
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 

รายงานวจิยัฉบบัสมบรูณ์ 
 

โครงการ การนําสง่ยาตา้นมะเรง็รว่มกบัสารยบัยัง้ NF-B 
แนวทางใหมเ่พือ่เพิม่ประสทิธภิาพการรกัษามะเรง็ดว้ยเคมี

บาํบดั 
 
 
 

โดย ดร.มนตร ีจาตุรนัตภ์ญิโญ 
 
 
 
 

มถุินายน พ.ศ. 2556 
 



สญัญาเลขที ่MRG5480077 
 
 

รายงานวจิยัฉบบัสมบรูณ์ 
 
 

โครงการ การนําสง่ยาตา้นมะเรง็รว่มกบัสารยบัยัง้ NF-B 
แนวทางใหมเ่พือ่เพิม่ประสทิธภิาพการรกัษามะเรง็ดว้ยเคมี

บาํบดั 
 
 

ผูว้จิยั   สงักดั 
ดร.มนตร ีจาตุรนัตภ์ญิโญ 

คณะเภสชัศาสตร ์มหาวทิยาลยัมหดิล 
 
 
 

      สนบัสนุนโดยสาํนกังานกองทนุสนบัสนุนการวจิยั 
 
 
 

(ความเหน็ในรายงานนี้เป็นของผูว้จิยั  
สกว. ไมจ่าํเป็นตอ้งเหน็ดว้ยเสมอไป)



i 
 

Abstract  
 
Project Code : MRG5480077 

Project Title : Co-delivery of anticancer drug and NF-B inhibitor : A novel strategy to  improve 
chemotherapeutic effect for cancer treatment 

Investigator :  Dr.Montree Jaturanpinyo       Faculty of Pharmacy, Mahidol University 

E-mail Address : montree.jat@mahidol.ac.th 

Project Period : June 15, 2011 – June 14, 2013 

NF-B is a key signaling pathway in human cancer. Combining a NF-B inhibitor and 
an anticancer drug is an attractive approach for cancer treatment. However, separating the 
administration of the anticancer drug and NF-B inhibitor is uncontrollable in terms of drug 
distribution and quantity towards the specific site of action. Therefore, co-delivery of these 
compounds in a particulate carrier system constructed with the identical composition would 
overcome this obstruction. This study thus aimed to develop liposomes for co-delivery of doxorubicin 
(DOX) and BAY11-7085 (BAY), an NF-B inhibitor. Their physicochemical characteristics were 
investigated in terms of entrapment efficiency, size, zeta potential, and stability. Liposomes 
entrapping BAY were prepared with various lipid compositions and drug-to-lipid ratios by using either 
the thin film (TF) or reverse phase evaporation (REV) method, and subsequently reduced in size by 
extrusion through a 200 nm membrane. The results demonstrated that the entrapment efficiency of 
BAY in liposomes prepared by TF was higher than those prepared by REV. Inclusion of cholesterol, 
reduction of drug-to-lipid ratio, and saturation of lipid chains were found to decrease drug 
entrapment. The highest entrapment at 60% was achieved in liposomes prepared by TF and 
constructed with SPC (Phospholipon 90G) at the drug-to-lipid ratio of 1:20. The obtained liposomes 
were neutral with diameters of 170 nm. This formulation was further loaded with DOX using the pH 
gradient technique, yielding ultimate co-entrapment efficiency for DOX and BAY at 90% and 40%, 
respectively. Subsequently, the evaluation of the cytotoxic effect in cancer cell lines, including SK-
Hep-1, HepG2 and A549, of the developed formulation was carried out by using an MTT assay. The 
results revealed that BAY exhibited the strongest inhibitory effect on the cell viability of SK-Hep-1 
due to its high level of basal NF-B. The combination of the two compounds was found to enhance 
the cytotoxic effect toward SK-Hep-1. Liposomal formulations entrapping BAY or DOX either 
administered alone or in a co-delivery manner exhibited similar tendency to free drugs with 
comparable or more improved efficacy. Consequently, the most potent cytotoxic effect was 
obsereved in SK-Hep-1 cells treated with liposomes co-delivering BAY and DOX. In conclusion, 
these results clearly demonstrate that liposomes co-entrapping BAY and DOX can be successfully 
prepared. The treatment of model cancer cells with liposomes co-delivering BAY and DOX suggests 
the feasibility to use them as a novel approach to improve the chemotherapeutic effect. 
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NF-B เป็นกลไกสาํคญัเกีย่วกบัเกดิมะเรง็ในมนุษย ์ ดงันัน้การใชส้ารยบัยัง้ NF-B รว่มกบั
ยาตา้นมะเรง็ชนิดอื่นๆ จงึเป็นแนวทางการรกัษามะเรง็ทีน่่าสนใจ อยา่งไรกต็ามการบรหิารยาตา้นมะเรง็แยก
กบัสารยบัยัง้ NF-kB นัน้ ควบคุมไดย้ากทัง้ในเรือ่งของการกระจายยาในรา่งกายทีแ่ตกต่างกนั และปรมิาณ
ของยาแต่ละชนิดทีไ่ปสูบ่รเิวณเป้าหมายทีต่อ้งการรกัษา การบรหิารยารว่มกนัในระบบอนุภาคทีใ่ชเ้ป็นตวัพา
ในการนําสง่ยาน่าจะเป็นทางออกในการเอาชนะอุปสรรคเหล่าน้ีได ้ การศกึษาน้ีมวีตัถุประสงคใ์นการพฒันาไล

โปโซมในการนําสง่ doxorubicin (DOX) รว่มกบั BAY11-7085 (BAY) ซึง่เป็นสารยบัยัง้ NF-B ลกัษณะทาง
กายภาพและเคมขีองไลโปโซมถกูตรวจสอบในดา้นประสทิธภิาพในการกกัเกบ็ยา, ขนาดอนุภาค, ศกัยซ์ตีา 
และความคงตวัของอนุภาค ไลโปโซมทีใ่ชเ้กบ็กกั BAY ถกูเตรยีมขึน้โดยศกึษาถงึหลายปัจจยัทีเ่กีย่วขอ้งทัง้
สว่นประกอบของไขมนัทีใ่ช ้ สดัสว่นของปรมิาณยาต่อไขมนั โดยใชว้ธิกีารเตรยีมคอื thin film (TF) หรอื 
reverse phase evaporation (REV) และลดขนาดดว้ย extrusion ผา่นแผน่กรองขนาด 200 นาโนเมตร จาก
ผลการทดลองพบวา่การเตรยีมไลโปโซมดว้ยวธิ ี TF มปีระสทิธภิาพในการกกัเกบ็ BAY ในไลโปโซมมากกวา่
วธิ ีREV ตาํรบัทีใ่ชโ้คเลสเตอรอลเป็นสว่นประกอบ การลดสดัสว่นปรมิาณยาต่อไขมนั และการใชไ้ขมนัอิม่ตวั
เป็นสว่นประกอบในการเตรยีมลว้นเป็นปัจจยัลดประสทิธภิาพการกกัเกบ็ยาในไลโปโซม จากการเตรยีมไลโป
โซมดว้ยไขมนัไมอ่ิม่ตวั SPC (Phospholipon 90G) ทีส่ดัสว่นยาต่อไขมนั 1:20 ดว้ยวธิ ี TF ใหไ้ลโปโซมทีม่ี
ประสทิธภิาพการกกัเกบ็ยาสงูสดุคอื 60% ไลโปโซมทีไ่ดเ้ป็นกลาง มเีสน้ผา่นศนูยก์ลาง 170 นาโนเมตร เมือ่
นําตาํรบัน้ีมาใชใ้นการเกบ็กกั DOX ดว้ยวธิ ี pH gradient พบวา่ระดบัยาทัง้สองชนิดทีส่ามารถเกบ็กกัรว่มกนั
ไดข้อง DOX และ BAY คอื 90% และ 40% ตามลาํดบั จากนัน้ไลโปโซมทีเ่ตรยีมไดถ้กูนํามาศกึษาถงึความ
เป็นพษิต่อเซลลม์ะเรง็ 3 ชนิด คอื SK-Hep-1, HepG2 และ A549 ดว้ยวธิ ีMTT พบวา่ BAY มปีระสทิธภิาพ

สงูสดุในการยบัยัง้การรอดชวีติของ SK-Hep-1 เน่ืองจากลกัษณะของ SK-Hep-1 ทีม่รีะดบั NF-B พืน้ฐานสงู 
การใหย้ารว่มกนัพบวา่เสรมิประสทิธภิาพความเป็นพษิต่อเซลล ์SK-Hep-1 ไลโปโซมเกบ็กกั BAY และ DOX 
ทัง้ในรปูแบบเดีย่ว และแบบบรหิารยารว่มกนัทัง้สองชนิดใหผ้ลการยบัยัง้เซลลม์ะเรง็ทีม่แีนวโน้มเหมอืนกบั
การบรหิารยาทีไ่มไ่ดถ้กูเกบ็กกัในไลโปโซม ดว้ยประสทิธภิาพทีเ่ทา่เทยีมหรอืมากกวา่ โดยการบรหิารไลโป
โซมทีเ่กบ็กกั BAY และ DOX รว่มกนัมคีวามเป็นพษิต่อเซลล ์ SK-Hep-1 มากทีส่ดุ ผลทีไ่ดจ้ากการศกึษาน้ี
แสดงใหเ้หน็ไดช้ดัเจนวา่ การเกบ็กกั BAY และ DOX รว่มกนัในไลโปโซม สามารถเตรยีมขึน้ได ้ และการ
รกัษาเซลลม์ะเรง็ดว้ยการบรหิารไลโปโซมทีเ่กบ็กกั BAY รว่มกบัไลโปโซมทีเ่กบ็กกั DOX มคีวามเป็นไปไดท้ี่
จะใชเ้ป็นแนวทางใหมใ่นการเพิม่ประสทิธภิาพใหแ้ก่การรกัษาดว้ยเคมบีาํบดั 

คาํหลกั:  สารยบัยัง้ NF-B, BAY 11-7085, Doxorubicin, ไลโปโซม, การนําสง่รว่ม 
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Executive summary 
 
 มะเรง็เป็นโรคในอนัดบัตน้ทีค่รา่ชวีติของประชากรทัว่โลก รวมถงึประเทศไทย แมว้า่
อตัราการตายจากโรคมะเรง็ในปัจจุบนัจะมแีนวโน้มทีล่ดลง เน่ืองจากเทคโนโลยทีางการแพทยใ์นการ
รกัษา และการพฒันายาใหมท่ีม่ปีระสทิธภิาพมากขึน้ แต่การรกัษาโรคมะเรง็โดยเคมบีาํบดัยงัมปัีญหา 
และอุปสรรคมาก เชน่ ความเป็นพษิของยาตา้นมะเรง็ต่อระบบรา่งกาย และการดือ้ของเซลลม์ะเรง็ต่อ
ยาทีใ่ชร้กัษา จากรายงานการศกึษาวจิยัพบวา่ในเซลลม์ะเรง็หลายชนิดมกีารระดบัทาํงานของ NF-B 
signaling pathway ทีผ่ดิปกต ิการทาํงานของ NF-B มผีลต่อคุณสมบตัทิีส่าํคญัของเซลลม์ะเรง็โดย
การกระตุน้ใหเ้กดิการถอดรหสัพนัธุกรรมทีเ่กีย่วขอ้งกบั ความสามารถในการเพิม่จาํนวน 
(Proliferation) การเปลีย่นแปลงกลไก apoptosis การรุกรานเขา้ไปยงัเน้ือเยือ่ขา้งเคยีง และการ
แพรก่ระจายของเซลลไ์ปยงับรเิวณอื่น และการสรา้งเสน้เลอืดใหมบ่รเิวณทีเ่กดิโรค (angiogenesis) 
อกีทัง้ NF-B ยงัเป็นกลไกทีส่าํคญัต่อการดือ้ของเซลลม์ะเรง็ต่อยาตา้นมะเรง็ทีใ่ชร้กัษา โดยเฉพาะยา
ตา้นมะเรง็ในกลุม่ Vinca alkaloids และ topoisomerase inhibitors เชน่ Vincristin Vinblastin SN38 
และ Doxorubicin เน่ืองจากยาตา้นมะเรง็เหลา่น้ีจะกระตุน้ใหเ้กดิการทาํงานของ NF-B สง่ผลใหเ้กดิ
การถอดรหสัของพนัธุกรรมทีเ่พิม่ความสามารถในการอยูร่อดของเซลลม์ะเรง็ และทนต่อยาตา้นมะเรง็
ทีใ่หไ้ด ้ การยบัยัง้การทาํงานของ NF-B ดว้ย NF-B inhibitor รว่มกบัการใหย้าตา้นมะเรง็พบวา่ 
สง่ผลใหเ้ซลลม์ะเรง็ตอบสนองต่อยาตา้นมะเรง็ไดด้ขี ึน้ ทาํใหส้ามารถลดขนาด และลดผลขา้งเคยีงจาก
การใชย้าได ้ ซึง่แนวทางการรกัษาน้ีเป็นเป้าหมายใหมท่ีน่่าสนใจในการพฒันาการรกัษาโรคมะเรง็ให้
เกดิประสทิธผิล และเป็นประโยชน์ต่อผูป่้วยได ้อยา่งไรกต็ามการนํา NF-B inhibitor มาใชร้ว่มกบัยา
ตา้นมะเรง็นัน้ อาจจาํเป็นตอ้งพจิารณาถงึความเป็นพษิ และผลต่อเซลลป์กตอิื่นซึง่อาศยัการทาํงาน
ของ NF-B signaling pathway ในกลไกการทาํงานต่าง ๆ เชน่กนั การใหย้าตา้นมะเรง็รว่มกบั NF-
B inhibitors เขา้สูร่ะบบรา่งกายแยกจากกนันัน้ ยาแต่ละชนิดมเีภสชัจลนศาสตรท์ีแ่ตกต่างกนั ทาํให้
ไมส่ามารถควบคุมการกระจายตวั และปรมิาณยาทัง้สองชนิดในเซลลเ์ป้าหมายไดใ้นระดบัทีต่อ้งการได ้
ดงันัน้อาจสง่ผลใหเ้กดิความเป็นพษิต่อเซลลป์กตอิื่น รวมถงึผลการรกัษาทีไ่มม่ปีระสทิธผิล 
 ในงานวจิยัน้ีจงึมุง่เน้นในการศกึษา และพฒันาระบบนําสง่ยาทีส่ามารถนําสง่ยาตา้น
มะเรง็ และ NF-B inhibitor รว่มกนัเพือ่ใหไ้ปสูเ่ป้าหมายทีก่าํหนด โดยสามารถควบคุมไดท้ัง้
ความจาํเพาะต่อเป้าหมาย และปรมิาณของสารทีส่ง่รว่มกนัได ้ ซึง่จากการสบืคน้ยงัไมพ่บรายงานการ
วจิยัในการศกึษาเรือ่งดงักลา่ว ในการศกึษาน้ีใชไ้ลโปโซมซึง่เป็นระบบนําสง่ยาทีเ่ป็นทีย่อมรบั และใช้
ในการแพทยปั์จจุบนั เป็นตวัพาเพือ่นําสง่ยา Doxorubicin ซึง่เป็นยามะเรง็ตน้แบบ เน่ืองจากเป็นยา
ตา้นมะเรง็ทีใ่ชอ้ยา่งแพรห่ลาย รว่มกบั NF-B inhibitor คอื BAY 11-7085 เป็นตน้แบบ โดยอา้งองิ
จากผลการศกึษาในเซลลม์ะเรง็เพาะเลีย้งเบือ้งตน้ ซึง่ใหผ้ลการฆา่เซลลม์ะเรง็รว่มกบั DOX ไดด้ ี
จากนัน้นําระบบนําสง่ยาทีเ่ตรยีมไดม้าทาํการศกึษาประสทิธภิาพในการฆา่เซลลม์ะเรง็ชนิดต่าง ๆ ใน
หลอดทดลอง ซึง่ผลสมัฤทธิ ์ และองคค์วามรูท้ีไ่ด ้ ทางผูว้จิยัคาดหวงัวา่จะเป็นประโยชน์ในการพฒันา
ตน้แบบวธิกีารรกัษาโรคมะเรง็แบบใหม ่ซึง่สามารถลดผลขา้งเคยีง และความเป็นพษิของยาตา้นมะเรง็ 
อกีทัง้เสรมิฤทธิ ์ และเพิม่ประสทิธภิาพในการรกัษาไดม้ากยิง่ขึน้ ซึง่จะเป็นประโยชน์ต่อผูป่้วยดว้ย
โรคมะเรง็จาํนวนมากต่อไป 
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Introduction 
 
 ระหวา่งการเปลีย่นแปลงจากเซลลป์กตไิปเป็นเซลลม์ะเรง็นัน้ มกีารเปลีย่นแปลง
คุณสมบตัหิลายประการภายในเซลล ์ เชน่ ความสามารถในการเพิม่จาํนวน (proliferation) โดย
การเปลีย่นแปลงกลไก apoptosis การรกุรานเขา้ไปยงัเน้ือเยือ่ขา้งเคยีง และการแพรก่ระจาย
ของเซลลไ์ปยงับรเิวณอื่น นอกจากน้ีเซลลม์ะเรง็ยงักระตุน้ใหเ้กดิการสรา้งเสน้เลอืดใหมบ่รเิวณ
ทีเ่กดิโรค เน่ืองจากเซลลม์ะเรง็ตอ้งการสารอาหารในการเจรญิเตบิโตมากกวา่เซลลป์กต ิ
คุณสมบตัทิีเ่ปลีย่นแปลงไปจากเซลลป์กตน้ีิเกดิจากการเปลีย่นแปลงของ cell signaling 
pathways ซึง่ควบคุมวงจรชวีติของเซลล ์ โดยหน่ึงใน pathways ทีใ่นปัจจุบนัมคีวามสาํคญัต่อ
การเกดิโรคคอื NF-B (1) 
 
 1.1 NF-B signaling pathways (2) 
 NF-kB เป็น transcription factor ประกอบขึน้จากกลุ่มของโปรตนี 5 กลุ่ม คอื p65 
(RelA), RelB, c-Rel, p50/p105 (NF-B1) และ p52/p100 (NF-B2) โดยกลุ่ม NF-B 
โปรตนี มคีุณสมบตัโิครงสรา้งโดยรวมทีเ่กดิจากการเรยีงตวัของ amino acids จาํนวน 300 ตวั 
เรยีกวา่ Rel homology domain (RHD) ซึง่เป็นสว่นทีม่หีน้าทีส่าํคญัในการเกดิ DNA binding 
การเกดิ dimers และการเกดิปฏสิมัพนัธก์บัตวัยบัยัง้ทีเ่รยีกวา่ IB inhibitory protein ซึง่ในการ
กระตุน้ให ้ NF-B โปรตนีทาํงานนัน้ขึน้อยูก่บัการทาํใหเ้กดิ phosphorylation ของ IB 
inhibitory proteins (IB และ p100) ผา่นทาง IB kinase (IKK) complex การกระตุน้การ
ทาํงานของ NF-B สามารถเกดิขึน้ได ้2 ทาง (รปูที ่1.1) ทางแรกคอื classical หรอื canonical 
NF-B activation pathway ซึง่เกีย่วขอ้งกบั RelA-p50 dimers โดยในขณะทีไ่มม่กีารกระตุน้
นัน้ จะถูกแยกอยูภ่ายใน cytoplasm โดยทาํปฏสิมัพนัธก์บัตวัยบัยัง้ IB protein เมือ่มกีาร
กระตุน้จากตวักระตุน้ซึง่มอียูห่ลายชนิดเชน่ tumor necrosis factor  (TNF), interleukin 1 
(IL-1), ไวรสั, genotoxic agents หรอื การฉายรงัส ี IB จะเกดิการ phosphorylate ดว้ย IB 
kinase (IKK) สง่ผลใหเ้กดิการ ubiquitylation และ degradation ผา่นทาง proteosome 
pathway ซึง่ RelA-p50 จะถูกปลดปล่อยออกมา และเคลื่อนยา้ยเขา้สูนิ่วเคลยีสของเซลล ์ และ
กระตุน้ใหเ้กดิการถอดรหสัของพนัธุกรรมทีเ่กีย่วขอ้งต่าง ๆ โดยหน้าทีห่ลกัของ canonical 
pathway เกีย่วขอ้งกนัการตอบสนองของ innate immunity กระบวนการอกัเสบ (inflammation) 
และการยบัยัง้การเกดิ apoptosis 
 NF-B สามารถถูกกระตุน้ไดอ้กีทางหน่ึงทีเ่รยีกวา่ alternative หรอื non-canonical 
NF-B signaling pathway โดยตวักระตุน้ทีเ่ฉพาะกวา่ pathway แรก โดยตวักระตุน้ของ non-
canonical pathway น้ีคอื TNF superfamily, lymphotoxin  และ CD40 ligand การกระตุน้ 
pathway น้ีเกีย่วขอ้งกบั NF-B -inducing kinase (NIK) ซึง่จะไปทาํให ้IKK ทาํงาน และเกดิ
การ phosphorylation ของ p100 ซึง่เป็นตวัยบัยัง้ของ RelB สง่ผลใหเ้กดิการสรา้ง p52-RelB 
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dimer ซึง่จะเคลื่อนยา้ยเขา้สูนิ่วเคลยีส และกระตุน้ใหเ้กดิการถอดรหสัพนัธุกรรมทีจ่าํเป็นตอ้ง 
adaptive immunity และการพฒันาของ secondary lymphoid organ ต่าง ๆ  
 
 

 
 รปูท่ี 1.1 NF-B signaling pathway (ดดัแปลงจาก (3)) 
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 1.2 NF-B in cancers 
 NF-B มผีลต่อคุณสมบตัทิีส่าํคญัของเซลลม์ะเรง็ผา่นการกระตุน้ใหเ้กดิการถอดรหสั
พนัธุกรรมทีเ่กีย่วขอ้งกบั ความสามารถในการเพิม่จาํนวน (proliferation) การเปลีย่นแปลง
กลไก apoptosis การรกุรานเขา้ไปยงัเน้ือเยือ่ขา้งเคยีง และการแพรก่ระจายของเซลลไ์ปยงั
บรเิวณอื่น และการสรา้งเสน้เลอืดใหมบ่รเิวณทีเ่กดิโรค (angiogenesis) (1) จากการศกึษาใน
มะเรง็หลายชนิดทัง้แบบ solid tumours และ haematological malignancies ดงัแสดงในตาราง
ที ่1.1 พบวา่ NF-B มรีะดบัการทาํงานอยา่งผดิปกต ิ 
 
ตารางท่ี 1.1 โรคมะเรง็ทีเ่กีย่วขอ้งกบั NF-B signaling pathway (3) 

Haematological malignancies Solid tumours 
- Multiple myeloma 
- Mantle cell lymphoma 
- Hodgkin’s lymphoma 
- MALT lymphoma 
- Diffuse large B-cell lymphoma 
- myeodysplastic syndrome 
- Adult T-cell leukemia (HTLV-1) 
- Acute lymphocytic leukemia 
- Chronic lymphocytic leukemia 
- Chronic myeloid leukemia 

-Breast cancer  -Ovarian cancer 
- Cervical cancer - Melanoma 
- Prostrate cancer - Cylindroma 
- Renal cancer  - Squamous cell carcinoma 
- Lung cancer  - Oral carcinoma 
- Colon cancer  - Endometrial carcinoma 
- Liver cancer  - Retinoblastoma 
- Pancreatic cancer -Astrocytoma/Glioblastoma 
- Oesophageal cancer 
-  Gastric cancer 

 
 ตวัอยา่งเชน่ Familial cylindromatosis ซึง่เป็นมะเรง็ชนิดเน้ืองอกทีไ่มร่า้ยแรงพบวา่
เกดิขึน้จากการหยดุการทาํงานของ CYLD gene ซึง่เป็นตวัควบคุมการทาํงานของ NF-B ทาํ
ใหร้ะดบัการทาํงานของ NF-B เพิม่ขึน้ (4) ใน Diffuse large B cell lymphoma (DLBCL) ซึง่
เป็นมะเรง็ชนิด non-Hodgkin's lymphoma พบวา่เมือ่มกีารทาํงานทีผ่ดิปกตขิอง CARD11 
gene ซึง่จาํเป็นสาํหรบัการทาํงานของ B-cell เมือ่ถูกกระตุน้ดว้ย antigen จะทาํใหร้ะดบัการ
ทาํงานของ NF-B เพิม่ขึน้สง่ผลใหเ้กดิการเปลีย่นแปลงกลไกการอยูร่อดของ B-cell ทาํใหเ้กดิ
การพฒันาไปเป็น B-cell ทีผ่ดิปกต ิ (5) ในการศกึษาในหนูทดลองพบวา่มกีารเชือ่มโยงระหวา่ง
การทาํงานของ NF-B และ การเกดิและการพฒันาของเซลลม์ะเรง็ จากการทดลองใน Mdr2-
knockout mice ซึง่เป็นโมเดลหนูทดลองทีส่ามารถเกดิการพฒันาสภาวะการอกัเสบทีเ่รยีกวา่ 
cholestatic hepatitis ซึง่ต่อมาสามารถพฒันาเป็น hepatocellular carcinoma ได ้ พบวา่การ
พฒันาเป็นเซลลม์ะเรง็น้ีเกีย่วขอ้งกบั NF-B (6) นอกจากน้ีในโมเดลหนูทดลองทีเ่กดิ colitis-
associated colon cancer นัน้เมือ่ทาํการหยดุการทาํงานของ IKK พบวา่สามารถลดการเกดิ
การพฒันาของเซลลม์ะเรง็ได ้(7) 
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 1.3 NF-B and cancer therapies 
 การเปลีย่นแปลงกลไก apoptosis ในเซลลม์ะเรง็มคีวามเชื่อมโยงกบัการทาํงานของ 
antiapoptosis factors เชน่ Bcl-2 หรอื Bcl-xL หรอืการหยดุการทาํงานของ proapoptosis 
factors เชน่ Foxo3a หรอื p53 ซึง่การทาํงานของ NF-B พบวา่เกีย่วขอ้งโดยตรงกบักลไก
เหล่าน้ี ตวัอยา่งเชน่ Bcl-2 และ Bcl-xL สามารถถูกกระตุน้ใหเ้กดิการแสดงออกโดย NF-B ใน
มะเรง็หลายชนิด (8-10) นอกจากน้ีในการทดลองในเซลลม์ะเรง็เตา้นมพบวา่การเพิม่การทาํงาน
ของ IKK สามารถลดการเกดิ apoptosis ไดโ้ดยการเกดิกลไก phosphorylation และการ
เสือ่มสลายของ Foxo3a (11) จากรายงานการวจิยัพบประเดน็ทีน่่าสนใจวา่การรกัษาดว้ยวธิทีาง
เคม ี และฉายรงัส ี ซึง่อาศยักลไกหลกัในการชกันําใหเ้ซลลม์ะเรง็เกดิ apoptosis นัน้กระตุน้ให ้
NF-B ทาํงานมากขึน้ ซึง่เมือ่รวมกบัระดบัทาํงานของ NF-B ในเซลลม์ะเรง็ทีผ่ดิปกตอิยูแ่ลว้ 
สง่ผลใหเ้กดิการยบัยัง้กลไก apoptosis และทาํใหเ้ซลลม์ะเรง็ดือ้ต่อยาทีใ่ชร้กัษา เมือ่
ทาํการศกึษาโดยยบัยัง้การทาํงานของ NF-B ในเซลลม์ะเรง็พบวา่สามารถทาํใหเ้ซลลม์ะเรง็
ตอบสนองต่อการรกัษาไดด้ขีึน้ (3, 12) 
 ปัจจุบนัไดม้กีารพฒันายาตา้นมะเรง็ทีม่ปีระสทิธภิาพในการรกัษา แต่พบวา่ยาตา้น
มะเรง็หลายชนิด มผีลในการกระตุน้การทาํงานของ NF-B ดว้ยกลไกต่าง ๆ กนั โดยเฉพาะยา
ในกลุ่ม vinca alkaloids และ topoisomerase inhibitors เชน่ vincristin vinblastin SN38 และ 
Doxorubicin เป็นตน้ ตวัอยา่งเชน่ Doxorubicin ซึง่เป็นยาตา้นมะเรง็ในกลุ่ม topoisomerase II 
inhibitor ทีใ่ชก้นัอยา่งแพรห่ลาย และถกูพฒันาใหอ้ยูใ่นระบบนําสง่ยา liposome เพือ่ลดความ
เป็นพษิลงนัน้ จากผลการทดลองในเซลลม์ะเรง็หลายชนิด เชน่ human lung adenocarcinoma, 
HeLa cells และ multiple myeloma cells พบวา่ Doxorubicin มสีว่นสง่เสรมิใหเ้กดิ 
proliferation และเพิม่อตัราการอยูร่อดของเซลลม์ะเรง็ผา่นทางการกระตุน้ให ้ NF-B pathway 
ทาํงาน (13-15) นอกจากน้ีจากรายงานในผูป่้วยโรคมะเรง็เตา้นมพบวา่ผูป่้วยทีม่รีะดบัการ
ทาํงานของ NF-B ทีส่งู จะดือ้ต่อการรกัษาดว้ย Doxorubicin มากกวา่ผูป่้วยทีม่รีะดบัการ
ทาํงานของ NF-B ปกต ิ (16) จากการศกึษาวจิยัพบวา่ doxorubincin ทีอ่อกฤทธิโ์ดยทาํให ้
DNA ของเซลลเ์ป้าหมายเสยีหาย จะกระตุน้ให ้NF-B ทาํงานโดยผา่นทาง IKK complex ทาํ
ใหเ้กดิ phosphorylation และ degradation ของ IB (14, 17-19) ยาตา้นมะเรง็ในกลุม่ 
microtubule-disrupting agents เชน่ pacitaxel กม็ผีลในการกระตุน้การทาํงานของ NF-B 
เชน่กนั ซึง่ในทดลองใน solid tumours พบวา่ยาจะทาํใหเ้กดิการ down-regulate ของ IB  
สง่ผลใหเ้พิม่การทาํงานของ NF-B (20) และจากการทดลองใน MIA-PaCa-2 human 
pancreatic cancer cell line พบวา่ pacitaxel กระตุน้ใหม้กีารแสดงออกของ antiapoptosis 
factors, Bcl-2 ซึง่ถูกควบคุมโดย NF-B (21) cisplatin ซึง่เป็นยาตา้นมะเรง็ในกลุ่ม platinum 
compounds เป็นยาอกีชนิดหน่ึงทีพ่บวา่กระตุน้การทาํงานของ NF-B สง่ผลใหเ้ซลลม์ะเรง็ดือ้
ต่อการรกัษา (22, 23) ซึง่ยาตา้นมะเรง็ทีม่ผีลในการกระตุน้การทาํงานของ NF-B โดยกลไก
ต่าง ๆ ไดแ้สดงไวใ้นตารางที ่1.2 
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ตารางท่ี 1.2 ยาตา้นมะเรง็ทีม่ฤีทธิใ์นการกระตุน้การทาํงานของ NF-B (24) 
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 1.4 NF-B inhibitor in cancer therapies 
 จากหลกัฐานงานวจิยัมากมายทีแ่สดงใหเ้หน็ถงึบทบาททีส่าํคญัของ NF-B pathway 
ทีเ่กีย่วเน่ืองกบัเซลลม์ะเรง็ในการพฒันา และอยูร่อด รวมถงึกลไกทีท่าํใหเ้ซลลม์ะเรง็ดือ้ต่อการ
รกัษานัน้ การพฒันาสาร NF-B inhibitor จงึเป็นเป้าหมายใหมท่ีน่่าสนใจในการพฒันาเพือ่เป็น
แนวทางในการรกัษาโรคมะเรง็ใหเ้กดิประสทิธผิล อยา่งไรกต็ามการยบัยัง้การทาํงานของ NF-
B อยา่งเดยีวไมเ่พยีงพอทีจ่ะใหผ้ลการรกัษาทีม่ปีระสทิธภิาพ ดงันัน้การศกึษาทีผ่า่นมาจาํนวน
มากจงึมุง่ใหค้วามสาํคญัในการใช ้ NF-B inhibitor รว่มกบัการรกัษาดว้ยการใชย้าตา้นมะเรง็ 
ซึง่มเีหตุผลอยูบ่นพืน้ฐานทีว่า่ ในเซลลม์ะเรง็มกัมกีารระดบัการทาํงานของ NF-B ผดิปกต ิอกี
ทัง้ยาตา้นมะเรง็หลายชนิดกระตุน้ใหเ้กดิการทาํงานของ NF-B เพิม่ขึน้ สง่ผลใหเ้ซลลม์ะเรง็
สามารถอยูร่อด และดือ้ต่อการรกัษาดว้ยยาตา้นมะเรง็ ดงันัน้การให ้NF-B inhibitor จงึสง่ผลดี
ทีท่าํใหเ้ซลลม์ะเรง็ตอบสนองต่อยาตา้นมะเรง็ไดด้ขีึน้ ทาํใหส้ามารถลดขนาดของยาตา้นมะเรง็ 
และลดผลขา้งเคยีงจากการใชย้าได ้(24) 
 จนถงึปัจจุบนัไดม้กีารคน้พบสารต่าง ๆ มากถงึ 700 ชนิด (25) ทีม่ฤีทธิย์บั NF-B สาร
ทีอ่อกฤทธิน้ี์มทีัง้สารธรรมชาต ิ เชน่ curcumin, caffeic acid phenethyl ester (CAPE), 
resversitol, genistein สารสงัเคราะห ์ เชน่ Bay 11-7082, Bay 11-7085, PS-341 
(Bortezomib) สารจาํพวก cell permeable peptide เชน่ SN-50 สารทีเ่ป็น gene therapy เชน่ 
IB-supper repressor และ NF-B decoy oligodeoxynucleotide (ODN) (24, 26, 27) 
โดย NF-B inhibitors เหล่าน้ีมกีลไกการออกฤทธิท์ีข่ ัน้ตอนต่าง ๆ กนัของ NF-B pathway 
เชน่ IB phosphorylation inhibitors (Bay 11-7082, Bay 11-7085), proteosome inhibitors 
(PS-341),  nuclear translocation inhibitors (SN-50) และ DNA binding inhibitors (ODN) 
โดยสารทีม่ฤีทธิอ์าจออกฤทธิย์บัยัง้ทีข่ ึน้ตอนใดของ NF-B pathway มากกวา่หน่ึงขึน้ตอน (24, 
27) 
 NF-B inhibitors ทีถู่กคน้พบเหล่าน้ีไดร้บัความสนใจ และถูกทดลองในการใชเ้ป็นยา
ตา้นมะเรง็ และใชร้ว่มกบัยาตา้นมะเรง็หลายชนิด ซึง่ NF-B inhibitors ทีอ่อกฤทธิโ์ดยการ
ยบัยัง้ IKK/IB phosphorylation เป็นสารออกฤทธิใ์นกลุม่ทีไ่ดร้บัความสนใจมากทีส่ดุ 
เน่ืองจาก IKK/IB phosphorylation เป็นกลไกหลกัทีส่าํคญั และมคีวามจาํเพาะต่อ NF-B 
signaling pathways มากกวา่ยาในกลุ่ม proteosome inhibitors ซึง่อาจออกฤทธิร์บกวนต่อการ
สรา้ง และสลายของโปรตนีทีส่าํคญัในรา่งกาย (28, 29) Bay 11-7082 และ Bay 11-7085 เป็น
ตวัอยา่ง NF-B inhibitors ทีม่ผีลยบัยัง้ต่อ IKK/IB phosphorylation ทีไ่ดร้บัความสนใจเป็น
อยา่งมาก จากรายงานการวจิยัพบวา่ Bay 11-7082 และ Bay 11-7085 สามารถชกันําใหเ้กดิ
การ apoptosis ขึน้ไดใ้นเซลลม์ะเรง็หลายชนิด เชน่ colon cancer cells (30), T-cell leukemia 
(31, 32), human B-lymphoma (33) เป็นตน้ นอกจากน้ีการใช ้ Bay 11-7082 และ Bay 11-
7085 รว่มกบัยาตา้นมะเรง็ชนิดอื่น เชน่ cisplatin (34), paclitaxel (35, 36), doxorubicin (37) 
สามารถเพิม่การตอบสนองของเซลลม์ะเรง็ต่อยาตา้นมะเรง็ไดเ้ป็นอยา่งด ี 
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 ถงึแมว้า่จากการวจิยัจาํนวนมากทีร่ายงานถงึผล และประโยชน์ของ NF-B inhibitor ที่
สามารถกระตุน้การตอบสนองต่อการรกัษาเมือ่ใหร้ว่มกบัยาตา้นมะเรง็หลายชนิดต่อเซลลม์ะเรง็
ต่าง ๆ อยา่งไรกต็ามการนํา NF-kB inhibitor มาใชร้ว่มกบัยาตา้นมะเรง็เพือ่เพิม่การตอบสนอง
ต่อการรกัษานัน้ อาจจาํเป็นตอ้งพจิารณาถงึความเป็นพษิ และผลต่อเซลลป์กตอิื่นซึง่อาศยัการ
ทาํงานของ NF-B signaling pathway ในกลไกการทาํงานต่าง ๆ เชน่กนั ซึง่ในการใหย้าตา้น
มะเรง็รว่มกบั NF-B inhibitors เขา้สูร่ะบบรา่งกายนัน้ สารแต่ละชนิดจะมกีารกระจายตวั
ภายในรา่งกายแตกต่างกนั ขึน้กบัคุณสมบตัทิางเคมฟิีสกิสข์องสารนัน้ ๆ ดงันัน้ NF-B 
inhibitors ทีใ่หเ้ขา้สูร่า่งกายอาจไมส่ามารถไปสูเ่ป้าหมายทีเ่กดิโรคพรอ้มกบัยาตา้นมะเรง็ได ้
รวมถงึปรมิาณของสารทีอ่อกฤทธิ ์ ณ บรเิวณทีเ่กดิโรคกไ็มส่ามารถควบคุมได ้ ซึง่ในการ
แกปั้ญหาดงักล่าวจาํเป็นตอ้งออกแบบระบบนําสง่ยาทีส่ามารถนําสง่ตวัยาทัง้สองรว่มกนัเพือ่ให้
ไปสูเ่ป้าหมายทีก่าํหนด โดยสามารถควบคุมไดท้ัง้ความจาํเพาะต่อเป้าหมาย และปรมิาณของ
สารทีส่ง่รว่มกนัได ้ 
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Objective 
 
 
 1. เพือ่ศกึษาพฒันากระบวนการเกบ็กกัสาร Doxorubicin และ NF-kB inhibitor 
รว่มกนัในไลโปโซม รวมถงึคุณสมบตัทิางกายภายของไลโปโซมทีเ่ตรยีมได ้
 2. เพือ่ศกึษาเปรยีบเทยีบประสทิธภิาพการฆา่เซลลม์ะเรง็ชนิดต่าง ๆ ในหลอด
ทดลองของไลโปโซมทีเ่กบ็กกัยา Doxorubicin และ NF-kB inhibitor เปรยีบเทยีบกบัยารปูแบบ
เดีย่ว 
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Materials and Methods 
 
 
3.1 สารเคมี 

3.1.1 Acetonitrile, HPLC grade (RCI Labscan, Thailand)  
3.1.2 Ammonia 25% (Sigma-Aldrich®, USA)  
3.1.3   Chloroform (RCI Labscan, Thailand) 
3.1.4 Dichloromethane (DCM) (RCI Labscan, Thailand) 
3.1.5 Formic acid (Sigma-Aldrich®, USA) 
3.1.6 Methanol, HPLC grade (RCI Labscan, Thailand) 
3.1.7 Citric acid (Ajax Finechem, New Zealand) 
3.1.8 Sodium citrate (Ajax Finechem, New Zealand) 
3.1.9 Sodium hydroxide (Ajax Finechem, New Zealand) 
3.1.10 N-hydroxyethylpiperazine-N’-2-ethane sulfonate (HEPES) (Sigma-

Aldrich®, USA)  
3.1.11 Cholesterol (CHOL) (Sigma-Aldrich®, USA) 
3.1.12 Hydrogenated Phosphatidylcholine (HPC) (Phospholipon® 90H, 

Phospholipids GmBH, Germany, Germany) 
3.1.13 Soybean Phosphatidylcholine (SPC) (Phospholipon® 90G, 

Phospholipids GmBH, Germany, Germany) 
3.1.14 BAY11-7085 (BAY) (Enzo Life Science, USA) 
3.1.15 Doxorubicin HCl (DOX) (Masu, Korea) 
3.1.16 RPMI 1640 media (GibcoTM,USA) 
3.1.17 Fetal bovine serum (FBS) (GibcoTM,USA) 
3.1.18 Phosphate Buffered Saline (PBS), pH 7.4 (10x) (GibcoTM,USA) 
3.1.19 Trypsin EDTA 10x (Sigma-Aldrich®, USA)  
3.1.20 Trypan Blue (Sigma-Aldrich®, USA)  
3.1.21 Penicillin-streptomycin (GibcoTM,USA) 
3.1.22 3-(4,5-Dimethylthaizol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide (MTT) 

(Sigma-Aldrich®, USA)  
3.1.23 Dimethyl sulfoxide (DMSO) cell culture grade (Sigma-

Aldrich®, USA)  
3.1.24 Dimethyl sulfoxide (DMSO) AR grade (RCI Labscan, Thailand) 
3.1.25 Sterile water for irrigation (SWI) (Thai Otsuka Co. Ltd., Thailand) 
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3.1.26 Sephadex G-25 medium (GE Healthcare Bio-Science, Sweden)  
3.1.27 1,1’-dioctadecyl-3,3,3’,3’-tetramethyl-indocarbocyanine perchlorate 

(DiI dye) (InvitrogenTM, USA) 
 
3.2 เครื่องมือ และอปุกรณ์ 

3.2.1 Rotary Evaporator (Eyela N-1000 series  Model A3S, Japan) 
3.2.2 Lipid Extruder (LIPEX® extruder, Northern Lipid, Canada)  
3.2.3 Polycarbonate membrane (Cyclopore® Whatman Track Etched 

Membrane 25 mm with pore size of 0.2 μm, USA) 
3.2.4 Ultracentrifuge (Beckman, Optimax XP, USA) 
3.2.5 Zetasizer (Malvern instrument Nano ZS series, UK) 
3.2.6 HPLC (Agilent Technologies 1200 Series, USA) 
3.2.7 HPLC C18 reversed column (Advanced Chromatography Technology 

ACE 5µm C18-AR 250 mm x 4.6 mm, Scotland) 
3.2.8 UV/VIS spectrophotometer (Perkin ElmerTM Lambda 35, USA) 
3.2.9 CO2 Incubator (Heraeus BB15, Germany) 
3.2.10 Multi well-plate reader (FLUOstar OPTIMA, USA) 
3.2.11 Transmission Electron Microscope (TEM) (FEI® TECNAI T20 G2, 

Netherland) 
3.2.12 Ultrasonic bath (Branson Model B-12 Branson Cleaning 

Equipment, USA) 
3.2.13 Microplate shaker (FINEPCR Model Mx2, Korea) 
3.2.14 pH meter (Mettler Toledo5 Easy, USA) 
3.2.15 Incubator (Memmert Beschikung/Loading-Modell 100-800, 

Germany)   
3.2.16 Centrifuge universal 30 RF (Hettich, Germany) 
3.2.17 IX81 motorized inverted microscope (Olympus, USA) 

 
3.3 เซลลม์ะเรง็ 

เซลลม์ะเรง็เพาะเลีย้งทีใ่ชใ้นการทดลองไดร้บัความอนุเคราะหจ์าก Laboratory of 
Biochemistry, Chulabhorn Research Institute ไดแ้ก่ 

3.3.1 SK-Hep- 1   (Hepatocellular carcinoma) 
3.3.2 HepG2  (Hepatocellular carcinoma) 
3.3.3 A549   (Lung cancer) 
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3.4 วิธีทดลอง 
3.4.1 การพฒันาวิธีการวิเคราะหเ์ชิงปริมาณของ Doxorubicin และ BAY 11-

7085 
วธิกีารวเิคราะหเ์ชงิปรมิาณของ Doxorubicin (DOX) และ BAY 11-7085 (BAY) 

สามารถทาํการวเิคราะหร์ว่มกนัไดโ้ดยใชเ้ทคนิค HPLC (Agilent 1200 series, Agilent 
Technologies, USA) ทีป่ระกอบดว้ย Photo diode array detector และ reversed phase C18 
HPLC column (250 x 4.6 mm id., 5 µm, ACE® HPLC, UK) และใช ้ mobile phase 
ประกอบดว้ย methanol 60% v/v และน้ํา 40% v/v ทีม่สีว่นผสมของ formic acid 0.1% v/v และ 
ammonia 0.1% v/v โดยใช ้flow rate ที ่ 1 mL/min อุณหภมู ิ35 C โดยตรวจวดัปรมิาณ BAY 
11-7085 และ Doxorubicin ทีค่วามยาวคลื่น 254 nm และ 480 nm ตามลาํดบั และตรวจสอบ
ความถูกตอ้งของวธิกีารวเิคราะหใ์นหวัขอ้ linearity, specificity, precision และ accuracy 

 
3.4.3 การเตรียมไลโปโซมเพ่ือกกั Doxorubincin และ BAY11-7085 ร่วมกนั 
การทดลองน้ีมุง่เน้นเพือ่ศกึษาการเกบ็กกั DOX และ BAY ในไลโปโซมทัง้แบบ

รว่มกนั และแบบยาเดีย่ว เน่ืองจากคุณสมบตัทิางเคมกีายภาพของตวัยา BAY ถูกเกบ็กกัเขา้
สูไ่ลโปโซมก่อนดว้ยวธิ ีThin film หรอื reverse phase evaporation (REV) ต่อจากนัน้ DOX จะ
ถูกเกบ็กกัเขา้สูไ่ลโปโซมดว้ยวธิ ีpH gradient ต่อไป 

 
3.4.3.1 การเตรียมไลโปโซมท่ีเกบ็กกั BAY ในรปูแบบเด่ียว 
ปัจจยัซึง่สง่ผลต่อการเกบ็กกั BAY ในไลโปโซมไดแ้ก่ วธิกีารเตรยีม ชนิด

ไขมนั อตัราสว่นยาต่อไขมนั และ คลอเลสเตอรอล (Cholesterol, CHOL) ถูกทาํการศกึษาใน
เบือ้งตน้ ซึง่ในการทดลองน้ีไดใ้ชว้ธิกีารเกบ็กกั 2 วธิไีดแ้ก่ thin film method (TF) และ reverse 
phase evaporation (REV) โดยสตูรตํารบัทีใ่ชเ้พือ่เตรยีมไลโปโซมในการเกบ็กกั BAY แสดงไว้
ในตารางที ่3.1 
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ตารางท่ี 3.1 สตูรตํารบัทีใ่ชเ้พือ่เตรยีมไลโปโซมในการเกบ็กกั BAY 

 
Sample Type 

 
Method 

 
Drug : Lipid  Mole 

ratio (mM) 

 
PC : CHOL 
Mole ratio 

SPC Thin film 1:10 10 : 0 
1:20 10 : 0 
1:20 7 : 3 

REV 1:10 10 : 0 
1:20 10 : 0 
1:20 7 : 3 

HPC Thin flim 1:20 10 : 0 
 REV 1:20 10 : 0 

 
 

1) Thin film method (TF) 
การเตรยีมไลโปโซมทีเ่กบ็กกั BAY ดว้ยวธิ ีconventional thin film method มี

ขัน้ตอนดัง น้ี  เ ริ่มต้น โดยละลายส่ วนประกอบไขมันที่ป ระกอบด้วย  phospholipids 
(Phospholipon 90G หรอื 90H, Phospholipids GmBH, Germany) และ CHOL (Sigma-
Aldrich, USA) ทีม่ปีรมิาณรวม 20 mmol รว่มกบั BAY ในตวัทาํละลายอนิทรยี ์chloroform : 
methanol (อตัราสว่น 2:1 v/v) บรรจุใน round bottom flask ขนาด 250 mL แลว้นํามาระเหย
ตวัทําละลายอนิทรยีอ์อกโดยใช ้rotary evaporator เพื่อใหเ้กดิเป็นฟิลม์บางภายใน round 
bottom flask จากนัน้เตมิ citrate buffer 300 mM pH 4.0 ปรมิาตร 2mL เขยา่จนเกดิเป็น
อนุภาคไลโปโซม โดยควบคุมอุณหภูมใิหอ้ยู่สูงกว่า phase transition temperature ของ 
phospholipids ทีใ่ช ้(Phospholipon 90G, SPC เตรยีมทีอุ่ณหภูมหิอ้ง สว่น Phospholipon 
90H, HPC เตรยีมทีอุ่ณหภูม ิ60 C) ต่อมานําไลโปโซมทีเ่ตรยีมไดม้าลดขนาดอนุภาคลงโดย
การ extrude ผา่น polycarbonate membrane รเูปิดขนาด 200 nm (Cyclopore®, Whatman, 
UK) โดยใชเ้ครือ่ง lipid extruder (Northern Lipid, Canada) ดงัแสดงในรปูที ่3.1 

 
2) Reverse-phase evaporation method (REV) 
ละลาย Phospholipids และ cholesterol ในปรมิาณ 20 mmol พรอ้มกบั BAY ใน

ตวัทาํละลายอนิทรยี ์dichloromethane 6 mL และ methanol 0.5 mL ในขวดกน้กลมขนาด 100 
mL จากนัน้เตมิ citrate buffer 300 mM pH 4.0 ปรมิาตร 2 mL ซึง่ทาํใหไ้ดอ้ตัราสว่นระหวา่ง
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วฎัภาคตวัทาํละลายอนิทรยีต่์อน้ําที ่ 3:1 และทาํการ sonicate ทีอุ่ณหภมู ิตํ่ากวา่ 10 C เป็น
เวลา 10 นาท ี นํา emulsion ทีเ่ตรยีมไดไ้ประเหยตวัทาํละลายอนิทรยีอ์อกโดยใช ้ rotary 
evaporator โดยตัง้คา่อุณหภมูทิี ่39 C และความดนั 0.07 MPa จนกระทัง่เกดิการกลบั phase 
เป็นอนุภาคไลโปโซม ทาํการบ่มทีอุ่ณหภมูสิงูกวา่ phase transition temperature ของไขมนัที่
ใชเ้ตรยีม 10 C ต่อไปเป็นเวลา 30 นาท ี ต่อมานําไลโปโซมทีเ่ตรยีมไดม้าลดขนาดอนุภาคลง
โดยการ extrude ผา่น polycarbonate membrane รเูปิดขนาด 200 nm (Cyclopore®, 
Whatman, UK) โดยใชเ้ครือ่ง lipid extruder (Northern Lipid, Canada) 

 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 

A) 

B) 

รปูท่ี 3.1  ลกัษณะและสว่นประกอบของเครือ่ง Lipex extruder  
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3.4.3.2 การเตรียมไลโปโซมท่ีเกบ็กกั Doxorubicin ในรปูแบบเด่ียว 
การเกบ็กกั DOX ในไลโปโซมทาํไดโ้ดยวธิ ี pH gradient เริม่จากการ

เตรยีมไลโปโซมเปล่า โดยทาํการละลาย phospholipids ปรมิาณ 20 mmol ในตวัทาํละลาย
อนิทรยี ์chloroform : methanol (อตัราสว่น 2:1 v/v) บรรจุใน round bottom flask ขนาด 250 
mL แลว้นํามาระเหยตวัทาํละลายอนิทรยีอ์อกโดยใช ้ rotary evaporator (Eyela, Japan)เพือ่ให้
เกดิเป็นฟิลม์บางภายใน round bottom flask จากนัน้เตมิ citrate buffer 300 mM pH 4.0 
ปรมิาตร 2 mL เขยา่จนเกดิเป็นอนุภาคไลโปโซม โดยควบคุมอุณหภมูใิหอ้ยูส่งูกวา่ phase 
transition temperature ของ phospholipids ทีใ่ช ้ ต่อมานําไลโปโซมทีเ่ตรยีมไดม้าลดขนาด
อนุภาคลงโดยการ extrude ผา่น polycarbonate membrane รเูปิดขนาด 200 nm 
(Cyclopore®, Whatman, UK) โดยใชเ้ครือ่ง lipid extruder (Northern Lipid, Canada) นําไลโป
โซมทีเ่ตรยีมไดไ้ปทาํการเปลีย่น buffer ภายนอก โดยทาํการปัน่เหวีย่งดว้ยเครือ่ง 
ultracentrifugation (Optima MAX-XP, Beckman Coulter, Germany) ที ่ 50,000 rpm 
อุณหภมู ิ 4 C เป็นเวลา 30 นาท ี กระจายตวักลบั pellet ทีไ่ดใ้น HEPES saline buffer 
solution pH 7.4 ซึง่มตีวัยา doxorubicin ละลายอยูท่ีค่วามเขม้ขน้ 1 mg/mL บ่มเพาะไลโปโซม
ทีแ่ขวนตะกอนอยูใ่นสารละลายทีอุ่ณหภมู ิ 39 C และ 65 C สาํหรบัไลโปโซมทีเ่ตรยีมจาก 
SPC และ HPC ตามลาํดบั ทุกระยะเวลาทีก่าํหนด สุม่ไลโปโซม และนําไปแยก DOX อสิระออก
โดยวธิ ีminicolumn centrifugation  

 
3.4.4 การศึกษาคณุสมบติัทางเคมีกายภาพของอนุภาคไลโปโซม 

3.4.4.1 Entrapment efficiency 
แยกสารอสิระออกจากไลโปโซมดว้ยวธิ ี minicolumn centrifugation ซึง่

เตรยีมจาก  Sephadex G-25 ทีถู่กบรรจุลงในหลอดฉีดยาขนาด 3 mL จากนัน้นําสารแขวน
ตะกอนไลโปโซม 0.5 mL ใสล่งใน column และทาํการปัน่เหวีย่งที ่2000 rpm เป็นเวลา 2 นาที่
ที ่ 25 C แรงปัน่เหวีย่งจะทาํใหอ้นุภาคไลโปโซมแยกออกจาก column ในขณะทีส่ารอสิระถูก
เกบ็กกัอยูภ่ายใน column ต่อจากนัน้ละลายไลโปโซมทีแ่ยกไดใ้นสารละลาย methanol และ ทาํ
การตรวจหาปรมิาณยาดว้ยวธิ ีHPLC ต่อไป โดยประสทิธภิาพในการเกบ็กกั (EE, entrapment 
efficiency) สามารถหาไดจ้ากสมการต่อไปน้ี 
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3.4.4.2 ขนาดและการกระจายขนาดอนุภาค 
วดัขนาดและการกระจายของขนาดอนุภาคไลโปโซมทีเ่ตรยีมได ้ โดยเทคนิค 

dynamic light scattering ทีม่มุ 173 ดว้ยเครือ่ง Zetasizer Nano ZS (Malvern Instruments, 
UK) ทีอุ่ณหภมู 25 C โดยทาํการวดั 3 ครัง้  

3.4.4.3 Zeta-potential 
วดัคา่ zeta potential ดว้ยวธิกีารเคลื่อนทีข่องอนุภาคภายใตส้นามไฟฟ้า 

โดยเครือ่ง Zetasizer Nano ZS (Malvern Instruments Ltd., UK) ทีอุ่ณหภมู ิ25 ± 0.1 C 
 

3.4.4.4 Transmission electron microscopy (TEM) 
ลกัษณะของไลโปโซมดา้น lamellarity สามารถตรวจไดด้ว้ยเทคนิค 

negative staining transmission electron microscopy ซึง่สารทีใ่ชย้อ้มไลโปโซมคอืสารละลาย 
0.5% (w/v) ของ uranyl acetate (UA) 

 
3.4.5 ความคงสภาพของไลโปโซมซ่ึงเกบ็กกั BAY และ DOX ร่วมกนั 
ความคงสภาพทางเคมกีายภาพของไลโปโซมซึง่เกบ็กกั DOX รว่มกบั BAY  ถูก

ตดิตามระหวา่งการเกบ็รกัษาตํารบัทีอุ่ณหภมู ิ4 และ 30 °C เป็นเวลา 3 เดอืน โดยความคงตวั
ทางเคมขีอง doxorubin และ BAY 11-7085 ถูกตรวจสอบดว้ยวธิ ี HPLC ตามระยะเวลาที่
กาํหนด โดยรอ้ยละปรมิาณทีเ่หลอือยูข่องสารทัง้สอง (%remaining) สามารถคาํนวณไดด้งั
สมการ 

 
3.4.5.1 ความคงสภาพทางกายภาพ 
ความคงสภาพทางกายภาพในดา้นขนาดและการกระจายขนาดอนุภาค และ 

zeta-potential ของไลโปโซมถูกตรวจสอบตามระยะเวลาทีก่าํหนด 
 
3.4.5.2 ความคงสภาพทางเคมี 
ความคงตวัทางเคมขีอง DOX และ BAY ถูกตรวจสอบดว้ยวธิ ี HPLC ตาม

ระยะเวลาทีก่าํหนด โดยรอ้ยละปรมิาณทีเ่หลอือยูข่องสารทัง้สอง (%remaining) สามารถ
คาํนวณไดด้งัสมการ 
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3.4.6 การประเมินฤทธ์ิทางชีวภาพในหลอดทดลอง 
3.4.6.1 การเพาะเลี้ยงเซลลม์ะเรง็ 
เซลลม์ะเรง็เพาะเลีย้งถูกเลีย้งในขวดชนิด T25 ทีอุ่ณภมู ิ 37 °C ภายใต้

บรรยากาศทีป่ระกอบดว้ย 5% CO2 โดยใชอ้าหารเพาะเลีย้งคอื RPMI1640 สาํหรบัเซลล ์ SK-
Hep-1 และ A549 หรอื DMEM สาํหรบัเซลล ์HepG2 ซึง่เตมิ  antibiotic-antimycotic 1% และ  
fetal bovine serum 10% โดยหลงัการเพาะเลีย้ง 3 วนั ทาํการลา้งชัน้เซลลเ์ดีย่วดว้ย 
phosphate buffered saline (PBS) เมือ่ทาํการเตมิ  trypsin-EDTA เป็นเวลา 2 min ที ่ 37°C 
เซลลจ์ะถูกแยกออกจากขวดเพาะเลีย้งลงในอาหารเลีย้งเชือ้ใหมต่ามจาํนวนเซลลท์ีก่าํหนด 

 
3.4.6.2 MTT assay 
ฤทธิใ์นการฆา่เซลลม์ะเรง็ของ DOX และ BAY ทีเ่กบ็กกัในไลโปโซม

สามารถตรวจสอบไดด้ว้ยวธิ ีMTT หลงัจากเพาะเลีย้งเซลลม์ะเรง็จาํนวน 104 cells/well ใน 96-
well plates เป็นเวลา 24 ชัว่โมง เซลลจ์ะถูกทาํการบ่มเพาะกบัตาํรบัยาทีก่าํหนดเป็นเวลา 72 
ชัว่โมง ประเมนิจาํนวนเซลลท์ีร่อดชวีติหลงัจากเตมิสาร MTT เป็นเวลา 3 ชัว่โมง โดย
เปรยีบเทยีบคา่ OD ที ่550 nm กบัเซลลท์ีไ่มไ่ดร้บัยา 

 
3.4.7 สถิติ 

ผลการทดลองแสดงในรปูคา่เฉลีย่  คา่เบีย่งเบนมาตรฐาน (SD) ความแตกต่าง
ทางสถติขิองขอ้มลูถูกตรวจสอบดว้ยวธิ ี One-way ANOVA with Tukey test’s multiple 
comparisons คา่ p-value น้อยกวา่ 0.05 (p < 0.05) แสดงถงึความแตกต่างอยา่งมนียัสาํคญั
ทางสถติ ิ
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Results and Discussion 
 
 
การพฒันาวิธีวิเคราะหเ์ชิงปริมาณของ DOX และ BAY 

ก่อนการพฒันาตํารบัจาํเป็นตอ้งพฒันาวธิกีารวเิคราะหเ์ชงิปรมิาณของยา เพือ่เป็น
ประโยชน์ต่อไปในการควบคุมคุณภาพของตํารบัทีไ่ดท้ัง้ดา้น ปรมิาณ ความคงตวั การ
ปลดปล่อยยา เป็นตน้ ในการศกึษาครัง้น้ีไดท้าํการพฒันาวธิวีเิคราะหเ์ชงิปรมิาณของ DOX ซึง่
เป็นตวัยาสาํคญัในการตา้นมะเรง็ และ BAY ซึง่เป็นสารยบัยัง้ NF-kB ทีม่ฤีทธิต์า้นมะเรง็รว่ม 
การคดัเลอืก BAY มาทาํการศกึษา เน่ืองมาจากผลการทดลองก่อนเบือ้งตน้ทีแ่สดงใหเ้หน็วา่การ
ใหย้า DOX รว่มกบั BAY มแีนวโน้มเสรมิฤทธิใ์นการตา้นมะเรง็ไดเ้ป็นอยา่งด ี ในเซลลม์ะเรง็
เพาะเลีย้ง 

รปูที ่4.1 และ 4.2 แสดง UV-VIS absorption profiles ของ BAY and DOX ซึง่ 
BAY มคีา่การดดูกลนืแสงสงูสดุทีค่วามยาวคลื่น 210 และ 254 nm สว่น DOX  คา่การดดูกลนื
แสงสงูสดุทีค่วามยาวคลื่น 254 และ 480 ซึง่ถงึแมว้า่สารทัง้สองชนิดมคีุณสมบตักิารดดูกลนืแสง
ไดด้ ี แต่การวเิคราะหด์ว้ยวธิ ี UV-VIS spectrophotometry อาจไมส่ามารถทาํการวเิคราะหเ์ชงิ
ปรมิาณของสารทัง้สองชนิดไดพ้รอ้มกนัในกรณทีีถู่กเกบ็กบัรว่มในไลโปโซม เน่ืองจากคา่การ
ดดูกลนืแสงนัน้ทบัซอ้นกนั ดัง้นัน้วธิ ี HPLC ซึง่เป็นวธิกีารวเิคราะหท์ีส่ามารถแยกสารทีม่ี
คุณสมบตัแิตกต่างกนัไดจ้ากลกัษณะทางเคมกีายภาพ จงึเป็นวธิทีีเ่หมาะสมกวา่ในการพฒันา
เป็นวธิวีเิคราะหเ์ชงิปรมิาณ โดยจากการพฒันาวธิกีารวเิคราะหด์ว้ย HPLC สามารถสรปุสภาวะ
ทีใ่ชใ้นการวเิคราะหไ์ดด้งัแสดงในตารางที ่4.1  

ผลการวเิคราะหด์งัแสดงในรปูที ่ 4.3 ซึง่แสดงลกัษณะ chromatogram ของ DOX 
และ BAY พบวา่ DOX ทีส่ามารถแตกตวัไดใ้นที ่pH ตํ่านัน้ ถูกขบัออกจาก HPLC column ก่อน 
BAY ซึง่มคีวามเป็น hydrophobic สงูกวา่ ซึง่จากคา่การดดูกลนืแสงนัน้สามารถระบุสารไดโ้ดย
พบวา่ DOX ซึง่มกีารดดูกลนืแสงที ่254 และ 480 nm มคีา่ retention time ที ่11.42 นาท ีสว่น 
BAY ซึง่มคีา่การดดูกลนืแสงที ่ 254 nm มคีา่ retention time ที ่ 21.99 นาท ี ซึง่ลกัษณะ 
chromatogram ของสารทัง้สองชนิดมลีกัษณะทีแ่คบ สมมาตร และแยกกนัอยา่งชดัเจน ดงันัน้
วธิกีารวเิคราะหเ์ชงิปรมิาณดว้ยวธิ ี HPLC น้ีจงึเหมาะสมในการวเิคราะหส์ารผสมทัง้สองชนิดใน
เวลาพรอ้มกนัได ้ซึง่วธิกีารวเิคราะหน้ี์จะถูกตรวจสอบความถูกตอ้งต่อไปตาม ICH guideline ใน
หวัขอ้ specificity, linearity, precision และ accuracy ต่อไป (38) 
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รปูท่ี 4.1 UV-VIS Spectrum of BAY  

254 nm 

210 nm 

รปูท่ี 4.2 UV-VIS Spectrum of doxorubicin  

495 nm 
480 nm 

288 nm 

254 nm 

233 nm 
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ตารางท่ี 4.1 HPLC system สาํหรบัการวเิคราะหเ์ชงิปรมิาณของ DOX และ BAY 
Stationary phase C18 reverse phase HPLC column (250 x 4.6 mm id., 5 µm, ACE®) 
Mobile phase 0.1% formic acid+0.1% ammonia and methanol in a ratio of 4:6 
Flow rate 1 mL/min 
Temperature 35 C 
Detector Diode array at wavelength of 254 and 480 nm 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Time (min) 

254 nm 

480 nm 

รปูท่ี 4.3  HPLC Chromatogram ของ DOX และ BAY 
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4.1 Specificity 
Specificity ของวธิกีารวเิคราะหน์ัน้แสดงถงึความสามารถในการวเิคราะหส์ารที่

ตอ้งการไดอ้ยา่งเจาะจง เมื่อมกีารผสมกบัสารอื่นๆ ในตํารบัทัง้สว่นประกอบของตํารบั สารทีเ่กดิ
จากการเสยีสภาพทางเคม ี เป็นตน้ (38) ในการทดลองน้ี specificity ของวธิกีารวเิคราะหถ์กู
ตรวจสอบโดยการเปรยีบเทยีบ chromatograms สว่นผสมไขมนัทีใ่ชใ้นตํารบัไลโปโซมซึง่ไดแ้ก่ 
phospholipid และ cholesterol DOX BAY และยาทีถู่กผสมรว่มกบัไขมนัในตํารบั (รปูที ่ 4.4-
4.6) จากผลการทดลองพบวา่  chromatogram ของสารแต่ละชนิดไมไ่ดแ้สดงถงึ peak ที่
ซอ้นทบักนักบัสารชนิดอื่น นอกจากน้ีการแยกวเิคราะหต์วัยา DOX และ BAY โดยทาํการฉีด
ตวัยาทีค่วามเขม้ขน้ที ่ 5 ug/mL เปรยีบเทยีบกบัการฉีดตวัยาผสมทีม่คีวามเขม้ขน้เทา่กนั และ
ทาํการวเิคราะหห์าพืน้ทีใ่ตก้ราฟทีไ่ดจ้าก chromatogram (รปูที ่ 4.7 และ 4.8) ไมพ่บความ
แตกต่างกนัอยา่งมนียัสาํคญัทางสถติ ิ (p  0.05) ดัง้นัน้จากผลการทดลองจงึชีใ้หเ้หน็วา่วธิกีาร
วเิคราะหน้ี์มคีวามจาํเพาะเจาะจงตามมาตรฐานทีก่าํหนด 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

รปูท่ี 4.4 HPLC chromatogram ของสว่นผสมไขมนัทีใ่ชเ้ตรยีมไลโปโซม 

 = 254 nm 

 = 480 nm 
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รปูท่ี 4.5 HPLC chromatogram ของ DOX (A) และ DOX ผสมกบัไขมนั (B) 

 = 254 nm 

 = 480 nm 

 = 480 nm 

 = 254 nm 

A) 

B) 
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รปูท่ี 4.6 HPLC chromatogram ของ BAY (A) และ BAY ผสมรว่มกบัไขมนั (B) 

 = 254 nm 

 = 480 nm 

A) 

B) 

 = 254 nm 

 = 480 nm 
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รปูท่ี 4.7 การเปรยีบคา่ AUC ของ BAY และ BAY ทีผ่สมรว่มกบั DOX ทีค่วามเขม้ขน้ 5 
µg/mL (n=3). 
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รปูท่ี 4.8 การเปรยีบเทยีบคา่ AUC ของ DOX และ DOX ผสมรว่มกบั BAY ทีค่วามเขม้ขน้ 
5 µg/mL (n=3). 
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4.2 Linearity 

ความเป็นเสน้ตรงของการวเิคราะหด์ว้ยวธิ ีHPLC ทีค่วามยาวคลื่น 254 nm ของ DOX 
และ BAY ถูกตรวจสอบในชว่งความเขม้ขน้สารที ่ 1-30 µg/mL ซึง่กราฟมาตรฐานของยาแต่ละ
ชนิดนัน้สรา้งขึน้ไดจ้ากคา่พืน้ทีใ่ตก้ราฟ (y) และความเขม้ขน้ของสาร (x) โดยใช ้ regression 
analysis ไดค้า่สมการเชงิเสน้ตรง ซึง่การประเมนิ linearity ของการวเิคราะหน้ี์จะถูกทาํซํ้า 3 
ครัง้ในเวลาทีแ่ตกต่างกนั 

ตารางที ่4.2 แสดง regression line parameters of BAY ซึง่วเิคราะหด์ว้ย HPLC ที ่
254 nm ซึง่ในชว่งความเขม้ขน้สารที ่ 1-30 µg/mL พบวา่ไดค้า่สมัประสทิธิส์หสมัพนัธ ์
(correlation coefficient, r2) ที ่ 0.9991 ซึง่สงูกวา่มาตรฐานที ่ 0.99 แสดงใหเ้หน็วา่ถงึ
ความสมัพนัธเ์ชงิเสน้ตรงของวธิวีเิคราะห ์ ซึง่รปูที ่ 4.9 แสดงกราฟมาตรฐานเฉลีย่ซึง่สรา้งขึน้
จากการทดลองอสิระ 3 ครัง้ โดยสมการเชงิเสน้ตรงของการวเิคราะห ์BAY ดว้ยวธิ ีHPLC คอื  

 
y = 63.234x + 16.300 

 
โดยที ่x และ y คอืความเขม้ขน้ (µg/mL) และ AUC ของ BAY ทีว่เิคราะหด์ว้ยวธิ ีHPLC ที ่254 
nm ตามลาํดบั  

ตารางที ่4.3 แสดง regression line parameters of DOX ซึง่วเิคราะหด์ว้ย HPLC ที ่
254 nm ซึง่ในชว่งความเขม้ขน้สารที ่ 1-30 µg/mL พบวา่ไดค้า่สมัประสทิธิส์หสมัพนัธ ์
(correlation coefficient, r2) ที ่ 0.9997 ซึง่สงูกวา่มาตรฐานที ่ 0.99 แสดงใหเ้หน็วา่ถงึ
ความสมัพนัธเ์ชงิเสน้ตรงของวธิวีเิคราะห ์ ซึง่รปูที ่ 4.10 แสดงกราฟมาตรฐานเฉลีย่ซึง่สรา้งขึน้
จากการทดลองอสิระ 3 ครัง้ โดยสมการเชงิเสน้ตรงของการวเิคราะห ์DOX ดว้ยวธิ ีHPLC คอื  
 

y = 52.053x – 1.2670 
 
โดยที ่x และ y คอืความเขม้ขน้ (µg/mL) และ AUC ของ DOX ทีว่เิคราะหด์ว้ยวธิ ีHPLC ที ่254 
nm ตามลาํดบั  
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ตารางท่ี 4.2 Regression line parameters ของ BAY วเิคราะหโ์ดยวธิ ีHPLC ตรวจวดัที ่254 
nm 
Linearity parameters 1st run 2nd run 3rd run Average SD 
Correlation coefficient, r2 0.9991 0.9988 0.9993 0.9991 0.0003 
Slope of regression line 63.434 63.585 62.684 63.234 0.483 
Y-intercept 14.470 14.723 19.708 16.300 2.954 

รปูท่ี 4.9  Linearity curve ของ BAY ตรวจวดัที ่254 nm 
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ตารางท่ี 4.3 Regression line parameters ของ DOX วเิคราะหโ์ดยวธิ ีHPLC ตรวจวดัที ่254 
nm 
Linearity parameters 1st run 2nd run 3rd run Average SD 
Correlation coefficient, r2 0.9998 0.9996 0.9998 0.9997 0.0001 
Slope of regression line 52.053 52.300 51.805 52.053 0.248 
Y-intercept -0.8282 -2.9642 -0.0087 -1.2670 1.5258 

รปูท่ี 4.10  Linearity curve ของ DOX ตรวจวดัที ่254 nm 
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4.3 Precision 
Precision ของการวเิคราะหถ์ูกประเมนิทัง้แบบภายในวนั และระหวา่งวนัที่

วเิคราะห ์(intra-day and inter-day) (38) ซึง่คา่ intra- and inter-assay precisions ถูกแสดงอยู่
ในรปูแบบของคา่ relative standard deviation (RSD, %) โดยความเขม้ขน้ 3 คา่ของ BAY และ 
DOX ถูกวเิคราะหซ์ํ้าทัง้สิน้ 6 ครัง้ภายในวนัเดยีวกนั (intra-day precision) และ ภายใน 3 วนั
ตดิต่อกนั (inter-day precision) ตารางที ่4.4 และ 4.5 แสดงใหเ้หน็คา่ %RSD ซึง่ตํ่ากวา่ 1.5% 
ซึง่อยูใ่นชว่งมาตรฐานทีก่าํหนด (<11.0%) ชีใ้หเ้หน็วา่วธิกีารวเิคราะหท์ีพ่ฒันาขึน้ม ี Precision 
ทีด่ ี
4.4 Accuracy 

Accuracy ของวธิวีเิคราะหแ์สดงใหเ้หน็ถงึความใกลเ้คยีงกนัของปรมิาณยาทีม่อียู่
จรงิในสารทดสอบต่อคา่ทีส่ามารถตรวจสอบพบ ซึง่ Accuracy สามารถประเมนิไดจ้ากการ
คาํนวณปรมิาณทีต่รวจพบจรงิของสารตวัอยา่งเปรยีบเทยีบกบัปรมิาณของสารตวัอยา่งทีใ่สจ่รงิ 
และคาํนวณออกมาในรปูแบบคา่ percent recovery (%) (38) ซึง่ในการทดลองน้ีไดท้ดสอบโดย
ใชค้วามเขม้ขน้ของ BAY และ DOX 3 ระดบัเพือ่ตรวจสอบ accuracy ของวธิกีารวเิคราะหท์ี่
พฒันาขึน้ จากตารางที ่ 4.6 และ 4.7 พบวา่คา่เฉลีย่ %recovery ของทัง้ BAY และ DOX ที่
วเิคราะหด์ว้ย HPLC นัน้อยูใ่นชว่ง 100.11-105.53% ซึง่เป็นคา่ทีอ่ยูใ่นชว่งทีย่อมรบัได ้ (80-
110%) แสดงใหเ้หน็วา่วธิกีารวเิคราะหท์ีพ่ฒันาขึน้ม ีaccuracy ทีเ่ป็นไปตามมาตรฐาน 
 

ตารางท่ี 4.4  Intraday (n=6) and interday (n=18) precisions ของ BAY ที่
วเิคราะหด์ว้ยวธิ ีHPLC 
Concentration (µg/mL) Intraday Precision 

(% RSD) 
Interday Precision 
(% RSD) 

1 1.50 1.11 
10 0.34 0.34 
30 0.23 0.43 

 
 

ตารางท่ี 4.5  Intraday (n=6) and interday (n=18) precisions ของ DOX ที่
วเิคราะหด์ว้ยวธิ ีHPLC 
Concentration (µg/mL) Intraday Precision 

(% RSD) 
Interday Precision 
(% RSD) 

1 0.97 1.75 
10 0.31 0.25 
30 0.45 0.52 
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ตารางท่ี 4.6  คา่ %Recovery ของ BAY วเิคราะหด์ว้ยวธิ ีHPLC 

Added 
concentration 

(µg/mL) 

Measured 
concentration 

(µg/mL) 

% Recovery Mean ± SD 

6.250 6.480 
6.560 
6.578 

106.37 
104.96 
105.24 

 
105.53 ± 0.74 

 
12.500 12.690 

12.685 
12.695 

101.52 
101.48 
102.56 

 
101.52 ± 0.04 

25.000 25.020 
25.021 
25.039 

100.08 
100.08 
100.16 

 
100.11 ± 0.04 

 
 
 
ตารางท่ี 4.7 คา่ %Recovery ของ DOX วเิคราะหด์ว้ยวธิ ีHPLC 

Added 
concentration 

(µg/mL) 

Measured 
concentration 

(µg/mL) 

% Recovery Mean ± SD 

6.250 6.444 
6.370 
6.443 

103.11 
101.92 
103.10 

 
102.71 ± 0.68 

 
12.500 12.758 

12.741 
12.821 

102.06 
101.93 
102.57 

 
102.19 ± 0.34 

25.000 25.634 
25.739 
25.728 

102.54 
102.96 
102.91 

 
102.80 ± 0.23 
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การเตรียมไลโปโซมเพ่ือเกบ็กบั BAY และ DOX 

ไลโปโซมเป็นอนุภาคทีม่ลีกัษณะถุงทรงกลม ประกอบขึน้จากผนงักัน้ (membrane) เกบ็
กกัสว่นทีเ่ป็นวฏัภาคน้ําไวอ้ยูบ่รเิวณชอ่งวา่งระหวา่งผนงักัน้ของไลโปโซฒ ซึง่ผนงักัน้น้ีเกดิจาก
การเรยีงตวัซอ้นกนัสองชัน้ (bilayer) ของไขมนั (lipids) ทีม่คีุณสมบตัทิีช่อบน้ํา (hydrophilic) 
และไมช่อบน้ํา (hydrophobic) อยูใ่นโมเลกุลเดยีวกนั โดยสว่นทีไ่มช่อบน้ําของโมเลกุลไขมนัหนั
เขา้หากนัเกดิเป็นสว่นภายในของผนงักัน้ และสว่นทีช่อบน้ําจะหนัออกสมัผสักบัวฏัภาคน้ํา ซึง่
การทีส่ว่นภายในผนงักัน้ของไลโปโซมมสีภาพทีไ่มช่อบน้ําทาํใหส้ามารถใชเ้กบ็กกัโมเลกุลของ
สารทีไ่มช่อบน้ําได ้ในขณะทีโ่มเลกุลของสารทีช่อบน้ําสามารถถูกเกบ็กกัไวใ้นวฏัภาคน้ําระหวา่ง
ชัน้ของผนงักัน้ในอนุภาคไลโปโซม ดว้ยเหตุน้ีการเกบ็สารใดในไลโปโซมกต็ามจะขึน้กบั
คุณสมบตัทิางเคมกีายของสารนัน้ นอกจากน้ีประสทิธภิาพในการเกบ็กกัของทัง้สารทีช่อบและ
ไมช่อบน้ํายงัขึน้อยูก่บัไขมนัทีเ่ป็นสว่นประกอบของไลโปโซม และวธิกีารเตรยีมอกีดว้ย ดงันัน้
งานวจิยัในสว่นน้ีจงึมุง่เน้นในการศกึษาความเป็นไปไดใ้นการเกบ็กกั BAY และ DOX ซึง่มี
คุณสมบตัทิางเคมกีายภาพทีแ่ตกต่างกนั รว่มกนัอยูใ่นอนุภาคไลโปโซมเดยีวกนั ซึง่อนุภาคไล
โปโซมทีไ่ดถู้กตรวจสอบทัง้ดา้นประสทิธภิาพการเกบ็กกั ขนาด การกระจายขนาด zeta 
potential และความคงสภาพของอนุภาค 

 
4.5 การเตรียมไลโปโซมเพ่ือเกบ็กกั BAY 

รปูที ่ 4.11 แสดงโครงสรา้งทางเคมขีอง BAY ซึง่ลกัษณะทางเคมกีายภาพดา้นน้ําหนกั
โมเลกุล  octanol-water log P และขดีการละลายในน้ํารายงานอยูใ่นตารางที ่4.8 โดยทัว่ไปแลว้
ในดา้นของเทคโนโลยใีนการเกบ็กกัสารในไลโปโซมคา่ log P เป็นคา่หน่ึงซึง่อาจสะทอ้นใหเ้หน็
ถงึอนัตรกริยิาระหวา่งโมเลกุลของสารและผนงักัน้ไลโปโซมไดอ้ยา่งครา่วๆ วา่สารชนิดนัน้ๆ จะ
สามารถเกบ็กกัอยูใ่นชัน้ไขมนัหรอืสว่นน้ําในไลโปโซม นอกจากน้ีคา่น้ียงัแสดงใหเ้หน็ถงึความ
ไมช่อบน้ํา รวมถงึขดีการละลายของสารนัน้ ๆ ดว้ย ซึง่คา่ log P สงูแสดงถงึความไมช่อบน้ําที่
เพิม่มากขึน้ของโมเลกุลของสาร จากขอ้มลูเบือ้งตน้จงึเหน็ไดม้ ี BAY นัน้เป็นสารทีม่คีวามไม่
ชอบน้ํา และมขีดีการละลายทีต่ํ่า ตามคา่ log P ทีป่รากฏ 

จนถงึปัจจุบนัยงัไมม่รีายงานการศกึษาการเกบ็กกั BAY ไลโปโซม ซึง่ในงานวจิยัน้ีไลโป
โซมทีจ่ะใชเ้กบ็กกั BAY ถูกเตรยีมโดยเทคนิค 2 ชนิด ไดแ้ก่ TF และ REV ซึง่เทคนิคแต่ละชนิด
จะสง่ผลต่อคณุสมบตัขิองอนุภาคเชน่ ขนาด แบะการกระจายขนาดอนุภาค ดงันัน้ไลโปโซมที่
เตรยีมไดใ้นการทดลองถูกควบคุมขนาดและการกระจายขนาดอนุภาค รวมถงึจาํนวนชัน้ของ
ผนงักัน้โดยการอดัผา่นแผน่กรอง polycarbonate ทีม่รีเูปิดขนาดทีก่าํหนดไวท้ี ่200 nm เพือ่ให้
ไดไ้ลโปโซมทีม่ขีนาดเลก็ และการกระจายขนาดในชว่งแคบ ซึง่ขนาดทีก่าํหนดดงักล่าวเป็น
ขนาดอนุภาคทีถู่กรายงายวา่มขีนาดทีเ่หมาะสมในการรกัษามะเรง็เมือ่ใหย้าเขา้สูร่า่งกาย (39) 
โดยปัจจยัดา้นสว่นประกอบไขมนั อตัราสว่นยาต่อไขมนั วธิกีารเตรยีม ต่อคณุสมบตัทิางเคมี
กายภาพของไลโปโซมถูกทาํการศกึษาในการทดลองน้ี 
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ตารางท่ี  4.8 คณุสมบติัทางเคมีกายภาพของ BAY 

Molecular weight 249 

Solubility (µg/mL) 1.62  0.49 

Log P  3.09  0.05 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

รปูท่ี 4.11 โครงสรา้งเคมขีอง BAY 
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4.5.1 Entrapment efficiency  
ประสทิธภิาพการเกบ็กกั BAY ในไลโปโซมทีเ่ตรยีมจากสว่นประกอบไขมนั 

อตัราสว่นไขมนัต่อยา และวธิเีตรยีมต่างๆแสดงไวใ้นตารางที ่ 4.9 จากการทดลองพบวา่
ประสทิธภิาพการเกบ็กกัตํ่าสดุทีไ่ดค้อื 24.60% จากไลโปโซมทีเ่ตรยีมจาก HPC ดว้ยวธิ ี TF 
ในขณะทีป่ระสทิธภิาพการเกบ็กกัสงูสดุที ่ 60.47% พบในไลโปโซมทีเ่ตรยีมจาก SPC ดว้ยวธิี
เดยีวกนั ซึง่โดยปกตปิระสทิธภิาพการเกบ็กกัสารทีม่คีุณสมบตัชิอบน้ําในไลโปโซมทีเ่ตรยีมดว้ย
วธิ ีTF นัน้มกัมคีา่ทีต่ํ่าประมาณ 5-15% (40-42) ดงันัน้ประสทิธภิาพการเกบ็กกั BAY ทีส่งูกวา่ 
60% นัน้แสดงใหเ้หน็ถงึกลไกการเกบ็กกั BAY ในไลโปโซมวา่เกดิจากคุณสมบตัทีไ่มช่อบน้ํา
ของ BAY มอีนัตรกริยิาแบบ hydrophobic interaction กบัผนงักัน้ทีเ่ป็นสว่นไขมนัของไลโปโซม  
 
ตารางท่ี 4.9 ประสทิธภิาพการเกบ็กกัของ BAY ในไลโปโซมทีเ่ตรยีมจากไขมนั อตัราสว่น
ไขมนัต่อยา และวธิต่ีางๆ   
                                                                            Entrapment efficiency (%)* 

Lipid composition 
(Mole ratio) 

Lipid : Drug 
(Mole ratio) 

TF REV 

SPC : CHOL 
(10:0) 

1:10 35.75 ± 4.06 35.85 ± 6.69 
1:20 60.47 ± 7.05 48.37 ± 1.51 

SPC : CHOL 
(7:3) 

1:20 32.43 ± 5.82 26.23 ± 2.08 

HPC : CHOL 
(10:0) 

1:20 24.60 ± 7.61 - 

* Values represent the mean  SD, n=3 
 

4.5.1.1 ผลของอตัราส่วนไขมนัต่อยา 
โดยทัว่ไปการเกบ็กกัสารทีไ่มช่อบน้ําในผนงักัน้ของไลโปโซมนัน้ มี

ความสมัพนัธก์บัคา่ partition coefficient และขดีการละลายของตวัยานัน้ในผนงักัน้สว่นไขมนั
ของไลโปโซม หากตวัยานัน้ถูกบรรจุลงไปในผนงักัน้ของไลโปโซมไมถ่งึจุดอิม่ตวั ประสทิธภิาพ
การเกบ็กกัมกัขึน้อยูก่บัคา่ partition coefficient โดยปรมิาณยาทีเ่ตมิเขา้ไปในตาํรบัจะไมส่ง่ผล
ต่อประสทิธภิาพการเกบ็กกั อยา่งไรกต็ามจากการศกึษาพบวา่ ประสทิธภิาพการเกบ็กกั BAY 
ในไลโปโซมเพิม่ขึน้เกอืบ 2 เทา่เมือ่อตัราสว่นโมลของยาต่อไขมนัเพิม่จาก 1:10 เป็น 1:20 ซึง่
เมือ่ปรบัอตัราสว่นเป็น 1:5 นัน้พบวา่ฟิลม์บางทีเ่กดิจากสว่นผสมของไขมนัและ BAY นัน้ไม่
สามารถเกดิเป็นไลโปโซมไดเ้มือ่ทาํใหเ้ปียก ซึง่ปรากฏการณ์น้ีเกดิขึน้จากการอิม่ตวัของ BAY 
ในผนงักัน้สว่นไขมนั ดงันัน้อตัราสว่นโมลยาต่อไขมนัทีเ่ลอืกใชใ้นการศกึษาต่อไปคอื 1:20 
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4.5.1.2 ผลของส่วนประกอบไขมนั 
ในการทดลองน้ีไดศ้กึษาผลของ gel-to-liquid crystalline phase transition 

temperature ของไขมนั รวมถงึการเตมิ cholesterol ในตํารบัต่อประสทิธภิาพการเกบ็กกั BAY 
ในไลโปโซม  

ผลของ gel-to-liquid crystalline phase transition temperature ของไขมนั
ทีใ่ชเ้ตรยีมไลโปโซมเพือ่เกบ็กกั BAY ถูกศกึษาโดยใชไ้ขมนัสองชนิดไดแ้ก่ SPC และ HPC 
ซึง่ไลโปโซมถูกเตรยีมโดยวธิ ี TF ทีอ่ตัราสว่นโมลยาต่อไขมนัที ่ 1:20 จากการศกึษาพบวา่
ประสทิธภิาพการเกบ็กกั BAY นัน้ลดลงอยา่งมากจาก 60% เป็น 25% เมือ่เปลีย่นไขมนัจาก 
SPC ซึง่ม ี phase transition temperature < 0 C เป็น HPC ซึง่ม ี phase transition 
temperature ประมาณ 55 C โดยทัว่ไป SPC เป็น phospholipids แบบผสมจาก 
phosphatidylcholines ทีไ่มอ่ิม่ตวัชนิด C16 และ C18 ในขณะที ่ HPC เป็นไขมนัทีม่สีว่นผสม
แบบเดยีวกนัแต่ถูกทาํใหอ้ิม่ตวัแลว้ ซึง่ความไมอ่ิม่ตวัในสายโซ่คารบ์อนในหางของไขมนัจะทาํ
ใหเ้กดิความไมเ่ป็นระเบยีบ และเกดิระยะหา่งของโมเลกุลระหวา่ง phospholipid (43) สง่ผลให ้
hydrophobic interaction ระหวา่งสายโซ่คารบ์อนลดลง และไขมนันัน้ม ี phase transition 
temperature ทีต่ํ่าหรอือาจกล่าวไดว้า่ม ี fluidity ทีส่งูขึน้เมือ่เกดิเป็นผนงักัน้ไลโปโซม จาก
รายงานวจิยัก่อนหน้าน้ีทีศ่กึษาถงึประสทิธภิาพการเกบ็กกัสารทีไ่มช่อบน้ําหลายชนิดในไลโป
โซมพบวา่ประสทิธภิาพการเกบ็กกัมแีนวโน้มทีเ่พิม่ขึน้เมือ่เพิม่ความยาวของสายโซ่คารบ์อน
หรอืเพิม่ความอิม่ตวัของไขมนั (44-47) เน่ืองจากการเพิม่ขึน้ของพืน้ทีท่ีเ่ป็น hydrophobic ผนงั
กัน้สว่นไขมนั เป็นทีน่่าสงัเกตทีข่ดัแยง้กบัการศกึษาในครัง้น้ีทีพ่บวา่ประสทิธภิาพการเกบ็กกั 
BAY นัน้ลดลงเมือ่ใชไ้ขมนัชนิด HPC ทีม่คีวามอิม่ตวั ซึง่อาจอธบิายไดว้า่ผลของ fluidity ของ
ผนงักัน้ของไลโปโซมนัน้มคีวามสาํคญัมากกวา่พืน้ทีท่ีเ่ป็น hydrophobic ต่อประสทิธภิาพการ
เกบ็กกัของ BAY ในไลโปโซม เน่ืองจากลกัษณะโครงสรา้งทางเคมขีอง BAY ทีม่หีมู ่ sulfonyl 
และ cyanide ซึง่มคีุณสมบตัทิีม่ขี ัว้สงู อาจรบกวนการสอดแทรกของโมเลกุลของ BAY เขา้สูช่ ัน้
ไขมนัในผนงักัน้ไลโปโซมโดยเฉพาะอยา่งยิง่เมือ่บรเิวณทีเ่ป็น hydrophobic นัน้มคีวามเป็น
ระเบยีบมาก 

ผลของการเตมิ CHOL ลงในตํารบัต่อการเกบ็กกั BAY ในไลโปโซมทีเ่ตรยีม
จาก SPC โดยใชอ้ตัราสว่นโมลยาต่อไขมนัที ่ 1:20 กพ็บวา่ประสทิธภิาพการเกบ็กกัลดลงถงึ 
50% เมือ่เตมิ CHOL ลงในสตูรตํารบัทีอ่ตัราสว่นโดยโมลของ phospholipid:CHOL ที ่ 7:3 ซึง่
อาจสามารถอธบิายไดจ้าก 2 สาเหตุคอื CHOL ซึง่เป็นโมเลกุลทีไ่มช่อบน้ําเชน่กนัแยง่ทีภ่ายใน
ผนงักัน้สว่นไขมนัของไลโปโซม เน่ืองจากโครงสรา้งทีเ่ป็นแผน่ราบของ CHOL นัน้มคีวาม
เหมาะสมต่อการแทรกเขา้ไปในผนงักัน้ไลโปโซมมากกวา่ BAY ซึง่มหีมูท่ีม่ขี ัว้สงู (43) ซึง่ตรง
กบัผลการวจิยัก่อนหน้าทีแ่สดงใหเ้หน็วา่การเตมิ CHOL ลงในสตูรตํารบันัน้สามารถลด
ประสทิธภิาพการเกบ็กกัสารทีไ่มช่อบน้ําเชน่ carotenoid และ ibuprofen ในไลโปโซมได ้ (47, 
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48) อกีสาเหตุหน่ึงอาจเกดิจากการที ่CHOL เป็นสารทีเ่มือ่เตมิเขา้สูไ่ลโปโซมแลว้ทาํให ้ผนงักัน้
ของไลโปโซมม ี Rigidity ทีเ่พิม่ขึน้หรอือาจกล่าวไดว้า่ลด fluidity ลงทีอุ่ณหภูมสิงูกวา่ phase 
transition temperature (43) ดงันัน้จากทีอ่ภปิรายมาการลด fluidity ผนงักัน้ลงจะสง่ผลต่อการ
ขอลดประสทิธภิาพการเกบ็กกัของ BAY  

 
4.5.1.3 ผลของวิธีการเตรียม 
ผลของวธิกีารเตรยีมต่อประสทิธภิาพการเกบ็กกั BAY ถูกศกึษาโดยการ

เตรยีมไลโปโซมดว้ยเทคนิคทีแ่ตกต่างกนั 2 วธิไีดแ้ก่ TF และ REV ไลโปโซมถูกเตรยีมขึน้จาก 
SPC เป็นสว่นประกอบหลกั จากการศกึษาพบวา่ประสทิธภิาพการเกบ็กกั BAY ในไลโปโซมที่
เตรยีมจากวธิ ีTF นัน้มปีระสทิธภิาพทีด่กีวา่วธิ ีREV (p < 0.05) ยกเวน้ในกรณขีองไลโปโซมที่
เตรยีมจากอตัราสว่นยาต่อไขมนัโดยโมลที ่1:10 เมือ่พจิารณาผลประสทิธภิาพการเกบ็กกัของไล
โปโซมทีเ่ตรยีมจากอตัราสว่นยาต่อไขมนัโดยโมลที ่1:20 นัน้พบวา่ไลโปโซมทีเ่ตรยีมดว้ยวธิ ีTF 
ประสทิธภิาพการเกบ็กกัสงูสดุที ่ 60% ในขณะทีไ่ลโปโซมทีเ่ตรยีมดว้ยวธิ ี REV นัน้มี
ประสทิธภิาพการเกบ็กกัสงูสดุที ่48% เหตุทีเ่ทคนิค TF นัน้ใหป้ระสทิธภิาพการเกบ็กกัทีส่งูกวา่
อาจเกดิจากการ Partition ของโมเลกุลยาระหวา่งการเตรยีม เน่ืองจากโดยปกตแิลว้การเตรยีม
อนุภาคไลโปโซมดว้ยวธิ ี REV นัน้มกัใหอ้นุภาคไลโปโซมชนิด large unilamellar vesicles 
ในขณะทีว่ธิ ี TF นัน้ใหอ้นุภาคชนิด multilamellar vesicles (49) ซึง่การลดลงของจาํนวนชัน้
ผนงักัน้ทาํใหเ้กดิการสมัผสักนัระหวา่งวฏัภาคน้ําและผนัง้กัน้มากยิง่ขึน้ สง่ผลใหเ้กดิการ 
partition ของโมเลกุลยาออกจากผนงักัน้ในระหวา่งการเตรยีมมากขึน้และลดประสทิธภิาพการ
กกัเกบ็ลงได ้ อยา่งไรกต็ามในกรณขีองไลโปโซมทีเ่ตรยีมจากอตัราสว่นยาต่อไขมนัโดยโมลที ่
1:10 นัน้มปีระสทิธภิาพการเกบ็กกัระหวา่งสองวธิใีกลเ้คยีงกนั (p > 0.05) อาจเน่ืองมากจาก
ปรมิาณยาในตํารบัทีม่ากไปทาํใหเ้กดิการอิม่ตวัของตวัยาในผนงักัน้ สง่ผลให ้ BAY ไมส่ามารถ
เกบ็กกัเขา้สูผ่นงักัน้ไดอ้ยา่งสมบรูณ์ดงัทีไ่ดอ้ภปิรายก่อนหน้าน้ี 

 
4.5.2 ขนาด และการกระจายขนาดอนุภาค 
ขนาดและการกระจายขนาดอนุภาคของไลโปโซมทีเ่กบ็กกั BAY แสดงไวใ้นตาราง

ที ่ 4.10 และ 4.11 ผลการทดลองพบวา่อนุภาคไลโปโซมทีเ่กบ็กกั BAY มขีนาดเฉลีย่อยูใ่นชว่ง 
133.8-228.9 nm ความแตกต่างของขนาดอนุภาคนัน้ขึน้กบัชนิดของไขมนัทีใ่ชเ้ตรยีมและ
วธิกีารทีเ่ตรยีมไลโปโซม สว่นการกระจายขนาดอนุภาคนัน้พบวา่คา่ PDI นัน้ประมาณ 0.1 ซึง่
แสดงใหเ้หน็ถงึการกระจายขนาดอนุภาคทีแ่คบ ยกเวน้ไลโปโซมทีเ่ตรยีมจาก HPC โดยในรปูที ่
4.12-4.18 นัน้ไดแ้สดงรปู histograms ของอนุภาคไลโปโซมตํารบัต่างๆ ซึง่พบวา่มลีกัษณะการ
กระจายขนาดแบบ unimodal สอดคลอ้งกบัคา่ PDI การทีไ่ลโปโซมทีเ่ตรยีมนัน้มขีนาดตํ่ากวา่ 
200 nm และมกีารกระจายขนาดทีแ่คบนัน้เน่ืองมาจากการควบคุมและลดขนาดโดยการกดผา่น
เมมเบรนทีม่รีเูปิดกาํหนดที ่200 nm 
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ตารางท่ี 4.10 ขนาดอนุภาคของไลโปโซมทีเ่กบ็กกั BAY  
                                                                               Particle size (nm)* 

Lipid composition 
(Mole ratio) 

Lipid : Drug 
(Mole ratio) 

TF REV 

SPC : CHOL 
(10:0) 

1:10 156.4 ± 5.7 141.9 ± 8.5 
1:20 170.3 ± 5.1 133.8 ± 11.6 

SPC : CHOL 
(7:3) 

1:20 164.1 ± 5.2 146.7 ± 1.4 

HPC : CHOL 
(10:0) 

1:20 228.9 ± 13.0 - 

* Values represent the mean  SD, n=3 
 
 
ตารางท่ี 4.11 Polydispersity index ของไลโปโซมทีเ่กบ็กกั BAY  
                                                                                     PDI* 

Lipid composition 
(Mole ratio) 

Lipid : Drug 
(Mole ratio) 

TF REV 

SPC : CHOL 
(10:0) 

1:10 0.07 ± 0.02 0.06 ± 0.01 
1:20 0.11 ± 0.01 0.08 ± 0.01 

SPC : CHOL 
(7:3) 

1:20 0.06 ± 0.03 0.08 ± 0.03 

HPC : CHOL 
(10:0) 

1:20 0.37 ± 0.02 - 

* Values represent the mean  SD, n=3 
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รปูท่ี 4.13 การกระจายขนาดอนุภาคของไลโปโซมทีเ่กบ็กกั BAY ซึง่เตรยีมจาก SPC ที่
อตัราสว่นโดยโมลของยาต่อไขมนัที ่1:10 โดยวธิ ีREV 

รปูท่ี 4.12 การกระจายขนาดอนุภาคของไลโปโซมทีเ่กบ็กกั BAY ซึง่เตรยีมจาก SPC ที่
อตัราสว่นโดยโมลของยาต่อไขมนัที ่1:10 โดยวธิ ีTF 

รปูท่ี 4.14 การกระจายขนาดอนุภาคของไลโปโซมทีเ่กบ็กกั BAY ซึง่เตรยีมจาก SPC ที่
อตัราสว่นโดยโมลของยาต่อไขมนัที ่1:20 โดยวธิ ีTF 
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รปูท่ี 4.15 การกระจายขนาดอนุภาคของไลโปโซมทีเ่กบ็กกั BAY ซึง่เตรยีมจาก SPC ที่
อตัราสว่นโดยโมลของยาต่อไขมนัที ่1:20 โดยวธิ ีREV 

รปูท่ี 4.16 การกระจายขนาดอนุภาคของไลโปโซมทีเ่กบ็กกั BAY ซึง่เตรยีมจาก SPC และ 
CHOL (7:3) ทีอ่ตัราสว่นโดยโมลของยาต่อไขมนัที ่1:20 โดยวธิ ีTF 

รปูท่ี 4.17 การกระจายขนาดอนุภาคของไลโปโซมทีเ่กบ็กกั BAY ซึง่เตรยีมจาก SPC และ 
CHOL (7:3) ทีอ่ตัราสว่นโดยโมลของยาต่อไขมนัที ่1:20 โดยวธิ ีREV 
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4.5.2.1 ผลของส่วนประกอบไขมนั 
อนุภาคไลโปโซมทีเ่ตรยีมจาก phospholipids อยา่งเดยีวโดยมอีตัราสว่น

โดยโมลของยาต่อไขมนัที ่ 1:20 ดว้ยวธิ ี TF นัน้พบวา่ชนิดของไขมนัทีใ่ชเ้ตรยีมมผีลต่อขนาด
อนุภาค โดยอนุภาคไลโปโซมทีเ่ตรยีมจาก SPC มขีนาดเลก็กวา่ HPC (p < 0.05) ซึง่แสดงให้
เหน็วา่ความอิม่ตวัของไขมนันัน้สง่ผลต่อขนาดของอนุภาค เน่ืองจากการใชไ้ขมนัทีม่คีวามอิม่ตวั 
(HPC) เมือ่นํามาเตรยีมเป็นไลโปโซมนัน้มคีวาม rigidity ทีส่งู ซึง่เป็นผลมาจาก  phase 
transition temperature ทีส่งู ทาํใหค้วามขาดความยดืหยุน่ในการโคง้ตวัสรา้งเป็นอนุภาคไลโป
โซม ดงันัน้จงึพบวา่ไขมนัทีไ่มอ่ิม่ตวัเชน่ SPC นัน้มกัใหไ้ลโปโซมทีม่ขีนาดทีเ่ลก็กวา่ไขมนั
อิม่ตวั เชน่ HPC (50)  

 
4.5.2.2 ผลของวิธีเตรียม 
จากทีอ่ภปิรายก่อนหน้า ไลโปโซมทีเ่ตรยีมจากวธิ ี TF มกัจะเป็นชนิด 

multilamellar vesicles ในขณะทีว่ธิ ี REV มกัใหไ้ลโปโซมชนิด oligolamellar vesicles ซึง่
โดยทัว่ไปแลว้ไลโปโซมชนิด multilamellar vesicles จะมขีนาดทีใ่หญ่กวา่ชนิด oligolamellar  
vesicles (43, 49) ถงึแมไ้ลโปโซมทีเ่ตรยีมทัง้สองวธิจีะถูกลดขนาดโดยการกดผา่นเมมเบรนรู
เปิด 200 nm ขนาดไลโปโซมทีเ่ตรยีมไดก่้อนการลดขนาดจงึอาจสง่ผลต่อขนาดไลโปโซม
ภายหลงัการลดขนาดได ้  เน่ืองจากขนาดไลโปโซมทีเ่ลก็และมผีนงักัน้ทีน้่อยกวา่ในกรณขีอง 
REV นัน้จะสามารถแตกออกไดง้า่ยกวา่เมือ่ทาํการกดผา่น membrane สง่ผลใหไ้ดไ้ลโปโซมทีม่ี
ขนาดทีเ่ลก็กวา่ทีเ่ตรยีมดว้ยวธิ ีTF ได ้ 
 
 

รปูท่ี 4.18 การกระจายขนาดอนุภาคของไลโปโซมทีเ่กบ็กกั BAY ซึง่เตรยีมจาก HPC ที่
อตัราสว่นโดยโมลของยาต่อไขมนัที ่1:20 โดยวธิ ีTF 
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4.5.3 Zeta potential 
Zeta potential ของไลโปโซมทีเ่กบ็กกั BAY แสดงไวใ้นตารางที ่ 4.12 พบวา่มคีา่

ในชว่ง -1.72 ถงึ -3.16 mV  ซึง่อยูใ่นชว่งเป็นกลาง เน่ืองจากไขมนัทีใ่ชใ้นการเตรยีมเป็นไขมนั
ทีไ่มแ่ตกประจุ 
 
ตารางท่ี 4.12 Zeta potential ของไลโปโซมทีเ่กบ็กกั BAY  
                                                                                 Zeta potential (mV)* 

Lipid composition 
(Mole ratio) 

Lipid : Drug 
(Mole ratio) 

TF REV 

SPC : CHOL 
(10:0) 

1:10 -3.16 ± 0.31 -1.99 ± 0.33 
1:20 -2.50 ± 0.54 -1.81 ± 0.62 

SPC : CHOL 
(7:3) 

1:20 -3.03 ± 0.78 -2.04 ± 0.41 

HPC : CHOL 
(10:0) 

1:20 -1.72 ± 0.64 - 

* Values represent the mean  SD, n=3 
 
4.6 Liposomes entrapping doxorubicin 

DOX เป็นสารทีม่คีุณสมบตัทิีเ่ป็นเบสออ่นมคีา่ pKa ที ่8.6 (51) ซึง่จากโครงสรา้ง
ทางเคมใีนรปูที ่ 4.19 DOX เป็นสารทีม่คีุณสมบตั ิ amphiphilic โดยประกอบดว้ยสว่นทีไ่มช่อบ
น้ําไดแ้ก่สว่น  planar anthraquinone และสว่นทีช่อบน้ําคอื amino sugar ซึง่อยูใ่นรปูทีแ่ตกตวั
ได ้ ดงันัน้ DOX สามารถถูกเกบ็กกัในไลโปโซมไดท้ัง้ในผนงักัน้หรอืในสว่นน้ําตรงแกนกลาง
ขึน้อยูก่บัสถานะของทางเคมกีายภาพของ DOX อยา่งไรกร็ายงานการวจิยัการเกบ็กกั DOX 
ดว้ยวธิดีัง้เดมิเชน่ TF หรอื REV นัน้พบวา่ประสบความลม้เหลวเน่ืองจากการรัว่ของ DOX ออก
จากอนุภาคไลโปโซม ทีเ่กดิขึน้จากคุณสมบตัทิีเ่ป็น amphiphilic ของมนัเอง  (52) ดงันัน้จงึมี
การพฒันาการเกบ็กกั DOX โดยวธิ ี pH gradient ซึง่จะเกบ็กกั DOX ในรปูทีแ่ตกตวัไว้
ภายในไลโปโซม (53-57) ซึง่วธิกีารน้ีเริม่จากการเตรยีมไลโปโซมในบฟัเฟอรท์ีม่สีภาพเป็นกรด 
และทาํการเปลีย่นสภาพภายนอกไลโปโซมสูส่ภาวะทีเ่ป็นกลาง ซึง่เมือ่เตมิ DOX เขา้สู่
สารละลายภายนอกไลโปโซม DOX จะอยูใ่นรปูไมแ่ตกตวัซึง่จะแพรเ่ขา้สูภ่ายในไลโปโซมซึง่มี
สภาวะเป็นกรด และแตกตวัเพือ่ใหอ้ยูใ่นสภาวะทีม่คีวามเสถยีรมากกวา่ ซึง่วธิกีารน้ีทาํใหเ้พิม่
ประสทิธภิาพการเกบ็กกั อกีทัง้ลดการรัว่ของ DOX ออกจากไลโปโซมได ้ดัง้นัน้วธิ ีpH gradient 
จงึถูกเลอืกมาใชใ้นการเกบ็กกั DOX ในโครงการวจิยัน้ี เน่ืองจากประสทิธภิาพการเกบ็กกั BAY 
ในไลโปโซมทีล่ดลงเมือ่มกีารเตมิ CHOL ดงันัน้ตํารบัไลโปโซมจงึประกอบขึน้จาก 
phospholipids ไดแ้ก่ SPC และ HPC เพยีงอยา่งเดยีว 
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รปูที ่ 4.20 แสดงผลของสว่นประกอบไขมนัต่อการเกบ็กกั DOX ซึง่ไลโปโซมถูก

เตรยีมดว้ยวธิ ี TF โดยใช ้ SPC หรอื HPC เป็นสว่นประกอบ และถูกลดขนาดดว้ยการกดผา่น
เมมเบรนที ่ 200 nm ซึง่ภายหลงัการเตมิ DOX เขา้สูส่ารละลายภายนอกไลโปโซมเป็นเวลา 60 
นาทพีบวา่ ไลโปโซมทีเ่ตรยีมจาก SPC สามารถเกบ็กกั DOX ไดป้ระมาณ 85% ซึง่มากกวา่ไล
โปโซมทีเ่ตรยีมจาก HPC ซึง่สามารถเกบ็กกั DOX ไดป้ระมาณ 60% ซึง่แสดงใหเ้หน็วา่
ประสทิธภิาพการเกบ็กกั DOX เขา้สูไ่ลโปโซมนัน้ขึน้กบั phase transition temperature ของ
ไขมนัทีใ่ช ้จากรายงานการวจิยัก่อนหน้านัน้พบวา่การเกบ็กกั DOX เขา้สูไ่ลโปโซมนัน้ขึน้อยูก่บั
เวลา อุณหภมู ิและ ชนิดของไขมนัทีเ่ตรยีมไลโปโซม (58) โดยการเกบ็ DOX เขา้สูไ่ลโปโซมที่
เตรยีมจาก egg phosphatidylcholine ซึง่ม ีphase transition temperature ตํ่า 0 C สามารถ
เพิม่ประสทิธภิาพการเกบ็กกัไดโ้ดยเพิม่อุณหภมูขิองสภาวะจาก 21 เป็น 60 C (58) ซึง่แสดง
ใหเ้หน็วา่อุณหภมูทิีเ่หมาะสมในการเกบ็กกั DOX เขา้สูไ่ลโปโปโซมนัน้ตอ้งสงูกวา่  phase 
transition temperature ของไขมนัทีใ่ชเ้ตรยีมเป็นอยา่งมาก ซึง่ในการวจิยัน้ีใชอุ้ณหภมู ิ 65C 
สาํหรบัการเกบ็กกั DOX เขา้สูไ่ลโปโซมทีเ่ตรยีมจาก HPC ซึง่ม ีphase transition temperature 
ที ่55 C ดงันัน้สง่ผลใหไ้ลโปโซมทีม่เีตรยีมจาก SPC ซึง่ม ีphase transition temperature ตํ่า 
0 C และใชส้ภาวะในการเกบ็กกัที ่ 39 C นัน้ใหป้ระสทิธภิาพการเกบ็กกัทีส่งูกวา่ไลโปโซมที่
เตรยีมจาก HPC ซึง่ในการทดลองต่อไปนัน้ทางผูว้จิยัจงึเลอืก SPC เป็นองคป์ระกอบหลกัใน
การเตรยีมไลโปโซมเน่ืองจากสามารถเกบ็กกั BAY ไดด้ ี และใชอุ้ณหภมูทิีเ่กบ็กกั DOX ไมส่งู
มากนกัซึง่จะชว่ยป้องกนัการเสือ่มสลายของ BAY ได ้
 

รปูท่ี 4.19 โครงสรา้งเคมขีอง DOX 
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4.7 การเตรียมไลโปโซมเพ่ือเกบ็กกั BAY และ DOX ร่วมกนั 

รายงานการวจิยัหลายชิน้ไดแ้สดงใหเ้หน็วา่การยบัยัง้ NF-B pathway โดยการใช้
สารยบัยัง้  NF-B สามารถเพิม่ความไวต่อการตอบสนองต่อยาตา้นมะเรง็ได ้ ดงันัน้การใหต้วั
ยบัยัง้ NF-B รว่มกบัยาตา้นมะเรง็จงึเป็นแนวทางการรกัษาแบบใหมท่ีน่่าสนใจ อยา่งไรกต็าม
การใหย้าแยกกนัระหวา่งยาตา้นมะเรง็ และตวัยบัยัง้ NF-B นัน้อาจไมส่ามารถทีจ่ะควบคุมการ
กระจายของยาในรา่งกาย และความจาํเพาะต่อเป้าหมายได ้ เน่ืองจากความแตกต่างกนัทาง
คุณสมบตัเิคมกีายภาพของตวัยา ดงันัน้การขนสง่ยารว่มกนัโดยตวัพาทีม่ลีกัษณะเป็นอนุภาคจงึ
อาจเป็นวธิทีีส่ามารถนํามาแกปั้ญหาน้ีได ้ (39, 59-61) ซึง่ทาํโดยการเกบ็กกัยาทัง้สองชนิดไวใ้น
อนุภาคเดยีวกนั หรอือาจนําสง่ยาแยกกนัในอนุภาคทีม่คีุณสมบตัทิีเ่หมอืนกนัได ้ (62) ในการ
ทดลองน้ีจงึมุง่เน้นเพือ่ศกึษาความเป็นไปไดใ้นการเกบ็กกั BAY และ DOX รว่มกนัในอนุภาคไล
โปโซมซึง่สามารถนําสง่ยาไปสูเ่ป้าหมายทีต่อ้งการได ้ 

ในการศกึษาครัง้น้ีไดใ้ชเ้ฉพาะ SPC เป็นองคป์ระกอบไขมนัชนิดเดยีวในการ
เตรยีมไลโปโซม โดยไลโปโซมทีเ่กบ็กกั BAY ชนิด Multilamellar ถูกเตรยีมขึน้ก่อนดว้ยวธิ ีTF 
และลดขนาดโดยการกดผา่นเมมเบรนรเูปิดขนาด 200 nm ต่อจากนัน้จงึบรรจุ DOX เขา้สูไ่ลโป
โซมดว้ยวธิ ีpH gradient ซึง่ไลโปโซมทีเ่กบ็กกั BAY และ DOX รว่มกนั จะถูกตรวจสอบในดา้น

รปูท่ี 4.20 ผลของสว่นประกอบไขมนัในการเกบ็กกั DOX เขา้สูไ่ลโปโซม   
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ประสทิธภิาพการเกบ็กกั ขนาดอนุภาค การกระจายขนาดอนุภาค zeta potential และลกัษณะ
โครงสรา้งของอนุภาค 
 

4.7.1 ประสิทธิภาพการเกบ็กกั  
ประสทิธภิาพการเกบ็กกั BAY และ DOX ในไลโปโซมแสดงไวใ้นรปูที ่ 4.21 โดย

พบวา่มปีระสทิธภิาพการเกบ็กกั DOX และ BAY อยูท่ีป่ระมาณ 90% และ 40% ตามลําดบั เมื่อ
เปรยีบเทยีบกบัไลโปโซมทีเ่กบ็กกัเฉพาะ DOX พบวา่ประสทิธภิาพการเกบ็กกั DOX ทัง้รปูแบบ
เดีย่ว และเกบ็กกัรว่มกบั BAY นัน้ไมม่คีวามแตกต่างกนั (p > 0.05) ซึง่ชีใ้หเ้หน็ว่าการเกบ็กกั 
BAY นัน้ไมส่ง่ผลกระทบต่อประสทิธภิาพ และกลไกการเกบ็กกั DOX เขา้สูไ่ลโปโซม อยา่งไรก็
ตามพบวา่ประสทิธภิาพการเกบ็กกั BAY นัน้ลดลงจาก 60% เป็น 40% เมื่อมกีารเกบ็กกัรว่มกบั 
DOX (p < 0.05) อาจเน่ืองมาจากสาเหตุของกระบวนการเปลีย่นสภาวะภายนอกของไลโปโซม
จากกรดไปเป็นกลางดว้ยวธิกีารปัน่เหวีย่งนัน้ ตอ้งผา่นกระบวนการทีท่าํการกระจายตวั และเจอื
จางไลโปโซมใหม ่ซึง่ทาํใหเ้กดิการสญูเสยี BAY จากการ partition ระหว่างตวัทําละลายแขวน
ตะกอน และไลโปโซมได ้ จากงานวจิยัหลายชิน้ไดม้ขีอ้เสนอแนะวา่การเกบ็กกัยาในไลโปโซมให้
มปีระสทิธภิาพนัน้ตอ้งการคุณสมบตัยิาทีม่คี่า log P ทีต่ํ่าหรอืสงูมาก ถา้ยามคี่า log ปานกลาง
คอือยูใ่นช่วง 1.7-4.0 ไลโปโซมอาจไมส่ามารถเกบ็กกัตวัยาไดอ้ยา่งมปีระสทิธภิาพนักเน่ืองจาก
การ partition ที่เกิดขึ้นระหว่างตัวทําละลายและไลโปโซม ส่งผลให้ยานัน้ปลดปล่อยออกสู่
ภายนอกไดอ้ยา่งรวดเรว็เมือ่เกดิการเปลีย่นแปลงสภาวะแวดลอ้ม (42) 
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รปูท่ี 4.21 ประสทิธภิาพการเกบ็กกั BAY และ DOX ในไลโปโซม (Data 
represent mean and SD as error bar of three experiments.) 
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4.7.2 ขนาดอนุภาค 
ขนาดอนุภาคโดยเฉลีย่ของไลโปโซมทีต่รวจสอบโดยวธิ ี dynamic light scattering 

แสดงไวใ้นรปูที ่ 4.22 ซึง่มขีนาดประมาณ 170 nm เน่ืองจากการกดผา่นเมมเบรนขนาด 200 
nm ซึง่ไมม่คีวามแตกต่างกนัในทุกตํารบั (p > 0.05) นอกจากน้ีคา่ PDI ทีป่ระมาณ 0.1 ชีใ้หเ้หน็
วา่มกีารกระจายขนาดอนุภาคทีแ่คบ (data not shown) 

4.7.3 Zeta potential 
คา่ zeta potential ของไลโปโซมแสดงไวใ้นรปูที ่4.23 โดยมคีา่ระหวา่ง -2.50 to -3.39 

mV ซึง่ไมม่คีวามแตกต่างกนัในทุกตํารบัอยา่งมนียัสาํคญัทางสถติ ิ(p > 0.05). 
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รปูท่ี 4.22 ขนาดอนุภาคไลโปโซมทีเ่กบ็กกั BAY และ DOX (Data represent 
mean and SD as error bar of three experiments.) 

รปูท่ี 4.23 Zeta potential ของอนุภาคไลโปโซมทีเ่กบ็กกั BAY และ DOX (Data 
represent mean and SD as error bar of three experiments.)   

Bla
nk li

pos
om

es

BAY li
pos

om
es

DOX li
pos

om
es

BAY-D
OX li

pos
om

es
-10

-8

-6

-4

-2

0

Z
et

a 
po

te
nt

ia
l 

(m
V

)



43 
 

4.7.4 ลกัษณะโครงสร้าง 
รปูที ่ 4.24 แสดงภาพถ่าย transmission electron photomicrograph (TEM) 

ของไลโปโซมเปล่า และไลโปโซมทีเ่กบ็กกั BAY และ DOX ทีเ่ตรยีมจาก SPC ซึง่พบวา่ในทกุ
ตํารบัไลโปโซมมลีกัษะโครงสรา้งแบบ oligolamellar vesicles 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figure 4.24 ภาพ TEM แบบ negative staining ของไลโปโซมทีเ่ตรยีมจาก SPC 
(A) Empty liposomes 
(B) BAY liposomes 
(C) DOX liposomes 
(D) BAY-DOX liposomes 
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4.8 การประเมินความคงสภาพของไลโปโซมท่ีเกบ็กกั BAY และ DOX ร่วมกนั  
ความคงสภาพทางเคม ี และทางกายภาพเป็นปัจจยัทีส่าํคญัสาํหรบัประเมนิ

ระยะเวลาในการเกบ็รกัษาของไลโปโซม ในการทดลองน้ีไลโปโซมขนาด 200 ทีเ่ตรยีมจาก 
SPC ดว้ยวธิ ีTF ซึง่เกบ็กกั BAY และ DOX รว่มกนั ถูกประเมนิความคงสภาพทัง้ทางเคม ีและ
กายภาพทีอุ่ณหภมูทิีก่าํหนด  

 
4.8.1 ความคงสภาพทางเคมี 
ความคงสภาพทางเคมขีอง BAY และ DOX ทีเ่กบ็กกัไวใ้นไลโปโซม ถูกประเมนิ

เป็นชว่งระยะเวลา 2 เดอืนทีอุ่ณหภฒู 4 และ 30 °C ดว้ยวธิ ีHPLC ซึง่ผลการทดลองไดแ้สดงไว้
ในรปูที ่4.25-4.28 

ในกรณขีอง BAY ทีศ่กึษาความคงสภาพที ่ 4 °C พบวา่อตัราการเสือ่มสลายมี
แนวโน้มลดลงเมือ่ถูกเกบ็กกัในไลโปโซม โดยทีร่ะยะเวลา 2 เดอืนนัน้ BAY ทีถู่กเกบ็กกัในไลโป
โซม เสือ่มสลายไปประมาณ 20 % เมือ่เปรยีบเทยีบกบั BAY ในรปูสารละลายซึง่พบวา่มกีาร
เสือ่มสลายไปประมาณ 40 % ซึง่ชีใ้หเ้หน็วา่การเกบ็กกัสารไวใ้นไลโปโซมนัน้สามารถชว่ยเพิม่
ความคงสภาพของ BAY ได ้ ถงึแมว้า่ในการศกึษาน้ีไมไ่ดท้าํการระบุกลไลเกีย่วกบัการเสือ่ม
สลายของ BAY แต่จากการพจิารณาโครงสรา้งคาดวา่การเสือ่มสลายของ BAY นัน้น่าเกดิจาก
ปฏกิริยิา hydrolysis ดงันัน้ความคงสภาพทีเ่พิม่ขึน้ของ BAY ทีถู่กเกบ็กกัไวใ้นไลโปโซมนัน้อาจ
เป็นเพราะโมเลกุลของ BAY ทีส่อดแทรกเขา้สูผ่นงักัน้ไลโปโซมซึง่เป็นสว่นไขมนัทีม่คีวามไม่
ชอบน้ําสงู จงึปกป้อง BAY จากการเสือ่มสลายดว้ยปฏกิริยิา hydrolysis ได ้อยา่งไรกต็ามพบวา่
เมือ่ศกึษาความคงสภาพที ่ 30 °C นัน้ ทัง้ BAY ทีเ่กบ็กกัในไลโปโซม หรอื BAY ในรปู
สารละลายนัน้เสือ่มสลายหมดสิน้ภายในเวลา 1 เดอืน ซึง่แสดงใหเ้หน็วา่การเสยีสภาพของ BAY 
นัน้เป็นกลไกทีข่ ึน้กบัอุณหภมู ิ และการเกบ็กกั BAY ในไลโปโซมไมส่ามารถทีจ่ะป้องกนัการ
เสือ่มสลายไดอ้ยา่งสมบรูณ์ 

ในกรณขีอง DOX ทัง้ทีอ่ยูใ่นรปูสารละลาย และเกบ็กกัในไลโปโซมพบวา่มคีวามคง
สภาพตลอดชว่งระยะเวลา 2 เดอืน ที ่ 4 °C จากรายงานการวจิยัทีผ่า่นมาพบวา่ความคงสภาพ
ของ DOX ในรปูสารละลายนัน้ขึน้อยูก่บัปัจจยัหลายดา้น เชน่ อุณหภมู แสง pH (63, 64) ดงันัน้
การเพิม่อุณหภมูจิงึอาจเรง่ปฏกิริยิาการเสือ่มสลายได ้ซึง่ที ่  30 °C พบวา่ DOX เสือ่มสลายไป
ประมาณ 20% โดยไมพ่บความแตกต่างระหวา่ง DOX ในรปูสารละลายหรอืทีเ่กบ็กกัในไลโป
โซม ซึง่กลไกการเสือ่มสลายของ DOX  นัน้เป็นปฏกิริยิาแบบ hydrolysis (63, 64) ดงันัน้ผล
การทดลองทีก่ารเสือ่มสลายของ DOX ทัง้แบบสารละลายและเกบ็กกัในไลโปโซมไมแ่ตกต่างกนั
นัน้ อาจเน่ืองมากจาก DOX ถูกเกบ็กกัอยูภ่ายในแกนน้ําของไลโซม  
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รปูท่ี 4.25 ความคงสภาพทางเคมขีอง BAY ที ่4 °C ระยเวลา 2 เดอืน (Data 
represent mean and SD as error bar of three experiments.)  
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รปูท่ี 4.26 ความคงสภาพทางเคมขีอง BAY ที ่30 °C ระยะเวลา 2 เดอืน (Data 
represent mean and SD as error bar of three experiments.)  
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รปูท่ี 4.27 ความคงสภาพทางเคมขีอง DOX ที ่4 °C ระเวลา 2 เดอืน (Data represent 
mean and SD as error bar of three experiments.)  
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รปูท่ี 4.28 ความคงสภาพทางเคมขีอง DOX ที ่30 °C ระยะเวลา 2 เดอืน (Data 
represent mean and SD as error bar of three experiments.)  
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4.8.2 ความคงสภาพทางกายภาพ 
ความคงสภาพทางกายภาพของไลโปโซมทีเ่กบ็กกั BAY และ DOX รว่มกนัถูก

ประเมนิที ่4 °C และ  30 °C เป็นระยะเวลา 3 เดอืน ในดา้นขนาดอนุภาค และ zeta potential  
ผลการทดลองที ่4 °C ระยะเวลา 3 เดอืนพบวา่ขนาดและการกระจายขนาดอนุภาค

ของไลโปโซมไมม่กีารเปลีย่นแปลง (รปูที ่ 4.29) อยา่งไรกต็ามเมือ่เกบ็ทีส่ภาวะ  30 °C พบวา่
ทัง้ขนาดและการกระจายขนาดอนุภาคของไลโปโซมเพิม่ขึน้อยา่งมาภายในระยะเวลา 1 เดอืน 
ซึง่แสดงใหเ้หน็ถงึความไมค่งสภาพดา้นกายภายทีอุ่ณหภมูน้ีิ (รปูที ่ 4.30) ซึง่อาจเน่ืองมาจาก
การเกาะกลุ่ม หรอืหลอมรวมของอนุภาคไลโปโซม สว่นในดา้น zeta potential ของไลโปโซม
พบวา่มแีนวโน้มในทศิทางเดยีวกบัขนาดอนุภาค (รปูที ่4.31 และ 4.32) โดยคา่ zeta potential 
ของไลโปโซมทีเ่กบ็ทีอุ่ณหภมู ิ4 °C ไมม่กีารเปลีย่นแปลงในระยะเวลา 3 เดอืน แต่เมือ่อุณหภูมิ
ในการเกบ็รกัษาเพิม่ขึน้เป็น 30 °C  นัน้พบวา่คา่ zeta potential มแีนวโน้มลดลง อาจ
เน่ืองมาจากการเสือ่มสลายแบบ hydrolysis ของ phospholipids ซึง่เป็นสว่นประกอบของไลโป
โซมซึง่จะให ้lysophospholipid และ free fatty acid (65, 66) 

จากผลการทดลองในดา้นความคงสภาพทางเคม ี และกายภายของตํารบัไลโปโซม
ทีพ่ฒันาขึน้นัน้ยงัจาํกดัอยูใ่นระยะเวลา 2-3 เดอืน ดงันัน้การทดสอบฤทธิข์องตํารบัไลโปโซมนัน้
จะใชต้ํารบัไลโปโซมทีเ่ตรยีมขึน้ใหม ่และเกบ็ไวท้ีอุ่ณหภมู ิ4 °C เป็นระยะเวลาไมเ่กนิ 7 วนั 
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รปูท่ี 4.29 ขนาดและการกระจายขนาดอนุภาคไลโปโซมทีก่กัเกบ็ BAY และ DOX ที ่
4 °C ระยะเวลา 3 เดอืน (Data represent mean and SD as error bar of three 
experiments.)  

รปูท่ี 4.30 ขนาดและการกระจายขนาดอนุภาคไลโปโซมทีก่กัเกบ็ BAY และ DOX ที ่
30 °C ระยะเวลา 3 เดอืน (Data represent mean and SD as error bar of three 
experiments.)  
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รปูท่ี 4.31 zeta potential ของอนุภาคไลโปโซมทีก่กัเกบ็ BAY และ DOX ที ่4 °C 
ระยะเวลา 3 เดอืน (Data represent mean and SD as error bar of three 
experiments.)  

0 30 60 90
-20

-15

-10

-5

0

Time (days)

Z
et

a 
po

te
nt

ia
l 

(m
V

)

รปูท่ี 4.32 zeta potential ของอนุภาคไลโปโซมทีก่กัเกบ็ BAY และ DOX ที ่30 °C 
ระยะเวลา 3 เดอืน (Data represent mean and SD as error bar of three 
experiments.)  
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การประเมินฤทธ์ิต่อเซลลม์ะเรง็ 

NF-B เป็นกลุม่โปรตนีทีค่วบคุมการแสดงออกของพนัธุกรรมทีเ่กีย่วขอ้งกบั
ขัน้ตอนต่างๆ ทีส่าํคญัในกระบวนการรอดชวีติของเซลล ์ (27, 67) ดงันัน้การรกัษามะเรง็ดว้ย
การใหย้ายบัยัง้ NF-B รว่มกบัยาตา้นมะเรง็จงึอาจเป็นหนทางหน่ึงทีจ่ะเพิม่ประสทิธภิาพใน
การรกัษาโรคมะเรง็ได ้ ซึง่การควบคุมใหย้าทัง้สองชนิดสามารถออกฤทธิ ์ ณ บรเิวณทีก่าํหนด
เพือ่ใหผ้ลการตอบสนองของยาเป็นไปตามตอ้งการจงึเป็นปัจจยัทีส่าํคญัยิง่ การเกบ็กกัยาสอง
ชนิดเพือ่นําสง่ไปพรอ้มกนัในอนุภาคจงึเป็นแนวทางทีเ่หมาะสมในการพฒันา (62) ซึง่จากผล
การศกึษาทีไ่ดแ้สดงใหเ้หน็แลว้วา่ DOX และ BAY สามารถถูกเกบ็กกัรว่มกนัไดใ้นอนุภาคไลโป
โซมทีเ่ตรยีมจาก SPC อยา่งไรกต็ามการควบคุมใหข้นาดยาทีอ่ยูภ่ายในอนุภาคเดยีวกนัใหม้ี
ปรมิาณตามทีก่าํหนดเป็นเรือ่งทีท่าํไดย้าก ดงันัน้การเกบ็กกัยาแต่ละชนิดในอนุภาคทีต่่างกนั 
แต่มอีงคป์ระกอบเหมอืนกนันัน้จงึอาจเป็นแนวทางทีน่่ามคีวามเป็นไปไดใ้นการนํามาใชม้ากกวา่ 
เน่ืองจากโดยพืน้ฐานการนําสง่ยาแลว้อนุภาคทีม่สีว่นประกอบทีเ่หมอืนกนันัน้ สามารถทีจ่ะ
นําสง่เขา้สูเ่ป้าหมายไดพ้รอ้มกนั ดงันัน้ในการวจิยัในครัง้น้ี จงึเลอืกประเมนิฤทธิก์ารตา้นมะเรง็
ของตํารบัไลโปโซมทีเ่กบ็กกั DOX และ BAY แยกกนั แต่มอีงคป์ระกอบของอนุภาคเหมอืนกนั 
เซลลม์ะเรง็เพาะเลีย้งสามชนิดไดแ้ก่ A549, HepG2 และ SK-Hep-1 ถูกนํามาใชเ้ป็นตน้แบบใน
การศกึษา (รปูที ่4.33) โดย A546 เซลลเ์พาะเลีย้งมะเรง็ปอด สว่น HepG2 และ SK-Hep-1 เป็น
เซลลเ์พาะเลีย้งมะเรง็ตบั 

 
4.9 ความในการตอบสนองของเซลลเ์พาะเลี้ยงต่อ BAY 

ในการทดลองน้ี BAY ทีค่วามเขม้ขน้ต่าง ๆ (1.25, 2.5, 5, 10 and 20 µM) ถูก
ทดสอบในเซลม์ะเรง็สามชนิดไดแ้ก่ A549, HepG2  SK-Hep-1 เพือ่ประเมนิความไวในการ
ตอบสนองของเซลลต่์อ BAY ซึง่เซลลท์ัง้สามชนิดน้ีมรีะดบั basal NF-B activity ต่างกนั จาก
รายงานการวจิยัก่อนหน้าพบวา่เซลล ์ SK-Hep-1 นัน้มรีะดบั basal NF-B activity ทีส่งูกวา่    
เซลล ์ HepG2 (68) แต่ไมพ่บรายงานของเซลล ์ A549 อยา่งไรกต็ามจากการอา้งองิผลการ
ทดลองในหอ้งปฏบิตัชิวีเคม ีของสถาบนัวจิยัจุฬาภรณ์นัน้ไดแ้สดงใหเ้หน็วา่เซลลช์นิดน้ีกม็รีะดบั  
basal NF-B activity ทีต่ํ่าเชน่กนั เซลลเ์หล่าน้ีจะถูกบ่มเพาะทีอุ่ณหภมู ิ 37°C ภายใต้
บรรยากาศทีม่ ี  CO2 ปรมิาณ 5% (v/v) และความชืน้สมัพทัธท์ี ่ 80% หลงัจากเตมิสารทดสอบ
เป็นเวลา 72 ชม. การรอดชวีติของเซลลถ์ูกประเมนิดว้ยวธิ ีMTT assay 
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รปูท่ี 4.33 รปูร่างลกัษณะของเซลล ์(A) HepG2, (B) SK-Hep-1 and (C) A549 

(C) 

(A) 

(B) 
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ผลการทดสอบฤทธิต์า้นมะเรง็ของ BAY ทีค่วามเขม้ขน้ต่าง ๆ ในเซลลส์ามชนิด
แสดงไวใ้นรปูที ่ Figure 4.34-4.36 ซึง่เซลลแ์ต่ละชนิดนัน้ใหผ้ลการตอบสอนงทีแ่ตกต่างกนัต่อ 
BAY ซึง่เป็นตวัยบัยัง้ NF-B  แบบยบัยัง้ IkBα phosphorylation (69, 70) โดยพบวา่รอ้ยละ
การรอดชวีติของเซลล ์  SK-Hep-1 และ A549 มแีนวโน้มลดลงเมือ่เพิม่ความเขม้ขน้ของ BAY 
ในขณะที ่ HepG2 นัน้แทบไมม่กีารตอบสนองต่อ BAY เลย เชน่ที ่ BAY ความเขม้ขน้ 20 µM 
รอ้ยละการรอดชวีติของเซลล ์ A549 อยทุีป่ระมาณ 40% สว่นของ  SK-Hep-1 อยูท่ีป่ระมาณ 
10% ซึง่ชีใ้หเ้หน็วา่เซลล ์ SK-Hep1 มกีารตอบสนองต่อ BAY ไดด้ ี ความแตกต่างในการ
ตอบสนองต่อ BAY นัน้อาจเน่ืองมาจากระดบั basal NF-B activity ทีต่่างกนั NF-B นัน้เป็น
กลุ่มโปรตนีทีม่คีวามสาํคญัต่อเซลล ์ (71) โดยระดบั basal NF-B activity มผีลต่อ 
transcriptional activity (68) ดงันัน้จงึมคีวามเป็นไปไดท้ีก่ลไกการทาํงานของ NF-B ขึน้กบั
ชนิดของเซลลม์ะเรง็ดว้ย ถงึแมว้า่ทัง้เซลล ์  SK-Hep-1 และ HepG2 เป็นเซลลม์ะเรง็ตบั
เหมอืนกนั แต่ระดบั basal NF-B activity ของ SK-Hep-1 นัน้มรีะดบัทีส่งูกวา่ ซึง่ทาํใหก้าร
ดาํรงชวีติของเซลล ์ SK-Hep-1 นัน้ขึน้อยูก่บัการทาํงานของ NF-B มากกวา่ สง่ผลใหเ้ซลล ์
SK-Hep-1 ตอบสนองต่อ BAY ดกีวา่เซลล ์ HepG2 การทดลองน้ีจงึชีใ้หเ้หน็วา่ BAY นัน้มี
ผลตอบสนองทีจ่าํเพาะกบัเซลลท์ีม่รีะดบั basal level of NF-B ทีส่งู (69, 70) แนวโน้มการ
ตอบสนองต่อเซลล ์A549 กเ็ป็นเชน่ HepG2 โดย A549 ซึง่มรีะดบั basal NF-B ทีต่ํ่ามผีลการ
ตอบสนองต่อ BAY ทีด่อ้ยกวา่เซลล ์SK-Hep-1 การวจิยัน้ีจงึใหแ้สดงใหเ้หน็วา่การนํา BAY มา
ใชเ้พือ่การตา้นมะเรง็นัน้ควรมุง่ไปยงัมะเรง็ชนิดทีม่รีะดบั basal NF-B สงู ซึง่ในการทดลอง
ต่อไปทางผูว้จิยัจงึเลอืกใช ้ SK-Hep-1 เป็นตน้แบบในการศกึษาต่อไปเพือ่ทดสอบฤทธิข์อง
ตํารบัไลโปโซมทีพ่ฒันาขึน้ 
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รปูท่ี 4.35 ฤทธิต์า้นมะเรง็ของ BAY ต่อเซลล ์SK-Hep-1 (Data are expressed as mean ± 
SD from three independent experiments) 
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รปูท่ี 4.34 ฤทธิต์า้นมะเรง็ของ BAY ต่อเซลล ์HepG2. (Data are expressed as mean ± SD 
from three independent experiments) 
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4.10 ฤทธ์ิต้านมะเรง็ของ BAY และ DOX ต่อ SK Hep1 

ในการทดลองน้ีฤทธิต์า้นมะเรง็ของตวัยาเดีย่วถูกประเมนิเพือ่หาขนาดยาที่
เหมาะสมสาํหรบัการศกึษาต่อไป โดย SK-Hep1 ถูกทดสอบกบั BAY ทีค่วามเขม้ขน้ 1.25, 2.5, 
5, 10 และ 20 µM สว่น DOX ถูกทดสอบทีค่วามเขม้ขน้ 10, 50, 100, 500 nM, 1 และ 5 µM 
โดยประเมนิการรอดชวีติของเซลลห์ลงัจากเตมิสารทดสอบ 72 ชม. โดยวธิ ี MTT รปูที ่ 4.37 
และ 4.38 แสดงรอ้ยละการรอดชวีติของเซลลห์ลงัทดสอบกบั BAY และ DOX ตามลาํดบั ซึง่
พบวา่การรอดชวีติของเซลลล์งตามขนดยาทีเ่พิม่ขึน้ของสารทัง้สองชนิด โดย BAY ที ่5 และ 10 
µM (อตัราการรอดชวีติของเซลล ์~90% และ ~60% ตามลาํดบั) และ DOX ที ่10 และ 100 nm  
and DOX at 10 and 100 nM (อตัราการรอดชวีติของเซลล ์80% และ ~60% ตามลาํดบั) ถูก
เลอืกใชใ้นการศกึษาต่อไป เน่ืองจากทีค่วามเขม้ขน้น้ีเซลลย์งัมอีตัราการรอดชวีติทีส่ามารถ
นํามาศกึษาถงึการเสรมิฤทธิข์องสารทัง้สองชนิดไดอ้ยู ่ 
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Figure 4.36 ฤทธิต์า้นมะเรง็ของ BAY ต่อเซลล ์A549 (Data are expressed as mean ± SD 
from three independent experiments) 
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รปูท่ี 4.37 ผลการตอบสนองของเซลล ์ SK-Hep1 ต่อ BAY ทีค่วามเขม้ขน้ต่างๆ (Data are 
presented as mean ± SD from three independent experiments) 
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รปูท่ี 4.38 ผลการตอบสนองของเซลล ์ SK-Hep1 ต่อ DOX ทีค่วามเขม้ขน้ต่างๆ (Data are 
presented as mean ± SD from three independent experiments) 
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4.11 ฤทธ์ิต้านมะเรง็ของไลโปโซมท่ีเกบ็กกั BAY และ DOX ต่อ SK-Hep1 
BAY และ DOX ในรปูแบบยาเดีย่ว หรอืผสมถูกศกึษาฤทธิต่์อเซลล ์SK-Hep1 เพือ่

ประเมนิวา่การใหย้ารว่มกนัสามารถเสรมิฤทธิท์างการรกัษาไดห้รอืไม ่ โดยเซลล ์ SK-Hep1 ถกู
ทดสอบกบัไลโปโซมทีเ่กบ็กกั BAY และ DOX ซึง่บรหิารยารว่มกนั เปรยีบเทยีบกบัยาในรปู
สารละลาย DMSO หรอืไลโปโซมทีเ่กบ็กกัยาชนิดเดยีว โดยใชค้วามเขม้ขน้สองระดบัของ BAY 
(5 และ 10 µM) และ DOX (10 และ 100 nm) ทดสอบกบัเซลล ์ เมือ่ครบ 72 ชม. เซลลถ์ูก
ประเมนิการรอดชวีติดว้ย MTT assay ต่อไป ดงัแสดงในรปูที ่4.39-4.42 

เมือ่ให ้BAY และ DOX รปูสารละลายทีค่วามเขม้ขน้ 5 µM และ 10 nM ตามลาํดบั
ในรปูแบบเดีย่วต่อเซลล ์SK-Hep1 พบวาเซลลม์อีตัราการรอดชวีติทีป่ระมาณ 80% (รปูที ่4.39) 
หลงัจากบรหิารยารว่มกนัพบวา่ประสทิธภิาพในการฆา่เซลลเ์พิม่ขึน้เป็นประมาณ 60% สว่นการ
ใหย้าในรปูแบบไลโซมทัง้รปูแบบยาเดีย่ว หรอืนําสง่ยารว่มกนันัน้พบวา่ใหผ้ลการตอบสนองไป
ในทศิทางเดยีวกบัการทดสอบดว้ยสารละลายของตวัยา โดยมฤีทธิท์ีเ่ทยีบเคยีงหรอืเพิม่ขึน้ โดย
พบวา่การใหย้ารปูแบบไลโปโซมทีนํ่าสง่รว่มกนัระหวา่ง BAY และ DOX สามารถเพิม่ฤทธิข์ ึน้ได้
อยา่งมนียัสาํคญัทางสถติเิมือ่เทยีบกบัการใหย้าเดีย่วในรปูสารละลาย ดงันัน้ฤทธิใ์นการตา้น
เซลลม์ะเรง็สงูสดุทีพ่บเมือ่ใชค้วามเขม้ขน้ของ BAY 5 µM และ DOX 10 nM นัน้พบในการใชไ้ล
โปโซมนําสง่ BAY และ DOX รว่มกนั โดยมอีตัราการรอดชวีติของเซลลท์ีป่ระมาณ 50% ซึง่ผล
การทดลองเมือ่เพิม่ความเขม้ขน้ของ BAY และ DOX เป็น 10 µM และ 100 nM ตามลาํดบันัน้
พบวา่มแีนวโน้มไปในทางเดยีวกนั (รปูที ่4.40-4.42)  

โดยสรปุแลว้ผลการทดลองน้ีชีใ้หเ้หน็วา่การบรหิารยารว่มกนัระหวา่ง BAY ซึง่เป็น
สารยบัยัง้ NF-B และ DOX ซึง่เป็นสารตา้นมะเรง็นัน้สามารถเพิม่ฤทธิใ์นการตา้นมะเรง็ใน
เซลล ์SK-Hep1 ซึง่เป็นเซลลม์ะเรง็ตบัทีม่รีะดบั basal NF-B ทีส่งูได ้อยา่งไรกต็ามการศกึษา
น้ีชีใ้หเ้หน็เพยีงแนวโน้มการเสรมิฤทธิเ์ทา่นัน้ แต่ยงัไมอ่าจแสดงถงึความแตกต่างไดอ้ยา่ง
เดน่ชดัได ้ซึง่อาจเป็นสาเหตุมาจากความเป็นไปได ้3 กรณคีอื 1) ความไวต่อการตอบสนองของ
เซลลม์ะเรง็ทีอ่าจแตกต่างกนัไปต่อสารออกฤทธิเ์น่ืองจากกลไกการทาํงานระดบัเซลลท์ีแ่ตกต่าง
กนั 2) การเสรมิฤทธิข์องสารสองชนิดอาจไมไ่ดข้ึน้อยูก่บัรปูแบบ และกลไกการตา้นเซลลม์ะเรง็
ของสารนัน้ (72) 3) การบรหิารยารว่มกนัโดยอตัราสว่นระหวา่งยาทัง้สองชนิดและความเขม้ขน้
อาจไมเ่หมาะสม (73-75) ในสว่นของไลโปโซมนัน้ ถงึแมว้า่การเกบ็กกัยาในไลโปโซมอาจไม่
สง่ผลอยา่งเดน่ชดัในการเพิม่ฤทธิข์องสารทีถู่กเกบ็กกั แต่มปีระโยชน์ในดา้นการเพิม่ความคงตวั
ของสารทีถู่กเกบ็กกั อกีทัง้ยงัสามารถควบคุมการกระจายของยา และเป้าหมายในการออกฤทธิ ์
ของยาทีนํ่าสง่รว่มกนัซึง่มคีุณสมบตัทิางเคมกีายภาพทีแ่ตกต่างกนัไดใ้นรา่งกาย  
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Figure 4.40 ฤทธิต์า้นมะเรง็ของไลโปโซมทีนํ่าสง่ BAY 5 µM และ DOX 100 nM รว่มกนั
ต่อเซลล ์SK-Hep-1 เปรยีบเทยีบกบัยาในรปูสารละลาย (Data are presented as mean ± 
SD from three independent experiments) 
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รปูท่ี 4.39 ฤทธิต์า้นมะเรง็ของไลโปโซมทีนํ่าสง่ BAY 5 µM และ DOX 10 nM รว่มกนัต่อ
เซลล ์ SK-Hep-1 เปรยีบเทยีบกบัยาในรปูสารละลาย (Data are presented as mean ± 
SD from three independent experiments) 
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รปูท่ี 4.41 ฤทธิต์า้นมะเรง็ของไลโปโซมทีนํ่าสง่ BAY 10 µM และ DOX 10 nM รว่มกนัต่อ
เซลล ์ SK-Hep-1 เปรยีบเทยีบกบัยาในรปูสารละลาย (Data are presented as mean ± 
SD from three independent experiments) 
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รปูท่ี 4.42 ฤทธิต์า้นมะเรง็ของไลโปโซมทีนํ่าสง่ BAY 10 µM และ DOX 100 nM รว่มกนั
ต่อเซลล ์SK-Hep-1 เปรยีบเทยีบกบัยาในรปูสารละลาย (Data are presented as mean ± 
SD from three independent experiments) 
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Conclusion 
 

งานวจิยัน้ีมจุีดมุง่หมายเพื่อพฒันาระบบทีส่ามารถนําสง่ยาตา้นมะเรง็รว่มกบัสาร
ยบัยัง้ NF-B โดยใชต้วัพาอนุภาคไลโปโซม DOX และ BAY ซึง่เป็นสารตา้นมะเรง็ และสาร
ยบัยัง้ NF-B  ตามลาํดบั ไดถู้กเลอืกใชเ้ป็นตน้แบบในงานวจิยัชิน้น้ี จากผลการทดลองโดย
สรปุพบวา่ DOX และ BAY สามารถถกูเกบ็กกัรว่มกนัไดใ้นอนุภาคไลโปโซมเดยีวกนั แต่จาก
ขอ้จาํกดัในการควบคุมขนาดยาแต่ละชนิดในอนุภาค การแยกเกบ็กกัสารทัง้สองคนละอนุภาคที่
สรา้งขึน้จากสว่นประกอบทีเ่หมอืนกนัอาจเป็นแนวทางทีเ่หมาะสมในการนําไปใช ้ และการผลติ
มากกวา่ ซึง่การเกบ็กกัสารในไลโปโซม สามารถเปลีย่นแปลงคุณสมบตัทิางเคมกีายภาพของ
สารนัน้ และเมือ่อนุภาคไลโปโซมสรา้งขึน้จากสว่นประกอบทีเ่หมอืนกนั การกระจายตวัและการ
นําสง่ยาเขา้สูเ่ป้าหมายจะสามารถควบคมุไดใ้นลกัษณะเดยีวกนั จากการทดสอบฤทธิต์า้นมะเรง็
ต่อเซลลพ์บวา่ การใหย้ารว่มกนัสามารถเสรมิประสทิธภิาพความเป็นพษิต่อเซลลม์ะเรง็ชนิด 
SK-Hep-1 ได ้ โดยไลโปโซมเกบ็กกั BAY และ DOX ทัง้ในรปูแบบเดีย่ว และแบบบรหิารยา
รว่มกนัทัง้สองชนิด ใหผ้ลการยบัยัง้เซลลม์ะเรง็ทีม่แีนวโน้มเหมอืนกบัการบรหิารยาทีไ่มไ่ดถู้ก
เกบ็กกัในไลโปโซม ดว้ยประสทิธภิาพทีเ่ทา่เทยีมหรอืมากกวา่ แต่การบรหิารยาเมือ่เกบ็กกัในไล
โปโซมนัน้ โดยทัว่ไปแลว้มขีอ้ดเีหนือกวา่การใหย้ารปูอสิระในทัง้ดา้นความสามารถในการ
ควบคุมการกระจายตวั และควบคุมเป้าหมายในการนําสง่เมือ่เขา้สูร่า่งกายได ้ 

จากผลการทดลองโดยรวมแลว้ งานวจิยัชิน้น้ีชีใ้หเ้หน็วา่การพฒันาการนําสง่
รว่มกนัของยาตา้นมะเรง็ และสารยบัยัง้ NF-B  ดว้ยไลโปโซม โดยใชส้าร DOX และ BAY 
เป็นตน้แบบสามารถเตรยีมขึน้ได ้ และมคีวามเป็นไปไดท้ีจ่ะใชเ้ป็นแนวทางใหมใ่นการเพิม่
ประสทิธภิาพใหแ้ก่การรกัษาดว้ยเคมบีาํบดั อยา่งไรกต็ามการพฒันาเพือ่ใหก้ลยทุธน้ี์สามารถใช้
ในเชงิคลนิิกได ้ อาจจาํเป็นตอ้งมกีารศกึษาเพิม่เตมิในเรือ่งของอตัราสว่นของยาทีใ่ชใ้นการ
บรหิารรว่มกนั รวมถงึขนาดยาทีม่คีวามเหมาะสมเพือ่ใหเ้กดิประสทิธผิลในการรกัษาสงูสดุ 
นอกจากน้ีการศกึษาการปลดปล่อยของยาทีเ่กบ็กกัจากไลโปโซม ณ เป้าหมายของโรคกเ็ป็นสิง่
ทีม่คีวามสาํคญัทีต่อ้งมกีารศกึษาต่อไป  
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NF-B is a key signaling pathway in controlling the initiation and progression of human 
cancer. Several studies have demonstrated that inhibition of this pathway can enhance 
the effectiveness of anticancer drugs. Therefore, combination of NF-B inhibitor and 
anticancer drug is an attractive approach for cancer treatment. In this study, liposomes 
co-entrapping doxorubicin (DOX) and BAY11-7085 (BAY), a NF-B inhibitor, were 
developed and their characteristics were investigated in terms of entrapment efficiency, 
size and zeta potential. Liposomes entrapping BAY were prepared with various lipid 
compositions and drug-to-lipid ratio by using thin film (TF) or reverse phase evaporation 
(REV) method, and subsequently reduced in size by extrusion through 200 nm 
membrane. The results demonstrated that the entrapment efficiency of BAY in 
liposomes prepared by TF was higher than those prepared by REV. Inclusion of 
cholesterol, reduction of drug-to-lipid ratio and saturation of lipid chain were found to 
decrease drug entrapment. The highest entrapment at 60% was achieved in liposomes 
prepared by TF and constructed with Phospholipon-90G at drug-to-lipid ratio of 1:20. 
The obtained liposomes were neutral with diameter of 170 nm. This formulation was 
further loaded with DOX by pH gradient technique, yielding an ultimate co-entrapment 
efficiency of DOX and BAY at 87% and 43%, respectively. In conclusion, these results 
clearly indicate that liposome for co-delivery of DOX and BAY can be successfully 
prepared. Further evaluation in cancer cells of developed formulation will be carried out 
to ensure the combination of their therapeutic effect. As the outcomes of this strategy, it 
would become a promising and potential cancer treatment. 
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