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บทคัดย่อ 
มะเร็งผิวหนังประเภทเมลาโนมา เป็นมะเร็งที่พบว่ามีอุบัติการณ์สูงมากขึ้นทุกปี มีความรุนแรงและเป็นสาเหตุการตายถึงร้อยละ 75 
ของผู้ป่วยโรคมะเร็งผิวหนังทั้งหมด ทั้งนี้แนวทางรักษาปัจจุบัน เช่น การผ่าตัด ยาเคมีบ าบัดและรังสีรักษาส่งผลข้างเคียงกับผู้ป่วย 
ดังนั้นการศึกษาเพื่อพัฒนาแนวทางการรักษาแบบใหม่จึงมีความจ าเป็น จากรายงานพบว่าสารสกัดจากดอกเห็ดหลินจือเขากวางมีฤทธิ์
ต้านมะเร็งชนิดต่างๆ แต่ยังไม่มีการรายงานฤทธิ์ต้านมะเร็งผิวหนังประเภทเมลาโนมา งานวิจัยนี้จึงมีจุดประสงค์เพื่อศึกษาฤทธิ์ต้าน
เซลล์มะเร็งผิวหนังชนิดเมลาโนมา (A375) ของสารสกัดเส้นใยเห็ดหลินจือเขากวางด้วยเอทานอล ผลการศึกษาความเป็นพิษด้วย
เทคนิค MTT พบว่า ความเข้มข้นท่ีสูงขึ้นของสารสกัดเส้นใยเห็ดหลินจือเขากวางแปรผันตรงกับความเป็นพิษต่อเซลล์มะเร็ง A375 แต่
มีความเป็นพิษที่ต ่ามากในเซลล์ปกติ (Vero) ส าหรับผลการศึกษาการติดฉลากเซลล์ด้วย Annexin V พบว่า ที่ความเข้มข้น 250 
ไมโครกรัมต่อไมโครลิตรของสารสกัดเห็ด สามารถเหนี่ยวน าโปรแกรมการตายของเซลลม์ะเร็ง A375 ได้ในระดับอ่อน และผลการศึกษา
ด้วยเทคนิคปฏิกิริยาลูกโซ่พอลีเมอเรสแบบเวลาจริง พบว่า ความเข้มข้น 250 ไมโครกรัมต่อไมโครลิตรของสารสกัดเห็ด สามารถลดการ
แสดงออกของยีน signal transducer and activator of transcription 1 (ยีน STAT1) ซึ่งเป็นยีนเครื่องหมายของโรคมะเร็งผิวหนัง

ประเภทเมลาโนมาถึง 5 เท่า แต่ไม่มีผลต่อยีน 2-5- oligoadenylate synthetase 1 (ยีน OAS1) ในเซลล์มะเร็ง A375 ดังนั้น ผล
การทดลองนี้เป็นการน าเสนอองค์ความรู้ใหม่ บ่งช้ีให้เห็นว่าสารสกัดเส้นใยเห็ดหลินจือเขากวาง มีศักยภาพในการศึกษาในเชิงลึกต่อไป 
 
ค าส าคัญ:  มะเร็งผิวหนังชนิดเมลาโนมา  เห็ดหลินจือเขากวาง  โปรแกรมการตายของเซลล์  การแสดงออกของยีน   

 
Abstract  
Melanoma skin cancer is a cancer that has been found to have a significantly increasing incidence every year. It is 
severe and accounts for up to 75% of deaths among all skin cancer patients. Current treatment approaches include 
surgery, chemotherapy, and radiation therapy associated with side effects on patients. Therefore, it is necessary to 
study and develop new treatment strategies. Previous reports showed that Ganoderma lucidum var. antler fruiting 
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body extract has anticancer activities against various types of cancers, but there have been no reports on the 
anticancer effects on melanoma skin cancer. This study aimed to investigate the anticancer activity of G. lucidum 
var. antler mycelium extract with ethanol on melanoma skin cancer cells (A375) .  By using MTT assay, the results 
demonstrated that the mycelium extract increased toxicity against A375 cells in a dose-dependent manner, but it 
had very low toxicity on normal cells (Vero) .  Moreover, the result from Annexin V assay showed that 250 µg/mL 
of mycelium extract could induce apoptosis in A375 cells at a mild level.  Additionally, the real- time polymerase 
chain reaction ( PCR)  indicated that 250 µg/ mL of the extract could downregulate the expression of the signal 
transducer and activator of transcription 1 (STAT1)  gene, which is a marker gene for melanoma skin cancer, by up 

to five folds. However, it did not affect the 2-5- oligoadenylate synthetase 1 (OAS1) gene in A375 cells. Therefore, 
these experimental results present new knowledge, indicating that G.  lucidum var.  antler mycelium extract has 
the potential for further in-depth study. 
 
Keywords:  melanoma skin cancer, Ganoderma lucidum var. antler, apoptosis, gene expression 
 
1. บทน า  
 ในปี 2563 องค์กรอนามัยโลก (World Health Organization, WHO) รายงานว่ามะเร็งผิวหนังเป็นกลุ่มมะเร็งที่พบบ่อยและ
มีอัตราผู้ป่วยเพิ่มขึ้นทุกปี  โดยพบว่ามีผู้ป่วยรายใหม่มากกว่า 1.5 ล้านรายต่อปี และเป็นมะเร็งผิวหนังชนิดเมลาโนถึงประมาณ 
325,000 รายทั่วโลก นอกจากนี้ยังพบผู้เสียชีวิตจากมะเร็งผิวหนังถึง 57,000 ราย (WHO, 2020) ปัจจัยเสี่ยงในการเกิดโรคเกิดจาก
หลายปัจจัยได้แก่ ผิวสัมผัสกับแสงแดดจัดเป็นเวลานาน มลพิษ สารเคมี นอกจากนี้ยังเกิดได้จากการสูบบุหรี่ ความผิดปกติของการ
สร้างเม็ดสี  แผลเรื้อรัง ผลข้างเคียงจากรังสีบ าบัด ภาวะภูมิต้านทานต ่า (Simoes et al., 2015) 
 มะเร็งผิวหนังแบ่ง 3 ประเภท ได้แก่ มะเร็งผิวหนังชนิดเบซัลเซลล์ (Basal cell carcinomas หรือ BCCs) มะเร็งผิวหนังชนิด
สะความ ัสเซลล ์ (Squamous cell carcinomas หร ือ SCCs) และ มะเร ็งผ ิวหน ังชน ิดเมลาโนมา (Cutaneous malignant  
melanomas หรือ CMs)  ซึ่ง BCCs และ SCCs เกิดขึ้นกับเนื้อเยื่อบุผิวของผิวหนัง จึงมีช่ือเรียกอีกอย่างว่า มะเร็งผิวหนังประเภทไม่ใช่
เมลาโนมา (Non melanoma skin cancer) ในขณะที ่  CMs เก ิดจากความผิดปกติของเซลล์สร ้างเม ็ดสี  หร ือเมลาโนไซต์                
(D’Orazio et al., 2013) ทั้งนี้มะเร็งผิวหนังประเภทไม่ใช่เมลาโนมาพบอัตราการเสียชีวิตต ่า ในขณะที่มะเร็งผิวหนังชนิดเมลาโนมา
เป็นสาเหตุของการเสียชีวิตจากโรคมะเร็งผิวหนังโดยพบประมาณร้อยละ 80 (Sajadimajd et al., 2020) 
 ในปัจจุบัน การรักษาโรคมะเร็งผิวหนังนิยมใช้เคมีบ าบัด (Chemotherapy)  และการฉายรังสี (Radiotherapy) แต่พบการ
รายงานว่าการรักษาดังกล่าวมีผลข้างเคียงเพราะไม่จ าเพาะต่อเซลล์มะเร็งจึงสามารถท าลายเนื้อเยื ่อปกติตลอดจนท าลายระบบ
ภูมิคุ้มกันของผู้ป่วยได้ นอกจากนี้พบว่าการให้ยาต้านมะเร็งส่งผลให้เกิดการดื้อยาต้านมะเร็ง ท าให้การรักษาไม่มีประสิทธิภาพ               
ด้วยเหตุนี้นักวิจัยจึงได้พยายามค้นคว้าเพื่อหายาต้านมะเร็งที่มีเป้าหมายจ าเพาะต่อเซลล์มะเร็งและมีผลข้างเคียงต ่า  ทั้งนี้สารสกัด
ธรรมชาติซึ่งประกอบด้วยสารประเภทเมตาบอไลท์ทุติยภูมิ ที่มฤีทธิ์เชิงการแพทย์จึงได้รับความสนใจสูง (Patel and Goyal, 2012) 
 เห็ดหลินจือเขากวาง (Ganoderma lucidum var. antler) เป็นที่รู้จักกันอย่างดีในทางการแพทย์แผนโบราณจีนมาอย่าง
ยาวนาน โดยพบว่ามีสารออกฤทธิ์ส าคัญทางชีวภาพ ได้แก่ ฟีนอล ฟลาโวนอยด์ โพลีแซคคาไรด์ที่ละลายน ้าได้ และกรดกาโนเดอริก 
(Sudheer et al., 2018) จากรายงานพบว่าเห็ดหลินจือเขากวางให้ผลผลิตที่ใกล้เคียงกับเห็ดหลินจือแดงรูปร่างไต แต่มีคาร์โบไฮเดรต
และปริมาณเส้นใยที่สูงกว่าแบบปกติ (Mau et al., 2001) นอกจากนี้ยังมีฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระที่สูงกว่าเห็ดหลินจือแดงทั ่วไป 
(Sudheer et al., 2018) โดยผลงานวิจัยก่อนหน้าพบว่า สารสกัดจากเห็ดหลินจือเขากวางช่วยกระตุ้นระบบภูมิคุ้มกันในหนูทดลอง
ผ่านการกระตุ้นอินเตอร์พีรอนแกมมาที่เซลล์ม้าม (Kohguchi et al., 2004) ในขณะที่สารเฮสเปอเรติน (Hesperetin) และ กาโนซิน 
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บี (Ganocin B) ของเห็ดหลินจือเขากวางนั้นมีฤทธ์ิยับยั้งเช้ือไวรัสไข้เลือดออก โดยสารออกฤทธ์ิส าคัญสามารถจับที่บริเวณเร่งปฏิกิริยา
ทั้งสาม (Catalytic triad) ของเอนไซม์โพรติเอสของไวรัส (DENV2 NS2B-NS3pro) ผ่านพันธะไฮโดรเจน พันธะแวนเดอร์วาลส์ และ
อันตรกิริยาระหว่าง pi-pi (Lim et al., 2020) นอกจากน้ีพบว่าสารไตรเทอร์พีนท่ีสกัดได้จากเห็ดหลินจือเขากวางสามารถลดการสร้าง
เส้นเลือดใหม่ของมะเร็งปอดในหนู (Liu et al., 2020) และยับยั้งเซลล์มะเร็งเต้านม เซลล์มะเร็งล าไส้ใหญ่ และเซลล์มะเร็งตับของ
มนุษย์ (de Mendonça et al., 2023) ทั้งนี้ ยังไม่มีการรายงานฤทธิ์ต้านมะเร็งผิวหนังชนิดเมลาโนมาของสารสกัดเส้นใยจากเห็ด 
หลินจือเขากวาง 
 อนึ่ง โรคมะเร็งเป็นโรคที่เกิดการเจริญเติบโตของเซลล์ที่ผิดปกติ มีการแบ่งตัวอย่างรวดเร็วไม่สามารถควบคุมได้ โดยพบว่า
เซลล์มะเร็งนั้นมีกิจกรรมโปรแกรมการตายของเซลล์ (Apoptosis) ที่ต ่ามาก ท าให้เซลล์มะเร็งไม่ตายเฉกเช่นเซลล์ปกติ การเหนี่ยวน า
ให้กิจกรรมโปรแกรมการตายของเซลล์ที่สูงข้ึน จึงเป็นหน่ึงในแนวคิดของการพัฒนาตัวยาต้านมะเร็ง (Pfeffer and Singh, 2018)  
 จากการศึกษาก่อนหน้าพบว่าสารสกัดเห็ดหลินจือด้วยเอทานอลสามารถยับยั้งมะเร็งล าไส้ใหญ่ โดยผ่านโปรแกรมการตาย
ของเซลล์ (Hong et al., 2004) และพบสารออกฤทธ์ิชีวภาพส าคัญในเห็ดหลินจือ ได้แก่ ฟีนอลิก ไตรเทอร์พีนอยด์ (Hu et al., 2017) 
ทั ้งนี้การใช้เอทานอลในการสกัดซ ึ ่งเป ็นต ัวท าละลายมีข ั ้วน ั ้นสามารถสกัดสารทุต ิยภ ูม ิท ี ่ม ีข ั ้วออกฤทธิ ์ทางชีวภาพได้   
(Abubakar and Haque, 2020) 
 ดังนั้นงานวิจัยนี้สนใจศึกษาฤทธิ์ต้านมะเร็งผิวหนังชนิดเมลาโนมาของสารสกัดเส้นใยจากเห็ดหลินจือเขากวางด้วยเอทานอล
โดยศึกษาความเป็นพิษต่อเซลล์เพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อประเภทมะเร็งผิวหนังเมลาโนมา (A375) รวมถึงการวิเคราะห์กิจกรรมของโปรแกรม
การตายของเซลล์ (Apoptosis) ตลอดจนฤทธิ์ของสารสกัดจากเส้นใยเห็ดหลินจือเขากวางต่อระดับการแสดงออกของยีนที่สัมพันธ์กับ
การเกิดมะเร็งผิวหนังประเภทเมลาโนมา ได้แก่ ย ีน Signal Transducer and Activator of Transcription 1 หรือยีน STAT1 

(Stephanou and Latchman, 2003) และ ยีน 2-5- Oligoadenylate synthetase 1 หรือยีน OAS1 ในเซลล์ A375 โดยผล
การศึกษานีจ้ะเพิ่มองค์ความรู้ใหม่เกี่ยวกับศักยภาพในการต้านมะเร็งผิวหนังของสารสกัดจากเส้นใยเห็ดหลินจือเขากวาง  
  
2. วัตถุประสงค์การวิจัย 
 2.1 เพื่อศึกษาฤทธิข์องสารสกัดเสน้ใยจากเห็ดหลินจือเขากวางด้วยตัวท าละลายเอทานอลต่อการมีชีวิตรอดของเซลล์มะเร็ง
ผิวหนังประเภทเมลาโนมา 
 2.2 เพื่อศึกษาฤทธ์ิของสารสกัดจากเส้นใยจากเห็ดหลินจือเขากวางตอ่กิจกรรมของโปรแกรมการตายของเซลล์มะเร็งผิวหนัง
ประเภทเมลาโนมา 
 2.3 เพื่อศึกษาฤทธิเ์ส้นใยของสารสกัดจากเส้นใยจากเห็ดหลินจือเขากวางต่อระดับการแสดงออกของยีน STAT1 และ ยีน 
OAS1 ในเซลลม์ะเร็งผิวหนังประเภทเมลาโนมา 
 
3. วิธีด าเนินการวิจัย 
 3.1 การสกัดเห็ดตัวอย่าง 
      น าเส้นใยเห็ดหลินจือเขากวางไปอบให้แห้งที่ตู้อบที่อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส เมื่อแห้งแล้วจึงน ามาบดให้ละเอียดและช่ัง
น ้าหนักแห้ง จากน้ันเติมเอทานอลในอัตราส่วน 1 กรัม ต่อ 4 มิลลิลิตร จากนั้นน าไปเข้าเครื่องเขย่าแบบควบคุมอุณหภูมทิี่ 220 รอบต่อ
นาที (rpm) อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 48 ช่ัวโมง น าไปเข้าเครื่องปั่นเหวี่ยงที่ 8,000 rpm อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็น
เวลา 15 นาที และน าส่วนใสมากรองผ่านกระดาษกรองใส่ในหลอดขนาด 1.5 มิลลิลิตร จากนั้นน าไประเหยแห้งโดยตู้อบที่อุณหภูมิ 50 
องศาเซลเซียส เมื่อตัวอย่างแห้งน ามาละลายด้วย ดีเอ็มเอสโอ (DMSO, Dimethyl Sulfoxide) เมื่อละลายเสร็จจึงมากรองผ่านที่กรอง
สารชนิดไนลอน ขนาด 0.2 ไมโครเมตร (Syringe filter 0.2 um) 
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 3.2 การทดสอบความมีชีวิตของเซลล์ 
      น าเซลล์มะเร็งผิวหนังชนิดเมลาโนมา (A375, CRL-1619TM, ATCC ) และเซลล์ปกติ (Vero, CCL-81TM, ATCC) มาเพาะเลี้ยง
ในอาหาร ดีเอ็มอีเอ็ม (DMEM, Dulbecco’s Modified Eagle Medium) เสริมด้วยร้อยละ 10 ของซีรั่มลูกวัว (Fetal bovine serum) 
และร้อยละ 10 ของ ยาต้านจุลชีพ (Antimycotic-antibiotic) บ่มเซลล์ในตู้เลี้ยงเซลล ์ที่มีสภาวะของก๊าซคาร์บอนไดออกไซด์รอ้ยละ 5 
และมีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เมื่อเซลล์เจริญได้ประมาณร้อยละ 80 จึงน าเซลล์มาเพาะเลี้ยงในถาด 96 หลุม โดยนับจ านวนเซลล์
ประมาณ 5,000 เซลล์ต่อหลุม จากนั้นบ่มเป็นเวลา 24 ช่ัวโมงในตู้เลี้ยงเซลล์ และเติมสารสกัดเห็ดตัวอย่างที่ความเข้มข้นตั้งแต่ 0- 500 
ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร บ่มเซลล์ในตู้เลี้ยงเซลล์ เป็นเวลา 72 ช่ัวโมงหลังจากนั้นเติม เอ็มทีที (MTT, 3- (4,5-dimethylthiazol-2-yl) -
2,5-diphenyltetrazolium bromide) และบ่มเซลล์ในตู้เลี้ยงเซลล์อีก 3 ชั่วโมง จากนั้นน า MTT ออก และเติมดีเอ็มเอสโอ หลุมละ 
50 ไมโครลิตร หลังจากนั้นน าไปวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ 570 นาโนเมตรและค่าการดูดกลืนแสงอ้างอิง 630 นาโนเมตร โดยใช้เครื่อง
อ่านถาดไมโครเพลท จากนั้นท าการค านวณเปอร์เซ็นต์การอยู่รอดของเซลล์ดังอธิบายใน (Waiyaput et al., 2012) และค านวณค่า
ความเข้มข้นท่ีสามารถยับยั้งเซลล์มะเร็งได้ร้อยละ 50 โดยโปรแกรม GraphPad Prism 
 3.3 การวิเคราะห์กิจกรรมโปรแกรมการตายของเซลล์ 
      น าเซลล์มะเร็งผิวหนัง A375 มาเพาะเลี้ยงในถาด 24 หลุม โดยนับจ านวนเซลล์ 10,000 เซลล์ต่อหลุม และบ่มเป็นเวลา 24 
ช่ัวโมงในตู้เลี้ยงเซลล์ จากนั้นเติมสารสกัดเห็ดให้มคีวามเข้มข้นท้ายสุดที่ 250 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร และบ่มเป็นเวลา 72 ช่ัวโมง  ในตู้
เลี้ยงเซลล ์ส าหรับตัวแปรควบคุมเชิงบวก เติมสารละลาย ดีเอ็มเอสโอ ความเข้มข้นร้อยละ 10 และบ่ม 3 ช่ัวโมงในตู้เลี้ยงเซลล์ จากนั้น
ท าการเก็บเซลล์โดยเครือ่งหมุนปั่นเหวี่ยง ที ่1,000 rpm เป็นเวลา 5 นาที จากน้ันเทส่วนใสทิ้งแล้วละลายตะกอนด้วยอาหารเลี้ยงเซลล์
ปริมาตร 100 ไมโครลิตร และบ่มเซลล์กับสารเคมีในชุดตรวจอะพอพโทซิส ปริมาตร 50 ไมโครลิตรในที่มืดเป็นเวลา 20 นาที จากนั้น
น าไปวิเคราะห์ผลด้วยเครื่องตรวจวิเคราะห์แยกชนิดและหาปริมาณเซลล์แบบอัตโนมัติ (Flow cytometer)  
 3.4 การสกัดอาร์เอ็นเอ 
      น าเซลล์มะเร็งผิวหนัง A375 มาเพาะเลี้ยงบนถาด 6 หลุม จ านวน 1 x 105 เซลล์ต่อหลุม และบ่มในตู้เลี้ยงเซลล์เป็นเวลา 24 
ชั่วโมง จากนั้นเติมสารสกัดเห็ดความเข้มข้นท้ายสุดที่ 250 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร จากนั้นบ่มในตู้เลี้ยงเซลล์เป็นเวลา 48 ชั่วโมง 
จากนั้น สกัดอาร์เอ็นเอจากเซลล์โดยน ้ายาไตรซอล ตามค าแนะน าของผู้ผลิต จากนั้นก าจัดจีโนมดีเอ็นเอที่ปนเปื้อนอยู่ด้วยเอนไซม์ ดี
เอ็นเอส วัน (DNase I) ตามค าแนะน าของผู้ผลิต หลังจากนั้นใช้ตรวจสอบความบริสุทธ์ิของอาร์เอ็นเอท่ีสกัดได้ด้วยการวัดอัตราสว่นการ
ดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 260 นาโนเมตร ต่อ 280 นาโนเมตร และ การวัดอัตราส่วนการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 260 นาโน
เมตร ต่อ 230 นาโนเมตร รวมถึงการวิเคราะห์ผ่านเทคนิคอิเล็คโตรโฟเรซิส เมื่อได้อาร์เอ็นเอท่ีมีคุณภาพแล้วน าไปสังเคราะห์ ดีเอ็นเอคู่
สม (cDNA, Complementary DNA) โดยใช้เอนไซม์รีเวิร์สแทรนสคริปเทส (Reverse transcriptase) ตามค าแนะน าของผู้ผลิต 
จัดเก็บดีเอ็นเอคู่สมที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส  
 3.5 การวิเคราะห์ปฏิกิริยาลูกโซ่พอลีเมอเรสแบบเวลาจริง (Realtime - PCR) 
      ผสมดีเอ็นเอคู่สมที่สังเคราะห์ได้กับน ้ายา Maxima SYBR Green qPCR Master Mix (2X) ตามค าแนะน าของผู้ผลิต โดยมี
ไพรเมอร์ส าหรับการวิเคราะห์ยีน STAT1 คือ STAT1-F: 5′-atgtctcagtggtacgaacttca-3′ และ STAT1-R: 5′-tgtgccaggtactgtctgatt-
3′ (Thongthae et al., 2014) ส าหรับไพร์เมอร์ของยีน OAS1 คือ OAS1-F: 5′- gatctcagaaataccccagcca-3′ และ OAS1-R: 5′-
agctacctcggaagcacctt-3′ (Thongthae et al., 2014) โดยมียีนควบคุมภายในคือยีน beta-actin ซึ่งมีไพรเมอร์ดังนี้ beta-actin-F: 
5′-ctgggcatggagtcctgtggcatcc-3′ และ beta-actin-R: 5 ′- cgcaactaagtcatagtccgcctag-3′ (Thongthae et al., 2014) จากนั้นท า
ปฏิกิริยาลูกโซ่พอลีเมอเรสแบบเวลาจริง ด้วย CFX Connect™ Real-Time PCR Detection System ค านวณค่าการแสดงออกยีน

สัมพัทธ์ของยีน STAT1 และ OAS1 ด้วยเทคนิค delta delta ct (2−ΔΔCt) ดังอธิบายใน (Thongthae et al., 2014) 
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4. ผลการวิจัย  
 4.1 สารสกัดเส้นใยเห็ดหลินจือเขากวางทดสอบฤทธิ์ยับย้ังการเจริญเติบโตของเซลล์มะเร็งผิวหนังชนิดเมลาโนมา 
 ผลการศึกษาแสดงให้เห็นว่าฤทธิ์ยับยั้งการเจริญเติบโตของเซลล์นั้น แปรผันตรงกับความเข้มข้นของสารสกัดเส้นใยเห็ด 
หลินจือเขากวางโดยที่ความเข้มข้น 250 ไมโครกรัมต่อไมโครลิตรสามารถลดเปอร์เซ็นต์การมีชีวิตรอดของเซลล์มะเร็งผิวหนัง A375 
เหลือเพียงร้อยละ 31.60 ± 7.86 ในขณะที่มีความเป็นพิษน้อยมากเพียงร้อยละ 10 ต่อ Vero ซึ่งเป็นเซลล์ปกติ เมื่อค านวณค่าความ
เข้มข้นท่ีสามารถยับยั้งเซลล์มะเร็ง A375 ได้ร้อยละ 50 (Inhibitory Concentration หรือ IC50) อยู่ท่ี 255.9 ไมโครกรัมต่อไมโครลิตร 
ดังแสดงใน (ภาพที่ 1) ดังนั้นในงานศึกษาล าดับถัดไปจึงศึกษาโดยใช้ความเข้มข้นของสารสกัดที่ 250 ไมโครกรัมต่อไมโครลิตร 
 

 
ภาพที่ 1 ฤทธิ์ของสารสกัดเส้นใยเห็ดหลินจือเขากวางต่อเปอรเ์ซ็นตก์ารอยู่รอดของเซลล์  

โดยกราฟแท่งและแถบข้อผิดพลาด (Error bar) แสดงถึง ค่าเฉลี่ยและค่าความคลาดเคลื่อนมาตรฐานตามล าดับ  
ซึ่งเป็นข้อมูลจากผลการทดลองจ านวน 3 การทดลองอิสระที่มจี านวนซ ้าของตัวอย่าง 4 ซ ้าต่อการทดลอง  

 
4.2 สารสกัดเส้นใยเห็ดหลินจือเขากวางเหนี่ยวน าโปรแกรมการตายของเซลล์มะเร็ง A375 ในระดับอ่อน 
ผลการวิเคราะห์ฤทธิ์ของสารสกัดเส้นใยเห็ดหลินจือเขากวางต่อกิจกรรมโปรแกรมการตายของเซลล์ พบว่าที่ความเข้มข้น 

250 ไมโครกรัมต่อไมโครลิตรของสารสกัดเส้นใยเห็ดหลินจือเขากวางสามารถเหนี่ยวน าโปรแกรมการตายของเซลล์มะเร็ง A375           
ได้ในระดับอ่อน กล่าวคือ สามารถเพิ่มจ านวนของเซลล์ที่เข้าสู่โปรแกรมการตายระยะต้นเพิ่มขึ้น 1.15 เท่า และ เพิ่มจ านวนเซลล์ที่       
เข้าสู่โปรแกรมการตายระยะปลาย 0.65 เท่า เมื่อเปรียบเทียบกับเซลล์ที่ไม่ได้รับสารสกัดเห็ด (ตัวแปรควบคุมเชิงลบ) (ภาพท่ี 2) 
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ภาพที่ 2 ฤทธิ์ของสารสกัดเส้นใยเห็ดหลินจือเขากวางต่อกิจกรรมโปรแกรมการตายของเซลล์  

กราฟแท่งตัวแปรควบคุมเชิงลบ คอื ผลของเซลล์ที่ไมไ่ดร้ับสารสกัดเห็ดหลินจือเขากวาง  
กราฟแท่งของสารสกัดเห็ด คือ เซลล์ที่ได้รับ 250 ไมโครกรมัต่อไมโครลติรของสารสกัดเส้นใยเห็ดหลนิจือเขากวาง  

ตัวแปรควบคุมเชิงบวก คือ เซลลท์ี่ได้รับร้อยละ 10 ของ dimethyl sulfoxide  
ผลการทดลองเป็นคา่เฉลีย่จาก 2 การทดลองอิสระ 

 
 4.3 สารสกัดเส้นใยเห็ดหลินจือเขากวางลดระดับการแสดงออกของยีน STAT1 แต่ไม่ส่งผลต่อระดับการแสดงออกของ
ยีน OAS1 ในเซลล์มะเร็งผิวหนัง A375 

ผลการทดลองโดยใช้เทคนิคปฏิกิริยาลูกโซ่พอลีเมอเรสแบบเวลาจริง พบว่าที่ความเข้มข้น 250 ไมโครกรัมต่อไมโครลิตรของ
สารสกัดเส้นใยเห็ดหลินจือเขากวางสามารถลดระดับการแสดงออกของยีน STAT1 ไดป้ระมาณ 5 เท่าเมื่อเปรียบเทียบกับเซลล์ที่ไม่ได้
รับสารสกัดเห็ด (ตัวแปรควบคุมเชิงลบ) โดยลดลงอย่างมีนัยส าคัญ (p < 0.001) (ภาพท่ี 3) อย่างไรก็ตาม สารสกัดเส้นใย เห็ดหลินจือ 
เขากวางไม่ส่งผลต่อระดับการแสดงออกของยีน OAS1 (ภาพท่ี 4)   

 

 
ภาพที่ 3 ฤทธิ์ของสารสกัดเส้นใยเห็ดหลินจือเขากวางต่อค่าแสดงออกของยีน STAT1 สัมพัทธ์  

โดยกราฟแท่งและแถบข้อผิดพลาด (Error bar) แสดงถึง ค่าเฉลี่ยและค่าความคลาดเคลื่อนมาตรฐานตามล าดับ  
ซึ่งเป็นข้อมูลจากผลการทดลองจ านวน 3 การทดลองอิสระที่มจี านวนซ ้าของตัวอย่าง 4 ซ ้าต่อการทดลอง  

สัญลักษณ์ “***” หมายถึงค่า p < 0.001 

*** 
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ภาพที่ 4 ฤทธิ์ของสารสกัดเส้นใยเห็ดหลินจือเขากวางต่อค่าแสดงออกของยีน OAS1 สัมพัทธ์  

กราฟแท่งและแถบข้อผิดพลาด (Error bar) แสดงถึง ค่าเฉลี่ยและคา่ความคลาดเคลื่อนมาตรฐานตามล าดับ  
ซึ่งเป็นข้อมูลจากผลการทดลองจ านวน 3 การทดลองอิสระที่มจี านวนซ ้าของตัวอย่าง 4 ซ ้าต่อการทดลอง  

 
5. อภิปรายผลการวิจัยและข้อเสนอแนะ  
 ผลการทดลองจากงานวิจัยนี้เพิ่มองค์ความรู้ใหม่เกี่ยวกับฤทธิ์ของสารสกัดเส้นใยเห็ดหลินจือเขากวางต่อเซลล์มะเร็งผิวหนัง
ประเภทเมลาโนมา ซึ่งไม่มีการรายงานมาก่อน ทั้งนีก้ารรายงานท่ีผ่านมาเป็นการรายงานฤทธิ์ของสารสกัดดอกเห็ดหลินจือเขากวาง ซึ่ง
พบว่ามีศักยภาพในการกระตุ้นภูมิคุ้มกันในหนูทดลอง (Kohguchi et al., 2004) และมีฤทธิ์ต้านการแพร่กระจายของมะเร็งอย่างมี
นัยส าคัญในหนูทดลองที่ถูกกดภูมิคุ้มกันด้วยสารไซโคลฟอสฟาไมด์ (Nonaka et al., 2006) เนื่องจากการเพาะเห็ดให้ได้ดอกเหด็นั้น  
ใช้เวลานาน และควบคุมปริมาณสารออกฤทธ์ิได้ยาก เพราะมีหลายปัจจัยที่ส่งผลต่อปริมาณสารเมแทบอไลต์ของดอกเห็ด ถึงแม้จะเป็น
สายพันธ์ุเดียวกัน เช่น ปัจจัยจากแหล่งเพาะพันธุ์ สารอาหาร สภาวะแวดล้อม สภาพอากาศ (Bellettini et al., 2019) ดังนั้นงานวิจัย
ชิ้นนี้จึงสนใจศึกษาฤทธิ์ของสารสกัดจากเส้นใยของเห็ด ซึ่งสามารถเพาะเลี้ยงได้ในระยะเวลาที่สั้นกว่าในห้องปฏิบัติการ และสามารถ
ควบคุมแหล่งอาหารและสภาวะแวดล้อมได้แน่นอนมากกว่า อย่างไรก็ตามทีมวิจัยพบว่าหากเพาะเส้นใยเห็ดจากหัวเชื ้อเดิมซ ้าๆ    
หลายๆ รอบ ฤทธิ์ในการต้านมะเร็งของเส้นใยเห็ดหลินจือเขากวางต่อเซลล์มะเร็งผิวหนัง A375 จะลดลง  ทั้งนี้ยังไม่มีการศึกษา
เปรียบเทียบปริมาณสารออกฤทธ์ิส าคัญระหว่างเส้นใยและดอกเห็ดของเห็ดหลินจือเขากวาง แต่มีรายงานเปรียบเทียบปริมาณของสาร
ออกฤทธ์ิส าคัญในเส้นใยและดอกเห็ดสายพันธ์ุอื่น ๆ เช่น พบการรายงานว่าปริมาณรวมของโปรตีนและพอลิแซ็คคาไรด์ ระหว่างเส้นใย
และดอกเห็ดของเห็ดแชมปิญอง (Agaricus bisporus)  และ เห็ดนางรมฮังการี (Pleurotus ostreatus) มีค่าใกล้เคียงกัน แต่มีระดับ
ความเข้มข้นของเอนไซม์บางชนิดแตกต่างกัน เช่น เอนไซม์แลคเคส (Laccase) ที่มีบทบาทส าคัญในกระบวนการออกซิเดชั่นของ
สารประกอบประเภทฟีโนลิก จะมีความเข้มข้นสูงในเส้นใยและมีความเข้มข้นต ่าในดอกของเห็ดแชมปิญอง ส่งผลให้สารทุติยภูมิ
ประเภทฟีโนลิคในเส้นใยเห็ดแชมปิญองนั้นมีปริมาณที่ต ่ากว่าและมีฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระที่ต ่ากว่าดอกเห็ดแชมปิญอง ในขณะที่        
เห็ดนางรมฮังการีมีปริมาณสารฟีโนลิก และฟีนอลสูงในเส้นใยมากกว่าดอกเห็ด (Berger et al., 2022) 
 ผลการทดลองในงานวิจ ัยนี้  แสดงให้เห็นว่าที ่ความเข้มข้น 250 ไมโครกรัมต่อมิลลิล ิตรของสารสกัดเส้นใยเห็ด              
หลินจือเขากวาง สามารถเหนี่ยวน าโปรแกรมการตายของมะเร็งผิวหนังประเภทเมลาโนมาในระดับอ่อน (ภาพที่ 2) ทั้งนีผ้ลการทดลอง
สอดคล้องกับงานวิจัยก่อนหน้าที่รายงานว่าสารสกัดด้วยเมทานอล หรือ เอทานอลจากเส้นใยของเห็ดหลินจือสามารถกระตุ้นโปรแกรม
การตายของเซลล์มะเร็งชนิดต่าง ๆ ได้ โดยสารออกฤทธิ์ส าคัญ คือ กรดกาโนเดอริก (Tang et al., 2006; Zheng et al., 2018) 
เนื่องจากความเข้มข้นที่สูงขึ้นของสารสกัดเส้นใยเห็ดหลินจือเขากวางสามารถยับยั้งการเจริญเติบโตของเซลล์มะเร็งผิวหนัง A375 ได้ดี
มากขึ้น ดังนั้นมีความเป็นไปได้สูงว่าหากเพิ่มความเข้มข้นของสารสกัดเส้นใยเห็ดหลินจือเขากวางให้สูงขึ้น จะสามารถเหนี่ยวน า
โปรแกรมการตายของเซลล์มะเร็ง A375 ได้ดียิ่งข้ึน 
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 ยีน STAT1 แปลรหัสได้โปรตีน STAT1 ซึ่งมีบทบาทส าคัญในวิถีการส่งสัญญาณอินเตอร์เฟอรอน ท าหน้าที่ควบคุมการ
ตอบสนองของเซลล์ต่อการกระตุ้นของไซโตไคน์ ฮอร์โมน และอินเตอร์ลูคิน  และได้รับการรายงานว่าเป็นหนึ่งในยีนต้านมะเร็ง 
(Tumor suppressor) ในมะเร็งหลายชนิด เนื ่องจาก STAT1 สามารถกระตุ้นโปรแกรมการตายของเซลล์มะเร็งหลาย ๆ ชนิดได้ 
อย่างไรก็ตามมีการรายงานว่าโปรตีน STAT1 นั้น ส่งเสริมการเจริญเติบโตของเซลล์มะเร็งบางประเภท (Zhang and Liu, 2017)    
รายงานล่าสุด ซึ่งเป็นการเปรียบเทียบระดับของการแสดงออกของยีนระหว่าง 24 ตัวอย่างของผู้ป่วยมะเร็งผิวหนังประเภทเมลาโนมา
และ 13 ตัวอย่างของผิวหนังปกตินั้น พบว่าระดับการแสดงออกของยีน STAT1 มีค่าสูงมากอย่างมีนัยส าคัญในตัวอย่างของผู้ป่วยมะเร็ง
ผิวหนังประเภทเมลาโนมา จึงสนับสนุนสมมติฐานท่ีว่า ยีน STAT1 มีความส าคัญต่อการพัฒนาของโรคมะเร็งผิวหนังประเภทเมลาโนมา
และ อาจใช้เป็นชีวโมเลกุลเป้าหมายในการวินิจฉัยโรคมะเร็งประเภทเมลาโนมา  ทั้งนี้กลไกและบทบาทของโปรตีน STAT1 ต่อการ
พัฒนาโรคมะเร็งผิวหนังประเภทเมลาโนมายังไม่เป็นที่ทราบชัดเจน (Huang et al., 2019) ในงานวิจัยนี้พบว่าความเข้มข้นที่           
250 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตรของสารสกัดเส้นใยเห็ดหลินจือเขากวางนั้น สามารถลดระดับการแสดงออกของยีน STAT1 ถึง 5 เท่า     
ซึ่งอาจบ่งช้ีให้เห็นว่าสารสกัดเส้นใยเห็ดหลินจือเขากวางมีศักยภาพใยการต่อยอดพัฒนาเพื่อรักษาโรคมะเร็งประเภทเมลาโนมา 

 ยีน OAS1 แปลรหัสได้โปรตีน 2-5- Oligoadenylate synthetase 1 ซึ ่งมีบทบาทส าคัญของเซลล์ต่อการตอบโต้การ     
ติดเชื้อจากไวรัส รวมถึงมีหน้าที่เกี่ยวข้องกับการเจริญเติบโตและโปรแกรมการตายของเซลล์ (Schwartz et al., 2020) ส าหรับระดับ
การแสดงออกของยีน OAS1 ในตัวอย่างผู้ป่วยมะเร็งผิวหนังประเภทเมลาโนมานั้น พบว่ามีระดับที่สูงมากอย่างมีนัยส าคัญเมื่อ
เปรียบเทียบกับตัวอย่างผิวหนังปกติ (Wu et al., 2016) นอกจากน้ีมีการรายงานพบว่าระดับการแสดงออกของยีน OAS1 มีระดับที่สูง
ในผิวหนังที่บวม อักเสบ เช่น ในผู้ป่วยโรคสะเก็ดเงิน ดังนั้นจึงอาจเป็นโมเลกุลเป้าหมายส าหรับแนวทางการรักษาโรคที่เกี่ยวข้องกับ
ผิวหนังอักเสบ(Huang et al., 2022) ในงานวิจัยชิ้นนี้พบว่าสารสกัดจากเส้นใยเห็ดหลินจือเขากวางที่ความเข้มข้น 250 ไมโครกรัมต่อ
มิลลิลิตร ยังไม่สามารถลดระดับการแสดงออกของยีน OAS1 ได้ ซึ่งอาจเป็นว่าความเข้มข้นที่ใช้ศึกษายังไม่สูงมากพอ หรืออาจ       
เป็นเพราะการตายของเซลล์มะเร็งผิวหนัง A375 เป็นวิถีที่สัมพันธ์กับยีน STAT1 แต่ไม่เกี่ยวข้องกับยีน OAS1 ซึ่งวิถีและโมเลกุล
เป้าหมายของสารออกฤทธ์ิส าคัญที่พบในสารสกัดเส้นใยเห็ดหลินจือเขากวางต้องมีการศึกษาลึกซึ้งต่อไปในอนาคต 
 งานวิจัยชิ้นนี้เป็นงานวิจัยชิ้นแรกที่น าเสนอฤทธิ์ของสารสกัดเส้นใยเห็ดหลินจือเขากวางด้วยเอทานอล ซึ่งพบว่าสารสกดัเห็ด
สามารถต้านการเจริญเติบโตของเซลล์มะเร็งผิวหนังเมลาโนมา (A375) โดยที่ความเข้มข้น 250 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตรสามารถ
เหนี่ยวน าให้เกิดโปรแกรมการตายระดับอ่อน. และลดระดับการแสดงออกของยีน STAT1 ได้ดีถึง 5 เท่าในเซลล์มะเร็งผิวหนัง A375 
ดังนั้นสารสกัดเห็ดเส้นใยเห็ดหลนิจือเขากวางมีศักยภาพท่ีควรศึกษาพัฒนาต่อยอดในเชิงลึก เพื่อศึกษาสารออกฤทธ์ิส าคัญ รวมถึงกลไก
และโมเลกุลเป้าหมายต่อไป  
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