา
รักษาโรค เพื่อทดแทนการนาํเขายาจากตางประเทศตอไป 
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1.5 วิธีดําเนนิการวิจัย 

1) สรางยีสตสายพันธุกลาย โดยวิธีเพิ่มหรือลดจํานวนยนี  MIH1, HSL1 และ SWE1 
ซึ่งเปนยีนที่เกีย่วของในวิถีสัญญาณแคลเซียมใน S. cerevisiae 

2) ศึกษาลักษณะสมบัติการออกฤทธิเ์บื้องตนของพโินสโทรบินในยีสตโดยใชเทคนิค
ทางพนัธุศาสตรของยีสต 

3) ศึกษาการแสดงออกของโปรตีนเปาหมายของวิถีการสงสัญญาณของแคลเซียมใน
ยีสต โดยวธิีเวสเทิรนบลอต 

4) ศึกษาการแสดงออกของยนีประมวลรหัสโปรตีนเปาหมายดังกลาว ดวยวธิี real-
time reverse transcription-PCR  

5) ศึกษาผลของพิโนสโทรบนิตอการยับยัง้การเจริญของเซลลไลนมะเร็งของมนุษย
จํานวน 12 เซลลไลนไดแก เซลลไลนมะเร็งตับ (HepG2) เซลลไลนมะเรง็ลําไส 
(SW620) เซลลไลนมะเร็งกระเพาะอาหาร (KATO III) เซลลไลนมะเร็งเตานม 
(BT474 และ MDA MB 231) เซลลไลนมะเร็งผิวหนัง (A375) เซลลมะเร็งปาก
มดลูก (HeLa, Ca-Ski และ SiHa) และเซลลไลนมะเร็งเม็ดเลือดขาว (THP-1, 
HL-60 และ Jurkat) โดยวธิี MTT proliferation assay 
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บทที่  2 

เอกสารและงานวิจัยที่เก่ียวของ 

 
ในปจจุบนังานวิจยัดานผลติภัณฑธรรมชาติ และการวิจัยยาแผนโบราณแนวใหม เพื่อ

พัฒนาเปนยารักษาโรค ยงัคงมีอยางแพรหลายและตอเนื่อง ซึ่งงานวจิัยที่เกี่ยวของไดแก การเกบ็
รวบรวมตัวอยาง การสกัดแยกและหาสตูรโครงสรางของสาร การปรับเปลี่ยนโครงสรางและการ
สังเคราะหสารใหม การทดสอบฤทธิท์างชวีภาพ การศึกษาดานพษิวทิยา การศึกษาทางกลไกการ
ออกฤทธิ์ของสาร เปนตน โดยงานวจิยัที่ศึกษาสารออกฤทธิจ์ากพืช สัตว หรือจุลินทรีย เพื่อ
นํามาใชประโยชนนั้นอาจจะนําสารออกฤทธิ์ที่ไดมาใชโดยตรง หรือนํามาเปนโครงสรางตนแบบ
เพื่อทาํการปรับเปลี่ยนโครงสราง ใหมีฤทธิ์ทางชวีภาพสงูขึ้น หรือมีฤทธิ์ทางชวีภาพดานอื่นที่ตางไป
จากเดิม หรือนําไปใชเปนสารตั้งตนในการสังเคราะหสารชนิดอื่นๆในระดับอุตสาหกรรม ประเทศ
ไทยจะไดรับประโยชนจากการวิจัยดานนี้เปนอยางยิง่ เนื่องจากการวิจยัแนวนีต้ั้งอยูบนพื้นฐาน
ความหลากหลายทางชีวภาพที่มมีากมาย และจําเพาะในภูมิภาคตาง ๆ ของประเทศ 

วิธีการคัดกรองหาสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพโดยทั่วไป ใชหลักการที่สารออกฤทธิ์ทาง
ชีวภาพสามารถยับยั้งการเจริญของ เซลลบงชี้ (indicator cell) เชน แบคทีเรีย รา ยีสต หรือ ปรสิต
กอโรคตางๆ หรือระบบการคัดกรองหาสารออกฤทธิ์อ่ืนๆ ที่มีการใชทั่วไป เนื่องจากวิธีดังกลาวนี้
เปนที่นิยมใชกันทั่วไปทําใหมีความเปนไปไดสูงที่จะพบสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพชนิดเดิมที่ไดมีการ
คนพบกอนหนานี้แลว ดังที่ National Cancer Institute ของสหรัฐอเมริกา ไดรายงานวา จากการ
ทดสอบสาร 114,500 ชนิด ที่สกัดไดจากพืช 35,000 ชนิด นักวิจัยของสถาบันดังกลาวไมพบสาร
ตอตานมะเร็งชนิดใหมเลย  (Richard, 1985) ดังนั้นการพัฒนาวิธีการคัดกรองหาสารออกฤทธิ์ทาง
ชีวภาพที่มีหลักการใหมจะชวยเพิ่มโอกาสในการพบสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพชนิดใหมที่ยังอาจไม
ถูกคนพบโดยวิธีการคัดกรองที่มีอยูเดิมหรืออาจคนพบฤทธิ์ทางชีวภาพใหมจากสารออกฤทธิ์ที่มี
การคนพบแลวได 

งานวิจัยเพื่อพัฒนาวิธีการคัดกรองหาสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพโดยใชยีสตเปนเซลลบงชี้มี
หลากหลาย เนื่องจาก S. cerevisiae เปนสิ่งมีชีวิตเซลลเดียวที่ถูกจัดเปนยูแคริโอตขั้นพื้นฐาน ซึ่ง
ไดถูกใชเปนสิ่งมีชีวิตตนแบบ (model organism) ในการศึกษากระบวนการทางชีวภาพตางๆ(
biological processes) ในระดับโมเลกุลและระดับเซลล เชน การศึกษากระบวนการควบคุมการ
แบงเซลล (regulation of cell cycle) ของยูแคริโอต และของเซลลมะเร็ง (Botstein และคณะ, 
1997; Hartwell, 2002) 
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เอกสารและงานวจิัยที่เกีย่วของ 
2.1 ยีสต (S. cerevisiae) 
 
 S. cerevisiae เปนยีสตที่จัดอยูในแฟมิล่ี Saccharomycetaceae จีนัส Saccharomyces 
สปชีส S. cereviseae สามารถเลี้ยงไดงาย มีวัฎจักรการแบงเซลล (cell cycle) ส้ันประมาณ 90 
นาที เพิ่มจํานวนเร็ว เสียคาใชจายนอยเมื่อเทียบกับการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อเซลล ถูกจัดอยูในกลุม
สิ่งมีชีวิตขนาดเล็กที่มีความปลอดภัย (generally recognized as safe หรือ GRAS) และสามารถ
ดัดแปลงทางพันธุกรรมไดงายและรวดเร็วกวา เชน การทําลายยีน (gene disruption) การติดตาม
ยีน (gene marking) การกลายพันธุ (mutation) และการศึกษาผลของจํานวนชุดของยีน (gene-
dosage effect)  เหตุผลหนึ่งเนื่องมาจากเมื่อเทียบกับส่ิงมีชีวิตอื่นๆในกลุมยูแคริโอต แลวยีสตมี
อัตราการเกิดรีคอมบิเนชันสูง ทําใหการแทรกชิ้นดีเอ็นเอที่ตองการสามารถทําไดโดยงายโดยใช
เทคนิคปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรส (Wach และคณะ, 1994)  อีกทั้งขอมูลลําดับเบสของทั้งจีโนม 
(Goffeau และคณะ, 1996) รวมทั้งลําดับเบสที่คาดวาจะเปน open reading frame (ORF) 
จํานวน 6,466 ORF (Kumar และคณะ, 2002) ไดถูกรายงานอยางสมบูรณ และขอมูลที่เกี่ยวของ
ก็สามารถเขาถึงไดโดยทั่วไปดังตารางที่ 2.1   
 
ตารางที่ 2.1 เวบไซตของฐานขอมูลหรืองานวิจัยที่เกี่ยวของกับ S. cerevisiae 

ฐานขอมูลหรืองานวจิัย เวบไซต 
General yeast genome and proteome databases 

Saccharomyces Genome Database            
(SGD Stanford) 

http://www.yeastgenome.org/ 

Comprehensive Yeast Genome Database 
(CYGD-MIPS) 

http://mips.gsf.de/genre/proj/yeast/index
.jsp 

Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes 
(KEGG) 

http://www.genome.jp/kegg/ 

Yeast mutant collections 
Saccharomyces Genome Deletion Project 

 
http://www.sequence.stanford.edu/group

/yeast_deletion_project/ 
EUROpean Saccharomyces Cerevisiae ARchive 

for Functional analysis (EUROSCARF) 
http://web.unifrankfurt.de/fb15/mikro/eur

oscarf/ 
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ตารางที่ 2.1 เวบไซตของฐานขอมูลหรืองานวิจัยที่เกี่ยวของกับ S. cerevisiae (ตอ) 
ฐานขอมูลหรืองานวจิัย เวบไซต 

Yeast–mammalian or yeast–human homology searches 
Mammalian homology to yeast (SGD) http://www.yeastgenome.org/mammal/ 

Clusters of orthologous groups of proteins 
(COGs) 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/COG/ 

Discover homologs (Homologene) 
 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query
.fcgi?dbZhomologene 

Yeast–human diseases 
Mitochondria-related proteins, genes and 

diseases (MitoP) 
http://ihg.gsf.de/mitop2/ 

Yeast homologs of human disease-associated 
genes 

http://mips.gsf.de/proj/yeast/reviews/hu
man_diseases.html 

ที่มา: Mager และ Winderickx (2005) 
 
 
2.2 ความสัมพันธระหวางยีสตกับมนุษย 
 

กระบวนการทางชวีภาพที่เกดิขึ้นในยีสตดงักลาวเชน การสังเคราะหโปรตีน การแบงตัว 
การสังเคราะหและซอมแซมดีเอ็นเอ เปนตน นัน้คลายกบัของในเซลลส่ิงมีชีวิตชัน้สงู (Mager และ 
Winderickx, 2005) ดังภาพที่ 2.1 พบวาประมาณรอยละ 2 ของโปรตีนทัง้หมดของมนษุยสามารถ
ใชเปนเปาหมายของยารักษาโรคได (Drews, 1996) และจากการเปรียบเทียบจโีนมของมนษุยและ
ยีสตพบวาประมาณรอยละ 50 ของยีนทีท่ราบแลววาเกี่ยวของกับการกอโรคในมนษุยคลายกันกบั
ในยีสต (Hartwell, 2004) รวมทัง้จากผลการศึกษาที่ผานมา พบวา ความสัมพันธระหวางยาและ
โมเลกุลเปาหมาย (drug target) ทั้งของในยีสตและในมนุษยมีความใกลเคียงกันมาก ดงัเชน 
โมเลกุลเปาหมายของสารกดภูมิคุมกัน Rapamycin ถูกคนพบในยีสตกอนและถูกยนืยนัผลใน
มนุษยในเวลาตอมา (Heitman และคณะ, 1991) จากเหตุผลดังกลาวทาํให S. cerevisiae 
เหมาะสมเปนสิ่งมีชีวิตที่ใชเปนเครื่องมือในการศึกษาหายาชนิดใหมๆ   เชนในขั้นตอนของงานวจิัย
ที่พัฒนาวิธีคัดกรองหาสารออกฤทธิท์างชวีภาพชนิดใหมที่ใชหลกัการทีต่างไปจากหลกัการเดิมๆที่
ใชกันอยูในปจจุบัน  
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ที่มา: Hughes (2002) 
 
ภาพที่ 2.1 ความสัมพันธของ essential gene ที่ทําหนาที่หลักในเซลลมนุษยและ

ยีสต 
 
 
2.3 การใชยีสตเปนเครื่องมือในการคัดกรองหาสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพ 
 

การทดสอบหาหนาที่ของโปรตีนของมนุษยภายใตภาวะที่อยูในเซลลยีสตและการทดลอง
หาหนาที่ของแตละโปรตีนเปาหมายของยาในสี่กลุมหลักไดแก ion channel, nuclear receptor, 
G-protein-coupled-receptors (GPCRs) และเอนไซม ทําใหสามารถนําผลที่ไดมาประยุกตใช
สําหรับการใชยีสตเปนเครื่องมือในการคัดกรองหาสารออกฤทธิ์ชนิดใหม ดังนี้ 

M2 polypeptides ของไวรัสมีผลใหโปรตอนไหลจากเอนโดโซมเขามาในไวริออน ทําใหคา
ความเปนกรดดางลดลงและกระตุนใหเกิดการปลอยจีโนมไวรัสเขาสูเซลล ซึ่งเปนชวงแรกของวัฎ
จักรการติดเชื้อไวรัส คณะนักวิจัยพบวาเมื่อนําโปรตีนดังกลาวไปแสดงออกในยีสต จะทําใหยีสตมี
การเจริญเติบโตลดลง การพัฒนาวิธีการคัดกรองจากหลักการนี้ทําใหสามารถพบสารที่สามารถ
ยับยั้งการแบงตัวของไวรัสไดใน plaque reduction assay โดยมีคา IC50 คือ 0.26 ไมโครโมลาร 
(Kurtz และคณะ, 1995) 
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เนื่องจาก GPCRs ของมนุษยมีลักษณะโครงสรางคลายกับโปรตีน Ste2 ของยีสตซึ่งเปน 
mating pheromone receptor ดังนั้นเมื่อนํามาแสดงออกในยีสตทําใหพบวา ลิแกนดที่จับกับ 
GPCR สามารถกระตุนการทํางานของวิถีการสงสัญญาณของฟโรโมนและกระตุนยีนที่จําเพาะตอ 
mating ไดเชนเดียวกับการกระตุนการทํางานของ mating pheromone receptor ของยีสตจาก
ขอมูลนี้ทําใหมีการพัฒนาการคัดกรองหาลิแกนดที่จําเพาะตอ GPCR โดยใชยีสตซึ่งที่มีการเชื่อม
ยีนรายงานผลตอเขากับโปรโมเตอรของยีนที่จําเพาะตอ mating เชน pFUS1- lacZ (Dowell และ 
Brown, 2002) 

Perkins และคณะ (2001) รายงานวา สามารถคัดกรองสารออกฤทธิ์ยับยั้ง human poly 
(ADP-ribose) polymerase 1 (PARP1) โดยใชระบบยีสตและพบสารออกฤทธิ์ชนิดใหม PARP1 
เปนเอนไซมที่ทําหนาที่ยาย poly (ADP-ribose) ของโปรตีนหลายชนิดรวมทั้งโปรตีน p53 และการ
ทํางานของ PARP1 จะถูกกระตุนเมื่อเกิดการทําลายดีเอ็นเอสายคู และการยับยั้งการทํางานของ
เอนไซมนี้ทําใหสามารถใชประโยชนเปนยาควบคุมการตอบสนองตอการเกิดการทําลายดีเอ็นเอที่
ใชเปนยาตานมะเร็งได โดยเมื่อนํา PARP1 ไปแสดงออกในยีสตเปนผลทําใหยีสตไมสามารถเจริญ
ได ถามีสารไปยับยั้งการทํางานของ PARP1 ไดจะทําใหยีสตสามารถกลับมาเจริญเติบโตได
ตามปกติ 

Bach และคณะ (2003) ไดใชระบบยีสตในการคัดกรองหายาตาน prion ซึ่งเปนสาเหตุ
ของการเกิดโรควัวบา โดยทําการคนหาสารยับยั้งโปรตีน [PSI+] และ [URE3] ซึ่งเปนโปรตีนของ
ยีสตที่มีลักษณะคลาย prion ของมนุษยและพบวาสารยับยั้ง prion ชนิดใหมที่คัดแยกไดจากการ
ทดลองนี้สามารถยับยั้ง prion ของมนุษยไดทําใหสามารถสรุปเพิ่มเติมไดวากลไกการเกิด prion มี
การอนุรักษ (conserve) จากยีสตสูมนุษย 
 Middendorp และคณะ (2004) ทําการคัดกรองหาสารยับยั้ง ß secretase โดยใชระบบ
ยีสต ß secretase เปนเอนไซมที่ทําใหเกิดการตกตะกอนของเพปไทด amyloid- ß ซึ่งเปนสาเหตุ
หนึ่งของการเกิดโรค Alzheimer และจากการคัดกรองพบสารที่สามารถลดการตกตะกอนของเพป
ไทด amyloid- ß โดยมีคา IC50 ที่ 7 ไมโครโมลาร อีกทั้งสารดังกลาวสามารถยับยั้ง ß secretase 
ในระบบยีสตไดที่ความเขมขนเทากัน แสดงวาระบบยีสตนี้สามารถใชเปนระบบคัดกรองหาสาร
ยับยั้งการเกิดโรค Alzheimer ได  
 Shitamukai และคณะ (2000) ศึกษายีสตสายพันธุกลายที่ไมมียีน ZDS1 (∆zds1) พบวา
เมื่อเลี้ยงเซลลในภาวะที่มีความเขมขนของแคลเซียมสูง เซลลจะไมสามารถเจริญได เนื่องจากวิถี
การสงสัญญาณของแคลเซียมถูกกระตุน และขาดโปรตีน Zds1 ที่ทําหนาที่ยับยั้งการทํางานของ
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โปรตีน Swe1 จึงทําใหโปรตีน Swe1 อยูในภาวะที่สามารถทํางานได  เปนผลทําใหเซลลหยุดหรือ
ชะลอการแบงเซลลอยูในระยะ G2  Swe1 เปนโปรตีนไคเนส (protein kinase) ในภาวะที่ทํางาน
ได (active form) จะทําการเติมหมูฟอสเฟตที่ไทโรซีนตําแหนงที่ 19 บน Cdc28 ทําใหโปรตีน
เชิงซอน Clb-Cdc28 ไมอยูในภาวะที่ทํางานได เซลลจึงหยุดอยูในระยะ G2 ของวัฎจักรการแบง
เซลล ซึ่งควบคุมระยะการแบงเซลลจาก G2 ไปสูระยะไมโทซิส (ดังภาพที่ 2.2) ดังนั้นยีสตสายพันธุ
กลายดังกลาวจึงไมสามารถเจริญไดในภาวะที่มีความเขมขนของแคลเซียมสูง  แตถามีสารที่มี
โมเลกุลขนาดเล็กไปยับยั้งที่สวนใดสวนหนึ่งของวิถีการสงสัญญาณของแคลเซียมจะทําใหยีสต
สายพันธุกลายดังกลาวสามารถเจริญในภาวะที่มีความเขมขนของแคลเซียมสูงได  

 
 

2.4 วิถีการสงสัญญาณของแคลเซียม 
 

วิถีการสงสัญญาณของแคลเซียม เปนหนึ่งในวิถีสําคัญที่มีบทบาทตอการควบคุม การ
แบงตัวเพิ่มจํานวน (cell proliferation) การกระตุนเซลลภูมิคุมกันชนิด T-cell (T-cell activation) 
กระบวนการหลั่งสาร (secretion) การหดตัวของกลามเนื้อ (muscle contraction) รวมถึงการหลั่ง
สารส่ือประสาท (neurotransmitter) ในสิ่งมีชีวิตชั้นสูง (Clapham, 1995) สําหรับใน S. 
cerevisiae วิถีการสงสัญญาณของแคลเซียม (ดังภาพที่ 2.2) ควบคุมข้ันตอนการแบงเซลลใน
ระยะโดยการควบคุมการทํางานของโปรตีน Swe1 ซึ่งเปนโปรตีนไคเนส โปรตีน Swe1 จะเติมหมู
ฟอสเฟต (phosphorylation) ใหโปรตีน Cdc28 ซึ่งเปน cyclin-dependent protein kinase ซึ่งทํา
ใหโปรตีน cyclin-Cdc28 ไมมีแอกทิวิตีทําใหเซลลหยุดหรือชะลอการแบงเซลลอยูที่ระยะ G2 
(Booher และคณะ, 1993; Means, 1994) วิถีการสงสัญญาณของแคลเซียมที่ควบคุมการแบงตัว
ของเซลลเกิดขึ้นโดย 2 วิถีคูขนานไดแก วิถีที่สงสัญญาณของแคลเซียมผาน calcineurin  และวิถีที่
สงสัญญาณของแคลเซียมผาน Mpk1 โดยทั้งสองวิถีนี้ทํางานรวมกันในการกระตุนการทํางานของ
โปรตีน Swe1 (Mizunuma และคณะ, 1998) ในเซลลปกติจะมีโปรตีน Zds1 ทําหนาที่เปนตัว
ควบคุมเชิงลบ (negative regulator) (Bi และ Pringle, 1996) ทําใหเกิดความสมดุลยระหวาง
สัญญาณการกระตุนและยับยั้งการทํางานของโปรตีน Swe1  
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 ที่มา: Mizunuma และคณะ (1998) 
 

ภาพที่ 2.2 แบบจําลองวิถีการสงสัญญาณของแคลเซียมใน S. cerevisiae  
 
 
 Shitamukai และคณะ (2000) ไดเสนอวายีสตสายพันธุกลาย ∆zds1 สามารถใชเปน
เซลลบงชี้ (indicator cell) ในระบบคัดกรองหาสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพที่เกี่ยวของกับวิถีการสง
สัญญาณของแคลเซียมได โดยระบบนี้ใชหลักการที่แตกตางไปจากระบบที่ใชกันอยูทั่วไป เปนการ
เพิ่มโอกาสที่จะพบสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพชนิดใหม และสารออกฤทธิ์ที่ไดจะมีความจําเพาะกับ
โมเลกุลเปาหมายสูง ถาสารออกฤทธิ์ไปยับยั้งโปรตีน Mpk1 ซึ่งเปนโปรตีน MAP kinase ชนิดหนึ่ง 
สารออกฤทธิ์นี้นาจะเปนสารออกฤทธิ์ตานมะเร็งหรือสารตานการอักเสบ   เนื่องจากโปรตีน Mpk นี้
มีความคลายคลึงกับ Erk1/Erk2 ในมนุษย (Sugiura และคณะ, 2002) ในเซลลมะเร็งบางชนิดนั้น 
Erk1/Erk2  จะถูกกระตุนตลอดโดยไคเนส Ras เปนผลใหเกิดการสงเสริมการแบงเซลลใน
เซลลมะเร็ง และ Erk1/Erk2 มีบทบาทเกี่ยวของกับกระบวนการอักเสบ  โดยที่เมื่อ Erk1/Erk2 ถูก
กระตุนนั้นจะไปควบคุมการทํางานของ  transcription factor ในกลุม AP-1 โดย  AP-1 
transcription factor ทําหนาที่ควบคุมการสรางไซโทไคน IL-2 ที่มีบทบาทสําคัญในการกระตุนการ
แบงตัวของ T-cell  ตัวอยางรายงานการวิจัยที่เกี่ยวของกับสารยับยั้งวิถี Erk1/Erk2 มีดังนี้ 
 Duan และคณะ (2004) รายงานวา U0126 ซึ่งเปนสารยับยั้งวิถี Erk1/Erk2 สามารถ
ยับยั้งแอนติเจนตนแบบ Ovalalbumin (OVA) ในการกระตุนเม็ดเลือดขาวชนิดอีโอซิโนฟลใน
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กระแสเลือด และการเกิดเมือกที่ทางเดินหายใจ รวมทั้งการแสดงออกของ VCAM-1 ในเนื้อเยื่อ
ปอดของหนูได และจากผลของการศึกษาปอดหนูที่กระตุนดวย OVA และวิเคราะห โดยวิธีเวส
เทิรนบลอต พบวา U0126 สามารถปองกันการกระตุนวิถี Erk1/Erk2 อันเนื่องมาจาก OVA ได 
แสดงวาการยับยั้งวิถี Erk1/Erk2 สามารถที่จะใชเปนแนวทางการรักษาโรคภูมิแพในระบบทางเดิน
หายใจได 
 Sebolt-Leopold และคณะ (1999) รายงานวา PD184352 (CL-1040) ซึ่งเปนสารยับยั้ง
วิถี Erk1/Erk2 สามารถยับยั้งการเจริญของมะเร็งได โดยพบวาจากการใหสารดังกลาวโดยวิธีกิน
พบวาสารดังกลาวสามารถปองกันการเจริญของมะเร็งลําไสในสัตวทดลองได ซึ่งจากการ
ตรวจสอบพบวาเกี่ยวของกับการลดการกระตุนวิถี Erk1/Erk2 ซึ่งแปรผันตรงกับความเขมขนของ
สารที่ให 

ถาสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพมีโมเลกุลเปาหมายเปน Calcineurin สารออกฤทธิ์ที่จะได
นาจะเปนสารออกฤทธิ์ตานการอักเสบหรือสารกดภูมิคุมกันเปนตน เนื่องจาก Calcineurin ในยีสต
ซึ่งเปนสวนหนึ่งในวิถีการสงสัญญาณแคลเซียมนี้มีความคลายคลึงกับ Calcineurin ในมนุษย มี
บทบาทสําคัญในการควบคุมการแสดงออกของยีนที่ตอบสนองตอแคลเซียม มีโมเลกุลเปาหมายที่
สําคัญอยางหนึ่งไดแก transcription factor ในกลุม Nuclear factor of activated T cells (NFAT) 
ซึ่งปกติอยูในไซโทพลาซึม   แตถา Calcineurin ถูกกระตุน จะเกิดการขนสง NFAT เขาไปยัง
นิวเคลียสเพื่อไปกระตุนยีนประมวลรหัสไซโทไคน ไดแก IL-2 ซึ่งมีบทบาทสําคัญในการกระตุน T-
cell (Sugiura และคณะ, 2002) ตัวอยางยาที่ยับยั้ง Calcineurin ไดแก FK506 และ cyclosporin 
A ซึ่งเปนยากดภูมิคุมกันที่มีการใชกันอยูทั่วไป 
 ถาสารออกฤทธิ์ไปยับยั้งที่โปรตีนไคเนส  Mck1  สารออกฤทธิ์ที่ไดนาจะเปนสารออกฤทธิ์
ตานโรคเบาหวานประเภทที่ 2 (Diabetes type 2) และหรืออาจเปนสารตานโรค Alzheimer 
เนื่องจากโปรตีน Mck1 ซึ่งเปนสวนหนึ่งในวิถีสงสัญญาณแคลเซียมนี้มีความคลายคลึงกับ GSK-
3ß ในมนุษย (Kassir และคณะ, 2006) GSK-3ß มีกลไกการทํางานตรงกันขามกับกระบวนการ
สรางไกลโคเจน (Nikoulina และคณะ, 2000) ในผูปวยโรคเบาหวานพบวามีระดับของ GSK-3ß 
ผิดปกติ ดังนั้นการยับยั้ง GSK-3ß อาจจะสามารถนําไปรักษาโรคเบาหวานได นอกจากนี้ในระบบ
ประสาทสวนกลางของผูปวยโรค Alzheimer  ไดถูกพบการเกิดการตกตะกอนของโปรตีน Tau 
สาเหตุเนื่องมาจากระดับของ GSK-3ß ที่ผิดปกติ โดยมีการเติมหมูฟอสเฟตใหโปรตีน Tau มากจน
เปนผลใหโปรตีนสูญเสียโครงสรางและจับตัวตกตะกอนเกิดเปนแอมีลอยดในระบบประสาท
สวนกลาง สงผลใหเซลลสมองหรือระบบประสาทสวนกลางเสียหาย (Bhat และคณะ, 2004)    
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 ดังนั้นสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพที่นาจะไดจากวิธีการคัดกรองในระบบยีสตนี้ ไดแก สาร
ตานการอักเสบ สารกดภูมิคุมกัน และสารตานมะเร็ง เปนตน ดังแสดงในตารางที่ 2.2 
 
ตารางที่ 2.2 ความสัมพันธระหวางโมเลกุลเปาหมายกับฤทธิ์ทางชีวภาพในระบบคัดกรอง
ที่ใชยีสตสายกลาย ∆zds1 เปนเซลลบงชี้ 

 
โมเลกลุเปาหมาย ฤทธิ์ทางชวีภาพ 

Calcineurin 
 

Immunosuppressants, 
Allergy remedy 

MPK1 (ERK1, ERK2) 
 

Anticancer agent, 
Anti-inflammatory 

MCK1 (GSK-3) 
 

Alzheimer disease, 
Type II diabetes 

 
 
ยาที่ใชในปจจุบันกวารอยละ 25 ไดมาจากพืช (Hamburger และ Hostettmann, 1991) 

และจากการทีป่ระเทศไทยตัง้อยูในเขตรอนชื้นของโลก  ทําใหมีความหลากหลายของพนัธุพืชสูง 
จากรายงานของธนาคารโลกในป 1992 พบวาประเทศไทยมีพืชไมต่ํากวา 14,000 ชนิด ดังนั้น
การศึกษาวิจัยและพัฒนายาซึ่งเปนสารออกฤทธิ์ที่ไดมาจากพชืจะเปนการชวยแกปญหาการพึง่พา
การนาํเขายาที่ทาํใหไทยตองขาดดุลการคาปละกวา 20,000 ลานบาทได และทําใหประชาชน
สามารถเขาถงึยาไดอยางทัว่ถึง รวมทั้งยงัเปนการแกปญหายาทีม่ีราคาแพงได ปจจุบันงานวิจยัที่
เกี่ยวของกับฤทธิ์ทางชีวภาพของสมนุไพรมีแนวโนมเพิ่มมากขึ้น เชน ฤทธิ์ตานเชื้อรากอโรค 
(Phongpaichit และคณะ, 2005) ฤทธิ์ตานแบคทีเรีย (Voravuthikunchai และ Kitpipit, 2005) 
หรือฤทธิ์ตานมะเร็ง (Itharat และคณะ, 2004) แตการศึกษาในเชิงลกึถึงกลไกในระดับโมเลกุลของ
สารบริสุทธิท์ี่แยกไดจากสมนุไพรยังมีนอยมาก ซึ่งผลจากงานวจิัยนี้คาดวาจะเปนองคความรูเพื่อ
การพัฒนายาขึ้นใชเองในประเทศ การทราบกลไกในระดบัโมเลกุลของสารที่สนใจจะทําใหทราบถึง
ฤทธิท์างชีวภาพโดยละเอยีด รวมทั้งผลขางเคียงที่จะเกิดข้ึนจากการใชสารบริสุทธิ์ดังกลาวเปนยา 
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วชิรศักดิ์ วังกงัวาน (2550) ไดใชยีสตสายพันธุกลาย ∆zds1 เพื่อคัดกรองหาสารออกฤทธิ์
ที่ยับยัง้วถิีสัญญาณแคลเซียมจากพืชสมนุไพรไทย และไดพบวาสารบริสุทธิ์พโินสโทรบินที่เปนสาร
หลักชนิดหนึ่ง ที่แยกไดจากสวนรากของกระชายเหลืองมฤีทธิ์ดงักลาว 
 
2.5 กระชายเหลือง 
 

กระชายเหลือง  (Boesenbergia pandurata) เปนพืชสมุนไพรพืน้บาน ที่ไดมีการนําไปใช
ประกอบอาหารและเปนยารักษาโรคตามภูมิปญญาไทยดั้งเดิมโดยมสีรรพคุณเปนยา ใชแกทองอืด
ทองเฟอ แกลมจุกเสียด แกโรคกระเพาะ รักษาแผลในปาก (เพ็ญนภา ทรัพยเจรญิ, 2547) ใน
กระชายเหลืองพบสารประกอบตางๆ มากมาย ไดแก กลุมไดไฮโดรซาลโคน boesenbergin A 
กลุม ฟลาโวน ฟลาวาโนน และฟลาโวนอยด (ไดแก alpinetin, pinostrobin) และ pinocembrin 
(Mongkolsuk และ Dean, 1964; Jaipetch และคณะ, 1982) จากรายงานที่ผานมา มีการคนพบ
ฤทธิท์างชีวภาพของพิโนสโทรบินหลายดาน ไดแก  

Wu และคณะ (2002) รายงานวาพิโนสโทรบินสามารถยบัยั้ง Cyclooxygenase (COX) I 
และ COX II ในหลอดทดลองได โดย COX I/II เปนเอนไซมที่เปนสวนหนึง่ของวถิีการสรางโพรสตา
แกลนดินซึง่เปนสวนสําคัญในการเกิดกระบวนการอักเสบ 

Bharmapravati และคณะ (2003) รายงานวาพิโนสโทรบนิมีฤทธิ์ตานการเจริญของ 
Helicobacter pylori ซึ่งปจจุบันเปนทีย่อมรับวาเปนสาเหตุของโรคกระเพาะอาหาร 

Trakoontivakorn และคณะ (2001) รายงานวาพิโนสโทรบินมฤีทธิ์ตานการกอกลายพันธุ 
(antimutagenic activity) จากสาร 3-amino-1-methyl-5H-pyrido[4,3-b]indole (Trp-P-2) and 
2-amino-1-methyl-6-phenylimidazo[4,5-b]pyridine (PhIP) โดยมคีา IC50 คือ 5.3±1.0 ไมโคร
โมลาร 

Fahey และ Stephenson (2002) ศึกษาความสามารถของสารสกัดจากพืชในการ
เหนีย่วนําเอนไซมที่ใชกาํจัดสารพิษ (phase 2 detoxification enzyme) ในมะเร็งตับของหน ู
พบวาพิโนสโทรบินสามารถเพิ่มประสทิธิภาพของ quinone reductase ที่ใชกาํจัดสารพิษในตับได 

Smolarz และคณะ (2006) คัดกรองหาสารสกัดจากพืชทีม่ีฤทธิ์ตอตานมะเร็งเมด็เลือด
ขาวในมนุษย พบวาพิโนสโทรบินมีฤทธิท์ําใหเซลลมะเรง็เม็ดเลือดขาว (Jurkat และ HL-60) มีการ
ตายแบบอะพอพโทซิส โดยมีการตายเพิ่มข้ึนตามความเขมขนที่เพิม่ข้ึนของพโินสโทรบิน โดย
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พบวาที ่10 นาโนโมลาร ทําใหเซลลตายรอยละ 25-60 ที ่100 นาโนโมลารทาํใหเซลลตาย รอยละ 
45-76 และที ่1 ไมโครโมลารทําใหเซลลตายรอยละ 70-88 ตามลําดับ 

Ashidi และคณะ (2007) ทดสอบฤทธิพ์ิโนสโทรบินในมะเร็งเมด็เลือดขาวในมนุษย 
(CCRF-CEM) พบวาสามารถยับยัง้การแบงตัวของมะเร็งเม็ดเลือดขาว และยังทําใหเกิด reactive 
oxygen species (ROS) ที่ไปทําลายเยือ่หุมไมโทคอนเดรียทีม่ีบทบาทสาํคัญในการตายแบบอะ
พอพโทซิส 

แตจนถึงปจจุบันยงัมีรายงายวิจัยนอยมากในเชงิลึก ถึงกลไกการออกฤทธิ์ในระดับโมเลกุล
ของสารบริสุทธิ์จากกระชายเหลือง การทราบถึงฤทธิท์างชีวภาพของพโินสโทรบิน ที่ไปยับยัง้การ
ทํางานของโปรตีนใดโปรตีนหนึง่ในวิถีการสงสัญญาณของแคลเซียมในยีสต จะถกูใชเปนขอมูลที่
สามารถเชื่อมโยงไปสูโปรตนีดังกลาวในมนุษยได ดวยการใชชวีสารสนเทศ (bioinformatics) 
ฐานขอมูลของจีโนมในยีสตและในมนษุย เพื่อนําไปสูการศึกษากลไกการออกฤทธิ์ในระดับโมเลกลุ
ของสารดังกลาวในเซลลไลนมะเรง็ของมนุษย 

งานวิจยันี้จงึมุงหมายตอยอดงานวิจัยของ วชิรศักดิ์ วงักังวาน (2550) โดยเนนศึกษาเพื่อ
หาโปรตนีในวถิีสัญญาณของแคลเซียมในยีสต ที่ถูกยับยั้งการทาํงานโดยพิโนสโทรบิน และศึกษา
ฤทธิ์ของพิโนสโทรบินในการตานการเพิ่มจาํนวนของเซลลไลนมะเร็งบางชนิดของมนษุยตอไป 
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บทที่  3 

วิธีดําเนินการวิจัย 

3.1 เครื่องมือที่ใชในการวิจัย 
 
1. ตูอบฆาเชื้อ (hot air oven) รุน UE 600 ของบริษัท Memmert, Germany 
2. ตูบมเชื้อ (incubator) รุน BE 600 ของบริษัท Memmert, Germany 
3. ตูเขี่ยเชื้อ  รุน Clean model. V4 ของบริษทั LAB Service, Thailand 
4. เครื่องวัดความเปนกรด-ดาง (pH meter) รุน S-20K ของบริษัท Mettler-Toledo, Switzerland 
5. เครื่องควบคุมอุณหภูมิและระเหยแหงแบบใหความรอน (thermo-block) รุน MylabTH Thermo-

Block SLTDB-120 ของบริษัท SeouLin Bioscience, Korea 
6. เครื่องชั่ง  รุน AG285 PG2002-S และ PB3002 ของบริษัท Mettler Toledo, Switzerland 
7. เครื่องปนผสม (vortex mixer) รุน GenieII G-560E ของบริษัท Scientific Industries, USA 
8. เครื่องนึ่งอบฆาเชื้อ (autoclave) รุน MLS 3020 ของบริษัท SANYO, Japan 
9. เครื่องหมนุเหวี่ยงชนิดตั้งโตะ (bench-top centrifuge) รุน 2600 ของบริษัท Denvelle, 

Germany 
10. อางน้ําควบคมุอุณหภูมิพรอมเครื่องเขยา (waterbath shaker) รุน NST 2000 ของบริษัท 

EYELA, Japan 
11. เครื่องโซนิเคเตอร (Sonicator) รุน RK100 บริษัท BANDELIN, Germany 
12. เครื่องนับจํานวนเม็ดเลือด (Haemacytometer) 
13. ชุดเครื่องระเหยแหงสุญญากาศ (Rotary vacuum evaporator) รุน N-1NW บริษัท EYELA, 

Japan 
14. ไมโครปเปตต (micropipette) รุน P10  P20  P100  P200  P1000 และ P5000 ของบริษัท    

 Gilson, France 
15. กระบอกฉีดยาพลาสตกิ  ขนาด 5 มิลลิลิตร ของบริษัท Nissho Nipro, Japan 
16. ชุดกรองสําเรจ็รูปชนิดเซลลโูลสอะซีเตท ขนาดความกวางรู 0.22 ไมโครเมตร  Restek,Thailand 
17. อุปกรณสําหรบัถายภาพ 

- Gel Documentation และโปรแกรม Quantity One เวอรชั่น  4.4.1 ของบริษัท  
       Bio-Rad, USA     
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18. ชุดเครื่องมือทาํอะกาโรสเจลอิเล็กโทรโฟรีซสิ (agarose gel electrophoresis) Mini gel 
electrophoresis system ของบริษัท Mupid-ex, Japan 

19. เครื่องกวนโดยใชแมเหล็ก (magnetic stirrer) ยี่หอ Clifton Ceraplate 
20. เครื่องไมโครเวฟ (microwave oven) Turbera รุน MW-2020 
21. เครื่องวัดการดูดกลืนแสง (microplate reader) รุน Elx 800 ของบรษิัท Bio-tek instrument 
22. เครื่องวัดความเปนกรด-ดาง (pH-meter) รุน S20-K ของบริษัท Mettler Toldo 
23. ตูแชแข็งจุดเยือกแข็งต่ํา (deep freezer) อุณหภูมิ -70 องศาเซลเซยีส รุน ULT 1786 ของบริษัท 

FORMA Scientific, USA 
24. ตูแชแข็งจุดเยือกแข็งต่ํา (deep freezer) อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซยีส รุน MDF-U332 ของ

บริษัท SANYO Electric, Japan 
25. ตูเย็น 4 องศาเซลเซียส รุน Tiara บริษัท Mitsubishi electric 
26. ชุดเครื่องมือทาํ SDS-polyacrylamide gel electrophoresis (Protein III System) ของบริษัท 

Biorad, USA 
27. ชุดเครื่องมือทาํ semi-dry electrophoretic transfer cell รุน Trans-Blot® SD ของบริษัท Bio-

Rad, USA 
28. แผนกระจกสไลด 
29. กระจกปดสไลด 
30. ตะเกียงแอลกอฮอล 
31. ถาดประกบฟลม ของบริษทั OKAMOTO 
32. ฟลมเอ็กซเรย (Kodak Medical x-ray flim) 
33. กระดาษกรอง (filter paper) 
34. กลอง inverted microscope ของบริษัท Olympus 
35. ปเปตตแกว (seropipette) 1, 5 และ10 มิลลิลิตร 
36. ภาชนะเลีย้งเซลล (Tissue culture Flask ขนาด 25 ลูกบาศกเซนติเมตร) ยีห่อ Corning 

Incorporation, USA 
37. จานเลีย้งเซลลขนาด 35 มิลลิเมตร x 10 มิลลิเมตร ยีห่อ Corning Incorporation, USA 
38. ถาดเลี้ยงเซลล 24 หลุม (tissue culture plate 24 well) ยี่หอ NUNC™ , Denmark 
39. ถาดเลี้ยงเซลล 96 หลุม (tissue culture plate 96 well) ยี่หอ NUNC™ , Denmark  
40. Cane ใสหลอดเก็บเซลล 
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41. ถังไนโตรเจนเหลว (liquid nitrogen tank) รุน 34 HC ยีห่อ Taylor-Wharton 
42. หัวกรองอาหารเลี้ยงเซลลขนาด 0.22 ไมโครเมตร 
43. บีกเกอร 
44. ขวดใสอาหารเลี้ยงเซลลขนาด 100 มิลลิลิตร ของบริษัท Corning Incorporation, USA 
45. หลอดเก็บเซลลแชแข็ง (cryotube) ของบริษัท Corning Incorporation, USA 
46. เครื่องปมอากาศ (air pump) 
47. ทิปปลอดอารเอ็นเอส (RNase-free tip) ปริมาตร 2 , 10, 100 และ 1,000 ไมโครลิตร 
48. เครื่องเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอ (DNA Thermal Cycle) รุน 2400 ของบริษทั Perkin Elmer, USA 
49. พาราฟลม (Parafilm) 
50. กระบอกตวง (cylinder) 
51. หลอดไมโครเซนตริฟวจ ขนาด 15 และ 50 มิลลิลิตร ของบริษัท Corning Incorporation, USA 
52. หลอดพีซีอาร (PCR tube) ขนาด 200 ไมโครลิตร ของบริษัท Corning Incorporation, USA 
53. หลอดไมโครเซนตริฟวจ (micro centrifuge tube) ขนาด 1.5 มิลลิลิตร บริษัท Axygen 

Scientific, USA 
54. เครื่องดูดจากปเปตต (Pipette aid) ยี่หอ Drummond 
55. พลาสติกใส (Wrap membrane) 
56. Polyvinylidine fluoride (PVDF) membrane ของบริษทั Amersham Biosciences, UK 
 
 
3.2 เคมีภัณฑ 
 
1. yeast extract ของบริษัท Difco Laboratories, USA 
2. glucose ของบริษัท Difco Laboratories, USA 
3. agarose gel ของบริษัท Prondisa, Spain  
4. Sodium hydroxide (NaOH) ของบริษัท E Merck, Germany 
5. Hydrochloric acid (HCl) ของบริษัท LAB-SCAN, Ireland 
6. Acetic acid (glacial CH3COOH) ของบริษัท E Merck, Germany 
7. Glycerol ของบริษัท Carlo ERBA, France 
8. Lithium acetate (LiAc) ของบริษัท  Merck, Germany 
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9. carrier DNA ดีเอ็นเอทีม่ีมวลโมเลกุลสูง (Deoxyribonuclei acid Sodium salt Type lll from 
salmon testes) ของบริษัท Sigma, USA 

10. phenol ของบริษัท  Merck, Germany 
11. Polyethylene glycol (PEG) ของบริษัท Sigma, USA 
12. Trizma base (tris [hydroxymethyl] aminomethane), (C4H11NO3) ของบริษัท Sigma, USA 
13. EDTA (ethylenediaminetetraacetic acid), (C10H14N2O8Na2) ของบริษัท Sigma, USA 
14. EGTA (Ethylene-bis (oxyethylenenitrilo) tetraacetic acid tetrasodium) (C14H20N2O10Na4) 

ของบริษัท Sigma, USA 
15. Hydrochloric acid (HCl) ของบริษัท Merck, Germany 
16. Potassium chloride (KCl) ของบริษัท Merck, Germany 
17. Potassium di-hydrogen phosphate (KH2PO4) ของบริษัท Merck, Germany 
18. Sodium di-hydrogen phosphate (Na2HPO4) ของบรษิัท Merck, Germany 
19. Sodium hydrogen carbonate (NaHCO3) ยี่หอ Anala® ของบริษัท BDH, UK 
20. Trypsin-EDTA ของบริษัท Hyclone 
21. HEPES (N-2-Hydroxyethylpiperazine-N’-2-ethanesulfonic acid) ของบริษัท Hyclone 
22. Sodium pyruvate ของบริษัท Hyclone 
23. MTT (3-(4,5-dimethlthiazolyl-2)-2,5-diphenyltetrazolium bromide) ของบริษัท Bio Basic 

inc, Canada 
24. DEPC (diethylpyrocarbonate ) ของบริษัท Sigma, USA 
25. Random hexamer ของบริษัท Fermentus, Canada 
26. Ribonuclease inhibitor ของบริษัท Fermentus, Canada 
27. HPLC water ของบริษัท Merck, Germany 
28. Tag polymerase ของบริษทั Fermentus, Canada 
29. M-MuLV reverse transcriptase ของบริษัท Fermentus, Canada 
30. dNTP mix ของบริษัท Fermentus, Canada 
31. SDS (sodium dodecyl sulfate), (C12H25OSO3) ของบริษัท Sigma, USA 
32. Tween20 ของบริษัท Sigma, USA 
33. Cycloheximide ของบริษัท Sigma, USA 
34. α-factor ของบริษัท Sigma, USA 
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35. เอนไซมตัดจําเพาะทุกชนิดของบริษัท New England Biolabs, UK 
36. 100 bp และ 1 kb DNA ladder ของบริษัท Fermentas, USA 
37. Phusion polymerase ของบริษัท New England Biolabs, UK 
38. dATP, dCTP, dGTP และ dTTP ของบริษทั New England Biolabs, UK 
39. Ribonuclease A (RNase A) ของบริษัท Sigma, USA 
40. Proteinase K ของบริษัท Sigma, USA Absolute alcohol ของบริษัท Merck, Germany 
41. Isopropanol ของบริษัท Merck, Germany 
42. Protease inhibitor ของบริษัท Sigma, USA 
43. Buffer A สําหรับสกัดโปรตีน (วิธีเตรียมดูภาคผนวก ข) 
44. Buffer B สําหรับสกัดโปรตีน (วิธีเตรียมดูภาคผนวก ข) 
45. Chloroform ของบริษัท Lab-scan, Thailand 
46. Acrylamide/Bisacrylamide 40% solution ของบริษัท Sigma, USA 
47. TEMED (N,N,N,N-Tetramethyethylenediamide) ของบริษัท Bio Basic inc, Canada 
48. Amonium persulfate ของบริษัท Bio Basic inc, Canada 
49. β-mercapto-ethanol ของบริษัท Sigma, USA 
50. Dithiothreitol (DTT) ของบริษัท USB corporation, USA 
51. ECL western bloting ของบริษัท Amersham biosciences, UK 
52. Absolute methanol ของบริษัท Merck, Germany 
53. Tris buffer pH 8.8 (วิธีเตรียมในภาคผนวก ข) 
54. Tris buffer pH 6.8 (วิธีเตรียมในภาคผนวก ข) 
55. Prestain molecular weight marker ของบริษัท Fermentus, Canada 
56. Bromphenol blue ของบริษทั Sigma, USA 
57. น้ํายาลางฟลม ของบริษัทเจเนเซน 
58. Fetal Bovine Serum (FBS) ของบริษัท Hyclone 
59. อาหารเลีย้งเซลล (RPMI 1640) ของบริษัท Hyclone 
60. อาหารเลีย้งเซลล (MEM) ของบริษัท Hyclone 
61. BCATM protein assay ของบริษัท PIERCE 
62. Dimethysulfoxide (DMSO) ของบริษัท Sigma, USA 
63. Trypan blue 0.5%w/v ของบริษัท Biochrom AG, Germany 
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64. Rabbit anti-c-myc; catalog# sc-789 (A-14) ของบริษัท Sata cruz Biotechnology 
65. Rabbit anti-p-Cdc2; catalog# sc-7989 (Tyr15) ของบริษัท Sata cruz Biotechnology 
66. Rabbit anti-Cdc2; catalog# sc-53 (PSTAIRE) ของบริษัท Sata cruz Biotechnology 
67. Donkey anti-rabbit IgG-HRP ของบริษัท Amersham biosciences, UK 
68. ชุดสกัดดีเอ็นเอจากอะกาโรสเจล QIAquick Gel Extraction Kit ของบริษัท Qiagen, Germany 
69. ชุดไลเกชั่นคิด  Rapid DNA Ligation Kit ของบริษัท Fermentas, USA 
70. ชุดสกัดอารเอ็นเอ MasterPureTM Yeast RNA Purification Kit ของบริษัท EPICENTRE, USA 
71. น้ํายา real-time PCR LightCyclerR 480 SYBR Green I Master ของบริษัท Roche, Germany 
 
หมายเหต ุ สารเคมีที่ใชในการทดลองทุกชนิดเปนเกรดเพื่อการวิเคราะห (analytical grade) 
 
 
3.3 ยีสต 
 รายละเอียดของยีสตที่ใชในการทดลองไดแสดงในตารางที ่3.1  
 
ตารางที ่3.1 สายพันธุยีสตที่ใชในงานวิจัยนี ้
สายพันธุยีสต จีโนไทป/ ฟโนไทป เอกสารอางอิง/

แหลงที่มา 
W303 trp1-1 leu2-3 ade2-1 ura3-1 112 his3-11 can1-

100 
R. Rothstein 

∆zds1 เหมือนกับ W303 ยกเวน zds1::TRP1 syr1::HIS3   
pdr1::hisG-URA3-hisG pdr3::hisG-URA3-hisG 

ไดรับมาจาก Professor 
Tokichi Miyakawa, 
Hiroshima University; 
YNS17 (Chanklan และ
คณะ, 2008) 

∆hsl1 เหมือนกับ W303 ยกเวน hsl1::URA3 สรางในงานวจิัยนี ้
∆mih1 เหมือนกับ W303 ยกเวน mih1::URA3 สรางในงานวจิัยนี ้
swe1::GAL1p-
SWE1 

เหมือนกับ W303 ยกเวน TRP1 swe1::GAL-SWE1-
HA::LEU2 TRP1 syr1::HIS3 pdr1::hisG-URA3-
hisG pdr3::hisG-URA3-hisG 

ไดรับมาจาก Professor 
Tokichi Miyakawa, 
Hiroshima University; 
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YRC2 (Chanklan และ
คณะ, 2008) 

∆zds1 swe1-
MYC  

เหมือนกับ W303 ยกเวน swe1::HIS3::SWE1-
9xmyc::URA3 CLN2-3xHA::LEU zds1::Genr 
erg3::HIS3 pdr1::hisG pdr3::hisG TRP1 

ไดรับมาจาก Professor 
Tokichi Miyakawa, 
Hiroshima University; 
YRC3 (Chanklan และ
คณะ, 2008) 

 

3.4 เซลลไลนมะเร็งของมนุษย 
 รายละเอียดของเซลลไลนทีใ่ชในการทดลองไดแสดงในตารางที่ 3.2  

ตารางที ่3.2 ชนิดเซลลไลนที่ใชในงานวิจัยนี ้
ชนิดเซลลไลน (cell line) รหัส (ATCC number) 

Jurkat (Human acute T cell leukemia) CRL-2063 

HL-60 (Human acute promyelocytic leukemia) CCL-240 

THP-1 (Human acute monocytic leukemia) TIB-202 

HepG2 (Human liver hepatoblastoma) HB-8065 

A375 (Human malignant melanoma) CRL-1619 

SW620 (Human colorectal adenocarcinoma) CCL-227 

KATO III (Human gastric carcinoma) HTB-103 

BT474 (Human breast ductal carcinoma) HTB-20 

MDA-MB-231 (Human breast adenocarcinoma) HTB-26 

HeLa (Human cervical adenocarcinoma) CCL-2 

Ca-Ski (Human cervical epidermoid carcinoma) CRL-1550 

SiHa (Human cervical squamous cell  carcinoma) HTB-35 
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3.5 พลาสมิดและโอลิโกนวิคลีโอไทดไพรเมอร 

พลาสมิดและโอลิโกนวิคลีโอไทดไพรเมอรที่ใชในการทดลองแสดงในตารางที่ 3.3 และ 3.4 
ตามลําดับ 
 
ตารางที ่3.3 พลาสมิดที่ใชในงานวิจยันี้ 
พลาสมิด จีโนไทป/ ฟโนไทป หมายเหต ุ
pYES2 AmpR  URA3 บริษัท Invitrogen 
 
ตารางที ่3.4 โอลิโกนวิคลโีอไทดไพรเมอรที่ใชในงานวิจยันี ้

ยีน ลําดับนวิคลีโอไทด Tm(ºC) หมายเหต ุ
∆hsl1 Fwd: 5’-CTTTATTATTTGTTATTAATATTTTTTA 

TTTTTACCACACGACCATCGATAAGCTAGTT
TTC-3’ 
Rev: 5’-CAAATTATTGTTGTATAATTATATAAC 
ATCTATATAGAATTGCATTTACTTATAATACA
G-3’ 

50 ออกแบบในงานวิจยันี ้
(amplify gene) 

∆mih1 Fwd: 5’-GAATATATACTTCTTTTTTTCATAATA 
CTTCATGCACATGTAGTACATCGATAAGCA
GCTTTTC-3’ 
Rev: 5’-GTGGACAAACCAGGATTGAAGTCA 
GCGAGGGTGAAGAAACCTGCATTTACTTAT 
AATACAG-3’ 

57 ออกแบบในงานวิจยันี ้
(amplify gene) 

pYES2_
FW  

Fwd: 5’-GTATTGTTAGCGGTTTGAAG-3’ 
 

52 ออกแบบในงานวิจยันี ้
(confrim disruption) 

hsl1_ 
FW 

Fwd: 5’-CAACCAACTATATTCACTCC-3’ 
 

51 ออกแบบในงานวิจยันี ้
(confrim disruption) 

mih1_ 
FW 

Fwd: 5’-CATAATACTTCATGCACATGTAG-3’ 51 ออกแบบในงานวิจยันี ้
(confrim disruption) 

hsl1_ Rev: 5’-CAAATTATTGTTGTATAATTATATAAC 50 ออกแบบในงานวิจยันี ้
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RV-30 ATC-3’ (confrim disruption) 
ยีน ลําดับนวิคลีโอไทด Tm(ºC) หมายเหต ุ

mih1_ 
RV-30 

Rev: 5’-GACAAACCAGGATTGAAGTC-3’ 52 ออกแบบในงานวิจยันี ้
(confrim disruption) 

hsl1_ 
RV-500 

Rev: 5’-CTGGAACAAGGATTTTAAGC-3’ 51 ออกแบบในงานวิจยันี ้
(confrim disruption) 

mih1_ 
RV-500 

Rev: 5’-CATCGTACAAAAGCAAGAGG-3’ 52 ออกแบบในงานวิจยันี ้
(confrim disruption) 

SWE1 Fwd: 5’-AGTGTCATTGTCATAGCGT-3’ 
Rev: 5’-AAATAGAGAGCTAACAAACAGTTTA 
C-3’ 

55 ออกแบบในงานวิจยันี ้
(real time RT-PCR) 

ACT1 Fwd: 5’-TGAAGCTCCAATGAACCCT-3’ 
Rev: 5’-AACACCATCACCGGAAT-3’ 

55 ออกแบบในงานวิจยันี ้
(real time RT-PCR) 

 
 
3.6 แอนติบอดีที่ใชในการทําเวสเทรินบลอต 
แอนติบอดีที่ใชในการทําเวสเทิรนบลอตที่ใชในการทดลองดังแสดงในตารางที ่3.5 
 
ตารางที ่3.5 แสดงแอนติบอดีที่ใชในการทาํเวสเทรินบลอต 
แอนติเจน อัตราสวนแอนติบอดีปฐมภูมิตอ 

Bloking solution 
อัตราสวนแอนติบอดีทุติยภมูิตอ 

Blocking solution 
Swe1-myc Rabbit anti-c-myc 1:500 Donkey anti-rabbit IgG-HRP 1:4,000 
p-Cdc2 Rabbit anti-p-Cdc2 1:1000 Donkey anti-rabbit IgG-HRP 1:4,000 
Cdc2 Rabbit anti-Cdc2 1:1000 Donkey anti-rabbit IgG-HRP 1:4,000 
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3.7 สรางยีสตสายพันธุกลาย ∆mih1 และ∆hsl1 โดยวิธกีารทําลายยีน 
 

3.7.1 เพิม่ปริมาณดีเอ็นของยีน URA3 โดยปฏกิิริยาลูกโซพอลิเมอเรส 
(Polymerase Chain Reaction, PCR) 

 
นําพลาสมิด pYES2 มาทาํปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรส โดยใชโอลิโกนิวคลีโอไทด

ไพรเมอร โดยออกแบบฟอรเวิรดไพรเมอรที่จําเพาะตอยนี URA3 ขนาด 20 mers โดยดานปลาย 5’ 
ของไพรเมอรประกอบดวย upstream regulatory region ของยีน MIH1 หรือ HSL1 ขนาด40 
mers และรีเวิรสไพรเมอรที่จําเพาะตอยนี URA3 ขนาด 20 mers โดยดานปลาย 5’ ของไพรเมอร 
ประกอบดวย downstream regulatory region ของยนี MIH1 หรือ HSL1 ขนาด 40 mers เพื่อ
สามารถแทนที่ตําแหนงยีน MIH1 หรือ HSL1 ในโครโมโซมของยีสตได (Wendland, 2003) โดยใช
ภาวะของปฏกิิริยาลูกโซพอลิเมอเรส ดังตารางที ่3.6 
 

URA 3
upstream regulatory region 

   MIH1 or HSL1 40 mers

R primer
F primer

downstream regulatory region 
   MIH1 or HSL1 40 mers

URA3 20 mers

URA3 20 mers

5’

5’  
ภาพที่ 3.1 การออกแบบโอลิโกนวิคลีโอไทดไพรเมอร 

 
ตารางที ่3.6 สารละลายทีใ่ชเปนสวนผสม ในปฏกิิรยิาลกูโซพอลเิมอเรส 

สวนประกอบ ความเขมขน ปริมาตร ความเขมขนสุดทาย 
Phusion HF 5x Buffer  5 เทา 10 ไมโครลิตร 1 เทา 
dNPT mix 25 มิลลิโมลาร 0.4 ไมโครลิตร 200 ไมโครโมลาร 
ฟอรเวิรดไพรเมอร 10 ไมโครโมลาร 2.5 ไมโครลิตร 0.5 ไมโครโมลาร 
รีเวิรสไพรเมอร 10 ไมโครโมลาร 2.5 ไมโครลิตร 0.5 ไมโครโมลาร 
Phusion DNA polymerase 5 ยูนิต/ไมโครลิตร 0.2 ไมโครลิตร 1 ยูนิต 
น้ําปลอดประจุปลอดเชื้อ  33.9 ไมโครลิตร  
พลาสมิด pYES2  0.5 ไมโครลิตร  
ปริมาตรสุทธ ิ  50 ไมโครลิตร  
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โดยใชภาวะของปฏิกริยาลกูโซพอลิเมอเรสดังนี้ 94 องศาเซลเซียส 15 นาท;ี 94 
องศาเซลเซยีส 30 วินาท;ี 55 องศาเซลเซยีส 30 วนิาท;ี 72 องศาเซลเซียส 1 นาท;ี 35 รอบ; 72 
องศาเซลเซยีส 5 นาท ีเก็บผลิตภัณฑลูกโซพอลิเมอเรสที่ -20 องศาเซลเซียส 

 
ตรวจสอบผลิตภัณฑจากปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรสดวยอะกาโรสเจลอิเล็กโทรโฟ

รีซิส   ซึ่งทาํโดยเตรียมอะกาโรสรอยละ 1 ซึ่งหลอมในบฟัเฟอร 1XTAE (ภาคผนวก ข)   เทลงใน
แบบพิมพที่มหีวีเสยีบอยู  ระวงัอยาใหมีฟองอากาศ ปลอยใหอะกาโรสเจลแข็งตัวประมาณ 30 
นาที  วางชิน้อะกาโรสเจลที่ไดลงในแชมเบอร  เทบัฟเฟอร 1XTAE ใหทวมสงูกวาอะกาโรสเจล
เล็กนอย   ผสมสารละลายดีเอ็นเอกับสีตดิตาม (ภาคผนวก ข) ใหความเขมขนของสีเปน 1 เทา   
หยอดดีเอ็นเอหรือหยอดดีเอน็เอมาตรฐาน 100 bp DNA ladder ลงในชองวิง่ จากนั้นทําอิเลก็
โทรโฟรีซิสโดยใชชุดทําอิเล็กโทรโฟรีซิส Mupid ตั้งความตางศักยที ่100 โวลต ทิ้งไวจนกระทั่งสนี้ํา
เงินของบรอมฟนอลบลูเคลือ่นลงมาจนเกอืบสุดขอบอะกาโรสเจลอีกดาน ยอมอะกาโรสเจลดวย
เอธิเดียมโบรไมดความเขมขน 10 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร (ภาคผนวก ข) เปนเวลา 5-10 นาที   
ตรวจดูแถบดีเอ็นเอดวย Gel Documentation   โปรแกรม Quantity One version 4.4.1 (Bio-
Rad, USA)     

 
3.7.2 ทําผลติภัณฑลกูโซพอลิเมอเรสใหบริสทุธิ์ดวยชุดสกัดสําเร็จรูป 
 

สกัดผลิตภัณฑจากอะกาโรสเจลอิเล็กโทรโฟรีซิส   ดวยชุดสกัดพลาสมิดออกจาก
เจล QIAquick Gel Extraction Kit (Qiagen, Germany) ตามวิธีของบริษัทผูผลิต โดยตัดชิ้นอะกา
โรสเจลที่มีดีเอน็เอขนาดที่ตองการ  จากนัน้เติมบัฟเฟอร QG ปริมาตร 3 เทาของน้าํหนักอะกาโรส
เจล (น้าํหนักอะกาโรสเจล 100 มิลลิกรัม มีปริมาตรเทากับ 100 มิลลิลิตร) นําไปบมที่อุณหภูม ิ 50 

องศาเซลเซยีสเปนเวลา 10 นาท ี หรือจนกระทั่งอะกาโรสเจลละลายจนหมด นาํสวนสารละลายสี
เหลืองใสลงใน QIAquick spin column  นําไปหมนุเหวี่ยงดวยความเรว็ 12,000 รอบตอนาที ที่
อุณหภูมิหอง เปนเวลา 1 นาที  เทสวนน้าํใสทิ้ง  เติมบฟัเฟอร PE ปริมาตร 750 ไมโครลิตร ลงใน
คอลัมน  นาํไปหมนุเหวี่ยงดวยความเร็ว 12,000 รอบตอนาท ี เปนเวลา 1 นาท ีที่อุณหภูมหิอง เท
สวนน้ําใสทิ้งกอนที่จะหมนุเหวี่ยงซ้าํอีกครั้งเพื่อกาํจัดสวนน้าํใสที่เหลือติดคอลัมน  ยายคอลัมนมายัง
หลอดไมโครฟวจใหม  เติมน้ําปลอดประจุปลอดเชื้อหรอืบัฟเฟอร EB ปริมาตร 50-100 ไมโครลิตร 
ใหลงตรงแผนกรอง  ตัง้ทิง้ไว 1 นาที  นาํไปหมุนเหวีย่งดวยความเร็ว 12,000 รอบตอนาที เปนเวลา 
1 นาที ที่อุณหภูมิหอง   จะไดสารละลายดเีอ็นเอยูในสวนน้าํใส       
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3.7.3 ทรานสฟอรมผลิตภัณฑลกูโซพอลิเมอเรสจากขอ 3.5.2 เขาสูเซลลยสีตสาย
พันธุ W303-1A  
 
          นําผลิตภัณฑลูกโซพอลิเมอเรสจากขอ 3.5.2 มาชักนําเขาสูยีสตสายพันธุ W303-
1A ดวยวิธ ีLithium acetate (LiAc) (Gietz และคณะ, 1995) โดยเขี่ยโคโลนีเดี่ยวของยีสต W303-
1A ลงในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว YPAUD ปริมาตร 5 มลิลิลิตร  แลวนําไปเขยาที่อุณหภูมิ 30 องศา
เซลเซียสขามคืน (16-20 ชัว่โมง) จากนัน้ถายเชื้อใสอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว YPAUD 50 มิลลิลิตร ให
มีความเขมขนเซลลแขวนลอยเปน 5 x 106 เซลลตอมิลลิลิตร แลวนําไปเขยาที่อุณหภูมิ 30 องศา
เซลเซียสเปนเวลา 3-5 ชั่วโมง จนกระทัง่มีความเขมขนของเซลลแขวนลอยเปน 2 x 107 เซลลตอ
มิลลิลิตร แลวถายเชื้อปริมาตร 50 มิลลิลิตร ใสลงในหลอดไมโครฟวจ  นาํไปหมนุเหวีย่งเพื่อแยก
เซลลที่ความเร็ว 7,000 รอบตอนาที เปนเวลา 5 นาที เทสวนน้าํใสทิง้และละลายตะกอนเซลลดวย
น้ํากลัน่ปลอดเชื้อ และหมนุเหวีย่งที่ความเร็ว 7,000 รอบตอนาที เปนเวลา 5 นาทีอีกครั้งเพื่อแยก
เซลล  เทสวนน้ําใสทิ้ง จากนั้นเติม 0.1 โมลาร LiAc ปริมาตร 1 มิลลิลิตร และถายใสหลอดไมโคร
ฟวจ นาํไปหมนุเหวี่ยงเพื่อแยกเซลลที่ความเร็ว 12,000 รอบตอนาท ี เปนเวลา 5 วินาท ีดูดสวนใส
ออกและละลายตะกอนเซลลดวย LiAc ความเขมขน 0.1 โมลาร ปริมาตร 400 ไมโครลิตร ระหวาง
ที่ปนแยกเซลลใหบม carrier DNA (ภาคผนวก ข)  ในน้ําเดือดเปนเวลา 5 นาทีและทําใหเยน็อยาง
รวดเร็วโดยการแชในน้ําแข็งทันที  ถายเซลลแขวนลอยที่เตรียมไวใสหลอดไมโคฟวจหลอดละ 50 
ไมโครลิตร หมุนเหวี่ยงเพื่อแยกตะกอนเซลล และละลายตะกอนเซลลที่ไดโดยการเติมรอยละ 50 
ของ PEG (ภาคผนวก ข)  ปริมาตร 240 ไมโครลิตร, LiAc เขมขน 1 โมลาร ปริมาตร 36 ไมโครลิตร
, carrier DNA ความเขมขน 2 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร ปริมาตร 25 ไมโครลิตรและดีเอ็นเอที่ตองการ
ชักนาํเขาสูเซลลเจาบานปรมิาตร 50 ไมโครลิตร ตามลําดับผสมเขากนัดวยเครื่องเขยาผสม 
จากนั้นบมที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียสเปนเวลา 30 นาที  และ heat shock ที่ อุณหภูมิ 42 องศา
เซลเซียสเปนเวลา 20 นาทตีามลําดับ    นํามาปนเพื่อแยกตะกอนเซลลที่ความเร็ว 6,500 รอบตอ
นาที เปนเวลา 15 วนิาท ี แลวดูดสวนน้ําใสออก ละลายตะกอนเซลลที่ไดดวยน้าํกลั่นปลอดเชือ้
ปริมาตร 200 ไมโครลิตร และนําเซลลมาเกลี่ยในอาหาร synthetic complete (SC) medium ที่
ขาดยูราซิล (ภาคผนวก ก)   เพื่อคัดเลือกเซลลเจาบานที่ไดรับยีน URA3 จากนัน้บมที่อุณหภูม ิ30 
องศาเซลเซยีสเปนเวลา 1-2 วัน  ซึง่ทรานสฟอรแมนทที่ไดจะเก็บรักษาไวที่อุณภูมิ -80 องศา
เซลเซียส เพื่อยืนยนัวาผลิตภัณฑลูกโซพอลิเมอเรสจากขอ 3.5.2 เขาไปแทรกแทนทีย่ีนที่ตองการ
ทําลายในโครโมโซมอยูจริง จึงไดทาํปฏกิิริยาลูกโซพอลิเมอเรส โดยใชจีโนมิกดีเอ็นเอของทรานส
ฟอรแมนทที่ไดเปนดีเอ็นเอแมแบบ และใชจีโนมกิดีเอ็นเอยีสต W303-1A เปนชดุควบคุมผลบวก
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และผลลบตามลําดับ และทําปฏิกิริยาลกูโซพอลิเมอเรส ตามวิธทีี่ไดกลาวในขอ 3.7.1 ตรวจสอบ
ผลิตภัณฑจากปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรสดวยอะกาโรสเจลอิเล็กโทรโฟรีซิส  ตามวธิีที่กลาวไวในขอ 
3.7.1 
 

upstream regulatory region
YFG gene 

downstream regulatory region
YFG gene 

pYES2

URA3

URA3

URA3

URA3

YFG
YFG

YFG

YFG : your favorite gene

ura3-

 
  

ภาพที่ 3.2 ขั้นตอนการทาํลายยีนดวยวิธีปฏิกิรยิาลกูโซพอลิเมอเรส  
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3.8 การตรวจสอบหาโมเลกลุเปาหมายเบื้องตนของพิโนสโทรบนิในการยับยับ้การสง
สัญญาณของแคลเซียมในเซลลยีสต 

 
3.8.1 การตรวจสอบผลของพิโนสโทรบินที่มีตอ Hsl1 หรือ Mih1 

   
3.8.1.1 กรณอีาหารแขง็ 

            
นํายีสตสายพนัธุกลาย (∆hsl1) หรือ (∆mih1)  ที่ไดจากขอ 3.5.3 มา

เลี้ยงลงบนอาหารแข็ง YPAUD และนําไปบมในตูบมทีอุ่ณหภูมิ 30 องศาเซลเซยีส เปนเวลา 1-2 
วัน จากนัน้เขีย่เชื้อมาเลีย้งในอาหารเหลว YPAUD แลวบมที่อุณหภูม ิ30 องศาเซลเซียส บนเครื่อง
เขยาที่ความเรว็ 200 รอบตอนาท ี เปนเวลา 18-24 ชั่วโมง จนกระทั่งมีความเขมขนของเซลล
แขวนลอยอยูในชวง exponential  phase (2-5 x 107 เซลลตอมิลลิลิตร)  เตรียม YPAUD soft 
agar (รอยละ 0.7) ปริมาณ 8 มิลลิลิตรตอหลอด ทีท่ําการหลอมจนเปนเนื้อเดยีวกนั และเก็บไวที่
อุณหภูมิ 55 องศาเซลเซยีสในอางน้าํควบคุมอุณหภูม ิ จากนั้นนับเซลลเพื่อหาความหนาแนนของ
เซลลดวยฮีมาไซโทมิเตอร เติมเซลลแขวนลอยใสอาหาร YPAUD soft agar โดยใหมีความ
หนาแนนเซลลสุดทายของยสีตสายพนัธุกลายเปน 1 x 105 เซลลตอมิลลิลิตร เติมสารละลาย 
CaCl2 โดยใหความเขมขนของเซลลแขวนลอยมีคาความเขมขนสุดทายของ CaCl2 เปน 300 มิลลิ
โมลารตามลาํดับ ผสมใหเขากันดวยเครื่องเขยาผสม เทราดลงบนจานเพาะเชื้อ แลวทิ้งไวใหแข็งใน
ตูปราศจากเชือ้ จากนั้นหยดพิโนสโทรบินที่ความเขมขน 2.5 และ 5 มิลลิโมลาร ปริมาตร 5 
ไมโครลิตรตามลําดับ โดยมี FK506 ซึ่งเปนสารยับยั้ง calcineurin ความเขมขน 5 ไมโครโมลาร 
ปริมาตร 3 ไมโครลิตรและเอททานอลปริมาตร 5 ไมโครลิตรปนสารควบคุมผลบวกและผลลบ
ตามลําดับ บมที่อุณหภูม ิ30 องศาเซลเซยีส เปนเวลา 40 ชั่วโมง แลวอานผลการเจริญของยีสต  
   

3.8.1.2 กรณอีาหารเหลว 
    

นํายีสตสายพนัธุกลาย ∆hsl1 หรือ ∆mih1 ที่ไดจากขอ 3.5.3 มาเลีย้ง
ลงบนอาหารแข็ง YPAUD และนําไปบมในตูบมที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เปนเวลา 1-2 วัน 
จากนั้นเขี่ยเชือ้มาเลี้ยงในอาหารเหลว YPAUD แลวบมที่อุณหภูม ิ 30 องศาเซลเซียส บนเครื่อง
เขยาที่ความเรว็ 200 รอบตอนาท ี เปนเวลา 18-24 ชั่วโมง จนกระทั่งมีความเขมขนของเซลล
แขวนลอยอยูในชวง early log phase (0.5-1 x 107เซลลตอมิลลิลิตร) แลวถายเชือ้ปริมาตร 50 
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มิลลิลิตร ใสลงในหลอดไมโครฟวจ นําไปปนแยกเซลลที่ความเร็วรอบ 7,500 รอบตอนาทเีปนเวลา 
5 นาท ี แลวเทสวนน้าํใสออกและละลายตะะกอนเซลลดวยน้าํปลอดเชื้อ ปนแยกเซลลที่ความเร็ว
รอบ 7,500 รอบตอนาท ี เปนเวลา 5 นาท ี และเทสวนน้ําใสออกและละลายตะกอนเซลลดวย
อาหารเหลว YPAUD ปริมาตร 5 มิลลิลิตร จากนัน้นับปริมาณเซลลแขวนลอยดวยฮมีาไซโทมิเตอร 
แลวปรับความเขมขนสุดทายของเซลลแขวนลอยใหเปน 5 x 106 เซลลตอมิลลิลิตร แลวแบงใส
หลอดทดลองหลอดละ 1 มิลลิลิตร และเติมพิโนสโทรบนิใหไดความเขมขนสุดทาย 1 มิลลิโมลาร
บมที ่ 30 องศาเซลเซียสเปนเวลา 30 นาท ี โดยใชสาร FK506 ความเขมขน 500 นาโนโมลารและ 
รอยละ 1.5 ของ DMSO เปนชุดควบคมุผลบวกและชุดควบคุมผลลบตามลําดับ จากนั้นจงึเตมิ 
CaCl2 ความเขมขน 4 โมลารใหไดความเขมขนสุดทายเปน 200 มิลลิโมลารบมที่อุณหภูม ิ 30 
องศาเซลเซยีส จากนัน้ทาํการนับเซลลทุกๆ 2 ชั่วโมงเปนเวลานาน 14 ชั่วโมงนบัเซลลเพื่อหาความ
หนาแนนของเซลลดวยฮีมาไซโทมิเตอร  
    
       3.8.2 การตรวจสอบผลของพโินสโทรบินที่มีตอ Swe1 

          
3.8.2.1 กรณอีาหารแขง็ 

     
นํายีสตสายพนัธุกลาย YRC2 มาเลี้ยงลงบนอาหารแข็ง YPAUD และ

นําไปบมในตูบมที่อุณหภูม ิ 30 องศาเซลเซียส เปนเวลา 1-2 วนั จากนัน้เขี่ยเชื้อมาเลี้ยงในอาหาร
เหลว YPAUD แลวบมที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซยีส บนเครื่องเขยาที่ความเร็ว 200 รอบตอนาที 
เปนเวลา 18-24 ชั่วโมง จนกระทัง่มคีวามเขมขนของเซลลแขวนลอยอยูในชวง exponential  
phase (2-5 x 107 เซลลตอมิลลิลิตร)  เตรียม YPGalactose soft agar (รอยละ 0.7) ปริมาณ 8 
มิลลิลิตรตอหลอด ทีท่ําการหลอมจนเปนเนื้อเดียวกัน และเก็บไวที่ 55 องศาเซลเซยีส ในอางน้ํา
ควบคุมอุณหภูมิ นับเซลลเพื่อหาความหนาแนนของเซลลดวยฮีมาไซโทมิเตอร เติมเซลลแขวนลอย
ใสอาหาร YPGalactose soft agar โดยใหมีความหนาแนนเซลลสุดทายของยีสตสายพนัธุ
กลายเปน 1 x 105 เซลลตอมิลลิลิตร ผสมใหเขากนัดวยเครื่องเขยาผสม เทราดลงบนจานเพาะเชื้อ 
แลวทิ้งไวใหแข็งในตูปราศจากเชื้อ จากนัน้หยดพิโนสโทรบินที่ความเขมขน 1 2  และ 3 มิลลิโมลาร 
ปริมาตร 5 ไมโครลิตรตามลําดับ โดยมี Radicicol ซึ่งเปนสารยับยั้งโปรตีน Swe1 (Chanklan และ
คณะ, 2008) ความเขมขน 500 นาโนโมลาร ปริมาตร 3 ไมโครลิตรและเอทานอลปริมาตร 5 
ไมโครลิตรเปนสารควบคุมผลบวกและผลลบตามลําดบั บมที่อุณหภมูิ 30 องศาเซลเซียส เปนเวลา 
40 ชั่วโมง แลวอานผลการเจริญของยีสต  
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3.8.2.2 กรณอีาหารเหลว 
 

   นํายีสตสายพนัธุกลาย YRC2 มาเลี้ยงลงบนอาหารแข็ง YPAUD และ
นําไปบมในตูบมที่อุณหภูม ิ 30 องศาเซลเซียส เปนเวลา 1-2 วนั จากนัน้เขี่ยเชื้อมาเลี้ยงในอาหาร
เหลว YPAUD แลวบมที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซยีส บนเครื่องเขยาที่ความเร็ว 200 รอบตอนาที 
เปนเวลา 18-24 ชั่วโมง จนกระทั่งมีความเขมขนของเซลลแขวนลอยอยูในชวง early log phase 
(0.5-1 x 107เซลลตอมิลลิลิตร) แลวถายเชื้อปริมาตร 50 มิลลิลิตร ใสลงในหลอดไมโครฟวจ นําไป
ปนแยกเซลลที่ความเร็วรอบ 7,500 รอบตอนาทเีปนเวลา 5 นาท ีแลวเทสวนน้ําใสออกและละลาย
ตะะกอนเซลลดวยน้าํปลอดเชื้อ ปนแยกเซลลที่ความเร็วรอบ 7,500 รอบตอนาท ี เปนเวลา 5 นาที 
และเทสวนน้าํใสออกและละลายตะกอนเซลลดวยอาหารเหลว YP ปนแยกเซลลที่ความเร็วรอบ 
7,500 รอบตอนาที เปนเวลา 5 นาทีจํานวน 2 คร้ัง จากนั้นละลายตะกอนเซลลดวยอาหารเหลว 
YP ปริมาตร 5 มลิลิลิตร จากนัน้นับปริมาณเซลลแขวนลอยดวยฮีมาไซโทมเิตอร แลวปรับความ
เขมขนสุดทายของเซลลแขวนลอยใหเปน 5 x 106 เซลลตอมิลลิลิตร แลวแบงใสหลอดทดลอง
หลอดละ 1 มลิลิลิตรและเติมพิโนสโทรบนิใหไดความเขมขนสุดทาย 3 มิลลิโมลารบมที ่ 30 องศา
เซลเซียสเปนเวลา 30 นาที โดยใชสาร Radicicol ความเขมขน 1 ไมโครโมลารและรอยละ 1.5 ของ 
DMSO เปนชุดควบคุมผลบวกและชุดควบคุมผลลบตามลําดับ จากนัน้จึงเติมน้าํตาลกาแลคโตส
ความเขมขนรอยละ 20 (w/v) ใหไดความเขมขนสุดทายเปนรอยละ 1 แลวบมที่อุณหภูม ิ30 องศา
เซลเซียส จากนั้นทํานับเซลลดวยฮีมาไซโทมิเตอร ทุกๆ 2 ชั่วโมงเปนเวลานาน 24 ชั่วโมง เพื่อหา
ความหนาแนนของเซลล 
 

3.9 ศึกษาการแสดงออกของโปรตีนเปาหมายของวถิีการสงสัญญาณของแคลเซียมใน
ยีสต โดยวธิีเวสเทรินบลอต 
 

3.9.1 การสกดัโปรตีนสาํหรับวิเคราะหโดยวิธีเวสเทิรนบลอต 
 
นํายีสตสายพนัธุกลาย YRC3 มาเลี้ยงลงบนอาหารแข็ง YPAUD และนําไปบมใน

ตูบมที่อุณหภมูิ 30 องศาเซลเซียส เปนเวลา 1-2 วัน จากนัน้เขี่ยเชื้อมาเลีย้งในอาหารเหลว 
YPAUD 50 มิลลิลิตร แลวบมที่อุณหภูม ิ30 องศาเซลเซยีส บนเครื่องเขยาที่ความเรว็ 200 รอบตอ
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นาท ี เปนเวลา 18-24 ชัว่โมง จนกระทั่งมีความเขมขนของเซลลแขวนลอยอยูในชวง early log 
phase (0.5-1 x 107เซลลตอมิลลิลิตร) แลวถายเชื้อปริมาตร 50 มิลลิลิตร ใสลงในหลอดไมโคร
ฟวจ นําไปปนแยกเซลลที่ความเร็วรอบ 7,500 รอบตอนาทีเปนเวลา 5 นาท ีแลวเทสวนน้ําใสออก
และละลายตะะกอนเซลลดวยน้ําปลอดเชื้อ ปนแยกเซลลที่ความเร็วรอบ 7,500 รอบตอนาท ี เปน
เวลา 5 นาท ี และเทสวนน้าํใสออกและละลายตะกอนเซลลดวยอาหารเหลว YPAUD ปริมาตร 5 
มิลลิลิตร จากนัน้นับปริมาณเซลลแขวนลอยดวยฮีมาไซโทมิเตอร แลวปรับความเขมขนสุดทาย
ของเซลลแขวนลอยใหเปน 5 x 106 เซลลตอมิลลิลิตร แลวแบงใสหลอดทดลองหลอดละ 5 
มิลลิลิตรและเติมพิโนสโทรบนิใหไดความเขมขนสุดทาย 1 มิลลิโมลารบมที ่30 องศาเซลเซียสเปน
เวลา 30 นาท ี โดยใชรอยละ 0.5 ของ DMSO เปนชุดควบคุมผลลบ จากนัน้จงึเตมิ CaCl2 ความ
เขมขน 4 โมลารใหไดความเขมขนสุดทายเปน 100 มิลลิโมลารบมที่อุณหภูม ิ 30 องศาเซลเซียส 
จากนั้นทําการเก็บเซลลทกุๆ 1 ชั่วโมงเปนเวลานาน 4 ชั่วโมง โดยถายลงหลอดไมโครฟวจปริมาตร 
1 มิลลิลิตรแลวนาํไปปนที่ความเรว็ 12,000 รอบตอนาทีเปนเวลานาน 2 นาททีี่อุณหภูมิ 4 องศา
เซลเซียส จากนั้นเทสวนใสทิง้ ใชนิ้วเคาะหลอดไมโครเซนตริฟวจเบาๆ ใหตะกอนเซลลกระจาย ปน
ลางดวยน้าํปลอดเชื้อปริมาตร 1 มิลลิลิตร ที่ความเรว็ 12,000 รอบตอนาทีเปนเวลานาน 2 นาททีี่
อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซยีส เทสวนใสทิง้ ปนลางดวย buffer A (ภาคผนวก ข) ปริมาตร 500 
ไมโครลิตรที่ความเรว็ 12,000 รอบตอนาทเีปนเวลานาน 2 นาทีที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เทสวน
ใสทิ้ง เติม buffer B (ภาคผนวก ข) ปริมาตร 20-80 ไมโครลิตรทิ้งไวที่อุณหภูมิหองนาน 5 นาที 
แลวนําไปตมในน้าํเดือดนาน 8 นาท ี จากนัน้แชในน้ําแข็งทันที นาํไปปนที่ความเร็ว 12,000 รอบ
ตอนาทเีปนเวลานาน 2 นาทีที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซยีส เก็บสวนใสใสในหลอดไมโครเซนตริฟวจ
หลอดใหมเก็บที่อุณหภูม ิ-80 องศาเซลเซยีส 
 

3.9.2 การวัดปริมาณโปรตีนโดยวธิ ีBicinchoninic Acid Assay ( ฺBCA assay) 
 
ทําการวิเคราะหปริมาณโปรตีนดวยวิธ ี BCA assay โดยใชชุดทดสอบ BCATM 

protein assay kit ของบริษทั PIERCE ตามคําแนะนาํของผูผลิต ดังนี ้ เตรียม working reagent 
ดวยการผสมรเีอเจนต A กบั รีเอเจนต B ในอัตราสวน A:B = 50:1 จากนั้นเตรียมสารมาตรฐาน 
BSA และสารตัวอยาง โดยทําการเจือจางสารมาตรฐาน BSA 2 มิลลิกรัมตอมิลลิตร ดวยน้ําปลอด
ประจุในถาดเลี้ยงเซลล 96 หลุม ซึ่งจะเจือจางลง 2 เทาดวยน้าํปลอดประจุทําใหมีความเขมขน
สุดทาย 0 31.25 62.5 125 250 500 1000 และ 2000 ไมโครกรัมตอมิลลิตร และสารตัวอยางเจอื
จางที่ความเขมขน 1:10 จํานวน 10 ไมโครลิตรดวยน้ําปลอดประจุ (ทําสองหลุมตอหนึง่ตัวอยาง) 
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เติม working reagent ลงไปในหลุมที่มสีารมาตรฐานและสารตัวอยางหลุมละ 200 ไมโครลิตร 
เขยาถาดเลี้ยงเซลล 96 หลุม เบาๆประมาณ 30 วินาท ีกอนนําไปเขาตูบม 37 องศาเซลเซียสเปน
เวลา 30 นาท ีจากนัน้นาํถาดเลี้ยงเซลล 96 หลุมออกมาวางไวใหเยน็ที่อุณหภูมหิองประมาณ 2-3 
นาท ี แลวนําไปวัดคาการดดูกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 540 นาโนเมตรโดยใชเครื่อง microplate 
reader 
 

3.9.3 การแยกโปรตีนโดยวิธ ี SDS-polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-
PAGE) 

 
เตรียมเจล SDS-polyacrylamide gel ขนาด 8.3x8.3 เซนติเมตร หนา 1.5 

มิลลิเมตร โดย separating gel และ stacking gel ใช acrylamide ความเขมขน 7.5-12% และ 
5% ตามลําดบั (ภาคผนวก ข) เตรียมตัวอยางทดสอบปริมาณ 50 ไมโครกรัม โดยปรับใหมี
ปริมาตร 10 ไมโครลิตรดวยน้ําปลอดประจุ เติม staining buffer 10 ไมโครลิตรผสมใหเขากนั 
นําไปตมที ่ 100 องศาเซลเซียสเปนเวลา 5 นาทเีพื่อทําลายโครงสรางทุตยิภูมิของโปรตีน หยอด
สารละลายโปรตีนแตละตัวอยางและโปรตีนมาตรฐานที่ทราบน้าํหนกัโมเลกุลลงในชอง SDS-
polyacrylamide gel ทําการแยกโปรตีนดวยกระแสไฟฟาคงที ่ 90 โวลต เปนเวลา 80 นาท ี ใน 
Western blot running buffer (ภาคผนวก ข) โดยใชชดุเครื่องมือ Protein III System ของบริษัท 
Bio-Rad, USA     
 

3.9.4 การถายโอนโปรตีนจากเจลไปยงั polyvinylidine fluoride (PVDF) membrane 
 

หลังจากแยกโปรตีนดวยวธิขีางตนแลว ตัดบริเวณ stacking gel ทิ้ง วัดขนาดของ
เจล นาํเจลไปแชใน transfer buffer (ภาคผนวก ข) วางบนเครื่องเขยาประมาณ 5 นาท ี ตัด
กระดาษกรองและ PVDF membrane ใหมีขนาดเทากบัเจลจํานวน 6 แผน และ 1 แผนตามลาํดับ 
นําแผน PVDF membrane แชในเมทานอลสัมบูรณ (absolute methanol) ใหซึมทั่วทั้งแผน ลาง
ดวยน้าํปลอดประจุ 2 คร้ัง แลวนาํมาแชใน transfer buffer จากนัน้นํากระดาษกรองที่แชใน 
transfer buffer จํานวน 3 แผน PVDF membrane เจล และ กระดาษกรองที่แชใน transfer buffer 
จํานวน 3 แผน วางบนเครื่อง Semi-dry transfer apparatus ตามลําดบั ทําการไลฟองอากาศโดย
กลิ้งหลอดแกวบนกระดาษกรองและ PVDF membrane เบาๆ 3 คร้ังไปในทิศทางเดียวกนั หยด 
transfer buffer ปริมาตรเพยีงเล็กนอย ปดฝาเครื่อง semi-dry Western blot ทําการสงถายโปรตีน
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จากเจลไปยงั PVDF membrane โดยใชกระแสไฟฟาคงที ่80 มิลลิแอมแปร เปนเวลา 90 นาท ีตอ
เจลหนึง่แผน 
 

3.9.5 การวิเคราะหการแสดงออกโดยวิธีเวสเทิรนบลอตโดยใชแอนติบอดีที่
จําเพาะตอ c-myc, p-Cdc2 และ Cdc2 
 

ปดสวิตซ power supply ของเครื่อง semi-dry Western blot จากนัน้เปดฝา
เครื่องแกะ PVDF membrane มาแชใน blocking solution (ภาคผนวก ข) เปนเวลา 5 นาท ี2 คร้ัง 
นํามาแชในแอนติบอดีปฐมภูมิ (primary antibody) ที่จําเพาะตอโปรตนีที่ตองการตรวจสอบซึ่งเจือ
จางใน blocking solution (ภาคผนวก ข) ตามตารางที ่ 3.5 ปริมาตร 4 มิลลิลิตร เก็บในตูเยน็ 4 
องศาเซลเซยีสทิ้งไวขามคืน จากนัน้นาํมาวางบนเครื่องเขยาเปนเวลา 60 นาท ี เทแอนติบอดีปฐม
ภูมิใสในหลอดทดลองลาง PVDF membrane ดวย PBST เปนเวลา 5 นาท ี2 คร้ัง 15 นาท ี2 คร้ัง 
เท PBST ทิ้ง เติมแอนติบอดีทุติยภูม ิ (secondary antibody) ที่ม ีHorse-radish peroxidase ติด
ฉลากอยู ซึ่งเจือจางใน blocking solution ตามตารางที ่ 3.5 ปริมาตร 4 มิลลิลิตร วางบนเครื่อง
เขยาเปนเวลา 60 นาที ลาง PVDF membrane ดวย PBST เปนเวลา 5 นาท ี2 คร้ัง 15 นาท ี3 คร้ัง 
 

3.9.6 การตรวจสัญญาณดวยวธิ ีchemiluminescence และ การทําใหเกิดสญัญาณ
บนแผนฟลม X-ray 
 

เตรียมซับสเตรตของ Horse-radish peroxidase โดยใช ECL Western Blot 
Reagent โดยผสมรีเอเจนต 1 กับ รีเอเจนต 2 ในอัตราสวน 1:1 (v/v) นํา PVDF membrane แชลง
ไปในซับสเตรต นาน 1 นาท ี ใชปากคบีคีบเมมเบรนวางลงบนพลาสติกใส (wrap membrane) 
และปดทับเมมเบรน ใชกรรไกรตัดพลาสติกใสใหหางจากเมนเบรนเล็กนอย นําไปวางบนถาด
ประกบฟลม ใชเทปกาวติดทั้งสี่มมุ ปดฝาถาด นําไปประกบฟลม X-ray และลางฟลม X-ray ใน
หองมืด 
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3.10 ผลของพิโนสโทรบินตอความเสถยีรของโปรตีนเปาหมายของวิถีการสงสัญญาณของ
แคลเซียม ในเซลลยีสตโดยวิธีเวสเทิรนบลอต 
 
 นํายีสตสายพนัธุกลาย YRC3 มาเลี้ยงลงบนอาหารแข็ง YPAUD และนําไปบมในตูบมที่
อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซยีส เปนเวลา 1-2 วัน จากนัน้เขี่ยเชื้อมาเลีย้งในอาหารเหลว YPAUD 50 
มิลลิลิตร แลวบมที่อุณหภูม ิ 30 องศาเซลเซียส บนเครื่องเขยาที่ความเร็ว 200 รอบตอนาท ี เปน
เวลา 18-24 ช่ัวโมง จนกระทั่งมีความเขมขนของเซลลแขวนลอยอยูในชวง early log phase (0.5-
1 x 107เซลลตอมิลลิลิตร) แลวถายเชื้อปริมาตร 50 มิลลิลิตร ใสลงในหลอดไมโครฟวจ นําไปปน
แยกเซลลที่ความเร็วรอบ 7,500 รอบตอนาทีเปนเวลา 5 นาท ี แลวเทสวนน้ําใสออกและละลาย
ตะะกอนเซลลดวยน้าํปลอดเชื้อ ปนแยกเซลลที่ความเร็วรอบ 7,500 รอบตอนาท ี เปนเวลา 5 นาที 
และเทสวนน้าํใสออกและละลายตะกอนเซลลดวยอาหารเหลว YPAUD ปริมาตร 5 มิลลิลิตร 
จากนั้นนับปริมาณเซลลแขวนลอยดวยฮมีาไซโทมิเตอร แลวปรับความเขมขนสุดทายของเซลล
แขวนลอยใหเปน 5 x 106 เซลลตอมิลลิลิตร แลวแบงใสหลอดทดลองหลอดละ 5 มิลลิลิตรและ
เติมพิโนสโทรบินใหไดความเขมขนสุดทาย 1 มิลลิโมลารบมที ่30 องศาเซลเซียสเปนเวลา 30 นาที 
โดยใชรอยละ 0.5 ของ DMSO เปนชุดควบคุมผลลบตามลําดับ จากนัน้จงึเติม CaCl2 ความ
เขมขน 4 โมลารใหไดความเขมขนสุดทายเปน 100 มิลลิโมลารพรอมกบัเติมไซโคลเฮกซิไมดความ
เขมขน 10 มิลลิกรัมตอมลิลิลิตร ใหไดความเขมขนสดุทาย 100 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร บมที่
อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซยีส จากนั้นทําการเก็บเซลลทกุๆ 15 นาทีเปนเวลา 75 นาที จากนัน้สกัด
โปรตีน และตรวจสอบผลตามวิธีดงัขอที ่3.9.1-3.9.6 
 
3.11 ผลของพิโนสโทรบินตอการแสดงออกของยีนเปาหมายในวิถีการสงสัญญาณของ
แคลเซียม ในเซลลยีสตโดยวิธ ีreal-time reverse transcription-PCR  
 

3.11.1 การสกัด RNA ดวยชุดสกัดสําเร็จรูป  
 

สกัด RNA ดวยชุดสกัด RNA MasterPureTM Yeast RNA Purification Kit 
(EPICENTRE, USA) โดยนาํยีสตสายพนัธุกลาย YRC3 มาเลีย้งลงบนอาหารแข็ง YPAUD และ
นําไปบมในตูบมที่อุณหภูม ิ 30 องศาเซลเซียส เปนเวลา 1-2 วัน จากนัน้เขี่ยเชื้อมาเลี้ยงในอาหาร
เหลว YPAUD 50 มิลลิลิตร แลวบมที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซยีส บนเครื่องเขยาที่ความเร็ว 200 
รอบตอนาท ี เปนเวลา 18-24 ชั่วโมง จนกระทั่งมีความเขมขนของเซลลแขวนลอยอยูในชวง early 
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log phase (0.5-1 x 107 เซลลตอมิลลิลิตร) จากนัน้จึงเติม α-factor ความเขมขน 1 มิลลิกรัมตอ
มิลลิลิตร ใหไดความเขมขนสุดทาย 5 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร เปนเวลานาน 160 นาท ีที่อุณหภูม ิ
30 องศาเซลเซียส จากนั้นถายเชื้อปริมาตร 50 มิลลิลิตร ใสลงในหลอดไมโครฟวจ นําไปปนแยก
เซลลที่ความเร็วรอบ 7,500 รอบตอนาทีเปนเวลา 5 นาท ีแลวเทสวนน้ําใสออกและละลายตะกอน
เซลลดวยน้ําปลอดเชื้อ ปนแยกเซลลที่ความเร็วรอบ 7,500 รอบตอนาท ีเปนเวลา 5 นาท ีจาํนวน 3 
คร้ัง และเทสวนน้าํใสออกและละลายตะกอนเซลลดวยอาหารเหลว YPAUD ปริมาตร 5 มิลลิลิตร 
จากนั้นนับปริมาณเซลลแขวนลอยดวยฮมีาไซโทมิเตอร แลวปรับความเขมขนสุดทายของเซลล
แขวนลอยใหเปน 5 x 106 เซลลตอมิลลิลิตร แลวแบงใสหลอดทดลองหลอดละ 1 มิลลิลิตรและ
เติมพิโนสโทรบินใหไดความเขมขนสุดทาย 1 มิลลิโมลารบมที ่30 องศาเซลเซียสเปนเวลา 30 นาที 
โดยใชรอยละ 0.5 ของ DMSO เปนชุดควบคุมผลลบ จากนัน้จงึเติม CaCl2 ความเขมขน 4 โมลาร
ใหไดความเขมขนสุดทายเปน 100 มิลลิโมลารบมที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส จากนัน้ทําการเก็บ
เซลลทุกๆ 15 นาทีเปนเวลานาน 150 นาที โดยถายลงหลอดไมโครฟวจปริมาตร 1 มิลลิลิตรแลว
นําไปปนที่ความเร็ว 12,000 รอบตอนาทเีปนเวลานาน 2 นาททีี่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส จากนัน้
เทสวนใสทิง้ ใชนิ้วเคาะหลอดไมโครเซนตริฟวจเบาๆ ใหตะกอนเซลลกระจาย ปนลางดวยน้ํา
ปลอดเชื้อปลอด RNAase ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ที่ความเร็ว 12,000 รอบตอนาทีเปนเวลานาน 2 
นาทีที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เทสวนใสทิ้ง เติม Extraction Reagent for RNA 300 ไมโครลิตร
ที่ผสม Proteinase K 50 ไมโครกรัมตอไมโครลิตร ปริมาตร 1 ไมโครลิตร ผสมใหเขากันดวยเครื่อง
ปนผสมสารนาน 10 วนิาท ีบมที่อุณหภูม ิ 70 องศาเซลเซียสนาน 10 นาที จากนัน้แชในน้าํแข็ง 5 
นาท ีเติม MPC 175 ไมโครลิตร กลับหลอดไปมา 60 คร้ัง แลวแชในน้าํแข็ง 5 นาท ีปนที่ความเรว็ 
12,000 รอบตอนาทเีปนเวลานาน 10 นาทีที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส จากนัน้จึงดูดสวนใสใส
หลอดใหม เตมิ isopropanal 500 ไมโครลิตร กลับหลอดไปมา 60 คร้ัง ปนที่ความเร็ว 12,000 
รอบตอนาทีเปนเวลานาน 10 นาททีี่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส ดูดสารละลายทิ้ง เติม DNaseI 
Solution 200 ไมโครลิตร บมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียสนาน 30 นาท ี เติม 2XT&C 200 
ไมโครลิตร กลับหลอดไปมา 60 คร้ัง เตมิ MPC 200 ไมโครลิตร กลับหลอดไปมา 60 คร้ัง แชใน
น้ําแข็ง 5 นาที ปนที่ความเร็ว 12,000 รอบตอนาทีเปนเวลานาน 10 นาทีที่อุณหภูมิ 4 องศา
เซลเซียส จากนั้นจงึดูดสวนใสใสหลอดใหม เติมไอโซโพรพานอล 500 ไมโครลิตร กลับหลอดไปมา 
60 คร้ัง ปนทีค่วามเร็ว 12,000 รอบตอนาทีเปนเวลานาน 10 นาทีทีอุ่ณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส ดดู
สารละลายทิ้ง เติมรอยละ 70 เอทานอล ปนที่ความเรว็ 12,000 รอบตอนาทีเปนเวลานาน 10 นาที
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ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซยีส ละลายตะกอน RNA ดวยน้ําDEPC 20 ไมโครลิตรที่ผสม RNAase 
inhibitor 0.57 ไมโครลิตร เกบ็ที่อุณหภูม ิ-80 องศาเซลเซียส 
 

3.11.2 การวดัปริมาณ RNA 
 

เจือจางสารละลาย RNA ทีส่กัดได 50 เทา ดวยน้ําปลอดประจุปลอด RNAase 
โดยปเปตตสารละลาย RNA ปริมาตร 2 ไมโครลิตร ลงในน้าํปลอดประจุปลอด RNA ปริมาตร 98 
ไมโครลิตรจากนัน้นาํไปวัดคาการดูดกลนืแสงที่ความยาวคลืน่ 260 และ 280 นาโนเมตร 
ตามลําดับ โดยใชน้ําปลอดประจุปลอด RNA เปนตัวเปรียบเทียบ (blank) คาํนวณหาคาความ
เขมขนของ RNA จากสมการดังนี้  

 
ปริมาณ RNA (ไมโครกรัมตอลิตร) = A260 x 40 x dilution factor 

 
เมื่อกําหนดให  

A260 = คาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 260 นาโนเมตร 
RNA 40 นาโนกรัมตอไมโครลิตร มีคาดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 260 นาโนเมตร 

เทากับ 1.0 (Ausubel และคณะ, 1999) ความบริสุทธิข์อง RNA คํานวณไดจากอตัราสวนระหวาง 
A260/A280 คาที่เหมาะสมควรอยูในชวง 1.8-2.0 ถาคานอยกวา 1.8 แสดงวามโีปรตีนปนเปอนสงู 
ถาคามากกวา 2.0 แสดงวามี DNA ปนเปอนสูง 

 
3.11.3 การสังเคราะหคอมพลีเมนทารีดีเอ็นเอ (cDNA) โดยรีเวอรสทรานสคริป

เทส 
 

ใช RNA ตัวอยางที่เตรียมไดตามขอ 3.11.1 จํานวน 1 ไมโครกรัมตอปฏิกิริยา 
เปนตนแบบในการสงัเคราะหคอมพลีเมนทารีดีเอ็นเอโดยใสในหลอดพีซีอาร จากนัน้เติม random 
hexamer ความเขมขน 0.2 ไมโครกรัมตอไมโครลิตร ปริมาตร 1 ไมโครลิตร เติมน้ําปลอดประจุ
ปลอด RNAase จนปริมาตรครบ 12.5 ไมโครลิตร ผสมใหเขากนัดวยเครื่องปนผสมสารและปน
เหวีย่งใหสารละลายตกลงที่กนหลอดพซีอีารประมาณ 2-3 วินาท ี นําไปใสในเครือ่งเพิ่มปริมาณดี
เอ็นเอ (Thermal Cycler; Perkin Elmer, USA) โดยตั้งอุณหภูมทิี ่65 องศาเซลเซยีส นาน 5 นาที 
และ 4 องศาเซลเซียสนาน 5 นาท ี นํามาเติม 5X Reverse Transcriptase buffer ปริมาตร 4 
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ไมโครลิตร dNPT mix ความเขมขน 10 มิลลิโมลารปริมาตร 2 ไมโครลิตร Ribonuclease inhibitor 
ความเขมขน 40 ยูนิต/ไมโครลิตร ปริมาตร 0.5 ไมโครลิตร ผสมใหเขากันดวยเครือ่งปนผสมสาร
และปนเหวี่ยงใหสารละลายตกลงทีก่นหลอดพีซีอารประมาณ 2-3 วินาท ีตั้งไวที่อุณหภูมิหองนาน 
5 นาท ีเติม Reverse Transcriptase ความเขมขน 200 ยูนิต/ไมโครลิตร ปริมาตร 1 ไมโครลิตร ตั้ง
ไวที่อุณหภูมหิอง นาน 10 นาท ีจากนั้นดําเนินปฏิกิริยาทีอุ่ณหภูมิ 25 องศาเซลเซยีส เปนเวลา 10 
นาท ี ที่อุณหภูมิ 42 องศาเซลเซียส เปนเวลา 60 นาท ี แลวหยุดปฏิกิริยาที่อุณหภูม ิ 70 องศา
เซลเซียส นาน 10 นาท ีดวยเครื่องเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอ เก็บรักษาคอมพลีเมนทารีดีเอ็นเอที่ไดเก็บที่
อุณหภูมิ -80 องศาเซลเซยีส หรือนาํไปทาํปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรสตอไป 

 
3.11.4 ปฏิกิรยิาลกูโซพอลเิมอเรส  
 

ดําเนนิปฏิกิริยา Real time RT-PCR โดยใชคอมพลีเมนทารีดีเอ็นเอจากขอ 
3.11.3 เปนตนแบบ ในปฏกิิริยา โดยใชไพรเมอร ACT1 และ SWE1 ตามตารางที3่.4 โดยมี
สวนผสมของปฏิกิริยาดังตารางที ่3.7 
 
ตารางที ่3.7 สารละลายทีใ่ชเปนสวนผสม ในปฏกิิรยิาลกูโซพอลเิมอเรส (RT-PCR) 

สวนประกอบ ความเขมขน ปริมาตร ความเขมขน
สุดทาย 

SYBR Green I Master 
Mix 

2 เทา 5 ไมโครลิตร 1 เทา 

ฟอรเวิรดไพรเมอร 10 ไมโครโมลาร 0.25 ไมโครลิตร 0.25 ไมโครโมลาร 
รีเวิรสไพรเมอร 10 ไมโครโมลาร 0.25 ไมโครลิตร 0.25 ไมโครโมลาร 
คอมพลีเมนทารีดีเอ็นเอ 1 ไมโครกรัมตอไมโครลิตร 1 ไมโครลิตร 1 ไมโครกรัม 
น้ําปลอดประจุปลอดเชื้อ  3.5 ไมโครลิตร  
ปริมาตรสุทธ ิ  10 ไมโครลิตร  
 
และดําเนนิภาวะการทําปฏิกริิยาดังตอไปนี ้
Pre-incubation  1 รอบ 
Amplification   45 รอบ 
Melting   1 รอบ 
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Cooling  1 รอบ 
 

Pre-incubation   ที่อุณหภูม ิ95 องศาเซลเซยีส  5 นาท ี
Amplification   ที่อุณหภูม ิ94 องศาเซลเซยีส  10 วินาท ี

    ที่อุณหภูม ิ55 องศาเซลเซยีส 15 วินาท ี  
    ที่อุณหภูม ิ72 องศาเซลเซยีส  20 วินาท ี

Melting   ที่อุณหภูม ิ95 องศาเซลเซยีส  5 วินาท ี 
    ที่อุณหภูม ิ65 องศาเซลเซยีส 1 นาท ี
    ที่อุณหภูม ิ97 องศาเซลเซยีส continuous 

Cooling   ที่อุณหภูม ิ40 องศาเซลเซยีส  10 วินาท ี
 

ดําเนนิปฏิกิริยาลูกโซพอรลิเมอเรสดวยเครื่องเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอ (LightCyclerR 480 
Multiwell Plate96, Roche) ตามภาวะการทําปฏิกริิยาที่กาํหนดไว ตรวจสอบผลิตภัณฑจาก
ปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรสดวยโปรแกรม LightCyclerR 480 software, Roche และคํานวณคาทาง
สถิติดวยโปรแกรม SPSS (Version16.0) ดวยคา P ≤ 0.05 และ 0.001 
 
3.12 ผลของพิโนสโทรบินตอการยับยัง้การเจริญของเซลลไลนมะเร็งของมนษุย โดยวิธ ี
MTT proliferation assay 

 
3.12.1 การเพาะเลี้ยงเซลลไลนมะเร็งของมนุษย 

 
นําเซลลมะเร็งทั้ง 12 ชนิด (HepG2, SW620, KATO III, A375, BT474, MDA-

MB-231, HeLa, Ca-Ski, SiHa, THP-1, HL-60 และ Jurkat) ซึ่งแชแข็งอยูในถงัไนโตรเจนเหลว
ออกมาเลี้ยง โดยแชหลอดเก็บเซลลในอางน้ําอุน 37 องศาเซลเซียสทนัท ี แกวงหลอดไปมาให
น้ําแข็งละลายอยางรวดเร็ว โดยใหรอยตอของฝาหลอดอยูเหนือระดับน้ําเสมอ เช็ดหลอดดวย
แอลกอฮอลรอยละ 70 ใชปเปตตแกวดูดเซลลแขวนลอยใสในหลอดไมโครเซนตริฟวจที่มีอาหาร
เลี้ยงเซลลที่ปราศจากซีรัม (serum free media) ปริมาตร 9 มิลลิลิตร ดวยเทคนิคปลอดเชื้อภายใน
ตูปลอดเชื้อ นาํไปปนที่ความเร็ว 1,000 รอบตอนาท ี นาน 5 นาท ี เทสวนใสทิง้ เติมอาหารเลี้ยง
เซลล ที่ม ี fetal bovine serum (FBS) ความเขมขนรอยละ 10 ของHEPES ความเขมขนรอยละ 1 
ของโซเดียมไพรูเวทความเขมขนรอยละ 1 ของเพนนิซิลินจีความเขมขน 104 ยูนิตตอมิลลิลิตร 
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สเตร็ปโตมัยซนิความเขมขน 25 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร หรือ complete media ปริมาตร 10 
มิลลิลิตร ใชปเปตตแกวดูดขึ้นลงใหเซลลกระจายเปนเซลลเดี่ยว จากนั้นดูดใสในภาชนะเลี้ยงเซลล 
(ขนาด 25 ลูกบาศกเซนติเมตร) ตรวจดูสัณฐานวิทยาของเซลลภายใตกลองจุลทรรศนหวักลบั 
นําไปบมใหเซลลเจริญในตูบมอุณหภูม ิ 37 องศาเซลเซียส บรรยากาศ CO2 5% ตรวจดูสัณฐาน
วิทยาของเซลลภายใตกลองจุลทรรศนหวักลับทุกวัน เมื่อเซลลเจริญหนาแนนทําการเปลี่ยนถาย
อาหารเลีย้งเซลลทุก 3-4 วัน (กัลยาณี จิรศรีพงศพนัธ, 2547) ดังนี ้
 

3.12.2 การเปลี่ยนถายอาหารเลี้ยงเซลลเกาะผิว (HepG2, SW620, KATO III, 
A375, BT474, MDA-MB-231, HeLa, Ca-Ski และ SiHa) ดวยทริปซิน  

 
ใชปเปตตแกวดูดอาหารเลี้ยงเซลลในภาชนะเลี้ยงเซลลออกใหหมดดวยเทคนิค

ปลอดเชื้อภายในตูปลอดเชื้อ ลางเซลลดวยสารละลาย PBS (ปลอด Ca2+ และ Mg2+) ปริมาตร 10 
มิลลิลิตร เอียงใหทั่วผวิภาชนะเลี้ยงเซลล 5-6 คร้ังแลวดูดทิ้ง เติม trypsin-EDTA ความเขมขน 
0.25% ปริมาตร 2 มิลลิลิตร บมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียสนานประมาณ 3-5 นาท ี (ข้ึนอยูกับ
ชนิดของเซลล) สังเกตภายใตกลองจุลทรรศน เมือ่เซลลเริ่มหดตัวจึงเติมอาหารเลี้ยงเซลลที่
ปราศจากซีรัมปริมาตร 5 มิลลิลิตรและดูดสารละลายชะเซลลใหหลดุออกจากภาชนะเลีย้งเซลล 
จากนั้นดูดใสหลอดเซนตรฟิวจนําไปปนที่ความเร็ว 1,000 รอบตอนาท ี นาน 5 นาท ี เทสวนใสทิ้ง
เติม complete media ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ใชปเปตตดูดขึ้นลงเบาๆ ดูดเซลลใสภาชนะเลี้ยงเซลล
ขวดใหม เพื่อเพิ่มจาํนวนหรอืนําไปใชในการทดลองตอไป หรือนํากลบัไปแชแข็งในไนโตรเจนเหลว
ข้ึนอยูกับวัตถปุระสงค การนําไปใชตอไป หรือถาตองการเลีย้งในภาชนะเดิมหลงัจากชะเซลลให
หลุดออกจากภาชนะเลีย้งเซลล แลวใหเหลือเซลลไวประมาณ 0.5-1 มิลลิลิตร จากนั้นเตมิ 
complete media ใหมีปริมาตรครบ 8 มิลลิลิตร นําเซลลไปเพาะเลี้ยงในตูบมอุณหภูมิ 37 องศา
เซลเซียส บรรยากาศ CO2 5% ตอไป 
 

3.12.3 การเปลี่ยนถายอาหารเลี้ยงเซลลแขวนลอย (THP-1, Jurkat และ HL-60) 
 
ใชปเปตตแกวดูดสารละลายอาหารเลีย้งเซลลข้ึนลงเบาๆ 2-3 คร้ัง เพื่อทําใหเซลล

ที่จับกลุมเปนกอนใหหลุดแยกเปนเซลลเดี่ยวๆ ดวยเทคนิคปลอดเชื้อภายในตูปลอดเชื้อ ดูดใส
หลอดไมโครเซนตริฟวจ นําไปปนที่ความเร็ว 1,000 รอบตอนาท ี นาน 5 นาท ี เทสวนใสทิ้ง เติม 
complete media ใชปเปตตดูดขึ้นลงเบาๆ ดูดเซลลใสภาชนะเลีย้งเซลลใหมเพื่อเพิ่มจํานวนหรือ
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นําไปใชในการทดลองตอไป หรือนํากลับไปแชแข็งในไนโตรเจนเหลวขึ้นอยูกบัวตัถุประสงคการ
นําไปใชตอไป หรือถาตองการเลี้ยงในภาชนะเดิมใหใชปเปตตแกวดูดสารละลายอาหารเลีย้งเซลล
ข้ึนลงเบาๆ 2-3 คร้ัง ดูดทิ้ง โดยเหลือสารละลายไวประมาณ 0.5-1 มิลลิลิตร จากนัน้เตมิ 
complete media ใหมีปริมาตรครบ 8 มิลลิลิตร นําเซลลไปเพาะเลี้ยงในตูบมอุณหภูมิ 37 องศา
เซลเซียสบรรยากาศ CO2 5% ตอไป 

 
3.12.4 การเก็บรักษาเซลลแบบระยะยาวในไนโตรเจนเหลว 

 
นําหลอดเซลลเพาะเลี้ยงที่ไดจากการปนในขอ 3.12.2 และ 3.12.3 มาเทสวนใส

ทิ้งและใชนิ้วเคาะหลอดเบาๆใหเซลลกระจายตัว เติมอาหารสาํหรับเก็บเซลลแชแข็งปริมาตร 1 
มิลลิลิตร (ภาคผนวก ก) ดูดขึ้นลงเบาๆ แลวดูดใสในหลอดเก็บเซลลแชเยือกแข็ง (cryotube) เก็บ
ในตูเย็น -80 องศาเซลเซยีส นาน 1 วันแลวนาํไปเก็บในถังไนโตรเจนเหลว 
 

3.12.5 การนับจํานวนเซลลไลนมะเรง็ของมนุษยที่มีชีวิต โดยยอมดวยส ี trypan 
blue 
 

นําหลอดเซลลเพาะเลี้ยงที่ไดจากการปนในขอ 3.12.2 และ 3.12.3 มาเทสวนใส
ทิ้งและใชนิ้วเคาะหลอดเบาๆใหเซลลกระจายตัว เติม complete media ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ดูด
ข้ึนลงเบาๆปเปตตเซลลปริมาตร 50 ไมโครลิตรลงในหลอดไมโครเซนตริฟวจ เติม Trypan blue 
ความเขมขน 0.5%(w/v) ปริมาตร 50 ไมโครลิตร ผสมใหเขากนั ปเปตตเซลลปริมาตร 11 
ไมโครลิตรลงตรงชองวางระหวางตวัฮีมาไซโทมิเตอรกับกระจกปดสไลด นับจํานวนเซลลภายใต
กลองจุลทรรศนหวักลับโดยนับเซลลในชองสี่เหลีย่มใหญ 1 มุม (16 ชองเล็ก) และคํานวณจํานวน
เซลลตามสูตรตอไปนี้ 
 
จํานวนเซลลทีม่ีชีวิต (เซลล/มิลลิลิตร) = (จํานวนเซลลไมติดสี trypan blue ทั้งหมด /4) x 104 x 2 
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3.12.6 ศึกษาผลของพิโนสโทรบินตอการเพิ่มจาํนวนของเซลลไลนมะเร็งของ
มนุษย 12 ชนิด โดยวธิ ีMTT proliferation assay 

 
เตรียมเซลล HepG2, SW620, KATO III, A375, BT474, MDA-MB-231, HeLa, 

Ca-Ski และ SiHa ความเขมขน 5x104 เซลลตอมิลลิลิตร หยอดลงในถาดเลี้ยงเซลล 96 หลมุ
ปริมาตร 100 ไมโครลิตร สําหรับเซลลเกาะผวินาํเซลลไปเพาะเลีย้งในตูบมอุณหภูมิ 37 องศา
เซลเซียส บรรยากาศ CO2 5% นาน 18 ชั่วโมง ยกเวนเซลล HepG2, BT474, HeLa, Ca-Ski และ 
SiHa ทิง้ไวนาน 24 ชั่วโมง จากนั้นจึงทาํการดูดอาหารเลี้ยงเซลลเกาทิง้ แลวจึงเติมอาหารเลี้ยง
เซลลใหมที่ผสมพิโนสโทรบนิที่ความเขมขนตางๆซึ่งละลายใน DMSO 100% ปริมาตร 100 
ไมโครลิตรลงไปแทน นาํเซลลไปเพาะเลีย้งในตูบมอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียสบรรยากาศ CO2 5% 
นาน 4 วัน โดยทําการทดลอง 3 ซ้ํา สวนเซลล THP-1, HL-60 และ Jurkat เตรียมใหมีความเขมขน 
1x105 เซลลตอมิลลิลิตรหยอดลงในถาดเลี้ยงเซลล 96 หลุมปริมาตร 50 ไมโครลิตร และเติม
อาหารเลีย้งเซลลที่ผสมพโินสโทรบินที่ความเขมขนตางๆซึ่งละลายใน DMSO 100% ปริมาตร 50 
ไมโครลิตรลงไป นําเซลลไปเพาะเลี้ยงในตูบมอุณหภูม ิ 37 องศาเซลเซียส บรรยากาศ CO2 5% 
นาน 4 วัน ในวนัที ่ 4 เติม MTT ความเขมขน 5 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร (Mosmann, 1983) ซึ่ง
ละลายใน PBS ปริมาตร 10 ไมโครลิตรตอหลุม บมไวในตูบมอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซยีส
บรรยากาศ CO2 5% นาน 4 ชั่วโมง จากนั้นเติม HCl ความเขมขน 0.04 นอรมัลในไอโซโพรพา
นอลปริมาตร 100 ไมโครลิตรตอหลุมโดยใชปเปตตหลายชอง (multi channel pipette) ดูดขึ้นลง
ใหตะกอนสมีวงละลายจนหมด จากนัน้นาํไปวัดคาการดูดกลืนแสงที ่ 540 นาโนเมตร ดวยเครื่อง 
microplate reader และคํานวณหาเปอรเซ็นตการมชีีวิตของเซลล (%viability) โดยใชสมการ
ตอไปนี้ 
 

%Viability = (ODtest average-ODblank average) x 100 
                     ODcontrol cell average- ODblank average 

 
ODtest average = คาเฉลีย่การดูดกลืนแสงของเซลลที่เติมพโินสโทรบิน หรือ DMSO 
ODcontrol cell average = คาเฉลี่ยการดูดกลืนแสงของเซลล 
ODblank average = คาเฉลี่ยการดูดกลนืแสงของอาหารเลี้ยงเซลลทีป่ราศจากซีรัม 
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บทที่  4 

ผลการทดลอง 
 
จากผลงานวิจัยของวชิรศักดิ์ วังกังวาน (2550) ซึ่งศึกษาลักษณะสมบัติเบื้องตนถึง

โมเลกุลเปาหมายของการออกฤทธิ์ของพิโนสโทรบิน ในวิถีการสงสัญญาณของแคลเซียมในยีสต
พบวา พิโนสโทรบินไมไดออกฤทธิ์โดยการลดระดับแคลเซียมอิสระภายในเซลล และไมไดยับยั้ง
โปรตีน Calcineurin, Mpk1 หรือ Mck1 จึงคาดวาอาจมีผลไปยับยั้งที่โมเลกุลเปาหมายที่เหลือคือ 
Hsl1, Mih1 และ Swe1 ซึ่ง Mih1 เปนโปรตีนฟอสฟาเทส (phosphatase) สวน Hsl1 และ Swe1 
เปนโปรตีนไคเนส ตามลําดับดังนั้นในงานวิจัยนี้จึงมุงศึกษาโมเลกุลเปาหมายเบื้องตนของพิโนส
โทรบินในวิถีการสงสัญญาณของแคลเซียมในเซลลยีสต โดยวิธีทางพันธุศาสตรของยีสต เพื่อ
ศึกษาถึงผลของพิโนสโทรบินที่อาจมีผลไปกระตุนหรือยับยั้งโปรตีนเปาหมายที่เหลือวามีสวน
เกี่ยวของกับวิถีการสงสัญญาณของแคลเซียม ซึ่งจะใชยีสตสายพันธุกลายที่มีการเพิ่มและลดการ
แสดงออกยีน  
 
4.1 สรางยีสตสายพันธุกลายโดยวธิีทาํลายยีน (gene disruption) HSL1 และ MIH1 
 

4.1.1 เพิ่มปรมิาณดีเอ็นเอของยีน URA3 โดยปฏกิิรยิาลกูโซพอลเิมอเรส  
 

ดําเนนิปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรสโดยใชพลาสมิด pYES2 เปนตนแบบใน
ปฏิกิริยาโดยใชโอลิโกนวิคลโีอไทดไพรเมอร ∆hsl1_FW และ ∆hsl1_RV หรือ ∆mih1_FW และ 
∆mih1_RV เพื่อทาํลายยีน HSL1 หรือ MIH1 ตามลําดับ ดังตารางที ่3.4 จากการตรวจสอบผล
การทาํปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรสดวยโอลิโกนิวคลีโอไทดไพรเมอรทั้งสองชนิดดวยอะกาโรส
เจลอิเล็กโทรโฟรีซิส บนเจลอะกาโรสเขมขนรอยละ 1.0 ซึ่งหลอมในบัฟเฟอร 1XTAE พบวาให
ผลิตภัณฑที่มขีนาดเทากนัคอื 1065 คูเบส ซึง่มีขนาดเทากนักับขนาดของยีน URA3 (ดังภาพที่ 
4.1) 
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ภาพที่ 4.1 ผลแสดงผลิตภัณฑจากปฏกิิริยาลูกโซพอลิเมอเรส เพื่อเพิ่มปริมาณยนี 
URA3 

1     คือ ดีเอ็นเอมาตรฐาน 1Kb DNA ladder 
 2-4  คือ ดีเอ็นเอทีเ่พิ่มปริมาณยนีดวยไพรเมอร ∆hsl1  

5-7  คือ ดีเอ็นเอทีเ่พิ่มปริมาณยนีดวยไพรเมอร ∆mih1 
8     คือ ชุดควบคุมผลลบของไพรเมอร ∆hsl1 
9     คือ ชุดควบคุมผลลบของไพรเมอร ∆mih1 

 
 
 
 
 
 
 
 

   1       2       3      4      5      6      7      8      9     

10000 
5000 

1500 
1000 

500 

3500 

อะกาโรส 1.0%  

คูเบส 

1065 คูเบส 
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4.1.2 ทรานสฟอรมผลิตภัณฑลกูโซพอลิเมอเรสจากขอ 4.1.1 เขาสูเซลลยีสตสาย
พันธุ W303-1A  

 
  นําผลิตภัณฑลูกโซพอลิเมอเรสจากขอ 4.1.1 มาชกันาํเขาสูยีสตสายพันธุ W303-
1A ดวยวธิี Lithium acetate (LiAc) (Gietz และคณะ, 1995) และคัดเลือกทรานสฟอรแมนตบน 
synthetic complete medium ที่ไมเติมยรูาซิล (SC-Ura) บมที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เปน
เวลา 3 วนั ยืนยันผลการทาํลายยนี ดวยวธิีปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรส โดยใชไพรเมอร 2 คู โดยไพร
เมอรคูแรกออกแบบฟอรเวิรดไพรเมอรที่จาํเพาะตอ upstream regulatory region ของยีน HSL1 
หรือ MIH1 (hsl1_FW หรือ mih1_FW) และรีเวิรสไพรเมอรที่จําเพาะตอ downstream regulatory 
region ของยนี MIH1 หรือ HSL1 ที่อยูปลายน้าํลงไป 30 mers (hsl1_ RV-30 หรือ mih1_RV-30) 
สวนไพรเมอรคูที่สองออกแบบฟอรเวิรดไพรเมอรที่จาํเพาะตอโปรโมเตอรยีน URA3 (pYES2_FW) 
และรีเวิรสไพรเมอรที่จําเพาะตอ downstream regulatory region ของยีน MIH1 หรือ HSL1 ทีอ่ยู
ปลายน้าํถัดลงไป 500 mers (hsl1_ RV-500 หรือ mih1_RV-500) (ดังภาพที่ 4.2) 

ตรวจสอบผลการทาํลายยีนจากปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรสดวยอะกาโรสเจลอิเล็กโทรโฟรี
ซิส   โดยถาหากทาํลายยนี Hsl1 หรือ MIH1 ไดสําเร็จจะไดผลิตภัณฑลูกโซพอลิเมอเรสทั้งหมด 3 
ชิ้นซึ่งมีขนาด 475, 975 และ 1200 คูเบส ตามลาํดับ แตถาทาํลายยนี HSL1 หรือ MIH1 ไมสําเร็จ
จะไมสามารถสังเคราะหผลิตภัณฑลูกโซพอลิเมอเรสได และจากผลการตรวจสอบ พบวาสามารถ
ทําลายยนีไดสําเร็จโดยสามารถสังเคราะหผลิตภัณฑลูกโซพอลิเมอเรสที่มีขนาดตามที่คาดไว (ดัง
ภาพที ่4.3) 
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ก. 

URA3   1065 base

475 base

975 base

~1.2 kb

Uupstream
target gene

Udownstream
target gene

PCR

MIH1_FW 
or HSL1_FW pYES2_FW 

MIH1_RV-30
or HSL1_RV-30

MIH1_RV-500
or HSL1_RV-500

 
 
ข. 

Target gene  (Hsl1 4.5kb or Mih1 1.66kb)Uupstream
target gene

Udownstream
target gene

PCR

pYES2_FW 

MIH1_RV-30
or HSL1_RV-30

No product  
 
ภาพที่ 4.2 การออกแบบไพรเมอรสาํหรับการยืนยันผลการทําลายยีน 

ก. กรณีทําลายยนีได 
ข. กรณีที่ทาํลายยีนไมได 

 
 
 
 
 
 
 
 

 No complement 

mih1_FW or 
hsl1_FW 

mih1_RV-30 or 
hsl1_ RV-30 

mih1_RV-500 or 
hsl1_ RV-500 

mih1_RV-30 or 
hsl1_ RV-30 
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 ภาพที่ 4.3 ผลแสดงผลิตภัณฑจากปฏกิิริยาลูกโซพอลิเมอเรส เพื่อยืนยันการ
ทําลายยนี MIH1 
  1 คือ ดีเอ็นเอมาตรฐาน 1Kb DNA ladder 
  5 คือ ดีเอ็นเอมาตรฐาน 100 bp DNA ladder  

2 คือ ดีเอ็นเอที่เพิม่ปริมาณยีนดวยไพรเมอร pYES2_FW และ mih1_RV-30 
  3 คือ ดีเอ็นเอที่เพิม่ปริมาณยีนดวยไพรเมอร pYES2_FW และ mih1_RV-500 
  4 คือ ดีเอ็นเอที่เพิม่ปริมาณยีนดวยไพรเมอร mih1_FW และ mih1_RV-30 
  
 
 
 
 
 
 

    1     2     3     4     5  

  คูเบส 

1500 
1000 

500 

3500 

1200 คูเบส 
975 คูเบส 
475 คูเบส 

อะกาโรส 1.0% 
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ดังนัน้จะได yeast disruptant สายพนัธุ ∆hsl1::URA3 และ ∆mih1::URA3 ซึ่ง yeast 
disruptant ทั้งสองสายพนัธุ สามารถเจรญิไดบนอาหารเลี้ยงเชื้อที่ไมเติมยูราซิล (ดงัภาพที่ 4.4)
แสดงใหเหน็วายีน URA3 ไดเขาไปแทนทีใ่นโครโมโซมของยีสตดังกลาวได 
 
 

ก. 

 
ข. 

 
 
 
ภาพที่ 4.4 แสดงลกัษณะฟโนไทปของ W303-1A ที่สามารถเจรญิบนอาหารเลี้ยงเชื้อที่ไม
เติมยูราซิล เมื่อยีน URA3 ไดเขาไปแทนที่ในโครโมโซมได 

ก. ยีน URA3 เขาไปแทนที่ในโครโมโซมตรงตําแหนงยีน HSL1 
ข. ยีน URA3 เขาไปแทนที่ในโครโมโซมตรงตําแหนงยีน MIH1 

 
 
 

∆hsl1::URA3 

∆mih1::URA3 

W303-1A 

W303-1A 
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4.2 การตรวจสอบหาโมเลกลุเปาหมายเบื้องตนของพิโนสโทรบนิในการยับยัง้การสง
สัญญาณของแคลเซียมในเซลลยีสต 
 
 วชิรศักดิ์ วงักงัวาน (2550) ศึกษาลักษณะสมบัติเบื้องตนถึงโมเลกุลเปาหมายของการ
ออกฤทธิ์ของพิโนสโทรบนิ ในวิถกีารสงสญัญาณของแคลเซียมในยีสตพบวา พิโนสโทรบินไมได
ออกฤทธิโ์ดยการลดระดับแคลเซียมอิสระภายในเซลล และไมไดยับยั้งโปรตีน Calcineurin, Mpk1 
หรือ Mck1 จึงคาดวาอาจมีผลไปยับยั้งที่โมเลกุลเปาหมายที่เหลือคือ Hsl1, Mih1 และ Swe1 ซึ่ง 
Mih1 เปนโปรตีนฟอสฟาเทส สวน Hsl1 และ Swe1 เปนโปรตีนไคเนส ตามลําดับ 
 

4.2.1 การเตรียมพิโนสโทรบิน 
   

นําพิโนสโทรบนิบริสุทธ (ตรวจสอบความบริสุทธิ์โดยการวิเคราะหดวย  Gas 
Chromatography ดังภาคผนวก ง) ที่สกัดจากกระชายเหลืองจากวทิยานพินธของนางสาว 
สายพนิ บุญเกิด นิสิตปริญญาเอก ภาคเทคโนโลยชีีวภาพ คณะวิทยาศาสตร จุฬาลงกรณ
มหาวิทยาลยั ที่ดําเนินการวจิัยใน พ.ศ. 2548 มาละลายดวยตัวทําละลายเอทานอล หรือ DMSO 
ที่ความเขมขนตางๆ  

 
4.2.2 การคัดกรองโดยใชระบบยสีต (ดัดแปลงจาก Shitamukai และคณะ, 2000)  

   
  4.2.2.1 การตรวจสอบผลของพโินสโทรบินที่มีตอโปรตีน Hsl1  
  
   เพื่อศึกษาวาพิโนสโทรบนิมผีลยับยั้งวิถีการสงสัญญาณของแคลเซียมใน
เซลลยีสต โดยไปยับยั้งการทํางานของโปรตีน Hsl1 หรือไม โดยอาศัยหลักการทีว่ายีสตสายพนัธุ
กลาย ∆hsl1 จะมีลักษณะคลายกับ ∆zds1 เนื่องจากวาเมื่อมีการสงสัญญาณแคลเซียมมาจะ
กระตุนโปรตีน Hsl1 ซึ่งทําหนาที่เปนโปรตีนไคเนส เตมิหมูฟอสเฟตใหกับโปรตีน Swe1 ทําให
โปรตีน Swe1 อยูในรูปไมทาํงาน แตเมื่อขาดโปรตีน Hsl1 ที่ทาํหนาที่ยับยัง้การทาํงานของโปรตนี 
Swe1 จึงทาํใหโปรตีน Swe1 อยูในภาวะที่สามารถทํางานได เปนผลทําใหเซลลหยดุหรือชะลอการ
แบงเซลลอยูในระยะ G2 (Shitamukai และคณะ, 2000) ดังนัน้เซลลยีสตสายพนัธุกลาย ∆hsl1 
จึงสามารถเจรญิไดในอาหารเลี้ยงเชื้อที่ไมเติมแคลเซียม แตจะไมสามารถเจริญไดในอาหารเลี้ยง
เชื้อที่เติมแคลเซียม ดงัเชนในชุดควบคมุผลลบทีห่ยดตัวทําละลาย แตอยางไรก็ตามหากมีการ
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ขัดขวางการสงสัญญาณของแคลเซียม ยสีตสายพนัธุกลายดังกลาวจะสามารถกลบัมาเจริญไดใน
อาหารที่มีการเติมแคลเซียม ดังเชนในชดุควบคุมผลบวกทีห่ยด FK506 ซึ่งเปนสารยับยั้งการ
ทํางานของ Calcineurin ทาํใหเซลลยีสตสายพนัธุกลาย ∆hsl1 สามารถเจริญไดในอาหารเลี้ยง
เชื้อที่เติมแคลเซียม 
  จากการตรวจสอบพบวาเมือ่เติมพิโนสโทรบิน เซลลยสีตสายพนัธุกลาย ∆hsl1 
จะมีการเจริญเติบโตขึ้นไดทั้งในอาหารแขง็และอาหารเหลว (ดังภาพที ่4.5 ก และ ข) ซึ่งในอาหาร
แข็งจะเหน็วา เมื่อเพิ่มความเขมขนของพิโนสโทรบนิสูงขึน้เซลลก็จะเจริญไดมากขึ้น และในอาหาร
เหลวจะเหน็ไดชัดวาพิโนสโทรบินสามารถบรรเทาการเจริญที่ผิดปกติไดพอๆกับชุดควบคุมผลบวก 
ถึงแมวาเซลลยีสตสายพันธุดังกลาวนี้ไดถกูทําลายยีน HSL1 ไปแลวก็ตาม แตยงัสามารถเจริญได
ในอาหารเลี้ยงเชื้อทีม่ีแคลเซียมเมื่อเติมพโินสโทรบนิ แสดงใหเห็นวาพิโนสโทรบนิสามารถยับยัง้วถิี
การสงสัญญาณของแคลเชียม โดยไปยบัยั้งการทาํงานโปรตีนตัวอืน่ที่ไมใชโปรตนี Hsl1 ดังนัน้พิ
โนสโทรบินจงึไมไดมีโมเลกลุเปาหมายเปนโปรตีน Hsl1   
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  ก. 
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ภาพที ่ 4.5 ผลการทดสอบพิโนสโทรบินที่มีผลตอการเจริญของยีสตสายพันธุ
กลาย ∆hsl1 ในภาวะที่มคีวามเขมขนของแคลเซียมสูง  

ก.) การเจริญของเซลลยีสตบนอาหารแข็ง YPD ที่เติม CaCl2 ความเขมขน 300 มลิลิโม
ลาร บมที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียสเปนเวลา 40 ชัว่โมง ชุดควบคุมผลบวก FK506 0.5 ไมโครโม
ลาร และชุดควบคุมผลลบ เอทานอล  

ข.) ผลของพิโนสโทรบนิในอาหารเหลว YPD ที่เติม CaCl2 ความเขมขน 200 มิลลิโมลาร 
( , YPD; , YPD+ CaCl2 200 มิลลิโมลาร; , YPD+ CaCl2 200 มิลลิโมลาร + พิโนสโทร
บิน 3 มิลลิโมลาร; , YPD+ CaCl2 200 มิลลิโมลาร + FK506 0.5 ไมโครโมลาร)  
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4.2.2.2 การทดสอบผลของพิโนสโทรบินที่มีตอโปรตีน Mih1 
 

จากการทดสอบขางตนพบวาพิโนสโทรบินไมมีผลตอโปรตีน Hsl1 ดังนั้น
ในการทดลองนี้จึงมุงที่จะศกึษาวา พิโนสโทรบนิมีผลยับยั้งวิถีการสงสัญญาณของแคลเซียมใน
เซลลยีสต โดยไปยับยั้งการทํางานของโปรตีน Mih1 หรือไม โดยอาศัยหลักการทีว่ายีสตสายพนัธุ
กลาย ∆mih1 มีลักษณะคลายกับ ∆zds1 เนื่องจากวาโปรตีน Mih1 ทําหนาทีเ่ปนโปรตีนฟอสฟา
เทสตัดหมูฟอสเฟตออกจากไทโรซีนตําแหนงที่ 19 บนโปรตีน Cdc28 ทําใหโปรตนีเชิงซอน Clb-
Cdc28 อยูในภาวะทีท่ํางานได เซลลจงึสามารถเคลือ่นจากระยะ G2 ไปสูระยะไมโทซิสได 
(Shitamukai และคณะ, 2000) แตเมื่อขาดโปรตีน Mih1 ทาํใหโปรตีนเชิงซอน Clb-Cdc28 ไม
อยูในภาวะทีท่ํางานได เซลลจึงหยุดหรอืชะลอการแบงเซลลที่ในระยะ G2 ดังนั้นเซลลยีสตสาย
พันธุกลาย ∆mih1 จะไมสามารถเจริญไดในอาหารเลีย้งเชื้อที่เติมแคลเซียม ดงัเชนในชุดควบคุม
ผลลบ แตอยางไรก็ตามหากมีการขัดขวางการสงสัญญาณของแคลเซียม ยีสตสายพนัธุกลาย
ดังกลาวจะสามารถกลับมาเจริญไดในอาหารทีม่ีการเติมแคลเซียม ดงัเชนในชุดควบคุมผลบวก  
   จากการทดลองพบวาพิโนสโทรบินสามารถชวยทําใหมกีารเจริญของ
เซลลยีสตสายพันธุกลาย ∆mih1 ทั้งในอาหารแข็งและอาหารเหลว (ดังภาพที ่4.6 ก และ ข) ) ซึ่ง
ในอาหารแข็งจะเหน็วา เมื่อเพิ่มความเขมขนของพิโนสโทรบินสงูขึ้นเซลลก็จะเจริญไดมากขึ้น และ
ในอาหารเหลวจะเห็นไดชัดวาพโินสโทรบนิสามารถบรรเทาการเจริญที่ผิดปกติได และแมวาเซลล
ยีสตสายพันธุดังกลาวนี้ไดถกูทําลายยีน MIH1 ไปแลวแตยังสามารถเจริญไดในอาหารเลี้ยงเชื้อทีม่ี
แคลเซียมเมื่อเติมพิโนสโทรบิน แสดงใหเห็นวาพิโนสโทรบินสามารถยับยัง้วิถกีารสงสัญญาณของ
แคลเชียมไดในเซลลยีสตสายพันธุกลาย ∆mih1 โดยไปยับยั้งการทาํงานโปรตีนตัวอื่นที่ไมใช
โปรตีน Mih1 ดังนัน้พิโนสโทรบินจึงไมไดมโีมเลกุลเปาหมายเปนโปรตนี Mih1   
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ภาพที ่ 4.6 ผลการทดสอบพิโนสโทรบินที่มีผลตอการเจริญของยีสตสายพันธุ
กลาย ∆mih1 ในภาวะทีม่ีความเขมขนของแคลเซยีมสูง  

ก.) การเจริญของเซลลยีสตบนอาหารแข็ง YPD ที่เติม CaCl2 ความเขมขน 300 มลิลิโม
ลาร บมที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียสเปนเวลา 40 ชัว่โมง ชุดควบคุมผลบวก FK506 0.5 ไมโครโม
ลาร และชุดควบคุมผลลบ เอทานอล  

ข.) ผลของพิโนสโทรบนิในอาหารเหลว YPD ที่เติม CaCl2 ความเขมขน 200 มิลลิโมลาร 
( , YPD; , YPD+ 200 มิลลิโมลาร CaCl2; , YPD+ 200 มิลลิโมลาร CaCl2+3 มิลลิโมลาร 
พิโนสโทรบนิ; , YPD+ 200 มิลลิโมลาร CaCl2+0.5 ไมโครโมลาร FK506) 
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4.2.2.3 การทดสอบผลของพิโนสโทรบินตอชวงปลายน้ําจากโปรตีน Swe1 
 
   เนื่องจากการทดลองขางตนพบวาการยบัยั้งวถิีสัญญาณแคลเซียสของ  
พิโนสโทรบนิไมไดเปนเพราะยับยัง้ การทาํงานของโปรตีน Hsl1 หรือ Mih1 (ดังภาพที ่ 4.5-4.6) 
ดังนัน้ในการทดลองนี้จงึทาํการศึกษาถึงผลของพิโนสโทรบินในการยับยั้งวถิีสัญญาณแคลเซียม
ในชวงปลายน้าํจากโปรตีน Swe1 เมื่อทาํใหมกีารแสดงออกมากเกนิของยีน SWE1 ภายใตการ
ควบคุมของโปรโมเตอรของยีน GAL1 ที่ซึง่แทรกอยูในโครโมโซมตรงตําแหนงขางหนายนี SWE1 
ในยีสตทีม่ีจีโนไทปเปน ∆zds1 ถามกีารกระตุนใหมีการแสดงออกมากเกินของยนี SWE1 โดยเตมิ
น้ําตาลกาแลคโทสลงไป จะชักนาํใหยีน SWE1 มีการแสดงออกที่มากเกิน ทั้งยังไมข้ึนกับระดับของ
แคลเซียสในเซลล และอาหารเลี้ยงเชื้อ และระดับโปรตีน Swe1 ที่มากขึ้นนี ้ จะเปนผลใหเกิด
ลักษณะที่คลายกนักับการเติมแคลเซียม หรือ การแสดงออกมากเกนิของยีน CMP∆2C ในเซลล
ยีสตที่มีการแสดงออกของยนี SWE1 ปกติ กลาวคือเซลลจะหยุดการเจริญ และชะลอระยะการ
แบงเซลลสะสมอยูที่ระยะ G2 (G2 delay) (Mizunuma และคณะ, 1998; Miyakawa และ 
Mizunuma, 2007) แตถามีการขัดขวางการสงสัญญาณที่เกิดจากการทําใหมีการแสดงออกมาก
เกินของยีน SWE1 จะทําใหสามารถยับยั้งการเจริญที่ผิดปกติไดดังเชน จากการศึกษาของ 
Chanklan และคณะ (2008) พบวาการทําใหมีการแสดงออกเกนิของยีน SWE1 ในยีสตสายพนัธุ
กลาย ∆zds1 ที่เติม Radicicol สามารถบรรเทาการเจริญที่ผิดปกติ รวมทั้งยังลดการชะลอการ
แบงเซลลที่สะสมอยูระยะ G2 ลงได สงผลใหเซลลมีการเจริญเติบโตขึ้น 
   จากผลการทดลองพบวา ในอาหารแข็งบริเวณที่มีการหยดพิโนสโทรบนิ
ความเขมขน 1 2 และ 3 มิลลิโมลารลงไปนั้นมีลักษณะรูปแบบที่คลายกนักับบริเวณที่มกีารหยด 
Radicicol ความเขมขน 500 นาโนโมลารซึ่งตางจากบริเวณทีห่ยดเอทานอล ซึ่งเปนชุดควบคุมผล
ลบ (ดังภาพที ่4.7 ก) และเมื่อมาทดสอบในอาหารเหลว พบวาชุดการทดลองทีม่ีการเติมพิโนสโทร
บินลงไปนั้นมกีารเจริญเติบโตเชนเดียวกนักับชุดควบคมุผลบวกที่เตมิ Radicicol และในชุด
ควบคุมผลลบที่เติม DMSO ซึ่งมีการเจรญิเติบโตที่นอยกวา (ดังภาพที ่ 4.7 ข) แสดงวาพิโนสโทร
บินสามารถยบัยั้งความผิดปกติที่เกิดขึ้นจากการแสดงออกมากเกินของยีน SWE1 ลงไดเหมอืน 
Radicicol ดังนัน้พิโนสโทรบินจึงนาจะมโีมเลกุลเปาหมายเปนโปรตนี Swe1 คลายกนักับ 
Radicicol (Chanklan และคณะ, 2008) 
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ภาพที่ 4.7 ผลการทดสอบพิโนสโทรบนิที่มีผลตอการเจริญของยีสตสายพันธุ
กลายYRC2 

ก.) การเจริญของเซลลยีสตบนอาหารแข็ง YPGalactose บมที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส
เปนเวลา 40 ชัว่โมง ชุดควบคุมผลบวก Radicicol 500 นาโนโมลาร และชุดควบคุมผลลบ เอ
ทานอล  

ข.) ผลของพิโนสโทรบนิในอาหารเหลวภายใตภาวะที่มกีารแสดงออกของยีน SWE1 มาก
เกิน ( , YPGalactose; , YPGalactose + พิโนสโทรบิน 3 มิลลิโมลาร; ♦, YPGalactose + 
Radicicol 1 ไมโครโมลาร) 
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4.3 ศึกษาการแสดงออกของโปรตีนเปาหมายของวถิีการสงสัญญาณของแคลเซียมใน
ยีสต โดยวธิีเวสเทรินบลอต 
 
  เนื่องจากเมื่อมีแคลเซียมเขามาภายในเซลล เซลลจะสงสัญญาณโดยการกระตุนให
เกิดการถอดรหัสของยนี SWE1 มากขึน้สงผลใหเซลลนั้นมีลักษณะที่ผิดปกติไป เชน หยุดการ
เจริญเติบโต เซลลมีลักษณะยืดยาว หรือหยุดการแบงเซลลที่ระยะ G2 (Chanklan และคณะ, 
2008) และจากการทดลองขางตนซึ่งเปนหลกัฐานทางพนัธศุาสตร พบวาการยับยั้งวิถีการสง
สัญญาณแคลเซียมของพิโนสโทรบินนาจะมีโมเลกุลเปาหมายเปนโปรตีน Swe1 ดังนัน้ในการ
ทดลองนี้ จงึศึกษาหลักฐานทางชีวเคมถีึงผลของพิโนสโทรบินตอระดับการแสดงออกของโปรตีน 
Swe1 โดยใชยีสตสายพันธุกลายที่ติดแทรก myc ที่สวนปลายดานหมูคารบอกซีของโปรตีน Swe1 
ภายใตการควบคุมของโปรโมเตอรของยีน SWE1 ภายในเซลลยีสตที่มีจีโนไทป ∆zds1 และ
สามารถตรวจสอบติดตามระดับการแสดงออกของโปรตีน Swe1 ไดดวยแอนติบอดีที่จําเพาะตอ 
myc เพื่อยนืยนัวาพิโนสโทรบินนั้นสามารถกดวถิีการสงสัญญาณของแคลเซียมไดจริง โดยมี
เปาหมายโมเลกุลเปนโปรตนี Swe1 ในเซลลยีสต 
 จากผลการทดลองพบวา เมือ่ทําการเลี้ยงเซลลยีสตสายพันธุกลาย YRC3 ในอาหาร
เลี้ยงเชื้อที่เติม และไมเติมพิโนสโทรบนิที่ความเขมขน 1 มิลลิโมลารเปนเวลา 30 นาที หลงัจากนัน้
จึงเติมแคลเซยีม 100 มิลลิโมลาร และเกบ็โปรตนีทนัท ีและเก็บทกุๆชั่วโมง เปนเวลานาน 4 ชั่วโมง 
พบวาในชัว่โมงที่ 1 ระดับการแสดงออกของโปรตีน Swe1 นั้นมีปริมาณที่เพิ่มข้ึนทัง้ในเซลลที่เตมิ 
และไมเติมพิโนสโทรบนิ เนือ่งจากแคลเซยีมนัน้จะไปกระตุนการถอดรหัสยีน SWE1 (Chanklan 
และคณะ, 2008) แตเมื่อเวลาผานไป เซลลที่มีการเติมพิโนสโทรบินมีระดับการแสดงออกของ
โปรตีน Swe1 ลดลงเรว็กวาเมื่อเปรียบเทยีบกับเซลลที่ไมไดเติมพโินสโทรบิน (ดังภาพที่ 4.8) และ
นอกจากนี ้เพือ่ยืนยนัแอกตวิิตขีองโปรตีน Swe1 วาถกูกดการทาํงานโดยพิโนสโทรบินจริง จึงไดทํา
การตรวจสอบโปรตีน Cdc28 ในรูปที่เติมหมูฟอสเฟต (p-Cdc28, Phosphorylated form) ซึ่งเปน
ผลิตภัณฑของโปรตีน Swe1 เนื่องจากโปรตีน Swe1 นั้นทาํหนาที่เปนโปรตีนไคเนสเติมหมู
ฟอสเฟตที่ไทโรซีนตําแหนงที่ 19 บนโปรตีน Cdc28 ทําใหโปรตีนเชิงซอน Clb-Cdc28 อยูในภาวะ
ที่ทาํงานได (Shitamukai และคณะ, 2000) จากการทดลองพบวา เซลลที่ไมไดเติมพโินสโทรบินนั้น
มีระดับการแสดงออกของโปรตีน Cdc28 ในรูปที่เติมหมูฟอสเฟตนัน้คงที่ เมื่อเวลาผานไป แต
ในทางตรงกันขามเซลลทีเ่ติมพิโนสโทรบนิกลับมีระดับการแสดงออกของโปรตีน Cdc28 ในรูปที่
เติมหมูฟอสเฟตลดลงเมื่อเวลาผานไป (ดังภาพที่ 4.8) ดังนัน้เมื่อเซลลไดรับพิโนสโทรบินแลว วถิี
การสงสัญญาณแคลเซียมจะถูกกด สงผลใหมีระดับการแสดงออกลดลงของทัง้โปรตีน Swe1 และ 
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p-Cdc28 แสดงใหเหน็วาพิโนสโทรบินนั้นสามารถยบัยั้งวถิีการสงสัญญาณของแคลเซียมไดจริง 
โดยมีโปรตีนเปาหมายคือ Swe1 
 

 
ภาพที ่4.8 ผลของพโินสโทรบินที่มีตอระดับการแสดงออกของโปรตีน Swe1 และ 

p-Cdc28 โดยวิธเีวสเทิรนบลอต 
ยีสตสายพันธุกลาย YRC3 ที่แทรกยนี SWE1 ที่ติดยีน C-MYC จํานวน 9 ชุดตรงตําแหนง 

3’ ของยีน SWE1 ลงไปในโครโมโซมของเซลลยีสตสายพันธุ ∆zds1 เมื่อเลี้ยงในอาหารเลี้ยงเชื้อ 
YPD ที่ผสมแคลเซียม 100 มิลลิโมลาร ที่เติมและไมเติมพิโนสโทรบนิความเขมขนสุดทาย 1 มิลลิ
โมลารที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส ตัวอยางเซลลจะถูกเก็บหลังจากเติมแคลเซียมทุก 1 ชั่วโมง 
และโปรตีนที่สกัดจากเซลลยสีตจะถูกหยอดลงในเจล SDS-polyacrylamide 7.5% และ 12% และ
ตรวจสอบโปรตีนโดยวธิีเวสเทิรนบลอต โดยใชแอนติบอดีที่จําเพาะตอ Myc และ p-Cdc2 (Tyr15) 
และใชแอนติบอดีที่จําเพาะตอ PSTAIR หรือ โปรตีน Cdc28 เปนตัวควบคุมปริมาณการหยอด
โปรตีน และภาพที่แสดงนี้เปนตัวแทนจากการทดลอง 3 ซ้ํา 
 

 
 
 
 
 
 
 

CaCl2 

Swe1 

Cdc28 
 

CaCl2 + Pinostrobin 
Time (h)        0        1        2        3        4              0        1        2        3        4 

p-Cdc28 
 

   1.00       1.45       1.14      0.94       0.72              1.00      1.42        0.91     0.60       0.29 

   1.00       1.58       1.48      1.33       1.43              1.00      0.88        1.26     1.10      0.83 

∆zds1 
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4.4 ผลของพโินสโทรบินตอความเสถยีรของโปรตีนเปาหมายในวิถีการสงสัญญาณของ
แคลเซียม ในเซลลยีสตโดยวิธีเวสเทิรนบลอต 
 
 จากผลการทดลองทางพันธศุาสตรของ วชิรศักดิ์ วังกงัวาน (2550) ชี้ใหเหน็วา พิโนสโทร
บินนัน้เกีย่วของกับการยับยั้งวถิีการสงสญัญาณของแคลเซียม เชน สามารถเจรญิไดในภาวะที่มี
แคลเซียมสูง ลดการยืดยาว หรือการแตกหนอที่ผิดปกต ิและลดเปอรเซ็นตของเซลลที่หยุดอยูระยะ 
G2 ได นอกจากนี้การทดลองขางตนยงัพบวา พิโนสโทรบินนั้นมีโมเลกุลเปาหมายเปนโปรตีน 
Swe1 ดังนั้นในการทดลองนี้จึงมุงที่จะศกึษาตอไปวาพิโนสโทรบนิมผีลตอความเสถียรของโปรตีน 
Swe1 หรือไม โดยการเติมไซโคลเฮกซิไมด เพื่อหยุดกระบวนการสงัเคราะหโปรตีนทั้งหมดภายใน
เซลลเนื่องจาก ไซโคลเฮกซิไมดจะเขาไปจับที่บริเวณ 60S ไรโบโซม สงผลใหไมมีการสงัเคราะห
โปรตีนเกิดขึ้น  (Baliga และคณะ, 1969) ทําใหสามารถตรวจสอบอัตราการสลายตัวของโปรตีนได 
ซึ่งการทดลองนี้จะใชยีสตสายพันธุกลายเชนเดียวกับขอ 4.3  

จากผลการทดลองพบวา เมือ่ทําการเลี้ยงเซลลยีสตสายพันธุกลาย YRC3 ในอาหารเลี้ยง
เชื้อที่เติม และไมเติมพิโนสโทรบินที่ความเขมขนสุดทาย 1 มิลลิโมลารเปนเวลา 30 นาที หลังจาก
นั้นจงึเติมแคลเซียม 100 มิลลิโมลาร พรอมกันกบัไซโคลเฮกซิไมดความเขมขนสุดทาย 100 
ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร และเก็บโปรตีนทนัท ี โดยเก็บตัวอยางเซลลยสีตทุก 15 นาท ี พบวาความ
เขมของแถบโปรตีน Swe1 เมื่อเติมพิโนสโทรบินนั้นลดหายไปเร็วกวา ชุดที่ไมไดเติมพิโนสโทรบิน 
(ดังภาพที่ 4.9) แสดงวาพิโนสโทรบินนั้นชกันําใหเกิดการสลายตัวของโปรตีน Swe1  
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ภาพที่ 4.9 แสดงผลของพิโนสโทรบินที่มีตอความเสถียรของโปรตีน Swe1  
ก.) ยีสตสายพันธุกลาย YRC3 เมื้อเลี้ยงในอาหารเลี้ยงเชื้อ YPD ที่เติมและไมเติมพิโนส

โทรบินความเขมขนสุดทาย 1 มิลลิโมลารที่อุณหภูม ิ 30 องศาเซลเซียส 30 นาทีแลวจงึเติม
แคลเซียมความเขมขนสุดทาย 100 มิลลิโมลาร และไซโคลเฮกซิไมดความเขมขนสุดทาย 100 
ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร และตัวอยางเซลลยีสตจะถูกเก็บทันทีทกุ 15 นาที และโปรตีนที่สกัดไดจาก
ตัวอยางเซลลยีสตจะถูกหยอดลงในเจล  SDS-polyacrylamide 7.5% และตรวจสอบโปรตีนโดย
วิธีเวสเทิรนบลอต โดยใชแอนติบอดีที่จําเพาะตอ Myc และ p-Cdc2 (Tyr15) และใชแอนติบอดีที่
จําเพาะตอ PSTAIR หรือ โปรตีน Cdc28 เปนตวัควบคมุปริมาณการหยอดโปรตีน 

CaCl2 +CHX 

Swe1 

Cdc28 
 

CaCl2 +CHX+Pinostrobin 
   Time (min)       0     15     30    45    60     75           0     15    30    45    60    75  

∆zds1 

CHX; cycloheximide 
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ข.) ความเขมของแถบโปรตีน Swe1 ถูกปรับใหมีการแสดงออกของโปรตีน Cdc28 
สม่ําเสมอกนัดวยโปรแกรม Quantity One (ภาคผนวก ค) และภาพที่แสดงนี้เปนตัวแทนจากการ
ทดลอง 3 ซ้ํา 

 

 
4.5 ผลของพโินสโทรบินตอการแสดงออกของยีนเปาหมายของวถิีการสงสัญญาณของ
แคลเซียม ในเซลลยีสตโดยวิธ ีreal-time reverse transcription-PCR 
 
 จาการทดลองขางตนชี้ใหเหน็วา พโินสโทรบินนั้นไปเรงการสลายตัวของโปรตีน Swe1 
ดังนัน้ในการทดลองนี้จงึมุงทีจ่ะศึกษาวา พิโนสโทรบนินัน้มีผลตอการแสดงออกของโปรตีน Swe1 
โดยไปกดที่ระดับการถอดรหัส (transcription) ของยนี SWE1 หรือไม โดยจะทาํการตรวจสอบ
ระดับการแสดงออกของยนี SWE1 ซึ่งการทดลองนี้ใชยสีตสายพนัธุกลายเชนเดียวกับขอ 4.3 ที่ได
ทําการหยุดการแบงเซลลไวที่ระยะ G1 ดวยการเติม α-factor  
 จากผลการทดลองพบวา เมือ่ทําการเลี้ยงเซลลยีสตสายพันธุกลาย YRC3 ในอาหารเลี้ยง
เชื้อที่เติม และไมเติมพิโนสโทรบินที่ความเขมขน 1 มิลลิโมลารเปนเวลา 30 นาท ี หลังจากนั้นจงึ
เติมแคลเซียม 100 มิลลิโมลาร และเกบ็ตัวอยางเซลลเพื่อสกัดและเก็บอารเอ็นเอทันท ี ทกุๆ 15 
นาทีนาน 150 นาท ีพบวาเซลลที่มีการเติมพิโนสโทรบนินัน้ มีระดับการแสดงออกของยีน SWE1 ที่
ลดลง ตางจากเซลลที่ไมไดเติมพิโนสโทรบนิอยางมนีัยสาํคัญที่ระดับนยัสําคัญ P ≤ 0.05 และ 
0.001 แตที่ชวงเวลา 30 นาที และ 150 นาท ีการแสดงออกของยีนทีม่ีพิโนสโทรบนิอยูนั้นไมถูกกด
นาจะเปนเพราะวาปกติแลวการแสดงออกของยีน SWE1 นัน้จะขึน้ลงตามระยะการแบงตัวของ
เซลล โดยในระยะ G1/S จะมีระดับการแสดงออกที่สูง แตในระยะ G2/M จะมีระดับการแสดงออก
ที่ต่ํา (Sia และคณะ, 1998) ดังนัน้เมื่อเซลลยีสตไดรับพิโนสโทรบนิแลว วิถีการสงสัญญาณของ
แคลเซียมจะถกูกด ทั้งนี้เนื่องจากพิโนสโทรบินกดการถอดรหัสยีน SWE1  
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ภาพที่ 4.10 ผลของพิโนสโทรบินตอการแสดงออกของยีน SWE1 ในเซลลยสีต

โดยวิธ ีreal-time reverse transcription-PCR 
ยีสตสายพันธุกลาย YRC3 ที่ผานการชักนําดวย α-factor แลว ในอาหารเลี้ยงเชื้อ YPD ที่

เติมและไมเติมพิโนสโทรบนิความเขมขนสดุทาย 1 มิลลิโมลารที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส 30 
นาที แลวจงึเติมแคลเซียมความเขมขนสดุทาย 100 มิลลิโมลาร และ อารเอ็นเอจะถูกเก็บทนัททีุก 
15 นาท ีและตรวจสอบการแสดงออกของยีนดวยวิธ ีreal time RT-PCR โดยใชไพรเมอรที่จําเพาะ
ตอยีน SWE1 และใช ACT1 เปนตัวควบคุม และเปรียบเทียบความแตกตางดวยโปรแกรม SPSS 
เวอรชั่น 16.0 (* คือ P ≤ 0.05 และ ** คือ P ≤ 0.001) และภาพที่แสดงนี้เปนตัวแทนจากการ
ทดลอง 3 ซ้ํา 
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4.6 ผลของพโินสโทรบินตอการเพิ่มจํานวนของเซลลไลนมะเร็งของมนุษย 12 ชนิดโดยวธิี 
MTT proliferation assay 

จากการศึกษาของ (Widmann และคณะ, 1999) พบวาในระหวางววิัฒนาการตั้งแตยีสต
ถึงมนุษยมีการอนุรักษลําดบัเบส (conserve sequence) ที่สําคญัไวสูง เชน โปรตีนไคเนสที่มี
บทบาทสําคญัตอการควบคุมกระบวนการทางชีวภาพโดยทําหนาทีก่ระตุนหรือยบัยั้งการทาํงาน
ของโปรตีน ซึง่วิถีการสงสัญญาณของแคลเซียมในยีสตลวนเกี่ยวของกับโปรตีนไคเนส และการเกิด
ความผิดปกตขิองโปรตีนไคเนสหลายๆชนดิมีสวนความเกี่ยวของกับกระบวนการเกิดมะเร็ง 
(Hughes, 2002) โดยผลจากงานวิจัยที่ผานมา พบวาพิโนสโทรบนิสามารถตอตาน และปองกัน
การเกิดมะเร็งบางชนิดได เชน มะเร็งเตานม และมะเร็งเม็ดเลือดขาวในมนษุย ดังนัน้ในการทดลอง
นี้จึงมุงหมายศึกษาผลของพิโนสโทรบนิตอการยับยัง้การเจริญของเซลลไลนมะเร็งของมนุษย  

การศึกษาผลของพิโนสโทรบินตอการเพิ่มจํานวนของเซลลไลนมะเร็งของมนุษย 12 ชนิด 
คือ HepG2, SW620, KATO III, A375, BT474, MDA-MB-231, HeLa, Ca-Ski, SiHa, THP-1, 
HL-60 และ Jurkat โดยวธิี MTT proliferation assay พบวา พิโนสโทรบินสามารถกดการเพิม่
จํานวนของเซลลไลนบางชนดิ ไดแก A375, KATO III, Jurkat และ Ca-Ski แสดงผลดังภาพที่ 
4.11-4.22  โดยมีคา IC50 ดังตารางที่ 4.1 
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ภาพที ่ 4.11 ผลของพโินสโทรบินตอการอยูรอดของเซลลไลนมะเร็งของมนุษย 

A375 โดยวิธ ีMTT proliferation assay  
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ภาพที ่ 4.12 ผลของพโินสโทรบินตอการอยูรอดของเซลลไลนมะเร็งของมนุษย 
SW620 โดยวิธี MTT proliferation assay 
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ภาพที ่ 4.13 ผลของพโินสโทรบินตอการอยูรอดของเซลลไลนมะเร็งของมนุษย 

KATO III โดยวิธ ีMTT proliferation assay 
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ภาพที ่ 4.14 ผลของพโินสโทรบินตอการอยูรอดของเซลลไลนมะเร็งของมนุษย 

HepG2 โดยวธิี MTT proliferation assay 
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ภาพที ่ 4.15 ผลของพโินสโทรบินตอการอยูรอดของเซลลไลนมะเร็งของมนุษย 

BT474 โดยวธิี MTT proliferation assay 
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ภาพที ่ 4.16 ผลของพโินสโทรบินตอการอยูรอดของเซลลไลนมะเร็งของมนุษย 

MDA MB 231 โดยวิธ ีMTT proliferation assay 
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ภาพที ่ 4.17 ผลของพโินสโทรบินตอการอยูรอดของเซลลไลนมะเร็งของมนุษย 

HL-60 โดยวธิี MTT proliferation assay 
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ภาพที ่ 4.18 ผลของพโินสโทรบินตอการอยูรอดของเซลลไลนมะเร็งของมนุษย 

Jurkat โดยวธิี MTT proliferation assay 
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ภาพที ่ 4.19 ผลของพโินสโทรบินตอการอยูรอดของเซลลไลนมะเร็งของมนุษย 
THP-1 โดยวธิี MTT proliferation assay 
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ภาพที ่ 4.20 ผลของพโินสโทรบินตอการอยูรอดของเซลลไลนมะเร็งของมนุษย 

HeLa โดยวธิ ีMTT proliferation assay 
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ภาพที ่ 4.21 ผลของพโินสโทรบินตอการอยูรอดของเซลลไลนมะเร็งของมนุษย 

Ca-Ski โดยวธิี MTT proliferation assay 
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ภาพที ่ 4.22 ผลของพโินสโทรบินตอการอยูรอดของเซลลไลนมะเร็งของมนุษย 

SiHa โดยวธิี MTT proliferation assay 
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ตารางที ่4.1 ผลของพิโนสโทรบินตอการอยูรอดของเซลลไลนมะเร็งของมนษุย 
ชนิด เซลลไลน IC50 (ไมโครโมลาร) 

มะเร็งผิวหนัง  A375 67 
มะเร็งกระเพาะอาหาร KATOIII 86 
มะเร็งลําไส  SW620 >200 
มะเร็งตับ HepG2 >200 

BT474 >200 มะเร็งเตานม  
MDA MB 231 >200 

HeLa >200 
Ca-Ski 145 

มะเร็งปากมดลูก 

SiHa >200 
THP-1 >100 
HL-60 >100 

มะเร็งเม็ดเลือดขาว 

Jurkat 56 
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บทที่  5 

สรุปผลการวจิัย อภิปรายผล และขอเสนอแนะ 

 

5.1 สรุปผลการวิจยั 

1. สามารถเพิม่จํานวนยนี URA3 ที่มีสวนตนเปน upstream regulatory region ของยีน 
HSL1 หรือ MIH1 ขนาด 40 mers และสวนปลายเปน downstream regulatory region ของยีน 
HSL1 หรือ MIH1 ขนาด 40 mers 

2. สามารถทําลายยีน MIH1 หรือ HSL1 ไดสําเร็จโดยการนํายีน URA3 เขาไปแทรก
แทนที่ในโครโมโซมของยนี HSL1 หรือ MIH1 

3.  ได yeast disruptant สายพนัธุ ∆hsl1::URA3 และ ∆mih1::URA3 ซึ่ง yeast 
disruptant ทั้งสองสายพนัธุ สามารถเจรญิไดบนอาหารเลี้ยงเชื้อที่ไมเติมยูราซิล  

4. พิโนสโทรบนิไมไดมีโมเลกุลเปาหมายเปนโปรตีน Hsl1 และ Mih1 แตนาจะมีโมเลกุล
เปาหมายเปนโปรตีน Swe1 

5. พิโนสโทรบนินัน้สามารถยับยั้งวถิีการสงสญัญาณของแคลเซียมไดจริง โดยลดการ
สะสมโปรตีนเปาหมายคือ Swe1 

6. พิโนสโทรบนินัน้ชักนําใหเกดิการสลายตวัของโปรตีน Swe1 เร็วขึ้น 
7. พิโนสโทรบนิมผีลตอการแสดงออกของยนี SWE1 ในระดับการถอดรหัสของยนี 
8. พิโนสโทรบนิสามารถกดการเพิ่มจาํนวนของเซลลไลนบางชนิด ไดแก A375, KATO III, 

Jurkat และ Ca-Ski โดยมีคา IC50 เทากับ 67, 86, 56 และ 145 ไมโครโมลาร ตามลาํดับ 

 

5.2 อภิปรายผลการวิจัย 
จากการศึกษาระบบการคัดกรองเชิงบวก เพื่อตรวจสอบกลไกเชิงลึกของพิโนสโทรบินที่

สามารถกดลักษณะที่ผิดปกติ เชนการแตกหนอที่ผิดปกติ หรือการชะลอการแบงเซลลในระยะ G2
ของเซลลยีสตสายพนัธุกลาย ∆zds1 ในภาวะที่มีแคลเซียมสูงไดนัน้ จะทําใหทราบวาพิโนสโทร
บินสามารถยบัยั้งที่ชวง หรือโมเลกุลเปาหมายใดในวถิกีารสงสัญญาณของแคลเซียม ซึง่จะชวยให
สามารถทราบหรือคาดเดาฤทธิ์ทางชีวภาพของสารได อยางเชน การออกฤทธิ์ตานอักเสบ ตานมะ
เร็ง เปนตน (ดังตารางที ่ 2.2) จากการศกึษาของ วชิรศักดิ์ วงักงัวาน (2550) พบวาพิโนสโทรบิน
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ไมไดออกฤทธิโ์ดยการลดระดับแคลเซียมอิสระภายในเซลล และไมไดยับยั้งโปรตนี Calcineurin, 
Mpk1 หรือ Mck1 แตนาจะมีผลไปยับยั้งทีโ่มเลกุลเปาหมายที่เหลือคือ Hsl1, Mih1 และ Swe1 
ดังนัน้ในงานวจิัยนี้จงึมุงที่จะศึกษาวาพโินสโทรบินนั้นไปยับยั้งที่ชวงหรือโมเลกุลเปาหมายใดที่
เหลือในวิถีการสงสัญญาณของแคลเซียม เพื่อตอยอดจากงานวิจัยของ วชิรศักดิ์ วงักังวาน (2550) 
 จากผลการทดลองในรูป 4.5 และ 4.6 พบวาพิโนสโทรบนิสามารถยับยั้งวิถกีารสง
สัญญาณของแคลเซียมไดในเซลลยีสตสายพันธุกลาย ∆hsl1 หรือ ∆mih1 ซึ่งยีสตสายพนัธุกลาย
ดังกลาวนี้จะมลัีกษณะคลายกับ ∆zds1 ที่สามารถเจริญไดในอาหารเลี้ยงเชื้อที่ไมเติมแคลเซียม 
แตจะไมสามารถเจริญไดในอาหารเลีย้งเชือ้ที่เติมแคลเซยีม แตอยางไรก็ตามหากมีการขัดขวาง
การสงสัญญาณของแคลเซียม ยีสตสายพันธุกลาย ∆zds1 จะสามารถกลับมาเจริญไดในอาหารที่
มีการเตมิแคลเซียม (Shitamukai และคณะ, 2000) ในทาํนองเดียวกันเซลลยีสตสายพนัธุ ∆hsl1 
หรือ ∆mih1 นี้ไดถูกทาํลายยีน HSL1 หรือ MIH1 แลว แตกลับสามารถเจริญไดในอาหารเลีย้งเชื้อ
ที่มีแคลเซียมเมื่อเติมพิโนสโทรบิน แสดงใหเห็นวาพิโนสโทรบนิสามารถยับยั้งวิถกีารสงสัญญาณ
ของแคลเซียมได และไมไดมีโมเลกุลเปาหมายเปนโปรตีน Hsl1 หรือ Mih1 จากนัน้จงึมา
ทําการศึกษาถึงผลของพิโนสโทรบินตอโปรตีน Swe1 และในชวงปลายน้ําจากโปรตีน Swe1 โดย
การทาํใหมีการแสดงออกเกนิของยนี SWE1 ในยีสตสายพนัธุกลาย ∆zds1 พบวาพโินสโทรบนิ
สามารถยับยัง้การเจริญที่ผิดปกติได ดงันัน้โมเลกุลเปาหมายของพโินสโทรบินจงึนาจะเปนโปรตีน 
Swe1 เนื่องจากเปนโปรตีนตัวสุดทายในวถิีการสงสัญญาณของแคลเซียมที่มีผลตอโปรตีนเชิงซอน 
Clb-Cdc28 (Mizunuma และคณะ, 1998) นอกจากนีย้ังไดศึกษาตอมาถงึผลของพิโนสโทรบนิตอ
การแสดงออกของโปรตีนเปาหมาย โดยวิธีเวสเทิรนบลอต พบวาเมือ่เซลลไดรับพิโนสโทรบิน วถิี
การสงสัญญาณของแคลเซียมจะถกูกด สงผลใหมีระดบัการแสดงออกลดลงของทั้งโปรตีน Swe1 
และ p-Cdc28 (ดังภาพที่ 4.8) แสดงใหเห็นวาพิโนสโทรบินนั้นสามารถยับยัง้วถิีการสงสัญญาณ
ของแคลเซียมไดจริง โดยมีโปรตีนเปาหมายคือ Swe1  

และจากผลการทดลองในภาพที่ 4.9 และ 4.10 แสดงใหเหน็วาพโินสโทรบินนั้นสามารถ
กดการแสดงออกของโปรตีน Swe1 ไดทั้งในระดับหลงัการแปลรหัส (ความเสถียรของโปรตีน) และ
ระดับการถอดรหัสของยนี โดยไปเรงใหเกดิการสลายตัวของโปรตีน Swe1 ใหเกิดเร็วขึ้น และลด
การสังเคราะหปริมาณ mRNA ของยีน SWE1 ใหนอยลง แตนาจะมีผลที่ระดับหลังการแปลรหสั
มากกวา เนื่องจากโปรตีน Swe1 นั้นหายไปเร็วมากภายใน 30 นาทีแรก ขณะทีก่ารแสดงออกของ
ยีน SWE1 นั้นยังคงแสดงออกอยู แตแสดงออกในระดับที่ต่ํากวาเซลลที่ไมไดเติมพิโนสโทรบนิ  
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วิถีสัญญาณแคลเซียมนัน้จะกระตุนการแสดงออกของโปรตีน Swe1 ผานการทาํงานของ
โปรตีน Calcineurin ที่ควบคุม 3 วิถีคือ 1) ควบคุม transcription factor ที่กระตุนการถอดรหัส
ของยีน SWE1 2) ยับยัง้การทํางานของโปรตีน Hsl1 ซึ่งเปนตัวควบคุมเชิงลบของโปรตีนไคเนส 
Swe1 3) ยับยั้งการทาํงานของโปรตีน Yap1 ซึ่งมหีนาที่กระตุนการทาํงานของโปรตีเอโซมในการ
ยอยสลายโปรตีน Swe1 (Miyakawa และ Mizunuma, 2007) และจากการศึกษาในงานวิจยันี้
แสดงใหเหน็วาพิโนสโทรบินนาจะมีบทบาทตอโปรตีน Swe1 ผานระบบ ubiquitin-proteasome 
ทามกลางทีว่ถิีสัญญาณแคลเซียมถกูกระตุน  

นอกจากนีก้ารหาโมเลกุลเปาหมายของพิโนสโทรบนิสามารถทาํไดโดย วิธีการทางชีวเคม ี
เชน Photo-crosslinking และ Radiolabeled ligand binding และ Affinity chromatography 
(Becker และคณะ, 2004) หรือวิธีที่ใชเทคนิคทางพนัธุวิศวกรรมโคลนนิง่ cDNA library เชนวิธี 
yeast three-hybrid (Licitra และ Liu 1996; Becker และคณะ, 2004) วิธี Phage display (Sche 
และคณะ, 1999) วิธ ีDrug western (Tanaka และคณะ, 1999) วิธี mRNA display (McPherson 
และคณะ, 2002) และ การแสดงออก cDNA library เพื่อหาโคลนทีก่ดลักษณะการดื้อตอยาของ
ยีสตที่เกิดการกลายพันธุเปนสายพนัธุที่ดือ้ตอยา (Kobayashi และคณะ, 2006) เปนตน 

จากรายงานทีผ่านมาพบวามีสารหลายชนิดที่สามารถยับยั้งวิถีการสงสัญญาณของ
แคลเซียม แตที่ไดจําแนกวามีโมเลกุลเปาหมายเปนโปรตีน Swe1 มีเพียงหนึ่งชนิดเทานัน้คอื 
Radicicol (Chanklan และคณะ, 2008) ซึ่งเปนสารที่ยับยั้งการทํางานของโปรตีน Hsp90 
(Schulte และคณะ, 1998; Shamma และคณะ, 1998; Ki และคณะ, 2001) ที่ใชในการรักษา
โรคมะเร็ง (Schulte และคณะ, 1999; Soga และคณะ, 2003) ดังนัน้พิโนสโทรบินจึงนาจะมี
ศักยภาพที่จะใชเปนยารักษาโรคมะเร็ง ซึง่สอดคลองกบัรายงานกอนหนานีท้ี่พบวา พโินสโทรบินมี
ฤทธิ์ในการตานเซลลไลนมะเร็งบางชนิด (Sukardiman และคณะ, 2000; Fahey และ 
Stephenson, 2002; Smolarz และคณะ, 2006)  

ดังนัน้ในการทดลองตอมาจึงไดทําการศึกษาผลของพิโนสโทรบินตอการเพิ่มจาํนวนของ
เซลลไลนมะเรง็ของมนุษยทัง้ 12 ชนิดไดแก มะเร็งผิวหนัง (A375) มะเร็งกระเพาะอาหาร 
(KATOIII) มะเร็งลําไส (SW620) มะเรง็ตับ (HepG2) มะเร็งเตานม (BT474 และ MDA MB 231) 
มะเร็งปากมดลูก (HeLa, Ca-Ski และ SiHa) มะเร็งเมด็เลือดขาว (THP-1, HL-60 และ Jurkat) 
พบวา     พิโนสโทรบนิสามารถกดการเพิ่มจํานวนของเซลลไลนบางชนิด ไดแก A375, KATO III, 
Jurkat และ Ca-Ski โดยมีคา IC50 เทากับ 67, 86, 56 และ 145 ไมโครโมลาร ตามลาํดับ ซึ่งขัดแยง
กับรายงานกอนหนานี ้วาพิโนสโทรบนิสามารถยับยั้ง มะเร็งเตานม มะเร็งตับ และมะเร็งเม็ดเลือด
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ขาวที่ความเขมขนต่ํากวาที่ไดในการศึกษานี้ (Sukardiman และคณะ, 2000; Fahey และ 
Stephenson, 2002; Smolarz และคณะ, 2006) สาเหตุที่เปนเชนนี้อาจเปนเพราะวา 1) เซลลไลน
มะเร็งที่เลี้ยงแมวาจะมาจากแหลงเดียวกนั แตอยางไรก็ตาม วิธกีารเลี้ยงเซลลไลนของแตละ
หองปฏิบัติการอาจจะแตกตางกนั ทําใหเซลลไลนที่ไดนัน้อาจจะมีสมบัติที่เปลี่ยนแปลงไป 2) เซลล
ไลนมะเร็งตับ และมะเร็งเตานมที่ใชศึกษาในรายงานกอนหนานี้เปนชนิดที่ตางกนั และ 3) มะเร็ง
เม็ดเลือดขาวนั้นแมวาจะใชชนิดเดียวกันแตวิธีการตรวจสอบผลนั้นใชวิธีแตกตางกัน ถึงแมวาพิ
โนสโทรบินจะสามารถกดการเพิ่มจํานวนของเซลลไลนบางชนิดไดก็ตาม แตตองใชความเขมขนที่
สูง ซึง่จะสงัเกตไดจากเมื่อใชความเขมขนสูงอัตราการรอดชีวิตของเซลลไลนจะต่ําลงเปนอยางมาก
แสดงวาการใชพิโนสโทรบนิที่ความเขมขนสูงนัน้ อาจจะทําใหเปนพษิตอเซลลได ดังนัน้จงึไม
เหมาะทีจ่ะนาํมาใชศึกษาการแสดงออกของโปรตีนเปาหมายของพิโนสโทรบินในเซลลไลนมะเร็ง
ของมนุษยดวยเวสเทิรนบลอต แตอาจจะใชพิโนสโทรบนิเปนสารตั้งตน (lead compound) ในการ
ปรับเปลี่ยนสายขาง (side chain) ดวยวิธทีางเคมีเพื่อเพิ่มประสทิธิภาพของสาร และลดความเปน
พิษของสารลง 

เมื่อเร็วๆนี ้ มงีานวิจยัอื่นทีส่นับสนนุวาการใชตัวยับยัง้ตอโปรตีน Wee1 ในมนุษยซึ่งเปน 
ortholog ของโปรตีน Swe1 ในยีสต (Booher และคณะ, 1993) คือ PD0166283 และ MK-1775 
โดยสารเหลานี้ชวยเพิม่ประสิทธิภาพการรกัษาโรคมะเร็งได (Wang และคณะ, 2001; Mizuarai 
และคณะ, 2009) โดยโปรตีนไคเนส Wee1 ทําหนาที่ควบคุมการเขาสูกระบวนการไมโทซิส ดวย
การเติมหมูฟอสเฟตที่โปรตนีเชิงซอน Cdc2/cyclin B (Nurse, 1997) ในไทโรซีนตาํแหนงที ่ 15 
สงผลทาํใหอยูในรูปที่ไมสามารถทาํงานได แตถูกตัดหมูฟอสเฟตออกไปดวยโปรตีนฟอสฟาเทส 
Cdc25C ซึ่งเปน ortholog ของโปรตีน Mih1 ในยีสต (Russell และคณะ, 1989) ทําใหเกิดสมดุล
ในการเคลื่อนของเซลลจากระยะ G2 ไป M ในกระบวนการแบงเซลล แอกทิวิตีของ Wee1 ไคเนส
เพิ่มสูงขึน้ในระหวางระยะ S และ G2 ในทางคูขนานก็เพิ่มระดับการแสดงออกของโปรตีนดวย แต
แอกทิวิตนีี้จะลดเมื่อเซลลเคลื่อนตัวเขาสูระยะไมโทซิส รวมทัง้ระดบัโปรตีนที่แสดงออกมาก็ลดลง
ตามไปดวยในระยะ M ถึง G1 (McGowan และ Russell, 1995; Watanabe และคณะ, 1995)  

ในเซลลส่ิงมีชวีิตชั้นสงูกระบวนการแบงเซลลจะชะลอตวัลง เพื่อตอบสนองตอการทําลาย
ดีเอ็นเอ เนื่องจากกระบวนการตรวจสอบความผิดปกต ิ (checkpoint) ถูกกระตุน ซึ่งหนึง่ในกลไกที่
ตอบสนองตอการตรวจสอบความผิดปกตนิั้นคือ การหยุดหรือชะลอเซลลอยูที่ระยะ G1 ที่ซึ่งใน
เซลลมะเร็งสวนมาก กวารอยละ 50 นั้นสญูเสียกระบวนการนี้ไป ดวยการการเกิดการกลายพนัธุที่
ยีนกดมะเร็ง P53 แตอยางไรก็ตามมักพบวาเซลลมะเรง็สวนใหญ ชะลอการแบงเซลลที่ระยะ G2 
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แทนเมื่อเกิดความเสยีหายกบัดีเอ็นเอ ดวยการกระตุนกลไกตรวจสอบความผิดปกติอ่ืนๆ เพือ่
ปองกันไมใหโปรตีนเชิงซอน Cdc2/cyclin B สามารถทํางานได โดยยับยัง้การทํางานของโปรตนี 
Cdc25 ดวยการเติมหมูฟอสเฟตจากโปรตีนไคเนส Chk1 (Furnari และคณะ, 1999) และกระตุน
การทาํงานของโปรตีน Wee1 ซึ่งเปนตัวควบคุมที่สําคญัในการเกิดกระบวนการชะลอการแบงเซลล
ที่ระยะ G2 โดยเติมหมูฟอสเฟตโปรตีน Cdc2 ทําใหไมสามารถทาํงานได  (Heald และคณะ, 
1993; Leach และคณะ, 1998) ดังนัน้เซลลจึงชะลออยูที่ระยะ G2 เพือ่ใหเกิดการซอมแซมดีเอ็นเอ 
ดังนัน้การยบัยั้งการทาํงานของโปรตีน Wee1 และ Chk1 ในเซลลมะเร็งที่มคีวามบกพรองใน
กระบวนการตรวจสอบในระยะ G1 (G1 checkpoint) รวมกับการใชยา หรือ สารเคมีที่กอใหเกิด
ความเสยีหายกับดีเอ็นเอแลวเหนี่ยวนาํใหเกิดอะพอพโทซิส จะเปนอีกแนวทางหนึ่งที่ชวยในการ
รักษาโรคมะเรง็ 

Wang และคณะ (2001); Li และคณะ (2002) รายงานวา การใชตวัยับยัง้ PD0166283 
ตอโปรตีน Wee1 รวมกันกับการใหรังส ีจะทําใหเซลลไลนที่มยีีน P53 กลายพันธุไปตายเร็วขึ้นเมือ่
เทียบกบัเซลลไลนที่มยีีน P53 ปกติ 

Wang และคณะ (2004) รายงานวาการใชเทคนิค siRNA ทีท่ําใหปริมาณ mRNA ของยีน 
WEE1 ลดนอยลง สงผลใหเซลลที่มียนี P53 กลายพันธุที่ไดรับ Adriamycin เกิดอะพอพโทซิสมาก
ข้ึน  

Mizuarai และคณะ (2009) แสดงใหเหน็วาการใชตัวยบัยั้ง MK-1775 ตอโปรตีน Wee1 
รวมกันกับการใหสารเคม ี Gemcitabine ในเซลลไลนมะเร็งรังไขที่ม ี P53 ปกติและผิดปกติ พบวา
การให Gemcitabine เพียงอยางเดียวไมมีผลตอเซลลทั้งสองชนิด แตเมื่อให MK-1775 รวมดวย 
กลับพบวาเซลลไลนที่ม ี P53 ผิดปกติเทานั้นที่มีการเกิดอะพอพโทซิสเพิ่มข้ึน เมื่อความเขมขนของ 
MK-1775 เพิม่ข้ึน ในขณะที่เซลลที่มี P53 ปกตินัน้ไมมกีารเปลี่ยนแปลง 

ซึ่งขอมูลเหลานี้จะเปนจะหลกัฐานสนับสนนุวา การยบัยั้งโปรตีน Wee1 จะเพิ่ม
ประสิทธิภาพของการรักษามะเร็งที่ใชอยูทั่วไปไมวาจะเปนการฉายรังสี หรือการใหยาเคมีบําบดั 
แกผูปวยมะเร็งชนิดที่ยนีกดมะเร็ง P53 เกดิการกลายพนัธุ โดยการไปยกเลิกการชะลอเซลลที่ระยะ 
G2  

งานวิจยัครั้งนีใ้ชยีสตสายพนัธุกลายทําหนาที่เปนเซลลบงชี้เพื่อหาโมเลกลุเปาหมาย
เบื้องตนในเซลลยีสต แมวาสารที่ใชในการศึกษาคือพิโนสโทรบนิทีเ่คยมีรายงานถงึฤทธิท์างชีวภาพ
บางแลว แตยังไมมีงานวิจัยใดที่ศึกษาถึงกลไกการออกฤทธิท์ี่แนชัดของพิโนสโทรบิน ฉะนัน้ผลจาก
งานวิจยันี้จะเปนองคความรูพื้นฐานที่นาํไปสูการเขาใจถึงกลไกการออกฤทธิ์ของสารดังกลาวได
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ตอไป เพื่อประยุกตใชเปนสารเพิ่มประสทิธิภาพในการรกัษามะเร็งในมนุษยจากวิธกีารรักษาเดิมที่
ใชอยูในปจจุบนั 

 

5.3 ขอเสนอแนะ 
 

1. ทําการศึกษา ChIP assay เพื่อดูวา transcription factor ที่ควบคุมการแสดงออกของ
ยีน SWE1 นั้นถูกจับดวยพิโนสโทรบนิหรือไม เนื่องจากพโินสโทรบนินัน้ไปกดการแสดงออกยีน 
SWE1 ที่ในระดับ mRNA ดวย 

2. ทําการศึกษาผลของพิโนสโทรบินรวมกับการใชยารักษามะเรง็ในเซลลไลน KATOIII, 
BT474, MDA MB 231, HL-60, THP-1 และ Jurkat เปรียบเทียบเปอรเซ็นตการมีชีวิตดวยวิธ ี
MTT proliferation assay เนื่องจากเมือ่ตรวจสอบเซลลไลนมะเร็งที่ใชในงานวิจยันี้วาชนิดไหนมี
ยีน p53 เกิดการกลายพนัธุบางเมื่อเทยีบกับฐานขอมลู cell line p53 handbook พบวา เซลล
เหลานั้นมียนี p53 เกิดการกลายพันธุไป (Bartek และคณะ, 1990; Cheng และ Haas, 1990; 
Sugimoto และคณะ, 1992; O'Connor และคณะ, 1997) แตเซลล A375, HepG2, HeLa, Ca-
Ski และ SiHa นัน้มียนี p53 ที่เปนปกต ิ (Lin และคณะ, 1996; Jia และคณะ, 1997) สวนเซลล 
SW620 ยังไมพบรายงาน  

3. ทําการศึกษาผลของพิโนสโทรบินและศึกษาถงึประสิทธภิาพความเปนพิษและ
ผลขางเคียงในระดับสัตวทดลอง เพื่อใชเปนขอมูลเบ้ืองตนในการนําไปใชในมนุษยตอไป โดยทาํ
การฉีดเซลลไลนมะเรง็ชนิดใดก็ไดที่เปน P53 negative เขาไปใตผิวหนังของหนทูดลอง nude 
mice เพื่อปลูกกอนมะเร็ง หลงัจากนัน้ฉีดพิโนสโทรบนิรวมกนักับยาฆามะเร็ง แลววัดขนาดเสน
ผานศนูยกลางของกอนมะเร็ง ซึง่คาดวากอนมะเร็งจะมีขนาดเล็กลงเนื่องจากพิโนสโทรบินอาจไป
ยับยั้งการชะลอการแบงเซลลที่ระยะ G2 ทําใหเซลลมะเร็งไวตอยาฆามะเร็งมากขึ้น 
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ภาคผนวก ก 
สูตรและวิธีการเตรียมอาหารเลี้ยงเซลล 

 
อาหารเลี้ยงเชื้อเหลว Yeast peptone dextrose (YPD) 

Yeast extract     10 กรัม 
Peptone    20 กรัม 
Glucose     20 กรัม 

ละลายสวนผสมทั้งหมดในน้ํากลัน่ปริมาตร 1,000 มิลลิลิตร ปรับคาความเปนกรด-เบส
ดวยสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซดความเขมขน 1 นอรมัล เปน 4.5 และนําไปนึ่งฆาเชื้อดวยความ
ดันไอ 15 ปอนดตอตารางนิว้ อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซยีส เปนเวลา 15 นาท ี
 
อาหารเลี้ยงเชื้อเหลว Yeast peptone adenine uracil dextrose (YPAUD) 

Yeast extract     10 กรัม 
Peptone     20 กรัม 
Glucose     20 กรัม 
Adenine     400 มิลลิกรัม 
Uracil      200 มิลลิกรัม 

ละลายสวนผสมทั้งหมดในน้ํากลัน่ปริมาตร 1,000 มิลลิลิตร และนําไปนึ่งฆาเชื้อดวย
ความดันไอ 15 ปอนดตอตารางนิว้ อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เปนเวลา 20 นาท ี
 
อาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง Yeast peptone adenine uracil dextrose (YPAUD agar) 

เตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว YPAUD ละลายอะการ 20 กรัมตออาหารเลี้ยงเชื้อ 1 ลิตร
นําไปนึง่ฆาเชือ้ดวยความดันไอ 15 ปอนดตอตารางนิว้ อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซยีส เปนเวลา 15 
นาท ี
 
อาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง Yeast peptone adenine uracil dextrose soft agar (YPAUD soft 
agar) 

เตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว YPD ละลายอะการ 7 กรัมตออาหารเลีย้งเชื้อ 1 ลิตร นําไปนึ่ง
ฆาเชื้อดวยความดันไอ 15 ปอนดตอตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาท ี
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อาหารเลี้ยงเชื้อเหลว synthetic complete medium (SC medium) 
Yeast nitrogen base without amino acid  6.7 กรัม 
Glucose      20 กรัม 
10 x amino acid without uracil    100 มิลลิลิตร 

ละลายสวนผสมทั้งหมดในน้ํากลัน่ปริมาตร 1,000 มิลลิลิตร ปรับคาความเปนกรด-เบส
ดวยสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซดความเขมขน 1 นอรมัล เปน 4.5 นําไปนึง่ฆาเชือ้ดวยความดัน
ไอ 15 ปอนดตอตารางนิว้ อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซยีส เปนเวลา 15 นาท ี

 
อาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง Synthetic complete medium (SC medium agar) 

เตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว SC medium ละลายอะการ 20 กรัมตออาหารเลี้ยงเชื้อ 1 
ลิตร นําไปนึง่ฆาเชื้อดวยความดันไอ 15 ปอนดตอตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เปน
เวลา 15 นาท ี

 
อาหารเลี้ยงเชื้อเหลว Yeast peptone galactose (YPGal) 

Yeast extract     10 กรัม 
Peptone    20 กรัม 
Galactose    20 กรัม 
Raffinose    10 กรัม 

ละลายสวนผสมทั้งหมดในน้ํากลัน่ปริมาตร 1,000 มิลลิลิตร ปรับคาความเปนกรด-เบส
ดวยสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซดความเขมขน 1 นอรมัล เปน 4.5 และนําไปนึ่งฆาเชื้อดวยความ
ดันไอ 15 ปอนดตอตารางนิว้ อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซยีส เปนเวลา 15 นาท ี
 
อาหารเลี้ยงเชื้อเหลว Yeast peptone (YP) 

Yeast extract     10 กรัม 
Peptone    20 กรัม 
Raffinose    10 กรัม 

ละลายสวนผสมทั้งหมดในน้ํากลัน่ปริมาตร 1,000 มิลลิลิตร และนําไปนึ่งฆาเชื้อดวย
ความดันไอ 15 ปอนดตอตารางนิว้ อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาท ี
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20% galactose 
Galactose    20 กรัม 

  H2O     100 มิลลิลิตร 
10 x amino acid without uracil 

Adenine sulfate    200 มิลลิกรัม 
L-Tryptophan     200 มิลลิกรัม 
L-Histidine HCl    200 มิลลิกรัม 
L-Argine HCl     200 มิลลิกรัม 
L-Methionine     200 มิลลิกรัม 
L-Tryosine    300 มิลลิกรัม 
L-Leucine     1000 มิลลิกรมั 
L-Isoleucine     300 มิลลิกรัม 
L-Lysine HCl     300 มิลลิกรัม 
L-Phenylalanine    500 มิลลิกรัม 
L-Glutamic acid    1000 มิลลิกรมั 
L-Aspartic acid    1000 มิลลิกรมั 
L-Valine     1500 มิลลิกรมั 
L-Threonine     2000 มิลลิกรมั 
L-Serine     4000 มิลลิกรมั 

ละลายสวนผสมทั้งหมดในน้ํากลัน่ปริมาตร 1,000 มิลลิลิตร นําไปนึง่ฆาเชื้อดวยความดัน
ไอ15 ปอนดตอตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซยีส เปนเวลา 15 นาท ี
 
อาหารเลี้ยงเซลล RPMI 1640 (stock reagent) 

อาหารเลีย้งเซลล RPMI 1640 ผงสําเร็จรูป  10.4 กรัม 
โซเดียมไฮโดรเจนคารบอเนต    2 กรัม 
ละลายสวนผสมทั้งหมดในน้ําปลอดประจุ ปริมาตร 800 มิลลิลิตร กวนใหเปนเนื้อเดียวกนั 

ปรับคาความเปนกรด-เบส ใหมีคาประมาณ 6.9-7.4 ดวย HCl ความเขมขน 1N ปรับใหได
ปริมาตร1 ลิตร ทําใหปลอดเชื้อโดยกรองผานหวักรองอาหารเลี้ยงเซลลปลอดเชื้อขนาด 0.22 
ไมโครเมตร ลงในขวดใสอาหารเลี้ยงเซลลปลอดเชื้อขวดละ 90 มลิลิลิตร ปดฝาและพัน 
พาราฟลม เก็บในตูเย็นที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 
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อาหารเลี้ยงเซลล RPMI 1640 ที่ม ี Fetal bovine serum ความเขมขน 10% (working 
reagent) สําหรับเล้ียงเซลลมะเร็ง A375, SW620, Kato III, HepG2, BT474, THP-1, Jurkat and 
Ca-Ski  

อาหารเลีย้งเซลล RPMI 1640 (stock reagent)  90 มิลลิลิตร 
ซีรัม (inactivated fetal bovine serum)   10 มิลลิลิตร 
penicilin G (106 U/ml)    10 ไมโครลิตร 
streptomycin (500 mg/ml)   50 ไมโครลิตร 
HEPES      1 มิลลิลิตร 
Sodium pyruvate     1 มิลลิลิตร 

 
อาหารเลี้ยงเซลล RPMI 1640 High glucose ที่ม ี Fetal bovine serum ความเขมขน 10% 
(working reagent) สําหรับเลี้ยงเซลลมะเร็ง HL-60 

อาหารเลีย้งเซลล RPMI 1640 High glucose 90 มิลลิลิตร 
ซีรัม (inactivated fetal bovine serum)   10 มิลลิลิตร 
Penicillin G (106 U/ml)    10 ไมโครลิตร 
Streptomycin (500 mg/ml)   50 ไมโครลิตร 
HEPES      1 มิลลิลิตร 
Sodium pyruvate     1 มิลลิลิตร 

 
อาหารเลี้ยงเซลล MEM (stock reagent) 

อาหารเลีย้งเซลล MEM ผงสาํเร็จรูป   9.5 กรัม 
โซเดียมไฮโดรเจนคารบอเนต    2 กรัม 
ละลายสวนผสมทั้งหมดในน้ําปลอดประจุ ปริมาตร 800 มิลลิลิตร กวนใหเปนเนื้อเดียวกนั 

ปรับคาความเปนกรด-เบส ใหมีคาประมาณ 6.9-7.4 ดวย HCl ความเขมขน 1N ปรับใหได
ปริมาตร1 ลิตร ทําใหปลอดเชื้อโดยกรองผานหวักรองอาหารเลี้ยงเซลลปลอดเชื้อขนาด 0.22 
ไมโครเมตร ลงในขวดใสอาหารเลี้ยงเซลลปลอดเชื้อขวดละ 90 มิลลิลิตร ปดฝาและพัน 
พาราฟลม เก็บในตูเย็นที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 
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อาหารเลี้ยงเซลล MEM ที่มี Fetal bovine serum ความเขมขน 10% (working reagent) 
สําหรับเล้ียงเซลลมะเร็ง HeLa และ SiHa 

อาหารเลีย้งเซลล MEM (stock reagent)   90 มิลลิลิตร 
ซีรัม (inactivated fetal bovine serum)   10 มิลลิลิตร 
Penicillin G (106 U/ml)    10 ไมโครลิตร 
Streptomycin (500 mg/ml)   50 ไมโครลิตร 
HEPES      1 มิลลิลิตร 
Sodium pyruvate     1 มิลลิลิตร 

 
อาหารเลี้ยงเซลล MEM + NAA ที่ม ี Fetal bovine serum ความเขมขน 10% (working 
reagent) สําหรับเล้ียงเซลลมะเร็ง MDA MB 231 

อาหารเลีย้งเซลล MEM (stock reagent)   90 มิลลิลิตร 
ซีรัม (inactivated fetal bovine serum)   10 มิลลิลิตร 
Penicillin G (106 U/ml)    10 ไมโครลิตร 
Streptomycin (500 mg/ml)   50 ไมโครลิตร 
HEPES      1 มิลลิลิตร 
Sodium pyruvate     1 มิลลิลิตร 
Non essential amino acid    1 มิลลิลิตร 

 
อาหารเลี้ยงเซลลสําหรบัเก็บเซลลแชแข็ง 

อาหารเลีย้งเซลล (working reagent)  9 มิลลิลิตร 
DMSO      1 มิลลิลิตร 
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 ภาคผนวก ข  
 สารเคมีและอุปกรณที่ใชในการทดลอง  
 
กลีเซอรอล 

นํากลเีซอรอลมานึง่ฆาเชื้อดวยความดันไอ 15 ปอนดตอตารางนิ้ว อุณหภูม ิ121 องศา 
เซลเซียส เปนเวลา 15 นาท ีตั้งทิ้งไวที่อุณหภูมิหองเปนเวลา 24 ชั่วโมง แลวนึ่งฆาเชือ้ซํ้าอีก 2 รอบ 
 
สารละลาย Tris-HCl 1 M ความเปนกรด-เบสเปน 8.0 

Trisma base    121.1 กรัม 
กรดไฮโดรคลอริกเขมขน    42 มิลลิลิตร 

ละลาย Trismabase ในน้ําปลอดประจุปริมาตร 800 มิลลิลิตร จากนั้นเติมกรดไฮโดร 
คลอริกเขมขน คนใหเขากันรอใหเย็นลงแลวจึงปรับคาความเปนกรด-เบสดวยกรดไฮโดรคลอริก
เขมขนใหเปน 8.0 เติมน้ําปลอดประจุจนเปนปริมาตร 1,000 มิลลิลิตร นําไปนึง่ฆาเชื้อดวยความ
ดันไอ 15 ปอนดตอตารางนิว้ อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซยีส เปนเวลา 15 นาท ี
 
สารละลาย EDTA 0.5 M ความเปนกรด-เบสเปน 8.0 

EDTA      186.1 กรัม 
โซเดียมไฮดรอกไซด    20 กรัม 

ละลาย EDTA ในน้ําปลอดประจุปริมาตร 800 มิลลิลิตร จากนั้นเติมเกล็ดโซเดียมไฮดร 
อกไซด คนใหเขากันรอใหเยน็ลงแลวจึงปรับคาความเปนกรด-เบสดวยกรดไฮโดรคลอริกเขมขน 
ใหเปน 8.0 เติมน้ําปลอดประจุจนเปนปริมาตร 1,000 มิลลิลิตร นําไปนึ่งฆาเชื้อดวยความดันไอ 
15 ปอนดตอ ตารางนิ้ว อุณหภูม ิ121 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาท ี
 
บัฟเฟอร TE ความเปนกรด-เบสเปน 8.0 

Tris-HCl     10 มิลลิโมลาร 
EDTA      1 มิลลิโมลาร 

ผสมสารละลาย Tris-HCl เขมขน 1.0 โมลาร ความเปนกรด-เบสเปน 8.0 ปริมาตร 10 
มิลลิลิตร เขากับสารละลาย EDTA เขมขน 0.5 โมลาร ความเปนกรด-เบสเปน 8.0 ปริมาตร 2 
มิลลิลิตร เติมน้ําปลอดประจุจนเปนปริมาตร 1,000 มิลลิลิตร นําไปนึง่ฆาเชื้อดวยความดนัไอ 15 
ปอนดตอตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาท ี
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บัฟเฟอร 50X Tris-acetate (TAE) 
Tris base     242 กรัม 
กรดอะซีติกเขมขน    57.1 มิลลิลิตร 

สารละลาย EDTA เขมขน 0.5 โมลาร pH 8.0 100 มิลลิลิตร ละลายสวนประกอบทั้งหมด
ในน้าํปลอดประจุปริมาตร 800 มิลลิลิตร แลวเติมน้าํปลอดประจุ จนเปนปริมาตร 1,000 มิลลิลิตร 
นําไปนึง่ฆาเชือ้ดวยความดันไอ 15 ปอนดตอตารางนิว้ อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซยีส เปนเวลา 15 
นาท ี
 
High extraction buffer 

Tris-HCl, pH 8.0      250 มิลลิโมลาร 
สารละลาย EDTA, pH 8.0   50 มิลลิโมลาร 
สารละลายโซเดียมคลอไรด   125 มิลลิโมลาร 
น้ําปลอดประจุ 

 
สารละลายฟนอล (phenol) 

นําฟนอลในรูปเกล็ดของแข็งมาหลอมเหลวที่อุณหภูมิ 68 องศาเซลเซยีส จากนัน้เติมผงไฮ
ดรอกซีควิโนลนี ใหความเขมขนสุดทายเปน 0.1% แลวเติม Tris-HCl เขมขน 1 โมลารความเปน
กรด-เบสเปน 8.0 ในอัตราสวน 1:1 (ปริมาตรตอปริมาตร) เขยาใหเขากันแลวตัง้ทิง้ไวจน
สารละลายแยกชั้น ดูดชั้นฟนอลมาวัดความเปนกรด-เบสใหไดเทากบั 7.8 (ใช pH paperวัด) ถา
ยังไมไดใหดูดสารละลายชัน้บนทิง้แลวเติม Tris-HCl เขมขน 1 โมลาร ความเปนกรด-เบสเทากับ 
8.0 ลงไปอีกครั้ง เขยาใหเขากนัทาํเชนนี้ตอไปเร่ือยๆจนกระทัง่ชัน้ฟนอลมีความเปนกรด-เบส
เทากับ 7.8 สุดทายเติมบัฟเฟอร TE ความเปนกรด-เบสเทากับ 8 ในอัตราสวน 1:1 (ปริมาตรตอ
ปริมาตร) เขยาใหเขากันแลวดูดสารละลายชั้นบนทิง้ เติมบัฟเฟอร TE ความเปนกรด-เบสเทากบั 8 
ในอัตราสวน 1:1 อีกครั้ง เกบ็ที่อุณหภูม ิ4 องศาเซลเซียส ในขวดสีชาที่ปดฝาแนน 
 
สารละลายฟนอล/คลอโรฟอรม/ไอโซเอมิลแอลกอฮอล 

ผสมสารละลายฟนอลอิม่ตัวดวย Tris-HCl เขากับคลอโรฟอรมและไอโซเอมิลแอลกอฮอล
ในอัตราสวน ฟนอล : คลอโรฟอรม : ไอโซเอมิลแอลกอฮอล เปน 25 : 24 : 1 (ปริมาตรตอปริมาตร
ตอปริมาตร) ผสมใหเขากนั เก็บไวในขวดสีชาที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 
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สารละลายคลอโรฟอรม/ไอโซเอมิลแอลกอฮอล 
ผสมคลอโรฟอรมและไอโซเอมิลแอลกอฮอลเขาดวยกนัในอัตราสวน 24 : 1 (ปริมาตรตอ 

ปริมาตร) เก็บไวที่อุณหภูม ิ4 องศาเซลเซยีส 
 
Loading dye 

Bromphenolblue    0.025% 
ซูโครส      40% 

ละลายสวนผสมในน้าํปลอดประจุปลอดเชื้อ เก็บรักษาที่อุณหภูม ิ4 องศาเซลเซยีส 
 
สารละลายโซเดียมอะซีเตท 3 M ความเปนกรด-เบสเทากับ 5.2 

ละลายโซเดียมอะซีเตท น้ําหนกั 204 กรัม ในน้ําปลอดประจุใหไดปริมาตรประมาณ 400 
มิลลิลิตร นาํไปปรับคาความเปนกรด-เบสใหเปน 5.2 ดวยกรดอะซีติกปริมาตรประมาณ 57
มิลลิลิตร เติมน้ําปลอดประจุใหไดปริมาตรครบ 500 มิลลิลิตร นําไปนึ่งฆาเชื้อดวยความดันไอ 15 
ปอนดตอตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาท ี
 
สารละลายโปรตีเนสเค (proteinase K) ความเขมขน 20 มิลลกิรมัตอมิลลลิิตร 

ละลายผงโปรตีนเนสเคน้ําหนัก 20 มิลลิกรัม ในน้าํปลอดประจุปลอดเชื้อใหครบปริมาตร 
1 มิลลิลิตร เกบ็ที่อุณหภูม ิ-20 องศาเซลเซียส 
 
สารละลาย RNase A 10 mg/ml 

ละลายผง RNase A น้ําหนกั 10 มลิลิกรัม ในน้ําปลอดประจุปลอดเชื้อใหครบปริมาตร 1 
มิลลิลิตร เก็บที่อุณหภูม ิ-20 องศาเซลเซยีส 
 
70% เอธานอล 

99% เอธานอล     700 มิลลิลิตร 
น้ํากลัน่ปลอดประจุ    300 มิลลิลิตร 
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สารละลาย 50% PEG 
ผสมสารละลาย PEG 50 มิลลิลิตรลงในน้ํากลัน่ปลอดเชื้อกับน้าํกลัน่ใหไดปริมาตรครบ 

100 มิลลิลิตร นาํไปนึ่งฆาเชื้อดวยความดันไอ 15 ปอนดตอตารางนิว้ อุณหภูมิ121 องศาเซลเซยีส 
เปนเวลา 15 นาท ี
 
สารละลาย carrier DNA 2 mg/ml 

ละลาย ดีเอ็นเอที่มีมวลโมเลกุลสูง (Deoxyribonuclei acid Sodium salt Type lll from 
salmon testes) น้ําหนกั 2 มิลลิกรัมในน้าํใหครบปริมาตร 1 มิลลิลิตร เก็บที่อุณหภมูิ -20 องศา 
เซลเซียส 
 
บัฟเฟอร Phosphate buffer saline (PBS, Ca2+, Mg2+ Free) ความเปนกรด-เบส 7.4 

NaCl      8.0 กรัม 
KCl      0.2 กรัม 
NaHPO4     1.44 กรัม 
KH2PO4     0.24 กรัม 

นําแตละสวนคอยๆละลายในน้าํปลอดประจุ 800 มิลลิลิตร ปรับคาความเปนกรด-เบสเปน 
7.4 ดวย HCl ความเขมขน 1 N หรือ NaOH ความเขมขน 1 N ปรับปริมาตรดวยกระบอกตวงจน
ครบ 1000 มิลลิลิตร นําไปนึ่งฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซยีสความดนัไอ 15 ปอนดตอ
ตารางนิ้ว เปนเวลา 15 นาท ี
 
สารละลาย MTT 5 mg/ml ใน PBS 

MTT     50 มิลลิกรัม 
PBS (สําหรับทําการเพาะเลีย้งเซลลเทานัน้) 10 มิลลิลิตร 

ละลาย MTT ใน PBS ใสในหลอดฝาเกลยีวขนาด 15 มลิลิลิตร ที่ปลอดเชื้อผสมใหเขากัน 
กรองผานชุดกรองสําเร็จรูปปลอดเชื้อขนาด 0.22 ไมโครเมตร (ทําในตูปลอดเชื้อ) แบงใสหลอด 
ไมโครเซนติฟวจที่ปลอดเชื้อขนาด 1.5 มิลลิลิตร หลอดละ 1 มิลลิลิตร หุมดวยแผนฟอยด เก็บที ่
อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 
หมายเหต ุMTT เปนสารกอมะเร็ง ตองสวมทุกมือกอนชัง่หรือเตรียมสารทุกครั้ง 
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สารละลาย 0.04 N HCl ใน isopropanol 
นํา volume metric flask ขนาด 100 มิลลิลิตร เติมไอโซโพพานอล จํานวน 80 มิลลิลิตร 

เติม HCl 0.331 มิลลิลิตรปรับปริมาตรใหครบ 100 ml ดวยไอโซโพพานอล เก็บที่อุณหภูมิหอง 
 
สารละลาย 0.5 M EGTA 

ละลาย EGTA จํานวน 9.52 กรัม ในน้ําปลอดประจุ 50 มิลลิลิตร นําไปนึง่ฆาเชื้อที่
อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซยีส ความดันไอ 15 ปอนดตอตารางนิ้ว เปนเวลา 20 นาท ีเก็บที่อุณหภมูิ 
หอง 

 
สารละลาย 5 M NaCl 

 ละลาย NaCl จาํนวน 14.625 กรัม ในน้าํปลอดประจ ุ 50 มิลลิลิตร นําไปนึง่ฆา
เชื้อที่อุณหภูม ิ 121 องศาเซลเซียส ความดันไอ 15 ปอนดตอตารางนิว้ เปนเวลา 15 นาท ี เก็บที่
อุณหภูมิหอง 
 
สารละลาย 1 M Dithiothreitol (DTT) 

ละลาย DTT จํานวน 3.09 กรัม ใน Sodium acetate ความเขมขน 0.01 M pH 5.2
ปริมาตร 40 มิลลิลิตร กรองผานหวักรอง (filter disc) ขนาด 0.22 ไมโครเมตรแบงใสหลอดไมโค
รเซนติฟวจหลอดละ 1 มิลลิลิตร เก็บที่อุณหภูม ิ-20 องศาเซลเซียส 
 
สารละลาย 1 M Tris-HCl (คาความเปนกรด-เบส 7.2) 

ละลาย Tris-HCl จํานวน 15.76 กรัม ในน้ําปลอดประจุ 80 มิลลิลิตร ปรับคาความเปน 
กรด-เบส เปน 7.2 ดวย HCl ความเขมขน 1 N หรือ NaOH ความเขมขน 1 N ปรับปริมาตรดวย 
กระบอกตวงจนครบ 100 มลิลิลิตร นําไปนึ่งฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซยีส ความดันไอ 15 
ปอนดตอตารางนิ้ว เปนเวลา 15 นาท ี
 
สารละลาย Buffer A สําหรับสกัดโปรตีน 

1 M Tris-HCl (pH 7.5)  0.5 มิลลิลิตร 
0.1 M EDTA (pH 8.0)  0.5 มิลลิลิตร 
0.5 M EGTA (pH 8.0)  0.2 มิลลิลิตร 
5 M NaCl    0.05 มิลลิลิตร 
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100% Tween20   0.005 มิลลิลิตร 
100% glycerol   1 มิลลิลิตร 
ddH2O    7.745 มิลลิลิตร 

 
สารละลาย Buffer B สําหรับสกัดโปรตีน 

Buffer A    690 ไมโครลิตร 
10% SDS   200 ไมโครลิตร 
10x protease inhibitor  100 ไมโครลิตร 
Phosphatase   10 ไมโครลิตร 
1 M DTT    1 ไมโครลิตร 

 
สารละลาย BCATM protein assay 

สารละลาย A     50 สวน 
สารละลาย B     1 สวน 

 
สารละลาย 1.5 M Tris ความเปนกรด-เบส 8.8 

ละลาย trisma base จํานวน 90.855 กรัม ในน้ําปลอดประจุ 400 มิลลิลิตร ปรับคาความ
เปนกรด-เบส เปน 8.8 ดวย HCl ความเขมขน 1 N หรือ NaOH ความเขมขน 1 N ปรับปริมาตรให
ครบ 500 มิลลิลิตร นําไปนึ่งฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซยีส ความดันไอ 15 ปอนดตอ 
ตารางนิ้ว เปน เวลา 15 นาท ี
 
สารละลาย 1 M Tris ความเปนกรด-เบส 6.8 

ละลาย trisma base จํานวน 12.114 กรัม ในน้ําปลอดประจุ 80 มิลลิลิตร ปรับคาความ
เปนกรด-เบส เปน 6.8 ดวย HCl ความเขมขน 1 N หรือ NaOH ความเขมขน 1 N ปรับปริมาตรให
ครบ 100 มิลลิลิตรนําไปนึ่งฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซยีส ความดันไอ 15 ปอนดตอ
ตารางนิ้ว เปนเวลา 15 นาท ี
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สารละลาย 10% SDS 
ละลาย SDS (Sodium dodecyl sulfate) จํานวน 5 กรัมในน้าํปลอดประจุปลอดเชื้อ 40 

มิลลิลิตร ปรับคาความเปนกรด-เบสเปน 7.2 ดวย HCl ความเขมขน 1 N หรือ NaOH ความเขมขน 
1 N ปรับปริมาตรดวยกระบอกตวงจนครบ 50 มิลลิลิตร 
 
สารละลาย 10% Ammonium persulfate (APS) 

ละลาย Ammonium persulfate จํานวน 0.5 กรัม ในน้ําปลอดประจุปลอดเชื้อ 5 มิลลิลิตร 
เก็บที่อุณหภูม ิ4 องศาเซลเซยีส 
 
7.5% Separating gel 

ddH2O     3.836 มิลลิลิตร 
40% Acrylamide    1.5 มิลลิลิตร 
1.5 M Tris pH 8.8    2.0 มิลลิลิตร 
10% SDS     0.08 มลิลิลิตร 
10% APS     0.08 มิลลิลิตร 
TEMED     0.004 มิลลิลิตร 

 
5% staking gel 

ddH2O     1.204 มิลลิลิตร 
40% Acrylamide    0.25 มิลลิลิตร 
1 M Tris pH 6.8    0.504 มิลลิลิตร 
10% SDS     0.02 มิลลิลิตร 
10% APS     0.02 มิลลิลิตร 
TEMED     0.002 มิลลิลิตร 

 
สารละลาย 5x Running buffer 

trisma base     15.1 กรัม 
glycine     94 กรัม 
SDS      5 กรัม 
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นําแตละสวนคอยๆ ละลายในน้าํปลอดประจุ 800 มิลลิลิตร ปรับปริมาตรดวยกระบอก
ตวงจนครบ 1000 มิลลิลิตร นําไปนึง่ฆาเชื้อที่อุณหภูม ิ121 องศาเซลเซียส ความดนัไอ 15 ปอนด
ตอตารางนิว้ เปนเวลา 15 นาท ี
 
สารละลาย 2x loading buffer 

10% SDS     4 มิลลิลิตร 
Glycerol 87%    2.29 มิลลิลิตร 
1.0 M Tris pH 6.8    1 มิลลิลิตร 
ddH2O     2.71 มิลลิลิตร 
Bromphenol blue    0.001 กรัม 

 
สารละลาย Staining buffer 

β-mercapto ethanol    100 ไมโครลิตร 
2x loading buffer    900 ไมโครลิตร 

 
สารละลาย Transfer buffer 

Glycine     2.9 กรัม 
Trisma base     15.1 กรัม 
SDS      0.37 กรัม 

ละลายสวนประกอบทัง้หมดในน้ําปลอดประจุ 700 มิลลิลิตร เติมเมทานอลสัมบูรณ 
จํานวน 200 มิลลิลิตร ปรับปริมาตรใหครบ 1000 มิลลิลิตร ดวยน้ําปลอดประจุ นําไปนึ่งฆาเชื้อที่
อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซยีส ความดันไอ 15 ปอนดตอตารางนิ้ว เปนเวลา 15 นาท ี
 
สารละลาย 10x Phosphate buffer saline (PBS) 

NaCl      80.0 กรัม 
KCl      2.0 กรัม 
NaHPO4     14.4 กรัม 
KH2PO4     2.4 กรัม 

นําแตละสวนคอยๆละลายในน้าํปลอดประจุ 800 มิลลิลิตร ปรับคาความเปนกรด-เบสเปน 
7.4 ดวย HCl ความเขมขน 1 N หรือ NaOH ความเขมขน 1 N ปรับปริมาตรดวยกระบอกตวงจน
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ครบ 1000 มิลลิลิตรนําไปนึ่งฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซยีส ความดันไอ 15 ปอนดตอ
ตารางนิ้ว เปนเวลา 15 นาท ี
 
สารละลาย Phosphate buffer saline tween20 (PBST) 

1x Phosphate buffer    1 ลิตร 
Tween 20     0.5 มิลลิลิตร 

 
สารละลาย Blocking solution (PBST in 3% non-fat dry milk) 

PBST      200 มิลลิลิตร 
skim milk     6 กรัม 

 
ECL Western blot reagent 

สารละลาย 1     2 มิลลิลิตร 
สารละลาย 2     2 มิลลิลิตร 

 
น้ํายาลางฟลม 

Developer  1 สวน : น้ํา 4 สวน 
Fixer   1 สวน : น้ํา 4 สวน 

 
น้ําปลอด RNAase (DEPC water) 

เติมสารละลาย Diethylpyrocarbonate (DEPC) 10 ไมโครลิตรลงในน้ํา HPLC ตั้งทิ้งไวที ่
อุณหภูมิหองขามคืน นําไปนึ่งฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซยีส ความดันไอ 15 ปอนดตอ
ตารางนิ้ว เปนเวลา 15 นาท ี
 
สารละลาย 70% Ethanol in DEPC water 

Absolute Ethanol    70 มิลลิลิตร 
DEPC water     30 มิลลิลิตร 

 
สารละลาย 50x TAE buffer 

Tris base acetate    48.4 กรัม 
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Garcial acetic acid    11.42 มิลลิลิตร 
0.5 M EDTA pH 8.0    20 มิลลิลิตร 

นําแตละสวนคอยๆละลายในน้าํปลอดประจุ 800 มิลลิลิตร ปรับปริมาตรใหครบ 1000 
มิลลิลิตร ดวยน้ําปลอดประจุ นําไปนึง่ฆาเชื้อที่อุณหภูม ิ121 องศาเซลเซียส ความดนัไอ 15 ปอนด
ตอตารางนิว้ เปนเวลา 15 นาท ี
 
1% Agarose gel 

สารละลาย 1x TAE buffer   20 มิลลิลิตร 
Agarose gel     0.2 กรัม 

 
2% Agarose gel 

สารละลาย 1x TAE buffer   20 มิลลิลิตร 
Agarose gel     0.4 กรัม 

 
สารละลายเอธิเดียมโบรไมดในบัฟเฟอร TAE 

ละลายเอธเิดียมโบรไมดในบัฟเฟอร TAE ใหมีความเขมขนสุดทายเทากับ 10 ไมโครกรัม 
ตอมิลลิลิตร เก็บในภาชนะที่ปดสนทิในทีม่ืด 
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ภาคผนวก ค 
การวิเคราะหผล 

 
1. การวิเคราะหการแสดงออกของโปรตีน Swe1 ดวย Western blot 
 การคํานวณ 

1. นําฟลม X-ray ที่ตองการวเิคราะหผลมาสแกนรูปโดยเซฟในรูป TIF ไฟล 
2. นํารูปที่ไดมาคาํนวณหาความเขมแบนโปรตีน ดวยโปรแกรม Quantity One เวอรชั่น

4.4.1  ของบรษิัท Bio-Rad, USA จะไดคา Adjust Volume (INT*mm2) 
3. ทําการปรับคาความเขมแบนใหมีการแสดงออกของ reference gene เทาๆกนั เพื่อ

สามารถเปรียบเทียบคาความเขมได ดังสมการ  
 

Intensity = Adjust Volume Swe1 (target) / Adjust Volume Cdc28 (reference) 
 

4. เปรียบเทียบคาการแสดงออกของโปรตีน target ระหวางชุดควบคุม และชุดทดลอง 
ดังสมการ 
 

Fold induction = Intensity pinostrobin (sample) / Intensity DMSO (control) 
 

  
2. การวิเคราะหการแสดงออกของยีน SWE1 ดวย real-time RT-PCR 
 การคํานวณ 

1. ทําการปรับคา CP ใหมีการแสดงออกของ reference gene เทาๆกนั เพื่อสามารถ
เปรียบเทียบคา CP target gene ได ดังสมการ 

 
∆ CP = CP SWE1 (target) – CP ACT1 (reference) 
 

2. ทําการหาคา CP ที่แตกตางกันระหวางชุดควบคุม และชดุทดลอง ดังสมการ 
 

∆∆ CP = ∆ CP pinostrobin (sample) - ∆ CP DMSO (control) 
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3. นํา ∆∆ CP ทีไ่ดมาเขาสูตร 2n ซี่งเปนคา โดยที่ n คือ จํานวนรอบของการทํา PCR 

ดังนัน้จะได 
 

คาสัมประสิทธิ์ของ = 2(-∆∆ CP) 
   
  
ตารางที ่ค1   วิเคราะหผลของพิโนสโทรบินตอการแสดงออกของยีน SWE1 ดวย SPSS v16.0 
 

Group Statistics 
time=0 min 

cell N Mean 
Std. 

Deviation 

Std. 
Error 
Mean 

DMSO 3 1.0085 0.15195 0.08773 expression 
Pinostrobin 3 1.2145 0.08958 0.05172 

 
Independent Samples Test 

Levene's Test for 
Equality of 
Variances t-test for Equality of Means 

95% 
Confidence 

Interval of the 
Difference 

  

F Sig. T df 

Sig. 
(2-

tailed) 
Mean 

Difference 
Std. Error 
Difference Lower Upper 

Equal 
variances 
assumed 1.606 0.274 

-
2.02 4 0.113 -0.20606 0.10184 -0.489 0.0767 

expression 

Equal 
variances not 
assumed 

    
-

2.02 3.24 0.129 -0.20606 0.10184 -0.517 0.1049 
 

Independent Samples Test 
    Levene's Test for 

Equality of 
Variances t-test for Equality of Means 

    
99.9% 

Confidence 
Interval of the 

Difference 
    

F Sig. T df 

Sig. 
(2-

tailed) 
Mean 

Difference 
Std. Error 
Difference Lower Upper 

Equal 
variances 
assumed 1.606 0.274 

-
2.02 4 0.113 -0.20606 0.10184 -1.083 0.6708 

expression 

Equal 
variances not 
assumed 

    
-

2.02 3.24 0.129 -0.20606 0.10184 -1.369 0.9567 
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Group Statistics 
Time=30min 

cell N Mean 
Std. 

Deviation 

Std. 
Error 
Mean 

DMSO 3 0.3763 0.01308 0.00755 expression 
Pinostrobin 3 0.692 0.03227 0.01863 

 
Independent Samples Test 

    Levene's Test for 
Equality of 
Variances t-test for Equality of Means 

    95% 
Confidence 

Interval of the 
Difference 

    
F Sig. T df 

Sig. 
(2-

tailed) 
Mean 

Difference 
Std. Error 
Difference Lower Upper 

Equal 
variances 
assumed 4.708 0.096 

-
15.7 4 0 -0.31565 0.0201 -0.371 -0.26 

expression 

Equal 
variances not 
assumed 

    
-

15.7 2.64 0.001 -0.31565 0.0201 -0.385 -0.246 
 

Independent Samples Test 
    Levene's Test for 

Equality of 
Variances t-test for Equality of Means 

    
99.9% 

Confidence 
Interval of the 

Difference 
    

F Sig. T df 

Sig. 
(2-

tailed) 
Mean 

Difference 
Std. Error 
Difference Lower Upper 

Equal 
variances 
assumed 4.708 0.096 

-
15.7 4 0 -0.31565 0.0201 -0.489 -0.143 

expression 

Equal 
variances not 
assumed 

  
-

15.7 2.64 0.001 -0.31565 0.0201 -0.644 0.0128 
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Group Statistics 
Time=60min 

cell N Mean 
Std. 

Deviation 

Std. 
Error 
Mean 

DMSO 3 2.2393 0.10481 0.06051 expression 
Pinostrobin 3 1.4658 0.04923 0.02842 

 
Independent Samples Test 

    Levene's Test for 
Equality of 
Variances t-test for Equality of Means 

    95% 
Confidence 

Interval of the 
Difference 

    
F Sig. t df 

Sig. 
(2-

tailed) 
Mean 

Difference 
Std. Error 
Difference Lower Upper 

Equal 
variances 
assumed 2.493 0.189 11.57 4 0 0.77353 0.06686 0.5879 0.9592 

expression 

Equal 
variances 
not assumed 

    

11.57 2.841 0.002 0.77353 0.06686 0.5539 0.9932 
 

Independent Samples Test 
    Levene's Test for 

Equality of 
Variances t-test for Equality of Means 

    
99.9% 

Confidence 
Interval of the 

Difference 
    

F Sig. t df 

Sig. 
(2-

tailed) 
Mean 

Difference 
Std. Error 
Difference Lower Upper 

Equal 
variances 
assumed 2.493 0.189 11.57 4 0 0.77353 0.06686 0.1979 1.3492 

expression 

Equal 
variances 
not assumed 

    

11.57 2.841 0.002 0.77353 0.06686 -0.177 1.7237 
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Group Statistics 
Time=90min 

cell N Mean 
Std. 

Deviation 

Std. 
Error 
Mean 

DMSO 3 1.0698 0.02359 0.01362 expression 
Pinostrobin 3 0.2949 0.01951 0.01126 

 
Independent Samples Test 

    Levene's Test for 
Equality of 
Variances t-test for Equality of Means 

    95% 
Confidence 

Interval of the 
Difference 

    
F Sig. t df 

Sig. 
(2-

tailed) 
Mean 

Difference 
Std. Error 
Difference Lower Upper 

Equal 
variances 
assumed 0.128 0.739 43.85 4 0 0.77488 0.01767 0.7258 0.824 

expression 

Equal 
variances 
not assumed 

    

43.85 3.864 0 0.77488 0.01767 0.7251 0.8246 
 

Independent Samples Test 
    Levene's Test for 

Equality of 
Variances t-test for Equality of Means 

    
99.9% 

Confidence 
Interval of the 

Difference 
    

F Sig. t df 

Sig. 
(2-

tailed) 
Mean 

Difference 
Std. Error 
Difference Lower Upper 

Equal 
variances 
assumed 0.128 0.739 43.85 4 0 0.77488 0.01767 0.6227 0.927 

expression 

Equal 
variances 
not assumed 

    

43.85 3.864 0 0.77488 0.01767 0.6163 0.9334 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



   108 
 

 
 
 
 
 

Group Statistics 
Time=120min 

Cell N Mean 
Std. 

Deviation 

Std. 
Error 
Mean 

DMSO 3 1.7623 0.11725 0.06769 expression 
Pinostrobin 3 0.9937 0.05837 0.0337 

 
 

Independent Samples Test 
    Levene's Test for 

Equality of 
Variances t-test for Equality of Means 

    95% 
Confidence 

Interval of the 
Difference 

    
F Sig. t df 

Sig. 
(2-

tailed) 
Mean 

Difference 
Std. Error 
Difference Lower Upper 

Equal 
variances 
assumed 3.09 0.154 10.17 4 0.001 0.76868 0.07562 0.5587 0.9786 

expression 

Equal 
variances not 
assumed 

    

10.17 2.934 0.002 0.76868 0.07562 0.5249 1.0124 
 
 

Independent Samples Test 
    Levene's Test for 

Equality of 
Variances t-test for Equality of Means 

    
99.9% 

Confidence 
Interval of the 

Difference 
    

F Sig. t df 

Sig. 
(2-

tailed) 
Mean 

Difference 
Std. Error 
Difference Lower Upper 

Equal 
variances 
assumed 3.09 0.154 10.17 4 0.001 0.76868 0.07562 0.1176 1.4198 

expression 

Equal 
variances not 
assumed 

    

10.17 2.934 0.002 0.76868 0.07562 -0.247 1.784 
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Group Statistics 
Time=150min 

cell N Mean 
Std. 

Deviation 

Std. 
Error 
Mean 

DMSO 3 1.4099 0.0772 0.04457 expression 
Pinostrobin 3 1.4872 0.04217 0.02434 

 
Independent Samples Test 

    Levene's Test for 
Equality of 
Variances t-test for Equality of Means 

    95% 
Confidence 

Interval of the 
Difference 

    
F Sig. t df 

Sig. 
(2-

tailed) 
Mean 

Difference 
Std. Error 
Difference Lower Upper 

Equal 
variances 
assumed 2.136 0.218 

-
1.52 4 0.203 -0.07727 0.05078 -0.218 0.0637 

expression 

Equal 
variances not 
assumed 

    
-

1.52 3.096 0.223 -0.07727 0.05078 -0.236 0.0816 
 
 

Independent Samples Test 
    Levene's Test for 

Equality of 
Variances t-test for Equality of Means 

    
99.9% 

Confidence 
Interval of the 

Difference 
    

F Sig. t df 

Sig. 
(2-

tailed) 
Mean 

Difference 
Std. Error 
Difference Lower Upper 

Equal 
variances 
assumed 2.136 0.218 

-
1.52 4 0.203 -0.07727 0.05078 -0.515 0.36 

expression 

Equal 
variances not 
assumed 

    
-

1.52 3.096 0.223 -0.07727 0.05078 -0.7 0.5458 
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ภาคผนวก ง 

 

 
 
ภาพที่ ง1   ผลวิเคราะหโครงสรางของพิโนสโทรบนิ ดวย NMR 
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ภาพที่ ง2   ผลวิเคราะหความบริสุทธิ์ของพิโนสโทรบนิ ดวย LC-MS 
 
 

 

 
 
ภาพที่ ง3   ผลวิเคราะหความบริสุทธิ์ของพิโนสโทรบนิ ดวย GC 
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ประวัติผูเขียนวิทยานิพนธ 
 

นางสาวสิรินพร สุขสวัสด์ิอํานวย เกิดเมื่อวนัที ่ 21 ธันวาคม พ.ศ. 2526 ที่จังหวัด
กรุงเทพมหานคร สําเร็จการศึกษาปริญญาตรีวิทยาศาสตรบัณฑิต สาขาเทคโนโลยีชวีภาพ
ภาควิชาชวีวทิยาประยกุต คณะวทิยาศาสตร สถาบันเทคโนโลยีพระจอมเกลาเจาคุณทหาร
ลาดกระบัง ในปการศึกษา 2548 และเขารับการศึกษาตอในระดับปริญญามหาบณัฑิต สาขาจลุ
ชีววทิยาทางอตุสาหกรรม ภาควิชาจุลชีววทิยา คณะวิทยาศาสตร จฬุาลงกรณมหาวิทยาลัย ในป
การศึกษา 2549 

 

ผลงานทางวชิาการ 
  Suksawatamnuay, S., Wangkangwan, W., Palaga, T., Boonkerd, S., 
Chavasiri, W., Miyakawa, T. and Yompakdee, C. Mode of action of pinostrobin from 
Boesenbergia pandurata that suppresses the Ca2+-signal mediated cell-cycle regulation 
in yeast, Saccharomyces cerevisiae. The 20th Annual Meeting of the Thai Society for 
Biotechnology: Biotechnology for Health Care; 2008 October 14-17, Taksila Hotel, Maha 
Sarakham, Thailand.  
 

Yompakdee, C., Suksawatamnuay, S., Wangkangwan, W., Palaga, T.,  
Boonkerd, S., Chavasiri, W., and Miyakawa, T. Pinostrobin from Boesenbergia 
pandurata inhibits Ca2+-signal-dependent growth regulation in yeast Saccharomyces  
cerevisiae by inhibition of Swe1 kinase accumulation. The 27th Annual Meeting of the 
International Specialized Symposium on Yeasts; 2009 September 26-29, Institute 
pasteur, Paris, France.  
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