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นัน้ได้มีทางเลือกใหม่ของการรักษาท่ีจะช่วยลดผลข้างเคียงของยาท่ีใช้ให้น้อยลง โดยมีการค้นพบ
สารชนิดต่างๆ อาทิ สมุนไพรหรือผลิตภัณฑ์ท่ีได้มาจากธรรมชาติ เพ่ือน ามาใช้ร่วมกันกับยาเคมี
บ าบดั สามารถยบัยัง้การแบ่งตวัและชกัน าให้เซลล์มะเร็งเกิดการตายแบบอะพอพโทซิสได้ กรด
เออร์โซลิกจดัเป็นสารประกอบจ าพวก Pentacyclic triterpenoid carboxylic acid และเป็นสารท่ี
เป็นองค์ประกอบทางเคมีของพืชหลายชนิด โดยมีคณุสมบตัหิลากหลาย อาทิ ฤทธ์ิต้านมะเร็ง ฤทธ์ิ
ต้านการอกัเสบ ฤทธ์ิต้านอนมุูลอิสระ และฤทธ์ิปกป้องตบัจากสารพิษ เป็นต้น ด้วยเหตนีุจ้ึงได้
ศกึษาผลกระทบของกรดเออร์โซลิกตอ่การหลัง่ไซโตไคน์ผ่านวิถี MAPKs ในเซลล์มะเร็งเม็ดเลือด
ขาวชนิด Jurkat พบว่า กรดเออร์โซลิกสามารถยับยัง้การเจริญและแบ่งตัวของเซลล์ รวมทัง้
สามารถยบัยัง้การหลัง่ไซโตไคน์ชนิด IL-2 และ TNF- ของเซลล์ Jurkat เม่ือถูกกระตุ้นจาก 
PMA/PHA ได้ตามระดบัความเข้มข้นของกรดเออร์โซลิกและระยะเวลาท่ีเพิ่มขึน้  อย่างมีนยัส าคญั
ทางสถิติ นอกจากนี ้การยบัยัง้การหลัง่ไซโตไคน์ชนิด IL-2 และ TNF- ของกรดเออร์โซลิกนัน้
เก่ียวข้องกับวิถี c-Jun N-terminal kinase (JNK) แต่ไม่เก่ียวข้องกับวิถี extracellular-signal 
regulated protein kinase (ERK) ดงันัน้ กรดเออร์โซลิกอาจเป็นทางเลือกหนึ่งท่ีสามารถน ามาใช้
ในการป้องกนัและรักษาโรคมะเร็งเม็ดเลือดขาวได้  
 
 
 
 
ภาควิชา  จลุทรรศน์ศาสตร์คลินิก ลายมือช่ือนิสิต  
สาขาวิชา  วิทยาศาสตร์โลหิตวิทยาคลินิก ลายมือช่ือ อ.ท่ีปรึกษาวิทยานิพนธ์หลกั  
ปีการศกึษา 2554  



จ 
 

# # 5277207037 : MAJOR CLINICAL HEMATOLOGY SCIENCES 
KEYWORDS : URSOLIC ACID / IL-2 / TNF- / ERK / JNK / JURKAT CELLS 

NARAWAN KAEWTHAWEE : THE EFFECTS OF URSOLIC ACID ON CYTOKINE 
PRODUCTION VIA MAPK PATHWAY IN LEUKEMIC T-CELLS; JURKAT CELL 
LINE. ADVISOR : SIRIKALAYA BRIMSON, Ph.D., 101 pp. 
  

 Leukemia is a malignancy of white blood cells characterized by their excessive 
production and abnormal functions. Treatments of leukemia depend on types of the 
disease. Since chemotherapy has adverse side effects in leukemic patients, 
combinations of complementary and alternative medicines with conventional treatments 
may reduce some of the side effects from conventional treatments.  Studies have shown 
many chemopreventive agents, which can suppress cancer cell proliferation and induce 
apoptosis.  Ursolic acid (UA), a natural plant and herbal component, is pentacyclic 
triterpenoid carboxylic acid.  It processes various biological properties such anticancer, 
anti-inflammatory, antioxidative stress and hepatoprotective activity.  We investigated 
the effect of UA on cytokine production via MAPKs pathways in Jurkat leukemic T-cell. 
Results showed that UA inhibited cell growth and proliferation and also suppressed 
PMA/PHA induced IL-2 and TNF- production in concentration and time dependent 
manners. The inhibition of IL-2 and TNF- production by UA was involved in c-Jun N-
terminal kinase (JNK) pathway, but not extracellular-signal regulated protein kinase 
(ERK) pathway.  Further, utilizing of UA as a chemopreventive or therapeutic agent may 
provides an alternative option for cancer treatments. 
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บทที่ 1 

บทน ำ 

ควำมเป็นมำและควำมส ำคัญของปัญหำ 

มะเร็ง (cancer) จัดเป็นกลุ่มของโรคท่ีเกิดจากเซลล์ของร่างกายชนิดหนึ่งมีการแบ่งตวั
เพิ่มจ านวนมากขึน้อย่างผิดปกติ โดยเซลล์ท่ีเปล่ียนสภาพไปจากปกตินัน้จะไม่อยู่ในการควบคมุ
ของ วฎัจกัรการแบง่ตวั และยงัสามารถรุกรานเนือ้เย่ือข้างเคียง หรืออาจแพร่กระจายไปต าแหน่ง
อ่ืนๆ ของร่างกายได้ [1, 2] ส่วนมะเร็งเม็ดเลือดขาว (leukemia) นัน้เป็นมะเร็งระบบโลหิต 
(hematologic malignancy) ท่ีมีความส าคัญ เน่ืองจากพบได้บ่อย และเป็นสาเหตุของการ
เสียชีวิตท่ีส าคญัในคนไทย [3] โดยเกิดจากเซลล์เม็ดเลือดชนิดใดชนิดหนึ่งมีการเพิ่มจ านวนอย่าง
ไม่หยุดยัง้ จึงท าให้เกิดความผิดปกติของปริมาณและการท างานของเซลล์เม็ดเลือดชนิดอ่ืนๆใน
ร่างกายด้วย [4] มะเร็งเม็ดเลือดขาวมีหลากหลายชนิด และมีความซบัซ้อนมากขึน้ในการวินิจฉัย
แยกย่อยชนิดต่างๆออกไป ส่วนการรักษานัน้โดยทั่วไปจะใช้วิธีการรักษาด้วยยาเคมีบ าบัด 
(chemotherapy)[5] เป็นหลกั ซึ่งจะมีผลไปฆ่าเซลล์มะเร็งและยบัยัง้การแบ่งตวัของเซลล์มะเร็ง 
และมักจะมีผลต่อเซลล์ปกติท่ีก าลังแบ่งตวัได้ด้วย นอกจากนีอ้าจใช้วิธีการปลูกถ่ายไขกระดูก 
(bone marrow transplantation) [6] และรังสีรักษา (radiotherapy) [7] เพ่ือเสริมการรักษา ทัง้นี ้
ขึน้อยูก่บัชนิดของมะเร็งเม็ดเลือดขาว การตอบสนองตอ่การรักษา และอายขุองผู้ ป่วยด้วย  

ในระยะท่ีผ่านมานัน้มีความก้าวหน้ามากยิ่งขึน้ท าให้น าไปสู่การสร้างองค์ความรู้ใหม่ท่ี
เป็นประโยชน์ทัง้ในด้านความรู้ความเข้าใจของพยาธิก าเนิดและกลไกการเกิดโรคมะเร็งเม็ดเลือด
ขาว การแยกชนิดของโรคตามความผิดปกติระดบัเซลล์และโมเลกุล และการพฒันาแนวทางใน
การรักษาท่ีดีขึน้ ซึง่สว่นใหญ่จะใช้เป็นยาเคมีบ าบดั (chemotherapy) และมกัเกิดผลข้างเคียงของ
ยา ซึง่ในปัจจบุนันัน้ได้มีทางเลือกใหม่ของการรักษาท่ีจะช่วยลดผลข้างเคียงของยาท่ีใช้ให้น้อยลง 
โดยมีการค้นหาสารชนิดต่างๆ อาทิ สมุนไพรหรือผลิตภัณฑ์ท่ีได้มาจากธรรมชาติ เพ่ือน ามาใช้
ร่วมกนักบัยาเคมีบ าบดั ซึง่สามารถลดผลข้างเคียงและบรรเทาอาการของโรคได้  

ดงันัน้ งานวิจยัครัง้นีจ้งึสนใจท่ีจะศกึษาผลกระทบของกรดเออร์โซลิกตอ่การหลัง่ไซโตไคน์
ผ่านวิถี MAPKs ในเซลล์มะเร็งเม็ดเลือดขาวชนิด Human Leukemic T-cell line (Jurkat cell) ซึ่ง
นบัเป็น In vitro model ของโรค โดยท่ีกรดเออร์โซลิกมีผลตอ่การแสดงออกของไซโตไคน์ท่ีส าคญั 
เช่น Interleukin-2 (IL-2) และ Tumor necrosis factor-alpha (TNF-) โดยผ่านการส่งสญัญาณ
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ของวิถี MAPK signaling pathway และมีการแสดงออกของโปรตีนท่ีส าคญั เช่น Extracellular 
signal-regulated protein (ERK) และ c-Jun N-terminal kinase (JNK) หากการวิจยัในครัง้นี ้
ประสบความส าเร็จ จะท าให้ทราบบทบาทของกรดเออร์โซลิกมากขึน้ และสามารถเป็นแนวทางใน
การรักษาอีกทางหนึง่ส าหรับผู้ ป่วยตอ่ไป 

วัตถุประสงค์ของกำรวิจัย 

1.เพ่ือศึกษาผลของกรดเออร์โซลิกต่อเซลล์มะเร็งเม็ดเลือดขาวชนิด T-cell ในการ

แสดงออกของไซโตไคน์ คือ Interleukin-2 (IL-2) และ Tumor necrosis factor-alpha (TNF-) 

ด้วยวิธี Enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) 

2.เพ่ือศึกษาว่าการหลัง่ไซโตไคน์ของเซลล์มะเร็งเม็ดเลือดขาวชนิด T- cell จากการ

กระตุ้นของกรดเออร์โซลิกนัน้ผ่านวิถี MAPK โดยวดัระดบัการแสดงออกของโปรตีนใน Mitogen-

Activated Protein Kinase (MAPK) pathway คือ Extracellular signal-regulated protein 

(ERK) และ c-Jun N-terminal kinase (JNK) ด้วยวิธี Western blot  

ขอบเขตของกำรวิจัย 

คณะผู้ วิจยัจะท าการศกึษาฤทธ์ิของกรดเออร์โซลิกในการยบัยัง้การเจริญของเซลล์มะเร็ง
เม็ดเลือดขาว โดยจะประเมินจากการวดัระดบัการแสดงออกของไซโตไคน์คือ Interleukin-2 (IL-2) 
และ Tumor necrosis factor-alpha (TNF-) และโปรตีนใน Mitogen-Activated Protein 
Kinase (MAPK) pathway คือ Extracellular signal-regulated protein (ERK) และ c-Jun N-
terminal kinase (JNK) ของเซลล์มะเร็งเม็ดเลือดขาว โดยท าการศึกษาในเซลล์เพาะเลีย้งคือ 
Jurkat cell ซึ่งเป็นตวัแทนของเซลล์มะเร็งเม็ดเลือดขาว (Leukemic T-cell line) ของสายลิม
ฟอยด์ (lymphoid lineage) ซึง่เป็นการศกึษาในลกัษณะ in vitro model 

ข้อจ ำกัดของกำรวิจัย 

การศึกษาวิจยัในครัง้นีเ้ป็นการศกึษาในลกัษณะ In vitro model โดยท าการทดสอบใน
เซลล์มะเร็งเม็ดเลือดขาวเพาะเลีย้ง Jurkat  
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ประโยชน์ที่คำดว่ำจะได้รับ 

1. เข้าใจถึงบทบาทของกรดเออร์โซลิกในการยบัยัง้เซลล์มะเร็งเม็ดเลือดขาว 
2. ผู้ ป่วยโรคมะเร็งเม็ดเลือดขาวมีแนวทางในการรักษาเพิ่มมากขึน้ 

3. องค์ความรู้ใหมท่ี่เกิดขึน้สามารถน าไปตอ่ยอดการวิจยัในอนาคตได้  
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บทที่ 2 

เอกสำรและงำนวิจัยที่เกี่ยวข้อง 

เอกสำรและงำนวิจัยท่ีเก่ียวข้อง 

โรคมะเร็งเม็ดเลือดขำว (Leukemia) 

โรคมะเร็งเม็ดเลือดขาวหรือ “ลิวคีเมีย” (leukemia) เป็นมะเร็งท่ีเกิดขึน้จากความผิดปกติ
ของกระบวนการและกลไกท่ีเก่ียวข้องกบัการสร้างเม็ดเลือด (hematopoiesis) ในไขกระดกู ท าให้
มีการผลิตเม็ดเลือดขาวมากขึน้เกินความต้องการของร่างกาย โดยเฉพาะอย่างยิ่ง เป็นเม็ดเลือด
ขาวท่ีมีคณุสมบตัิและการท างานท่ีผิดปกติไปจากเดิม และปริมาณเม็ดเลือดขาวท่ีเพิ่มขึน้นัน้จะ
ส่งผลกระทบต่อการผลิตเม็ดเลือดประเภทอ่ืนๆ โดยพบว่าปริมาณและคุณภาพอาจมีความ
ผิดปกตร่ิวมกนัด้วย [3] 

มะเร็งเม็ดเลือดขาวสามารถเกิดได้กับเซลล์ในหลายระดับของการเจริญเติบโต
(developmental stage) ตัง้แตร่ะดบัเซลล์ต้นก าเนิดเม็ดเลือด (pluripotent hematopoietic stem 
cell) ระดบัเซลล์ต้นก าเนิดเฉพาะสายมัยอีลอยด์ หรือลิมฟอยด์ (myeloid stem cell หรือ 
lymphoid stem cell) ระดับเซลล์ต้นก าเนิดของเซลล์เฉพาะบางประเภท (committed 
progenitor) ระดบั precursor cell หรือแม้กระทัง่ในเซลล์ท่ีมีลกัษณะเป็นเซลล์ท่ีเจริญเต็มท่ีแล้ว 
(mature cell) โดยท่ีความผิดปกติท่ีเกิดขึน้นัน้ ท าให้เซลล์มะเร็งมีความสามารถเหนือกว่าเซลล์
ปกต ิทัง้ในด้านการเจริญแบง่ตวั (proliferative advantage) และการไม่ตายตามกลไกธรรมชาติท่ี
เรียกวา่ programmed cell death หรือ apoptosis [8] 

การแบง่ชนิดของมะเร็งเม็ดเลือดขาวสามารถแบง่ได้ตามระยะเวลาท่ีผู้ ป่วยมีอาการทาง
คลินิก และการด าเนินไปของโรค แบ่งออกเป็น 2 ชนิด คือ มะเร็งเม็ดเลือดขาวชนิดเฉียบพลัน 
(acute leukemia) และมะเร็งเม็ดเลือดขาวชนิดเรือ้รัง (chronic leukemia) และนอกจากนีย้งั
สามารถแบ่งชนิดตามลกัษณะของเซลล์ต้นตอ (cell of origin) โดยใช้รูปร่างของเซลล์ ลกัษณะ
นิวเคลียสและไซโตพลาสซึม การแสดงออกของโมเลกลุต่างๆบนผิวเซลล์หรือในเซลล์ โดยแต่ละ
ชนิดขึน้กับว่าเซลล์ต้นต่อเป็นเซลล์ประเภทใด เช่น เซลล์ต้นตอเป็นสายมัยอีลอยด์ (myeloid 
lineage) จะได้เป็น myeloid leukemia หรือถ้าเซลล์ต้นตอเป็นสายลิมฟอยด์ (lymphoid lineage) 
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จะได้เป็น lymphoid leukemia เป็นต้น [3] ดงันัน้ จึงสามารถแบ่งชนิดของมะเร็งเม็ดเลือดขาว
ออกเป็น 4 ชนิด ได้แก่  

- Acute lymphoblastic leukemia (ALL) 
- Acute myelogenous leukemia (AML) 
- Chornic lymphocytic leukemia (CLL) 
- Chornic myelogenous leukemia (CML) 

 โดยท่ี Acute lymphoblastic leukemia (ALL) พบได้บอ่ยในเด็ก โดยเป็นมะเร็งเม็ดเลือด
ขาวชนิดหนึ่งท่ีมีการเพิ่มขึน้ของจ านวนเม็ดเลือดขาวตวัอ่อน (Lymphoblast) มากเกินกว่าปกติ 
และพบวา่มีหน้าท่ีผิดปกตด้ิวย นอกจากนีย้งัมีผลตอ่เซลล์เม็ดเลือดชนิดอ่ืน กล่าวคือ ลดการสร้าง
เม็ดเลือดแดง และเกร็ดเลือดอีกด้วย ดงันัน้ อาการของโรคจึงเกิดจากความผิดปกติของทัง้เม็ด
เลือดขาว เม็ดเลือดแดง และเกร็ดเลือด [9]  

สว่นการดแูลรักษานัน้ต้องพิจารณาจากหลายปัจจยัร่วมกนั เช่น สภาพร่างกายของผู้ ป่วย 
ความรุนแรงของโรค เป็นต้น แตอ่ย่างไรก็ตาม ในแง่ของการรักษานัน้ พบว่า จะมีผลข้างเคียงจาก
การรักษาในแตล่ะวิธีนัน้แตกตา่งกนัตามวิธีท่ีผู้ ป่วยได้รับการรักษา และผลข้างเคียงอาจพบได้มาก
ขึน้หากผู้ ป่วยได้รับการรักษาหลายวิธีร่วมกัน แต่การรักษาท่ีเหมาะสมนัน้จะช่วยให้ผู้ ป่วยเด็กมี
โอกาสเข้าสู่ภาวะสงบของโรคได้มากกว่าผู้ ใหญ่ ทัง้นีปั้จจยัเส่ียงตอ่ความรุนแรงของโรค ยงัขึน้กบั
อายขุองผู้ ป่วย (อายมุากขึน้ความรุนแรงของโรคสงู) จ านวนเม็ดเลือดแดง เม็ดเลือดขาว และเกร็ด
เลือดเม่ือแรกวินิจฉัย (ผิดปกติมากความรุนแรงของโรคสูง) และความผิดปกติทางพนัธุกรรม (มี
ความผิดปกตคิวามรุนแรงของโรคสงู) เป็นต้น 

เซลล์เพาะเลีย้งชนิด Jurkat cell ถือว่าเป็นตัวแทนของเซลล์มะเร็งเม็ดเลือดขาว 
(Leukemic T-cell line) ของสายลิมฟอยด์ (lymphoid lineage) โดยเป็นกลุ่มเซลล์เพาะเลีย้งท่ี
นิยมใช้ในการศกึษาท่ีเก่ียวข้องกบัวิถีของ T-cell receptors (TCRs) signaling [10, 11] และ
พบวา่เซลล์ชนิดนีส้ามารถหลัง่ไซโตไคน์ (cytokine) ชนิด Interleukin-2 (IL-2) ได้ปริมาณมากเม่ือ
ถูกกระตุ้น โดยท่ีการกระตุ้นนัน้เกิดได้ 2 ทาง คือ เกิดจากกลไกท่ีต้องการโมเลกุล ligand ท่ี
จ าเพาะมาจบักบั T-cell receptors ส่วนทางท่ีสองนัน้เกิดจาก phorbol ester (TPA)  เน่ืองจากมี
โครงสร้างคล้ายกบั ligand ท่ีจ าเพาะนัน้ [12] นอกจากนีย้งัมีการรายงานว่าเซลล์ Jurkat นัน้เม่ือ
ถกูกระตุ้นด้วย phorbol esters เช่น phorbol 12-myristate 13-acetate (PMA) และมี co-
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stimulator เช่น phytohaemagglutinin (PHA) จะสามารถหลัง่ไซโตไคน์ชนิด Interleukin-2 (IL-2) 
ได้มากยิ่งขึน้ [13]  

แนวทางการรักษาของโรคมะเร็งนัน้ มักใช้เป็นยาเคมีบ าบดั (chemotherapy)เป็นส่วน
ใหญ่ แตจ่ะเกิดผลข้างเคียงของยา ท าให้ผู้ ป่วยมีพยาธิสภาพของโรคท่ีลดลง ปัจจบุนัได้มีทางเลือก
ใหม่ของการรักษา (alternative medicine) ท่ีจะช่วยลดผลข้างเคียงของยาท่ีใช้ให้น้อยลง โดยมี
การค้นหาสารชนิดต่างๆ อาทิ สมนุไพรหรือผลิตภัณฑ์ท่ีได้มาจากธรรมชาติ เพ่ือน ามาใช้ร่วมกัน
กบัยาเคมีบ าบดั ซึ่งสามารถลดผลข้างเคียงและบรรเทาอาการของโรคได้ และเป็นท่ีทราบกนัดีว่า
ผลิตภัณฑ์ธรรมชาติ (natural products) เป็นแหล่งของยาท่ีส าคญัและพบว่าสารท่ีได้มาจาก
ผลิตภัณฑ์ธรรมชาตินัน้มีหลากหลายชนิด และมีการน าเอาผลิตภัณฑ์ธรรมชาติมาใช้ในการ
ป้องกันและรักษาโรคต่างๆ รวมทัง้มะเร็งด้วย โดยมีการรายงานของสารป้องกันมะเร็ง 
(chemopreventive agents) ซึ่งเป็นสารสงัเคราะห์หรือสารเคมีท่ีเกิดขึน้เองตามธรรมชาติ โดยมี
คณุสมบตัิป้องกันหรือยบัยัง้การเกิดมะเร็งได้นัน้ สามารถพบได้ตามพืช ผกัและผลไม้ชนิดต่างๆ
มากมายหลายชนิด [14] ดงัภาพท่ี 2.1 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพท่ี 2.1 แสดงแหลง่ท่ีพบของสารป้องกนัมะเร็ง (Chemopreventive agent) [14] 
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กรดเออร์โซลิก (Ursolic acid) 

กรดเออร์โซลิก (Ursolic acid: 3-hydroxy-urs-12-en-28-oic acid, ภาพท่ี 2.2) เป็น
สารประกอบจ าพวก Pentacyclic triterpenoid carboxylic acid จัดเป็นสารพฤกษเคมี 
(phytochemical) หรือ ไฟโตนิวเตรียนท์ (phytonutrients) ซึ่งเป็นสารเคมีท่ีมีฤทธ์ิทางชีวภาพ ท่ี
พบในสมนุไพรหรือพืชชนิดอ่ืนๆ และมีฤทธ์ิเป็นสารป้องกนัมะเร็ง (chemopreventive agent) ได้
อีกชนิดหนึง่ด้วย 

 
 
 

 
 
 

ภาพท่ี 2.2 กรดเออร์โซลิก (Ursolic acid) [15]  

กรดเออร์โซลิกจัดเป็นสารประกอบประเภทเทอร์ปีน ( terpenes) หรือเทอร์ปีนอยด์ 
(terpenoids) โดยเทอร์ปีนอยด์นัน้จะถูกสงัเคราะห์ขึน้จากไอโซพรีน ( isoprene) ซึ่งเกิดจากการ
รวมกันของ isopentenyl diphosphate (IPP) และไอโซเมอร์ของ IPP ซึ่งก็คือ dimethylallyl 
diphosphate (DMAPP) และจ านวนหน่วยของไอโซพรีนท่ีแตกตา่งกนันัน้ท าให้เกิดเทอร์ปีนอยด์
ชนิ ดต่ า ง ๆกัน ออก ไป  เ ช่ น  โม โน เทอ ร์ ปีนอย ด์  (monoterpenoids) ,  ไ ด เทอ ร์ ปีนอย ด์ 
( diterpenoids,C20) ,  ไ ต ร เ ทอ ร์ ปีนอย ด์  ( triterpenoids,C30)  และ เ ตตระ เทอ ร์ ปี นอย ด์ 
(tetraterpenoids,C40) เป็นต้น ส่วนในพืชนัน้สามารถสร้างได้จากการผ่านวิถีท่ีแตกตา่งกนั 2 วิถี 
กล่าวคือ วิถี Mevalonic acid (MVA) และวิถีของ Methylerythritol 4-phosphate (MEP) โดยใน 
MVA pathway นัน้เป็นปฎิกิริยาท่ีเกิดขึน้ในไซโทพลาซึม (cytoplasm) และใช้ acetyl- Co A เป็น
สารตัง้ต้น และพบว่าเทอร์ปีนอยด์ท่ีเกิดขึน้นัน้จะเป็นสารจ าพวก Sesquiterpenes (C15) และ 
Triterpenes (C30) ซึ่งกรดเออร์โซลิกก็จดัอยู่ในกลุ่มนีเ้ช่นกนั  ส่วนใน MEP pathway นัน้จะใช้
สารตัง้ต้นเป็น pyruvate และ D-glyceraldehyde 3-phosphate ซึ่งปฏิกิริยานัน้จะเกิดขึน้ใน 
plastid และพบว่าเทอร์ปีนอยด์ท่ีได้มกัเป็นพวกโมโนเทอร์ปีนอยด์ ไดเทอร์ปีนอยด์ และเตตระ
เทอร์ปีนอยด์ เป็นต้น ดงัภาพท่ี 2.3 
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ภาพท่ี 2.3 แสดงกลไกการสร้างของกรดเออร์โซลิก (Ursolic acid) [16] 

โดยท่ีกรดเออร์โซลิกนัน้เป็นสารท่ีเป็นองค์ประกอบทางเคมีของพืชหลายชนิด เช่น แอป
เปิล้ (apples), เบซิล (basil), บลูเบอร์ร่ี (blueberry), แครนเบอร์ร่ี (cranberry), สะระแหน ่
(peppermint), โรสแมร่ี (rosemary), ลาเวนเดอร์ (lavender), ออริกาโน (oregano), ไธม์ 
(thyme), พรุน (prunes) และอ่ืนๆอีกหลายชนิด เป็นต้น ดงัภาพท่ี 2.4 

กรดเออร์โซลิกเป็นสารท่ีได้รับความสนใจและมีผู้ ท าการศึกษากันเป็นจ านวนมาก 
เน่ืองจากกรดเออร์โซลิกนัน้เป็นสารท่ีมีคณุสมบตัิหลากหลาย เช่น ฤทธ์ิต้านมะเร็ง (anticancer), 
ฤทธ์ิต้านการอกัเสบ (anti-inflammatory), ฤทธ์ิต้านอนมุลูอิสระ (antioxidative), ฤทธ์ิปกป้องตบั
จากสารพิษ (hepatoprotective), ฤทธ์ิชกัน าให้เกิดการตายแบบอะพอพโทซิส (apoptosis) [16] 
และฤทธ์ิต้านการสร้างเส้นเลือดใหม ่(antiangiogenic) [17] เป็นต้น 
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ภาพท่ี 2.4 แสดงแหลง่ท่ีพบของกรดเออร์โซลิก [16] 

คุณสมบัตขิองกรดเออร์โซลิก 

1. ฤทธ์ิต้ำนมะเร็ง (anticancer) 

ในกลุ่มฤทธ์ิการต้านมะเร็งนัน้ มีการรายงานว่ากรดเออร์โซลิกสามารถชกัน าให้เกิดการ
ตายแบบอะพอพโทซิส (apoptosis) ของเซลล์มะเร็งได้หลายชนิด เช่น  เซลล์มะเร็งเม็ดเลือด, 
เซลล์มะเร็งล าไส้, เซลล์มะเร็งเต้านม, เซลล์มะเร็งปอด, เซลล์มะเร็งต่อมลูกหมาก, เซลล์มะเร็ง
ผิวหนงั และเซลล์มะเร็งตบั เป็นต้น [16] 

ในเซลล์มะเร็งเม็ดเลือดขาว (Jurkat T-cell ; Human leukemia cell) พบว่าฤทธ์ิของกรด
เออร์โซลิกสามารถชกัน าให้เกิดการตายแบบอะพอพโทซิสของเซลล์ ในกระบวนการของไมโทคอน
เดรีย โดยผ่านการกระตุ้นการท างานของโปรตีน caspase-3, 9 และ cytochrome c และยบัยัง้ 
Akt phosphorylation ของเซลล์ได้อีกด้วย [18] และยงัพบว่ากรดเออร์โซลิกนัน้สามารถกระตุ้นวิถี
ของ c-Jun N-terminal kinase (JNK) ในวิถี MAPKs ท าให้ชกัน าให้เซลล์มะเร็งเม็ดเลือดขาว
เพาะเลีย้ง K562 เกิดการตายแบบอะพอพโทซิสได้ [19]  
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ขณะท่ีในเซลล์มะเร็งเต้านม (Human MCF-7 breast cancer cell) พบว่ากรดเออร์โซลิก
จะยับยัง้การแบ่งตัวของเซลล์และท าให้มีการแสดงออกของโปรตีน p53 ซึ่งเป็น Tumor 
suppressor และโปรตีน caspase-3 เพิ่มขึน้ [20, 21] และยงักระตุ้นให้เซลล์ MCF-7 เกิดการ
ตายแบบอะพอพโทซิสโดยท าให้เกิดการแยกออกของ poly (ADP-ribose) polymerase (PARP)  
และลดระดบัโปรตีน bcl-2 โดยท่ีกรดเออร์โซลิกนัน้มีโครงสร้างคล้ายกบัยา Dexamethasone ซึ่ง
เป็นยาในกลุ่มของ Glucocorticoids และสามารถออกฤทธ์ิต้านเซลล์มะเร็งได้ [22] นอกจากนี ้
กรดเออร์โซลิกยังสามารถยับยัง้การแสดงออกของ Forkhead box M1 (FoxM1) ซึ่งเป็น 
transcription factor ของยีนท่ีส าคญัในขบวนการ cell cycle และการแบง่ตวัของเซลล์ ท าให้
เซลล์ MCF-7 เกิดการตายแบบอะพอพโทซิสได้ [23] ขณะท่ีกรดเออร์โซลิกนัน้สามารถกระตุ้น
เซลล์ MDA-MB-231 (Human breast cell line) ให้เกิดการตายแบบอะพอพโทซิสผ่านวิถีของ 
Mitochondrial Death Pathway และวิถีของ Extrinsic Death Receptor Pathway ได้ โดยจะเพิ่ม
การแสดงออกของตวัรับ Fas receptor และเกิด cleavage ของ caspase-8, -3 และ poly (ADP-
ribose) polymerase (PARP) นอกจากนีใ้นวิถีของ Mitochondrial Death Pathway ยงัพบว่า 
กรดเออร์โซลิกสามารถเพิ่มระดบัโปรตีน bax ลดระดบัของโปรตีน bcl2 และเกิดหลัง่ cytochrome 
c ออกมาจากไมโทคอนเดรียเพิ่มขึน้อีกด้วย [24] ดงัภาพท่ี 2.5 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพท่ี 2.5 ผลของกรดเออร์โซลิกตอ่การชกัน าให้เกิดการตายแบบ apoptosis [24] 
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ส่วนเซลล์มะเร็งผิวหนงั (B16F-10 melanoma) กรดเออร์โซลิกสามารถกระตุ้นการตาย
แบบอะพอพโทซิส โดยมีการเพิ่มการแสดงออกของยีน p53 และ caspase-3 และกดการ
แสดงออกของยีน bcl-2 ซึ่งเป็น anti-apoptotic gene ได้ โดยสามารถยับยัง้กลุ่มของ 
transcription factors ชนิดตา่งๆ เช่น NF-B, c-fos, ATF-2 และ CREB-1 เป็นต้น นอกจากนีย้งั
สามารถยบัยัง้การหลัง่ไซโตไคน์ (proinflammatory cytokines) และการแสดงออกของยีนTNF-, 
IL-1, IL-6 และ GM-CSF ของเซลล์อีกด้วย ดงัภาพท่ี 2.6 [25] โดยท่ีทัง้หมดแสดงให้เห็นว่ากรด
เออร์โซลิกนัน้จะชกัน าให้เกิดการตายแบบอะพอพโทซิสผ่านการยบัยัง้ NF-B ท่ีกระตุ้นโปรตีน 
bcl-2 ซึง่เก่ียวข้องกบัการยบัยัง้การตาย (anti-apoptotic pathway) และการกระตุ้นของ p53 และ 
TNF- จะช่วยเสริมการท างานของเอนไซม์ capase-3 ซึ่งเป็นตวัท่ีชกัน าให้เกิดการตายแบบอะ
พอพโทซิส (pro-apototic pathway) ได้ 

 

 

 

 

 

 

ภาพท่ี 2.6 ผลของกรดเออร์โซลิกตอ่วิถีของ pro- and anti-apoptotic signaling pathways [25] 

ในเซลล์มะเร็งตอ่มลกูหมาก ( Human DU145 prostate cancer cell) กรดเออร์โซลิกจะ
ท าให้เซลล์ตายแบบอะพอพโทซิสผ่านทางวิถีของ c-Jun N-terminal kinase pathway (JNK) 
[26] และยังพบว่ากรดเออร์โซลิกนัน้สามารถยับยัง้การแบ่งตัวของเซลล์  ทัง้ใน  Androgen-
dependent prostate cancer cell line (LNCaP cells) และ Androgen-independent prostate 
cancer cell line (LNCaP-AI cells) โดยพบว่าจะไปต้านการแสดงออกของโปรตีน bcl-2 ในเซลล์ 
LNCaP-AI และยงักระตุ้นวิถีของ JNK ท าให้เกิดการกระตุ้นของโปรตีน caspase-9 ซึ่งท าให้เซลล์
เกิดการตายแบบอะพอพโทซิสได้เชน่กนั [27]  
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เซลล์มะเร็งตบั (HepG2 human hepatoblastoma cell) พบว่ากรดเออร์โซลิกนัน้
สามารถยบัยัง้การแบง่ตวัของเซลล์ HepG2 ได้ โดยจะไปลดการแสดงออกของโปรตีน bcl-2 และ 
survivin นอกจากนีย้ังกระตุ้นการท างานของโปรตีน caspase-3 โดยผ่านวิถีของ PI3K/Akt 
pathway [28]  และมีการรายงานพบว่าทัง้กรดโอลีโนลิค (Oleanolic acid) และกรดเออร์โซลิก 
(Ursolic acid) นัน้สามารถท าให้เซลล์มะเร็งตบั (HuH7 human hepatocellular carcinoma cell) 
เ กิดการตายแบบอะพอพโทซิส โดยผ่านกลไกการท างานของ Mitochondria-dependent 
pathway ซึ่งสารกลุ่มนีจ้ะไปควบคุมการท างานของกลุ่ม bcl-2 family และการหลั่งของ 
cytochrome c จากไมโทคอนเดรียไปยังไซโทพลาซึม ท าให้เกิดการกระตุ้นการท างานของ 
caspase-9 และ caspase-3 เกิดการแยกออกของ poly (ADP-ribose) polymerase (PARP) 
และท าให้เซลล์เกิดการตายแบบ apoptosis และนอกจากนีย้งัสามารถยบัยัง้การแสดงออกของยีน 
XIAP (X-linked inhibitors of apoptosis protein) โดยไปกดการท างานของ NF-B (p65) ดงั
ภาพท่ี 2.7 [29] ส่วนในเซลล์ Human hepatocellular carcinoma SMMC-7721 นัน้พบว่า กรด
เออร์โซลิกสามารถยบัยัง้การเจริญของเซลล์ท่ีระยะ S เฟสของขบวนการ cell cycle และกระตุ้นให้
เกิดการตายแบบอะพอพโทซิสได้ด้วย [30]  

 

 

 

 

 

 

 

ภาพท่ี 2.7 ผลของกรดเออร์โซลิกและกรดโอลีโนลิคตอ่เซลล์มะเร็งตบั HuH7 cells [29] 

เซลล์มะเร็งล าไส้ใหญ่ (Human HT-29 colon cancer cell) กรดเออร์โซลิกนัน้จะยบัยัง้วิถี
ของ EGFR/MAPK และลดการแสดงออกโปรตีน bcl-2 และ bcl-xL  นอกจากนีย้งักระตุ้นการ
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ท างานของโปรตีน caspase-3 และ caspase-9 ท าให้เซลล์มะเร็งเกิดการตายมากขึน้ [31] และ
ยงัมีการรายงานอีกว่ากรดเออร์โซลิกนัน้สามารถกระตุ้นการตายแบบอะพอพโทซิสของเซลล์ HT-
29  แต่การแสดงออกของ COX-2 ท่ีเพิ่มมากขึน้จะสามารถยบัยัง้การตายท่ีถกูกระตุ้นจากกรด
เออร์โซลิกได้ [32] 

สว่นในเซลล์มะเร็งรังไข่ (Human Ovarian cancer cell) พบว่ากรดเออร์โซลิกนัน้สามารถ
ยบัยัง้การแบง่ตวัของเซลล์ CAOV3 ได้ โดยยบัยัง้การท างานของ ERK และการแสดงออกของ p-
ERK1/2 นอกจากนีย้ังกระตุ้นให้เกิดการตายแบบอะพอพโทซิสโดยไปเพิ่มการแสดงออกของ
โปรตีน bax แตล่ดการแสดงออกของโปรตีน bcl-2 [33] 

นอกจากนีก้รดเออร์โซลิกยงัสามารถชกัน าให้เกิดการตายแบบอะพอพโทซิสของเซลล์เพิ่ม
มากขึน้ โดยลดการแสดงออกของโปรตีนท่ีเก่ียวข้องกับการมีชีวิตอยู่ของเซลล์  เช่น โปรตีน 
Survivin, XIAP, Bcl-2, c-FLIP และ decoy recptor 2 (DcR2) เป็นต้น และเพิ่มการแสดงออก
ของตวัรับ (receptor) ท่ีเรียกว่า TNF-related apoptosis-inducing ligand (TRAIL) และตวัรับ
การตายของเซลล์ Death receptor 4 และ 5 (DR4 และ DR5) ซึ่งขึน้กบัชนิดของเซลล์ด้วย โดย
ผา่นการกระตุ้นวิถีของ JNK และ Reactive oxygen species (ROS) ดงัภาพท่ี 2.8 [34] 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพท่ี 2.8 แสดงการชกัน าให้เกิดการตายแบบ apoptosis ของกรดเออร์โซลิก [34] 
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 กรดเออร์โซลิกไม่เพียงแต่ชักน าให้เกิดการตายแบบอะพอพโทซิสในเซลล์ท่ีมีนิวเคลียส 
(nucleated cells) ได้เท่านัน้ แตย่งัสามารถชกัน าให้เกิดการตายแบบอะพอพโทซิสในเซลล์ท่ีไม่มี
นิวเคลียสและไมโทคอนเดรีย (mitochondria) อย่างเช่น เซลล์เม็ดเลือดแดงได้เหมือนกัน โดยท่ี
เม่ือปี 2011 มีการรายงานของ Kashif Jilana และคณะ พบว่ากรดเออร์โซลิกมีฤทธ์ิท าให้
แคลเซียมไอออน (Ca2+) ภายในเซลล์เม็ดเลือดแดงเพิ่มมากขึน้ ส่งผลให้ K+ channel เปิดออก ท า
ให้ KCl ออกนอกเซลล์มากขึน้ จึงเกิดการหดตวัของเซลล์ (cell shrinkage) นอกจากนีก้ารเพิ่มขึน้
ของแคลเซียมไอออนภายในเซลล์ส่งผลให้กระตุ้นผนงัเซลล์ เกิดการแสดงออกของ phospholipid 
ชนิด phosphatidylserine (PS) ออกมาอยูบ่นผิวเซลล์มากขึน้ (ปกติจะอยู่ภายในเซลล์) ท าให้เกิด
การกระตุ้ นเซลล์ชนิดอ่ืนเข้ามาจับกินและเกิดการตายของเซลล์ได้  และกรดเออร์โซลิกนัน้ยัง
สามารถกระตุ้นการ formation ของ ceramide ซึ่งเป็นตัวกระตุ้นการเกิด phospholipid 
scrambling บนผนงัเซลล์ได้อีกด้วย โดยท่ีเซลล์เกิดการหดตวั ผนงัเซลล์เกิด scrambling และมี 
PS ออกมาอยู่บนผิวเซลล์ ทัง้หมดนีจ้ะเป็นลกัษณะของเซลล์ท่ีจะเกิดการตาย (suicidal death) 
หรือถ้าเป็นของเซลล์เม็ดเลือดแดงจะเรียกวา่ Eryptosis [35] ดงัภาพท่ี 2.9 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพท่ี 2.9 แสดงการกระตุ้นของกรดเออร์โซลิกในเซลล์เม็ดเลือดแดง [35] 

2. ฤทธ์ิต้ำนกำรอักเสบ (anti-inflammatory) 

สว่นในกลุม่ฤทธ์ิการต้านการอกัเสบ มีการรายงานของ Nanjoo Suh และคณะ พบว่ากรด
เออร์โซลิกนัน้มีฤทธ์ิต้านการอกัเสบโดยจะไปยบัยัง้การสร้าง inducible nitric oxide synthase 
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(iNOS) และเอ็นไซม์ cyclooxygenase (COX-2) ในเซลล์เม็ดเลือดขาวชนิด macrophage ของ
หนู (mouse) [36] นอกจากนีย้งัพบว่ากรดเออร์โซลิกยงัสามารถยบัยัง้โปรตีน COX-2 และการ
สงัเคราะห์ prostaglandin E2 (PGE2) ในเซลล์ epithelial ของคนเม่ือถกูกระตุ้นด้วย phorbol 12-
myristate 13-acetate (PMA) โดยท่ีกรดเออร์โซลิกนัน้จะไปยบัยัง้การท างานของ protein kinase 
C (PKC), extracellular signal-regulated kinase1/2 (ERK1/2), c-Jun N-terminal kinase1/2 
(JNK1/2) และ p38 mitogen-activated protein kinases (MAPK) [37] และเม่ือปี 2003 Shishir 
Shishodia และคณะ พบว่ากรดเออร์โซลิกนัน้สามารถยบัยัง้การท างานของ NF-B โดยไปกด 
NF-B และ p65 phosphorylation เป็นเหตใุห้ลดการแสดงออกของยีนท่ีเป็นสาเหตขุองการเกิด
มะเร็ง (oncogenes) และยังลดการแสดงออกของ cyclin D1, COX-2 และ matrix 
metalloproteinase 9 (MMP-9) อีกด้วย [38] ตอ่มาในปี 2010 ได้มีการรายงานของ Jun Lu และ
คณะ พบว่ากรดเออร์โซลิกสามารถลดการตอบสนองของการอกัเสบในเย่ือหุ้มสมอง (prefrontal 
cortex) ของหน ูmice จากการกระตุ้นของ D-galactose ผ่านการลดลงของระดบั  Advanced 
glycation ends product (AGEs), Reactive oxygen species (ROS) และระดบัโปรตีน 
carbonyl และยังไปยับยัง้การอักเสบผ่านทางวิถี AGEs/RAGE/NF-B ท าให้มีการลดการ
แสดงออกของ inflammatory marker ตา่งๆ เช่น COX-2, iNOS และกลุ่มของ cytokine เช่น IL-6, 
IL-1 และ TNF- เป็นต้น ภาพท่ี 2.10 [39]  

ภาพท่ี 2.10 แสดงบทบาทของกรดเออร์โซลิกตอ่การป้องกนัการอกัเสบ [39] 

 

http://cancerres.aacrjournals.org/search?author1=Shishir+Shishodia&sortspec=date&submit=Submit
http://cancerres.aacrjournals.org/search?author1=Shishir+Shishodia&sortspec=date&submit=Submit
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  นอกจากนีย้ังพบว่ากรดเออร์โซลิกสามารถมีฤทธ์ิเป็นได้ทัง้ตวัต้านและตัวกระตุ้นการ
อกัเสบ (anti- and pro-inflammatory) [16] กล่าวคือพบว่า กรดเออร์โซลิกสามารถยบัยัง้การหลัง่ 
pro-inflammatory mediators ท่ีถกูกระตุ้นจาก Lipopolysaccharides (LPS) ผ่านการยับ้ยัง้การ
ท างานของ NF-B ในเซลล์ RAW264.7 mouse macrophage (M) [36] อย่างไรก็ตาม กรด
เออร์โซลิกยงัสามารถกระตุ้นการหลัง่ pro-inflammatory mediators ในเซลล์ท่ีไม่ได้ถูกกระตุ้น 
(resting M) โดยกระตุ้นการท างานของ NF-B [40] ได้ ดงันัน้ กรดเออร์โซลิกจึงสามารถเป็นได้
ทัง้ตวักระตุ้นและตวัยบัยัง้ โดยขึน้อยู่กบัภาวะของเซลล์ (biological status of cells) ดงัภาพท่ี 
2.11 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาพท่ี 2.11 แสดงบทบาทของกรดเออร์โซลิกในด้าน anti- and pro-inflammatory activities [16] 

  นอกจากนีพ้บว่ากรดเออร์โซลิกนัน้สามารถยับยัง้การแสดงออกของ Intercellular 
adhesion molecule-1(ICAM-1) ท่ีถกูกระตุ้นด้วย pro-inflammatory cytokine อย่างเช่น TNF- 
ในเซลล์มะเร็งปอดเพาะเลีย้ง A549 โดยท่ีกรดเออร์โซลิกจะไปลดการแสดงออกของ ICAM-1 
mRNA ในวิถีของ NF-B signaling และพบว่ากรดเออร์โซลิกนัน้สามารถยบัยัง้การท างานของ
เอนไซม์ Na+/K+-ATPase ได้อีกด้วย [41] และในปี 2011 คณะของ Jun Lu [42] ได้ท าการวิจยัตอ่
โดยพบวา่กรดเออร์โซลิกมีความส าคญัในแง่ของการป้องกนัและการรักษาของภาวะทางประสาทท่ี
มีสาเหตมุาจากเบาหวานชนิด 2 โดยท่ีกรดเออร์โซลิกนัน้สามารถขดัขวางการเกิด Endoplasmic 
reticulum (ER) stress ท าให้เกิดการยบัยัง้กลไกการอกัเสบท่ีเก่ียวข้องกบั IB kinase /nuclear 
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factor-B ท าให้กระตุ้นวิถีของ PI3K/Akt/mTOR เกิดการเพิ่มขึน้ของระดบัโปรตีนท่ีเก่ียวข้องกับ
ความจ าในฮิปโปแคมปัส (hippocampus) ของหน ูmice นอกจากนีก้รดเออร์โซลิกยงัสามารถลด
การแสดงออกของตวับง่ชีก้ารอักเสบในฮิปโปแคมปัสของหน ูmice ท่ีเลีย้งด้วยอาหารท่ีมีไขมนัสงู 
(high-fat-diet; HFD) และกรดเออร์โซลิกสามารถท าหน้าท่ีต้านเบาหวาน (anti-diabetic) โดยลด
การแสดงออกของ protein tyrosine phosphatase 1B (PTP1B) ท าให้ไปเพิ่มกลไกของอินซูลิน 
(insulin signaling) ดงัภาพท่ี 2.12  
 
 

 

 

 

 

 

 

ภาพท่ี 2.12 แสดงบทบาทของกรดเออร์โซลิกตอ่กลไกของ hippocampus ท าให้มีผลตอ่การ
แสดงออกของพฤตกิรรมของหน ูmice [42] 

3. ฤทธ์ิต้ำนอนุมูลอิสระ (antioxidative) 

ภาวะการเกิด Oxidative stress เกิดจาก reactive oxygen species (ROS) และ 
reactive nitrogen species (RNS) ซึ่งอาจจะเกิด oxidative ท าให้ไปท าลายชีวโมเลกลุใหญ่ๆ 
(macromolecules) เช่น ดีเอ็นเอ โปรตีน อาร์เอ็นเอ และลิพิด เป็นต้น ซึ่งมีส่วนในการกระตุ้นการ
ตอบสนองในโรคตา่งๆ ได้ ท าให้ผู้ ป่วยมีพยาธิสภาพของโรคท่ีไม่ดีขึน้ โดยท่ีกรดเออร์โซลิกนัน้มี
การรายงานว่ามีฤทธ์ิการต้านอนมุลูอิสระได้ โดย Rajendrasozhan Saravanan และคณะ พบว่า
กรดเออร์โซลิกท่ีให้ในหน ูRat (20 mg/kg) ท่ีถกูกระตุ้นจาก เอทานอล (ethanol) ให้เกิด oxidative 
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stress ในเซลล์ตบัและหวัใจ สามารถลดผลิตผลของปฎิกิริยา lipid peroxidation และสามารถ
เพิ่มประสิทธิภาพการท างานของเอนไซม์ antioxidant เช่น superoxide dismutase (SOD), 
catalase, glutathione peroxidase และ glutathione S-transferase เป็นต้น นอกจากนีย้งั
สามารถเพิ่มระดบัของ non-enzymic antioxidants ได้อีกด้วย [43, 44] และยงัมีการรายงานว่า
กรดเออร์โซลิกนัน้มีฤทธ์ิเป็น neuroprotective โดยไปลดการเกิด oxidative stress ได้ [39, 45, 
46] นอกจากนีย้งัมีการรายงานของ Zdenka Ovesna และคณะพบว่ากรดเออร์โซลิกและกรดโอลี
โนอิคมีฤทธ์ิต้านอนุมลูอิสระโดยการป้องกนัการท าลายของดีเอ็นเอจากการกระตุ้นของไฮโดรเจน
เปอร์ออกไซด์ ในเซลล์มะเร็งเม็ดเลือดชนิดต่างๆ เช่น Murine leukemia cell line (L1210), 
Human myelogenous leukemia cell line (K562) และ Human promyelocytic leukemia cell 
line (HL-60) เป็นต้น [47] 

4. ฤทธ์ิต้ำนกำรเคล่ือนย้ำยและกำรบุกรุกของเซลล์มะเร็ง (anti-migration and 
anti-invasion) 

พบว่าเม่ือปี 2010 Chi-Tai Yeh และคณะ ได้รายงานว่ากรดเออร์โซลิกนัน้สามารถต้าน
การเคล่ือนย้าย (migration) และการบุกรุก ( invasion) ของเซลล์มะเ ร็งเ ต้านม (human 
MDAMB231 breast cancer cell) ได้ ซึ่งผ่านวิถี  phosphatidylinositol 3-kinase 
(PI3K)/Akt/mammalian target of rapamycin (mTOR) และ NF-B โดยจะไปยับยัง้ 
metalloproteinase-2 (MMP-2) และ urokinase-type plasminogen activator (u-PA) 
นอกจากนีก้รดเออร์โซลิกจะไปลดระดบัของ Rho-like GTPases (RhoA), growth factor 
receptor-bound protein 2 (Grb2), Ras, p-JNK, p-Akt และ p-mTOR ท าให้มีผลตอ่ NF-B 
เป็นผลให้ไปยบัยัง้การแสดงออกของ vascular endothelial growth factor (VEGF), MMP-2 และ 
u-PA ซึง่อาจจะไปเก่ียวข้องกบัการเกิดโรคมะเร็งเต้านมได้ [48] ดงัภาพท่ี 2.13 
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ภาพท่ี 2.13 แสดงบทบาทของกรดเออร์โซลิกในด้าน Anti-invasion [48] 
 
ไซโตไคน์ (Cytokine) 
  โดยปกตร่ิางกายของคนเราจะมีระบบภูมิคุ้มกนัซึ่งท าหน้าท่ีป้องกนัการติดเชือ้และช่วยใน
การส่งสญัญาณให้เซลล์ชนิดอ่ืนได้ ขณะท่ีเซลล์เม็ดเลือดขาวชนิด T-lymphocyte นัน้ก็เป็นส่วน
หนึ่งของระบบภูมิคุ้มกนัท่ีสามารถตอบสนองตอ่การกระตุ้นได้เช่นกัน โดยจะมีไซโตไคน์ [49] ท า
หน้าท่ีเป็นสารส่ือน าเพ่ือกระตุ้นเซลล์ชนิดอ่ืนๆ ต่อไป โดยท่ีการส่งสัญญาณของไซโตไคน์จะ
เก่ียวข้องกับการกระตุ้นการท างานของยีนท่ีท าหน้าท่ีในการเจริญและแบ่งตัวของเซลล์ การ
เปล่ียนแปลงของเซลล์ รวมไปถึงควบคมุการตอบสนองจากการอกัเสบในระบบภูมิคุ้มกนัด้วย ส่วน
เซลล์เม็ดเลือดขาวชนิด T-lymphocyte จะสามารถหลัง่ไซโตไคน์ได้หลายชนิด เช่น Interleukin-2 
(IL-2), Interleukin-6 (IL-6), Interleukin-8 (IL-8) หรือ CXCL8 และ Tumor necrosis factor-
alpha (TNF-) ซึ่งจดัเป็น pro-inflammatory cytokine ชนิดหนึ่ง [50] โดยพบว่าเซลล์ชนิด Th1 
จะสามารถหลัง่ไซโตไคน์ชนิด IL-2, TNF- และ Interferon (IFN)- ซึ่งจะช่วยส่งเสริมการ
ตอบสนองทางภูมิคุ้มกนัแบบใช้เซลล์ (cell-mediated immune response) ในการตอ่ต้านการบกุ
รุกของสิ่งแปลกปลอมท่ีเข้ามาภายในเซลล์ (intracellular pathogens) ขณะท่ีเซลล์ชนิด Th2 หลัง่
ไซโตไคน์ชนิด IL-4, IL-5, IL-6, IL-10 และ IL-13 จะช่วยส่งเสริมการตอบสนองทางภูมิคุ้มกนัแบบ
ใช้สารน า้ในร่างกาย (humoral-immune response) ในการตอ่ต้านการบกุรุกของสิ่งแปลกปลอม
ภายนอกเซลล์ (extracellular pathogens) [51] นอกจากนีย้งัพบวา่การกระตุ้นของเซลล์เม็ดเลือด
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ขาว T-cell จะเก่ียวข้องกบัการท างานของ PKC (Protein kinase C) ท าให้สามารถกระตุ้นกลไก
การท างานและ transcription factor ชนิดตา่งๆ ได้หลายชนิด รวมไปถึงการหลัง่ไซโตไคน์ชนิด  
IL-2 และชนิดอ่ืนๆได้อีกด้วย [52]    
  Protein kinase C (PKC) เป็นกลุ่มของเอนไซม์ protein kinase ท่ีเก่ียวข้องกบัระบบการ
ส่งสัญญาณภายในเซลล์ และท าหน้าท่ีในการควบคุมการท างานของโปรตีนผ่านการเกิด 
Phosphorylation ตรงหมู่ hydroxyl group ของกรดอะมิโนชนิด serine และ threonine ของ
โปรตีน โดยท่ี PKC จะถูกกระตุ้นได้จากการส่งสญัญาณของ second messenger คือ DAG 
(Diacylglycerol) ท่ีบริเวณผนงัเซลล์ (membrane) หรือการส่งสญัญาณของแคลเซียมไอออน 
(Ca2+) และมีการรายงานพบว่า PKC สามารถถกูกระตุ้นได้จากกลุ่มสารเคมีพวก phorbol ester 
เช่น Phorbol 12-Myristate 13-Acetate (PMA) ซึ่งมีคณุสมบตัิเป็น tumor promoter ท าหน้าท่ี
กระตุ้นการท างานและควบคมุการหลัง่ไซโตไคน์ชนิด IL-2 [52-54] ได้ นอกจากนีย้งัพบว่า PMA 
นัน้จะมีโครงสร้างท่ีคล้ายกับ DAG จึงท าให้สามารถผ่านบริเวณผนงัเซลล์เข้ามาและกระตุ้นการ
ท างานของ PKC ได้โดยตรง [55] และยงัพบว่า PMA นัน้ยงัสามารถกระตุ้นการหลัง่ chemokine 
เช่น CXCL8 และกลุ่มของ proinflammatory cytokine อย่างเช่น IL-6 ผ่านการควบคมุของ 
transcription factor คือ AP-1 (activation protein -1) และ NF-B ในเซลล์ Jurkat ได้ [50]  
 

Interleukin-2 (IL-2) 
  Interleukin-2 (IL-2) เป็นโปรตีนมีน า้หนกัประมาณ 15.5 kDa เดิมเรียกว่า T-cell growth 
factor (TCGF) [56] และเป็นไซโตไคน์หลกัท่ีหลัง่มาจาก CD4+ T cell, CD8+ T cell [57] แต่
สามารถหลัง่ได้จาก activated dendritic cells (DCs) [58], natural killer (NK) cells และ 
natural killer T cells [59] เป็นต้น โดยจะควบคมุการท างานของระบบภูมิคุ้มกัน ซึ่งเม่ือร่างกาย
ถกูกระตุ้นจากแอนติเจนจะตอบสนองตอ่วีถีทางของ T-cell receptor (TCR) หรือการกระตุ้นของ 
phorbol ester อย่างเช่น PMA กระตุ้นผ่าน PKC ท าให้กระตุ้นการส่งสญัญาณผ่านหลายวิถี เช่น 
ERK (Extracellular Signal Regulated Kinase), JNK (c-Jun N-terminal Kinase),NF-KappaB 
(Nuclear Factor-KappaB) และ NFAT (Nuclear Factor of Activated T-cells) ท าให้มีการ
กระตุ้น IL-2 promoter region และเกิดการแสดงออกของยีน IL-2 และหลัง่ IL-2 ออกมาได้ [53] 
ดงัภาพท่ี 2.14 โดยท่ีการหลัง่ IL-2 นัน้จะขึน้อยู่กับการกระตุ้ นการถอดรหสั (transcriptional 
induction) โดยการสง่สญัญาณของ T-cell receptor, การรักษาเสถียรภาพของ  IL-2 mRNA โดย
สญัญาณร่วมท่ีกระตุ้น, การกดการถอดรหสั (transcriptional silencing) ของยีน IL-2 และการ
ยอ่ยสลายอยา่งรวดเร็วของ IL-2 mRNA เป็นต้น [57]   

https://www.qiagen.com/geneglobe/pathwayview.aspx?pathwayID=239&ID=NM_002750,NM_139070,NM_138981
https://www.qiagen.com/geneglobe/pathwayview.aspx?pathwayID=239&ID=NM_021975,NM_006509,NM_003998,NM_002502,NM_002908
https://www.qiagen.com/geneglobe/pathwayview.aspx?pathwayID=239&ID=NM_012340,NM_172390,NM_004554,NM_173165,NM_138714


 
 

21 

 

ภาพท่ี 2.14 แสดงกลไกการสร้าง Interleukin 2 mRNA [53] 
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บทบาทของ IL-2 พบว่า มี ไ ด้หลากหลายซึ่ ง เ ป็นทั ง้ตัวกระตุ้ นภูมิคุ้ มกั น
(immunostimulatory), ตัวกดภูมิคุ้มกัน (immunosuppressive) และตัวควบคุมภูมิคุ้มกัน 
(immunoregulatory) ของระบบในร่างกาย [60, 61] ดงัภาพท่ี 2.15 โดยหน้าท่ีหลกันัน้จะช่วยใน
การเพิ่มจ านวนแบ่งตวั (proliferation), ยบัยัง้การตายแบบอะพอพโทซิส (anti-apoptosis) และ
กระตุ้นการหลัง่ไซโตไคน์ชนิดอ่ืน โดยไปกระตุ้นเซลล์ชนิด Th1 ให้หลัง่ไซโตไคน์ชนิด TNF และ 

IFN- เป็นต้น นอกจากนี ้IL-2 ยงัมีความส าคญัในการพฒันาการเจริญเติบโตของ T-helper (TH) 
2 cells และสามารถเพิ่มความจดจ าต่อสิ่งแปลกปลอมและตอบสนองอย่างจ าเพาะของเซลล์ 
CD4+CD25+ regulatory T cells ได้อีกด้วย 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพท่ี 2.15 แสดงบทบาทของ Interleukin 2 (IL-2) [60] 
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Tumor necrosis factor-alpha (TNF-) 
  Tumor necrosis factor-alpha (TNF-) เป็นโปรตีนมีน า้หนกัประมาณ 26 kDa [62] 
โดยท่ี TNF- นัน้สามารถหลัง่มาจากเซลล์ macrophage และ monocyte เป็นส่วนใหญ่ และยงั
สามารถหลัง่ได้จากเซลล์ชนิดอ่ืน เช่น เซลล์เม็ดเลือดขาวชนิด T-cells, proliferating B cells, 
natural killer (NK) cells, mast cells และเซลล์เม็ดเลือดขาวชนิด neutrophils ท่ีถกูกระตุ้น เป็น
ต้น [63] โดยท่ีจดัเป็น pro-inflammatory cytokine ชนิดหนึ่งท่ีสามารถควบคมุระบบภูมิคุ้มกัน
ของร่างกาย และสามารถชกัจงูให้เซลล์เกิดการตายแบบอะพอพโทซิส กระตุ้นให้เกิดการอกัเสบ 
(inflammation) และนอกจากนีย้งัสามารถยบัยัง้การแบง่ตวัของเซลล์มะเร็ง (tumorigenesis) และ
ไวรัส (viral replication) ได้อีกด้วย  
  ส่วนระดบัปริมาณของ TNF- นัน้ พบว่าถ้ามีน้อยจะสามารถกระตุ้นการแสดงออกของ 
adhesion molecule ของ endothelial cells และ neutrophil และยงักระตุ้นเซลล์ monocyte 
และ macrophage ให้หลัง่ Interleukin-1(IL-1), Interleukin-6(IL-6), chemokines และ TNF- 
อีกด้วย แต่ถ้ามี TNF- ในระดับปริมาณสูง จะสามารถชักจูงให้เกิดการท าลายเนือ้เย่ือ เกิด
อาการไข้(fever) เกิดภาวะช็อค(shock) และตายได้  เกิดภาวะลิ่มเลือดกระจายทัว่ไปในหลอด
เลือด (disseminated intravascular coagulation, DIC) สามารถเกิด acute phase protein 
synthesis ในเซลล์ตบั และยงัท าให้ร่างกายไมแ่ข็งแรง (cachexia) เป็นต้น [56, 64] 
  นอกจากนีพ้บว่า TNF- มีบทบาทเป็นได้ทัง้ตวักระตุ้นภูมิคุ้มกัน (immunostimulatory) 
และตัวกดภูมิ คุ้ มกัน  ( immunosuppressive) [ 60]  ดังภาพ ท่ี  2.16 โดยทาง ด้าน 
immunostimulatory นัน้สามารถกระตุ้นเซลล์ในระบบภูมิคุ้มกนัได้หลายชนิด และยงักระตุ้นการ
หลั่ง ไซโตไคน์ เช่น  IL-1 และ  IL-6 ท าใ ห้ เ กิดพยาธิสภาพต่างๆใน ร่างกาย ส่วน 
immunosuppressive นัน้ TNF- จะลดการตอบสนองตอ่ระบบภูมิคุ้มกนัของร่างกายลง โดยการ
ยบัยัง้สญัญาณ T-cell receptor, ส่งเสริมการตายแบบอะพอพโทซิส (apoptosis) ของเซลล์สาย 
lymphoid T - cell, ยบัยัง้การกระตุ้นร่วมของ dendritic cell (DC) และกระตุ้นการหลัง่ไซโตไคน์
ชนิดตา่งๆ เชน่ IL-6, IL-10 และ TGF- ท่ีสามารถยบัยัง้ระบบภมูิคุ้มกนัได้อีกด้วย  
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ภาพท่ี 2.16 แสดงบทบาทของ Tumor necrosis factor-alpha (TNF-) [60] 
  

 ขณะท่ีกลไกการหลัง่ไซโตไคน์ชนิด Tumor necrosis factor-alpha (TNF-) นัน้ พบว่าจะ
เก่ียวข้องกบัวิถีของ Mitogen-Activated Protein Kinase (MAPK) signaling pathway ด้วย [65] 
ซึ่งมีการรายงานของ M.M. Monick และคณะ พบว่าเซลล์เม็ดเลือดขาวชนิด macrophage เม่ือ
ถกูกระตุ้นด้วย LPS ซึ่งจะไปจบักบั Toll-like receptors (TLRs) ท าให้เกิดการส่งสญัญาณภายใน
เซลล์และเกิดการกระตุ้นการท างานของวิถี MAPKs ทัง้ 3 วิถี กล่าวคือ Extracellular-signal 
regulated protein kinase (ERK), c-Jun N-terminal kinase (JNK) และ p38 MAPK ดงัภาพท่ี 
2.17 โดยท่ีเม่ือเซลล์ถกูกระตุ้นด้วย LPS จะท าให้เกิดการกระตุ้นการท างานของ AP-1 ผ่านวิถีของ 
JNK ท าให้เกิดการสร้าง transcription factor ของ TNF ออกมา ส่วนวิถีของ ERK จะเก่ียวข้องกบั
การแสดงออกของ TNF mRNAs ออกมาจากนิวเคลียส และกลไกวิถีของ p38 MAPK จะเก่ียวข้อง
กบัการรักษาเสถียรภาพของ TNF mRNAs ในขบวนการ translation เป็นต้น 
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ภาพท่ี 2.17 แสดงกลไกการสร้างไซโตไคน์ชนิด Tumor necrosis factor-alpha (TNF-) ของ
เซลล์ macrophage เม่ือถกูกระตุ้นด้วย LPS ผา่นวิถี MAPKs [65] 

นอกจากนีย้งัพบว่ากลไกการหลัง่ไซโตไคน์ชนิด TNF นัน้ ยงัเก่ียวข้องกับวิถีของ NF-B 
ด้วย โดยท่ีเม่ือเซลล์ myocardial macrophage ถกูกระตุ้นจะท าให้เกิดการส่งสญัญาณภายใน
เซลล์ ท าให้เกิดการกระตุ้นของ phosphotyrosine kinase (PTK) ภายในเซลล์ โดยท่ีเร่ิมจากการ
ส่งสัญญาณของ Ras ท าให้เกิดการกระตุ้นของ Raf-1 และกระตุ้นกลไกการท างานของวิถี 
MAPKs ท าให้เกิดการแสดงออกของยีน TNF ออกมา นอกจากนีย้งัสามารถกระตุ้นการท างานของ 
NF-B ท าให้มีการหลัง่ไซโตไคน์ชนิด TNF ออกมาจากเซลล์ได้ [66] ดงัภาพท่ี 2.18 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพท่ี 2.18 แสดงกลไกการสร้างไซโตไคน์ชนิด TNF- ในเซลล์ myocardial macrophages และ 
cardiac myotocytes ผา่นวิถี MAPKs และ NF-B [66] 
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แต่อย่างไรก็ตาม มีการรายงานพบว่าในเซลล์ชนิด Mast cells ในไขกระดูกของหน ู
(mouse bone marrow-derived mast cells; BMMC) นัน้เม่ือถกูกระตุ้นด้วยแอนติเจน (antigen) 
ท าให้เกิดการจบักนัของ IgE และ FcRI และเกิดการสง่สญัญาณภายในเซลล์ผ่านการกระตุ้นการ
ท างานของ PKC และวิถีของ NF-B โดยเฉพาะ IKK (Inhibitor of B kinase) ซึ่งเป็นกลุ่มของ
โปรตีนท่ีท าหน้าท่ีเป็น inhibitor ของ B โดยจะคอยควบคมุการท างานของ NF-B และเม่ือ IKK 
ถกูกระตุ้น จะท าให้เกิดการ phosphorylation และ degradation ของ IB เป็นผลให้ NF-B 
ถกูส่งผ่านเข้าไปในนิวเคลียสของเซลล์ เพ่ือจบักบั DNA และเกิดการกระตุ้นการท างานของเซลล์
ให้เกิดการสร้างและแสดงออกของยีนของไซโตไคน์ชนิด TNF ได้ [67] ดงัภาพท่ี 2.19  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพท่ี 2.19 แสดงกลไกการสร้างไซโตไคน์ชนิด TNF- ใน Mast cells โดยเก่ียวข้องกบัการ
ท างานของ PKC และวิถีของ NF-B [67] 
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ไซโตไคน์ในกลุ่มท่ีกล่าวมาข้างต้น จะมีบทบาทในการควบคมุการเจริญเติบโตของเซลล์ 
โดยท่ีการเพิ่มจ านวนของไซโตไคน์ท่ีมากเกินไปนัน้อาจท าให้เกิดการตอบสนองท่ีรุนแรงได้ จนท า
ให้ผู้ ป่วยบางโรคอาจมีพยาธิสภาพท่ีแตกต่างกันออกไป จากการศึกษาท่ีผ่านมาพบว่า สารบาง
ชนิดสามารถกระตุ้นหรือยบัยัง้การหลัง่ไซโตไคน์บางชนิดได้ โดย Sun-Mi Jang และคณะ พบว่า
กรดเออร์โซลิกนัน้สามารถเพิ่มการสร้าง IL-2 และ IFN- ในเซลล์ splenocytes ของหนรู่วมกับ

การกระตุ้นด้วย Concanavalin A (Con A) แตจ่ะยบัยัง้การสร้าง TNF- ร่วมกบัการกระตุ้นด้วย 
LPS โดยหนถูกูกระตุ้นจาก streptozotocin ให้เป็นเบาหวานและกินอาหารพวกไขมนัสงู (high-fat 
diet mice) [68] และการรายงานของ Yasutaka Ikeda และคณะ พบว่ากรดเออร์โซลิกนัน้
สามารถเพิ่มการหลั่ง migration inhibitory factor (MIF) ของเซลล์เม็ดเลือดขาวชนิด 
macrophage ท่ีไม่ได้ถูกกระตุ้นได้ และยังสามารถชักน าให้เกิดการสร้างไซโตไคน์ของเซลล์ 
peritoneal macrophages (pM) ของหนู murine ได้หลายชนิด เช่น Interleukin-1, 
Interleukin-6 เป็นต้น [69] นอกจากนีย้งัมีการรายงานของ Ho Jin You และคณะ พบว่ากรดเออร์
โซลิกสามารถกระตุ้นการหลัง่ NO และ TNF- ผ่านวิถีของ NF-B ในเซลล์ RAW264.7 
macrophage ท่ีภาวะปกตขิองหน ูmouse ได้อีกเชน่กนั [40]  
 
3.4 วิถีทำง Mitogen-Activated Protein Kinase (MAPK) signaling pathway 

วิถีทางการส่งสญัญาณแบบ Mitogen-Activated Protein Kinase (MAPK) เป็น serine-
threonine kinase [70, 71] ท่ีใช้ในการส่งสญัญาณภายในเซลล์และมีบทบาทเก่ียวข้องกบัการ
ท างานของเซลล์ได้หลากหลาย เช่น การเจริญและแบ่งตัวของเซลล์ (proliferation), การ
เปล่ียนแปลงของเซลล์ไปท าหน้าท่ีเฉพาะ (differentiation), การมีชีวิตอยู่รอดของเซลล์(survival), 
การควบคมุการตายแบบอะพอพโทซิส (apoptosis) ของเซลล์ [72] และการเปล่ียนแปลงชนิดของ
เซลล์(transformation) [71]  นอกจากนี ้MAPKs ยงัเก่ียวข้องกบักลไกการควบคมุการแสดงออก
ของยีนท่ีเก่ียวข้องกับเซลล์และการตอบสนองทางระบบภูมิคุ้มกันของร่างกายอีกด้วย [73, 74] 
โดยพบว่าวิถี MAPKs นัน้สามารถควบคุมการหลั่งไซโตไคน์ของเซลล์ได้อีกด้วย ซึ่งเม่ือมีการ
กระตุ้นของเซลล์ท าให้เกิดการกระตุ้นผ่านวิถี MAPKs เกิดการหลัง่ไซโตไคน์ออกมา และส่วนของ
ไซโตไคน์ท่ีหลั่งออกมานัน้สามารถมีผลไปกระตุ้ นวิถีของ MAPKs ได้อีก จึงท าให้เกิดการ
ตอบสนองต่อไป [75] ดงัภาพท่ี 2.20 และมีการรายงานว่าวิถี MAPKs เก่ียวข้องกับการควบคุม
การแสดงออกของยีนผ่านกลไก  post-transcriptional โดย JNK มีส่วนร่วมในการรักษา
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เสถียรภาพของ IL-2 mRNA [76] และยงัพบว่า  p38 MAPK จะควบคมุการรักษาเสถียรภาพของ 
TNF- mRNA ได้อีกเชน่กนั [77]  

 

 

ภาพท่ี 2.20 แสดงกลไกการควบคมุของวิถี MAPKs กบัไซโตไคน์ [75] 

โดยท่ีในสัตว์เลีย้งลูกด้วยนมนัน้ MAPKs family แบ่งออกเป็น  3 กลุ่มหลกัๆ ซึ่ง
ประกอบด้วย Extracellular-signal regulated protein kinase (ERK), c-Jun N-terminal kinase 
(JNK)/Stress activated protein kinase (SAPK) และ p38 MAPK [76]  โดยท่ีแตล่ะสายนัน้จะ
ประกอบด้วย MAPK kinase kinase (MAP3K) หรือ MEKK, MAPK kinase (MAP2K) หรือ MEK 
และ MAPK [70] ดงันัน้เม่ือมีการส่งสัญญาณผ่านการกระตุ้นจากภายนอกและภายในเซลล์ 
อย่างเช่น ปัจจัยการเจริญเติบโตของเซลล์(growth factor), ไซโตไคน์(cytokine), ฮอร์โมน
(hormones) และภาวะ stress ของเซลล์ เช่น oxidative stress เป็นต้น ท าให้เกิดการกระตุ้น 
MAP3Ks ให้เกิดการ phosphorylation เพ่ือท่ีจะกระตุ้น MAP2Ks และกระตุ้น MAPKs ต่อไป
ตามล าดบั และเม่ือ MAPK ถกูกระตุ้นท าให้ไปกระตุ้นการสร้าง protein ซึ่งรวมถึง transcription 
factors  เป็นผลให้มีการควบคมุการท างานตา่งๆของเซลล์ตอ่ไป [71] ภาพท่ี 2.2 

 

 
 
 
 
 
 
 
 

ภาพท่ี 2.21 แสดงกลไกการกระตุ้น MAPK signaling pathway [71] 
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จากการศกึษามีการรายงานว่า ERK จะเก่ียวข้องกบัการเจริญและแบง่ตวัของเซลล์ ผ่าน
การควบคมุการหลัง่ไซโตไคน์ชนิด IL-2 [78] จึงท าให้มีการกระตุ้นการมีชีวิตอยู่รอดของเซลล์ได้ 
แตก่ารกระตุ้นของ JNK/SAPK และ p38 MAPK จะท าให้มีการตายของเซลล์จากภาวะ oxidative 
stress โดยท่ีการกระตุ้นของ  JNK/SAPK จะมีการแสดงออกของตวัรับ Fas บนผิวเซลล์ท าให้เกิด
การตายของเซลล์ได้ [79] และพบวา่วิถีของ JNK นัน้จะเก่ียวข้องกบัวิถีการตายแบบอะพอพโทซิส
ทัง้แบบ Intinsic และ Extrinsic apoptosis pathway [80] แตอ่ย่างไรก็ตาม การท างานของ ERK 
นัน้จะเก่ียวข้องกบัการมีชีวิตอยู่รอดและการแบง่ตวัของเซลล์ได้ ขึน้กบัสิ่งท่ีมากระตุ้นและชนิดของ
เซลล์ท่ีถกูกระตุ้นด้วย แตก่ลไกของ ERK ท่ีเก่ียวข้องกบัการชกัน าให้เกิดการตายของเซลล์นัน้ยงัไม่
ชดัเจน [81] แต่แล้วก็พบว่าวิถีของ ERK สามารถชกัน าให้เกิดการตายของเซลล์ได้เช่นกัน โดย
พบว่ากลไกของวิถี Ras/Raf/ERK นัน้เก่ียวข้องกับการตายของเซลล์จากภาวะความเครียด 
(stress) ได้ [82] ส่วนวิถีของ JNK พบว่าเม่ือเกิดการกระตุ้นของ TCR และตัวร่วม (co-
stimulation) จะท าให้เ กิดการกระตุ้ นการแสดงออกของโปรตีน JNK และเกิดการ 
phosphorylation ของ JNK ท าให้กระตุ้น transcription factor c-Jun ในนิวเคลียสให้เกิดการ 
phosphorylation และยงักระตุ้นการท างานของ AP-1 ซึ่งเป็น transcription factor เป็นผลให้เกิด
การแสดงออกของยีนของไซโตไคน์ชนิด IL-2 ทัง้นีย้ังสามารถกระตุ้ นการท างานและการ
เปล่ียนแปลง (differentiation) ของเซลล์เม็ดเลือดขาวชนิด T-cell ได้เช่นกนั [53, 83] ขณะท่ีกลุ่ม
โปรตีนของ JNK จะมียีน Jnk เป็นตวัควบคุมการแสดงออกของโปรตีน  ซึ่งประกอบด้วย 3 
isoform ได้แก่ JNK1, JNK2 และ JNK3 ส่วนใหญ่มกัจะพบ JNK1 และ JNK2 ตามเซลล์ทัว่ไป 
ขณะท่ี JNK3 มกัจะแสดงออกในเซลล์สมอง หวัใจและอณัฑะเป็นส่วนใหญ่ [84, 85] ซึ่งมีการ
รายงานพบว่า ในหนท่ีูขาดการแสดงออกของทัง้ Jnk1 หรือ Jnk2 จะมีผลท าให้ลดการตอบสนอง
ทางภูมิคุ้มกันแบบใช้เซลล์ (cell-mediated immune response) ของ T-cell ได้เช่นกัน [86] 
ดงันัน้แล้ว การท างานของวิถี MAPKs นัน้สามารถเก่ียวข้องกับกลไกการท างานของเซลล์ได้
หลากหลายชนิด ขึน้อยู่กับว่าสิ่งท่ีมากระตุ้ นและชนิดของเซลล์ท่ีถูกกระตุ้ น จึงท าให้มีการ
แสดงออกและมีหน้าท่ีในการท างานท่ีแตกตา่งกนัออกไป   

จากการรายงานพบวา่กรดเออร์โซลิกสามารถกระตุ้นให้เกิดการตายแบบอะพอพโทซิสทัง้
ในเซลล์มะเร็งเม็ดเลือดขาว (K562 cell) และเซลล์มะเร็งตอ่มลกูหมาก (DU145 cell) โดยผ่านวิถี
ของ JNK pathway เช่นกนั [19, 26] นอกจากนีมี้การรายงานของ Bin Wu และคณะพบว่ากรด
เออร์โซลิกนัน้สามารถยบัยัง้การแบ่งตวัของเซลล์และชกัน าให้เกิดการตายแบบอะพอพโทซิสของ
เซลล์มะเร็งเม็ดเลือดขาว K562 (human chronic myelogenous leukemia cell line) ผ่านวิถีของ 
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phosphatidylinositol-3-OH kinase (PI3K)/Akt โดยการเพิ่มการแสดงออกของยีน PTEN 
(Phosphatase and tensin homolog deleted on chromosome 10) ซึ่งเป็น protein/lipid 
phosphatase ชนิดหนึ่งท่ีจะท าหน้าเป็นตวัยบัยัง้ (antagonist) ของ phosphatidylinositol-OH 
kinase (PI3K) ท าให้เกิดการยบัยัง้การท างานของ Akt kinase และยงัสามารถกระตุ้นการท างาน
ของเอนไซม์ caspase และเพิ่มการหลัง่ cytochrom c มากขึน้ เป็นผลท าให้เกิดการตายของเซลล์
มากขึน้ด้วยเช่นกัน [87] ส่วนในเซลล์มะเร็งเย่ือบุโพรงมดลูกเพาะเลีย้ง SNG-II (human 
endometrial cancer cell line) เม่ือทดสอบกบักรดเออร์โซลิกจะพบว่าสามารถยบัยัง้การแบง่ตวั
และชักน าให้เกิดการตายแบบอะพอพโทซิสโดยผ่านวิถีของ PI3K-Akt และวิถี MAPKs ได้ 
กล่าวคือ กรดเออร์โซลิกจะไปยบัยัง้การแสดงออกของโปรตีน PI3K, phospho-Akt, phospho-
P42/44 ตามระดบัความเข้มข้นและระยะเวลาท่ีเพิ่มขึน้ [88] 

โดยท่ีมีการรายงานของ Ting Zhang และคณะ พบว่ากรดเออร์โซลิกนัน้สามารถกระตุ้น
การเจริญ และการเปล่ียนแปลงของเซลล์ไปท าหน้าท่ีเฉพาะ (differentiation) ของเซลล์ HL60 
(Human promyelocytic leukemia cells)  เป็น monocytic lineage ได้ โดยผ่านวิถีของ ERK 
pathway [89] นอกจากนีเ้ม่ือปี 2007 มีการรายงานของ Yasutaka Ikeda และคณะ พบว่ากรด
เออร์โซลิกนัน้สามารถเกิดการเกาะกลุม่ (aggregation) และจบักบั CD36 บนเซลล์ macrophage 
ของหนู ท าให้มีการสร้างและหลัง่ไซโตไคน์ชนิด IL-1 โดยผ่านวิถี p38 MAPK, ERK1/2 และ 
caspase-1 ได้ [69] ดงัภาพท่ี 2.22  

 

 

 

 

 

 

ภาพท่ี 2.22 แสดงบทบาทของกรดเออร์โซลิกตอ่การหลัง่ไซโตไคน์ชนิด IL-1 ผา่นวิถีของ MAPKs 
pathway ในเซลล์ macrophage ของหน ู[69] 



 
 

31 

บทที่ 3 

วิธีด ำเนินกำรวิจัย 

กลุ่มตัวอย่ำงที่ใช้ในกำรทดสอบ 

ตัวอย่ำงเซลล์เพำะเลีย้งของเซลล์มะเร็งเม็ดเลือดขำวที่ใช้ในกำรทดสอบ 
เซลล์มะเร็งเม็ดเลือดขาวเพาะเลีย้งท่ีน ามาใช้ในการทดสอบคือ เซลล์มะเร็งเม็ดเลือดขาว

Jurkat (human acute T cell leukemia) ดงัภาพท่ี 3.1 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

ภาพท่ี 3.1 แสดงลกัษณะของเซลล์มะเร็งเม็ดเลือดขาวเพาะเลีย้ง Jurkat (200x) 

เคร่ืองมือที่ใช้ในกำรวิจัย 

-20C Freezer Sanyo, แคนาดา  

-80C Freezer Ilshin Lab, เกาหลี 

4C Refrigerator Mitsubishi, ญ่ีปุ่ น 

6 well cell culture plate Corning, สหรัฐอเมริกา 
96 well cell culture plate Corning, สหรัฐอเมริกา 
Analytical balance Mettler Toledo, สวิสเซอร์แลนด์  
Autoclave Hirayama, ญ่ีปุ่ น 
Autopipette Gilson, ฝร่ังเศส 
Cell culture flask (25, 75 cm2) Corning, สหรัฐอเมริกา 
Centrifuge Kokusan, ญ่ีปุ่ น 
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Centrifuge tube Falcon, สหรัฐอเมริกา 
CO2 incubator Thermo scientific,สหรัฐอเมริกา 
Differential counter Modulus, สหรัฐอเมริกา 
Disposable serological pipette (10 ml) Corning, สหรัฐอเมริกา 
Hemocytometer Boeco, เยอรมนี 
Gel documentation (gel doc) systems Syngene, สหรัฐอเมริกา 
Gel electrophoresis apparatus Cleaverscientific,สหรัฐอเมริกา 
Light microscope Olympus, ญ่ีปุ่ น 
Microcentrifuge Eppendorf, แคนาดา 
Microcentrifuge tube 0.6 ml Axgen scientific, สหรัฐอเมริกา 
Microcentrifuge tube 1.5 ml Greenlab, สหรัฐอเมริกา 
Microplate reader Bio-Tek, สหรัฐอเมริกา 
pH meter Thermo scientific,สหรัฐอเมริกา 
Waterbath Mgw Lauda, สหรัฐอเมริกา 
Western transblot system Bio-Rad, สหรัฐอเมริกา 
UV/VIS spectrophotometer Shimadzu, ญ่ีปุ่ น 

สำรเคมีที่ใช้ในกำรวิจัย 
Ammonium persulfate Bio-Rad, สหรัฐอเมริกา 
-actin Antibody Cell signaling, สหรัฐอเมริกา 
Bio-Rad protein assay reagent Bio-Rad, แคนาดา 
Bovine serum albumin (BSA) Sigma-Aldrich, สหรัฐอเมริกา 
Cell culture lysis reagent Promega, สหรัฐอเมริกา 
Dimethyl sulfoxide (DMSO) Sigma-Aldrich, สหรัฐอเมริกา 
Disodium hydrogen phosphate (Na2HPO4) Merck, เยอรมนี 
Enhanced chemiluminescence (ECL) western 
blotting substrate 

 
Pierce, สหรัฐอเมริกา 

Fetal bovine serum (FBS) Hyclone, สหรัฐอเมริกา 
Glycine Organic research,สหรัฐอเมริกา 
High performance chemiluminescence films GE healthcare, องักฤษ 
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Horseradish peroxidase (HRP)-conjugate goat anti-
rabbit IgG Antibody 

 
Cell signaling, สหรัฐอเมริกา 

Human IL-2 ELISA kit R&D systems, สหรัฐอเมริกา 
Human TNF- ELISA kit R&D systems, สหรัฐอเมริกา 
Hydrogen peroxide (H2O2) R&D systems, สหรัฐอเมริกา 
In vitro toxicology assay kit (TOX2) Sigma-Aldrich, สหรัฐอเมริกา 
Kodak®processing chemicals for autoradiography 
films 

 
Sigma-Aldrich, สหรัฐอเมริกา 

Lectin from Phaseolus vulgaris / Leucoagglutinin 
(PHA-L) 

 
Sigma-Aldrich, สหรัฐอเมริกา 

Methanol (CH3OH) Merch, เยอรมนี 
N,N,N’,N’-Tetramethylethylenediamine (TEMED) Bio-Rad, สหรัฐอเมริกา 
p44/42 MAPK (ERK) Antibody Cell signaling, สหรัฐอเมริกา 
PD98059 Sigma-Aldrich, สหรัฐอเมริกา 
Phorbol 12-Myristate 13-Acetate (PMA) Sigma-Aldrich, สหรัฐอเมริกา 
Phospho-p44/42 MAPK (ERK1/2) Antibody Cell signaling, สหรัฐอเมริกา 
Phospho-SAPK/JNK Antibody Cell signaling, สหรัฐอเมริกา 
Polyvinylidene difluoride (PVDF) membrane Millipore, สหรัฐอเมริกา 
Potassium chloride (KCl) Sigma-Aldrich, สหรัฐอเมริกา 
Potassium dihydrogen phosphate (KH2PO4) Mallinckrodt, สหรัฐอเมริกา 
Protease inhibitor cocktail Sigma-Aldrich, สหรัฐอเมริกา 
RPMI-1640 media Hyclone, สหรัฐอเมริกา 
SAPK/JNK Antibody Cell signaling, สหรัฐอเมริกา 
SpectraTM multicolor broad range protein ladder Fermentas, สหรัฐอเมริกา 
Sodium chloride (NaCl) Merch, เยอรมนี 
Sodium dodecyl sulphate (SDS) Bio-Rad, สหรัฐอเมริกา 
SP 600125  Sigma-Aldrich, สหรัฐอเมริกา 
Sulfuric acid (H2SO4) Mallinckrodt, สหรัฐอเมริกา 
Tetramethylbenzidine R&D systems, สหรัฐอเมริกา 
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Trizma base Sigma-Aldrich, สหรัฐอเมริกา 
Tween®20 Sigma-Aldrich, สหรัฐอเมริกา 
Trypan blue British Drug Houses, องักฤษ 
Ursolic acid Sigma-Aldrich, สวิตเซอร์แลนด์ 

วิธีกำรวิจัย 

1. กำรเตรียมเซลล์เพำะเลีย้ง (Cell culture) เพื่อใช้ในกำรศึกษำ 
1.1 กำรเพำะเลีย้งเซลล์ 
ท าการเพาะเลีย้งเซลล์ Jurkat ด้วยอาหารเพาะเลีย้ง Roswell Park Memorial Institute 

medium (RPMI)-1640 with L-Glutamine medium และเติม 10% fetal bovine serum (FBS) 
หลงัจากนัน้ท าการเพาะเลีย้งเซลล์ในตู้อบเพาะเลีย้งท่ีมีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส และก๊าซ
คาร์บอนไดออกไซด์ 5 %  

1.2 กำรเตรียมเซลล์เพำะเลีย้ง 
น าเซลล์เพาะเลีย้ง Jurkat มาท าการนบัจ านวนเซลล์ โดยใช้ hemocytometer ในการนบั 

ดงัภาพท่ี 3.2 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาพท่ี 3.2 แสดงลกัษณะตารางของ Hemocytometer [90] 

ท าการตรวจวดัเซลล์ท่ีมีชีวิตรอดด้วยวิธี Trypan blue ซึ่งใช้คณุสมบตัิการเป็นเย่ือเลือก
ผ่านของเย่ือหุ้มเซลล์ (cell membrane) โดยเซลล์ท่ีมีชีวิตรอดอยู่จะไม่ติดสีของ trypan blue ท า
ให้เม่ือมองด้วยกล้องจุลทรรศน์จะเห็นเซลล์ลกัษณะวาวใส แต่ในขณะท่ีเซลล์ท่ีตายแล้วเย่ือหุ้ม
เซลล์จะขาดคณุสมบตัิการเป็นเย่ือเลือกผ่าน จึงท าให้สี trypan blue สามารถผ่านเข้าไปในเซลล์
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ได้ ดงันัน้เม่ือมองด้วยกล้องจลุทรรศน์จะเห็นเซลล์ตดิสีน า้เงิน ในการน าเซลล์มาใช้ทดสอบ จะต้อง
ได้เปอร์เซ็นต์เซลล์ท่ีมีชีวิตรอดมากกวา่ 90% โดยค านวณหาเปอร์เซ็นต์เซลล์ท่ีมีชีวิตรอดจากสตูร 

 
 
 
เม่ือได้เปอร์เซ็นต์เซลล์ท่ีมีชีวิตรอดมากกวา่ 90% แล้วจงึท าการค านวณหาจ านวนเซลล์ให้

ได้ปริมาณเซลล์ตามท่ีต้องการเพ่ือใช้ในการทดสอบตอ่ไป 

2. กำรทดสอบฤทธ์ิกำรยับยัง้กำรเจริญของเซลล์มะเร็งเม็ดเลือดขำว (Jurkat cell) จำก
กรดเออร์โซลิก (Ursolic acid) ด้วยวิธี XTT assay 
 วิธี XTT assay [91] เป็นเทคนิคการวดั metabolic activity ภายในเซลล์และใช้หลกัการ
ของการเปล่ียนแปลงของสี (Colorimetric assay) โดยสารสีเหลืองของ XTT (2,3-bis-(2-
methoxy-4-nitro-5-sulfophenyl)-2H-tetrazolium-5-carboxanilide) จะถูกรีดิวส์โดยเอนไซม์ 
mitochondrial dehydrogenases ในเซลล์ท่ียงัมีชีวิต โดยเปล่ียน tetrazolium ring ของ XTT ให้
เป็นตะกอนของ formazan ซึ่งมีสีส้มและสามารถละลายน า้ได้ [92] ดงัภาพท่ี 3.3 หลงัจากนัน้ท า
วัดค่าการดูดกลืนแสง (absorbance) ด้วยเคร่ือง spectrophotometer ท่ีความยาวคล่ืน 450  
และ 690 นาโนเมตร โดยท่ีปฏิกิริยาการเกิดนัน้จะมีประสิทธิภาพเพิ่มขึน้เม่ือเติมสารจ าพวก 
electron coupling เช่น phenazine methosulfate (PMS) หรือ menadione (MEN) และปริมาณ
ของสีส้มจะขึน้กบัจ านวนเซลล์ท่ีมีชีวิต  
 
 
 
 
 
 

ภาพท่ี 3.3 แสดงปฏิกิริยารีดกัชัน่ (Reduction reaction) ของวิธี XTT assay [93] 

2.1 เตรียมสำรละลำยก่อนกำรทดสอบ ดังนี ้

- เตรียมสารละลาย XTT ท่ีระดบัความเข้มข้น 1 mg/ml ท่ีมี phenazinemethosulfate 

(PMS) 1 % โดยใช้ทดสอบ 20 % ของสารละลายทัง้หมด 

% Cell viability  = Viable cells  x 100 
 

Total cells  
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- เตรียมสารละลายกรดเออร์โซลิก โดยใช้ DMSO เป็นตวัท าละลาย  

2.2 เตรียมเซลล์เพำะเลีย้ง  

ท าการเตรียมเซลล์มะเร็งเม็ดเลือดขาวเพาะเลีย้ง Jurkat ในจานเพาะเลีย้งชนิด 96 หลมุ 
(96 well plate) โดยใช้ปริมาณเซลล์เทา่กบั 1x106 เซลล์ตอ่มิลลิลิตร 

2.3 ทดสอบสำรละลำยกรดเออร์โซลิกกับเซลล์เพำะเลีย้ง 
ท าการเติมสารละลายกรดเออร์โซลิกโดยให้มีระดบัความเข้มข้นแต่ละหลุมต่างๆกัน (5, 

10, 20, 30, 40, 60, 80 และ 100 M) ลงไปในจานเพาะเลีย้งชนิด 96 หลมุ จากนัน้น าเซลล์ไป
เพาะเลีย้งในตู้อบเพาะเลีย้งท่ีมีอณุหภูมิ 37องศาเซลเซียส และก๊าซคาร์บอนไดออกไซด์ 5 % เป็น
เวลา 12 ชัว่โมง เม่ือครบก าหนดเวลา จะเติมสารละลาย XTT ลงไปเท่ากบั 20 % ของปริมาตร
ทัง้หมดตอ่หลมุ และน าไปเพาะเลีย้งในตู้อบเพาะเลีย้งท่ีมีอณุหภูมิ 37 องศาเซลเซียส และก๊าซ
คาร์บอนไดออกไซด์ 5 % ต่อเป็นเวลา 4 ชัว่โมง เม่ือครบก าหนด น าไปวดัคา่การดดูกลืนแสงท่ี
ความยาวคล่ืน 450 และ 690 นาโนเมตร ด้วยเคร่ือง microtiter plate reader และน าคา่ OD ท่ี
ได้มาท าการค านวณหาคา่ % Cell viability จากสตูร และหาคา่ IC50 (half maximal inhibitory 
concentration) จากกราฟ โดยท่ีจะท าการทดสอบทัง้หมด 3 ครัง้ 

 
3. กำรทดสอบกำรหล่ังไซโตไคน์ คือ Interleukin-2 (IL-2) และ Tumor necrosis factor-
alpha (TNF-) ของ Jurkat cell ด้วยวิธี Enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) 
 วิธี Enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) เป็นเทคนิคการตรวจวดัโดยใช้
หลกัการการจบักนัระหว่างแอนติเจนกบัแอนติบอดี (Antigen-Antibody) ซึ่งจะท าการ coat plate 
ด้วย Capture antibody ท่ีจ าเพาะส าหรับการตรวจวดั หลงัจากนัน้เม่ือใส่สิ่งส่งตรวจซึ่งเป็น 
antigen จะเข้าไปจบักบั antibody ท่ี coat ไว้ก้นหลมุของ plate และเม่ือใส่ Detection antibody 
ท่ีตดิฉลากด้วย biotin ซึง่แอนตบิอดีชนิดนีจ้ะเข้าไปจบักบั antigen ท่ีจบัอยู่กบัแอนติบอดีชนิดแรก 
ดงันัน้เม่ือเติม Streptavidin ท่ีจบัอยู่กบั Horseradish peroxidase (HRP) เพ่ือให้ Streptavidin 
เข้าไปจบักบั biotin ดงันัน้เม่ือใส่ substrate ลงไป เอนไซม์ horseradish peroxidase (HRP) จะ
ท าปฏิกิริยากบั substrate ท าให้เกิดสีขึน้ และน าไปวดัคา่การดดูกลืนแสง ด้วยเคร่ือง microtiter 
plate reader ท่ีความยาวคล่ืน 450 และ 540 นาโนเมตร ดงัภาพท่ี 3.4 
 

     % Cell viability = Viable cells (OD sample – OD blank) x 100 
      

Total cells (OD control – OD 
blank) 
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ภาพท่ี 3.4 แสดงขัน้ตอนและการเกิดปฏิกิริยาด้วยวิธี ELISA [94] 

3.1 เตรียมสำรละลำยก่อนกำรทดสอบ ดังนี ้

- เตรียมสารละลายกรดเออร์โซลิก (stock solution) ท่ีระดบัความเข้มข้น 25 mM โดยใช้ 

DMSO เป็นตวัท าละลาย และเก็บท่ี 4 องศาเซลเซียส 

- เตรียมสารละลาย ERK inhibitor (PD98059) และ JNK inhibitor (SP600125) ในตวั

ท าละลาย DMSO ท่ีระดบัความเข้มข้น 20 M และเก็บท่ี 4 องศาเซลเซียส 

- เตรียมสารละลาย Phorbol 12-Myristate 13-Acetate (PMA) ในตวัท าลาย DMSO ท่ี

ระดบัความเข้มข้น 12.5 ng/ml และ Lectin from Phaseolus vulgaris (red kidney 

bean)/Phytohaemagglutinin (PHA) ในตวัท าลาย filter-sterilized PBS (Phosphate-buffered 

saline) ท่ีระดบัความเข้มข้น 0.25 g/ml เพ่ือใช้เป็น Positive control โดยกระตุ้นการหลัง่ไซโต

ไคน์ชนิด IL-2 และ TNF- สว่น stock solution ของ Positive control เก็บท่ี -20 องศาเซลเซียส 

3.2 เตรียมเซลล์เพำะเลีย้งและท ำกำรทดสอบ 

ท าการเตรียมเซลล์มะเร็งเม็ดเลือดขาวเพาะเลีย้ง Jurkat ในจานเพาะเลีย้งชนิด 6 หลมุ (6 
well plate) โดยใช้ปริมาณเซลล์เท่ากับ 1x106 เซลล์ต่อมิลลิลิตร ปริมาตร 3 มิลลิลิตร ซึ่ง
เพาะเลีย้งไว้ในตู้อบเพาะเลีย้งท่ีมีอณุหภูมิ 37 องศาเซลเซียส และก๊าซคาร์บอนไดออกไซด์ 5 % 
เป็นเวลา 24 ชัว่โมงก่อนน ามาทดสอบ หลงัจากนัน้ท าการทดสอบเซลล์เพาะเลีย้งกบัสารละลาย
ชนิดต่างๆ เช่น กรดเออร์โซลิก (Ursolic acid), สารละลาย PD98059 (ERK inhibitor), 
สารละลาย SP600125 (JNK inhibitor) และสารละลาย PMA/PHA เป็นต้น เม่ือครบก าหนดเวลา
ท่ีท าการทดสอบ  จะท าการเก็บส่วนใสของอาหารเลีย้งเซลล์   (culture media)   เพ่ือน าไป
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ตรวจวดัระดบัไซโตไคน์ด้วยวิธี ELISA โดยน าไปป่ันเหว่ียงให้ตกตะกอนด้วยเคร่ือง centrifuge ท่ี
ความเร็วรอบ 1,500 รอบตอ่นาที เป็นเวลา 10 นาที ส่วนเซลล์ท่ีตกตะกอนอยู่ก้นหลอด จะใช้ใน
การตรวจวดัหาระดบัโปรตีนของเซลล์ โดยจะน าเซลล์ท่ีตกตะกอนอยู่ก้นหลอดมาท าการป่ันล้าง
ด้วย PBS (Phosphate-buffered saline) ท่ีเย็นและมีค่า pH 7.4 ด้วยเคร่ือง centrifuge ท่ี
ความเร็วรอบ 1,500 รอบตอ่นาที เป็นเวลา 5 นาที เป็นจ านวน 3 ครัง้ และใส่สารละลาย lysis 
buffer ปริมาตร 200 l แล้วจึงน าไปตรวจวดัระดบัโปรตีนทัง้หมด ด้วยวิธี Bradford method โดย
จะท าการทดสอบทัง้หมด 3 ครัง้ ถ้ายงัไม่ท าการทดสอบจะน าไปเก็บไว้ท่ีอณุหภูมิ -20 หรือ -80 
องศาเซลเซียส 

3.3 ท ำกำรทดสอบสำรกับเซลล์เพำะเลีย้ง 
3.3.1 ทดสอบฤทธ์ิของกรดเออร์โซลิก (Ursolic acid) ต่อกำรหล่ังไซโตไคน์ IL-2 

และ TNF- ของ Jurkat cells 
ท าการทดสอบสารละลายกรดเออร์โซลิกท่ีระดบัความเข้ม 20 M (คา่ความเข้มข้นต ่า

กว่า IC50) กบัเซลล์ Jurkat ท่ีระยะเวลาตา่งๆ กนั (1, 3, 6, 12, 15, 18 และ 24 ชัว่โมง) และใช้ตวั
ควบคมุเป็น DMSO ท่ีระดบัความเข้มข้นน้อยกว่า 0.1 % (< 0.1%) โดยเพาะเลีย้งในตู้อบ
เพาะเลีย้งท่ีมีอณุหภูมิ 37 องศาเซลเซียส และก๊าซคาร์บอนไดออกไซด์ 5 % เม่ือครบก าหนดเวลา 
จะท าการเก็บสว่นใสของอาหารเลีย้งเซลล์ (culture media) โดยน าไปป่ันเหว่ียงให้ตกตะกอนด้วย
เคร่ือง centrifuge ท่ีความเร็วรอบ 1,500 รอบต่อนาที เป็นเวลา 10 นาที และน าไปเก็บไว้ท่ี
อณุหภมูิ -20 หรือ -80 องศาเซลเซียส โดยจะท าการทดสอบทัง้หมด 3 ครัง้ 

3.3.2 ทดสอบฤทธ์ิของตัวกระตุ้น PMA/PHA (Positive control) ต่อกำรหล่ังไซโต
ไคน์ IL-2 และ TNF- ของ Jurkat cells 

ท าการทดสอบตวักระตุ้น PMA/PHA กบัเซลล์ Jurkat ท่ีระยะเวลา 1, 3, 6, 12, 15, 18 
และ 24 ชัว่โมง โดยใช้ตวัควบคมุเป็น DMSO ท่ีระดบัความเข้มข้นน้อยกว่า 0.1 % (< 0.1%) และ
เพาะเลีย้งในตู้อบเพาะเลีย้งท่ีมีอณุหภูมิ 37องศาเซลเซียส และก๊าซคาร์บอนไดออกไซด์ 5 % เม่ือ
ครบก าหนดเวลา จะท าการเก็บส่วนใสของอาหารเลีย้งเซลล์ (culture media) โดยน าไปป่ันเหว่ียง
ให้ตกตะกอนด้วยเคร่ือง centrifuge ท่ีความเร็วรอบ 1,500 รอบตอ่นาที เป็นเวลา 10 นาที และ
น าไปเก็บไว้ท่ีอณุหภมูิ -20 หรือ -80 องศาเซลเซียส โดยจะท าการทดสอบทัง้หมด 3 ครัง้ 

3.3.3 ทดสอบฤทธ์ิกำรยับยัง้กำรหล่ังไซโตไคน์ คือ IL-2 และ TNF- ของ Jurkat 
cell จำกกรดเออร์โซลิก (Ursolic acid) เม่ือถูกกระตุ้นด้วย PMA/PHA 

ท าการทดสอบสารละลายกรดเออร์โซลิกท่ีระดบัความเข้มข้น 5, 10, 20 และ 30 M (คา่
ความเข้มข้นต ่ากว่า IC50) ในระยะเวลาตา่งๆ กนั (0, 1, 2, 4, 6 และ 12 ชัว่โมง) โดยใช้ตวัควบคมุ 
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(control) เป็น DMSO ท่ีระดบัความเข้มข้นน้อยกว่า 0.1 % (< 0.1%) โดยเพาะเลีย้งในตู้อบ
เพาะเลีย้งท่ีมีอณุหภูมิ 37 องศาเซลเซียส และก๊าซคาร์บอนไดออกไซด์ 5 % เม่ือครบก าหนดเวลา 
จะเติมตวักระตุ้น PMA ท่ีระดบัความเข้มข้น 12.5 ng/ml และ PHA ท่ีระดบัความเข้มข้น 0.25 
g/ml และน าไปเพาะเลีย้งต่อในตู้อบเพาะเลีย้งท่ีมีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส และก๊าซ
คาร์บอนไดออกไซด์ 5 % เป็นเวลา 12 ชัว่โมง เม่ือครบก าหนดเวลา จะท าการเก็บส่วนใสของ
อาหารเลีย้งเซลล์ (culture media) โดยน าไปป่ันเหว่ียงให้ตกตะกอนด้วยเคร่ือง centrifuge ท่ี
ความเร็วรอบ 1,500 รอบต่อนาที เป็นเวลา 10 นาที และน าไปเก็บไว้ท่ีอุณหภูมิ -20 หรือ -80 
องศาเซลเซียส โดยจะท าการทดสอบทัง้หมด 3 ครัง้ 

3.3.4 ทดสอบฤทธ์ิกำรยับยัง้กำรหล่ังไซโตไคน์ คือ IL-2 และ TNF- ของ Jurkat 
cell จำกตัวยับยัง้ของวิถี MAPKs คือ สำรละลำย PD98059 (ERK inhibitor) และ
สำรละลำย SP600125 (JNK inhibitor) เม่ือถูกกระตุ้นด้วย PMA/PHA 

ท าการทดสอบสารละลาย PD98059 (ERK inhibitor) และสารละลาย SP600125 (JNK 
inhibitor) ท่ีระดบัความเข้มข้น 20 M ในระยะเวลาตา่งๆ กนั (0, 1, 2, 4, 6 และ 12 ชัว่โมง) โดย
ใช้ตวัควบคมุ (control) เป็น DMSO ท่ีระดบัความเข้มข้นน้อยกว่า 0.1 % (< 0.1%) โดยเพาะเลีย้ง
ในตู้อบเพาะเลีย้งท่ีมีอุณหภูมิ 37องศาเซลเซียส และก๊าซคาร์บอนไดออกไซด์ 5 % เม่ือครบ
ก าหนดเวลา จะเติมตวักระตุ้น PMA ท่ีระดบัความเข้มข้น 12.5 ng/ml และ PHA ท่ีระดบัความ
เข้มข้น 0.25 g/ml และน าไปเพาะเลีย้งตอ่ในตู้อบเพาะเลีย้งท่ีมีอณุหภูมิ 37 องศาเซลเซียส และ
ก๊าซคาร์บอนไดออกไซด์ 5 % เป็นเวลา 12 ชัว่โมง เม่ือครบก าหนดเวลา จะท าการเก็บส่วนใสของ
อาหารเลีย้งเซลล์ (culture media) โดยน าไปป่ันเหว่ียงให้ตกตะกอนด้วยเคร่ือง centrifuge ท่ี
ความเร็วรอบ 1,500 รอบต่อนาที เป็นเวลา 10 นาที และน าไปเก็บไว้ท่ีอุณหภูมิ -20 หรือ -80 
องศาเซลเซียส โดยจะท าการทดสอบทัง้หมด 3 ครัง้ 

3.4 กำรตรวจวัดระดับไซโตไคน์ชนิด IL-2 และ TNF- ด้วยวิธี ELISA 
ท าการตรวจวดัระดบัไซโตไคน์ชนิด IL-2 และ TNF- โดยจะ coat plate ด้วย capture 

antibody ท่ีจ าเพาะกบัไซโตไคน์ลงบนจานเพาะเลีย้งชนิด 96 หลมุ ปริมาตร 100 l เป็นเวลา 1 
คืน ท่ีอณุหภูมิห้อง เม่ือครบเวลา น าจานเพาะเลีย้งมาล้างด้วย wash buffer จ านวน 3 ครัง้ และ
น าส่วนใสของอาหารเลีย้งเซลล์ (culture media) จากเซลล์ท่ีถกูทดสอบด้วยสารตา่งๆท่ีกล่าวมา
ในเบือ้งต้น และสิ่งส่งตรวจมาตรฐาน (standard) มาใส่ลงในหลมุ ปริมาตร 100 l และน าไปวาง
บน plate shaker ท่ีอณุหภูมิห้อง เป็นเวลา 2 ชัว่โมง เม่ือครบเวลาก าหนด ท าการล้างด้วย wash 
buffer จ านวน 3 ครัง้ แล้วจึงเติม detection antibody ลงไปในแตล่ะหลมุ ปริมาตร 100 l และ
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วางลงบน plate shaker ท่ีอุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 2 ชัว่โมง เม่ือครบเวลาท่ีก าหนด จะล้างด้วย 
wash buffer จ านวน 3 ครัง้ และเติม streptavidin-HRP ลงไปในหลมุ ปริมาตร 100 l วางบน 
plate shaker ท่ีอณุหภมูิห้อง เป็นเวลา 20 นาที โดยไมใ่ห้โดนแสง เม่ือครบเวลา น าจานเพาะเลีย้ง
มาล้างด้วย wash buffer จ านวน 3 ครัง้ และเติม substrate ปริมาตร 100 l น าไปวางบน plate 
shaker ท่ีอณุหภูมิห้อง เป็นเวลา 20 นาที โดยไม่ให้โดนแสง เม่ือครบก าหนดเวลาให้เติม stop 
solution (2N H2SO4) ลงไปในแตล่ะหลมุ ปริมาตร 50 l และน าไปวดัคา่การดดูกลืนแสง ด้วย
เคร่ือง microtiter plate reader ท่ีความยาวคล่ืน 450 และ 540 นาโนเมตร และน าคา่ OD ท่ีได้มา
ค านวณหาคา่ปริมาณไซโตไคน์จากกราฟมาตรฐาน และท าการวิเคราะห์ข้อมลูโดยใช้คา่ทางสถิติ 

4. กำรสกัดโปรตีนจำกเซลล์เพำะเลีย้ง Jurkat และหำควำมเข้มข้นของโปรตีนด้วยวิธี 

Bradford method 

 การวิเคราะห์ปริมาณโปรตีนทัง้หมดท่ีสกัดได้นัน้สามารถท าได้โดยการวิเคราะห์เทียบสี 
(Colorimetric assay) [95] โดยท่ีอิออนของโลหะหนักและสีจะจับกับโปรตีนในอัตราส่วนท่ี
คอ่นข้างจะจ าเพาะ ซึง่ความเข้มของสีท่ีเกิดขึน้นัน้จะเป็นสดัส่วนโดยตรงกบัปริมาณของโปรตีนใน
สารละลายตอ่หนึ่งหน่วยปริมาตร วิธีท่ีใช้มีหลายชนิดแตใ่นการทดลองนีใ้ช้ Bradford assay โดย
อาศยัหลกัการของสี Coomassie brilliant blue G-250 ท่ีจะจบักับโปรตีนแบบจ าเพาะ โดยท่ี 
Coomassie brilliant blue G-250 หรือท่ีเรียกกนัว่า Bradford’ reagent ภายใต้สภาวะกรดเข้มข้น
จะให้สีแดงออกน า้ตาล เม่ือมีการท าปฏิกิริยากบัโปรตีนจะเปล่ียนเป็นสีน า้เงิน โดยความเข้มของสี
น า้เงินจะขึน้อยู่กับปริมาณของกรดอะมิโนโดยตรง ซึ่งเราสามารถวัดการดูดกลืนแสงของสีท่ี
เกิดขึน้ได้ด้วยเคร่ืองสเปกโตรโฟโตมิเตอร์ ท่ีความยาวคล่ืน 595 นาโนเมตร [96] ดงัภาพท่ี 3.5 

 
 

 
 
 
 
 
 

ภาพท่ี 3.5 แสดงปฏิกิริยาของวิธี Bradford assay [95] 
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4.1 เตรียมสำรละลำยและทดสอบหำควำมเข้มข้นของโปรตีนทัง้หมด ด้วยวิธี 

Bradford method 

เตรียมสารละลาย lysis buffer ประกอบด้วยสารละลาย Tris-phosphate (pH7.8) ท่ี
ระดบัความเข้มข้น 25 mM, สารละลาย DTT ท่ีระดบัความเข้มข้น 2 mM, สารละลาย 1,2-
diaminocyclohexane-N,N,N’,N’-tetraacetic acid ท่ีระดบัความเข้มข้น 2 mM, สารละลาย  
glycerol 10 %, สารละลาย Triton® X-100 ท่ีระดบัความเข้มข้น 1 % และเติมสารละลาย 
protease inhibitor cocktail ในอตัราส่วน 1:200 เพ่ือใช้ในการสกดัโปรตีนจากเซลล์เพาะเลีย้งที
ท าการทดสอบ โดยจะน าเซลล์ท่ีท าการทดสอบแล้วมาป่ันล้างด้วย PBS (Phosphate-buffered 
saline) ท่ีเย็นและมีค่า pH 7.4 ด้วยเคร่ือง centrifuge ท่ีความเร็วรอบ 1,500 รอบตอ่นาที เป็น
เวลา 5 นาที เป็นจ านวน 3 ครัง้ และใส่สารละลาย lysis buffer ปริมาตร 200 l แล้วจึงน าไป
ตรวจวดัระดบัโปรตีนทัง้หมด ด้วยวิธี Bradford method ถ้ายงัไม่ท าการทดสอบจะน าไปเก็บไว้ท่ี
อณุหภมูิ -20 หรือ -80 องศาเซลเซียส 

ท าการทดสอบโดยใช้สารละลายมาตราฐาน (Standard) คือ Bovine serum albumin 
(BSA) ท่ีระดบัความเข้มข้น 0, 1.25, 2.5, 5.0, 7.5 และ 10 g/ml ปริมาตร 800 l ผสมกบัชดุ
น า้ยาตรวจวดัโปรตีนบริษัท Bio-Rad (Bio-Rad protein assay) ปริมาตร 200 l ทิง้ไว้ท่ี
อณุหภมูิห้อง เป็นเวลาอยา่งน้อย 5 นาที แตไ่มค่วรเกิน 1 ชัว่โมง เม่ือครบก าหนดเวลา น าไปวดัคา่
การดดูกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 595 nm ด้วยเคร่ือง Spectrophotometer และน าคา่ท่ีได้สร้าง
กราฟมาตราฐาน BSA (0 – 10 g/ml) 

ท าการทดสอบโดยใช้โปรตีนท่ีจะทดสอบ ปริมาตร 3 l ผสมกับน า้ MilliQ ปริมาตร 
797l แล้วจึงผสมกับชุดน า้ยาตรวจวัดโปรตีนบริษัท Bio-Rad (Bio-Rad protein assay) 
ปริมาตร 200l ทิง้ไว้ท่ีอณุหภูมิห้อง เป็นเวลาอย่างน้อย 5 นาที แตไ่ม่ควรเกิน 1 ชัว่โมง เม่ือครบ
เวลา น าไปวดัคา่การดดูกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 595 nm ด้วยเคร่ือง Spectrophotometer และ
น าค่าท่ีได้ไปค านวณหาปริมาณโปรตีนทัง้หมดจากกราฟมาตราฐาน BSA แล้วคูณกลับด้วย 
Dilution factor เพ่ือหาคา่ความเข้มข้นท่ีแท้จริงของโปรตีนทัง้หมด 
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5. กำรทดสอบกำรแสดงออกของระดับโปรตีนใน Mitogen-Activated Protein 
Kinase (MAPK) pathway คือ Extracellular signal-regulated protein kinase (ERK) และ c-
Jun N-terminal kinase (JNK) ของ Jurkat cell ด้วยวิธี Western blot 

วิธี Western blot เรียกอีกอย่างว่า protein blotting หรือ immunoblotting [97] เป็น
เทคนิคการวิเคราะห์การแสดงออกของโปรตีนท่ีจ าเพาะท่ีต้องการศกึษา โดยใช้หลกัการของ Gel 
electrophoresis ในการแยกโปรตีนตามขนาดของโมเลกลุ และท าการถ่ายโอนโปรตีน (transfer) 
จากเจลสูแ่ผ่นเมมเบรน (membrane) หลงัจากนัน้ท าการตรวจสอบโปรตีนท่ีต้องการศกึษาโดยใช้
แอนตบิอดีท่ีจ าเพาะ ดงัภาพท่ี 3.6 

 
 
 
 

ภาพท่ี 3.6 แสดงขัน้ตอนในการตรวจวดัโปรตีนด้วยวิธี Western blot [98] (a): 
การแยกโปรตีนตามขนาดของโมเลกลุ โดยใช้วิธี SDS-PAGE, (b): การถ่ายโอนโปรตีน
จากเจลสู่แผ่นเมมเบรน (Transfer protein), (c,d): การตรวจวดัการแสดงออกของโปรตีน 
(Detection) โดยใช้แอนติบอดีท่ีจ าเพาะกบัโปรตีน, (e): การวิเคราะห์ผล (Analysis) โดย
ใช้วิธี Chemiluminescent detection ซึ่ง substrate จะถูกย่อยด้วยเอนไซม์ท่ีติดอยู่กับ 
secondary antibody ท าให้เกิดการเปลง่แสงของต าแหนง่โปรตีนท่ีท าการตรวจวดั 
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5.1 กำรแยกโปรตีนตำมขนำดของโมเลกุล โดยใช้วิธี Gel Electrophoresis  

วิธี Sodium Dodecyl Sulfate-Polyacrylamide Gel Electrophoresis (SDS-PAGE) 
เป็นวิธีการแยกโปรตีน โดยอาศยัหลักการพืน้ฐานคือ โมเลกุลท่ีมีประจุจะเคล่ือนท่ีในสนามท่ีมี
แม่เหล็กซึ่งอัตราการเคล่ือนท่ีจะขึน้กับขนาดของโมเลกุลและประจุ ส่วนโปรตีนท่ีใช้ในการ Run 
Gel Electrophoresis นัน้ต้องท าให้เสียสภาพก่อน โดยผสมโปรตีนท่ีระดบัความเข้มข้นเท่ากบั 5 
g กบัสารละลาย 10X Laemmli sample buffer ซึ่งมีส่วนผสมของ สาร 2-mercaptoethanol ท่ี

จะท าให้พนัธะไดซลัไฟด์ของโปรตีนถกูท าลาย แล้วน าไปให้ความร้อนท่ีอณุหภูมิ 100C เป็นเวลา 
5 นาที โดยโปรตีนทัง้หมดนัน้จะถกูสาร Sodium dodecyl sulfate (SDS) ท าให้โปรตีนทัง้หมดมี
ประจุลบ เพราะสาร SDS มีคณุสมบตัิเป็นสาร ionic detergent จะเข้าไปจบักับโปรตีนท าให้
โปรตีนเกิดการเสียสภาพจากรูปร่างกลมกลายเป็นสภาพเหยียดตรงและเป็นประจลุบ ท าให้เม่ือมี
กระแสไฟฟ้าไหลผ่านไปยงัแผ่น polyacrylamide gel ท่ีท าหน้าท่ีเหมือนตวัส่งผ่าน (barrier) ตอ่
การเคล่ือนท่ีของโมเลกลุ โปรตีนท่ีมีประจลุบจะเคล่ือนท่ีไปหาขัว้ไฟฟ้าท่ีมีประจบุวก และในสภาพ 
denature ของโปรตีนเกือบทัง้หมดนัน้จะจบักบั SDS ด้วยอตัราของน า้หนกัท่ีคงท่ี ท าให้มีความ
หนาแนน่ของประจท่ีุใกล้เคียงกนั ดงันัน้อตัราการเคล่ือนตวัของโปรตีนจึงขึน้กบัขนาดของโมเลกลุ 
(molecular weight) เพียงอย่างเดียว ท าให้โปรตีนท่ีมีขนาดใหญ่จะเคล่ือนท่ีได้น้อยกว่าโปรตีน
โมเลกลุขนาดเล็ก ซึง่สว่นบนของเจลนัน้จะตอ่เข้ากบัขัว้ลบ สว่นลา่งของเจลจะตอ่เข้ากบัขัว้บวก  

ดงันัน้เม่ือปล่อยกระแสไฟฟ้าแล้วโปรตีนจะเคล่ือนไปยงัส่วนล่างของเจล โดยท่ีในการ
เตรียม polyacrylamide gel นัน้จะใช้ 5% ส าหรับ Stacking gel และ 10 % ส าหรับ Separating 
gel ของโปรตีน ERK และ JNK และใช้กระแสไฟฟ้าท่ีมีความตา่งศกัย์ 80  Volt เป็นเวลา 20 นาที
ก่อน และท่ี 120 Volt เป็นเวลา 110 นาที 

5.3 กำรถ่ำยโอนโปรตีนจำกเจลสู่แผ่นเมมเบรน (Transfer protein) 

ท าการถ่ายโอนโปรตีนจาก Gel electrophoresis มาสู่แผ่นเมมเบรน ท่ีมีประจบุวก เช่น 
nitrocellulose membrane หรือ polyvinylidene fluoride (PVDF) membrane ซึ่งในท่ีนีจ้ะใช้ 
PVDF membrane ในการทดสอบ และใช้วิธีการถ่ายโอนแบบ wet tank transfer ซึ่งต้องอาศยั 
buffer เป็นตวัช่วย โดยเร่ิมจากกระตุ้นแผ่น PVDF membrane ให้มีขัว้ด้วยการแช่ absolute 
methanol นาน 5 นาที และน าไปแช่ตอ่ท่ี Transfer buffer ท่ีเย็นเพ่ือรอประกบกบัเจล จากนัน้จะ
น าเจลท่ี Run electrophoresis แล้วมาแช่ด้วย Transfer buffer ท่ีเย็นเช่นกนั แล้วจึงน ามาประกบ
กบัแผน่เมมเบรนด้วยตลบัประกบ เร่ิมจากเปิดตลบัประกบและวางวสัดโุดยเรียงล าดบั จากขัว้ลบ
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ไปขัว้บวก ตามล าดบั ดงันี ้เร่ิมจากแผ่นฟองน า้ -> กระดาษกรอง -> แผ่นเจล -> แผ่น PVDF 
membrane -> กระดาษกรอง -> แผน่ฟองน า้ และปิดตลบัประกบ โดยทกุขัน้ตอนระวงัอย่าให้เกิด
ฟองอากาศ หลงัจากนัน้ น าไปใส่แท็งก์ และเติม Transfer buffer ให้ท่วมตลบัประกบ ปิดฝาให้
เรียบร้อย โดยท่ีต้องวางแท็งก์ในภาชนะท่ีล่อด้วยน า้แข็งโดยรอบ แล้วจึงเร่ิมท าการถ่ายโอนโปรตีน 
ใช้กระแสไฟฟ้าท่ีคงท่ีท่ี 150 mA เป็นเวลา 2 ชัว่โมง 

5.4 กำรป้องกันกำรจับของโปรตีนท่ีไม่จ ำเพำะบนแผ่นเมมเบรน (Blocking) 

การป้องกนัการจบัของโปรตีนชนิดอ่ืนท่ีไมจ่ าเพาะบนแผน่เมมเบรนนัน้ จะใช้ตวั Blocking 
buffer เป็น 5 % non-fat dry milk ละลายในสารละลาย Tris buffer saline-Tween 20 (TBS-T) 
โดยท่ีตวั blocking buffer นัน้จะไปจบัอยู่บนพืน้ท่ีว่างของแผ่นเมมเบรนท่ีไม่มีโปรตีนท่ีจ าเพาะจบั
อยู่ ดงันัน้การท า blocking จึงมีความส าคญั เพราะจะลดการเกิด false positives ได้ด้วย ส่วน
ขัน้ตอนการท านัน้เร่ิมจาก หลงัท าการถ่ายโอนโปรตีนเสร็จแล้ว น าแผ่นเมมเบรน PVDF มาแช่ใน 
blocking buffer แล้วเขย่าเบาๆ ด้วย rotator เป็นเวลา 60 นาที เม่ือครบก าหนดเวลา จึงน าแผ่น
เมมเบรน PVDF มาล้างด้วย Tris buffer saline-Tween 20 (TBS-T) เป็นจ านวน 3 ครัง้ๆ ละ 5 
นาที 

5.5 กำรตรวจวัดกำรแสดงออกของโปรตีน (Detection) 

ขัน้ตอนการตรวจวดัการแสดงออกของโปรตีนนัน้ จะใช้วิธี Two-steps detection โดยใช้ 
primary antibody ท่ีจ าเพาะกบัโปรตีนเข้าไปจบัก่อน โดยท่ีแอนติบอดีท่ีจ าเพาะกบัโปรตีนแตล่ะ
ชนิด กล่าวคือ แอนติบอดี (primary antibody) ของ phospho-p44/42 MAPK (ERK1/2) 
(1:4000), p44/42 MAPK (ERK1/2) (1:4000), phospho-SAPK/JNK (1:1000), SAPK/JNK 
(1:4000), -actin (1:4000) และใช้ secondary antibody ของ horseradish peroxidase 
(HRP)-conjugated goat anti-rabbit IgG ท่ีอตัราส่วนความเข้มข้นเท่ากบั 1:4000 ในสารละลาย
ผสมของ 5% BSA, 1X Tris buffer saline (TBS) และ 0.1% Tween 20 โดยจะน าแผ่นเมมเบรน 
PVDF มาแช่ไว้ แล้วเขย่าเบาๆ ด้วย rotator เป็นเวลา 1 คืน ท่ีอณุหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เม่ือครบ
เวลา น าแผน่เมมเบรน PVDF มาล้างด้วย TBS-T จ านวน 3 ครัง้ๆ ละ 10 นาที หลงัจากนัน้แล้ว จะ
น าแผ่นเมมเบรน PVDF มาแช่ร่วมกบั secondary antibody ท่ีจ าเพาะกบั primary antibody ซึ่ง
จะติดฉลากด้วยเอนไซม์ Horseradish peroxidase (HRP) โดยใช้อตัราส่วนความเข้มข้นเท่ากับ 
1:4000 ในสารละลาย TBS-T แล้วเขย่าเบาๆด้วย Rotator เป็นเวลา 45 นาที เม่ือครบเวลาท่ี
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ก าหนด น าแผ่นเมมเบรน PVDF มาล้างแอนติบอดีส่วนเกินออกด้วย TBS-T โดยการแช่ไว้และ
เขยา่เบาๆ เป็นจ านวน 3 ครัง้ ครัง้ละ 5 นาที 

5.6 กำรวิเครำะห์ผล (Analysis) 

หลงัจากน าแผ่นเมมเบรน PVDF มาบ่มด้วยแอนติบอดีท่ีจ าเพาะแล้ว ต่อมาจะท าการ
วิเคราะห์โดยใช้วิธี Chemiluminescent detection ซึ่งจะแช่แผ่นเมมเบรน PVDF ด้วย substrate 
ชนิด SuperSignal West Femto Maximum Sensitivity Substrate ซึ่งจะถูกย่อยด้วยเอนไซม์ 
Horseradish peroxidase (HRP) ท่ีติดฉลากอยู่กบั secondary antibody ท าให้เกิดปฏิกิริยาการ
เปล่งแสง โดยแช่ทิง้ไว้ประมาณ 5-10 นาที จากนัน้น าไปประกบกบัแผ่นฟิล์ม เม่ือประกบแล้วน า
แผ่นฟิล์มไปล้างด้วยน า้ยา Develop ท่ีเจือจางด้วยน า้ ประมาณ 2 นาที และล้างแผ่นฟิล์มตอ่ใน
น า้ประมาณ 1 นาที ตอ่มาแช่แผ่นฟิล์มลงในน า้ยา Fixer ท่ีเจือจางด้วยน า้ ประมาณ 3 นาที แล้ว
ล้างด้วยน า้ตอ่อีกประมาณ 1 นาที สดุท้ายท าการตากแผ่นฟิล์มให้แห้ง โดยขัน้ตอนการประกบ
ฟิล์มจนถึงล้างแผ่นฟิล์มเสร็จนัน้ จะต้องท าในห้องท่ีมืด และห้ามโดนแสงโดยเด็ดขาด เน่ืองจาก
แสงอาจจะท าปฏิกิริยากับแผ่นฟิล์มได้ เม่ือได้แผ่นฟิล์มแล้วจะน าไปวัดความหนาของ band 
โปรตีนท่ีเกิดขึน้ด้วยโปรแกรม NIH image J และน ามาท าการวิเคราะห์โดยใช้ band ของโปรตีน
ชนิด -actin มา Normalized โดยใช้คา่ของกลุ่มควบคมุ (DMSO < 0.1%) มาเทียบให้เป็น 1 
และค านวณหาคา่ความสมัพนัธ์ท่ีแสดงเป็นจ านวนเทา่ (fold) ของโปรตีน 
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กำรวิเครำะห์ข้อมูล 

1. การทดสอบฤทธ์ิการยบัยัง้การเจริญของเซลล์มะเร็งเม็ดเลือดขาว (Jurkat cell) จาก
กรดเออร์โซลิก (Ursolic acid) ด้วยวิธี XTT assay จะแสดงผลเป็นคา่ % Viability เฉล่ีย  คา่
ความคลาดเคล่ือนมาตราฐาน (MeanSEM) และค านวณหาความแตกต่างระหว่างกลุ่มท่ีได้รับ
กรดเออร์โซลิกท่ีระดบัความเข้มข้นตา่งๆกนั กบักลุม่ควบคมุโดยใช้คา่สถิต ิOne-way ANOVA 

2. การทดสอบฤทธ์ิของกรดเออร์โซลิก (Ursolic acid) หรือ PMA/PHA (Positive control) 
ตอ่การหลัง่ไซโตไคน์ คือ Interleukin-2 (IL-2) และ Tumor necrosis factor-alpha (TNF-) ของ 
Jurkat cell ด้วยวิธี Enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) จะแสดงผลเป็นคา่เฉล่ีย  
คา่ความคลาดเคล่ือนมาตราฐาน (MeanSEM) และค านวณหาความแตกตา่งระหว่างค่าระดบั
ไซโตไคน์ของกลุ่มท่ีทดสอบกับสารแต่ละชนิดท่ีระยะเวลาต่างๆกัน กับกลุ่มควบคมุ (DMSO < 
0.1%) โดยใช้คา่สถิต ิOne-way ANOVA  

3. การทดสอบฤทธ์ิการยบัยัง้การหลัง่ไซโตไคน์ คือ Interleukin-2 (IL-2) และ Tumor 
necrosis factor-alpha (TNF-) ของ Jurkat cell จากกรดเออร์โซลิก (Ursolic acid) ด้วยวิธี 
Enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) จะแสดงผลเป็นค่าเฉล่ีย  ค่าความคลาด
เคล่ือนมาตราฐาน (MeanSEM) และค านวณหาความแตกต่างระหว่างค่าระดบัไซโตไคน์ของ
กลุ่มท่ีทดสอบท่ีระดบัความเข้มข้นและระยะเวลาตา่งๆกนั กับกลุ่มควบคมุท่ีถูกระตุ้นเพียงอย่าง
เดียว (Positive control) โดยใช้คา่สถิต ิOne-way ANOVA  

4. การทดสอบการแสดงออกของระดบัโปรตีนใน Mitogen-Activated Protein Kinase 
(MAPK) pathway คือ Extracellular signal-regulated protein kinase (ERK) และ c-Jun N-
terminal kinase (JNK) ของ Jurkat cell ตอ่กรดเออร์โซลิก (Ursolic acid) ด้วยวิธี Western blot 
จะแสดงเป็นผลของแผ่นฟิล์มท่ีประกบได้ โดยแสดงเป็นค่าความสมัพนัธ์ท่ีแสดงเป็นจ านวนเท่า 
(fold) ของโปรตีน  
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บทที่ 4 

ผลกำรวิเครำะห์ข้อมูล 

ผลกำรวิเครำะห์ 

1. ผลกำรทดสอบฤทธ์ิกำรยับยัง้กำรเจริญของเซลล์มะเร็งเม็ดเลือดขำว Jurkat 
จำกกรดเออร์โซลิก (Ursolic acid) ด้วยวิธี XTT assay (ผลการทดลองแสดงในตารางท่ี 1 
ภาคผนวก ก) 

เม่ือทดสอบเซลล์มะเร็งเม็ดเลือดขาว Jurkat กับกรดเออร์โซลิกท่ีระดบัความเข้มข้น 5, 
10, 20, 30, 40, 60, 80 และ 100 M เป็นเวลา 12 ชัว่โมง และท าการทดสอบด้วยวิธี XTT assay 
โดยเทียบกบัเซลล์กลุ่มควบคมุ (เซลล์ท่ีไม่ได้รับสารใดๆ) พบว่าท่ีระดบัความเข้มข้นของกรดเออร์
โซลิกท่ีมากขึน้ จะมีฤทธ์ิยบัยัง้การเจริญของเซลล์มะเร็งเม็ดเลือดขาว Jurkat มากยิ่งขึน้อย่างมี
นยัส าคญัทางสถิติ กล่าวคือ กรดเออร์โซลิกท่ีระดบัความเข้มข้น 100, 80, 60, 40 และ 30 M จะ
มีคา่ % Viability ของเซลล์ลดลงอย่างมีนยัส าคญัทางสถิติ (p < 0.001) เม่ือเทียบกบัเซลล์กลุ่ม
ควบคมุ (เซลล์ท่ีไม่ได้รับสารใดๆ) โดยจะแสดง % Viability (คา่การอยู่รอดของเซลล์) ของเซลล์ 
Jurkat เม่ือทดสอบกบักรดเออร์โซลิกท่ีระดบัความเข้มข้นตา่งๆ ดงัตารางท่ี 1 ในภาคผนวก ก และ
เม่ือค านวณหาคา่ความเข้มข้นท่ีท าให้ปริมาณของเซลล์ลดลงคร่ึงหนึ่ง (IC50) จากกราฟ ดงัภาพท่ี 
4.1 จะได้เทา่กบั 35.5 M 
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ภาพท่ี 4.1 กราฟแสดงผลของกรดเออร์โซลิกท่ีระดบัความเข้มข้นตา่งๆ กบั % Viability ของ
เซลล์ Jurkat เม่ือทดสอบเป็นเวลา 12 ชัว่โมง ด้วยวิธี XTT assay (ท าการ
ทดสอบทัง้หมด 3 ครัง้ จากเซลล์ 3 ชดุ)  

โดย  % Cell viability = เปอร์เซ็นต์การอยูร่อดของเซลล์ 
Log [UA](M)  = คา่ลอการิทมึของกรดเออร์โซลิกท่ีระดบัความเข้มข้น 

   เป็น Molar 
UA   = Ursolic acid (กรดเออร์โซลิก) 

*** = มีความแตกตา่งอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิต ิ(p < 0.001)  
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2. กำรทดสอบฤทธ์ิของกรดเออร์โซลิก (Ursolic acid) ต่อกำรหล่ังไซโตไคน์ คือ 
Interleukin-2 (IL-2) และ Tumor necrosis factor-alpha (TNF-) ของ Jurkat cell ด้วยวิธี 
Enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) 

เม่ือทดสอบเซลล์มะเร็งเม็ดเลือดขาว Jurkat ด้วยกรดเออร์โซลิกท่ีระดบัความเข้มข้น 
20M (ระดบัต ่ากว่า IC50) เป็นระยะเวลา 1, 3, 6, 12, 15, 18 และ 24 ชัว่โมง และท าการตรวจวดั
ระดบัไซโตไคน์ชนิด IL-2 และ TNF- ด้วยวิธี ELISA โดยเทียบกบัเซลล์กลุ่มควบคมุ (DMSO < 
0.1 %) พบว่าสารละลายกรดเออร์โซลิกท่ีระดบัความเข้มข้น 20 M ไม่มีผลตอ่การหลัง่ไซโตไคน์
ชนิด IL-2 และ TNF- ของเซลล์มะเร็งเม็ดเลือดขาวเพาะเลีย้ง Jurkat อย่างมีนยัส าคญัทางสถิต ิ
กลา่วคือ เม่ือตรวจวดัด้วย ELISA แล้วพบวา่กรดเออร์โซลิกไมส่ามารถกระตุ้นเซลล์ Jurkat ให้หลัง่
ไซโตไคน์ชนิด IL-2 และ TNF- เม่ือเปรียบเทียบกบักลุม่ควบคมุ (DMSO < 0.1%) ได้ 

3. กำรทดสอบฤทธ์ิของตัวกระตุ้น PMA/PHA (Positive control) ต่อกำรหล่ังไซโต
ไคน์ คือ Interleukin-2 (IL-2) และ Tumor necrosis factor-alpha (TNF-) ของ Jurkat cell 
ด้วยวิธี Enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) (ผลการทดลองแสดงในตารางท่ี 2 
ภาคผนวก ก) 

เม่ือทดสอบเซลล์มะเร็งเม็ดเลือดขาว Jurkat ด้วยตวักระตุ้น PMA ท่ีระดบัความเข้มข้น 
12.5 ng/ml ร่วมกบั PHA ท่ีระดบัความเข้มข้น 0.25 g/ml เป็นระยะเวลา 1, 3, 6, 12, 15, 18 
และ 24 ชัว่โมง และท าการตรวจวดัระดบัไซโตไคน์ชนิด IL-2 และ TNF- ด้วยวิธี ELISA โดย
เทียบกบัเซลล์กลุ่มควบคมุ (DMSO < 0.1 %) พบว่าตวักระตุ้น PMA/PHA สามารถกระตุ้นการ
หลัง่ไซโตไคน์ชนิด IL-2 และ TNF- ของเซลล์มะเร็งเม็ดเลือดขาว Jurkat เพิ่มขึน้ตามระยะเวลา
อย่างมีนยัส าคญัทางสถิติ ดงัภาพท่ี 4.2 กล่าวคือ เม่ือกระตุ้นเซลล์ด้วยตวักระตุ้น PMA/PHA จะ
ท าให้มีปริมาณของไซโตไคน์ชนิด IL-2 เพิ่มขึน้อย่างมีนยัส าคญัทางสถิติ ท่ีระยะเวลาตัง้แต่ 12 
ชัว่โมง (p < 0.01) เป็นต้นไป ส่วนปริมาณของไซโตไคน์ชนิด TNF- พบว่า ตวักระตุ้น PMA/PHA 
สามารถกระตุ้นการหลัง่ไซโตไคน์เพิ่มขึน้อย่างมีนยัส าคญัทางสถิติ ท่ีระยะเวลาตัง้แต่ 3 ชัว่โมง    
(p < 0.01) เป็นต้นไปเชน่กนั จากการทดสอบในเซลล์ Jurkat จะพบว่าระดบัปริมาณการหลัง่ไซโต
ไคน์ชนิด IL-2 และ TNF- นัน้จะมีคา่ตา่งกันมาก ซึ่งระดบัปริมาณไซโตไคน์ชนิด IL-2 จะหลัง่
ออกมามากกว่าไซโตไคน์ชนิดTNF- โดยจะแสดงปริมาณการหลัง่ไซโตไคน์ชนิด IL-2 และ   
TNF- เม่ือถกูกระตุ้นจากตวักระตุ้น PMA/PHA ท่ีระยะเวลาตา่งๆ ดงัตารางท่ี 2 ในภาคผนวก ก 
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ภาพท่ี 4.2 กราฟแสดงผลของปริมาณไซโตไคน์ชนิด Interleukin-2 (IL-2) และ Tumor  
necrosis factor-alpha (TNF-) ของเซลล์ Jurkat ท่ีระยะเวลาต่างๆ กันของ
ตวักระตุ้น PMA/PHA ด้วยวิธี ELISA  
(ท าการทดสอบทัง้หมด 3 ครัง้ จากเซลล์ 3 ชดุ)  

 โดย  ** = มีความแตกตา่งอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิต ิ(p < 0.01) 
*** = มีความแตกตา่งอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิต ิ(p < 0.001),  
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4. กำรทดสอบฤทธ์ิกำรยับยัง้กำรหล่ังไซโตไคน์ คือ Interleukin-2 (IL-2) และ 
Tumor necrosis factor-alpha (TNF-) ของ Jurkat cell จำกกรดเออร์โซลิก (Ursolic acid) 
เม่ือถูกกระตุ้นด้วย PMA/PHA ด้วยวิธี Enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) (ผล
การทดลองแสดงในตารางท่ี 3 และ 4 ภาคผนวก ก) 

 เม่ือทดสอบเซลล์มะเร็งเม็ดเลือดขาว Jurkat ด้วยกรดเออร์โซลิกท่ีระดบัความเข้มข้น 5, 
10, 20 และ 30 M (ระดบัต ่ากวา่ IC50) เป็นเวลา 0, 1, 2, 4, 6 และ 12 ชัว่โมง และกระตุ้นตอ่ด้วย
ตวักระตุ้น PMA ท่ีระดบัความเข้มข้น 12.5 ng/ml ร่วมกบั PHA ท่ีระดบัความเข้มข้น 0.25 g/ml 
เป็นเวลา 12 ชัว่โมง โดยกลุ่มควบคมุ (control) จะใช้ DMSO < 0.1 % และท าการตรวจวดัระดบั
ไซโตไคน์ชนิด IL-2 และ TNF- ด้วยวิธี ELISA โดยเทียบกบัเซลล์กลุ่มท่ีกระตุ้นด้วย PMA/PHA 
อย่างเดียว (Positive control) พบว่ากรดเออร์โซลิกจะยับยัง้การหลั่งไซโตไคน์ชนิด IL-2 และ   
TNF- ของเซลล์ Jurkat เม่ือถูกกระตุ้นด้วย PMA/PHA ตามระดบัความเข้มข้นของกรดเออร์
โซลิกและระยะเวลาท่ีเพิ่มขึน้ อย่างมีนัยส าคญัทางสถิติ โดยเทียบกับกลุ่มควบคุม (Positive 
control) ดงัภาพท่ี 4.3  และ 4.4 กลา่วคือ  

เซลล์ท่ีทดสอบด้วยกรดเออร์โซลิกท่ีระดบัความเข้มข้น 5 M จะลดระดบัปริมาณไซโต
ไคน์ชนิด IL-2 ท่ีหลัง่ออกมาในอาหารเลีย้งเซลล์อย่างมีนยัส าคญัทางสถิติ ท่ีระยะเวลา 12 ชัว่โมง 
(p < 0.001) สว่นท่ีระดบัความเข้มข้น 10 M จะลดปริมาณไซโตไคน์ชนิด IL-2 อย่างมีนยัส าคญั 
ท่ีระยะเวลาตัง้แต ่2 ชัว่โมง (p < 0.05) เป็นต้นไป ขณะท่ีกรดเออร์โซลิกระดบัความเข้มข้น 20 M 
จะลดระดบัปริมาณไซโตไคน์ชนิด IL-2 อยา่งมีนยัส าคญั เร่ิมตัง้แตเ่วลาท่ี 1 ชัว่โมง (p < 0.01) 
และท่ีระดบัความเข้มข้น 30 M จะลดปริมาณไซโตไคน์ชนิด IL-2 อย่างมีนยัส าคญั ท่ีระยะเวลา
ตัง้แต ่0 ชัว่โมง (p < 0.001) และท่ีเวลา 12 ชัว่โมงนัน้ระดบัปริมาณไซโตไคน์ชนิด IL-2 น้อยมาก
จนไมส่ามารถวดัได้ด้วยวิธี ELISA ขณะท่ีตวักระตุ้น PMA/PHA สามารถกระตุ้นการหลัง่ไซโตไคน์
ชนิด IL-2 ได้เทา่กบั 9,551.48  935.90 pg/mg protein ท่ีเวลา 12 ชัว่โมง โดยจะแสดงปริมาณ
ไซโตไคน์ชนิด IL-2 ท่ีถกูยบัยัง้ด้วยกรดเออร์โซลิก เม่ือถกูกระตุ้นจากตวักระตุ้น PMA/PHA ท่ี
ระยะเวลาตา่งๆ ดงัตารางท่ี 3 ในภาคผนวก ก 
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ภาพท่ี 4.3 กราฟแสดงปริมาณไซโตไคน์ชนิด Interleukin-2 (IL-2) ของเซลล์ Jurkat ท่ีถูก
ยับยัง้ด้วยกรดเออร์โซลิกท่ีระดับความเข้มข้นและระยะเวลาต่างๆกัน โดย
ตรวจสอบด้วยวิธี ELISA (ท าการทดสอบทัง้หมด 3 ครัง้ จากเซลล์ 3 ชดุ)  

โดย IL-2 = ไซโตไคน์ชนิด Interleukin-2 
UA = Ursolic acid (กรดเออร์โซลิก) ท่ีระดบัความเข้มข้นไมโครโมลาร์ (M) 
PMA/PHA =  Phorbol 12-Myristate 13-Acetate (PMA) และ  

Phytohaemagglutinin (PHA) เป็นตวักระตุ้น 
* = มีความแตกตา่งอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ (p < 0.05) 
** = มีความแตกตา่งอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิต ิ(p < 0.01) 
*** = มีความแตกตา่งอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิต ิ(p < 0.001)  
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และเม่ือกระตุ้นเซลล์ด้วยตวักระตุ้น PMA/PHA อย่างเดียว จะท าให้มีปริมาณของไซโต
ไคน์ชนิด TNF- เท่ากบั 938.04  85.03 pg/mg protein ท่ีเวลา 12 ชัว่โมง ซึ่งจะใช้เป็นกลุ่ม
เปรียบเทียบ (Positive control) จากผลของกรดเออร์โซลิกสามารถยบัยัง้การหลัง่ไซโตไคน์ชนิด 
TNF- ได้อย่างมีนยัส าคญัทางสถิติ กล่าวคือ เซลล์ท่ีทดสอบด้วยกรดเออร์โซลิกท่ีระดบัความ
เข้มข้น 10 M จะลดระดบัปริมาณไซโตไคน์ชนิด TNF- ท่ีหลัง่ออกมาในอาหารเลีย้งเซลล์อย่าง
มีนยัส าคญัทางสถิติ ท่ีระยะเวลา 12 ชัว่โมง (p < 0.05) ส่วนท่ีระดบัความเข้มข้น 20 M จะลด
ปริมาณไซโตไคน์ชนิด TNF- อย่างมีนยัส าคญั ตัง้แต่เวลา 4 ชัว่โมง (p < 0.05) ขึน้ไป ขณะท่ี
กรดเออร์โซลิกท่ีระดบัความเข้มข้น 30 M จะลดปริมาณไซโตไคน์ชนิด TNF- อย่างมีนยัส าคญั 
ท่ีระยะเวลาตัง้แต่ 2 ชัว่โมง (p < 0.01) และท่ีเวลา 12 ชัว่โมงนัน้ ปริมาณไซโตไคน์ชนิด TNF- 
น้อยมากจนไมส่ามารถวดัได้ด้วยวิธี ELISA โดยจะแสดงปริมาณไซโตไคน์ชนิด TNF- ท่ีถกูยบัยัง้
ด้วยกรดเออร์โซลิก เม่ือถกูกระตุ้นจากตวักระตุ้น PMA/PHA ท่ีระยะเวลาตา่งๆ ดงัตารางท่ี 4 ใน
ภาคผนวก ก 
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ภาพท่ี 4.4 กราฟแสดงปริมาณไซโตไคน์ชนิด Tumor necrosis factor-alpha (TNF-) ของ
เซลล์ Jurkat ท่ีถูกยบัยัง้ด้วยกรดเออร์โซลิกท่ีระดบัความเข้มข้นและระยะเวลา
ตา่งๆกนั โดยตรวจสอบด้วยวิธี ELISA (ท าการทดสอบทัง้หมด 3 ครัง้ จากเซลล์ 
3 ชดุ)  

โดย TNF-alpha = ไซโตไคน์ชนิด Tumor necrosis factor-alpha (TNF-) 
UA = Ursolic acid (กรดเออร์โซลิก) ท่ีระดบัความเข้มข้นไมโครโมลาร์ (M) 
PMA/PHA =  Phorbol 12-Myristate 13-Acetate (PMA) และ  

Phytohaemagglutinin (PHA) เป็นตวักระตุ้น 
* = มีความแตกตา่งอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ (p < 0.05) 
** = มีความแตกตา่งอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิต ิ(p < 0.01) 
*** = มีความแตกตา่งอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิต ิ(p < 0.001)  
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5. กำรทดสอบฤทธ์ิกำรยับยัง้กำรหล่ังไซโตไคน์ คือ Interleukin-2 (IL-2) และ 
Tumor necrosis factor-alpha (TNF-) ของ Jurkat cell จำกตัวยับยัง้ของวิถี MAPKs คือ 
สำรละลำย PD98059 (ERK inhibitor) และสำรละลำย SP600125 (JNK inhibitor) เม่ือถูก
กระตุ้นด้วย PMA/PHA ด้วยวิธี Enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) (ผลการ
ทดลองแสดงในตารางท่ี 5 และ 6 ภาคผนวก ก) 

เม่ือทดสอบเซลล์มะเร็งเม็ดเลือดขาว Jurkat ด้วยสารละลาย PD98059 และสารละลาย 
SP600125 ท่ีระดบัความเข้มข้น 20 M เป็นเวลา 0, 1, 2, 4, 6 และ 12 ชัว่โมง และกระตุ้นตอ่
ด้วยตวักระตุ้น PMA ท่ีระดบัความเข้มข้น 12.5 ng/ml ร่วมกบั PHA ท่ีระดบัความเข้มข้น 0.25 
g/ml เป็นเวลา 12 ชัว่โมง โดยกลุ่มควบคมุ (control) จะใช้ DMSO < 0.1 % และท าการตรวจวดั
ระดบัไซโตไคน์ชนิด IL-2 และ TNF- ด้วยวิธี ELISA โดยเทียบกับเซลล์กลุ่มท่ีกระตุ้นด้วย 
PMA/PHA อย่างเดียว (Positive control) พบว่า ทัง้สารละลาย PD98059 และสารละลาย 
SP600125 สามารถยับยัง้การหลั่งไซโตไคน์ชนิด IL-2 และ TNF- ทันทีโดยไม่ต้องใส่สาร 
PD98059 และ SP600125 ไว้ก่อนใส่ตวักระตุ้น เพราะท่ีเวลา 0 ชั่วโมงนัน้ จะท าการเติม
สารละลายยบัยัง้ของวิถี MAPKs พร้อมกบัใสต่วักระตุ้น PMA/PHA ตอ่อีก 12 ชัว่โมง  พบว่าระดบั
ปริมาณไซโตไคน์ชนิด IL-2 และ TNF- นัน้จะลดลงทนัที อย่างมีนยัส าคญัทางสถิติ เม่ือเทียบกบั
กลุ่มควบคมุท่ีใส่ตวักระตุ้น PMA/PHA เพียงอย่างเดียว (Positive control) ดงัภาพท่ี 4.5 และ 4.6 
กลา่วคือ  

เซลล์ท่ีทดสอบด้วยสารละลาย PD98059 และสารละลาย SP600125 ความเข้มข้น 
20M ท่ีระยะเวลา 0, 1, 2, 4, 6 และ 12 ชัว่โมง จะมีระดบัปริมาณไซโตไคน์ชนิด IL-2 ท่ีหลัง่
ออกมาในอาหารเลีย้งเซลล์ลดลงทกุชว่งเวลาอย่างมีนยัส าคญัทางสถิติ (p < 0.001) เม่ือเทียบกบั
กลุ่มควบคมุ (Positive control)  ซึ่งกลุ่มควบคมุนัน้จะใช้ตวักระตุ้น PMA/PHA เพียงอย่างเดียว 
และสามารถวดัระดบัปริมาณไซโตไคน์ชนิด IL-2 ท่ีระยะเวลา 12 ชัว่โมง เท่ากับ 9,551.48  
935.90 pg/mg protein โดยจะแสดงปริมาณไซโตไคน์ชนิด IL-2 ท่ีถูกยับยัง้ด้วยสารละลาย 
PD98059 และสารละลาย SP600125 เม่ือถกูกระตุ้นจากตวักระตุ้น PMA/PHA ท่ีระยะเวลาตา่งๆ 
กนั ดงัตารางท่ี 5 ในภาคผนวก ก 
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ภาพท่ี 4.5 กราฟแสดงปริมาณไซโตไคน์ชนิด Interleukin-2 (IL-2) ของเซลล์ Jurkat ท่ีถูก
ยบัยัง้ด้วยสารละลาย PD98059 (ERK inhibitor) และสารละลาย SP600125 
(JNK inhibitor) ระดบัความเข้มข้น 20 M ท่ีระยะเวลาตา่งๆกนั และตรวจสอบ
ด้วยวิธี ELISA (ท าการทดสอบทัง้หมด 3 ครัง้ จากเซลล์ 3 ชดุ)  

โดย IL-2 = ไซโตไคน์ชนิด Interleukin-2 
PD98059 = สารละลาย ERK inhibitor ท่ีระดบัความเข้มข้น 20 M  
SP600125 = สารละลาย JNK inhibitor ท่ีระดบัความเข้มข้น 20 M 
PMA/PHA = Phorbol 12-Myristate 13-Acetate (PMA) และ  

        Phytohaemagglutinin (PHA) เป็นตวักระตุ้น 
*** = มีความแตกตา่งอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิต ิ(p < 0.001)  

 

 



 
 

57 

เซลล์ท่ีทดสอบด้วยสารละลาย PD98059 ความเข้มข้น 20 M จะยบัยัง้การหลัง่ไซโต
ไคน์ชนิด TNF- ได้ทุกช่วงเวลาอย่างมีนยัส าคญัทางสถิติ เม่ือเทียบกับกลุ่มควบคมุ (Positive 
control) โดยท่ีสามารถยบัยัง้การหลัง่ไซโตไคน์ตัง้แตเ่วลา 0 ชัว่โมง (p < 0.05) เป็นต้นไป  

สว่นสารละลาย SP600125 ความเข้มข้น 20 M นัน้สามารถยบัยัง้การหลัง่ไซโตไคน์ชนิด 
TNF- ท่ีเวลา 0, 1, 2, 4, 6 และ 12 ชัว่โมง ได้ทกุช่วงเวลาอย่างมีนยัส าคญัทางสถิติ (p < 0.001) 
เม่ือเทียบกับกลุ่มควบคมุ (Positive control) และกลุ่มควบคมุท่ีใส่ตวักระตุ้น PMA/PHA เพียง
อย่างเดียว (Positive control) นัน้สามารถวดัปริมาณไซโตไคน์ชนิด TNF- เท่ากบั 938.04  
85.03 pg/mg protein ท่ีเวลา 12 ชัว่โมง โดยจะแสดงปริมาณไซโตไคน์ชนิด TNF- ท่ีถกูยบัยัง้
ด้วยสารละลาย PD98059 และสารละลาย SP600125 เม่ือถกูกระตุ้นจากตวักระตุ้น PMA/PHA ท่ี
ระยะเวลาตา่งๆ กนั ดงัตารางท่ี 6 ในภาคผนวก ก 
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ภาพท่ี 4.6 กราฟแสดงปริมาณไซโตไคน์ชนิด Tumor necrosis factor-alpha (TNF-) ของ
เซลล์ Jurkat ท่ีถูกยบัยัง้ด้วยสารละลาย PD98059 (ERK inhibitor) และ
สารละลาย SP600125 (JNK inhibitor) ระดบัความเข้มข้น 20 M ท่ีระยะเวลา
ตา่งๆกนั และตรวจสอบด้วยวิธี ELISA (ท าการทดสอบทัง้หมด 3 ครัง้ จากเซลล์ 
3 ชดุ)  

โดย TNF-alpha = ไซโตไคน์ชนิด Tumor necrosis factor-alpha (TNF-) 
PD98059 = สารละลาย ERK inhibitor ท่ีระดบัความเข้มข้น 20 M  
SP600125 = สารละลาย JNK inhibitor ท่ีระดบัความเข้มข้น 20 M 
PMA/PHA = Phorbol 12-Myristate 13-Acetate (PMA) และ  

       Phytohaemagglutinin (PHA) เป็นตวักระตุ้น 
* = มีความแตกตา่งอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ (p < 0.05) 
** = มีความแตกตา่งอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิต ิ(p < 0.01) 
*** = มีความแตกตา่งอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิต ิ(p < 0.001) 
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6. กำรทดสอบฤทธ์ิของกรดเออร์โซลิก (Ursolic acid) ต่อกำรกำรแสดงออกของ
ระดับโปรตีนใน Mitogen-Activated Protein Kinase (MAPK) signaling pathway คือ 
Extracellular signal-regulated protein kinase (ERK) และ c-Jun N-terminal kinase (JNK) 
ของ Jurkat cell ด้วยวิธี Western blot  

เม่ือทดสอบเซลล์มะเร็งเม็ดเลือดขาว Jurkat ด้วยกรดเออร์โซลิกท่ีระดบัความเข้มข้น 
20M (ระดบัต ่ากว่า IC50) เป็นระยะเวลา 1, 3, 6, 12, 15, 18 และ 24 ชัว่โมง โดยใช้ตวัควบคมุ 
(control) เป็น DMSO < 0.1 % และท าการตรวจวดัการแสดงออกของโปรตีนของ p-ERK1/2, 
ERK1/2, p-JNK และ JNK ด้วยวิธี Western blot โดยท่ีต าแหน่งของโปรตีนชนิด ERK1/2 อยู่ท่ี 
42 และ 44 kDa และโปรตีน JNK อยู่ท่ีต าแหน่ง 46 และ 54 kDa ท าการวิเคราะห์หาค่า
ความสมัพนัธ์ท่ีแสดงเป็นจ านวนเท่า (fold) จากความหนาของ band โปรตีน และใช้ band ของ
โปรตีนชนิด     -actin มา Normalized โดยใช้คา่ของกลุ่มควบคมุ (DMSO < 0.1%) มาเทียบให้
เป็น 1 พบว่า กรดเออร์โซลิกท่ีระดบัความเข้มข้น 20 M นัน้จะค่อยๆ ชักน าให้เกิดการ 
phosphorylation ของโปรตีน ERK1/2 ท่ีระยะเวลาต่างๆ โดยท่ีจะเพิ่มสูงสดุท่ีเวลา 24 ชัว่โมง 
และเม่ือเปรียบเทียบกับค่าความสมัพนัธ์ท่ีแสดงเป็นจ านวนเท่า (fold) แล้ว พบว่าสอดคล้องกัน
โดยต าแหน่งของโปรตีน p-ERK1/2 ท่ีระยะเวลา 24 ชัว่โมงจะมีคา่สงูท่ีสุด เท่ากับ 2.4 เท่า เม่ือ
เทียบกบั p-ERK1/2 ใน control cells ขณะท่ีการแสดงออกของโปรตีน ERK1/2 นัน้ พบว่า band 
ท่ีพบจะลดระดบัลงเม่ือเวลาเพิ่มขึน้ โดยท่ีระยะเวลา 24 ชัว่โมง จะมีการแสดงออกของโปรตีน 
ERK1/2 ลดลงต ่าสดุ ซึง่มีคา่ความสมัพนัธ์ท่ีแสดงเป็นจ านวนเท่า (fold) เท่ากบั 0.7 อาจเป็นไปได้
ท่ีระยะเวลาท่ีเพิ่มขึน้ กรดเออร์โซลิกสามารถกระตุ้นการท างานของโปรตีน ERK1/2 ให้เปล่ียนเป็น 
p-ERK1/2 มากยิ่งขึน้ ดงัภาพท่ี 4.7 
 สว่นการแสดงออกของระดบัโปรตีนชนิด JNK พบวา่ คา่ความสมัพนัธ์ท่ีแสดงเป็นจ านวน
เทา่ (fold) ของกรดเออร์โซลิกท่ีระดบัความเข้มข้น 20 M นัน้จะชกัน าให้เกิดการเพิ่มการ
แสดงออกของ phosphorylation ของโปรตีน JNK โดยเฉพาะอยา่งยิ่งท่ีระยะเวลา 12 ชัว่โมงจะมี
คา่มากท่ีสดุ เท่ากบั 1.2 เทา่ สว่นการแสดงออกของโปรตีน JNK นัน้พบวา่จะลดระดบัลงเร่ือยๆ
เม่ือทดสอบกบักรดเออร์โซลิกท่ีระยะเวลาเพิ่มขึน้ โดยจะมีคา่สงูสดุท่ีเวลา 1 ชัว่โมง ( Fold = 1.4 ) 
และหลงัจากนัน้จะลดระดบัลงมาเร่ือยๆ จนต ่าท่ีสดุท่ีเวลา 18 และ 24 ชัว่โมง กลา่วคือ มีคา่
ความสมัพนัธ์ท่ีแสดงเป็นจ านวนเทา่ (fold) เทา่กบั 0.5 ดงัภาพท่ี 4.8 
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ภาพท่ี 4.7 กราฟแสดงผลการแสดงออกในระดบัโปรตีนของโปรตีนชนิด p-ERK1/2 และ 
ERK1/2 ในเซลล์ Jurkat เม่ือทดสอบกบักรดเออร์โซลิก ความเข้มข้น 20 M ท่ี
ระยะเวลาตา่งๆกนั และตรวจสอบด้วยวิธี Western blot (ท าการทดสอบทัง้หมด 
3 ครัง้ จากเซลล์ 3 ชดุ)  

โดย p - ERK1/2 = Phosphorylation ของ Extracellular signal-   
regulated protein Kinase 1/2 

ERK1/2      =  Extracellular signal-regulated protein kinase 1/2 
C      =  Control (DMSO < 0.1 %) 

ก าหนดให้ 
Lane ท่ี 1 = เซลล์ท่ีทดสอบด้วยตวัท าละลาย DMSO < 0.1% เป็นกลุม่ควบคมุ 
Lane ท่ี 2 = เซลล์ท่ีทดสอบด้วยกรดเออร์โซลิก ความเข้มข้น 20 M เป็นเวลา 1 ชัว่โมง 
Lane ท่ี 3 = เซลล์ท่ีทดสอบด้วยกรดเออร์โซลิก ความเข้มข้น 20 M เป็นเวลา 3 ชัว่โมง 
Lane ท่ี 4 = เซลล์ท่ีทดสอบด้วยกรดเออร์โซลิก ความเข้มข้น 20 M เป็นเวลา 6 ชัว่โมง 
Lane ท่ี 5 = เซลล์ท่ีทดสอบด้วยกรดเออร์โซลิก ความเข้มข้น 20 M เป็นเวลา 12 ชัว่โมง 
Lane ท่ี 6 = เซลล์ท่ีทดสอบด้วยกรดเออร์โซลิก ความเข้มข้น 20 M เป็นเวลา 15 ชัว่โมง 
Lane ท่ี 7 = เซลล์ท่ีทดสอบด้วยกรดเออร์โซลิก ความเข้มข้น 20 M เป็นเวลา 18 ชัว่โมง 
Lane ท่ี 8 = เซลล์ท่ีทดสอบด้วยกรดเออร์โซลิก ความเข้มข้น 20 M เป็นเวลา 24 ชัว่โมง 

 
 

Lane        1     2    3      4     5     6     7     8 

ERK1/2 

Fold     1.0   1.1   1.1    1.1    1.1   1.1    1.2   1.0 

Fold     1.0    1.0   0.9    1.0    0.9   0.9   0.8   0.7 

Time (h)          C      1     3      6     12    15    18     24 

Ursolic acid 20 M  

44 kDa ─ 

p-ERK1/2 

-actin 

Fold     1.0    1.0   1.0   1.2    1.1   1.0    1.4   2.4 

42 kDa ─ 

44 kDa ─ 
42 kDa ─ 

45 kDa ─ 
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ภาพท่ี 4.8 กราฟแสดงผลการแสดงออกในระดบัโปรตีนของโปรตีนชนิด p-JNK และ JNK 
ในเซลล์ Jurkat เม่ือทดสอบกบักรดเออร์โซลิก ความเข้มข้น 20 M ท่ีระยะเวลา
ตา่งๆกนั และตรวจสอบด้วยวิธี Western blot (ท าการทดสอบทัง้หมด 3 ครัง้ 
จากเซลล์ 3 ชดุ)  

โดย p – JNK    = Phosphorylation ของ c-Jun N-terminal kinase 
JNK          =  c-Jun N-terminal kinase  
C              =  Control (DMSO < 0.1 %) 

ก าหนดให้ 
Lane ท่ี 1 = เซลล์ท่ีทดสอบด้วยตวัท าละลาย DMSO < 0.1% เป็นกลุม่ควบคมุ 
Lane ท่ี 2 = เซลล์ท่ีทดสอบด้วยกรดเออร์โซลิก ความเข้มข้น 20 M เป็นเวลา 1 ชัว่โมง 
Lane ท่ี 3 = เซลล์ท่ีทดสอบด้วยกรดเออร์โซลิก ความเข้มข้น 20 M เป็นเวลา 3 ชัว่โมง 
Lane ท่ี 4 = เซลล์ท่ีทดสอบด้วยกรดเออร์โซลิก ความเข้มข้น 20 M เป็นเวลา 6 ชัว่โมง 
Lane ท่ี 5 = เซลล์ท่ีทดสอบด้วยกรดเออร์โซลิก ความเข้มข้น 20 M เป็นเวลา 12 ชัว่โมง 
Lane ท่ี 6 = เซลล์ท่ีทดสอบด้วยกรดเออร์โซลิก ความเข้มข้น 20 M เป็นเวลา 15 ชัว่โมง 
Lane ท่ี 7 = เซลล์ท่ีทดสอบด้วยกรดเออร์โซลิก ความเข้มข้น 20 M เป็นเวลา 18 ชัว่โมง 
Lane ท่ี 8 = เซลล์ท่ีทดสอบด้วยกรดเออร์โซลิก ความเข้มข้น 20 M เป็นเวลา 24 ชัว่โมง 

 

Lane       1     2     3      4     5     6     7     8 

Time (h)         C      1      3      6     12    15     18     24 

Ursolic acid 20 M  

JNK 

-actin 

Fold   1.0    1.1    1.1    1.1    1.1    1.1   1.2   1.0 

Fold   1.0    1.4    0.8    0.8    0.6    0.7   0.5   0.5 

Fold   1.0    0.8   0.5    0.5    1.2   0.8    0.5    0.4 

p-JNK 54 kDa ─ 
46 kDa ─ 

54 kDa ─ 
46 kDa ─ 

45 kDa ─ 
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7. กำรทดสอบฤทธ์ิของตัวกระตุ้น PMA/PHA ต่อกำรกำรแสดงออกของระดับ
โปรตีนใน Mitogen-Activated Protein Kinase (MAPK) signaling pathway คือ Extracellular 
signal-regulated protein kinase (ERK) และ c-Jun N-terminal kinase (JNK) ของ Jurkat 
cell ด้วยวิธี Western blot  

เม่ือทดสอบเซลล์มะเร็งเม็ดเลือดขาว Jurkat ด้วยตวักระตุ้น PMA ท่ีระดบัความเข้มข้น 
12.5 ng/ml ร่วมกบั PHA ท่ีระดบัความเข้มข้น 0.25 g/ml เป็นระยะเวลา 1, 3, 6, 12, 15, 18 
และ 24 ชัว่โมง โดยใช้ตวัควบคมุ (control) เป็น DMSO < 0.1 % และท าการตรวจวดัการ
แสดงออกของโปรตีนของ p-ERK1/2, ERK1/2, p-JNK และ JNK ด้วยวิธี Western blot โดยท า
การวิเคราะห์หาค่าความสมัพนัธ์ท่ีแสดงเป็นจ านวนเท่า (fold) จากความหนาของ band โปรตีน 
และใช้ band ของโปรตีนชนิด -actin มา Normalized โดยใช้ค่าของกลุ่มควบคมุ (DMSO < 
0.1%) มาเทียบให้เป็น 1  พบว่า ตวักระตุ้น PMA/PHA นัน้จะชกัน าให้เกิดการ phosphorylation 
ของโปรตีน ERK1/2 โดยท่ีจะเพิ่มสงูสดุท่ีเวลา 24 ชัว่โมง โดยคา่ความสมัพนัธ์ท่ีแสดงเป็นจ านวน
เทา่ (fold) ของโปรตีน p-ERK1/2 ท่ีระยะเวลา 24 ชัว่โมงจะมีคา่สงูท่ีสดุ เท่ากบั 2.3 เท่า เม่ือเทียบ
กบัระยะเวลาอ่ืนๆ ขณะท่ีการแสดงออกของโปรตีน ERK1/2 นัน้ พบว่าในแตล่ะช่วงเวลาไม่คอ่ยมี
ความแตกตา่งกนัมาก ดงัภาพท่ี 4.9 

การแสดงออกของระดบัโปรตีนชนิด JNK พบว่า คา่ความสมัพนัธ์ท่ีแสดงเป็นจ านวนเท่า 
(fold) ของตวักระตุ้น PMA ท่ีระดบัความเข้มข้น 12.5 ng/ml ร่วมกบั PHA ท่ีระดบัความเข้มข้น 
0.25 g/ml นัน้จะชกัน าให้เกิดการเพิ่มการแสดงออกของ phosphorylation ของโปรตีน JNK 
ในชว่งระยะเวลาแรกๆ โดยเฉพาะอย่างยิ่งท่ีระยะเวลา 1 ชัว่โมงจะมีคา่มากท่ีสดุ เท่ากบั 1.3 และ
หลงัจากนัน้จะลดระดบัลงเม่ือระยะเวลาเพิ่มขึน้ ซึ่งจะต ่าท่ีสดุท่ีระยะเวลา 15 ชัว่โมง (fold = 0.3) 
แต่อย่างไรก็ตามเม่ือเพิ่มเวลามากขึน้ต่อไป จะพบว่าการแสดงออกของโปรตีน p-JNK นัน้จะ
คอ่ยๆเพิ่มขึน้อีก นอกจากนีย้งัพบว่าตวักระตุ้น PMA/PHA นัน้ไม่มีผลต่อการเปล่ียนแปลงของ
ระดบัการแสดงออกของโปรตีน JNK เพราะในแต่ละช่วงเวลาท่ีทดสอบ พบว่าค่าความสมัพนัธ์ท่ี
แสดงเป็นจ านวนเทา่ (fold) ของโปรตีน JNK ไมค่อ่ยมีความแตกตา่งกนัมาก ดงัภาพท่ี 4.10 
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ภาพท่ี 4.9 กราฟแสดงผลการแสดงออกในระดบัโปรตีนของโปรตีนชนิด p-ERK1/2 และ 
ERK1/2 ในเซลล์ Jurkat เม่ือทดสอบด้วยตวักระตุ้น PMA/PHA ท่ีระยะเวลา
ตา่งๆกนั และตรวจสอบด้วยวิธี Western blot (ท าการทดสอบทัง้หมด 3 ครัง้ 
จากเซลล์ 3 ชดุ)  

โดย p - ERK1/2  = Phosphorylation ของ Extracellular signal- 
regulated protein Kinase 1/2 

ERK1/2       =  Extracellular signal-regulated protein kinase 1/2 
C       =  Control (DMSO < 0.1 %) 
PMA/PHA   =  Phorbol 12-Myristate 13-Acetate (PMA) และ  

Phytohaemagglutinin (PHA) เป็นตวักระตุ้น 
ก าหนดให้ 

Lane ท่ี 1 = เซลล์ท่ีทดสอบด้วยตวัท าละลาย DMSO < 0.1% เป็นกลุม่ควบคมุ 
 Lane ท่ี 2 = เซลล์ท่ีทดสอบด้วยตวักระตุ้น PMA/PHA เป็นเวลา 1 ชัว่โมง 
 Lane ท่ี 3 = เซลล์ท่ีทดสอบด้วยตวักระตุ้น PMA/PHA เป็นเวลา 3 ชัว่โมง 

Lane ท่ี 4 = เซลล์ท่ีทดสอบด้วยตวักระตุ้น PMA/PHA เป็นเวลา 6 ชัว่โมง 
Lane ท่ี 5 = เซลล์ท่ีทดสอบด้วยตวักระตุ้น PMA/PHA เป็นเวลา 12 ชัว่โมง 
Lane ท่ี 6 = เซลล์ท่ีทดสอบด้วยตวักระตุ้น PMA/PHA เป็นเวลา 15 ชัว่โมง 
Lane ท่ี 7 = เซลล์ท่ีทดสอบด้วยตวักระตุ้น PMA/PHA เป็นเวลา 18 ชัว่โมง 
Lane ท่ี 8 = เซลล์ท่ีทดสอบด้วยตวักระตุ้น PMA/PHA เป็นเวลา 24 ชัว่โมง 

ERK1/2 

Lane        1     2      3     4    5     6     7     8 

Time (h)        C       1      3     6      12    15    18     24 
PMA/PHA  

p-ERK1/2 

-actin 

Fold     1.0    1.0    1.0   1.0   1.0    1.0   1.0   0.9 

Fold     1.0    1.0   0.9    1.0   0.8    0.8   0.8   0.8 

Fold     1.0   1.2   1.5    1.5    1.5    1.4   1.2    2.3 

44 kDa ─ 
42 kDa ─ 

44 kDa ─ 
42 kDa ─ 

45 kDa ─ 
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ภาพท่ี 4.10 กราฟแสดงผลการแสดงออกในระดบัโปรตีนของโปรตีนชนิด p-JNK และ JNK 
ในเซลล์ Jurkat เม่ือทดสอบด้วยตวักระตุ้น PMA/PHA ท่ีระยะเวลาตา่งๆกนั และ
ตรวจสอบด้วยวิธี Western blot (ท าการทดสอบทัง้หมด 3 ครัง้ จากเซลล์ 3 ชดุ)  

โดย p – JNK    = Phosphorylation ของ c-Jun N-terminal kinase 
JNK      =  c-Jun N-terminal kinase  
C      =  Control (DMSO < 0.1 %) 
PMA/PHA  =  Phorbol 12-Myristate 13-Acetate (PMA) และ  

Phytohaemagglutinin (PHA) เป็นตวักระตุ้น 
ก าหนดให้ 

Lane ท่ี 1 = เซลล์ท่ีทดสอบด้วยตวัท าละลาย DMSO < 0.1% เป็นกลุม่ควบคมุ 
 Lane ท่ี 2 = เซลล์ท่ีทดสอบด้วยตวักระตุ้น PMA/PHA เป็นเวลา 1 ชัว่โมง 
 Lane ท่ี 3 = เซลล์ท่ีทดสอบด้วยตวักระตุ้น PMA/PHA เป็นเวลา 3 ชัว่โมง 

Lane ท่ี 4 = เซลล์ท่ีทดสอบด้วยตวักระตุ้น PMA/PHA เป็นเวลา 6 ชัว่โมง 
Lane ท่ี 5 = เซลล์ท่ีทดสอบด้วยตวักระตุ้น PMA/PHA เป็นเวลา 12 ชัว่โมง 
Lane ท่ี 6 = เซลล์ท่ีทดสอบด้วยตวักระตุ้น PMA/PHA เป็นเวลา 15 ชัว่โมง 
Lane ท่ี 7 = เซลล์ท่ีทดสอบด้วยตวักระตุ้น PMA/PHA เป็นเวลา 18 ชัว่โมง 
Lane ท่ี 8 = เซลล์ท่ีทดสอบด้วยตวักระตุ้น PMA/PHA เป็นเวลา 24 ชัว่โมง 

46 kDa ─ 

Lane       1      2     3    4     5     6     7     8 

Time (h)          C      1      3     6     12    15    18    24 

PMA/PHA  

JNK 

-actin 

Fold     1.0   1.0   1.0   1.0    1.0   1.0    1.0   0.9 

Fold     1.0   1.1   0.9   1.0    0.8   0.7    0.7   0.9 

Fold    1.0    1.3   0.9    0.6    0.4   0.3   0.4   0.6 

p-JNK 54 kDa ─ 

54 kDa ─ 
46 kDa ─ 

45 kDa ─ 
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8. กำรทดสอบกำรแสดงออกของระดับโปรตีนใน Mitogen-Activated Protein 
Kinase (MAPK) pathway คือ Extracellular signal-regulated protein kinase (ERK) และ c-
Jun N-terminal kinase (JNK) ของ Jurkat cell เม่ือถูกทดสอบด้วยกรดเออร์โซลิก (Ursolic 
acid) และ PMA/PHA ด้วยวิธี Western blot 

เม่ือทดสอบเซลล์มะเร็งเม็ดเลือดขาว Jurkat ด้วยกรดเออร์โซลิกท่ีระดบัความเข้มข้น 
20M (ระดบัต ่ากว่า IC50) เป็นเวลา 0, 1, 2, 4, 6 และ 12 ชัว่โมง และสารละลาย PD98059 
ความเข้มข้น 20 M เป็นเวลา 12 ชัว่โมง หลงัจากนัน้กระตุ้นต่อด้วยตวักระตุ้น PMA ท่ีระดบั
ความเข้มข้น 12.5 ng/ml ร่วมกบั PHA ท่ีระดบัความเข้มข้น 0.25 g/ml เป็นเวลา 12 ชัว่โมง โดย
กลุ่มควบคมุ (control) จะใช้ DMSO < 0.1 % และมีกลุ่มควบคมุท่ีกระตุ้นด้วย PMA/PHA อย่าง
เดียว (Positive control) ท าการตรวจวัดการแสดงออกของโปรตีนของ p-ERK1/2, ERK1/2,       
p-JNK และ JNK ด้วยวิธี Western blot โดยท่ีต าแหน่งของโปรตีนชนิด ERK1/2 อยู่ท่ี 42 และ 44 
kDa และโปรตีน JNK อยู่ท่ีต าแหน่ง 46 และ 54 kDa ท าการวิเคราะห์หาคา่ความสมัพนัธ์ท่ีแสดง
เป็นจ านวนเทา่ (fold) จากความหนาของ band โปรตีน และใช้ band ของโปรตีนชนิด -actin มา 
Normalized โดยใช้คา่ของกลุ่มควบคมุ (DMSO < 0.1%) มาเทียบให้เป็น 1 พบว่า เม่ือทดสอบ
เซลล์ Jurkat ด้วยกรดเออร์โซลิก ระดบัความเข้มข้น 20 M ท่ีเวลา 12 ชัว่โมง และกระตุ้นตอ่ด้วย
ตวักระตุ้น PMA/PHA อีก 12 ชัว่โมง จะเกิดการ phosphorylation ของโปรตีน ERK1/2 เพิ่มขึน้
มากท่ีสุด เม่ือเทียบกบัเวลาอ่ืนๆ กล่าวคือ จะพบการแสดงออกของโปรตีนชนิด p-ERK1/2 เพิ่ม
มากขึน้ ท่ีเวลา 12 ชั่วโมง ซึ่งสอดคล้องกับค่าความสัมพันธ์ท่ีแสดงเป็นจ านวนเท่า ( fold) ท่ี
ต าแหน่งของโปรตีน p-ERK1/2 ท่ีระยะเวลา 12 ชัว่โมง เท่ากับ 5.3 ส่วนเซลล์ท่ีทดสอบด้วย
สารละลาย PD98059 20 M เป็นเวลา 12 ชัว่โมง และกระตุ้นตอ่ด้วย PMA/PHA เป็นเวลา 12 
ชัว่โมง พบว่าจะยบัยัง้การแสดงออกของ p-ERK1/2 ได้อย่างชดัเจน และคา่ความสมัพนัธ์ท่ีแสดง
เป็นจ านวนเท่า (fold) นัน้ พบว่าได้ค่าเท่ากับ 0.9 ซึ่งใกล้เคียงกลุ่มควบคมุ (control) ขณะท่ีการ
แสดงออกของโปรตีน ERK1/2 นัน้ พบวา่ในแตล่ะชว่งเวลาไม่คอ่ยมีความแตกตา่งกนัมาก ดงัภาพ
ท่ี 4.11 
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ภาพท่ี 4.11 กราฟแสดงผลการแสดงออกในระดบัโปรตีนของโปรตีนชนิด p-ERK1/2 และ 
ERK1/2 ในเซลล์ Jurkat เม่ือทดสอบด้วยกรดเออร์โซลิก (Ursolic acid) ท่ี
ระยะเวลาต่างๆกัน และกระตุ้นต่อด้วย PMA/PHA เป็นเวลา 12 ชั่วโมง และ
ตรวจสอบด้วยวิธี Western blot (ท าการทดสอบทัง้หมด 3 ครัง้ จากเซลล์ 3 ชดุ)  

โดย UA = Ursolic acid (กรดเออร์โซลิก) ท่ีระดบัความเข้มข้น 20 M 
C = Control (DMSO < 0.1 %) 
PMA/PHA   =  Phorbol 12-Myristate 13-Acetate (PMA) และ  

Phytohaemagglutinin (PHA) เป็นตวักระตุ้น 
PD98059   = สารละลาย PD98059 ความเข้มข้น 20 M 
p - ERK1/2 = Phosphorylation ของ Extracellular signal-regulated 

protein Kinase 1/2 
ERK1/2      =  Extracellular signal-regulated protein kinase 1/2 

ก าหนดให้ 
Lane ท่ี 1 = เซลล์ท่ีทดสอบด้วยตวัท าละลาย DMSO < 0.1% เป็นกลุม่ควบคมุ 
Lane ท่ี 2 = เซลล์ท่ีทดสอบด้วยตวักระตุ้น PMA/PHA เพียงอยา่งเดียว(Positive control) 
Lane ท่ี 3 = เซลล์ท่ีทดสอบด้วยกรดเออร์โซลิก 20 M เป็นเวลา 0 ชัว่โมง และกระตุ้นตอ่ 
               ด้วย PMA/PHA เป็นเวลา 12 ชัว่โมง 

Lane       1      2     3     4     5     6     7     8 

-actin 

PD98059 
PMA/PHA 

Time (h)          C      P      0      2      4      6    12    12  

UA 20 M 

p-ERK1/2 

ERK1/2 

Fold    1.0    0.9    0.7   0.9   1.0   1.1    1.0   1.2   

Fold    1.0    1.1   1.3    1.1    0.9   0.9   0.9   0.8   

Fold    1.0   1.1    1.5   1.2    1.5   1.8    5.3   0.9   

44 kDa ─ 
42 kDa ─ 

44 kDa ─ 
42 kDa ─ 

45 kDa ─ 
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Lane ท่ี 4 = เซลล์ท่ีทดสอบด้วยกรดเออร์โซลิก 20 M เป็นเวลา 2 ชัว่โมง และกระตุ้นตอ่ 
               ด้วย PMA/PHA เป็นเวลา 12 ชัว่โมง 
Lane ท่ี 5 = เซลล์ท่ีทดสอบด้วยกรดเออร์โซลิก 20 M เป็นเวลา 4 ชัว่โมง และกระตุ้นตอ่ 
                   ด้วย PMA/PHA เป็นเวลา 12 ชัว่โมง 
Lane ท่ี 6 = เซลล์ท่ีทดสอบด้วยกรดเออร์โซลิก 20 M เป็นเวลา 6 ชัว่โมง และกระตุ้นตอ่ 
                   ด้วย PMA/PHA เป็นเวลา 12 ชัว่โมง 
Lane ท่ี 7 = เซลล์ท่ีทดสอบด้วยกรดเออร์โซลิก 20 M เป็นเวลา 12 ชัว่โมง และกระตุ้น  
                   ตอ่ด้วย PMA/PHA เป็นเวลา 12 ชัว่โมง 
Lane ท่ี 8 = เซลล์ท่ีทดสอบด้วยสารละลาย PD98059 20 M เป็นเวลา 12 ชัว่โมง และ  
                   กระตุ้นตอ่ด้วย PMA/PHA เป็นเวลา 12 ชัว่โมง 

สว่นการแสดงออกของระดบัโปรตีนชนิด JNK พบว่า เม่ือทดสอบเซลล์ด้วยกรดเออร์โซลิก
ความเข้มข้น 20 M ท่ีระยะเวลาตา่งๆกนั และกระตุ้นตอ่ด้วย PMA/PHA เป็นเวลา 12 ชัว่โมง 
พบว่า กรดเออร์โซลิกสามารถยบัยัง้การแสดงออกของ phosphorylation ของโปรตีน JNK เม่ือมี
ระยะเวลาเพิ่มขึน้ โดยเฉพาะอย่างยิ่งเม่ือทดสอบด้วยกรดเออร์โซลิกท่ีระยะเวลา 12 ชัว่โมงก่อน 
แล้วกระตุ้นตอ่ด้วยตวักระตุ้น PMA/PHA 12 ชัว่โมง พบวา่สามารถยบัยัง้การแสดงออกของโปรตีน 
p-JNK ได้มากท่ีสดุ โดยมีคา่ความสมัพนัธ์ท่ีแสดงเป็นจ านวนเท่า (fold) เท่ากบั 0.4 ส่วนเซลล์ท่ี
ทดสอบด้วยสารละลาย SP600125 ความเข้มข้น 20 M เป็นเวลา 12 ชัว่โมง และกระตุ้นตอ่ด้วย 
PMA/PHA เป็นเวลา 12 ชัว่โมง พบว่าจะยบัยัง้การแสดงออกของ p-JNK ได้ไม่ดีมากนัน้ ซึ่งมีคา่
ความสมัพนัธ์ท่ีแสดงเป็นจ านวนเทา่ (fold) เทา่กบั 0.7 เม่ือเทียบกบักลุ่มควบคมุ (control) ขณะท่ี
การแสดงออกของโปรตีน JNK นัน้ พบว่า กรดเออร์โซลิกสามารถลดระดบัการแสดงออกของ
โปรตีนชนิด JNK ตามระยะเวลาท่ีเพิ่มขึน้ โดยท่ีจะยบัยัง้การแสดงออกของโปรตีน JNK ได้สงูสดุท่ี
ระยะเวลา 12 ชั่วโมงเช่นกัน และมีค่าความสัมพันธ์ท่ีแสดงเป็นจ านวนเท่า ( fold) เท่ากับ 0.3 
ขณะท่ีสารละลาย SP600125 นัน้ยงัสามารถลดการแสดงออกของโปรตีน JNK ได้เช่นกนั โดยมี
คา่ความสมัพนัธ์ท่ีแสดงเป็นจ านวนเท่า (fold) เท่ากบั 0.5 อย่างไรก็ตามจากผลการทดสอบ อาจ
เป็นไปได้วา่ ท่ีระยะเวลาเพิ่มขึน้ กรดเออร์โซลิกสามารถยบัยัง้การแสดงออกของโปรตีน JNK เป็น
ผลให้การแสดงออกของโปรตีน p-JNK นัน้ไมเ่กิดขึน้ ดงัภาพท่ี 4.12 
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ภาพท่ี 4.12 กราฟแสดงผลการแสดงออกในระดบัโปรตีนของโปรตีนชนิด p-JNK และ JNK 
ในเซลล์ Jurkat เม่ือทดสอบด้วยกรดเออร์โซลิก (Ursolic acid) ท่ีระยะเวลา
ตา่งๆกนั และกระตุ้นตอ่ด้วย PMA/PHA เป็นเวลา 12 ชัว่โมง และตรวจสอบด้วย
วิธี Western blot (ท าการทดสอบทัง้หมด 3 ครัง้ จากเซลล์ 3 ชดุ)  

โดย UA        =    Ursolic acid (กรดเออร์โซลิก) ท่ีระดบัความเข้มข้น 20 M 
C        =    Control (DMSO < 0.1 %) 
PMA/PHA   =  Phorbol 12-Myristate 13-Acetate (PMA) และ  

          Phytohaemagglutinin (PHA) เป็นตวักระตุ้น 
SP600125  = สารละลาย SP600125 ความเข้มข้น 20 M 
p – JNK      = Phosphorylation ของ c-Jun N-terminal kinase 
JNK       =  c-Jun N-terminal kinase  

ก าหนดให้ 
Lane ท่ี 1 = เซลล์ท่ีทดสอบด้วยตวัท าละลาย DMSO < 0.1% เป็นกลุม่ควบคมุ 
Lane ท่ี 2 = เซลล์ท่ีทดสอบด้วยตวักระตุ้น PMA/PHA เพียงอยา่งเดียว(Positive control) 
Lane ท่ี 3 = เซลล์ท่ีทดสอบด้วยกรดเออร์โซลิก 20 M เป็นเวลา 0 ชัว่โมง และกระตุ้นตอ่ 
              ด้วย PMA/PHA เป็นเวลา 12 ชัว่โมง 

 

Lane      1     2      3    4     5     6    7     8 

Time (h)           C      P     0     2      4      6    12   12    

-actin 

JNK 

SP600125 
PMA/PHA 
UA 20 M 

Fold   1.0   1.1    1.0   1.0    1.0   0.9   0.9   1.3 

Fold   1.0   0.9    0.6   0.5    0.3   0.4    0.3   0.5 

Fold   1.0   1.2    1.1   0.8    0.5   0.5    0.4   0.7 

p-JNK 54 kDa ─ 
46 kDa ─ 

54 kDa ─ 
46 kDa ─ 

45 kDa ─ 
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Lane ท่ี 4 = เซลล์ท่ีทดสอบด้วยกรดเออร์โซลิก 20 M เป็นเวลา 2 ชัว่โมง และกระตุ้นตอ่ 
              ด้วย PMA/PHA เป็นเวลา 12 ชัว่โมง 
Lane ท่ี 5 = เซลล์ท่ีทดสอบด้วยกรดเออร์โซลิก 20 M เป็นเวลา 4 ชัว่โมง และกระตุ้นตอ่ 
              ด้วย PMA/PHA เป็นเวลา 12 ชัว่โมง 
Lane ท่ี 6 = เซลล์ท่ีทดสอบด้วยกรดเออร์โซลิก 20 M เป็นเวลา 6 ชัว่โมง และกระตุ้นตอ่ 
              ด้วย PMA/PHA เป็นเวลา 12 ชัว่โมง 
Lane ท่ี 7 = เซลล์ท่ีทดสอบด้วยกรดเออร์โซลิก 20 M เป็นเวลา 12 ชัว่โมง และกระตุ้น 
              ตอ่ด้วย PMA/PHA เป็นเวลา 12 ชัว่โมง 
Lane ท่ี 8 = เซลล์ท่ีทดสอบด้วยสารละลาย SP600125 20 M เป็นเวลา 12 ชัว่โมง และ  
              กระตุ้นตอ่ด้วย PMA/PHA เป็นเวลา 12 ชัว่โมง 
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บทที่ 5 

สรุปผลกำรวิจัย อภปิรำยผล และข้อเสนอแนะ 

สรุปและอภปิรำยผลกำรวิจัย  

โรคมะเร็งเม็ดเลือดขาว (Leukemia) เป็นโรคมะเร็ง ท่ีเกิดจากความผิดปกติของ
กระบวนการสร้างเซลล์เม็ดเลือด ท าให้มีการผลิตเซลล์เม็ดเลือดขาวมากขึน้เกินความต้องการของ
ร่างกาย ทัง้นีเ้ซลล์เม็ดเลือดขาวท่ีสร้างได้นัน้ จะมีคณุสมบตัิและการท างานท่ีผิดปกติไปจากเดิม
อีกด้วย ส่วนในแง่ของการรักษานัน้ขึน้อยู่กับชนิดของโรค ส่วนใหญ่จะใช้เป็นยาเคมีบ าบัด 
(chemotherapy) และมกัจะเกิดผลข้างเคียงของยา ซึ่งในปัจจุบนันัน้ได้มีทางเลือกใหม่ของการ
รักษาท่ีจะช่วยลดผลข้างเคียงของยาท่ีใช้ให้น้อยลง โดยมีการค้นหาสารชนิดต่างๆ เช่น สมุนไพร
หรือผลิตภัณฑ์ท่ีได้มาจากธรรมชาติ เพ่ือน ามาใช้ร่วมกันกับยาเคมีบ าบัด ซึ่งสามารถลด
ผลข้างเคียงและบรรเทาอาการของโรคได้  โดยท่ีมีการศึกษาพบว่า สารป้องกันมะเ ร็ง 
(chemopreventive agent) ชนิดตา่งๆ สามารถยบัยัง้การแบง่ตวัของเซลล์และชกัน าให้เกิดการ
ตายแบบอะพอพโทซิส (apoptosis) ในเซลล์มะเร็งได้หลายชนิด กรดเออร์โซลิกเป็นสารประกอบ
จ าพวก Pentacyclic triterpenoid carboxylic acid เป็นสารเคมีท่ีมีฤทธ์ิทางชีวภาพ และมีฤทธ์ิ
เป็นสารป้องกนัมะเร็ง (chemopreventive agent) ได้อีกชนิดหนึ่งด้วย [14] โดยท่ีเป็นสารท่ีได้รับ
ความสนใจและมีผู้ ท าการศึกษากันเป็นจ านวนมาก เน่ืองจากกรดเออร์โซลิกนัน้เป็นสารท่ีมี
คณุสมบตัไิด้หลากหลาย [16]  

จากผลการศกึษาฤทธ์ิการยบัยัง้การเจริญของเซลล์มะเร็งเม็ดเลือดขาวเพาะเลีย้ง Jurkat 
จากกรดเออร์โซลิก ด้วยวิธี XTT assay นัน้พบวา่ กรดเออร์โซลิกสามารถยบัยัง้การเจริญของเซลล์ 
Jurkat ตามระดบัความเข้มข้นท่ีมากขึน้ ดงัภาพท่ี 4.1 เม่ือเทียบกับกลุ่มเซลล์ควบคมุ ซึ่งไม่ได้รับ
สารใดๆ ดงันัน้ กรดเออร์โซลิกมีฤทธ์ิยบัยัง้การเจริญและการแบ่งตวัของเซลล์มะเร็งได้ ซึ่งผลการ
ทดสอบนัน้สอดคล้องกบังานวิจยัหลายๆ แห่ง ท่ีกล่าวว่า กรดเออร์โซลิกสามารถยบัยัง้การแบง่ตวั
และสามารถชกัน าให้เกิดการตายแบบอะพอพโทซิส (apoptosis) ของเซลล์มะเร็งหลายชนิด เช่น 
เซลล์มะเร็งเม็ดเลือด, เซลล์มะเร็งเต้านม, เซลล์มะเร็งผิวหนัง , เซลล์มะเร็งต่อมลูกหมาก, 
เซลล์มะเร็งตบั และเซลล์มะเร็งล าไส้ใหญ่ เป็นต้น [18, 23, 25, 26, 28, 32] และนอกจากนี ้มีการ
รายงานว่ากรดเออร์โซลิกและยาเคมีบ าบดั (chemotherapeutic agents) คือ ยาธาซอล (Taxol) 
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และยาซิสแพลทิน (Cisplatin) นัน้ มีฤทธ์ิเสริมกนัท าให้สามารถชกัน าให้เซลล์มะเร็งเกิดการตาย
แบบอะพอพโทซิส (apoptosis)  ได้ โดยท่ีจะไปยบัยัง้การท างานของ NF-B ในเซลล์มะเร็ง [99] 

 ผลการศึกษาฤทธ์ิของกรดเออร์โซลิกต่อการหลั่งไซโตไคน์ชนิด IL-2 และ TNF- ใน
เซลล์มะเร็งเม็ดเลือดขาวเพาะเลีย้ง Jurkat ด้วยวิธี ELISA พบว่า กรดเออร์โซลิกท่ีระดับความ
เข้มข้น 20 M ไม่สามารถกระตุ้นเซลล์ให้หลัง่ไซโตไคน์ชนิด IL-2 และ TNF- ซึ่งสอดคล้องกบั
งานวิจยัท่ีพบว่า กรดเออร์โซลิก อย่างเดียวนัน้ ไม่สามารถชกัน าให้หลัง่ไซโตไคน์ชนิด IL-2, IL-4, 
IL-6 และ IFN- ในเซลล์เม็ดเลือดขาวของหนู (murine splenic lymphocytes) ได้ [100] แต่
อย่างไรก็ตาม ยงัมีการรายงานท่ีพบว่า กรดเออร์โซลิกท่ีเกาะกลุ่มกนัสามารถจบักับตวัรับ CD36 
ของผนงัเซลล์ ท าให้กระตุ้นการหลัง่ไซโตไคน์ชนิด IL-1 ของเซลล์ RAW264.7 macrophage ใน
หน ูผ่านวิถีของ ERK และ p38 MAPK ได้ และยงัสามารถกระตุ้นการท างานของ caspase-1 ได้
อีกด้วย [69] เน่ืองจากไซโตไคน์ชนิด IL-2 นัน้ สามารถกระตุ้นการเจริญเติบโตและการแบง่ตวัของ
เซลล์ได้ สามารถยบัยัง้การตายแบบอะพอพโทซิส (apoptosis) และกระตุ้นการหลัง่ไซโตไคน์ชนิด
ตา่งๆในเซลล์หลายชนิด โดยท่ีไซโตไคน์ชนิด IL-2 นัน้ ยงัควบคมุหน้าท่ีการท างานของเซลล์เม็ด
เลือดขาวชนิด T-cell ได้อีกด้วย ขณะท่ีไซโตไคน์ชนิด TNF- จัดเป็น pro-inflammatory 
cytokine ชนิดหนึ่ง ซึ่งมีความส าคญัในการควบคมุเซลล์ท่ีเก่ียวข้องกบัภูมิคุ้มกันหลายชนิด เช่น 
กระตุ้นเซลล์ macrophage และเซลล์ชนิดอ่ืนๆ อีกด้วย [60] ดงันัน้ จากการท่ีกรดเออร์โซลิกไม่มี
ผลตอ่การหลัง่ไซโตไคน์ชนิด IL-2 และ TNF- ในเซลล์ Jurkat อาจเก่ียวข้องกบัการยบัยัง้การ
เจริญเตบิโตของเซลล์ได้เชน่กนั การศกึษาในครัง้นีพ้บว่ากรดเออร์โซลิกยงัมีผลยบัยัง้การหลัง่ IL-2 
และ TNF- ท่ีเกิดจากการกระตุ้นของ PMA/PHA ได้อีกด้วย โดยการศึกษาก่อนหน้านีพ้บว่า 
ตวักระตุ้น PMA สามารถกระตุ้นการหลัง่ไซโตไคน์ชนิด IL-2 ในเซลล์ T-Lymphocyte ได้ [53]  
และการทดสอบในครัง้นีพ้บว่าตวักระตุ้น PMA/PHA (positive control) สามารถชกัน าให้เกิดการ
หลัง่ไซโตไคน์ชนิด IL-2 และ TNF- เพิ่มขึน้ท่ีระยะเวลา 12 และ 3 ชัว่โมง ตามล าดบั อย่างมี
นยัส าคญัทางสถิติ เม่ือเทียบกบักลุ่มควบคมุ (DMSO < 0.1 %) ดงัภาพท่ี 4.2 นอกจากนีย้งัมีสาร
ชนิดอ่ืนๆท่ีสามารถกระตุ้นการหลัง่ไซโตไคน์ได้อีก เช่น Concanavalin A และ anti-CD3/anti-
CD28 โมโนโคนอลแอนตบิอดี (mAb) สามารถกระตุ้นการหลัง่ไซโตไคน์ชนิด IL-2, IL-4, IL-6 และ 
IFN- ในเซลล์เม็ดเลือดขาว (lymphocytes) ได้เชน่กนั [100]  

 จากผลการศึกษาฤทธ์ิการยบัยัง้การหลัง่ไซโตไคน์ของเซลล์ Jurkat จากกรดเออร์โซลิก 
เม่ือถูกกระตุ้นด้วย PMA/PHA พบว่า กรดเออร์โซลิกจะยบัยัง้การหลัง่ไซโตไคน์ชนิด IL-2 และ 
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TNF- ของเซลล์ Jurkat เม่ือถูกกระตุ้นด้วย PMA/PHA ตามระดบัความเข้มข้นของกรดเออร์
โซลิกและระยะเวลาท่ีเพิ่มขึน้ อย่างมีนยัส าคญัทางสถิติ โดยเทียบกับกลุ่มควบคมุท่ีกระตุ้นด้วย 
PMA/PHA เพียงอย่างเดียว (Positive control) ดงัภาพท่ี 4.3 และ 4.4 โดยท่ีผลการยบัยัง้การหลัง่
ไซโตไคน์ของเซลล์จากกรดเออร์โซลิกนัน้ ต้องใช้เวลาในการทดสอบกรดเออร์โซลิกกับเซลล์
เพาะเลีย้งหลายชั่วโมงก่อนท่ีจะกระตุ้นด้วย PMA/PHA จึงสามารถยับยัง้การหลั่งไซโตไคน์ได้
อยา่งมีประสิทธิภาพ และเม่ือใช้ความเข้มข้นของกรดเออร์โซลิกท่ีน้อยลงในระยะเวลาเท่ากนั การ
ยบัยัง้การหลัง่ไซโตไคน์มีประสิทธิภาพน้อยลงเช่นกนั ดงันัน้ การยบัยัง้การหลัง่ไซโตไคน์ของเซลล์
จากกรดเออร์โซลิกต้องใช้ระดบัความเข้มข้นและเวลาท่ีเหมาะสม จึงจะสามารถยบัยัง้การหลัง่ไซ
โตไคน์ได้อยา่งมีประสิทธิภาพ ขณะท่ีมีการรายงานพบวา่กรดเออร์โซลิกนัน้สามารถยบัยัง้การหลัง่
ไซโตไคน์ในเซลล์ได้หลายชนิด โดยพบว่าสามารถยบัยัง้การหลัง่ไซโตไคน์ชนิด IL-2, IL-4, IL-6 
และ IFN- ในเซลล์ splenic lymphocytes ท่ีถกูกระตุ้นด้วย Concanavalin A (Con A) หรือ 
anti-CD3/CD28 mAb และยงัพบว่ากรดเออร์โซลิกสามารถยบัยัง้การหลัง่ไซโตไคน์ชนิด IL-1, 
TNF- และ IL-6 ในเซลล์ macrophage ท่ีถูกกระตุ้นจาก LPS (lipopolysaccharides) ได้อีก
ด้วย [100] นอกจากนีก้รดเออร์โซลิกยังสามารถมีฤทธ์ิต้านการสร้างหลอดเลือดใหม่ท่ีไปเลีย้ง
เซลล์มะเร็งได้ โดยจะไปยบัยัง้การสร้างไซโตไคน์ท่ีเก่ียวข้องกับการอักเสบ เช่น TNF-, IL-1 
และ IL-6 ในหน ูC57BL6 ท่ีถกูกระตุ้นให้เกิดการสร้างหลอดเลือดใหม่ (angiogenesis) [17] 
นอกจากนีก้รดเออร์โซลิกสามารถเป็นสารกดภูมิคุ้มกนั (immunosuppressive agent) ได้ด้วย ท า
ให้ไปยบัยัง้การแบง่ตวัและการท างานของเซลล์เม็ดเลือดขาวชนิด T-cells โดยการไปกดกลไกการ
ท างานของ  NF-B ท าให้ไปยบัยัง้การหลัง่ไซโตไคน์ชนิด IL-2 ใน T-cells ของหน ูท่ีถกูกระตุ้น
ด้วย PMA/ionomycin [101]   

  ส่วนผลการศึกษาฤทธ์ิการยับยัง้การหลั่งไซโตไคน์ จากตวัยับยัง้ของวิถี MAPKs คือ 
สารละลาย PD98059 และสารละลาย SP600125 เม่ือถกูกระตุ้นด้วย PMA/PHA ด้วยวิธี ELISA 
นัน้ พบว่า ตวัยบัยัง้ของวิถี MAPKs ทัง้สองชนิดนี ้สามารถยบัยัง้การหลัง่ไซโตไคน์ชนิด IL-2 และ 
TNF- ได้ทนัทีโดยไม่ขึน้กับระยะเวลาท่ีทดสอบ กล่าวคือ สามารถยบัยัง้การหลั่งไซโตไคน์ได้ 
อย่างมีนยัส าคญัทางสถิติ เม่ือเทียบกบักลุ่มท่ีใส่ตวักระตุ้น PMA/PHA เพียงอย่างเดียว (positive 
control) ตัง้แต่ท่ีระยะเวลา 0 ชั่วโมง คือการทดสอบสารทัง้สองชนิดพร้อมกับตัวกระตุ้ น 
PMA/PHA ดงัภาพท่ี 4.5 และ 4.6 เน่ืองจากวิถี MAPKs นัน้เก่ียวข้องกบัการแสดงออกของยีน 
การสร้างโปรตีนท่ีเก่ียวของกบัปัจจยัการเจริญเติบโต (growth factor) และไซโตไคน์อีกหลายชนิด 
รวมไปถึง IL-2 และ TNF- ด้วย ซึ่งจะเก่ียวข้องกบัการตอบสนองทางภูมิคุ้มกนั [75] นอกจากนี ้
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วิถีของ ERK นัน้จะควบคมุการหลัง่ไซโตไคน์ชนิด IL-2 ได้ โดยท่ีมีการใช้การกลายพนัธุ์ของ ERK 
ท าให้ไม่มี ERK ในเซลล์ (dominant negative mutation ของ ERK) โดยน าเข้าไปในเซลล์ Jurkat 
(infected cells) ท าให้เกิดการยบัยัง้การสร้าง IL-2 ได้ [78] ส่วนสารละลาย SP600125 นัน้
สามารถยบัยัง้การหลัง่ไซโตไคน์ชนิด IL-10, IFN- และ TNF- ได้ ใน Th1 และ Th2 cells จาก 
PBMCs (human peripheral blood mononuclear cells) [102] จากการผลทดสอบนัน้ พบว่า 
การยับยัง้การหลั่งไซโตไคน์ของตวัยับยัง้ของวิถี MAPKs นัน้ ไม่ขึน้กับระยะเวลาท่ีใช้ในการ
ทดสอบ แต่ขณะท่ีกรดเออร์โซลิกนัน้จะต้องใช้เวลาในการทดสอบสักระยะก่อนท่ีจะกระตุ้นด้วย
ตวักระตุ้น PMA/PHA จึงจะสามารถยบัยัง้การหลั่งไซโตไคน์ได้ อย่างไรก็ตามทัง้กรดเออร์โซลิก
และตวัยบัยัง้วิถีของ MAPKs สามารถยบัยัง้การหลัง่ไซโตไคน์ชนิด IL-2 และ TNF- ในเซลล์ 
Jurkat เม่ือถกูกระตุ้นด้วย PMA/PHA ได้เช่นกนั ดงันัน้ การยบัยัง้การหลัง่ไซโตไคน์ชนิด IL-2 และ 
TNF- ของกรดเออร์โซลิกนัน้ อาจจะเก่ียวข้องกบัวิถีของ MAPKs เป็นได้ 

จากผลการทดสอบท่ีผ่านมาแสดงให้เห็นว่าสารละลาย PD98059 และ SP600125 
สามารถยบัยัง้การหลัง่ไซโตไคน์ จงึได้มีการศกึษาตอ่ว่า กรดเออร์โซลิกท่ีสามารถยบัยัง้การหลัง่ไซ
โตไคน์ชนิด IL-2 และ TNF- จากการกระตุ้นของ PMA/PHA จะมีส่วนยับยัง้ในการ 
phosphorylation ของ ERK และ JNK ด้วยหรือไม่ จากการทดสอบกรดเออร์โซลิกและตวักระตุ้น 
PMA/PHA แยกกนัแตล่ะครัง้และทดสอบสารทัง้สองชนิดร่วมกนัพบว่า สารทัง้สองสามารถกระตุ้น
การ phosphorylate โปรตีน ERK1/2 ได้ในช่วงเวลา 18 และ 24 ชัว่โมง ผลการทดสอบแสดงให้
เห็นว่าการยบัยัง้การหลัง่ไซโตไคน์ของกรดเออร์โซลิกท่ีเกิดจากการกระตุ้นของ PMA/PHA ไม่ได้
ผ่านการยบัยัง้การ phosphorylate โปรตีน ERK1/2 เหมือนกับสารละลาย PD98059 และจาก
งานวิจยัก่อนหน้านี ้พบว่าการ phosphorylation ของโปรตีน JNK ในช่วงเวลาท่ีตา่งกนัอาจเป็น
สาเหตหุนึ่งท่ีท าให้ T-cell เปล่ียนขบวนการจาก proliferation เป็น apoptosis [103] เม่ือท าการ
ทดสอบในครัง้นีพ้บว่า PMA/PHA จะกระตุ้นให้เซลล์สร้างไซโตไคน์ออกมาอย่างมีนยัส าคญัใน
เวลาตัง้แต ่12 ชัว่โมงขึน้ไป และช่วยในการ phosphorylate โปรตีน JNK ในช่วง 1 ชัว่โมงแรก 
ตอ่จากนัน้ระดบัของ phosphorylate โปรตีน JNK จะลดลง ซึ่งเวลาท่ีเกิดการ phosphorylation 
จะสัน้กว่าการกระตุ้ นด้วยกรดเออร์โซลิก ซึ่งจะใช้เวลา 12 ชั่วโมงในการกระตุ้ นการ 
phosphorylation โปรตีน JNK ภายในเซลล์และปริมาณของ phosphorylate โปรตีน JNK จะ
ลดลงตามล าดบั โดยมีปริมาณน้อยท่ีสดุท่ีเวลา 24 ชัว่โมง  
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จากการรายงานพบว่า PMA สามารถกระตุ้น Protein kinase C (PKC) ได้โดยตรง และ
ท าให้เกิดการ phosphorylation ของโปรตีน JNK โดยท่ี phosphorylate โปรตีน JNK จะกระตุ้น 
transcription factor c-Jun ในนิวเคลียส ให้เกิดการ phosphorylation และกระตุ้นการท างาน
ของ AP-1 ซึ่งเป็น transcription factor เป็นผลให้มีการแสดงออกของยีนชนิด IL-2 เพิ่มมากขึน้ 
[53, 83, 104] และพบว่าในเซลล์ fibroblasts ท่ีขาดการแสดงออกของโปรตีน JNK (Jnk-null) 
ทกุๆ isoform จะท าให้ระดบัการแสดงออกของโปรตีน Jun และการท างานของ AP-1 ผิดปกติไป
ด้วย [105]  และในการศึกษาครัง้นีก้าร Co-incubation ระหว่างกรดเออร์โซลิกและ PMA/PHA 
นัน้ จะยบัยัง้การหลัง่ไซโตไคน์ชนิด IL-2 และ TNF- ได้อย่างมีประสิทธิภาพเม่ือเซลล์ถกูบม่ด้วย
กรดเออร์โซลิกก่อน 12 ชัว่โมง แล้วกระตุ้นด้วย PMA/PHA ตอ่อีก 12 ชัว่โมง โดยท่ีกรดเออร์โซลิก
สามารถยบัยัง้ฤทธ์ิของ PMA/PHA ในการกระตุ้นการหลัง่ไซโตไคน์ได้ ขณะท่ีการยบัยัง้การหลัง่ไซ
โตไคน์จะไม่มีประสิทธิภาพเม่ือมีการ co-incubation ของกรดเออร์โซลิกกบั PMA/PHA พร้อมกนั 
อาจมีผลเน่ืองมาจากการ phosphorylation โปรตีน JNK ในช่วงเวลาท่ีตา่งกนัของกรดเออร์โซลิก
และ PMA/PHA แตอ่ย่างไรก็ตามการ phosphorylation ของ JNK ในช่วงเวลาท่ีตา่งกนัจากการ
กระตุ้นของกรดเออร์โซลิกและ PMA/PHA อาจไม่ใช่เหตผุลเดียวท่ีท าให้เกิดการเปล่ียนแปลงการ
หลัง่ไซโตไคน์ เน่ืองจากการ pre-incubation ของกรดเออร์โซลิกกบัเซลล์ก่อน ท าให้ปริมาณการ
แสดงออกของโปรตีน JNK ลดลงจ านวนหนึ่ง ถึงแม้ว่า PMA/PHA จะกระตุ้ นการ 
phosphorylation ของ JNK ก็อาจจะมีระดบัไม่เพียงพอในการกระตุ้นการหลัง่ไซโตไคน์ได้ ส่วน
การลดลงในการแสดงออกของโปรตีน JNK จากกรดเออร์โซลิก คาดว่าอาจเกิดจากหลายสาเหต ุ
เช่น JNK mRNA ไม่มีความเสถียรเม่ือมีกรดเออร์โซลิกอยู่ด้วย หรือการท่ีกรดเออร์โซลิกไปยบัยัง้ 
Transcription factor บางตวัท่ีท าให้ JNK mRNA สร้างได้น้อยลง เป็นต้น และเน่ืองจากการ
แสดงออกของโปรตีน JNK และการกระตุ้นการท างานโดยการเกิด phosphorylation ของ JNK 
นัน้มีส่วนเก่ียวข้องในการแสดงออกของไซโตไคน์ชนิด IL-2 และ TNF- [85, 106] จึงอาจจะเป็น
สาเหตหุนึ่งท่ีกรดเออร์โซลิกสามารถยบัยัง้การหลัง่ไซโตไคน์ชนิด IL-2 และ TNF- เพราะมีการ
แสดงออกของโปรตีน JNK และ p-JNK ลดลง  

จากผลการทดสอบ จงึพบวา่ กรดเออร์โซลิกมีผลตอ่วิถีของ MAPKs แตกตา่งกนัขึน้อยู่กบั
ความเข้มข้น ระยะเวลา และชนิดของเซลล์ โดยมีการรายงานพบวา่ การเกาะกลุ่มกนัของกรดเออร์
โซลิกสามารถเพิ่มการแสดงออกของ phosphorylation ทัง้ ERK และ p-38 MAPK แตไ่ม่มีผลกบั
การแสดงออกของ JNK ซึ่งชักน าให้เกิดการหลั่งไซโตไคน์ชนิด IL-1 ในเซลล์ RAW264.7 
macrophage [69] นอกจากนีย้งัพบว่า กรดเออร์โซลิกสามารถชกัน าการเกิด phosphorylation 
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ของ JNK แต่ไม่มีผลกับ p-ERK และ p-38 MAPK ท าให้เกิดการตายแบบอะพอพโทซิส 
(apoptosis) ในเซลล์มะเร็งหลายชนิด เชน่ เซลล์มะเร็งเม็ดเลือดขาวเพาะเลีย้ง K562, เซลล์มะเร็ง
ตอ่มลกูหมากเพาะเลีย้ง DU145 และ LNCaP และเซลล์มะเร็งล าไส้ใหญ่ เป็นต้น [19, 26, 27, 
34] นอกจากกรดเออร์โซลิกแล้วยงัมีสารหลายชนิดท่ีสามารถยบัยัง้การหลัง่ไซโตไคน์ รวมไปถึง 
IL-2 ผ่านวิถีของ JNK อย่างเช่น มีการรายงานว่า สาร Compound C ซึ่งเป็นตวัยบัยัง้ท่ีจ าเพาะ
กบั AMPK (AMP-activated protein kinase) สามารถยบัยัง้การเกิด phosphorylation ของ JNK 
และ p-38 MAPK แต่จะไปเพิ่มการเกิด phosphorylation ของ ERK จากการกระตุ้นของ 
PMA/ionomycin ขณะท่ีสาร Compound C นัน้จะไปยบัยัง้การหลัง่ไซโตไคน์ชนิด IL-2 ในเซลล์ 
Jurkat ผ่านการกระตุ้นของ NF- AT และ AP-1 ได้อีกด้วย [107] ส่วนสาร TAT-JIP peptide ซึ่ง

เป็นสารยบัยัง้ของ JNK (JNK inhibitor) สามารถยบัยัง้การหลัง่สาร Lymphotoxin, IL-2, IFN- 
และ IL-10 จากการกระตุ้นของ PMA/PHA ใน purified human T-cells โดยท่ีสาร TAT-JIP 
peptide จะไปลดการเกิด phosphorylation ของโปรตีน Jun เป็นผลให้เกิดการยบัยัง้การแบง่ตวั
และการหลัง่ไซโตไคน์ของเซลล์ด้วย [108] ขณะท่ีพบว่าการยบัยัง้การแสดงออกของโปรตีน JNK 
จาก antisense oligonucleotides complementary เป็นผลให้ยบัยัง้การเจริญเติบโตของเซลล์
และเกิดการอะพอพโทซิส (apoptosis) ในเซลล์มะเร็งได้อีกด้วย โดยโปรตีน JNK มีบทบาทส าคญั
ในการควบคมุการท างานต่างๆภายในเซลล์ เช่น การเจริญและแบง่ตวัของเซลล์ (proliferation), 
การกลายเป็นเซลล์มะเ ร็ง  ( tumorigenesis) ,  การเปล่ียนแปลงเ พ่ือไปท าหน้า ท่ี เฉพาะ 
(differentiation) และการควบคุมให้เกิดการตายแบบอะพอพโทซิส (apoptosis) เป็นต้น [109] 
ดงันัน้ การยบัยัง้การแสดงออกของโปรตีน JNK อาจจะเป็นผลดีในการใช้ในการรักษาพยาธิสภาพ
ของโรคได้  

จากการศึกษาในครัง้นีพ้บว่า กรดเออร์โซลิกสามารถยบัยัง้การหลั่งไซโตไคน์ชนิด IL-2 

และ TNF- ซึ่งเก่ียวข้องกับการเจริญเติบโตของเซลล์และเกิดการอกัเสบของเซลล์ได้ ทัง้นีก้าร
ยบัยัง้นัน้ยงัเก่ียวข้องกบักลไกของวิถี MAPK โดยเฉพาะอย่างยิ่งวิถี JNK เพราะกลไกการหลัง่ไซ
โตไคน์ข้างต้นนัน้เก่ียวข้องกบัการท างานของโปรตีน JNK การท่ีกรดเออร์โซลิกยบัยัง้การหลัง่ไซโต
ไคน์ชนิด IL-2 และ TNF- ท่ีถกูกระตุ้นโดย PMA/PHA ผ่านวิถี JNK ใน Jurkat cells อาจเกิดขึน้
จากสองสาเหต ุคือ 1. กรดเออร์โซลิกมีช่วงเวลาการกระตุ้นการเกิด phosphorylation ของโปรตีน 
JNK ท่ีแตกตา่งจากการกระตุ้นของ PMA/PHA และ/หรือ 2. กรดเออร์โซลิกสามารถลดระดบัการ
แสดงออกของโปรตีน JNK ซึ่งส่งผลท าให้มีปริมาณโปรตีน JNK ท่ีถูก phosphorylate ลดลง
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หรือไม่เพียงพอต่อการกระตุ้น การหลัง่ไซโตไคน์จึงไม่มีประสิทธิภาพ ดงันัน้ กรดเออร์โซลิกอาจ
เป็นทางเลือกใหม่ในการรักษาท่ีอาจจะใช้ร่วมกับยาเคมีบ าบดัเพ่ือช่วยลดการเจริญเติบโตของ
เซลล์มะเร็งและลดผลข้างเคียงของยาท่ีใช้รักษาได้ ท าให้ลดพยาธิสภาพของโรคและยงัสามารถ
น ามาประยกุต์ใช้ในการป้องกนัของโรคได้อีกด้วย 

ข้อเสนอแนะ 

จากการศึกษาผลกระทบของกรดเออร์โซลิกต่อการหลั่งไซโตไคน์ผ่านวิถี MAPKs ใน
เซลล์มะเร็งเม็ดเลือดขาวชนิด Jurkat พบว่า กรดเออร์โซลิกสามารถยบัยัง้การเจริญและแบง่ตวั
ของเซลล์เพาะเลีย้งได้ โดยสามารถยบัยัง้การหลัง่ไซโตไคน์ชนิด IL-2 และ TNF- เม่ือถกูกระตุ้น
ด้วย PMA/PHA ได้ ตามความเข้มข้นและเวลาท่ีเพิ่มขึน้ อย่างมีนยัส าคญัทางสถิติ แตเ่ม่ือทดสอบ
โดยใช้กรดเออร์โซลิกเพียงอย่างเดียวพบว่าไม่มีผลต่อการหลัง่ไซโตไคน์ของเซลล์ ส่วนการยบัยัง้
การหลัง่ไซโตไคน์ชนิด IL-2 และ TNF- ของกรดเออร์โซลิกนัน้เก่ียวข้องกบัวิถีของ JNK แตไ่ม่
เก่ียวข้องกบัวิถีของ ERK โดยท่ีกรดเออร์โซลิกสามารถยบัยัง้การแสดงออกของโปรตีน JNK และ 
p-JNK เม่ือถูกกระตุ้ นด้วย PMA/PHA ได้ด้วย แต่จะไปเพิ่มการแสดงออกของ ERK 
phosphorylation ขณะท่ีการท างานของ PKC จะถกูกระตุ้นจาก PMA สามารถชกัน าให้เกิดการ
สร้าง IL-2 transcription factor โดยผ่านวิถีของ JNK ดงันัน้ การยบัยัง้การแสดงออกของโปรตีน 
JNK เป็นผลให้ไม่มีการแสดงออกของโปรตีน p-JNK เกิดขึน้ และอาจเป็นสาเหตหุนึ่งท่ีท าให้
สามารถยบัยัง้การหลัง่ไซโตไคน์ชนิด IL-2 และ TNF- ได้ อย่างไรก็ตาม การท่ีกรดเออร์โซลิก
ยบัยัง้การหลัง่ไซโตไคน์ชนิด IL-2 และ TNF- เม่ือถูกกระตุ้นด้วย PMA/PHA ในเซลล์ Jurkat 
ผ่านวิถีของ JNK นัน้อาจไม่ได้เกิดจาก JNK วิถีเดียวหรือโปรตีนชนิดใดชนิดหนึ่ง กรดเออร์โซลิก
อาจยับยัง้ส่วนอ่ืนๆบนเส้นทางของกลไกการส่งสัญญาณหรืออาจเก่ียวข้องกับวิถีกลไกการส่ง
สัญญาณอ่ืนๆ เป็นผลให้เกิดการยับยัง้การสร้างไซโตไคน์ในเซลล์ Jurkat ได้เช่นกัน ดังนัน้ 
สามารถน าความรู้ท่ีได้ไปต่อยอดการวิจยัเพิ่มเติม เพ่ือจะได้ทราบกลไกการท างานของกรดเออร์
โซลิกในการยบัยัง้การหลัง่ไซโตไคน์ชนิด IL-2 และ TNF- ในเซลล์ Jurkat ว่าเกิดจากวิถีกลไกใด
เพ่ือท่ีวา่จะได้องค์ความรู้ใหม่เพ่ือน าไปประยกุต์ใช้ในรักษาและป้องกนัพยาธิสภาพของโรคมะเร็ง
เม็ดเลือดขาวได้ตอ่ไปในอนาคต 
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ภำคผนวก ก. 

ข้อมูลจำกกำรทดลอง 

ตารางท่ี 1: แสดง % Viability (คา่การอยูร่อดของเซลล์) ของเซลล์ Jurkat เม่ือทดสอบกบักรดเออร์
โซลิกท่ีระดบัความเข้มข้นตา่งๆ เป็นเวลา 12 ชัว่โมง และตรวจสอบด้วยวิธี XTT assay 

 

Cells treatment % Viability (MeanSEM) 
(control = ไมไ่ด้รับสารใดๆ) 

ไมไ่ด้รับสารใดๆ 100 
ตวัท าละลาย DMSO (< 0.1 %) 110.25  6.79 

กรดเออร์โซลิกท่ีระดบัความเข้มข้น 5 M 96.67  4.90 
กรดเออร์โซลิกท่ีระดบัความเข้มข้น 10 M 89.08  6.15 
กรดเออร์โซลิกท่ีระดบัความเข้มข้น 20 M 74.38  7.76 
กรดเออร์โซลิกท่ีระดบัความเข้มข้น 30 M 51.84  6.52*** 
กรดเออร์โซลิกท่ีระดบัความเข้มข้น 40 M 46.77  7.03*** 
กรดเออร์โซลิกท่ีระดบัความเข้มข้น 60 M 31.85  5.29*** 
กรดเออร์โซลิกท่ีระดบัความเข้มข้น 80 M 24.78  4.80*** 
กรดเออร์โซลิกท่ีระดบัความเข้มข้น 100 M 19.95  3.51*** 

IC50 35.5 % 

ท าการทดสอบทัง้หมด 3 ครัง้ จากเซลล์ 3 ชดุ 
*** = % Viability มีความแตกตา่งอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิต ิ(p < 0.001)  
เม่ือเปรียบเทียบกบักลุ่มท่ีไมไ่ด้รับสารใดๆ (control) 
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ตารางท่ี 2: แสดงปริมาณไซโตไคน์ชนิด Interleukin-2 (IL-2) และ Tumor necrosis factor-alpha 
(TNF-) ของเซลล์ Jurkat ท่ีถกูตวักระตุ้นด้วย PMA/PHAท่ีระยะเวลาตา่งๆ กนั และตรวจสอบ
ด้วยวิธี ELISA 

 

Cells treatment ปริมำณไซโตไคน์ (MeanSEM)  
(pg/mg protein) 

 IL-2 TNF- 
ตวัท าละลาย DMSO (< 0.1 %) 0 0 

PMA/PHA ท่ีเวลา 1 ชัว่โมง 0 202.78  20.26 
PMA/PHA ท่ีเวลา 3 ชัว่โมง 145.85  56.34 430.49  60.97** 
PMA/PHA ท่ีเวลา 6 ชัว่โมง 3,445.47  712.92 731.84  53.13*** 
PMA/PHA ท่ีเวลา 12 ชัว่โมง 8,826.85  1,355.61** 830.25  65.64*** 
PMA/PHA ท่ีเวลา 15 ชัว่โมง 10,385.48  1,377.67** 966.84  54.91*** 
PMA/PHA ท่ีเวลา 18 ชัว่โมง 11,501.33  1,409.40*** 872.26  50.03*** 
PMA/PHA ท่ีเวลา 24 ชัว่โมง 12,725.11  1,990.44*** 941.86  76.96*** 

ท าการทดสอบทัง้หมด 3 ครัง้ จากเซลล์ 3 ชดุ 
**  = มีความแตกตา่งอย่างมีนยัส าคญัทางสถิต ิ(p < 0.01)  
***  = มีความแตกตา่งอย่างมีนยัส าคญัทางสถิต ิ(p < 0.001) 
เม่ือเปรียบเทียบกบักลุม่ควบคมุ (DMSO < 0.1 %) 
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ตารางท่ี 3: แสดงปริมาณไซโตไคน์ชนิด Interleukin-2 (IL-2) ของเซลล์ Jurkat ท่ีถกูยบัยัง้ด้วยกรด
เออร์โซลิกท่ีระดบัความเข้มข้นและระยะเวลาตา่งๆกนั และตรวจสอบด้วยวิธี ELISA 

 

Cells 
treatment 

ปริมำณไซโตไคน์ชนิด Interleukin-2 (MeanSEM)  
(pg/mg protein) 

 0 h 1 h 2 h 4 h 6 h 12 h 
กรดเออร์โซลิก 

5 M 
8,369.86  

740.82 
9,238.85  

203.27 
7,131.25  

423.26 
7,923.10  

717.23 
7,238.01  

982.64 
5,476.04  
508.06*** 

กรดเออร์โซลิก 
10 M 

6,950.59  
378.59 

7,101.59  
394.49 

6,197.50  
77.30* 

5,461.94  
482.53*** 

5,233.10  
898.77*** 

3,943.85  
944.21*** 

กรดเออร์โซลิก 
20 M 

8,156.59  
344.21 

5,698.88  
562.09** 

3,287.35  
684.73*** 

1,147.11  
312.10*** 

1,876.30  
573.30*** 

1,049.01  
445.25*** 

กรดเออร์โซลิก 
30 M 

5,422.31  
270.51*** 

2,799.22  
445.29*** 

674.76  
158.85*** 

101.68  
36.77*** 

15.15  
12.37*** 

0 

ตวักระตุ้น 
PMA/PHA 

9,551.48  935.90 

ตวัท าละลาย 
DMSO<0.1% 

0 

ท าการทดสอบทัง้หมด 3 ครัง้ จากเซลล์ 3 ชดุ 
*  = มีความแตกตา่งอย่างมีนยัส าคญัทางสถิต ิ(p < 0.05) 
**  = มีความแตกตา่งอย่างมีนยัส าคญัทางสถิต ิ(p < 0.01) 
***  = มีความแตกตา่งอย่างมีนยัส าคญัทางสถิต ิ(p < 0.001) 
เม่ือเปรียบเทียบกบักลุม่ท่ีได้รับตวักระตุ้น PMA/PHA เพียงอยา่งเดียว (Positive control) 
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ตารางท่ี 4: แสดงปริมาณไซโตไคน์ชนิด Tumor necrosis fctor-alpha (TNF-) ของเซลล์ Jurkat 
ท่ีถกูยบัยัง้ด้วยกรดเออร์โซลิกท่ีระดบัความเข้มข้นและระยะเวลาตา่งๆกนั และตรวจสอบด้วยวิธี 
ELISA 

 

Cells 
treatment 

ปริมำณไซโตไคน์ชนิด TNF- (MeanSEM)  
(pg/mg protein) 

 0 h 1 h 2 h 4 h 6 h 12 h 
กรดเออร์โซลิก 

5 M 
631.53  

37.78 

649.79 

70.70 
590.37  

82.96 

561.70 

111.42 
572.23  

44.37 
491.64  

93.68 

กรดเออร์โซลิก 
10 M 

644.50  
55.55 

695.70 

83.16 
584.09  

96.91 
523.63  

78.64 
527.44  

90.40 
453.84  

98.42* 

กรดเออร์โซลิก 
20 M 

857.70 

124.27 

691.40 

71.97 

509.06 

109.34 
403.08  
163.98* 

350.32  
75.74** 

56.84  
27.66*** 

กรดเออร์โซลิก 
30 M 

759.25 

87.82 
642.37  

103.53 
401.72  
144.18** 

169.50  
93.83*** 

69.48  
28.83*** 

0 

ตวักระตุ้น 
PMA/PHA 

938.04  85.03 

ตวัท าละลาย 
DMSO<0.1% 

0 

ท าการทดสอบทัง้หมด 3 ครัง้ จากเซลล์ 3 ชดุ 
*  = มีความแตกตา่งอย่างมีนยัส าคญัทางสถิต ิ(p < 0.05) 
**  = มีความแตกตา่งอย่างมีนยัส าคญัทางสถิต ิ(p < 0.01) 
***  = มีความแตกตา่งอย่างมีนยัส าคญัทางสถิต ิ(p < 0.001) 
เม่ือเปรียบเทียบกบักลุม่ท่ีได้รับตวักระตุ้น PMA/PHA เพียงอยา่งเดียว (Positive control) 
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ตารางท่ี 5: แสดงปริมาณไซโตไคน์ชนิด Interleukin-2 (IL-2) ของเซลล์ Jurkat ท่ีถกูยบัยัง้ด้วย
สารละลาย PD98059 (ERK inhibitor) และสารละลาย SP600125 (JNK inhibitor) ระดบัความ
เข้มข้น 20 M ท่ีระยะเวลาตา่งๆกนั และตรวจสอบด้วยวิธี ELISA 

 

Cells 
treatment 

ปริมำณไซโตไคน์ชนิด Interleukin-2 (MeanSEM)  
(pg/mg protein) 

 0 h 1 h 2 h 4 h 6 h 12 h 
PD98059  

20 M 
1,138.39  

30.35*** 
1,160  
93.28*** 

1,333.63  
117.30*** 

1,189.90  
72.72*** 

1,076.31  
121.84*** 

639.16  
96.76*** 

SP600125  
20 M 

834.03  
147.94*** 

841.74  
177.49*** 

822.77  
216.67*** 

749.88  
134.41*** 

684.51  
152.68*** 

697.66  
165.99*** 

ตวักระตุ้น 
PMA/PHA 

9,551.48  935.90 

ตวัท าละลาย 
DMSO<0.1% 

0 

ท าการทดสอบทัง้หมด 3 ครัง้ จากเซลล์ 3 ชดุ 
***  = มีความแตกตา่งอย่างมีนยัส าคญัทางสถิต ิ(p < 0.001) 
เม่ือเปรียบเทียบกบักลุม่ท่ีได้รับตวักระตุ้น PMA/PHA เพียงอยา่งเดียว (Positive control) 
 

 

 

 

 

 

 



 
 

96 

ตารางท่ี 6: แสดงปริมาณไซโตไคน์ชนิด Tumor necrosis factor-alpha (TNF-) ของเซลล์ 
Jurkat ท่ีถกูยบัยัง้ด้วยสารละลาย PD98059 (ERK inhibitor) และสารละลาย SP600125 (JNK 
inhibitor) ระดบัความเข้มข้น 20 M ท่ีระยะเวลาตา่งๆกนั และตรวจสอบด้วยวิธี ELISA 

 

Cells 
treatment 

ปริมำณไซโตไคน์ชนิด TNF- (MeanSEM)  
(pg/mg protein) 

 0 h 1 h 2 h 4 h 6 h 12 h 
PD98059  

20 M 
427.55  

10.35* 
410.97  

16.97* 
409.58  

50.83* 
340.95  
13.79** 

345.15  
23.69** 

206.31  
11.69*** 

SP600125  
20 M 

168.44  
15.19*** 

141.28  
13.32*** 

103.79  
21.75*** 

79.62  
15.46*** 

48.39  
17.08*** 

23.49  
17.36*** 

ตวักระตุ้น 
PMA/PHA 

938.04  85.03 

ตวัท าละลาย 
DMSO<0.1% 

0 

ท าการทดสอบทัง้หมด 3 ครัง้ จากเซลล์ 3 ชดุ 
*  = มีความแตกตา่งอย่างมีนยัส าคญัทางสถิต ิ(p < 0.05) 
**  = มีความแตกตา่งอย่างมีนยัส าคญัทางสถิต ิ(p < 0.01) 
***  = มีความแตกตา่งอย่างมีนยัส าคญัทางสถิต ิ(p < 0.001) 
เม่ือเปรียบเทียบกบักลุม่ท่ีได้รับตวักระตุ้น PMA/PHA เพียงอยา่งเดียว (Positive control) 
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กรำฟมำตรำฐำนที่ใช้ในกำรค ำนวณ 

กราฟมาตราฐานของ Interleukin-2 วิธี ELISA 

 

 

 

 

 

 

 

 

กราฟมาตราฐานของ Tumor necrosis factor-alpha (TNF-) วิธี ELISA 



 
 

98 

กราฟมาตราฐานของโปรตีน Bovine serum albumin วิธี Bradford method  
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ภำคผนวก ข. 

น ำ้ยำและสำรละลำยท่ีใช้ในกำรทดสอบ 

อาหารเลีย้งเซลล์เพาะเลีย้ง 200 ml 
- RPMI-1640     180 ml 
- Fetal bovine serum    20 ml 

สารละลาย XTT 1mg/ml 
- XTT     5 mg 
- PMS     0.5 mg 
- RPMI-1640     5 ml 

สารละลาย Phosphate buffer saline 10X ปริมาตร 500 ml 
- NaCl     40 g 
- KCl      1 g 
- NaHPO4     5.75 g 
- KH2PO4     1 g 
เตมิน า้ Milli-Q ปรับ pH 7.4 (7.2 - 7.4) แล้วคอ่ยเตมิน า้จนครบ 500 ml 

สารละลาย Laemmli loading buffer 10X ปริมาตร 5 ml 
- 2 M Tris-HCl pH 6.8   0.3 ml 
- Glycerol     2.5 ml 
- 20 % SDS     1 ml 
- -mercaptoethanol    0.5 ml 
- Bromopherol blue    0.01 g 
- Milli-Q water    0.7 ml 

สารละลาย SDS electrophorysis buffer 10X ปริมาตร 1,000 ml 
- Tris-base     30.25 g 
- Glycine     144.1 g 
- SDS     10 g 
เตมิน า้ Milli-Q ปรับ pH 8.8 แล้วคอ่ยเตมิน า้จนครบ 1,000 ml 
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การเตรียม 10 % Separating Gel 
- Milli-Q water    2.66 ml 
- 30 % Acrylamide mix   2.38 ml 
- 1.5 M Tris pH 8.8    1.82 ml 
- 10 % SDS     0.07 ml 
- 10 % APS (ammonium persulfate)* 0.07 ml 
- TEMED*     0.0028 ml 
*เตรียม และใสข่ัน้ตอนสดุท้ายพร้อมกนั เน่ืองจากเป็นตวัท่ีท าให้เจลแข็ง 

การเตรียม 5 % Stacking Gel 
- Milli-Q water    2.1 ml 
- 30 % Acrylamide mix   0.5 ml 
- 0.5 M Tris pH 6.8    0.38 ml 
- 10 % SDS     0.03 ml 
- 10 % APS (ammonium persulfate)* 0.03 ml 
- TEMED*     0.003 ml 
*เตรียม และใสข่ัน้ตอนสดุท้ายพร้อมกนั เน่ืองจากเป็นตวัท่ีท าให้เจลแข็ง 

สารละลาย Transfer buffer 1X ปริมาตร 1,000 ml 
- 25 mM Tris-base    3.03 g 
- 0.2 M Glycine    15.01 g 
- 20 % Methanol    200 ml 
เตมิน า้ Milli-Q ปรับ pH 8.5 แล้วคอ่ยเตมิน า้จนครบ 1,000 ml เก็บท่ี 4 องศาเซลเซียส 

สารละลาย TBS-Tween 20 หรือ TBS-T 1X ปริมาตร 1,000 ml 
- Tris-base pH 7.5    2.42 g 
- NaCl     8 g 
- 0.1 % Tween-20    1 ml 
เตมิน า้ Milli-Q จนครบ 1,000 ml  
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ประวัตผู้ิเขียนวิทยำนิพนธ์ 

 นางสาวนราวลัภ์ แก้วทวี เกิดเม่ือวนัท่ี 1 มิถนุายน พ.ศ.2529 ท่ีจงัหวดักรุงเทพมหานคร 
ส าเร็จการศกึษาระดบัปริญญาวิทยาศาสตรบณัฑิต (เทคนิคการแพทย์) จากคณะสหเวชศาสตร์ 
จฬุาลงกรณ์มหาวิทยาลยั เม่ือปีการศกึษา 2551 และได้เข้าศกึษาตอ่ระดบับณัฑิตศกึษา หลกัสตูร
วิทยาศาสตรมหาบัณฑิต สาขาวิชาวิทยาศาสตร์โลหิตวิทยาคลินิก ภาควิชาจุลทรรศน์ศาสตร์
คลินิก คณะสหเวชศาสตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลยั ในปีการศึกษา 2552 โดยได้รับทนุอดุหนุน
การวิจยั “ทนุ 90 ปี จฬุาลงกรณ์มหาวิทยาลยั” กองทนุรัชดาภิเษกสมโภช รุ่นท่ี 17 ครัง้ท่ี 1/2555 
และทุนค่าลงทะเบียน ทุนอุดหนุนการศึกษาเพ่ือท าหน้าท่ี “ผู้ช่วยสอน” ของคณะสหเวชศาสตร์ 
จฬุาลงกรณ์มหาวิทยาลยั ตลอดระยะเวลาในการศกึษา  
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