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นางสาวเชาวณี  วังช่วย: ฤทธ์ิยับยัง้มะเร็งเม็ดเลือดขาวและต้านการอักเสบของสาร    
ฟลาโวนอลพลคูาว.  (ANTI-LEUKEMIC AND ANTI-INFLAMMATORY ACTIVITIES 
OF  HOUTTUYNIA CORDATA THUNB’S FLAVONOLS) อ.ท่ีปรึกษาวิทยานิพนธ์หลกั: 
 อ.ดร. สพุนัธิตรา ชาญประเสริฐ, 144 หน้า.  

 พลคูาวเป็นพืชพืน้ถ่ินท่ีมีมากในภาคเหนือของไทย มีฤทธ์ิทางชีวภาพท่ีหลากหลายรวมทัง้
ฤทธ์ิในการต้านมะเร็งและต้านการอกัเสบ  สารออกฤทธ์ิท่ีพบในพลคูาวมีหลายชนิด เช่น     ฟลาโว
นอยด์ น า้มนัหอมระเหย และอลัคาลอยด์  ฟลาโวนอยด์ในกลุ่มย่อยฟลาโวนอลท่ีพบได้ในพลคูาว 
คือ รูติน เคอร์เซติน ไอโซเคอร์เซติน และไฮเปอร์ริน แม้ว่าฟลาโวนอยด์มีสมบตัิเป็นประโยชน์ท่ี
หลากหลายแตพ่บวา่มีการศกึษาถึง รูตนิ และไอโซเคอร์เซติน คอ่นข้างน้อย ดงันัน้การวิจยัครัง้นีไ้ด้
ท าการศกึษาฤทธ์ิทางชีวภาพของสารสกดัพลคูาว เคอร์เซตนิ ไอโซเคอร์เซตนิและรูติน ในการยบัยัง้
มะเร็งเม็ดเลือดขาวและต้านการอักเสบ ผลการทดลองพบว่าสารสกัดพลูคาว เคอร์เซติน ไอโซ
เคอร์เซตนิ และรูตนิ สามารถยบัยัง้การเจริญเตบิโตของเซลล์มะเร็งเม็ดเลือดขาวเพาะเลีย้ง Jurkat, 
K562 และ U937 โดยวิธี XTT assay มีคา่ IC50 อยู่ระหว่าง 404.89-456.17 µg/ml ในสารสกดั
พลคูาว และ 61.48-114.16 µg/ml ในสารฟลาโวนอล จากผลการทดสอบ microscopic analysis 
พบรูปแบบการหดแฟบของเย่ือหุ้มเซลล์ (blebbing pattern) ของการเกิดอะโพโทซิสภายหลงัการ
บม่เซลล์ด้วยเคอร์เซตนิ ไอโซเคอร์เซตินท่ีความเข้มข้น 50 ไมโครกรัมตอ่มิลลิลิตร สารสกดัพลคูาว
ท่ีความเข้มข้น 250 และ 300 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตรเป็นเวลา 48 ชัว่โมง นอกจากนีส้ารสกัด
พลูคาว เคอร์เซติน ไอโซเคอร์เซติน และ รูติน สามารถชกัน าให้เกิดการตายแบบอะโพโทซิสภาย
หลังการบ่มเซลล์ท่ีเวลา12 และ 24 ชั่วโมง และวิเคราะห์ด้วยเคร่ืองโฟลไซโตมิเตอร์ เม่ือ
ท าการศกึษาไซโตไคน์ท่ีเก่ียวข้องพบว่า สารสกดัพลคูาวและสารฟลาโวนอล โดยเฉพาะสารเคอร์เซ
ติน และไอโซเคอร์เซติน ให้ผลในการลดปริมาณการหลัง่ของไซโตไคน์ท่ีมีบทบาทในกระบวนการ

สร้างเซลล์เม็ดเลือด (IL-2) และกระบวนการอกัเสบ (IL-6, IL-8, IFN-- และ TNF-)ลดลงอย่าง
ชัดเจน จากการวิจัยในครัง้นีชี้ใ้ห้เห็นว่า พลูคาวมีฤทธ์ิยับยัง้การเจริญและต้านการอักเสบของ
เซลล์มะเร็งเม็ดเลือดขาว แตอ่ยา่งไรก็ตามควรมีการศกึษาทางด้านกลไกระดบัโมเลกลุเพิ่มเตมิ 
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 Houttuynia cordata Thunb. (H.cordata), which is local plant in Northern 

Thailand, has a wide range of biological activities including anti-cancer and anti-
inflammatory activities.  It consists of several components such as flavonoids, volatile 
oils and alkaloids.  Major representatives of flavonol subgroup of flavonoids found in 
H.cordata are rutin, quercetin, quercitrin, isoquercitrin and hyperin.  Despite the fact that 
flavonoids show various beneficial properties, there are few studies involving 
isoquercetin and rutin.  In this study we aimed to investigate whether H.cordata extract, 
quercetin, isoquercetin and rutin possess anti-leukemic effects through an apoptotic 
pathway in Jurkat, K562 and U937 human leukemic cell lines. Using the XTT assay we 
found that  H.cordata extract, isoquercetin and rutin inhibited growth of all leukemic cell 
lines.  In microscopic analysis, blebbing pattern of cell apoptosis was found in cells 
treated with quercetin, isoquercetin (50 µg/ml) and H.cordata extract (250 and 300 
µg/ml) at 48 h.  Furthermore, H.cordata extract, quercetin, isoquercetin and rutin 
induced a significant increase in leukemic cell lines death through apoptosis after 
incubation at 12 and 24 h and analyzed by flow cytometry.  Our cytokines study found 
that H.cordata extract and flavonols especially quercetin and isoquercetin substantially 

reduced the hematopoietic (IL-2) and inflammatory cytokines (IL-6, IL-8, IFN-- and 

TNF-). In conclusion, our finding highlight the fact that H.cordata has anti-leukemic 
and anti-inflammatory activities but certainly much more molecular mechanism research 
is needed.  
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บทที่ 1 

บทน า 

ความเป็นมาและความส าคัญของปัญหา 

 มะเร็งเกิดจากเซลล์ผิดปกติเพียงหนึ่งเซลล์ (Single cell) ท่ีภายในเซลล์เกิดมีความ

ผิดปกติของโครโมโซมหรือสารพนัธุกรรมท าให้เซลล์นัน้แบ่งตวัอย่างควบคมุไม่ได้จนเกิดเป็นกลุ่ม

เซลล์ (Clone) ท่ีผิดปกติตามมา [1]    ส่วนโรคมะเร็งเม็ดเลือดขาว (Leukemia) นัน้จดัเป็นมะเร็ง

ระบบโลหิต (Hematologic malignancy) ท่ีมีความส าคญัเน่ืองจากพบได้บอ่ยและเป็นสาเหตกุาร

เสียชีวิตท่ีส าคญัของคนไทย  เน่ืองจากเป็นโรคท่ีพบได้ในประชากรทกุเพศ   ทกุวยัเช่นเดียวกบัใน

หลายประเทศทัว่โลก [2]  มะเร็งเม็ดเลือดขาวมีหลากหลายชนิดและการวินิจฉัยก็มีความซบัซ้อน  

ดงันัน้วิธีการรักษาจึงแตกต่างกันไปตามชนิดของมะเร็งเม็ดเลือดขาวนัน้ๆ [3]  ในปัจจุบนัการ

รักษาโดยทัว่ไปจะใช้การรักษาโดยการใช้ยาเคมีบ าบดั (Chemotherapy) เป็นหลกัเน่ืองจากเป็นวิธี

ท่ีได้ผลดีท่ีสุด  นอกจากนีอ้าจใช้วิธีรังสีรักษา (Radiotherapy) ร่วมกับการใช้ยาเคมีบ าบดัเพ่ือ

เสริมการรักษา หรืออาจใช้วิธีการปลกูถ่ายไขกระดกู (Bone marrow transplantation) หรือการ

ใช้สเต็มเซลล์ (Stem cell therapy) เพ่ือให้ผู้ ป่วยมีโอกาสหายขาดมากขึน้และป้องกนัการกลบัมา

เป็นใหม่ (Relapse) ทัง้นีข้ึน้อยู่กับชนิดของมะเร็งเม็ดเลือดขาว การตอบสนองต่อการรักษา และ

อายขุองผู้ ป่วย [4-7]  และสืบเน่ืองจากปัจจบุนัผู้ ป่วยโรคมะเร็งเม็ดเลือดขาวมีจ านวนเพิ่มขึน้อย่าง

ตอ่เน่ือง การรักษาด้วยยาเคมีบ าบดัซึ่งเป็นวิธีหลกันัน้ต้องใช้ยาน าเข้าจากตา่งประเทศมีราคาแพง

อาจท าให้ผู้ ป่วยไมไ่ด้รับการรักษาอยา่งทัว่ถึง ในวิธีการรักษาด้วยวิธีการตา่งๆท่ีกล่าวมาข้างต้นนัน้

ล้วนแตมี่ผลข้างเคียงตอ่ผู้ ป่วย เช่น ในการรักษาด้วยวิธีใช้ยาเคมีบ าบดัอาจท าให้เกิดมะเร็งขึน้ได้

ภายหลงัจากโรคสงบและหยดุการใช้ยา ส่วนวิธีรังสีรักษานัน้เน่ืองจากโรคมะเร็งเม็ดเลือดขาวจะมี

การแพร่กระจายทัว่ไปในกระแสเลือดการใช้วิธีรังษีรักษาจึงไม่เหมาะสมนกัเน่ืองจากไม่สามารถ

ฉายรังสีไปทัว่ร่างกายได้ [6]  ฉะนัน้ปัจจบุนัวิธีรังสีรักษานีม้กัใช้กบัมะเร็งเม็ดเลือดตอ่มน า้เหลือง 

(Lymphoma) ส่วนวิธีการปลกูถ่ายไขกระดกูหรือการรักษาโดยการใช้สเต็มเซลล์นัน้มีขัน้ตอนการ

ท าท่ียุ่งยากซับซ้อนต้องใช้ไขกระดูกท่ีเข้ากันได้กับผู้ ป่วย มีโอกาสเกิดโรคแทรกซ้อนสูงและมี
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คา่ใช้จา่ยในการรักษาสงูมาก จึงท าให้การรักษาทางเลือกได้แก่การใช้สมนุไพรเป็นท่ีนิยมกนัอย่าง

แพร่หลายเน่ืองจากเป็นพืชท่ีหาได้ง่าย  ราคาไมแ่พง  และมีผลข้างเคียงน้อยเม่ือเทียบกบัการใช้ยา

เคมีบ าบดั [7, 8]   จากการศกึษาก่อนหน้านีพ้บว่า  พลคูาวซึ่งเป็นพืชสมนุไพรพืน้ถ่ินท่ีมีมากใน

ภาคเหนือของไทยมีฤทธ์ิทางชีวภาพท่ีหลากหลาย ซึง่ฤทธ์ิทางชีวภาพของพลคูาวนัน้ขึน้อยู่กบัชนิด

และวิธีการสกดั การสกดัพลคูาวด้วยน า้จะได้สารจ าพวก  Volatile oil,  Alkaloid บางชนิดและมี

สารฟลาโวนอยด์ออกมามากซึ่งสารสกัดเหล่านีมี้ฤทธ์ิในการต้านการติดเชือ้ [9-11] ต้านการ

อกัเสบ [12, 13]   ต้านมะเร็งล าไส้และมะเร็งปอด [14, 15]   Chang และคณะพบว่าสารสกัด

พลคูาวด้วยน า้มีฤทธ์ิแสดงความเป็นพิษกับเซลล์มะเร็งเพาะเลีย้ง 5 ชนิดคือ U937, K562, Raji, 

P3HR1 และ L1210 [16]    สิงห์ค า ธิมาและคณะพบว่าสารสกดัพลคูาวมีฤทธ์ิแสดงความเป็นพิษ

กับเซลล์มะเร็งเพาะเลีย้งชนิด HL-60 และ U937 ในขณะท่ีไม่พบความเป็นพิษกับเซลล์ปกต ิ

(PBMCs)[17]  นอกจากนีบุ้ษราวรรณ ศรีวรรธนะและคณะพบว่า สารสกดัพลูด้วยน า้สามารถ

กระตุ้นการแบง่ตวัของเซลล์ลิมโฟซยัท์เพิ่มขึน้ (Lymphocyte proliferation)[18]  และมีรายงานว่า

เม่ือท าการสกดัด้วยตวัท าละลายท่ีมีขัว้สงู  เช่น acetone methanol  ethanol จะท าให้ได้ปริมาณ

สารท่ีสกดัสงูขึน้โดยสารสกดัเหล่านีจ้ะมีฤทธ์ิทางชีวภาพท่ีหลากหลายกว่าวิธีการสกดัด้วยน า้[19-

20]     

 ดงันัน้คณะผู้วิจยัจงึได้ท าการศกึษาสารสกดัจากพลคูาวด้วยแอลกอฮอล์ 95%  ในการ

ยบัยัง้มะเร็งเม็ดเลือดขาวและต้านการอกัเสบโดยท าการศกึษาการเกิดการตายแบบอะโพโทซิส

และการวดัปริมาณไซโตไคน์ในเซลล์มะเร็งเม็ดเลือดขาวเพาะเลีย้ง  
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วัตถุประสงค์ของงานวิจัย 

 1. เพ่ือทดสอบหาฤทธ์ิทางชีวภาพของสารสกดัหยาบจากพลคูาวด้วยแอลกอฮอล์ 95% 

และสารออกฤทธ์ิเคอร์เซติน, ไอโซเคอร์เซติน และ รูติน ในการต้านเซลล์มะเร็งเม็ดเลือดขาว

เพาะเลีย้ง Jurkat, K562 และ U937 

 2. เพ่ือทดสอบหาฤทธ์ิทางชีวภาพของสารสกดัหยาบจากพลคูาวด้วยแอลกอฮอล์ 95% 

และสารออกฤทธ์ิเคอร์เซติน, ไอโซเคอร์เซติน และ รูติน ในการชักน าให้เกิดการตายของเซลล์

แบบอะโพโทซิส (apoptosis)  

 3. เพ่ือศกึษาฤทธ์ิของสารสกดัหยาบจากพลคูาวด้วยแอลกอฮอล์ 95% และสารออก

ฤทธ์ิเคอร์เซตนิ, ไอโซเคอร์เซตนิ และ รูตนิ ในการต้านการอกัเสบโดยการตรวจวดัปริมาณไซโตไคน์ 

IL-2, IL-4, IL-6, IL-8, IL-10, GM-CSF, IFN- และ TNF-   

 

ขอบเขตของงานวิจัย 

งานวิจยันีท้ าการศกึษาฤทธ์ิของสารสกดัหยาบจากพลคูาวด้วยแอลกอฮอล์ 95% และ

สารฟลาโวนอล 3 ชนิด คือ เคอร์เซติน ไอโซเคอร์เซติน และรูติน ในการยบัยัง้การเจริญเติบโตของ

เซลล์มะเร็งเม็ดเลือดขาวเพาะเลีย้งโดยประเมินจากการวดัปริมาณการลดลงของเซลล์มะเร็งเม็ด

เลือดขาวเพาะเลีย้งด้วยวิธี XTT assay และ วิธี microscopic analysis และฤทธ์ิต้านการอกัเสบ 

โดยประเมินจากการยบัยัง้การหลัง่ไซโตไคน์ IL-2, IL-4, IL-6, IL-8, IL-10, GM-CSF, IFN- และ 

TNF- ของเซลล์มะเร็งเม็ดเลือดขาวเพาะเลีย้ง และศึกษาการชักน าให้เกิดอะโพโทซิสของ

เซลล์มะเร็งเม็ดเลือดขาวโดยท าการตรวจสอบปริมาณ Phosphatidylserine (PS) บนผิว

เซลล์มะเร็งเม็ดเลือดขาวด้วยเคร่ืองโฟลไซโตมิเตอร์ในเซลล์มะเร็งเม็ดเลือดขาวเพาะเ ลีย้ง 3 ชนิด

คือ Jurkat, K562 และ U937 ซึง่เป็นการศกึษาในลกัษณะ In vitro model 
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ข้อจ ากัดของการวิจัย 

1. ผลของสารสกัดหยาบจากพลูคาวด้วยแอลกอฮอล์ 95%   ท่ีได้จากการท าการวิจยัใน

ครัง้นีเ้ป็นผลท่ีได้จากพลคูาวท่ีท าการเก็บ ณ ช่วงเวลาและสถานท่ีเดียวซึ่งอาจท าให้ปริมาณของ

สารสกดัท่ีได้อาจแตกตา่งกนัไปจากการศกึษาก่อนหน้านี ้

2. การศกึษาครัง้นีเ้ป็นการศกึษาในเซลล์มะเร็งเม็ดเลือดขาวเพาะเลีย้ง (In vitro model) 

ควรมีการศกึษาเพิ่มเตมิในสตัว์ทดลอง (In vivo model)   

ประโยชน์ที่คาดว่าจะได้รับ 

1. ทราบถึงบทบาทของพลคูาวในการยบัยัง้และต้านการอกัเสบของเซลล์มะเร็งเม็ด

เลือดขาว 

2.  สามารถน าพลคูาวไปร่วมใช้ในการรักษามะเร็งเม็ดเลือดขาว 

3. องค์ความรู้ใหมเ่พ่ือการพฒันายาในการรักษาโรคมะเร็งเม็ดเลือดขาวและเป็นการ

เพิ่มมลูคา่ของพืชสมนุไพรไทยท่ีสามารถน าไปตอ่ยอดการวิจยัในอนาคต 
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บทที่ 2 

เอกสารและงานวิจัยที่เกี่ยวข้อง 

เอกสารและงานวิจัยท่ีเก่ียวข้อง 

โรคมะเร็งเม็ดเลือดขาว [21, 22] 

โรคมะเร็งเม็ดเลือดขาว  (Leukemia)  เป็นโรคมะเร็งของระบบโลหิตท่ีเกิดขึน้จากความ

ผิดปกตขิองการสร้างและกลไกท่ีเก่ียวข้องกบักระบวนการสร้างเม็ดเลือดซึง่จดัเป็นกลุ่มอาการท่ีมี

การสร้างหรือเพิ่มจ านวนของเซลล์เม็ดเลือดตวัออ่น  (blast cells)   หรือเซลล์เม็ดเลือดขาวตวัแก่ 

(mature leukocytes) มากผิดปกต ิ โดยสามารถเกิดได้ทัง้ในไขกระดกู  (bone marrow)  และใน

กระแสโลหิต (blood circulation) 

การแบ่งชนิดของมะเร็งเม็ดเลือดขาว [21-24]  

การแบง่ชนิดของมะเร็งเม็ดเลือดขาวสามารถแบง่ได้หลายแบบ กลา่วคือ  

1. แบง่ตามประวตัขิองผู้ ป่วยสามารถแบง่ได้เป็น 

1.1 De novo leukemia คือเป็นมะเร็งเม็ดเลือดขาวท่ีพบขึน้ใหมไ่มไ่ด้เกิดจากการรักษา

หรือเกิดขึน้ตามหลงัโรคหรือภาวะของโรคใดโรคหนึง่ 

1.2 Secondary leukemia คือเป็นมะเร็งเม็ดเลือดขาวท่ีเกิดขึน้ตามหลงัการรักษาโรคใน

อดีตหรือเกิดตามหลงัโรคหรือภาวะของโรคใดโรคหนึง่อย่างชดัเจน เชน่ตามหลงัการได้รับการฉาย

รังสีหรือได้รับยาเคมีบ าบดัจากการรักษาโรคอ่ืนๆ 

2. แบง่ตามระยะเวลาท่ีผู้ ป่วยเร่ิมมีอาการทางคลินิกและการด าเนินของโรคสามารถแบ่งได้เป็น 

2.1 มะเร็งเม็ดเลือดขาวชนิดเฉียบพลนั (Acute leukemia) โดยมะเร็งเม็ดเลือดขาวชนิดนี ้

อาการจะเกิดขึน้อย่างรวดเร็วและคอ่นข้างรุนแรง 
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2.2 มะเร็งเม็ดเลือดขาวชนิดเรือ้รัง (Chronic leukemia) โดยจะมีอาการแบบคอ่ยเป็นคอ่ย

ไปไมรุ่นแรงมากนกั ผู้ ป่วยบางรายอาจไมมี่อาการทางคลินิกใดๆเลยเม่ือแรกเร่ิมวินิจฉัย 

3. แบง่โดยอาศยัหลกัเกณฑ์ของสายการเจริญเติบโตของเซลล์ (cell lineage) หรือตามเซลล์ต้นตอ 

(Cell of origin) ซึง่จะท าให้สามารถแบง่มะเร็งเม็ดเลือดขาวออกได้เป็นสองกลุม่คือ  

3.1 Myelocytic leukemia  คือ   มีการพบเซลล์ท่ีผิดปกติในสายมยัอีลอยด์  (myeloid 

lineage) ได้แก่  นิวโทรฟิล (neutrophils), อีโอซิโนฟิล (eosinophils)  และเบโซฟิล (basophils) 

เพิ่มมากขึน้ในกระแสเลือดหรือในไขกระดกู 

3.2 Lymphocytic  leukemia  คือ  มีการพบท่ีเซลล์ผิดปกตใินสายลิมฟอยด์  (lymphoid 

lineage) ได้แก่ ลิมโฟไซท์ (lymphocytes) และพลาสมาเซลล์ (plasma cells) เป็นจ านวนมากใน

กระแสเลือดหรือในไขกระดกู 

ในปัจจบุนัถึงแม้จะมีเกณฑ์การแบง่ตาม   WHO  classification   2008   (ซึง่จะกลา่วใน

รายละเอียดตอ่ไป) แตพ่บวา่ในทางคลินิกยงัคงนิยมแบง่ชนิดของมะเร็งเม็ดเลือดขาวโดยอาศยัทัง้

หลกัเกณฑ์ตามระยะเวลาท่ีผู้ ป่วยเร่ิมมีอาการทางคลินิกและการด าเนินของโรคควบคูก่บัสายการ

เจริญเตบิโตของเซลล์(cell lineage) มาจดัจ าแนกประเภทของมะเร็งเม็ดเลือดขาว ซึง่สามารถแบง่

ได้เป็น 4 กลุม่ใหญ่ ดงันี ้ 

- Acute lymphoblastic leukemia (ALL) 

- Acute myeloblastic leukemia (AML) 

- Chronic lymphocytic leukemia (CLL) 

- Chronic myelocytic leukemia (CML) 

Acute lymphoblastic leukemia (ALL) [24, 25] 

Acute lymphoblastic leukemia (ALL) เป็นโรคมะเร็งเม็ดเลือดขาวแบบเฉียบพลนัท่ีมีต้น

ก าเนิดมาจากสายลิมฟอยด์ (Lymphoid precursor ของ B หรือ T lymphocyte) ซึ่งเซลล์เหล่านี ้

เกิดการเปล่ียนแปลงใน oncogene หรือ tumor suppressor gene ท า ให้มีการเจริญเติบโตท่ี
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ผิดปกติและไปเบียดเซลล์ปกติอ่ืนๆในไขกระดกู หรือแทรกเข้าไปในอวยัวะอ่ืนซึ่งก่อให้เกิดพยาธิ

สภาพและอาการต่างๆ โรคมะเร็งเม็ดเลือดขาวชนิดนีม้กัพบในเด็กอายุระหว่าง 2-10 ปี ส าหรับ

การแบง่ชนิดยอ่ยของ ALL (subclass) สามารถจดัแบง่ได้ 2 วิธี ดงันีคื้อ 

1) แบง่ตามข้อตกลงของนกัโลหิตวิทยาจากฝร่ังเศส อเมริกา และองักฤษ  (French-American-

British;FAB classification) ซึง่จะจดัแบง่ตามลกัษณะรูปร่างของเซลล์มะเร็งชนิด lymphoblast ท่ี

ตรวจพบในไขกระดกูหรือในกระแสเลือดจากแผ่นสเมียร์เลือด[25] ซึ่งสามารถแบง่ได้เป็น 3 ชนิด

คือ 

L1 จะพบ lymphoblast มีขนาดเซลล์เล็กเท่าๆกนัเส้นผ่าศนูย์กลางของเซลล์น้อยกว่าหรือ

เทา่กบั mature lymphocyte ปกต ินิวเคลียสคอ่นข้างกลมแตเ่ห็น nucleoli ได้ไมช่ดั cytoplasm มี

ปริมาณน้อยและย้อมติดสี basophilic น้อยกวา่ ALL ชนิดอ่ืน  ALL-L1 นีจ้ะพบในเด็กมากกว่าใน

ผู้ใหญ่ และพบมากท่ีสดุประมาณร้อยละ 71 ของ ALL ทัง้หมด 

L2 จะพบ lymphoblast ท่ีมีขนาดใหญ่ขึน้ การกระจายตวัของขนาดของเซลล์จะไม่เท่ากนั

ทุกเซลล์ เซลล์ท่ีมีขนาดใหญ่อาจพบเส้นผ่าศูนย์กลางของเซลล์ใหญ่เป็น 2 เท่าของ  mature 

lymphocyte ปกติ เห็น nucleoli ได้ชดัเจน(1-2 อนั)แตน่ิวเคลียสมกัไม่กลม cytoplasm มีปริมาณ

มากและย้อมติดสี basophilic มาก  ALL-L2 นีพ้บมากรองลงมาคือประมาณร้อยละ 27 ของ ALL 

ทัง้หมดและมกัพบในผู้ใหญ่มากกวา่ในเดก็ 

L3 จะพบ lymphoblast ท่ีมีขนาดเซลล์คอ่นข้างใหญ่ มกัพบ vacuole ทัง้ใน cytoplasm 

และนิวเคลียส สามารถพบ nucleoli ได้ชดัเจน (3-5 อนั) มีปริมาณ cytoplasm มากและย้อมติดสี 

basophilic มาก และเน่ืองมาจากลกัษณะของเซลล์ใน  subclass นีจ้ะมีลกัษณะท่ีคล้ายกบัเซลล์

ท่ีพบในผู้ ป่วย Burkitt’s lymphoma จงึมกัเรียก ALL ชนิดนีว้า่ Burkitt’s type   

2) แบง่ชนิดตามลกัษณะจ าเพาะท่ีพบบนผิวเซลล์ (membrane surface marker) ซึง่สามารถแบง่

ได้เป็น 4 ชนิดคือ  
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T-cell ALL พบลกัษณะ membrane surface marker คือ E-rosette โดยมีอบุตักิารณ์ของ 

T-cell ALL นีป้ระมาณร้อยละ12-30 ของผู้ ป่วย ALL ทัง้หมดและมกัพบความสมัพนัธ์กบั FAB 

classification คือมกัจะพบรูปร่างแบบ L1 และ L2 

B-cell ALL พบลกัษณะ membrane surface marker คือ surface immunoglobulin 

(Slg), complement receptor (C'R), Fc receptor (FcR) และ EAC-rosette โดยพบอบุตัิการณ์

ของ B-cell ALL ประมาณร้อยละ12-30 ของผู้ ป่วย ALL ทัง้หมด และมกัพบความสมัพนัธ์กบั FAB 

classification คือมกัจะพบรูปร่างแบบ L3 เป็นสว่นใหญ่ 

Null-cell ALL เป็นเซลล์ท่ีไม่พบการแสดงออกของ membrane surface marker ของทัง้ 

T-cell และ B-cell แตเ่ป็นเซลล์ท่ีมีต้นก าเนิดมาจาก lymphoid stem cell โดยมีอบุตัิการณ์ของ 

Null-cell ALL สงูถึงร้อยละประมาณ 70-80 

Mix T-cell and B-cell ALL คือเป็นเซลล์ท่ีพบการแสดงออกของ membrane surface 

marker ของทัง้ T-cell และ B-cell อยูป่ะปนกนั พบมีอบุตักิารณ์ได้น้อยมาก [26] 

 

รูปท่ี 1 แสดงลกัษณะของมะเร็งเม็ดเลือดขาวชนิด ALL [27] 

Acute myeloblastic leukemia (AML) [24, 28]  

Acute myeloblastic leukemia (AML) เป็นโรคมะเร็งเม็ดเลือดขาวแบบเฉียบพลนัท่ีมีต้น

ก าเนิดมาจาก Hematopoietic stem and progenitor cells ท าให้เซลล์ตวัออ่นในสายมยัอีลอยด์ 

(myeloid lineage) ไมส่ามารถเจริญเติบโตไปเป็นเซลล์ตวัแก่แตก่ลบัมีการแบง่ตวัเพิ่มมากขึน้จน
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ท าให้ในไขกระดกูมีจ านวนของเซลล์ตวัออ่นเพิ่มมากขึน้จนไปรบกวนการสร้างเซลล์ปกตนิอกจากนี ้

ตวัเซลล์มะเร็งเม็ดเลือดขาวเหลา่นีอ้าจแพร่กระจายไปยงัเนือ้เย่ือในสว่นตา่งๆของร่างกายได้ความ

ผิดปกตท่ีิเร่ิมต้นขึน้จากเซลล์ท่ีผิดปกตเิพียงเซลล์เดียว  (Single cell)  นีจ้ดัเป็น  clonal malignant 

disease  ซึง่อาจเกิดขึน้ท่ีระดบั  multipotent progenitor cells (common myeloid progenitors) 

จงึท าให้เกิดความผิดปกตไิด้ในทัง้สายของเม็ดเลือดขาวในสายมยัอีลอยด์ ลิมฟอยด์ เม็ดเลือดแดง 

และเกล็ดเลือด   และเน่ืองจากเซลล์ต้นก าเนิดของ  AML มีคณุสมบตัท่ีิจะปล่ียนแปลงไปเป็นเซลล์

ได้หลายประเภทจงึท าให้ผู้ ป่วยในแตล่ะรายจะตรวจพบความผิดปกติทัง้ในไขกระดกูและในกระแส

เลือดได้แตกตา่งกนั    เม่ือใช้เกณฑ์การแบง่ชนิดของ  AML ตาม FAB classification [25]ซึง่อาศยั

การแบง่ชนิดโดยอาศยัรูปร่าง (cell  morphology)  ลกัษณะการติดสีเม่ือย้อมสีพิเศษ 

(Cytochemistry staining)  จะสามารถแบง่ชนิดของ AML ได้เป็น 8 กลุม่ ดงันีคื้อ 

Acute myeloblastic leukemia without maturation (M0) ผู้ ป่วยซึง่จดัวา่เป็น AML โดย

จะพบวา่ในไขกระดกูของผู้ ป่วยเหลา่นีมี้  blast cells  มากกวา่ร้อยละ 90  ซึง่ blast cells เหลา่นี ้

เม่ือทดสอบทาง  cytochemistry  พบวา่จะมีการติดสีท่ีให้ผลบวกกบั myeloperoxidase  (MPO) 

หรือ Sudan black B น้อยกวา่ร้อยละ 3  ส าหรับอบุตักิารณ์ของของ M0 พบวา่มีประมาณร้อยละ 

3-5 ของกลุม่ AML ทัง้หมด  

Acute myeloblastic leukemia with minimal maturation (M1) เป็นผู้ ป่วยซึ่งจดั AML 

โดยพบว่าในไขกระดกูของผู้ ป่วยเหล่านีมี้ blast cells มากกว่าร้อยละ 90 และมี promyelocyte 

น้อยกว่าร้อยละ 10  ซึ่ง blast cells เหล่านีถ้ึงแม้จะมี granule น้อยแตพ่บว่าเม่ือทดสอบโดยการ

ย้อมพิเศษทาง cytochemistry พบวา่จะมีการตดิสีท่ีให้ผลบวกกบั myeloperoxidase (MPO) หรือ 

Sudan black B มากกว่าร้อยละ 3  ส าหรับอบุตัิการณ์ของของ M1 พบว่ามีประมาณร้อยละ 15-

20 ของกลุม่ AML ทัง้หมด  

Acute myeloblastic leukemia with maturation (M2) เป็นผู้ ป่วยซึ่งจดั AML โดยพบว่า

ในไขกระดกูของผู้ ป่วยเหล่านีมี้ myeloblast ประมาณร้อยละ 30-89 และมี promyelocyte อยู่

มากกว่าร้อยละ 10 และมี monocytic component น้อยกว่าร้อยละ 20 ของ nonerythroid cells 
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ทัง้หมด   M2 เป็นกลุ่มเซลล์ท่ีมี primary (azurophilic) granule เป็นจ านวนมากดงันัน้จึงให้ผล

บวกกบั myeloperoxidase (MPO), Sudan black B และ Specific esterase อบุตัิการณ์ของของ 

M2 พบวา่มีประมาณร้อยละ 25-30 ของกลุม่ AML ทัง้หมด  

Acute promyelocytic leukemia (APL;M3) เซลล์ส่วนใหญ่ท่ีพบในไขกระดกูจะเป็น 

immature myeloid cell ซึ่งมกัพบเป็น abnormal hypergranular promyelocyte โดยมกัจะพบ 

Auer rod ประสานกนัเป็นร่างแหท่ีเรียกว่า faggots และเม่ืออาศยัการมี granule ใน cytoplasm 

ท าให้แบ่ง M3 ได้เป็น 2 กลุ่ม คือ กลุ่ม hypergranular (M3) ซึ่งจะเป็น promyelocyte ท่ีมี 

granule มากและอีกกลุ่มคือ M3 variant (M3V) เป็น promyelocyte ท่ีมี granule น้อยและ

ลกัษณะของ granule จะมีขนาดเล็กละเอียดกระจายใน cytoplasm (dust-like) ส าหรับ nucleus 

ของ M3 ทัง้สองกลุ่มนีมี้รูปร่างคล้ายกบั nucleus ของ monoblast คือมีลกัษณะคล้ายรูปไตหรือ

แบง่ออกเป็น 2 lobes ซึ่งอาจท าให้วินิจฉัยผิดพลาดเป็น M5 จึงต้องอาศยัเทคนิคการย้อมพิเศษ

ทาง cytochemistry โดย M3 จะให้ผลบวกกบัการทดสอบด้วย myeloperoxidase, Sudan black 

B และ Specific esterase ส าหรับอบุตัิการณ์ของของ M3 พบว่ามีประมาณร้อยละ 10 ของกลุ่ม 

AML ทัง้หมด  

Acute myelomonoblastic leukemia (AMMol;M4) เซลล์ส่วนใหญ่ท่ีพบในไขกระดกูจะ

เป็น granulocytic components (myeloblast ถึง polymorphonuclear cells) ประมาณร้อยละ 

30-80 และพบ monocytic component (monoblast, promonocyte, monocyte) มากกว่าร้อย

ละ 20 promonocyte ใน M4 อาจมี granules จ านวนมากอาจท าให้วินิจฉัยผิดพลาดเป็น 

promyelocyte จึงต้องอาศยัเทคนิคการย้อมพิเศษทาง cytochemistry โดย M4 จะให้ผลบวกกบั

การทดสอบด้วย Dual esterase stain โดย myeloblast จะให้ผลบวกกบั Specific esterase และ 

monoblast จะให้ผลบวกกบั Nonspecific esterase ซึ่งผลบวกของ nonspecific esterase ใน 

monocytic cellsนีจ้ะสามารถถูก inhibit โดย NaF  ส าหรับอุบตัิการณ์ของของ M4 พบว่ามี

ประมาณร้อยละ 20-30 ของกลุ่ม AML ทัง้หมด นอกจากบางครัง้นีย้งัมี M4 มีลกัษณะเป็น Acute 

myelomonoblastic leukemia with eosinophilia (M4eo) หรือ Acute myelomonoblastic 

leukemia with basophilic maturation (M4baso) โดยพบว่า M4eo จะมีลกัษณะเหมือน M4 ท่ี
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กล่าวมาข้างต้นแล้วยงัพบว่ามีภาวะ  Eosinophlilia ร่วมด้วย (โดยมีจ านวนมากกว่าหรือเท่ากับ

ร้อยละ 5)  ส่วน M4baso นัน้รูปร่างของเซลล์เช่นเดียวกบั M4 ท่ีกล่าวมาข้างต้นแล้วยงัพบว่ามี 

basophilic maturation ร่วมด้วย   

Acute monoblastic leukemia  (AMoL;M5) เซลล์สว่นใหญ่ท่ีพบในไขกระดกูของผู้ ป่วย

จะเป็น  blast cells  มากกว่าร้อยละ 30 และมากกวา่หรือเทา่กบัร้อยละ 80 เป็นเซลล์ monocytic 

components ในขณะท่ีพบ granulocytic components น้อยกวา่ร้อยละ 20 monoblast ของ M5 

มกัเป็นเซลล์ท่ีมีขนาดใหญ่มี cytoplasm มาก  มี vacuoles และมี azurophilic granules ละเอียด

กระจายอยูท่ัว่ไป ใน cytoplasm การทดสอบโดยการย้อมพิเศษทาง cytochemistry จะให้ผลบวก

กบั Nonspecific esterase (NSE)  เม่ืออาศยัการเกิด differentiation ของ monocytic cells ท าให้

สามารถแบง่ M5 ออกเป็น 2 ประเภทคือ M5a และ M5b กลา่วคือ acute monoblastic leukemia 

without  maturation (M5a)  นัน้จะพบ monoblast  มากกวา่หรือเทา่กบัร้อยละ 80   ซึง่จะพบการ 

differentiation ไปเป็นเซลล์ promonocyte และ monocyte ได้น้อยมาก     สว่น M5b  หรือ acute 

monoblastic leukemia  with  maturation  จะพบ  monoblast  ได้น้อยกว่าร้อยละ 80  และมีการ 

differentiation ไปเป็น promonocyte และ monocyte มากกวา่ M5a   ส าหรับอบุตัิการณ์ของ M5 

พบมีประมาณร้อยละ 10 ของ AML ทัง้หมด   โดยพบเป็น M5a ประมาณร้อยละ 4  และพบ  M5b 

ประมาณร้อยละ 6    

Acute erythroblastic leukemia (M6) เซลล์สว่นใหญ่ท่ีพบในไขกระดกูของผู้ ป่วยจะเป็น 

Megaloblastic erythriod precursors มากกว่าร้อยละ 50 โดยมีลกัษณะของ dyserythropoiesis 

นอกจากนีย้งัพบว่ามากกวา่ร้อยละ 30 ของ nonerythriod cells เป็น myeloblast cellsส าหรับการ

ทดสอบด้วยการย้อมพิเศษทาง cytochemistry      M6 จะให้ผลบวกกบั  Periodic  acid  schiff’s 

(PAS) stain  อบุตัิการณ์ของ M6 พบมีประมาณร้อยละ 3-5 ของ AML ทัง้หมด  

Acute  megakaryoblastic leukemia  (AMegL;M7)  ในไขกระดกูของผู้ ป่วย M7  จะพบ 

leukemic cells  มีลกัษณะเป็น  megakaryoblast  ประมาณร้อยละ 30    ซึง่จะพบมีลกัษณะเป็น 

polymorphic  เห็น nucleoli ได้ชดัเจน     cytoplasm ย้อมตดิสีน า้เงินเข้มคล้ายกบั  lymphoblast 
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ท าให้การวินิจฉยั M7 คอ่นข้างยาก สว่นการทดสอบโดยการย้อมพิเศษทาง cytochemistry พบวา่ 

M7 นัน้มกัให้ผลลบกบั Myeloperoxidase,  Sudan  black  B  และ   Alphanaphthyl   butyrate 

esterase       ฉะนัน้การวินิจฉยั M7 จ าเป็นต้องอาศยัการตรวจทาง immunological markers คือ

ตรวจพบ CD41 และ CD42b ส าหรับอบุตัิการณ์ของ M7 พบน้อยมากคือมีประมาณร้อยละ 1 ของ 

AML ทัง้หมด   

 

รูปท่ี 2 แสดงลกัษณะของมะเร็งเม็ดเลือดขาวชนิด AML [29] 

 

Chronic lymphoblastic leukemia (CLL) [7, 24] 

Chronic lymphoblastic leukemia (CLL)  เป็นโรคมะเร็งเม็ดเลือดขาวแบบเรือ้รังท่ีมี

ลักษณะท่ีส าคญัคือมีการสะสมของ incompetent long-lived lymphocyte ในร่ายกายซึ่ง

สนันิษฐานว่าเกิดจากความผิดปกติของกระบวนการอะโพโทซิส (apoptosis) มากกว่าการเพิ่ม

จ านวนจากการแบง่ตวัมากผิดปกต ิCLL เป็นโรคท่ีไมพ่บในคนไทยแตเ่ป็นมะเร็งเม็ดเลือดขาวท่ีพบ

ได้บอ่ยท่ีสดุในชาวตะวนัตก และมกัพบในผู้ชายมากกว่าผู้หญิง ในอตัราส่วน 2:1 ในอดีตจะแบ่ง 

CLL ออกเป็น 2 กลุ่มคือ B-CLL และ T-CLL แตปั่จจบุนัได้ยกเลิกชนิด T-CLL โดยเรียกเป็น T-

prolymphocytic (T-PLL)  แทน ส าหรับเกณฑ์การวินิจฉัย CLL คือในไขกระดกูต้องพบเซลล์ 

Lymphocyte อย่างน้อยร้อยละ 30   โดยในไขกระดกูอาจพบมีลกัษณะเป็น normocellular หรือ 

hypercellular marrow  ส่วนในกระแสเลือดจะพบ lymphocyte ขนาดเล็กถึงปานกลาง nucleus 

เตม็เซลล์ ไมเ่ห็น nucleoli และมกัจะพบเศษชิน้สว่นของเซลล์ท่ีแตกเป็น  smudge cell   



13 
 

 

รูปท่ี 3 แสดงลกัษณะของมะเร็งเม็ดเลือดขาวชนิด CLL[30] 

Chronic myelocytic leukemia (CML)[24, 31]  

Chronic myelocytic leukemia (CML) จดัเป็นโรคในกลุ่ม myeloproliferative disorders 

ซึง่เกิดจาก neoplastic transformation ของ pluripotent stem cells สง่ผลให้เกิดการเพิ่มขึน้ของ

เม็ดเลือดชนิดตา่งๆในไขกระดกูและในกระแสเลือด      โดยเฉพาะเม็ดเลือดขาวในสายมยัอีลอยด์ 

ประมาณร้อยละ 85-90 ของผู้ ป่วย  CML จะตรวจพบมี  Philadelphia  (Ph')  chromosome  คือ 

t(9;22)(q34;q11) ในขณะท่ีร้อยละ 5 ของผู้ ป่วยของผู้ ป่วยมี complex translocation  โดยท่ีมกัจะ

มี chromosome ท่ีเก่ียงข้องด้วยมากกวา่ 3 คูแ่ตม่กัจะมีคูท่ี่ 9 และ 22 ร่วมด้วยเสมอ ซึง่จะเรียกวา่ 

variant  Ph translocation  และอีกประมาณร้อยละ 5-10 ของผู้ ป่วยจะตรวจไมพ่บ Philadelphia 

chromosome ซึง่ผู้ ป่วยกลุม่นีจ้ะตรวจพบ monocyte สงูกวา่และมี basophils, thrombocytosis 

และ splenomegaly น้อยกว่าผู้ ป่วยในกลุม่ Ph' positive CML   

 

รูปท่ี 4 แสดงลกัษณะของมะเร็งเม็ดเลือดขาวชนิด CML[32] 
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การแบ่งประเภทของมะเร็งเม็ดเลือดขาวตามองค์การอนามัยโลก ปี ค.ศ. 2008  (WHO 

classification 2008) [33, 34]  

การแบง่ประเภทของมะเร็งเม็ดเลือดขาวตามองค์การอนามยัโลก ปี ค.ศ. 2008  ( WHO  

classification 2008) นัน้ได้แบง่ชนิดของมะเร็งเม็ดเลือดขาวตามพยาธิก าเนิด ลกัษณะเฉพาะทาง

คลินิกท่ีสมัพนัธ์กนักบัเซลล์  และใช้ความผิดปกติของโครโมโซมเป็นเกณฑ์ส าคญั  การวินิจฉัยโรค 

AML ตามเกณฑ์ของ  WHO  classification  2008  นัน้ระบวุ่าต้องมีจ านวนของ nucleated cells 

ในไขกระดกูผู้ ป่วยอย่างน้อยร้อยละ 20 เป็น  blast cells  (นบัรวม promyelocytes ใน  APL ด้วย)  

ในผู้ ป่วยท่ีไม่พบ specific  chromosome  abnormalities  จะต้องอาศยัประวตัิการได้รับสารเคมี

รวมถึงยาเคมีบ าบดั และการเกิด myelodysplasia มาร่วมพิจารณาด้วยเพราะมีการพยากรณ์โรค

ท่ีเลวกว่ากลุ่ม de novo AML ส าหรับกลุ่ม AML ตามเกณฑ์การแบง่แบบ FAB classification นัน้

ใน  M0-M7 ยกเว้น M3 จดัอยู่ในกลุ่ม  AML-not otherwise specified  แตถ้่ามีความผิดปกติของ

โครโมโซมจะถกูจดัอยู่ในกลุ่ม  Acute myeloid leukemia with recurrent genetic abnormalities 

การแบง่ชนิดของ  ALL ตามเกณฑ์ของ WHO  classification 2008  นัน้ได้จดั  ALL ให้อยู่ในกลุ่ม 

precursor lymphoid neoplasms ซึ่งสามารถแบง่ออกเป็น 2 ชนิดหลกัๆ  คือ B lymphoblastic 

leukemia /lymphoma   และ T  lymphoblastic  leukemia /lymphoma     ส าหรับในกลุ่มท่ีไม่มี 

lineage ชดัเจน หรือมีหลาย lineage นัน้ ได้จดัอยู่ในกลุ่ม mixed phenotype acute leukemia 

(MPAL) ส าหรับการจดักลุม่ของมะเร็งเม็ดเลือดขาวชนิดเรือ้รังได้จดัให้ CML อยู่ในกลุ่มของ MPN 

และ MDS/MPN สว่นใน CLL นัน้ได้จดัให้อยูใ่น Mature B-cell neoplasms ดงัแสดงในตารางท่ี 1  

 

 

 

 

 



15 
 

ตารางท่ี 1 แสดงเกณฑ์การแบง่ชนิดของมะเร็งเม็ดเลือดขาวตามเกณฑ์ขององค์การอนามยัโลก ปี 

ค.ศ. 2008 (WHO  classification 2008) [33, 34] 

Myeloproliferative neoplasms (MPN) 

Chronic myelogenous leukemia, BCR-ABL1-positive 

Chronic neutrophilic leukemia 

Polycythemia vera 

Primary myelofibrosis 

Essential thrombocythemia 

Chronic eosinophilic leukemia, not otherwise specified 

Mastocytosis 

Cutaneous mastocytosis 

Systemic mastocytosis 

Mast cell leukemia 

Mast cell sarcoma 

Extracutaneous mastocytoma 

Myeloproliferative neoplasm, unclassifiable 

Myeloid and lymphoid neoplasms associated with eosinophilia and abnormalities of PDGFRA, 

PDGFRB or FGFR1 

Myeloid and lymphoid neoplasms with PDGFRA rearrangement 

Myeloid neoplasms with PDGFRB rearrangement 

Myeloid and lymphoid neoplasms with FGFR1 abnormalities 
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ตารางท่ี 1 (ตอ่) 

Myelodysplastic/myeloproliferative neoplasms (MDS/MPN) 

Chronic myelomonocytic leukemia 

Atypical chronic myeloid leukemia, BCR-ABL1-negative 

Juvenile myelomonocytic leukemia 

Myelodysplastic/myeloproliferative neoplasm, unclassifiable 

Provision entity: Refractory anemia with ring sideroblasts and thrombocytosis 

Myelodysplastic syndromes(MDS) 

Refractory cytopenia with unlineage dysplasia 

Refractory anemia 

Refractory neutropenia 

Refractory thrombocytopenia 

Refractory anemia with ring sideroblasts 

Refractory cytopenia with multilineage dysplasia 

Refractory anemia with excess blasts 

Myelodysplastic syndrome associated with isolated del(5q) 

Myelodysplastic syndrome, unclassifiable 

Childhood myelodysplastic syndrome 

                Provision entity : Refractory cytopenia of childhood 
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ตารางท่ี 1 (ตอ่) 

Acute myeloid leukemia and related precursor neoplasms 

Acute myeloid leukemia with recurrent genetic abnormalities 

AML with t(8;21)(q22;q22), RUNX1-RUNX1T1 

AML with inv(16)(p13.1q22) or t(16;16)(p13.1;p22); CBFB-MYH11 

Acute promyelocytic leukemia(APL) with t(15;17)(q22;q12);PML-RARA 

AML with t(9;11)(p22;q23); MLLT3-MLL 

AML with t(6:9)(p23;q34); DEK-NUP214 

AML with inv(3)(q21q26.2) or t(3.3)(q21;q26.2); RPN1-EVl1 

AML (megakaryoblastic) with t(1:22)(p13;q13); RBM15-MKL1 

Provision entity: AML with mutated NPM1 

Provision entity: AML with mutated CEBPA 

Acute myeloid leukemia with myelodysplasia-related changes 

Therapy-related myeloid neoplasms 

Acute myeloid leukemia, not otherwise specified 

AML with minimal differentiation 

AML without maturation 

AML with maturation 

Acute myelomonocytic leukemia 
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ตารางท่ี 1 (ตอ่) 

Acute myeloid leukemia and related precursor neoplasms (continued) 

Acute myeloid leukemia, not otherwise specified 

Acute monoblastic/monocytic leukemia 

Acute erythroid leukemia 

Pure erythroid leukemia 

Erythroleukemia, erythroid/myeloid 

Acute megakaryoblastic leukemia 

Acute basophilic leukemia 

Acute panmyelosis with myelofibrosis 

Myeloid sarcoma 

Myeloid proliferations related to Down syndrome 

Transient abnormal myelopoiesis 

Myeloid leukemia associated with Down syndrome 

Blastic plasmacytoid dendritic cell neoplasm 

Acute leukemias of ambiguous lineage 

Acute undifferentiated leukemia 

Mixed phenotype acute leukemia with t(9;22)(q34;q11.2); BCR-ABL1 

Mixed phenotype acute leukemia with t(v;11q23); MLL rearranged  
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ตารางท่ี 1 (ตอ่) 

Acute leukemias of ambiguous lineage (continued) 

Mixed phenotype acute leukemia, B/myeloid, NOS 

Mixed phenotype acute leukemia, T/myeloid, NOS 

Provision entity : Natural killer (NK) cell lymphoblastic leukemia/lymphoma 

Precursor lymphoid neoplasms 

B lymphoblastic leukemia/lymphoma 

B lymphoblastic leukemia/lymphoma, NOS 

B lymphoblastic leukemia/lymphoma with recurrent genetic abnormalities 

B lymphoblastic leukemia/lymphoma with t(9;22)(q34;q11.2); BCR-ABL1 

B lymphoblastic leukemia/lymphoma with t(v;11q23); MLL rearranged 

B lymphoblastic leukemia/lymphoma with t(12;21)(p13;q22); TEL-AML1  

(ETV6-RUNX1) 

B lymphoblastic leukemia/lymphoma with hyperdiploidy 

B lymphoblastic leukemia/lymphoma with hypodiploidy (hypodiploid ALL) 

B lymphoblastic leukemia/lymphoma with t(5;14)(q31;q32); IL3-IGH 

B lymphoblastic leukemia/lymphoma with t(1;19)(q23;p13.3); E2A-PAX1 

T lymphoblastic leukemia/lymphoma 
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ตารางท่ี 1 (ตอ่) 

Mature B-cell neoplasms 

Chronic lymphocytic leukemia/small lymphocytic lymphoma 

B-cell prolymphocytic leukemia 

Splenic B-cell marginal zone lymphoma 

Hairy cell leukemia 

Splenic B-cell lymphoma/leukemia, unclassifiable 

Splenic diffuse red pulp small B-cell lymphoma 

Hairy cell leukemia-Variant 

Lymphoplasmacytic lymphoma 

Waldenström macroglobulinemia 

Heavy chain diseases 

Alpha heavy chain disease 

Gamma heavy chain disease 

Mu heavy chain disease 

Plasma cell myeloma 

Solitary plasmacytoma of bone 

Extraosseous plasmacytoma 

Extranodal marginal zone lymphoma of mucosa-associated lymphoid tissue 

Nodal marginal zone lymphoma 
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ตารางท่ี 1 (ตอ่) 

Mature B-cell neoplasms (continued) 

Pediatric nodal marginal zone lymphoma 

Follicular lymphoma 

Pediatric follicular lymphoma 

Primary cutaneous follicle center lymphoma 

Mantle cell lymphoma 

Diffuse large B-cell lymphoma (DLBCL), NOS 

T-cell/histiocyte rich large B-cell lymphoma 

Primary DLBCL of the CNS 

Primary cutaneous DLBCL, leg-type 

EBV positive DLBCL of the elderly 

DLBCL associated with chronic inflammation 

Lymphomatoid granulomatosis 

Primary mediastinal (thymic) large B-cell lymphoma 

Intravascular large B-cell lymphoma 

ALK positive large B-cell lymphoma 

Plasmablastic lymphoma 

Large B-cell lymphoma arising in HHV8-associated multicentric Castleman disease 

       Primary effusion lymphoma 
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ตารางท่ี 1 (ตอ่) 

Mature B-cell neoplasms (continued) 

Burkitt lymphoma 

B-cell lymphoma, unclassifiable, with features intermediate between diffuse large B-cell 

lymphoma and Burkitt lymphoma 

B-cell lymphoma, unclassifiable, with features intermediate between diffuse large B-cell 

lymphoma and classical Hodgkin lymphoma 

Mature T-cell and NK-cell neoplasms 

T-cell prolymphocytic leukemia 

T-cell large granular lymphocytic leukemia 

Chronic lymphoproliferative disorder of NK-cells 

Aggressive NK-cell leukemia 

Systemic EBV positive T-cell lymphoproliferative disease of childhood 

Hydroa vacciniforme-like lymphoma 

Adult T-cell leukemia/lymphoma 

Extranodal NK/T-cell lymphoma, nasal type 
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ตารางท่ี 1 (ตอ่) 

Mature T-cell and NK-cell neoplasms (continued) 

Enteropathy-associated T-cell lymphoma 

Hepatosplenic T-cell lymphoma 

Subcutaneous panniculitis-like T-cell lymphoma 

Mycosis fungoides 

Sezary syndrome 

Primary cutaneous CD30 positive T-cell lymphoproliferative disorders 

Lymphomatoid papulosis 

Primary cutaneous anaplastic large cell lymphoma 

Primary cutaneous gamma-delta T-cell lymphoma 

Primary cutaneous CD8 positive aggressive epidermotropic cytotoxic T-cell lymphoma 

Primary cutaneous CD4 positive small/medium T-cell lymphoma 

Peripheral T-cell lymphoma, NOS 

Angioimmunoblastic T-cell lymphoma 

Anaplastic large cell lymphoma, ALK positive 

Anaplastic large cell lymphoma, ALK negative 
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สาเหตุของมะเร็งเม็ดเลือดขาว [1, 35, 36]  

สาเหตท่ีุแท้จริงของมะเร็งเม็ดเลือดขาวนัน้ยงัไม่ทราบแน่ชดั  จากการสงัเกต ทดลอง และ

หาความสมัพนัธ์ของสาเหตตุ่างๆพบปัจจยัเส่ียงหลายอย่างท่ีอาจท าให้มีอุบตัิการณ์ของการเกิด

โรคมะเร็งเม็ดเลือดขาวสงูขึน้ได้ โดยสรุปได้ดงัตอ่ไปนี ้คือ 

1. เชือ้ไวรัส โดยเฉพาะอย่างยิ่ง Human-T-lymphocyte leukemia virus (HTLV-1)ในโรค 

Adult T cell leukemia (ATLL) หรือ เชือ้ Epstein-Barr Virus (EBV) ในโรคมะเร็งชนิด Burkitt 

lymphoma/leukemia โดยอาจเกิดจากการท่ียีนของ ไวรัส HTLV ได้สอดแทรกเข้าไประหว่างยีน

ตา่งๆ ของเซลล์เม็ดเลือดจงึท าให้ข้อมลูทางพนัธุกรรมผิดไปจากปกตจินเป็นเหตใุห้สญูเสียกลไกใน

การควบคมุการแบง่เซลล์ ( cell differentiation) และการเจริญเติบโตของเซลล์ (cell maturation) 

ตามวฏัจกัรเซลล์ท่ีควรจะเป็น โดยมีหลกัฐานท่ีสนบัสนนุเหตผุลข้อนีคื้อการท่ีพบอุบตัิการณ์ผู้ ป่วย

ท่ีตดิเชือ้เอชไอวี (HIV) ร่วมกบัการป่วยเป็นโรคมะเร็งเม็ดเลือดขาวมีจ านวนเพิ่มมากขึน้ [37]  

2. สารรังสี (Ionizing radiation) มีบทบาทท าให้สารพนัธุกรรมคือ DNA เกิดการแตกหกั

ซึง่อาจสง่ผลให้เกิดมีข้อมลูผิดพลาดในระหวา่งมีการซ่อมแซมสาย DNA โดยมีหลกัฐานท่ียืนยนัว่า

สารรังสีเป็นปัจจยัส าคญัในการท าให้เกิดโรคมะเร็งเม็ดเลือดขาวคือ การท่ีประชากรในเมืองฮิโรชิ

มาและนางาซากิท่ีรอดชีวิตจากการทิง้ระเบิดปรมาณู (atomic bomb) มีอุบตัิการณ์ของการเกิด

โรค AML มากกว่าคนปกติถึง 30 เท่า นอกจากนีป้ระชากรท่ีได้รับสารกมัมนัตภาพรังสีจากการ

ร่ัวซมึของโรงไฟฟ้านิวเคลียร์ หรือผู้ ป่วยท่ีได้รับรังสีรักษาและสารกมัมนัตรังสีในการรักษาโรคตา่งๆ

ท่ีไมใ่ชม่ะเร็งเช่น ankylosing spondylitis ก็พบมีอบุตัิการณ์ของโรคมะเร็งเม็ดเลือดขาวเพิ่มสงูขึน้

ด้วยเชน่กนั [38] 

3. สารก่อมะเร็ง (Chemical carcinogens) คือสารเคมีบางชนิดท าให้เกิดการ

เปล่ียนแปลงของยีนและข้อมลูทางพนัธุกรรมภายในเซลล์ ตวัอย่างเช่นผู้ ป่วยท่ีได้รับสาร benzene 

เป็นระยะเวลานานพบมีอบุตัิการณ์ของการเกิดโรค AML มากถึง 10 เท่าเม่ือเทียบกับประชากร

ทัว่ไป นอกจากนีผู้้ ท่ีสมัผสักบัน า้มนัถ่านหิน (coal-tar), xylene, ethylene oxide, ยาฆ่าแมลงและ

ยาย้อมผมก็พบอบุตักิารณ์ของโรคมะเร็งเม็ดเลือดขาวเพิ่มสงูขึน้ด้วย [39]  
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4. การได้รับยาเคมีบ าบดั[5] การรักษาท่ีเป็นปัจจยัส าคญัท่ีท าเกิดโรคมะเร็งตามหลงัการ

รักษาด้วยยาเคมีบ าบดัจะมีผลกระทบกบัการแบง่ตวัของเซลล์โดยจดัเป็น secondary leukemia 

ประเภทหนึ่งมกัเรียกว่า Therapy-related myeloid neoplasms ส าหรับยาเคมีบ าบดัท่ีพบเป็น

สาเหตุของการเกิด AML ได้แก่กลุ่ม alkylating agent เช่น melphalan, chlorambucin, 

cyclophosphamide และ cisplasin โดยการเกิด AML จากยากลุ่มนีม้กัใช้เวลานานโดยเฉล่ีย

ประมาณ 4-7 ปี และกลุ่ม Topoisomerase II inhibitor เช่น etoposide, mitoxantrone และ 

doxorubicin ซึง่การเกิด AML จากยากลุม่นีม้กัใช้เวลาไมน่านโดยเฉล่ียประมาณ 6 เดือน ถึง 3 ปี    

5. ความผิดปกติในการสร้างและการท างานของโครโมโซม  (Chromosomal 

aberration)[40] การเปล่ียนแปลงของ cytogenetics มีความเก่ียวข้องกับการเกิดโรคมะเร็งเม็ด

เลือดเป็นอยา่งมาก เชน่ ในผู้ ป่วย CML จะพบความผิดปกติของโครโมโซมท่ีเรียกว่า Philadelphia 

chromosome (Ph') จากไขกระดกูได้ถึงร้อยละ 90-95  ซึ่ง Ph' chromosome  นีเ้กิดจากการ

แลกเปล่ียนชิน้ส่วนของยีน (translocation) ของแขนข้างยาวของโครโมโซมคูท่ี่ 22 ไปต่อกบัแขน

ข้างยาวของโครโมโซมคูท่ี่ 9 [t(9;22)(q34;q11)] เป็นผลให้ c-abl proto-oncogene ซึ่งปกติอยู่บน

แขนข้างยาวของโครโมโซมคูท่ี่ 9 ไปอยูบ่นโครโมโซมคูท่ี่ 22 และเป็นต าแหน่งท่ีใกล้กบั breakpoint 

cluster region (bcr) จนท าให้ยีนไปตอ่กนัเกิดเป็นยีนลกูผสม (hybrid bcr-abl oncogene) และ

เม่ือยีน hybrid bcr-abl นีถู้ก transcription เป็น bcr-abl 8.5Kb mRNA และสุดท้ายจะถูก 

transltion ไปเป็น chimeric protein เกิดเป็นโปรตีนท่ีมีขนาดใหญ่ขึน้จากปกติ 145 kD เป็น 210 

kD (p210)  ซึง่เป็นโปรตีนท่ีมีบทบาทส าคญัคือท าให้มี tyrosine kinase activity เพิ่มขึน้ ท าให้เกิด

การเปล่ียนแปลงของ signal transduction pathway ตา่งๆได้แก่ RAS, adhesion และ apoptosis 

pathway เป็นผลให้สามารถกระตุ้นให้เซลล์เกิดการแบ่งตวัอยู่ตลอดเวลาในขณะท่ีการเจริญไป

เป็นตวัแก่กลบัลดลง ส่วนความผิดปกติของโครโมโซมอ่ืนๆและสมัพนัธ์กบัการเกิดโรคมะเร็งท่ีพบ

ได้บอ่ยคือ 

-t(8;21)(q22;q22) ซึ่งพบได้บอ่ยในผู้ ป่วย AML ชนิด de novo โดยพบเป็นร้อยละ 10 

ของความผิดปกติทัง้หมด มกัพบในผู้ ป่วย M2 หรืออาจพบในผู้ ป่วย M1และ M4 ท่ีมีลกัษณะ
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รูปร่างของเซลล์ (morphology) ท่ีมี Auer rod เป็นจ านวนมาก โดยทัว่ไปผู้ ป่วยท่ีมี t(8;21) พบมี

การพยากรณ์โรคดี  

-t(15;17)(q22;q12)  เป็นความผิดปกตท่ีิคอ่นข้างจ าเพาะกบัโรค acute promyelocytic 

leukemia (APL) ซึง่พบได้ทัง้ M3 และ M3V โดยทัว่ไปผู้ ป่วยท่ีมี t(15;17) จะมีการพยากรณ์โรคไม่

ดีและไมค่อ่ยตอบสนองตอ่การรักษาด้วย all-trans retinoic acid (ATRA)  

-inv(16)(p13;q22) ซึง่พบได้บอ่ยในผู้ ป่วย M4 ชนิด M4eo ซึง่ผู้ ป่วยในกลุม่ท่ีมี inv(16) นี ้

มีการพยากรณ์โรคท่ีดี แตถ้่าเป็นผู้ ป่วยในกลุม่ท่ีมี inv(16) และมีจ านวนของ blast cells ในกระแส

เลือดสงูในตอนเร่ิมวินิจฉยัจะพบมีอบุตักิารณ์ของการเกิดโรคในสมองสงู  

- ความผิดปกติของโครโมโซม 11q มกัพบในผู้ ป่วย M5  ซึ่งอาจพบเป็น translocation 

หรือ deletion และมกัเกิดขึน้ในต าแหน่ง  q23-24 หรือ q13-14   ผู้ ป่วยท่ีพบความผิดปกติในกลุ่ม

นีม้กัพบในกลุม่อายนุ้อยท่ีมีจ านวนเม็ดเลือดขาวในกระแสเลือดสงูและมีการพยากรณ์โรคท่ีไม่ดี     

- Monosomy 7 พบได้ประมาณร้อยละ 4 ของผู้ ป่วย M1ผู้ ป่วยท่ีพบความผิดปกติในกลุ่ม

นีม้กัมีการพยากรณ์โรคท่ีไมดี่และมกัไมต่อบสนองตอ่การรักษาด้วยยาเคมีบ าบดั  

 

อาการของมะเร็งเม็ดเลือดขาว [28, 35, 36] 

 อาการของผู้ ป่วยท่ีเป็นมะเร็งเม็ดเลือดขาว ขึน้อยูก่บัจ านวนและต าแหน่งท่ีมะเร็งเม็ดเลือด

ขาวไปอยู่ โดยผู้ ป่วยมะเร็งเม็ดเลือดขาวชนิดเฉียบพลนัมักมีอาการแสดงอย่างรวดเร็วอาการท่ี

ส าคญัท่ีพบในผู้ ป่วยโดยทัว่ไปมีอาการของไขกระดกูไม่ท างาน (Bone marrow failure) ซึ่งเป็นผล

มาจากการท่ีไขกระดกูเกิดความล้มเหลวในกระบวนการสร้างเม็ดเลือด ท าให้เม็ดเลือดขาวท่ีผลิต

มานัน้ไม่สามารถเจริญแก่ตวัได้จึงส่งผลให้เม็ดเลือดขาวปกติมีจ านวนน้อยจึงท าให้ติดเชือ้ได้ง่าย

และกลุ่มเซลล์มะเร็งท่ีมีจ านวนมากนีอ้าจส่งผลกระทบต่อการผลิตเม็ดเลือดประเภทอ่ืนๆคือเม็ด

เลือดแดงและเกล็ดเลือดจึงท าให้มีอาการอ่ืนๆได้แก่  ซีด อ่อนเพลีย รู้สึกอ่อนแรง เหน่ือยง่าย 

น า้หนกัลด ปวดหวั คล่ืนไส้ หน้ามืดเป็นลมง่าย รู้สึกหวัใจเต้นเร็วหรือใจสัน่ และจากปริมาณของ

เกล็ดเลือดท่ีลดลงจึงท าให้ผู้ ป่วยมีอาการเลือดออกผิดปกติ ในผู้ ท่ีมีระดบัเกล็ดเลือดลดลงต ่ากว่า 
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20x109/ลิตร อาจท าให้มีเลือดออกในเนือ้สมอง ท าให้เกิดอาการปวดศรีษะอย่างรุนแรง ชกั ซึมลง

และหมดสต ิหรือเกิดเลือดออกในทางเดนิอาหารท าให้มีอาการอาเจียนเป็นเลือดหรือถ่ายเป็นเลือด 

นอกจากนีใ้นผู้ ป่วยมะเร็งเม็ดเลือดขาวชนิดเฉียบพลันบางรายอาจจะมีอาการจากการท่ี

เซลล์มะเร็งแพร่กระจายแทรกไปยงัอวยัวะตา่งๆ (Leukemic infiltration) เช่น ไปแทรกท่ีเหงือกท า

ให้เหงือกบวม (Gum hypertrophy) โดยเฉพาะในกลุ่มเซลล์มะเร็งชนิด monoblast ใน M4 และ 

M5 ไปแทรกท่ีผิวหนงัท าให้เกิดเป็นตุม่หรือเป็นก้อน (Leukemia cutis) ไปท่ีเย่ือหุ้มสมองท าให้เกิด

เย่ือหุ้มสองอกัเสบ (Leukemic meningitis) หรืออาจไปแทรกท่ีเส้นประสาทท าให้มี cranial nerve 

palsy ได้ ในผู้ ป่วยมะเร็งเม็ดเลือดขาวชนิดเฉียบพลนัชนิด ALL มกัมีตอ่มน า้เหลืองโตได้บอ่ยและ

อาจมีตบัและม้ามโตร่วมด้วย นอกจากนีใ้นผู้ ป่วย ALL บางรายอาจพบอณัฑะบวมโตได้บ่อยซึ่ง

เกิดจาก Leukemic infiltration เช่นกนั โดยมกัจะพบในกลุ่มผู้ ป่วยระยะโรคเป็นกลบัหรือดือ้ยา ใน

ผู้ ป่วยเด็กท่ีเป็น ALL มกัจะมีอาการปวดขาบางครัง้อาจเดินไม่ได้ (Limping gait) ซึ่งเกิดจาก

เซลล์มะเร็งอดัแนน่ในไขกระดกู (packed marrow) ร่วมกบัมีเซลล์มะเร็งแพร่กระจายออกมายงัผิว

กระดกู นอกจากนีใ้นกรณีท่ีเซลล์มะเร็งของผู้ ป่วยมะเร็งเม็ดเลือดขาวชนิดเฉียบพลนัมีจ านวนมาก

ในกระแสเลือด โดยเฉพาะถ้าเซลล์มะเร็งชนิด Myeloblast สูงกว่า 50x109 เซลล์/ลิตร จะท าให้มี

การคัง่ของเซลล์ในกระแสไหลเวียนของเลือด (Hyperleukocytosis) และหลอดเลือดเล็กๆในสมอง

และปอด (Leukostasis) จึงท าให้ผู้ ป่วยซึมลง เหน่ือยหอบ หายใจไม่ทนั ชกั หมดสติ และอาจเกิด

การหายใจล้มเหลวได้ ในกรณีท่ีเซลล์มะเร็งชนิด Lymphoblast จะพบภาวะ Leukostasis ได้น้อย

กว่าเน่ืองจากเซลล์จะมีขนาดเล็กกว่า แต่มกัจะเกิดภาวะการแตกสลายของเซลล์มะเร็ง (Tumor 

lysis syndrome) ได้บอ่ยกว่าเน่ืองจากเซลล์จะแตกง่ายกว่า เม่ือเซลล์แตกจะท ามีการปล่อยสาร

ตา่งๆออกมาจงึท าให้มีความผิดปกตขิองอิเลคโตรลยัท์ในร่างกาย เช่น ระดบัโปแตสเซียมสงู ระดบั

ฟอสเฟตสงู ระดบักรดยริูกสงู ระดบัแคลเซียมต ่า หรืออาจมีภาวะไตวายเฉียบพลนั   

สว่นในผู้ ป่วยมะเร็งเม็ดเลือดขาวชนิดเรือ้รัง เน่ืองจากการด าเนินของโรคมีลกัษณะแบบ

คอ่ยเป็นคอ่ยไป ฉะนัน้ในผู้ ป่วยกลุม่นีอ้าจจะไมมี่อาการแสดงเม่ือแรกเร่ิมวินิจฉยัหรืออาจมีอาการ

โดยทัว่ไป คือ อาการออ่นเพลีย ไมมี่แรง ส าหรับลกัษณะอาการทางคลินิกเม่ือแยกตามการแบง่

ชนิดของมะเร็งเม็ดเลือดขาวชนิดเรือ้รัง ได้ดงัตอ่ไปนี ้ คือ ลกัษณะอาการท่ีส าคญัของผู้ ป่วย CML 

ได้แก่ อาการแนน่อดึท้อง กินอาหารได้น้อยลง เน่ืองจากมกัมีม้ามโตไปกดเบียดกระเพาะอาหาร 
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ในกรณีท่ีม้ามโตมากอาจท าให้รู้สกึเจ็บปวดใต้ชายโครงซ้าย หรือบางครัง้อาจเจ็บปวดรุนแรงอนั

เน่ืองมาจาภาวะม้ามขาดเลือด (Splenic infarction) ซึง่เกิดจากภาวะ Leukostasis ในระบบการ

ไหลเวียนของเลือดท่ีไปเลีย้งม้าม นอกจากนีใ้นผู้ ป่วย CML ในวยัหนุม่บางรายอาจมีอาการอวยัวะ

แข็งตวัค้าง (Priapism) ซึง่เกิดจากภาวะ Leukostasis ได้ด้วยเช่นกนั โดยมกัเกิดในผู้ ท่ีมีจ านวน

เซลล์เม็ดเลือดสงูเกินกวา่ 200x109 เซลล์/ลิตร ซึง่ถือเป็นภาวะฉกุเฉินท่ีต้องท าการลดปริมาณเม็ด

เลือดขาวด้วยวิธี Leukapheresis  ผู้ ป่วย CML บางรายอาจมีภาวะเลือดออกผิดปกตไิด้ทัง้ๆท่ี

จ านวนเกล็ดเลือดปกตซิึง่เกิดเน่ืองจากการท างานของเกล็ดเลือดผิดปกต ิ (Platelet dysfunction) 

ในระยะท้ายๆของโรคผู้ ป่วยมกัมีภาวะไขกระดกูเป็นผงัผืด (Myelofibrosis) ได้บอ่ย ซึง่จะท าให้

ผู้ ป่วยมีม้ามโตขึน้มาได้อีกแม้ผู้ ป่วยจะตอบสนองตอ่ยาเคมีบ าบดัมาก่อนแล้วก็ตาม  ส าหรับ

ลกัษณะอาการท่ีส าคญัของผู้ ป่วย CLL ได้แก่ ตอ่มน า้เหลืองโตซึง่มีตัง้แตข่นาดเล็กๆประมาณ 

0.5- 1 เซนตเิมตร ในบางต าแหนง่ เชน่ บริเวณคอ รักแร้ ขาหนีบ เป็นต้น หรือมีตอ่มน า้เหลืองโต

ขนาดใหญ่หลายเซนตเิมตรกระจายทัว่ทัง้ตวั (Generalized lymphadenopathy) โดยอาจมีตบั

ม้ามโตร่วมด้วย ผู้ ป่วย ALL บางรายอาจมีอาการซีดออ่นเพลียมากอนัเน่ืองมาจากเซลล์มะเร็ง

รบกวนการท างานของไขกระดกูและอาจมีภาวะ immune hemolysis หรือ immune 

thrombocytopenia ร่วมด้วย ในผู้ ป่วย CLL ถึงแม้จะมีจ านวน Lymphocyte ตวัแก่มากแตก็่มี

โอกาสติดเชือ้ได้ง่ายเน่ืองจากเม็ดเลือดเหลา่นัน้ไมส่ามารถท างานได้ปกต ิ โดยเฉพาะอยา่งยิ่งใน

ระยะท้ายๆของโรค เน่ืองจากการท างานของเม็ดเลือดผิดปกตร่ิวมกบัมีอิมมโูนกลอบลูินท่ีปกติ

ลดลง และมีภาวะ Neutropenia ร่วมด้วย นอกจากนีอ้าการอ่ืนๆท่ีพบได้ในผู้ ป่วย CLL ได้แก่ ไข้ 

เบื่ออาหาร น า้หนกัลด เป็นต้น 

 

การวินิจฉัยโรคมะเร็งเม็ดเลือดขาว [21, 26, 36, 41] 

การวินิจฉัยมะเร็งเม็ดเลือดขาวจ าเป็นต้องอาศยัการตรวจร่างกายและซักประวัติอย่าง

ละเอียดนอกจากนีโ้ดยทัว่ไปอาศยัผลการตรวจทางห้องปฏิบตักิาร 6 วิธี ได้แก่ 

1.การตรวจความสมบูรณ์ของเลือดครบส่วน (Complete blood count;CBC) ด้วย

เคร่ืองตรวจนับเม็ดเลือดอตัโนมตัิซึ่งการรายงานผลจะประกอบด้วย การนับจ านวนและนับแยก

ชนิดของเม็ดเลือดขาว (White blood cell count and differential cell), การนบัจ านวนเม็ดเลือด



29 
 

แดง (Red blood cell count), ปริมาณฮีโมโกลบิน (Hemoglobin;Hb), ปริมาตรเม็ดเลือดแดงอดั

แน่น (Hematocrit;Hct) และการนบัจ านวนของเกล็ดเลือด (Platelet count) ว่าค่าท่ีได้นัน้เม่ือ

เทียบกับกลุ่มของประชากรในวยัและเพศเดียวกนันัน้มีจ านวนมากขึน้หรือลดลงซึ่งมีประโยชน์ใน

การช่วยวินิจฉัยเบือ้งต้นเป็นอย่างมากดงัท่ีกล่าวมาแล้วข้างต้นว่าผู้ ป่วยมะเร็งเม็ดเลือดขาวชนิด

เรือ้รังมกัตรวจพบโดยบงัเอิญซึ่งมกัพบจากผลการตรวจ CBC นี ้โดยเม่ือผลการตรวจเม็ดเลือด

เหล่านีผ้ิดปกติเม่ือวินิจฉัยแยกโรคอ่ืนๆออกแล้ว แพทย์จะท าการเจาะไขกระดกูเพ่ือยืนยนัและหา

สาเหตคุวามผิดปกตติอ่ไป 

2.การตรวจแผ่นฟิล์มเลือด (Blood smear) หรือแผ่นสเมียร์ไขกระดกู (Bone marrow 

smear) โดยการดลูกัษณะและการติดสีของเซลล์ด้วยกล้องจลุทรรศน์ เม่ือผลการตรวจ CBC มี

ความผิดปกติเพราะจากข้อจ ากัดของเคร่ืองวิเคราะห์อตัโนมตัิโดยทั่วไปไม่สามารถนบัแยกชนิด

ของเซลล์เม็ดเลือดท่ีผิดปกติได้ ส าหรับการตรวจแผ่นฟิล์มเลือดนัน้ต้องตรวจดูและนับแยกชนิด

ของเม็ดเลือดท่ีผิดปกตอิยา่งละเอียดวา่เป็นชนิดและระยะใด  รวมถึงการตรวจดลูกัษณะท่ีผิดปกติ

ของเม็ดเลือดแดง (Red blood cell morphology) และตรวจดลูกัษณะและจ านวนของเกล็ดเลือด

ว่ามีผลต ่าปลอมหรือไม่ (Pseudothrombocytopenia) อนัเน่ืองมาจากการเตรียมสิ่งส่งตรวจไม่ดี

หรือไม่ และเพ่ือเป็นการยืนยนัผลของการตรวจ CBC ท่ีผิดปกติดงักล่าวแพทย์จะท าการเจาะไข

กระดกูเพ่ือยืนยนัและหาสาเหตคุวามผิดปกติซึ่งประกอบด้วย 2 ขัน้ตอน คือ การเจาะดดูไขกระดกู 

(Bone marrow aspiration) และการตดัชิน้เนือ้ไขกระดกู (Bone marrow biopsy) โดยจะท าการ

ประเมินปริมาณของเซลล์ทัง้หมดในไขกระดกู (Cellularity) วา่ปกต ิเพิ่มขึน้ หรือลดลงและประเมิน

วา่มีจ านวนของเซลล์ในสายหนึง่สายใดสงูขึน้อยา่งเดน่ชดัหรือไม่ [42] 

3.การตรวจอิมมโูนทยัป์ของเซลล์มะเร็งด้วยเคร่ืองโฟลไซโตมิเตอร์ ซึ่งในปัจจบุนัการตรวจ

ด้วยเคร่ืองโฟลไซโตมิเตอร์มีประโยชน์อย่างยิ่งเน่ืองจากสามารถตรวจวิเคราะห์เซลล์ได้ทีละเป็น

แสนหรือล้านเซลล์พร้อมกันในเวลาอันรวดเร็วและยงัสามารถแยกชนิดของเซลล์มะเร็งตามการ

แสดงออกของแอนติเจนท่ีอยู่บนผิวเซลล์ (Surface antigen) และในเซลล์ (Intracellular antigen) 

และยงัสามารถบอกระยะการเจริญเติบโต (Developmental stage) ของเซลล์มะเร็งได้อย่าง

ละเอียด 
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4.การย้อมสีโดยเทคนิคพิเศษ (Cytochemistry staining) คือ การย้อมพิเศษเพ่ือใช้

ตรวจหาสารชีวเคมีของเซลล์ (biochemical molecules) เชน่ เอนไซม์ ไขมนั คาร์โบไฮเดรต ซึง่การ

ตรวจอาศยัหลกัการท่ีเซลล์แตล่ะชนิดจะมีปริมาณและชนิดของสารชีวเคมีภายในเซลล์แตกตา่งกนั 

การตรวจเทคนิคนีย้งัคงนิยมใช้เน่ืองจากมีประโยชน์ในการแยก AML ออกจาก  ALL และแยกชนิด

ยอ่ยของ AML อีกทัง้คา่ใช้จา่ยในการท าถกูกว่า flow cytometry และ immunohistochemistry 

ตวัอยา่งชนิดของการย้อม cytochemistry เชน่ myeloperoxidase (MPO), Sudan black B 

(SSB), Periodic acid-shiff (PAS) และ Non specific esterase (NSE) 

5.การตรวจโครโมโซม ความผิดปกตริะดบัโครโมโซมพบได้บอ่ยในโรคมะเร็งเม็ดเลือดขาว 

และสามารถน ามาใช้วินิจฉยัแยกโรค พยากรณ์โรคของผู้ ป่วยรวมถึงพฒันายาแบบท่ีมุง่เป้าแก้ไข

ความผิดปกตใินระดบัเซลล์และโมเลกลุ (Target therapy)  

6.การตรวจระดบัยีน เน่ืองจากในปัจจบุนัเป็นท่ียอมรับกนัแล้ววา่มะเร็งเม็ดเลือดขาวเกิด

จากความผิดปกตริะดบัยีน การตรวจวินิจฉยัความผิดปกตริะดบัยีนด้วยเทคนิคระดบัโมเลกลุ 

(Molecular genetics) เพ่ือให้สามารถแยกชนิดยอ่ยของโรคอย่างถกูต้องตามเกณฑ์ขององค์การ

อนามยัโลก ปี ค.ศ. 2008 (WHO classification 2008) การกลายพนัธุ์ท่ีมีความผิดปกตสิ่วนใหญ่

เกิดจากความผิดปกติระดบัโครโมโซมฉะนัน้จงึต้องท าการตรวจโครโมโซมก่อน แล้วถ้าไมพ่บความ

ผิดปกตจิ าเป็นต้องท าการตรวจระดบัยีน ไมว่า่จะเป็นเทคนิค PCR, microarray, proteomics และ 

microRNA 

 

การรักษาโรคมะเร็งเม็ดเลือดขาว [4-7] 

วิธีการรักษาโรคมะเร็งเม็ดเลือดขาวได้รับการพฒันามาโดยตลอดจะเห็นได้วา่ในปัจจบุนั

โรคมะเร็งเม็ดเลือดขาวสามารถรักษาให้หายขาดได้เพิ่มสงูขึน้เน่ืองจากวิธีการรักษามีหลายวิธี 

ได้แก่ 

1. การรักษาด้วยยาเคมีบ าบดั (Chemotherapy) 

 ในการท าลายเซลล์มะเร็งเม็ดเลือดขาวให้หมดไปอาศยัยาหลายชนิดท่ีมีฤทธ์ิในการยบัยัง้

การเจริญเตบิโตและท าลายเซลล์มะเร็ง ซึง่เรียกวา่ ยาเคมีบ าบดั โดยยาเหล่านีมี้ลกัษณะเฉพาะคือ
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ออกฤทธ์ิขดัขวางการแบง่เซลล์ซึ่งมีทัง้ชนิดท่ียบัยัง้การสงัเคราะห์ DNA โดยตรง ชนิดท่ียบัยัง้การ

สร้าง mRNA และยบัยัง้การสงัเคราะห์โปรตีนท่ีจ าเป็นส าหรับการแบง่เซลล์ นอกจากนีย้าบางชนิด

ยงัสามารถกระตุ้นให้เกิดการตายของเซลล์มะเร็งเม็ดเลือด โดยแบง่ได้เป็นกลุม่ตา่งๆท่ีส าคญัดงันี ้

1.1 Alkylating agent การสงัเคราะห์ DNA เส้นใหมน่ัน้จ าเป็นต้องใช้เอนไซม์หลายชนิด

ท างานร่วมกนั ยาบางชนิดท่ีท าให้การเตมิ methyl group (CH 3-), ethyl group (CH3CH2-) หรือ 

alkyl group อ่ืนๆบนเส้น DNA ซึง่จะท าให้ DNA ต้นแบบ (template) ผิดปกติ จงึท าให้เอนไซม์ท่ี

ท าหน้าท่ีลอกแบบพนัธุกรรมไมส่ามารถท างานได้ หรือยาบางชนิดท าให้เส้น DNA หลายเส้น

ตดิกนัไมส่ามารถแยกมาสร้างเส้นใหมไ่ด้ การแบง่เซลล์จงึหยดุชะงกัลง ตวัอยา่งยาในกลุม่นี ้ เชน่ 

cisplatin, cyclophosphamide, melphalan, busulfan และ dacarbazine 

 1.2 Antimetabolites เป็นยาท่ีมีโครงสร้างโมเลกลุคล้ายนิวคลีโอไทด์ (nucleotide 

analog) เชน่คล้ายกบั guanine เม่ือเซลล์น าสารในยานีไ้ปสร้าง DNA เส้นใหมจ่ะท าให้ DNA เส้น

นัน้ท างานไมไ่ด้ เชน่ ยา 6-thioguanine หรือยาบางตวัมีโครงสร้างโมเลกลุคล้ายโฟเลต จงึสามารถ

แยง่จบักบัเอนไซม์ตา่งๆได้การสร้างนิวคลีโอไทด์จงึหยดุชะงกัลง ตวัอย่างยาในกลุ่มนี ้ เชน่ 5-

fluorouacil (5-FU), methotrexate และ fludarabine   

1.3 Mitotic inhibitors สามารถยบัยัง้การแบง่เซลล์แบบ mitosis โดยการไปจบักบัโปรตีน 

tubulin ซึง่เป็นสว่นประกอบของ microtubules ภายในเซลล์ซึง่การแบง่ตวัของโครโมโซมจะส าเร็จ

ก็ตอ่เม่ือ microtubules ดงึแยกโครโมโซมไปอยูส่องข้างของเซลล์ในระยะ anaphase  เม่ือยาไป

จบักบั tubulin จงึท าให้ขดัขวางการแบง่ตวัของเซลล์ ยาในกลุม่นีม้กัเป็นสารอลัคาลอยด์ 

(alkaliod) เชน่ etoposide, paclitaxel, vinblastine, vincristine และ vinorelbine 

1.4 Topoisomerase inhibitors ปกตเิส้น DNA มีลกัษณะเป็น double helix และจะมี

การขมวดเป็นปมคล้ายสปริง (coiling และ supercoiling) การท่ีจะสร้าง DNA สายใหมน่ัน้จะต้อง

มีการคลายตวัของปม DNA เสียก่อนซึง่ต้องอาศยัเอนไซม์ topoisomerase ดงันัน้ยาในกลุม่นีมี้

ฤทธ์ิยบัยัง้เอนไซม์ topoisomerase จงึท าให้ไมส่ามารถสร้าง DNA เส้นใหมข่ึน้มาได้ ตวัอยา่งยา

ในกลุม่นี ้คือ Camptothecin 
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1.5 Intercalation ยาบางชนิดสอดแทรกโมเลกลุเข้าไประหวา่งเส้นเดี่ยวทัง้สองสายของ 

DNA ท าให้ขดัขวางการถอดรหสัเป็น RNA  และโปรตีน จงึท าให้เซลล์ท างานไมไ่ด้และตายไปใน

ท่ีสดุ ตวัอยา่งยาในกลุม่นี ้คือ actinomycin D, daunorubicin, doxorubicin และ idarubicin 

1.6 Asparaginase เป็นยาท่ีท าลายกรดอะมิโน asparagine ซึง่กรดอะมิโนนีเ้ป็นโมเลกลุ

ท่ีส าคญัในการสร้างโปรตีนหลายชนิดท่ีใช้ในการแบง่เซลล์ ซึง่ยาในกลุม่นีจ้ะท าให้เซลล์มะเร็งขาด

กรดอะมิโน  asparagine จึงท าให้เซลล์ไมท่ างานและตายไปในท่ีสดุ ตวัอยา่งยาในกลุม่นี ้ คือ L-

asparaginas 

1.7 Receptor-mediated lympholysis เป็นยาประเภท corticosteroid ท าให้เซลล์ 

lymphocyte และ lymphoblast เกิดการท าลายตนเอง โดยการท่ียาเหล่านีจ้ะเข้าไปในเซลล์และ

จบักบัโมเลกลุท่ีเรียกว่า steroid receptor ภายในซลล์ ซึ่งการจบักนัของ steroid และ receptor 

ท าให้เกิดการส่งสัญญาณโปรตีนภายในเซลล์และน าไปสู่การตายของเซลล์แบบอะโพโทซิส 

(apoptosis) ของเซลล์ในสาย lymphoid  

2.วิธีการปลกูถ่ายไขกระดกู (Bone marrow transplantation)   

การปลูกถ่ายไขกระดกูหรือเซลล์ต้นก าเนิด เป็นวิธีการท่ีควรต้องท าในกรณีท่ีจ าเป็นจริงๆ

เน่ืองจากเป็นวิธีท่ีมีขัน้ตอนยุ่งยากและมีคา่ใช้จ่ายสงูมาก ซึ่งจะสามารถท าได้ผลดีในกรณีท่ีผู้ ป่วย

สามารถหาผู้บริจาคท่ีมีเนือ้เย่ือท่ีเข้ากนัได้และในกลุ่มผู้ ป่วยท่ีอายไุม่มากนกั ในขัน้ตอนการเตรียม

ตวัผู้ ป่วยมกัใช้วิธีให้ยาเคมีบ าบดัในขนาดท่ีสงูมากและอาจใช้ร่วมกบัวิธีการใช้รังสีรักษาแบบทัว่ตวั

โดยมีจุดประสงค์เพ่ือก าจัดเซลล์มะเร็งออกไปให้มากท่ีสุด จากนัน้จึงน าเซลล์ต้นก าเนิด (Stem 

cell) ซึง่อาจน ามาจากไขกระดกู หรือ peripheral blood มาท าการปลกูถ่ายให้กบัผู้ ป่วย โดยเซลล์

ต้นก าเนิดท่ีน ามาปลกูถ่ายนัน้อาจจะมาจากผู้ ป่วยเอง (Autologous stem cell transplantation) 

หรือจากบคุคลอ่ืน (Allogenic stem cell transplantation) ซึง่มีข้อดีและข้อเสียแตกตา่งกนัไป 

3.วิธีรังสีรักษา (Radiotherapy) 

เน่ืองจากเซลล์ต้นก าเนิดของมะเร็งเม็ดเลือดขาวอยู่ในไขกระดกูซึ่งมีอยู่ทั่วร่างกายและ

เซลล์มะเร็งเม็ดเลือดขาว  เหล่านัน้มกัแพร่กระจายทัว่ไปในกระแสโลหิตไหลเวียน ฉะนัน้วิธีการ

ฉายแสงเพ่ือให้เซลล์มะเร็งหมดไปจึงไม่เหมาะสมนกัเน่ืองจากไม่สามาถฉายแสงทัว่ร่างกายได้ ใน

ปัจจุบนัการใช้รังษีรักษานิยมใช้ในการรักษามะเร็งต่อมน า้เหลือง หรือใช้ในขัน้ตอนเตรียมผู้ ป่วย
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ก่อนการปลกูถ่ายไขกระดกู (Conditioning regimens) ซึ่งเป็นการท าลายไขกระดกูเดิมของผู้ ป่วย

เพ่ือให้เกิดช่องว่างส าหรับไขกระดูกท่ีจะน ามาปลูกถ่ายใหม่ในขณะเดียวกันก็เป็นการก าจัด

เซลล์มะเร็งท่ีมีอยูใ่นร่างกายผู้ ป่วยให้หมดไปด้วย 

4.การรักษาด้วยภมูิคุ้มกนั (Immunotherapy) 

ผู้ ป่วยมะเร็งเม็ดเลือดขาวโดยเฉพาะชนิดท่ีมีต้นก าเนิดจากสาย lymphoid คือ ALL และ 

CLL จะมีจ านวนเม็ดเลือดขาว lymphocyte ปกติลดน้อยลง ผู้ ป่วยจึงมกัเสียชีวิตจากการติดเชือ้

ฉวยโอกาส ฉะนัน้การรักษาโดยการกระตุ้นภูมิคุ้มกนัจึงเป็นทางเลือกท่ีดีท่ีช่วยกระตุ้นให้ Natural 

Killer cell  (NK cell) เพิ่มศกัยภาพในการฆ่าเซลล์มะเร็งแล้วยงัช่วยกระตุ้นการเพิ่มจ านวนของ 

lymphocyte ปกต ิ 

5.การใช้อินเตอร์เฟอรอน (Interferons)  

อินเตอร์เฟอรอน (Interferons;IFN) เป็นสาร glycoprotein ท่ีสร้างขึน้จากเซลล์ เช่น T-

lymphocyte, NK cells เป็นต้น ซึ่งมีคณุสมบตัิในการตอ่ต้านไวรัสและตอ่ต้านการแบง่เซลล์ของ

เซลล์มะเร็งรวมถึงเป็นตวักระตุ้นศกัยภาพของ NK cells และ macrogphage กระตุ้นการ

แสดงออกของ MHC ของ lymphocyte ซึง่ล้วนแตเ่ป็นกลไกในการก าจดัเซลล์มะเร็ง 

6.การใช้ยีนบ าบดั (Gene therapy) 

การรักษาโดยใช้ยีนบ าบดั สามารถท าได้หลายวิธี เชน่ potentiate immunotherapy เป็น

การเพิ่มการตอบสนองของระบบภมูิคุ้มกนัซึง่ท าโดยการใสยี่นท่ีก าหนดการสร้าง cytokines ชนิด

ตา่งๆเข้าไปในเซลล์มะเร็งโดยตรง, Chemoprotection  ท าโดยการใส ่ multidrug resistance 

(mdr) gene ลงไปในเซลล์ตวัออ่นของไขกระดกูก่อนการให้ยาเคมีบ าบดัขนาดสงู เป็นต้น  

ในปัจจบุนัได้มีการน าสมนุไพรหลายชนิดมาใช้ในการรักษามะเร็งหลายชนิด รวมถึงมะเร็ง

เม็ดเลือดขาว และสารสกดัจากพืชบางชนิดได้มีการน ามาใช้เป็นยาในการรักษามะเร็งแล้ว เชน่ 

vincristine และ vinblastine เป็นยาท่ีสกดัจากแพงพวยฝร่ัง, Paclitaxel ซึง่เป็นยาท่ีสกดัได้จาก

ต้นยิว(Taxus brevifolia) และ camptothecin เป็นสารอลัคาลอยด์ ท่ีได้จากพืช Camptotheca 

acuminata ดงันัน้ในการศกึษาครัง้นี ้ จงึได้น าสมนุไพรท่ีได้มีการทดสอบแล้ววา่มีสารท่ีมีฤทธ์ิใน

การท าลายเซลล์มะเร็ง คือ พลคูาว มาทดสอบกบัเซลล์มะเร็งเม็ดเลือดขาว เพ่ือดคูณุสมบตัใินการ

ยบัยัง้มะเร็งเม็ดเลือดขาวและต้านการอกัเสบ 
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        พลูคาว (Houttuynia cordata Thunb) [8, 9, 43] 

 

 
ภาพที่ 5 แสดงลกัษณะของต้นพลคูาว [43] 

 พลคูาว มีช่ือทางวิทยาศาสตร์  Houttuynia cordata Thunb  อยู่ในวงศ์  Saruraceae มี

ช่ืออ่ืนๆ คือ ผกัคาวตอง  ผกัเข้าตอง ผกัคาวทอง  ผกัก้านตอง พลแูก (ไทย), Chinese lizard tail 

(ทัว่ไป), houttuynia (ทัว่ไป), Yu xing cao (จีน), E-Sung-Cho(เกาหลี), Dokudami (ญ่ีปุ่ น)  

พลคูาวเป็นพืชพืน้ถ่ินท่ีมีมากในภาคเหนือของไทย  นิยมน ามารับประทานเป็นผกัเคร่ืองเคียง    มี

ลกัษณะเป็นพืชล้มลกุอยู่ในวงศ์เดียวกบัพลู   มีกลิ่นคาว  ล าต้นเลือ้ยทอดไปตามพืน้ดิน ล าต้นท่ี

อยู่เหนือพืน้ดินสงู 10-30  เซนติเมตร  ล าต้นใต้ดินเป็นปล้องสัน้ๆ สีนวล   มีรากออกแตกจากข้อ

โดยรอบเพ่ือยึดเกาะ ใบเด่ียว  ออกเวียนหรือออกสลบักัน  แผ่นใบรูปไข่กว้างประมาณ  2.5 -7.5  

เซนติเมตร    ยาว 3-9 เซนติเมตร  ปลายใบแหลมมาก  โคนใบรูปหวัใจ  หรือรูปไต ขอบใบเรียบ  

เส้นใบออกท่ีโคนใบ 5-7 เส้น มีขนสัน้ๆตามโคนใบ  แผ่นใบบนสีเขียวเข้มกว่าใต้ใบมีจุดโปร่งแสง

ทัว่ทัง้ใบ  ช่อดอกออกตามยอด หรือซอกใบใกล้ยอด อับเรณูสีเหลือง ดอกออกมากในเดือน

พฤษภาคมถึงสิงหาคม 

พลคูาวเป็นพืชสมนุไพรท่ีมีสรรพคณุหลากหลาย  พบรายงานในประเทศจีนในการน ามา

รักษาโรคติดเชือ้ทางเดินปัสสาวะ (Ueteritis) รักษาอาการไอ โรคติดเชือ้ต่างๆ (Leucorrhea) [9, 

10]    Chiang และคณะพบว่าสารสกัดพลคูาวด้วยน า้มีฤทธ์ิในการต้านการติดเชือ้ SARS และ 

HSV โดยการยบัยัง้ยบัการท างานของ nuclear transcription factor kappa B (NF-B) [11]  

นอกจากนีจ้ากการศกึษาวิจยัพบว่าพลคูาวมีฤทธ์ิต้านการอกัเสบ (anti-inflammatory) โดยไปลด
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ระดบัของไซโตไคน์ IL-6, TNF- และเอนไซม์ COX-2   [12, 13,44],  ฤทธ์ิต้านการติดเชือ้และ

เสริมภูมิต้านทาน [18, 45-46],  ฤทธ์ิต้านอนุมลูอิสระ(anti-oxidative) [47,48]  รักษาอาการ

ข้างเคียงท่ีเกิดจากการใช้รังสีรักษา และเคมีบ าบดั ยบัยัง้และท าลายเซลล์มะเร็งเม็ดเลือดขาว[16] 

ในส่วนของฤทธ์ิการต้านมะเร็ง Chang และคณะพบว่าสารสกัดพลคูาวด้วยน า้มีฤทธ์ิแสดงความ

เป็นพิษกบัเซลล์มะเร็งเพาะเลีย้ง 5 ชนิดคือ U937, K562, Raji, P3HR1 และ L1210 [16]  สิงห์ค า 

ธิมา และคณะพบว่าสารสกัดพลูคาวมีฤทธ์ิแสดงความเป็นพิษกับเซลล์มะเร็งเพาะเลีย้ง HL-60 

และ U937 [17]  แตง่านวิจยัทัง้สองชิน้เป็นเพียงการทดสอบความเป็นพิษเบือ้งต้นไม่ได้ศกึษาถึง

กลไกในการชกัน าให้เกิดการตาย    Tang และคณะ [14] พบว่าสารสกดัพลคูาวด้วยแอลกอฮอล์ 

50% มีฤทธ์ิชกัน าให้เกิดการตายแบบอะโพโทซิส (apoptosis) ในเซลล์เพาะเลีย้ง HT-29 โดยผ่าน

ทาง mitochondrial-dependent pathway ซึ่งเกิดจากพลคูาวไปกระตุ้นให้เพิ่มปริมาณ ROS เพิ่ม

การแสดงออกของ Bax ยับยัง้การแสดงออกของ Bcl-2 และลดระดับของ mitochondria 

membrane potential (MMP) จึงท าให้เกิดการกระตุ้นการปล่อย cytochrome c ออกมาจาก 

mitochondria ซึ่ง cytochrome c ท่ีปล่อยออกมานีจ้ะไปกระตุ้น Apaf-1 จากนัน้จะท าให้เพิ่มของ 

caspase-9 ซึ่งจะไปท าให้มีการเพิ่มขึน้ของ caspase-3 จึงท าให้เกิดตายแบบอะโพโทซิสดงัแสดง

ในภาพท่ี 6  นอกจากนี ้Lai และคณะยงัได้ท าการทดลองในเซลล์มะเร็งล าไส้ท่ีได้จากผู้ ป่วย พบว่า 

สารสกัดพลูคาวด้วยแอลกอฮอล์ 50% สามารถชกัน าให้เกิดการตายแบบอะโพโทซิสด้วยกลไก

เชน่เดียวกนักบัท่ีศกึษามาก่อนหน้านี ้[15 ] 

 

 
ภาพที่ 6 การเกิดอะโพโทซิส (apoptosis) จากการชกัน าของสารสกดัพลคูาว [14]  



36 
 

สารออกฤทธ์ิท่ีส าคญัในพลคูาวมี 6 ชนิดหลกัๆ คือ [8, 9, 44-49] 

1. Flavonoids เชน่  Quercetin, Rutin, Quercitrin, Hyperin, Isoquercetin 

2.Volatile oil เชน่  β-myrcene, β- pinene,  β- pinene, -terpineol,  n-decanoic 

acid, methyl nonyl ketone 

3. Alkaloids เชน่ Aristolactam A, Aristolactam B, Aristolactam A II, Pipenolactan 

A, Norcepharadione, Cepharadione B, Splendidin 

4. Fatty acid เชน่ Capric acid, Methyl oleate, Methyl linoleate 

5. Sterols เชน่ 1-Terpinen-4-ol, Decanol 

6. Phenolic acids เชน่ caffeic acid, chlorogenic acid 

ฟลาโวนอยด์ (Flavonoids) [46-50] 

ฟลาโวนอยด์เป็นสารประเภท polyphenolic compounds พบได้ทัว่ไปในพืช และอาหาร

ท่ีมีพืชเป็นสว่นประกอบ โดยมีสว่นประกอบหลกัของโครงสร้างเป็น 3-คาร์บอนเช่ือมตอ่กบัวง

แหวนไพแรนหรือวงแหวนไพรอนเรียกวา่ phenylbenzopyrone structure (C6-C3-C6)  ดงัแสดง

ในภาพท่ี 7  ฟลาโวนอยด์ยงัสามารถแบง่ออกเป็นประเภทตา่งๆตามโครงสร้างระหว่างวงแหวน B 

หรือ C และการออกซิเดชนัของออกซิเจนบนวงแหวนในโครงสร้างได้เป็น 6 ประเภท คือ flavonols, 

flavones, isoflavones, flavanones, anthocyanidins และ chalcones หรือ flavanols  ดงัแสดง

ในภาพท่ี 8  

 

ภาพที่ 7  แสดงโครงสร้างพืน้ฐานของฟลาโวนอยด์ [46] 
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ภาพที่ 8  แสดงโครงสร้างของฟลาโวนอยด์ชนิดตา่งๆ [50] 

ตารางท่ี 2 แสดงการจ าแนกชนิดย่อยของฟลาโวนอยด์ [50]  

Flavonoid subgroup               Representative flavonoids 

Flavonols  Quercetin, kaempherol, myricetin, rutin, morin, fisetin 

Flavones Apigenin, chrysin, luteolin, diosmetin, baicalein, wogonin, 

Amentoflavone, biapigenin, baicalin, flavopiridol, acacetin 

Isovitexin, ochnaflavone, tangeretin, pentamethoxyflavone 

Isoflavones Daidzein, genistein, glycitein, formononetin, vitexin, equol 

Glabridin, irigenin, biochanin A, formononetin, nobiletin  

Anthocyanidins Cyanidin, delphinidin, malvidin, pelargonidin, peonidin 

Flavanones Eriodictyol, hesperitin, naringenin, naringin, silibinin, 

Homoeriodictyol, poncirin, bavachinin taxifolin  

Chalcones Resveratrol, isoliquiritigenin, cardamomin, butein, 

Tris(methoxymethoxy)chalcone, xanthohumol 
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ฟลาโวนอยด์มีคณุสมบตัหิลากหลาย เช่น ฤทธ์ิต้านการอกัเสบ (anti-inflammatory), ต้าน

อาการแพ้ (anti-allergy), ต้านอนมุลูอิสระ(anti-oxidative), ต้านมะเร็ง(anti-cancer)และต้านการ

สร้างเส้นเลือดใหม่ (anti-angiogenic) เป็นต้น [50-55] จากการศึกษาวิจยัพบว่าฟลาโวนอยด์

สามารถต้านการอกัเสบโดยมีรายงานว่าจะไปยบัยัง้การสร้าง inducible nitric oxide synthase 

(iNOS) และเอ็นไซม์ cyclooxygenase (COX-2) รวมถึงยบัยัง้การสงัเคราะห์ prostaglandin E2 

(PGE2) [41]  

 

ภาพที่ 9 แสดงฤทธ์ิทางชีวภาพในด้านตา่งๆของฟลาโวนอยด์ [50] 

ในปัจจุบนัได้น าฟลาโวนอยด์มาเป็น chemopreventive  หรือ nutraceuticals ในการ

รักษาโรคมะเร็ง โดยพบวา่สามารถควบคมุการเจริญเติบโตของมะเร็งชนิดตา่งๆ เน่ืองจากสามารถ

ยบัยัง้การแบง่ตวัของเซลล์มะเร็งโดยสามารถยบัยัง้ DNA topoisomerase I/II และควบคมุ cell 

arrest ท าให้เซลล์มะเร็งไม่สามารถเจริญเติบโตได้ และเป็นสาเหตท่ีุน าไปสู่การตายแบบอะโพโท

ซิสเน่ืองจากจะไปรบกวน mitochondrial transamembrane potential และกระตุ้นการสร้าง 

reactive oxygen species (ROS) ซึ่ง ROS ท่ีเพิ่มสงูขึน้นีท้ าให้เอนโดพลาสมิก เรติคลูมัท่ีเป็นตวั

ควบคมุและเก็บ Ca2+ ภายในเซลล์สญูเสียหน้าท่ีจงึปลดปล่อย Ca2+ ออกมาซึ่งปริมาณ Ca2+ อิสระ

ท่ีออกมามากเกินจะไปรบกวนการหายใจระดบัเซลล์ท าให้ผนงัเซลล์เกิดการเปล่ียนแปลงโครงสร้าง 

และยงัไปกระตุ้นการท างานของเอนไซม์ endonuclease ไปย่อย DNA จึงส่งผลให้เซลล์ตายใน

ท่ีสดุ [56, 57] แตอ่นมุลูอิสระนัน้มีประโยชน์ตอ่ร่างกายด้วยเชน่กนัจากการท าหน้าท่ีในการตอ่ต้าน
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เชือ้โรคและยงัมีบทบาทในการส่งสญัญาณของเซลล์ (cell signaling) ซึ่งมกัจะเก่ียวข้องกบัการ

เพิ่มจ านวนของเซลล์ การเจริญเติบโตและการตายของเซลล์ โดยกระตุ้ นผ่านทางเอนไซม์ 

transcription factors และ nuclear factor ตา่งๆ โดยพบว่าถ้าปริมาณ ROS น้อยจะไปกระตุ้น

การเพิ่มจ านวนของเซลล์  ในทางกลบักันถ้าปริมาณ ROS มากจะไปกระตุ้นการตายของเซลล์    

ดงัแสดงในภาพท่ี 10 

 

ภาพท่ี 10 แสดงความสมัพนัธ์ระหวา่งปริมาณ ROS และการสง่สญัญาณของเซลล์ [56]  

และ ROS ท่ีมีปริมาณมากเกินจะไปกระตุ้นให้เกิดการปล่อย cytochrome C เพ่ือกระตุ้นการ

ท างานของ caspase-9 และ caspase-3 [57, 58]    นอกจากนีฟ้ลาโวนอยด์สามารถยบัยัง้การ

ท างานของ nuclear transcription factor kappa B (NF-B) ซึ่งเป็น signal transcription factor 

ท่ีควบคมุและสง่เสริมให้เซลล์ปกตเิปล่ียนแปลงไปเป็นเซลล์มะเร็งโดยกระตุ้นการ transformation, 

proliferation, invasion และ metastasia [50] โดยฟลาโวนอยด์ไปยับยัง้ NF-B และ p65 

phosphorylation  จึงท าให้ลดการแสดงออกของยีนท่ีท าให้เกิดมะเร็ง (oncogenes) และยงัลด

การแสดงออกของ Bcl-2, Bcl-XL, cyclin D1 และ COX-2 อีกด้วย [46, 47]   ดงัแสดงในภาพท่ี 

11-13 
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ภาพที่ 11 แสดงความสมัพนัธ์ของ NF-B ในการกระตุ้นให้เกิดมะเร็ง [59] 

 

ภาพที่ 12 แสดงฤทธ์ิของสารในกลุม่ฟลาโวนอยด์ในการยบัยัง้การท างานของ NF-B [60]  
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ภาพที่ 13 แสดงฤทธ์ิของฟลาโวนอยด์ในการชกัน าให้เกิดอะโพโทซิส [50] 

Quercetin และอนุพันธ์ของ Quercetin [61-64] 

Quercetin (3,3’,4’,5,7-pentahydroxyflavone) และอนพุนัธ์ของ Quercetin เช่น Rutin, 

Isoquercetin, Hyperin, Quercitrin เป็นฟลาโวนอยด์ในกลุ่มย่อยฟลาโวนอล( flavonols)   ใน

ธรรมชาติ Quercetin มกัอยู่ในรูปท่ีจบักบัน า้ตาล, phenolic acids หรือ แอลกอฮอล์ [61]  แตเ่ม่ือ

บริโภคเข้าไปในร่างกายจะถกูแยกหมู่น า้ตาลออกและถูกดดูซึมในระบบทางเดินอาหารในรูปของ 

Quercetin ส าหรับอนพุนัธ์ของ Quercetin ท่ีพบมากในธรรมชาติมกัเช่ือมตอ่กบัหมู่น า้ตาลโดยหมู่

น า้ตาลนีมี้อิทธิพลตอ่ลกัษณะทางเคมีและลกัษณะทางกายภาพ ซึ่งหมู่น า้ตาลท่ีเช่ือมตอ่นีม้กัเป็น

น า้ตาลกลโูคสหรือแรมโนส 1, 2 หรือ 3 โมเลกลุ ตวัอย่างเช่น ถ้า Quercetin เช่ือมตอ่กบัน า้ตาล

กลโูคสและแรมโนส(Quercetin 3-rutinoside) จะเรียก Rutin, ถ้าQuercetin เช่ือมตอ่กบัน า้ตาล

กลโูคส (Quercetin 3-β-D-glucoside) เรียก Isoquercetin และถ้า Quercetin เช่ือมตอ่กบัน า้ตาล

กาแลคโตส เรียก Hyperin  นอกจากนีย้งัมีอนพุนัธ์ของQuercetin ท่ีเช่ือมตอ่กบัน า้ตาล, phenolic 

acids หรือ แอลกอฮอล์ อีกหลายชนิดซึ่งจะมีช่ือเรียกแตกตา่งกนัไปดงัแสดงในตารางท่ี 3 จาก

การศกึษาท่ีผ่านมามีรายงานการพบ Quercetin, Quercitrin, Rutin, Hyperin, Isoquercetin ใน
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พลูคาวซึ่งสารดังกล่าวล้วนเป็นสารฟลาโวนอยด์ในกลุ่มย่อยฟลาโวนอลโดยชนิดและปริมาณ

ของฟลาโวนอลในสารสกดัจะขึน้อยูก่บัตวัท าละลายและวิธีในการสกดั [19, 20] 

 

ตารางท่ี 3  แสดงอนพุนัธ์ของ quercetin ท่ีเช่ือมตอ่กบัหมูต่า่งๆ [61] 

 

 

ภาพที่ 14 โครงสร้างของ Quercetinและจดุเช่ือมตา่งๆ (R1-R7) [61] 
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ภาพที่ 15 แสดงโครงสร้างของ Quercetin, Isoquercetin และ Rutin  [61] 

จากการศกึษาพบว่าสารในกลุ่มฟลาโวนอล โดยเฉพาะ quercetin  มีฤทธ์ิทางชีวภาพท่ี

หลากหลายและมีคณุสมบตัิเช่นเดียวกบัฟลาโวนอยด์ดงัท่ีได้กล่าวมาข้างต้น โดยสามารถสรุปได้

ดงันี ้

- ต้านการอกัเสบ [13, 52 ] โดย quercetin จะไปลดการท างานของเอนไซม์ COX-2 [61, 

64] และ เอนไซม์ lipooxygenase [44 ] จึงส่งผลให้ลดการสังเคราะห์ eicosanoid เช่น 

prostaglandin (PG) ซึ่งเป็นสารส่ือกลางในการก่อให้เกิดการอักเสบ นอกจากนีย้ังพบว่า 

quercetin ลดระดบัการหลัง่ไซโตไคน์  IL-6, TNF- ซึ่งเป็นไซโตไคน์ในกลุ่ม pro-inflammatory 

cytokines อีกด้วย [46, 47 ] 

- ตอ่ต้านอาการแพ้โดยจะไปยบัยัง้การส่งสญัญาณใน JAK-STAT pathway [53 ] โดยใน

การยบัยัง้นัน้จะส่งสญัญาณไปยบัยัง้ Interleukin-12 (IL-12) ซึ่งจะเป็นตวักระตุ้นให้เกิดอาการแพ้ 

[12]  

- ตอ่ต้านอนมุูลอิสระ (anti-oxidant) โดยฟลาโวนอยด์จะให้ H กบัอนุมลูอิสระ (RO) 
และจะมีการให้ H แก่อนมุลูอิสระอีกครัง้ หรือเกิดพนัธะไฮโดรเจนภายในฟลาโวนอยด์ [56,64] 

- ควบคมุการเจริญเติบโตของเซลล์มะเร็ง [65-68] โดยจากการท่ีสารฟลาโวนอยด์มี

คุณสมบัติเป็น anti-oxidant ท่ีจะไปลดปริมาณของ RO ท่ีเก่ียวข้องกับกระบวนการ 
carcinogensis [50, 54] จะไปยบัยัง้การกระตุ้นการเพิ่มจ านวนของ growth factors, ยบัยัง้การ
ท างานของเอนไซม์ tyrosine kinase  [55] และกระตุ้นการแสดงออกของ Bax และ Bak ในการ

Quercetin Isouercetin 
        Rutin 
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กระตุ้น mitochondrial ให้ปล่อย cytochrome c ท าให้เกิดการเกิด caspase-9 และ caspase-3 
และลดการแสดงออกของ Bcl-2, Bcl-XL ซึง่เป็นตวัยบัยัง้การเกิด apoptosis รวมไปถึงยบัยัง้ DNA 
topoisomerase I/II [69] และควบคมุ cell cycle ท าให้เกิดการหยดุการเจริญเติบโตอยู่ท่ีระยะใด
ระยะหนึ่งใน cell cycle ท าให้เซลล์มะเร็งไม่สามารถเจริญเติบโตได้ และยงัไปยบัยัง้กระบวนการ
ในการก่อให้เกิดมะเร็ง [57-58] 

 

ภาพที่ 16 แสดงฤทธ์ิทางชีวภาพท่ีหลากหลายของสารฟลาโวนอล [50] 

Guo และคณะพบว่า % yeild ของสารฟลาโวนอยด์ในพลูคาวมีสงูถึง 0.586 % ซึ่งสาร 
ฟลาโวนอยด์ท่ีพบมากในพลคูาว คือ Quercetin, Rutin Quercitrin, Hyperin [62] ซึ่งล้วนเป็นสาร 
ฟลาโวนอยด์ท่ีจดัอยู่ในกลุ่มฟลาโวนอล (flavonols) ซึ่ง quercitrin เป็นอนพุนัธ์ของ quercetin ท่ี
เช่ือมตอ่กบัน า้ตาล deoxy rhamnose และ hyperin เป็นอนพุนัธ์ของ quercetin ท่ีเช่ือมตอ่กับ
น า้ตาล galactose [61]    นอกจากนี ้Wu และคณะได้เก็บพลคูาวในแตล่ะพืน้ท่ีรวมทัง้หมด 22 
จงัหวดัในประเทศจีนพบว่าสารฟลาโวนอลพบคือ Quercitrin, Hyperin และ Quercetin ซึ่งในแต่
ละพืน้ท่ีสารฟลาโวนอลท่ีตรวจได้ไมแ่ตกตา่งกนั   [49] 
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ไซโตไคน์ (Cytokines) [70, 71] 

ไซโตไคน์เป็นโปรตีนขนาดเล็กท าหน้าท่ีเป็นสารส่ือน าและปฏิสัมพันธ์เพ่ือกระตุ้นเซลล์

ชนิดอ่ืนๆตอ่ไปซึ่งประกอบด้วย  interleukins (IL), colony stimulating factors (CSF), tumor 

necrosis factors (TNF) และ interferons (IFN) โดยไซโตไคน์จะมีบทบาทในการกระตุ้นระบบ

ภมูิคุ้มกนั และรวมไปถึงการควบคมุการเจริญเตบิโตของเซลล์  

 Interleukin-2 (IL-2) [72, 73]  

 IL-2 เป็นโปรตีนมีน า้หนกัประมาณ 15.5 kDa  เป็นไซโตไคน์หลกัท่ีหลัง่มาจาก CD4
+  T 

cells, CD8
+ T cells นอกจากนีย้งัสามารถหลัง่ได้จาก activated dendritic cells (DCs) และ 

natural killer (NK) cells   IL-2เป็นไซโตไคน์ท่ีควบคมุการเจริญเติบโตของเซลล์เม็ดเลือด โดยมี

บทบาทหลากหลายซึง่เป็นได้ทัง้ตวักระตุ้นระบบภูมิคุ้มกนั (immunostimulatory), ตวักดภูมิคุ้มกนั

(immunosuppressive) และตวัควบคมุภูมิคุ้มกนั (immunoregulatory)  ส าหรับหน้าท่ีหลกัของ 

IL-2 นัน้ จะช่วยในการเพิ่มจ านวนแบง่ตวั (proliferation) โดยจะไปกระตุ้นให้มีการแสดงออกของ 

nuclear factor Kappa B (NF-B) ยบัยัง้การตายแบบอะโพโทซิส (apoptosis) และกระตุ้นการ

หลัง่ไซโตไคน์ (autocrine growth factor) 

Interleukin-4 (IL-4) [72, 74, 75] 

IL-4 เป็นไซโตไคน์ท่ีสร้างจาก T cell, mast cell และ basophil จดัอยูใ่นกลุม่ Th2 

cytokine กระตุ้นการเปล่ียน naïve Th cell ไปเป็น Th2 cells และยบัยัง้การท างานของ IFN- มี

ผลไปยบัยัง้ระบบภมูิคุ้ม cell-mediated immune response และนอกจากนีย้งักระตุ้น isotype 

class swithing ให้มีการสร้าง IgE และ IgG4    

 Interleukin-6 (IL-6) [72, 76, 77] 

IL-6 เป็นไซโตไคน์ท่ีถกูเหน่ียวน าให้มีการสร้างจาก IL-1, TNF- และ platelet derived 

growth factor (PDGF) มีคณุสมบตัิเป็น proinflammatory cytokines และ anti-inflammatory 
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cytokine ขึน้อยู่กบัสภาวะแวดล้อม และยงัเก่ียวข้องกับการเจริญเติบโตของเซลล์เม็ดเลือด โดย

ร่วมกบั colony stimulating factor (CSF) และ IL-3 ในการกระตุ้นให้มีการเพิ่มจ านวนของเซลล์ 

Interleukin-8 (IL-8) [72, 78-80] 

IL-8 หรือ (CXCL8) เป็นไซโตไคน์ท่ีมีส่วนของ cytoplasmic tail เป็น Toll-lke/IL-1 
receptor (TIR) domain สร้างมาจาก mononuclear phagocytes, antigen activated T cells 
และ epithelial cells ท าหน้าท่ีเป็น chemotactic ในการเคล่ือนท่ีและกระตุ้น neutrophils โดยท า
ให้ neutrophils มีการแสดงออกของ cell-surface adhesion molecule เพิ่มมากขึน้ และควบคมุ
การท างานของเม็ดเลือดขาวในกระบวนการอกัเสบ อีกทัง้ IL-8 ยงัมีคณุสมบตัิกระตุ้น angiogenic 
responses ท าให้เกิดการเพิ่มจ านวนและการอยู่รอดของเซลล์ endothelial และเซลล์มะเร็ง และ
ยงัเก่ียวข้องกบัการแพร่กระจายของมะเร็งไปยงัอวยัวะตา่งๆ 

Interleukin-10 (IL-10) [72, 81] 

สร้างจาก T cell, macrophage เป็นส่วนใหญ่ จดัเป็น regulatory cytokine ซึ่งมีฤทธ์ิ
ยบัยัง้การตอบสนองทางภูมิคุ้มกนัโดยยบัยัง้การท างานของ IL-12, การท างานของ dendritic cell 
และการแสดงออกของ MHC class II molecules และ co-stimulatory molecules ซึ่งมีผลยบัยัง้
การกระตุ้น cell-mediated immune response 

Granulocyte/macrophage-colony stimulating factor (GM-CSF) [72, 82] 

GM-CSF สร้างมาจาก T cells, monocyte, fibroblast และ endothelial cells ซึ่งเป็น   

ไซโตไคน์ท่ีกระตุ้นกระบวนการสร้างเม็ดเลือดและการเจริญเป็นตวัแก่ของเซลล์ granulocyte และ 

monocyte/macrophage ในปัจจบุนัมีการผลิต recombinant GM-CSF ใช้ในการกระตุ้น bone 

marrow ในผู้ ป่วยมะเร็งท่ีรักษาด้วยยาเคมีบ าบดัและการปลกูถ่ายไขกระดกู 

Interferon-gamma (IFN-) [69, 71, 80] 

ค าวา่ “Interferon” มาจากความสามารถของไซโตไคน์ชนิดนีใ้นการขดัขวางการเจริญของ

ไวรัส แบง่ได้เป็น 2 type ส าหรับ IFN- จดัเป็น type II interferon ซึ่งเป็นไซโตไคน์ท่ีสร้างจาก 
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Tcells และ NK cells (จดัเป็น Th1 cytokine คือสร้างจาก Th1 cells จึงเสริมสร้าง Th1 cells และ

ยบัยัง้การท างานของ Th2 cells) สามารถกระตุ้นให้เม็ดเลือดตวัอ่อนเกิดการ differentiation ได้ 

โดยสามารถกระตุ้น B cells, T cells, NK cells และ macrophages ได้    

TNF- [72, 84, 85] 

TNF- สร้างมาจาก macrophage และ activated T cells เป็นไซโตไคน์ในกลุ่ม 

proinflammatory cytokines มีบทบาทส าคญัท่ีกระตุ้นให้เกิดการอกัเสบ (inflammation) กระตุ้น

การแสดงออกของ adhesion molecules การสร้าง chemokines โดย endothelial cells ส่งผลให้

มีการเพิ่ม vascular permeability ในการก่อให้เกิดการอกัเสบ กระตุ้นให้สร้าง prostaglandin 

(PG) กระตุ้นการสร้างไซโตไคน์ตวัอ่ืนๆ เชน่ IL-1 และยงัเก่ียวข้องกบัการเจริญเติบโตของเซลล์เม็ด

เลือด โดยจะไปกระตุ้นให้เกิดการสร้าง CSF และ IL-6 นอกจากนีย้ังยับยัง้การแบ่งตัวของ

เซลล์มะเร็งได้อีกด้วย 

 ไซโตไคน์ในกลุ่มท่ีกล่าวมาข้างต้น จะมีบทบาทในการควบคมุการเจริญเติบโตของเซลล์

เม็ดเลือดปกตริวมไปถึงเซลล์มะเร็งเม็ดเลือดขาวและรวมไปถึงบทบาทในการก่อให้เกิดการอกัเสบ

[86, 87]  จากการศกึษาท่ีผ่านมาพบว่า สารในกลุ่มฟลาโวนอลโดยเฉพาะสาร quercetin มีฤทธ์ิ

ยบัยัง้การเกิดมะเร็ง โดยจะไปลดปริมาณของvascular endothelial growth factor (VEGF) และ 

matrix metalloproteinase-2 (MMP-2) activity ซึ่งเก่ียวข้องในกระบวนการ angiogenesis ซึ่ง

เป็นกระบวนการส าคญัท่ีจะท าให้มะเร็งมีการเจริญเติบโตและลกุลามตอ่ไป [88] นอกจากนีย้งัไป

ควบคุมการท างานของ NF-B ซ่ีงมีบทบาทในด้านการแสดงออกของ cytokines และการ

เจริญเติบโตและการอยู่รอดของเซลล์ [89-90]  โดยจะไปเพิ่มการสะสมของ IB ท่ีจะไปจบักับ 

NF-B ท าให้ NF-B ไม่สามารถเข้าไปใน nucleus เพ่ือท่ีจะกระตุ้นการ transcription ของยีนท่ี

เก่ียวข้องได้ ท าให้มีปริมาณของไซโตไคน์ดงักลา่วข้างต้นลดลง ซึ่งเป็นผลท าให้เกิดการเพิ่มจ านวน

และเจริญเตบิโตของมะเร็งเม็ดเลือดขาวลดลง [91] 
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ภาพที่ 17 แสดงความสมัพนัธ์ระหวา่งสารในกลุม่ฟลาโวนอลและไซโตไคน์ [50] 
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การตายของเซลล์ (Programmed cell death) [91-93] 

การตายของเซลล์และการเจริญหรือการสร้างเซลล์เป็นกระบวนการท่ีจ าเป็นและส าคญั

มากในการควบคุมสมดุลของสิ่งมีชีวิต การควบคุมการตายของเซลล์ท่ีไม่เหมาะสมจะมีความ

เก่ียวข้องหรืออาจก่อให้เกิดโรคต่างๆ ตามมาได้ เช่น อัลไซเมอร์เกิดจากการท่ีเซลล์ไม่สามารถ

ควบคมุตวักระตุ้นท่ีชกัน าให้เกิดการตายส่งผลให้มีการตายของเซลล์มากเกินไป ในขณะท่ีเซลล์ซึ่ง

ไม่สามารถควบคมุตวักระตุ้นท่ียบัยัง้การตายได้ก็อาจเป็นสาเหตุหนึ่งท่ีก่อให้เกิดโรคมะเร็ง การ

ตายของเซลล์สามารถจ าแนกตามความแตกตา่งของรูปแบบการตายได้เป็น 3 กลุม่ คือ 

1. Type-I programmed cell death (Apoptosis) เป็นกลไกท่ีท าให้สตัว์หลายเซลล์

สามารถควบคมุจ านวนเซลล์ในเนือ้เย่ือให้คงท่ีหรือเกิดความสมดลุและควบคมุพฒันาการรูปร่าง

ของอวยัวะต่างๆ ในระยะ embryogenesis ก าจดัเซลล์ท่ีเส่ือมสภาพตามอายขุยั   การตายแบบ 

อะโพโทซิสจัดเป็นกลไกหนึ่งของการตอบสนองทางภูมิคุ้ มกันแต่ก าเนิด (innate immune 

response) และ การป้องกนัการเป็นมะเร็ง (anticarcinogenesis) ในมนษุย์   

2. Type-II programmed cell death (Autophagy) เป็นการตายของเซลล์แบบกินตวัเอง

ของเซลล์ซึ่งเกิดจากมีการสร้าง autophagic vacuoles มีการขยายของไมโตคอนเดรีย 

(mitochondria) และเอนโดพลาสมิก เรติคลูมั (Endoplasmic reticulum; ER) และการขยายตวั

ใน Golgi apparatus   

3. Type-III programmed cell death (Necrosis) หรือ accidental cell death เป็นการ

ตายของเซลล์แบบท าลายตัวเอง มีการบวมของเซลล์และแตกออกในรูปท่ีไม่มีแบบแผนท าให้

องค์ประกอบของเซลล์ถูกปลดปล่อยสู่เซลล์ข้างเคียงท าให้เซลล์ข้างเคียงนัน้ได้รับความเสียหาย

และเกิดการตอบสนองทางระบบภูมิคุ้มกนัของร่างกาย (inflammatory response) อย่างรุนแรงจึง

ก่อให้เกิดการอกัเสบ (inflammation) 
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ตารางท่ี 4 เปรียบเทียบลกัษณะการตายของเซลล์แบบ apoptosis, autophagy และ necrosis  

                 [91-93] 

Feature Apoptosis Autophagy Necrosis 

Morphological Cell shrinkage Cell shrinkage Cell swelling 

 Cell membrane blebbing Cell membrane 
blebbing 

Loss of cell membrane 
integrity with release of 

cellular contents 

 Chromatin condensation Chromatin condensation Total cell rupture 

 Cell fragmentation into 
smaller bodies 

Autophagic vacuoles Cell membrane is lysed 

Nuclease Pyknotic Pyknotic No 

Nuclear protein 
breakdown 

Yes No No 

 DNA fragment 

- HMW* 

- LMW* 

 

Yes 

Yes 

 

Yes 

No 

 

Random digestion 

Random digestion 

Inflammatory response       No                               No                              Yes 

ATP requirement               Yes                               Yes                             No 

Detection          DNA ladder formation assay            Electron microscopy          Gel electrophoresis 

                        Annexin V and TUNEL                  Monodansylcadaverine (MDC) 

                             FACS analysis                               Autophagosome membrane (LC3) 

HMW* = High molecular weight, LMW* = Low molecular weight 
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อะโพโทซิส (apoptosis) [91-95] 

อะโพโทซิส (apoptosis) เป็นแบบแผนการตายรูปแบบหนึ่งของเซลล์ท่ีถกูควบคมุโดยยีน 

เป็นกลไกท่ีมีบทบาทส าคญัในการควบคมุพฒันาการและรักษาสมดลุของสิ่งมีชีวิตหลายเซลล์ การ

ตายของเซลล์จะเกิดขึน้เม่ือเซลล์ได้รับการเหน่ียวน าซึง่จะเกิดภายหลงัจากการส่งสญัญาณภายใน

เซลล์ (cascade of cell signaling) โดยมีเอนไซม์ caspase เป็นตวักลาง และ pro-apoptotic 

proteins เช่น Bax, Apaf-1, p53, Bid, Bim และ cytochrome C เป็นตวัชกัน าให้เกิดการตาย 

และมี anti-apoptotic proteins เชน่ Bcl-2 และ BclXL เป็นตวัยบัยัง้การตาย  

การตายแบบอะโพโทซิสเป็นการตายท่ีมีลักษณะเฉพาะ คือ เซลล์ท่ีเกิดอะโพโทซิสจะมี

การเปล่ียนแปลงของ Plasma membrane โดย phosphotidylserine (PS) ซึ่งอยู่ด้านในของเย่ือ

หุ้มเซลล์จะเคล่ือนท่ีออกมายงัด้านนอกของเย่ือหุ้มเซลล์  เซลล์จะเกิดการสูญเสียปริมาตรของ

เซลล์ (loss of cell volume)  เย่ือหุ้มเซลล์หดแฟบ (plasma membrane blebbing) นิวเคลียส

รวมตัวกันแน่น (nuclear condensation) มีการเกาะกลุ่มกันของโครมาติน (Chromatin 

aggregation) และดีเอ็นเอถูกย่อยเป็นชิน้เล็ก (DNA fragmentation) และ เกิดเป็น apoptotic 

body (formation of apoptotic bodies) ดงัแสดงในภาพท่ี 18 [95, 96 ] 

   

ภาพท่ี 18 แสดงการเกิดอะโพโทซิสของเซลล์ trophoblast เม่ือดดู้วย 

กล้อง time-lapse microscopy [93] 

 A) เกิดการ breakdown ของโครมาตนิ               B) เย่ือหุ้มเซลล์หดแฟบ  

C) มีการเกาะกลุม่กนัแนน่ (packing)         D) เกิดเป็น apoptotic body(ลกูศรชี)้  

 



52 
 

การเหน่ียวน าให้เกิดอะโพโทซิสมี 2 วิถี คือ  

1. Death receptor-inducing extrinsic pathway (extrinsic pathway) หรือวิถีจาก

ภายนอก ซึ่งเหน่ียวน าโดย death receptors เช่น tumor necrosis factor receptor (TNFR), Fas 

receptor (FasR), TNF-related apoptosis-inducing ligand (TRAIL) ท่ีได้รับการกระตุ้นจาก 

death ligand เกิดโครงสร้างท่ีประกอบด้วย adaptor protein (TRADD หรือ FADD) และ initiator 

caspase (pro caspase 8 หรือ pro caspase 10) เรียกว่า death-inducing signaling (DISC) 

ไปกระตุ้นให้ pro caspase เปล่ียนเป็น initiator caspase (caspase -2, -4,  -8, -9, 10 และ -12) 

ซึ่งจะไปเหน่ียวน าให้ effector caspases (caspase-3, -6 และ -7) ท างานและน าไปสู่การชกัน า

ให้เกิดการตายแบบอะโพโทซิส ดงัแสดงในภาพท่ี 19 ก และภาพท่ี 20   

2. Mitochondrial-apoptosome-mediated apoptotic intrinsic pathway (Intrinsic 

pathway) หรือวิถีจากภายในซึ่งมีไมโตคอนเดรียกับอะโพโทโซมเป็นตวักลาง เก่ียวข้องกับการ

ปล่อย cytochrom C ออกมาจากไมโตคอนเดรียเน่ืองจากการท างานของ Bax ท่ีไปจบั outer 

membrane ของไมโตคอนเดรียท าให้ permeability transition pore (PTP) เสียการควบคมุการ

เข้าออกของ ion ปล่อย ion จากcytosol เข้ามาข้างในท าให้ inner membrane potential ถูก

รบกวนเม่ือมีการเสียสมดลุของ ion จะรบกวน electronchemical gradient ท าให้ PTP เปิดออก

โดยมีการร่ัวของกลุ่มโปรตีน apoptogenic factors เช่น cytochrome C, apoptosis-inducing 

factor (AIF) และ endonuclease G (Endo G) ออกมาท าให้ไมโตคอนเดรียบวมและ outer 

membrane เกิดรอยร่ัว จึงท าให้กลุ่มโปรตีนดงักล่าวถกูปล่อยออกมาจากชัน้ inner membrane 

space หลัง่เข้าสู่ cytosol เม่ือ AIF และ Endo G ถกูปลดปล่อยออกมาจากไมโตคอนเดรียจะถกู

ส่งผ่านไปยงันิวเคลียสท าให้เกิด chromatin condensation และ DNA fragmentation ส่วน 

cytochrome C เม่ือออกมาสู่ cytosol จะรวมตวักบั Apaf-1 และ pro caspase-9 เป็นโครงสร้างท่ี

เรียกว่า อะโพโทโซม (apoptosome) ดงัแสดงในภาพท่ี 19 ข โดยใช้พลงังานในรูป ATP ในการ

รักษาโครงสร้างให้เสถียร ซึ่ง caspase-9 จะกระตุ้นการท างานของ effector caspase เช่น 

caspase-3 ให้ท างานและน าไปสูก่ารชกัน าให้เกิดการตายแบบอะโพโทซิส ดงัแสดงในภาพท่ี 20  
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  ก                      ข       

ภาพท่ี 19 ก แสดงวิถีการเกิดอะโพโทซิสโดยผา่น death receptor (Extrinsic pathway) 

                ข แสดงวิถีการเกิดอะโพโทซิสโดยผา่นไมโตคอนเดรีย (Intrinsic pathway) [93] 

 

 

ภาพที่ 20 แสดงกลไกของการเกิดอะโพโทซิส (Apoptosis) [92] 
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บทที่ 3 

วิธีด าเนินการวิจัย 

กลุ่มตัวอย่างที่ใช้ในการทดสอบ 

1. ตวัอยา่งสมนุไพรท่ีใช้ในการทดสอบ 

สมนุไพรท่ีน ามาใช้ในการทดสอบ คือ พลคูาว จากอ าเภอเมือง จงัหวดัล าพนู และท า
การยืนยนัชนิดของพลคูาวโดยหน่วยปฏิบตัิการวิจยัพรรณไม้ประเทศไทย ภาควิชาพฤกษศาสตร์ 
คณะวิทยาศาสตร์ จฬุาลงกรณ์มหาวิทยาลยั (Herbarium number 013515 (BCU)) 

 

 

ภาพที่ 21 พลคูาวท่ีใช้ในการวิจยั  
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2. ตวัอยา่งเซลล์มะเร็งเม็ดเลือดขาวเพาะเลีย้งท่ีใช้ในการทดสอบ 

เพ่ือให้ครอบคลุมโรคมะเร็งเม็ดเลือดขาวชนิดตา่งให้มากท่ีสดุ ฉะนัน้ในงานวิจยัครัง้นีจ้ึง
เลือกเซลล์มะเร็งเม็ดเลือดขาวเพาะเลีย้งท่ีน ามาใช้ในการทดสอบมี 3 ชนิด คือ 

2.1 เซลล์มะเร็งเม็ดเลือดขาวเพาะเลีย้ง Jurkat (human acute T cell leukemia) 

 

ภาพที่ 22 ลกัษณะของเซลล์มะเร็งเม็ดเลือดขาวเพาะเลีย้ง Jurkat (200x) 

2.2 เซลล์มะเร็งเม็ดเลือดขาวเพาะเลีย้ง U937 (human chronic myelogenous 
leukemia cell) 

 

ภาพที่ 23 ลกัษณะของเซลล์มะเร็งเม็ดเลือดขาวเพาะเลีย้ง U937 (200x) 



56 
 

2.3 เซลล์มะเร็งเม็ดเลือดขาวเพาะเลีย้ง K562 (human chronic myelogenous 
leukemia cell) 

 

ภาพที่ 24 ลกัษณะของเซลล์มะเร็งเม็ดเลือดขาวเพาะเลีย้ง K562 (200x) 

 

เคร่ืองมือที่ใช้ในการวิจัย 

อปุกรณ์และเคร่ืองมือ 

-20C freezer     Sanyo, ญ่ีปุ่ น 

-80C deep freezer    ilshin Lab, เนเธอแลนด์  

4C refrigerator    Mitsubishi, ญ่ีปุ่ น 

Analytical balance    Mettler Toledo, สวิสเซอร์แลนด์ 

Autoclave     Tomy, ญ่ีปุ่ น 

Autopipette 0.5-10 µl    Gilson, ฝร่ังเศส 

Autopipette 10-100 µl    Gilson, ฝร่ังเศส 
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Autopipette 100-1000 µl   Gilson, ฝร่ังเศส 

Bio-Plex system    BIO-RAD, สหรัฐอเมริกา 

Cell culture flask (25 cm3)   Corning, สหรัฐอเมริกา 

Centrifuge     Kokusan, ญ่ีปุ่ น 

CO2 incubator     Thermo scientific, สหรัฐอเมริกา 

Differential counter    Modulus, สหรัฐอเมริกา 

ELISA plate reader    BioTek, สหรัฐอเมริกา 

Flow cytometer     BD Biosciences, สหรัฐอเมริกา   

Freeze dryer     Thermo Electron Corporation, 

สหรัฐอเมริกา 

 Hemocytometer    Hausser Scientific, สหรัฐอเมริกา 

 Hot air oven     Memmert, เยอรมนี 

Invented microscope    Olympus, ญ่ีปุ่ น 

Laminar flow     Faster, อิตาลี 

Light microscope    Olympus, ญ่ีปุ่ น 

Liquid Nitrogen tank    Air Liquide, ฝร่ังเศส 

Magnetic stirrer    Daihan LabTech, เกาหลีใต้ 

Multichannel pipette 5-50 µl    Biohit, ฟินแลนด์ 

pH meter     Mettler Toledo, สวิสเซอร์แลนด์ 
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Plate shaker     Desaga, เยอรมนี 

Rotary evaporator    Heidolph Instruments, เยอรมนี 

Vacuum pump     GelmanSciences, สหรัฐอเมริกา 

Volumetric flask (100, 1000 ml)  Pyrex, สหรัฐอเมริกา 

Vortex mixer     Labnet, สหรัฐอเมริกา 

Waterbath     Mgw Lauda, เยอรมนี 

 UV/VIS spectrophotometer   PG instruments, สหราชอาณาจกัร 

เคร่ืองแก้วและพลาสตกิ 

6 well cell culture plate    Corning, สหรัฐอเมริกา 

24 well cell culture plate   Corning, สหรัฐอเมริกา 

96 well cell culture plate   Corning, สหรัฐอเมริกา 

Beaker (50, 100, 250, 500, 1000 ml)  Schott Duran, เยอรมนี 

Centrifuge tube (5, 14, 50 ml)   Falcon, สหรัฐอเมริกา 

Cryovial tube 2.0 ml    Nunc, เดนมาร์ก   

Cylinder (100, 1000 ml)   Witeg Diffico, เยอรมนี 

Disposable Serological pipette (5, 10, 25 ml) Corning, สหรัฐอเมริกา 

Flask (50, 100, 250, 500, 1000 ml)  Schott Duran, เยอรมนี 

Glass bottles (100, 200, 500, 1000 ml)  Schott Duran, เยอรมนี 

Microcentrifuge    Eppendorf, เยอรมนี 
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Microtube 1.5 ml    Hycon, สหรัฐอเมริกา 

Serological pipette (1, 5, 10, 25 ml)  Corning, สหรัฐอเมริกา 

Tip (10, 20, 100, 200, 1000 µl)   Sorenson, สหรัฐอเมริกา 

 Volumetric flask (100, 1000 ml)  Pyrex, สหรัฐอเมริกา 

สารเคมีที่ใช้ในการวิจัย 

 Aluminium chloride (AlCl3)   Sigma Aldrich, สหรัฐอเมริกา 

 Annexin V- Alexa 488/    

            Propidium iodide (PI)                                    Gibco Invitrogen, สหรัฐอเมริกา 

 Bio-Plex PRO magnetic cytokine  BIO-RAD, สหรัฐอเมริกา 

 (8-Plex Panel) 

 Bovine serum albumin (BSA)   Fisher,สหรัฐอเมริกา 

 Dimethyl sulfoxide (DMSO)   Sigma Aldrich, สหรัฐอเมริกา 

 Di-sodium hydrogen phosphate (Na2HPO4) Merck, เยอรมนี 

 Ethyl alcohol     Merck, เยอรมนี 

 Fetal bovine serum (FBS)   Gibco Invitrogen, สหรัฐอเมริกา 

 Human IL-6 ELISA kit    R&D  diagnostic, สหรัฐอเมริกา 

 Human TNF- kit    R&D  diagnostic, สหรัฐอเมริกา 

 Hydrogen peroxide (H2O2)   R&D  diagnostic, สหรัฐอเมริกา 

 In vitro toxicology assay kit (TOX2)  Sigma Aldrich, สหรัฐอเมริกา 
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 Isoquercetin     Sigma Aldrich, สหรัฐอเมริกา 

 Leucoagglutinin PHA-L (PHA)   Sigma Aldrich, สหรัฐอเมริกา 

 L-glutamine     Gibco Invitrogen, สหรัฐอเมริกา 

 Lipopolysaccharides (LPS)   Sigma Aldrich, สหรัฐอเมริกา 

 Penicillin/Streptomycin    Gibco Invitrogen, สหรัฐอเมริกา   

 Phorbol 12-myristate 13-acetate (PMA) Sigma Aldrich, สหรัฐอเมริกา 

 Potassium chloride (KCl)   Merck, เยอรมนี 

 Potassium dihydrogen phosphate (KH2PO4) Merck, เยอรมนี 

 Quercetin     Sigma Aldrich, สหรัฐอเมริกา 

 Rutin      Sigma Aldrich, สหรัฐอเมริกา  

 Roswell Park Memorial Institute medium- 

 1640 (RPMI-medium 1640)   Gibco Invitrogen, สหรัฐอเมริกา 

 Sodium chloride (NaCl)   Merck, เยอรมนี 

 Sodium hydroxide (NaOH)   Merck, เยอรมนี 

 Sodium nitrite (NaNO2)    Merck, เยอรมนี 

 Sulfuric acid (H2SO4)    Merck, เยอรมนี 

 Tetramethylbenzidine    R&D  diagnostic, สหรัฐอเมริกา 

 Trizma base     Sigma Aldrich, สหรัฐอเมริกา 

 Trypan blue     The British Drug Houses, องักฤษ 
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 Tween20     Sigma Aldrich, สหรัฐอเมริกา 

 Vincristine     Sigma Aldrich, สหรัฐอเมริกา 

 

วิธีการวิจัย 

1. การสกัดพลูคาว 

 1.1 ขัน้ตอนการเตรียมสารสกัดพลูคาวโดยน าส่วนใบและล าต้นพลูคาวสดมาล้างให้
สะอาด และผึ่งลมให้แห้ง จากนัน้น าไปอบท่ีอณุหภูมิ 60 องศาเซลเซียส จนพลคูาวแห้งแล้วน ามา
บดให้ละเอียดซึง่จะได้ลกัษณะดงัภาพท่ี 25 เพ่ือท่ีจะน ามาท าการสกดัตอ่ไป 

 

ภาพที่ 25 ลกัษณะของพลคูาวท่ีผา่นการอบแห้งและบดเพ่ือเตรียมการสกดั 

 1.2 การสกดัพลคูาวด้วยเอทิลแอลกอฮอล์ 95% (ethanolic extract) โดยท าการสกดัและ
ดดัแปลงวิธีการบางสว่นจาก Ampasavate และคณะ [94] โดยมีวิธีการสกดัดงันี ้

 น าพลคูาวแห้งจ านวน 50 กรัม มาท าการแช่ลงในเอทิลแอลกอฮอล์ 95% ท่ีอณุหภูมิห้อง 
จ านวน 500 มิลลิลิตร เป็นเวลา 3 วัน เม่ือครบเวลา 3 วนั น ามากรองด้วยผ้าขาวบาง จะได้สาร
สกดัท่ีมีลกัษณะดงัรูปท่ี 26 จากนัน้น าไปท าการ evaporation ด้วยเคร่ือง rotary evaporator ซึ่ง
เป็นเคร่ืองเตรียมสารให้เข้มข้น โดยใช้การกลัน่สารละลายท่ีอณุหภมูิต ่าและความดนัต ่า ท่ีอณุหภูมิ 
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45 องศาเซลเซียส เพ่ือท าการแยกเอาแอลกอฮอล์ออกจากสารสกดั แล้วจึงน าไปแช่แข็งท่ีอณุหภูมิ 
-80 องศาเซลเซียส เพ่ือเตรียมท่ีจะท าการระเหิดให้แห้งตอ่ไป 

 

 

ภาพที่ 26 ลกัษณะของสารสกดัพลคูาวท่ีผา่นการสกดัด้วย 95% แอลกอฮอล์ เป็นเวลา 3 วนั 

 

 1.3 การระเหิดสารสกดัพลคูาว ด้วยวิธี lyophilization โดยน าสารสกดัพลคูาวท่ีผ่านการ
แช่แข็งท่ีอณุหภูมิ -80 องศาเซลเซียส มาเข้าเคร่ือง Freeze dryer ซึ่งเป็นเคร่ืองเตรียมสารให้แห้ง 
โดยไมท่ าให้สารเสียคณุสมบตัิ ท่ีอาศยัหลกัการเปล่ียนสถานะของตวัอย่างจากของแข็งให้เกิดการ
ระเหิดกลายเป็นไอ โดยท าการระเหิดจนกว่าสารสกดัจะแห้ง แล้วท าการเก็บสารสกัดแห้งท่ีได้ท่ี
อณุหภมูิ -20 องศาเซลเซียส 

 1.4 การหาปริมาณ percent yield (%yield) ของสารสกดัจากพลคูาว โดยท าการชัง่สาร
สกดัแห้งท่ีได้หลงัจากการท าการระเหิด และน ามาค านวณหา % yield จากสตูร 

                             % yield =  น า้หนกัของสารสกดัแห้ง x 100 

 

 

น า้หนกัของพลคูาวแห้ง 
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2. การตรวจวัดปริมาณของสารฟลาโวนอยด์ 

 การตรวจวดัปริมาณของสารฟลาโวนอยด์ในสารสกัดพลูคาว จะท าการตรวจวดัด้วยวิธี 
Aluminium chloride colorimetric assay 

 การตรวจวดัปริมาณของสารฟลาโวนอยด์จะท าตามวิธีของ Kim และคณะ [95, 96] โดย 
aluminium chloride จะท าปฏิกิริยากบั C-4 keto group และ C-3 หรือ C-5 hydroxyl group 
ของฟลาโวนอยด์กลุ่ม flavones และ flavonols เกิดเป็นสารประกอบ complex ท่ีทนตอ่กรดท่ีมีสี
เขียว และ aluminium chloride จะท าปฏิกิริยากบั ortho-dihydroxyl group ในวงแหวน A- หรือ 
B- ของฟลาโวนอยด์ เกิดเป็นสารประกอบ complex ท่ีไม่ทนตอ่กรด ท่ีมีสีเขียว ท่ีจะแปรผนัตาม
ปริมาณของสารฟลาโวนอยด์ท่ีมีอยู่ในสารสกัด โดยการตรวจวิธีนีใ้ช้ rutin ซึ่งเป็นสารในกลุ่ม 
flavonol เป็นสารมาตรฐาน คา่ปริมาณของสารฟลาโวนอยด์ทัง้หมดจะรายงานในหน่วย µg เม่ือ
เทียบกบั rutin ตอ่น า้หนกัของสารสกดัพลคูาวแห้ง (µg RE/mg dried H.cordata extract) และ
หนว่ย mg เม่ือเทียบกบั rutin ตอ่น า้หนกัของพลคูาวแห้ง (mg RE/g dried H.cordata) 

             2.1 ท าการเตรียมสารละลายก่อนการทดลอง ดงันี ้

- สารละลาย sodium nitrite (NaNO2) 5% w/v 

- สารละลาย aluminium chloride (AlCl3) 10% w/v 

- สารละลาย sodium hydroxide (NaOH) ความเข้มข้น 1 M 

- สารมาตรฐาน rutin ความเข้มข้น 1000, 500, 250, 125, 62.5, 31.25, 15.625 และ 
7.8125 µg/ml  

 2.2 ผสมสารสกดัพลคูาวท่ีความเข้มข้น 1 mg/ml จ านวน 0.2 มิลลิลิตร กบัน า้ distilled 
deionized water จ านวน 0.8 มิลลิลิตร และเติม NaNO2 5% w/v จ านวน 0.06 มิลลิลิตร เป็น
เวลา 5 นาที เม่ือครบเวลา ท าการเติม AlCl3 10%w/v จ านวน 0.06 มิลลิลิตร ในนาทีท่ี 6 ท าการ
เติม  NaOH 1M ลงไปจ านวน 0.4 มิลลิลิตร และน า้ distilled deionized water จ านวน 0.48 
มิลลิลิตร และน าไปวัดค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 510 นาโนเมตร ด้วยเคร่ือง UV/VIS 
spectrophotometer น าค่าท่ีได้ไปเปรียบเทียบหาค่าปริมาณของสารฟลาโวนอยด์ โดยท าการ
เปรียบเทียบจากกราฟมาตรฐาน rutin 
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ตารางท่ี 5 ขัน้ตอนการทดสอบปริมาณของสารฟลาโวนอยด์ทัง้หมด (Total flavonoids) ด้วยวิธี 
aluminium chloride colorimetric assay [95]  

Reagents Blank (ml) Standard (ml) Sample (ml) 

1. สารสกดัพลคูาว - - 0.2 

2. สารมาตรฐาน rutin - 0.2 - 

3. Distilled deionized water 1 0.8 0.8 

4. NaNO2 5% w/v 0.06 0.06 0.06 

ผสมให้เข้ากนัและตัง้ทิง้ไว้ท่ีอณุหภมูิห้องเป็นเวลา 5 นาที 

5. AlCl3 10%w/v 0.06 0.06 0.06 

ผสมและตัง้ทิง้ไว้ 1 นาที 

6. NaOH 1M 0.4 0.4 0.4 

7. Distilled deionized  water  0.48 0.48 0.48 

ผสมให้เข้ากนัและน าไปวดัคา่การดดูกลืนแสง (Abs.) ท่ีความยาวคล่ืน 510 นาโนเมตรของสาร
มาตรฐาน และสารกดัพลคูาว เปรียบเทียบกบั blank 

 

 

3. การเตรียมสารสกัดพลูคาวและสารฟลาโวนอล 

 3.1 น าสารสกดัแห้งจากพลคูาว 50 มิลลิกรัม ละลายใน DMSO 100 ไมโครลิตร เพ่ือให้ได้
ความเข้มข้น 500 mg/ml ท าการเจือจางตอ่ไปด้วย RPMI-1640 ในอตัราส่วนเร่ิมต้นท่ีความเข้มข้น 
5000, 2500, 1250, 625, 312.5, 156.25 และ 78.125 µg/ml โดยให้มีความเข้มข้นสดุท้ายของ 
DMSO ไมเ่กิน 1% 
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 3.2 น าสารฟลาโวนอล คือ quercetin, rutin และ isoquercetin 10 มิลลิกรัม ละลายใน 
DMSO 100 ไมโครลิตร เพ่ือให้ได้ความเข้มข้น 100 mg/ml ท าการเจือจางตอ่ไปด้วย RPMI-1640 
ในอตัราส่วนเร่ิมต้นท่ีความเข้มข้น 1000, 500, 250, 125, 62.5, 31.25 และ 15.625 µg/ml โดยให้
มีความเข้มข้นสดุท้ายของ DMSO ไมเ่กิน 1% 

4. การเพาะเลีย้งเซลล์มะเร็งเม็ดเลือดขาวเพาะเลีย้ง 

 4.1 เพาะเลีย้งเซลล์มะเร็งเม็ดเลือดขาว Jurkat (Human acute T cell leukemia) (ATCC 
TIB-152), K562 (Human erythromyeloblastoid leukemia cell line)(ATCC CCL-243) และ 
U937 (Human leukemic monocyte lymphoma cell line) (ATCC CRL-1593.2) ในอาหาร
เพาะเลีย้ง RPMI-1640 (Roswell Park Memorial Institute 1640) medium โดยท าการเติม 10% 
Fetal Bovine Serum (FBS) ท่ี heat inactivated แล้ว (โดยการบม่ FBS ท่ีละลายแล้วท่ีอณุหภูมิ 
56 ºC เป็นเวลา 30 นาที) จากนัน้เติม 1% L-glutamine, ยาปฏิชีวนะ penicillin G 100 units/ml 
และ streptomycin 100 µg/ml ท าการเพาะเลีย้งเซลล์มะเร็งเม็ดเลือดขาวในตู้บม่เพาะเลีย้งเซลล์ 
CO2 โดยมีคาร์บอนไดออกไซด์ 5% ท่ีอณุหภมูิ 37 ºC   

 4.2 การเตรียมเซลล์มะเร็งเม็ดเลือดขาวเพาะเลีย้ง เซลล์ท่ีเพาะเลีย้งควรเปล่ียนอาหาร
เลีย้งเซลล์ทุก 2-3 วนั เม่ือจะท าการทดสอบในขัน้ตอนต่างๆต้องท าการเปล่ียนอาหารเลีย้งเซลล์ 
และตรวจดเูปอร์เซ็นต์การมีชีวิตรอดของเซลล์ด้วยวิธี trypan blue exclusion method ซึ่งเซลล์ท่ี
จะน าไปใช้ในการทดสอบขัน้ตอนตา่งๆต้องมีอตัราการรอดชีวิตมากกว่าร้อยละ 90 เพ่ือน าไปใช้ใน
การทดลอง  

 4.3 การนับจ านวนเซลล์ โดยการน าเซลล์มะเร็งเม็ดเลือดขาวเพาะเลีย้ง (cell 
suspension) มาใส่ลงใน hemocytometer ข้างละ 10 µl ดงัภาพท่ี 27 จากนัน้น าไปส่องดดู้วย
กล้องจลุทรรศน์ท่ีก าลงัขยาย 100 เท่า นบัเซลล์จากช่อง A, B, C และ D ดงัภาพท่ี 28 (ท าทัง้สอง
ด้านรวมทัง้หมดนับ 8 ช่อง) น ามาหาค่าเฉล่ียต่อ 1ช่อง แล้วค านวณเพ่ือหาปริมาณเซลล์ต่อ
มิลลิลิตร ส าหรับการตรวจนบัการมีชีวิตรอดของเซลล์ด้วยวิธี trypan blue exclusion method  
อาศยัหลกัการ คือ เซลล์ท่ีมีชีวิตจะมีเย่ือหุ้ มเซลล์ท่ีแข็งแรงจึงไม่ยอมให้สิ่งแปลกปลอมหรือสีย้อม
เช่น trypan blue ผ่านเข้าสู่เซลล์ได้ ในขณะท่ีเซลล์ท่ีตายแล้วเย่ือหุ้มเซลล์จะเสียสภาพหรือถูก
ท าลายไปท าให้สีย้อมซึมผ่านเข้าไปในเซลล์ได้ง่าย เม่ือน ามาส่องดดู้วยกล้องจลุทรรศน์ท าให้แยก
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เซลล์ท่ีมีชีวิตอยู่ซึ่งมีลักษณะเซลล์รูปร่างค่อนข้างกลม วาวใส ส่วนเซลล์ท่ีตายแล้วจะติดสีน า้เงิน 
การค านวณเปอร์เซ็นต์เซลล์ท่ีมีชีวิตรอด (% cell viability) สามารถค านวณได้จากสตูร 

                                   % Cell viability  =  Viable cells  x 100 

 

 

ภาพที่ 27 แสดง hemocytometer [97] 

 

ภาพที่ 28 ลกัษณะตารางของ hemocytometer [97] 

 
5. การทดสอบฤทธ์ิทางชีวภาพในการต้านโรคมะเร็งเม็ดเลือดขาวของสารสกัดพลูคาว

และสารฟลาโวนอล 

การประเมินฤทธ์ิทางชีวภาพในการต้านโรคมะเร็งเม็ดเลือดขาวของสารสกดัจากพลคูาว

และสารฟลาโวนอล จะท าการทดสอบ 2 วิธี คือ วิธี XTT assay และ วิธี microscopic analysis 

5.1การประเมินฤทธ์ิทางชีวภาพในการต้านการแบง่เซลล์มะเร็งเม็ดเลือดขาวเพาะเลีย้ง

ของสารสกดัจากพลคูาว และสารฟลาโวนอล โดยวิธี XTT assay 

Total cells 
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การประเมินฤทธ์ิทางชีวภาพด้วยวิธี XTT assay จะท าการทดสอบและดดัแปลงวิธีของ 

Chiang และคณะ[99] อาศยัหลกัการท าให้เกิดสี (colorimetric method) ซึ่งเป็นเทคนิคท่ีวดัการ

เปล่ียนแปลงของสีโดยสารประกอบ XTT (2,3-Bis(2-methoxy-4-nitro-5-sulfophenyl)-2H-

tetrazolium-5-carboxanilide inner salt) ซึง่มีสีเหลือง จะถกูรีดวิซ์โดยเอนไซม์ภายในไมโตคอนเด

รียของเซลล์ คือ mitochondrial dehydrogenase ในเซลล์ท่ียงัมีชีวิต เปล่ียน tetrazolium ของ 

XTT ให้เป็นผลผลิต formazan สีส้มท่ีละลายน า้ และน าไปวดัคา่การดดูกลืนแสง (absorbance) 

ด้วยเคร่ือง spectrophotometer ท่ีความยาวคล่ืนได้ตัง้แต่ 450 และ 690 nm โดยงานวิจยัในครัง้นี ้

ใช้น า้ยา In Vitro Toxicology Assay Kit, XTT based (Sigma, สหรัฐอเมริกา) ในการตรวจสอบ 

โดยมีวิธีการทดสอบ ดงันี ้

ท าการทดสอบในจานเพาะเลีย้งชนิด 96 หลุม (96 well-plate) โดยการใส่เซลล์ท่ีผ่าน

ขัน้ตอนการเตรียมเซลล์ให้มีปริมาณ 5x10 5  เซลล์/มิลลิลิตร ลงไปหลมุละ 90 µl จากนัน้เติมสาร

สกดัพลคูาวและสารฟลาโวนอลท่ีความเข้มข้นตา่งๆ (ซึ่งเตรียมไว้ในข้อ 3.1 และ 3.2) ลงไปหลุม

ละ 10 µl โดยมีกลุ่มควบคมุ คือ RPMI-1640 ท่ีมี 0.1% DMSO เป็น negative control และ 

vincristine เป็น positive control  จากนัน้น าจานเพาะเลีย้งไปบม่ในตู้บม่เพาะเลีย้งเซลล์ CO2 ท่ี

อุณหภูมิ 37 ºC โดยมีคาร์บอนไดออกไซด์ 5% เป็นเวลา 2 วนั เม่ือครบเวลาท าการเติม XTT 

working solution จ านวน 20 µl ลงไปในแตล่ะหลมุและน าไปบม่ในตู้บม่เพาะเลีย้งเซลล์อีกครัง้

เป็นเวลา 4 ชัว่โมง เม่ือครบก าหนดน าไปวดัคา่การดดูกลืนแสงด้วยเคร่ือง ELISA plate reader ท่ี

ความยาวคล่ืน 450 และ 690 nm  น าคา่ท่ีได้มาค านวณหา % cell viability  

                                    % Cell viability  =    Mean absorbance test   x 100 

 

จากนัน้หาคา่ IC50 (half maximal inhibitor) จากกราฟ โดยท าการทดสอบทัง้หมด 3 ครัง้ 

Mean absorbance control 
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ภาพที่ 29  แสดงการ reduction XTT ให้กลายเป็น formazan [99] 

 

ภาพที่ 30 แสดงขัน้ตอนการ reduction XTT ด้วยเอนไซม์ภายในเซลล์ [99] 

5.2 การประเมินฤทธ์ิทางชีวภาพในการต้านการแบง่เซลล์มะเร็งเม็ดเลือดขาวเพาะเลีย้ง

ของสารสกดัจากพลคูาว และสารฟลาโวนอล ด้วยวิธี microscopic analysis ซึ่งเป็นการทดสอบ

ฤทธ์ิทางชีวภาพโดยดปูริมาณของเซลล์ ลกัษณะรูปร่างของเซลล์ (cell morphology) ท่ีสามารถ

มองเห็นได้จากกล้องจลุทรรศน์ โดยมีวิธีการทดสอบ ดงันี ้

น าเซลล์ท่ีผ่านขัน้ตอนการเตรียมเซลล์แล้ว มาท าการทดสอบในจานเพาะเลีย้งเซลล์ชนิด 

96 หลมุ (96 well-plate) โดยเตรียมเซลล์ให้มีจ านวนเซลล์เท่ากบั 5x105 เซลล์ตอ่มิลลิลิตร โดยใส่

เซลล์ในแตล่ะหลมุ จ านวน 90 µl จากนัน้เติมสารสกดัพลคูาวท่ีความเข้มข้น 3000 µg/ml และ

สารฟลาโวนอลท่ีความเข้มข้น 500 µg/ml ลงไป 10 µl ในแตล่ะหลมุ โดยมีกลุ่มควบคมุ คือ RPMI-
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1640 ท่ีมี 0.1% DMSO เป็น negative control และ vincristine เป็น positive control จากนัน้น า

จานเพาะเลีย้งไปบม่ในตู้บม่เพาะเลีย้งเซลล์ CO2  ท่ีอณุหภูมิ 37 ºC โดยมีคาร์บอนไดออกไซด์ 5% 

เป็นเวลา 1 และ 2 วนั เม่ือครบก าหนดในแต่ละช่วงเวลา น าจานเพาะเลีย้งเซลล์ออกมาดดู้วย

กล้องจุลทรรศน์ ก าลงัขยาย 100x และ 200x เพ่ือดลูกัษณะความแตกต่างในด้านปริมาณและ

ลกัษณะรูปร่างของเซลล์เม่ือเปรียบเทียบกบักลุม่ควบคมุ  

 

6. การทดสอบฤทธ์ิในการชักน าการตายแบบอะโพโทซิสของสารสกัดหยาบจากพลูคาว, 

quercetin, isoquercetin และ rutin โดยการวัดปริมาณ Phosphatidylserine (PS) บนผิว

เซลล์ด้วยเคร่ืองโฟลไซโตมิเตอร์ 

การตรวจสอบปริมาณ Phosphatidylserine (PS) บนผิวเซลล์เพ่ือตรวจวดัการเกิดอะโพ

โทซิสของเซลล์เซลล์มะเร็งเม็ดเลือดขาวเพาะเลีย้งเม่ือได้รับสารสกดัพลคูาวและสารฟลาโวนอล 3 

ชนิด คือ  quercetin, rutin และ isoquercetin จะใช้วิธีย้อมสี Annexin V และ Propidium iodide 

(PI) โดยอาศยัหลกัการ คือ เซลล์ระยะเร่ิมเกิดอะโพโทซิส (early apoptosis) จะมีการเปล่ียนแปลง

ของพลาสมาเมมเบรนโดย phosphatidylserine (PS) ซึ่งปกติอยู่ด้านในจะเคล่ือนท่ีออกมาท่ีผิว

ด้านนอกท าให้ย้อมติด Annexin V ท่ีมีคณุสมบตัิสามารถจบักับประจุลบของ PS ได้ ในขณะท่ี

เซลล์ในระยะนีจ้ะไม่ติดสีย้อม propidium iodide เน่ืองจากยังไม่สามารถผ่านซึมผ่านเข้าไป

ภายในเซลล์ได้ ดงัแสดงในภาพท่ี 31 แตเ่ม่ือเซลล์ตายในระยะ late apoptosis ซึ่งระยะนีจ้ะเกิด

พลาสมาเมมเบรนจะสูญเสียคุณสมบัติ และเกิด chromatin condensation ดังนัน้การจะ

ตรวจสอบการตายแบบอะโพโทซิสด้วยเคร่ืองโฟลไซโตมิเตอร์จึงใช้ Annexin V ท่ีเช่ือมกบัสารเรือง

แสง (fluorescein) เช่น Alexa 488 หรือ FITC ร่วมกบั propidium iodide (PI) ซึ่งสามารถย้อมติด

ดีเอ็นเอ จะท าให้สามารถแยกเซลล์ออกเป็นกลุ่มๆได้ คือ กลุ่มเซลล์มีชีวิตอยู่ในช่องท่ี 1 (Annexin 

V-/ PI-), กลุ่ม early apoptotic cell อยู่ในช่องท่ี 2 ( Annexin V+/ PI-)  และกลุ่ม late apoptotic 

cell อยูใ่นชอ่งท่ี 3 (Annexin V+/ PI+) ดงัแสดงในภาพท่ี 32 
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ภาพที่ 31 ลกัษณะของผิวเซลล์เม่ืออยูใ่นระยะ early และ late apoptosis [93] 

 

 
ภาพที่ 32 แสดงบริเวณของเซลล์ในแตล่ะระยะ เม่ือตรวจวดัด้วยเคร่ืองโฟลไซโตมิเตอร์ [93] 

 

ท าการทดสอบในจานเพาะเลีย้งชนิด 24 หลมุ (24 well-plate) โดยน าเซลล์ท่ีผ่านขัน้ตอน

การเตรียมเซลล์แล้วปรับให้มีจ านวนเซลล์เท่ากบั 1x106 เซลล์ตอ่มิลลิลิตร แล้วใส่เซลล์ลงไปในแต่

ละหลมุ 900 µl จากนัน้เติมสารสกดัพลคูาวท่ีความเข้มข้น 3000 µg/ml และ 2500 µg/ml (คา่

ความเข้มข้นต ่ากว่า IC50) และสารฟลาโวนอลคือ quercetin,rutin และ isoquercetin ท่ีความ

เข้มข้น 500 µg/ml (คา่ความเข้มข้นต ่ากว่า IC50) ลงไป 100 µl ในแตล่ะหลมุ โดยมีกลุ่มควบคมุ 

คือ RPMI-1640 ท่ีมี 0.1% DMSO เป็น negative control และ vincristine 10 ng/ml เป็น 

positive control จากนัน้น าจานเพาะเลีย้งไปบ่มในตู้บ่มเพาะเลีย้งเซลล์ CO2  ท่ีอุณหภูมิ 37 ºC 

โดยมีคาร์บอนไดออกไซด์ 5% เป็นเวลา 12,24 และ 48 ชัว่โมง เม่ือครบก าหนดเวลาดดูเซลล์ใส่ใน

หลอดป่ันล้างด้วย  cold PBS 2 ครัง้ ท่ีความเร็วรอบ 1500 รอบตอ่นาที เป็นเวลา 5 นาที แล้ว 

resuspend ด้วย 1X binding buffer 100 µl แล้วจึงเติม  Annexin V ท่ีเช่ือมกบัสารเรืองแสง 



71 
 

Alexa 488 (Invitrogen, สหรัฐอเมริกา) ปริมาณ 5 µl และ PI 1µl ลงไปในแตล่ะหลอดแล้วคอ่ยๆ

ผสมให้เข้ากนั แล้วน าไปวางในท่ีมืดเป็นเวลา 15 นาที ท่ีอณุหภูมิห้อง เม่ือครบก าหนดเวลา น ามา

เติม 1X binding buffer อีกหลอดละ 200 µl จากนัน้น าไปวิเคราะห์ด้วยเคร่ืองโฟลไซโตมิเตอร์ 

(FACSCalibur;Becton Dickinson Bioscience,สหรัฐอเมริกา) ค านวณเปอร์เซนต์ของเซลล์แตล่ะ

ระยะด้วยโปรแกรม CellQuest (BD Bioscience, สหรัฐอเมริกา) 

 

7. การทดสอบฤทธ์ิการยับยัง้การหล่ังไซโตไคน์ของสารสกัดหยาบจากพลูคาว, quercetin, 

isoquercetin และ rutin ในเซลล์มะเร็งเม็ดเลือดขาวเพาะเลีย้ง 

การตรวจวดัปริมาณไซโตไคน์ท่ีหลัง่ออกมาในอาหารเพาะเลีย้งเซลล์ของเซลล์มะเร็งเม็ด

เลือดขาว ท าโดยการทดสอบ 2 วิธี คือ วิธี enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) และ 

วิธี bead-based multiplex sandwich immunoassay (Bio-plex) 

7.1 การตรวจวดัปริมาณไซโตไคน์ในอาหารเพาะเลีย้งเซลล์ด้วยวิธี ELISA 

การตรวจวดัปริมาณไซโตไคน์ด้วยวิธี ELISA เป็นการตรวจวดัปริมาณไซโคไคน์ท่ีหลัง่

ออกมาในอาหารเพาะเลีย้งเซลล์โดยอาศยัหลกัการจบักนัของ  Ag-Ab complex โดยท าการ coat 

บริเวณก้นหลมุของ ELISA plate ด้วย capture antibody แล้วจงึเตมิอาหารเพาะเลีย้งเซลล์ท่ีป่ัน

เก็บได้ (supernatant) เพ่ือให้ antibody จบักบั antigen ซึง่ก็คือไซโตไคน์ท่ีเซลล์หลัง่ออกมาใน

อาหารเพาะเลีย้งเซลล์ จากนัน้จงึเตมิ antibody อีกตวัหนึง่คือ detection antibody ท่ีมีการติด

ฉลากด้วย biotin เพ่ือจะได้จบักบั antigen คือไซโตไคน์ท่ีเราต้องการวดัปริมาณ แล้วจงึเตมิ 

streptavidin ท่ี conjugated กบั horseradish peroxidase (HRP) เพ่ือต้องการให้ streptavidin 

จบักบั biotin ท่ีเตมิไปในขัน้ตอนก่อนนี ้ สดุท้ายท าการเติม substrate เพ่ือให้ HRP ท าปฏิกิริยา

และมีสีเกิดขึน้ จากนัน้จงึน าไปวดัสีท่ีเกิดขึน้ด้วยเคร่ือง ELISA plate reader เพ่ือค านวณหา

ปริมาณของไซโตไคน์ ในการตรวจวดัปริมาณไซโตไคน์ด้วยวิธี ELISA ในการวิจยัครัง้นีท้ าการ

ตรวจวดัไซโตไคน์ IL-6 และ TNF-  
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ท าการทดสอบในจานเพาะเลีย้งชนิด 24 หลมุ (24 well-plate) น าเซลล์ท่ีผ่านขัน้ตอนการ

เตรียมเซลล์แล้ว โดยเตรียมเซลล์ให้มีจ านวนเซลล์เท่ากบั 5x105 เซลล์ตอ่มิลลิลิตร แล้วใส่เซลล์ลง

ไปในแตล่ะหลมุ 900 µl จากนัน้เติมสารสกดัพลคูาวท่ีความเข้มข้น 3000 µg/ml (คา่ความเข้มข้น

ต ่ากว่า IC50) และสารฟลาโวนอลคือ quercetin,rutin และ isoquercetin ท่ีความเข้มข้น 500 

µg/ml (คา่ความเข้มข้นต ่ากวา่ IC50) ลงไป 100 µl ในแตล่ะหลมุ จากนัน้น าจานเพาะเลีย้งไปบม่ใน

ตู้บม่เพาะเลีย้งเซลล์ CO2  ท่ีอณุหภมูิ 37 ºC โดยมีคาร์บอนไดออกไซด์ 5% เป็นเวลา 6 ชัว่โมง เม่ือ

ครบก าหนดเวลา น ามากระตุ้นด้วย PMA 12.5 ng/ml และ PHA 250 ng/ml เป็นเวลา 24 ชัว่โมง 

ส าหรับเซลล์เพาะเลีย้ง Jurkat และ K562  ส่วนเซลล์เพาะเลีย้ง U937 น ามากระตุ้นด้วย LPS 

1µg/ml เป็นเวลา 6 ชัว่โมง เม่ือครบก าหนดเวลาส าหรับการกระตุ้นเซลล์แล้วน ามาป่ันเก็บอาหาร

เลีย้งเซลล์ (supernatant) โดยดูดใส่ลงในหลอดป่ันเหว่ียงแล้วน าไปป่ันท่ีความเร็วรอบ 13,200 

รอบตอ่นาที (rpm) เป็นเวลา 10 นาที ด้วยเคร่ือง microcentrifuge  จากนัน้น าไปเก็บท่ี  -80 ºC 

จนกวา่จะท าการทดสอบ ELISA 

เม่ือจะท าการตรวจวดัปริมาณไซโตไคน์ด้วยวิธี ELISA ต้องท าการ coat บริเวณก้นหลุม

ของ ELISA plate ด้วย capture antibody เป็นเวลา 1 คืนก่อนท าการตรวจ เม่ือครบก าหนดเวลา

น า ELISA plate มาล้างด้วย wash buffer 3 ครัง้ จากนัน้ท าการเติมสารมาตรฐานหรือเติม 

supernatant ท่ีเก็บไว้ลงไป 100 µl ในแตล่ะหลมุ แล้วจึงน าไปวางบน plate shaker เป็นเวลา 2 

ชัว่โมง เม่ือครบก าหนดเวลาน ามาล้างส่วนท่ีไม่ท าปฏิกิริยาออกด้วย wash buffer 3 ครัง้ แล้วจึง

เติม detection antibody 100 µl ลงไปในแตล่ะหลมุ แล้วน าไปวางบน plate shaker เป็นเวลา 2 

ชัว่โมง เม่ือครบเวลาน ามาล้างด้วย wash buffer 3 ครัง้ แล้วจึงเติม streptavidin-HRP 100 µl ลง

ไปในแตล่ะหลมุแล้วจึงน าไปวางบน plate shaker เป็นเวลา 20 นาที โดยไม่ให้โดนแสง เม่ือครบ

เวลาน าออกมาล้างด้วย wash buffer 3 ครัง้ แล้วเติม substrate ลงไปหลมุละ 100 µl น าไปวาง

บน plate shaker อีกครัง้เป็นเวลา 20นาที โดยไม่ให้โดนแสง เม่ือครบก าหนดเวลาน ามาหยุด

ปฏิกิริยาด้วยการเติม stop solution (2N H2SO4) ลงไปหลมุละ 50 µl แล้วน าไปวดัคา่การดดูกลืน

แสงทนัทีด้วยเคร่ือง ELISA plate reader ท่ีความยาวคล่ืน 450 และ 540 nm ค านวณคา่ปริมาณ

ของไซโคไคน์ท่ีหลัง่ออกมาในอาหารเพาะเลีย้งเซลล์ด้วยกราฟมาตรฐาน  
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7.2 การตรวจวดัปริมาณไซโตไคน์ในอาหารเพาะเลีย้งเซลล์ด้วยวิธี multiplex (Bio-plex) 

การตรวจวดัปริมาณไซโตไคน์ด้วยวิธี Bio-plex เป็นการตรวจวดัปริมาณไซโคไคน์ท่ีหลัง่

ออกมาในอาหารเพาะเลีย้งเซลล์โดยอาศัยหลักการ bead-based multiplex sandwich 

immunoassay ซึ่งมีข้อดีกว่าวิธี ELISA คือ สามารถตรวจวดัไซโตไคน์ได้หลายชนิดภายในครัง้

เดียว ซึ่งในขัน้ตอนการ coat บริเวณก้นหลมุของ plate ด้วย capture antibody นัน้จะท าการ 

coat ติดกบั bead ท่ีมีสีแดงของสี fluorescene และสีของ inflared ซึ่งจะมีอตัราส่วนของสีทัง้ 2 

ชนิดดงักล่าวแตกตา่งกนัออกไปตามแตล่ะชนิดของไซโตไคน์ โดย bead ท่ี coat ไว้ด้วย capture 

antibody นัน้จะจบักันอย่างจ าเพาะกับไซโตไคน์ท่ีหลัง่ออกมาในอาหารเพาะเลีย้งเซลล์ท่ีท าการ

ป่ันแยกเก็บส่วนใส (supernatant) และเม่ือใช้ antibody อีกตวัหนึ่งคือ detection antibody ท่ี

เช่ือมต่อกับ biotin มาจับกับไซโตไคน์อีกครัง้หนึ่ง แล้วจึงเติม streptavidin ท่ีเช่ือมต่อกับ 

phycoerythrin (PE) เพ่ือให้จบักบั biotin แล้วท าการอ่านค่าโดยการวดัสีแดงของสี fluorescene 

และสี infrared เพ่ือเป็นการแยกชนิดของไซโตไคน์ และตรวจวดัสีของ PE เพ่ือวดัปริมาณของไซโต

ไคน์ชนิดตา่งๆ ในการวิจยัครัง้นีไ้ด้ท าการวดัไซโตไคน์ด้วยวิธี Bio-plex จ านวนทัง้สิน้ 8 ไซโตไคน์ 

คือ IL-2, IL-4, IL-6, IL-8, IL-10, GM-CSF, IFN-ϒ และ TNF- 

ท าการทดสอบในจานเพาะเลีย้งชนิด 24 หลมุ (24 well-plate) น าเซลล์ท่ีผ่านขัน้ตอนการ

เตรียมเซลล์แล้ว โดยเตรียมเซลล์ให้มีจ านวนเซลล์เท่ากบั 5x105 เซลล์ตอ่มิลลิลิตร แล้วใส่เซลล์ลง

ไปในแตล่ะหลมุ 900 µl จากนัน้เติมสารสกดัพลคูาวท่ีความเข้มข้น 3000 µg/ml (คา่ความเข้มข้น

ต ่ากว่า IC50) และสารฟลาโวนอลคือ quercetin,rutin และ isoquercetin ท่ีความเข้มข้น 500 

µg/ml (คา่ความเข้มข้นต ่ากวา่ IC50) ลงไป 100 µl ในแตล่ะหลมุ จากนัน้น าจานเพาะเลีย้งไปบม่ใน

ตู้บม่เพาะเลีย้งเซลล์ CO2  ท่ีอณุหภมูิ 37 ºC โดยมีคาร์บอนไดออกไซด์ 5% เป็นเวลา 6 ชัว่โมง เม่ือ

ครบก าหนดเวลา น ามากระตุ้นด้วย PMA 12.5 ng/ml และ PHA 205 ng/ml เป็นเวลา 24 ชัว่โมง 

ส าหรับเซลล์เพาะเลีย้ง Jurkat และ K562  ส่วนเซลล์เพาะเลีย้ง U937 น ามากระตุ้นด้วย LPS 

1µg/ml เป็นเวลา 6 ชัว่โมง เม่ือครบก าหนดเวลาส าหรับการกระตุ้นเซลล์แล้วน ามาป่ันเก็บอาหาร

เลีย้งเซลล์ (supernatant) โดยดูดใส่ลงในหลอดป่ันเหว่ียงแล้วน าไปป่ันท่ีความเร็วรอบ 13,200 
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รอบตอ่นาที (rpm) เป็นเวลา 10 นาที ด้วยเคร่ือง microcentrifuge  จากนัน้น าไปเก็บท่ี  -80 ºC 

จนกวา่จะท าการทดสอบ  

ในการท าการวดัปริมาณไซโตไคน์ด้วยวิธี Bio-Plex จะต้องท าการ prewet filter plate 

เพ่ือให้บริเวณ filter ท่ีก้นหลมุเปียกพร้อมท่ีจะท าการทดสอบด้วย assay buffer ลงไปหลมุละ 100 

µl แล้วท าการ filter เอา assay buffer ออกจาก plate จากนัน้จึงเติมเม็ด bead ท่ีท าการ coat 

ด้วย antibody ตอ่ cytokines ชนิดตา่งๆลงไปหลมุละ 50 µl และน าไป incubate โดยน าไปวางบน 

shaker plate เป็นเวลา 30 นาที เม่ือครบก าหนดเวลา น ามาท าการ filter wash ด้วย wash buffer  

3 ครัง้ ครัง้ละ 100 µl และท าการเติมสารมาตรฐานหรือ supernatant ท่ีเก็บไว้ลงไปหลมุละ 50 µl 

แล้วจึงท าการ seal plate และปิดทบัด้วยกระดาษอลมูิเนียมฟอยล์เพ่ือไม่ให้โดนแสงแล้วจึงน าไป

วางบน plate shaker ท่ีความเร็วรอบ 1100 รอบตอ่นาทีเป็นเวลา 30 วินาที เม่ือครบเวลาปรับ

ความเร็วรอบเป็น 300 รอบตอ่นาที เป็นเวลา 30 นาที เม่ือครบเวลาน ามาล้างส่วนท่ีไม่ท าปฏิกิริยา

ออกด้วย wash buffer 3 ครัง้ ครัง้ละ 100 µl แล้วจึงเติม detection antibody ลงไป 25 µl ในแต่

ละหลมุ และท าการ seal plate และปิดทบัด้วยกระดาษฟอยด์เพ่ือไม่ให้โดนแสงแล้วจึงน าไปวาง

บน plate shaker ท่ีความเร็วรอบ 1100 รอบต่อนาทีเป็นเวลา 30 วินาที เม่ือครบเวลาปรับ

ความเร็วรอบเป็น 300 รอบตอ่นาที เป็นเวลา 30 นาที เม่ือครบก าหนดเวลาน ามาล้างส่วนท่ีไม่ท า

ปฏิกิริยาออกด้วย wash buffer 3 ครัง้ ครัง้ละ 100 µl แล้วจึงเติม streptavidin-PE ลงไป 50 µl ใน

แต่ละหลุมจากนัน้ ท าการ seal plate และปิดทบัด้วยกระดาษฟอยด์เพ่ือไม่ให้โดนแสงแล้วจึง

น าไปวางบน plate shaker ท่ีความเร็วรอบ 1100 รอบต่อนาทีเป็นเวลา 30 วินาที เม่ือครบเวลา

ปรับความเร็วรอบเป็น 300 รอบตอ่นาที เป็นเวลา 30 นาที เม่ือครบเวลาน ามาล้างส่วนท่ีไม่ท า

ปฏิกิริยาออกด้วย wash buffer 3 ครัง้ ครัง้ละ 100 µl จากนัน้ท าการเติม assay buffer ลงไป 125 

µl ในแตล่ะหลมุแล้วท าการ seal plate อีกครัง้หนึ่งแล้วน าไปวางบน plate shaker ท่ีปรับความเร็ว

รอบเป็น 1100 รอบตอ่นาที เป็นเวลา 30 วินาที แล้วจึงน าแผ่น seal ออก และน าไปวดัด้วยเคร่ือง 

Bio-plex ในทนัที 

 



75 
 

การวิเคราะห์ข้อมูล  

1.การทดสอบปริมาณของสารฟลาโวนอยด์ การประเมินฤทธ์ิทางชีวภาพในการยบัยัง้การ

แบง่เซลล์ของเซลล์มะเร็งเม็ดเลือดขาวเพาะเลีย้งของสารสกดัจากพลคูาวและสารฟลาโวนอลทัง้ 3 

ชนิด คือ quercetin, rutin และ isoquercetin โดยวิธี XTT assay จะแสดงผลเป็นคา่เฉล่ีย±ค่า

ความคลาดเคล่ือนมาตรฐาน (Mean±SEM) 

2.การตรวจวดัปริมาณไซโตไคน์ท่ีหลัง่ออกมาในอาหารเพาะเลีย้งของเซลล์มะเร็งเม็ดเลือด

ขาวจะแสดงผลเป็นค่าเฉล่ีย±คา่ความคลาดเคล่ือนมาตรฐาน (Mean±SEM) และท าการทดสอบ

ทางสถิติ โดยค านวณหาความแตกต่างกันระหว่างค่าปริมาณของไซโตไคน์ในอาหารเพาะเลีย้ง

เซลล์ท่ีถูกกระตุ้นเพียงอย่างเดียว เปรียบเทียบกับค่าปริมาณของไซโตไคน์ในอาหารเพาะเลีย้ง

เซลล์ท่ีได้รับสารสกัดพลคูาวและสารฟลาโวนอล ด้วยสถิติ one-way ANOVA โดยก าหนดระดบั

นยัส าคญัทางสถิตท่ีิ 0.05 (p<0.05) 

3.การตรวจสอบปริมาณ Phosphatidylserine (PS) บนผิวเซลล์เพ่ือตรวจวดัการเกิดอะโพ

โทซิสของเซลล์มะเร็งเม็ดเลือดขาวเพาะเลีย้งจะท าการทดสอบทางสถิติโดยค านวณหาความ

แตกตา่งกนัระหว่างเซลล์ในกลุ่มควบคมุ คือ negative control และเซลล์ท่ีได้รับสารสกดัพลคูาว

และสารฟลาโวนอล ด้วยสถิติ one-way ANOVA โดยก าหนดระดบันยัส าคญัทางสถิติท่ี 0.05 

(p<0.05) 
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บทที่ 4 

ผลการวิเคราะห์ข้อมูล 

ผลการวิเคราะห์ 

1.ผลของสารสกัดหยาบ (Crude extract) จากพลูคาว 

ลกัษณะของสารสกดัพลคูาวเม่ือท าการบม่ในเอทิลแอลกอฮอล์ 95% ท่ีอณุหภูมิห้องเป็น

เวลา 3 วนั จะได้สารสกัดลกัษณะเหนียวหนืดมีสีเขียวเข้ม ดงัภาพท่ี 33 ปริมาณของสารสกัด

หยาบทัง้หมดมีคา่เทา่กบั 5.14 กรัม เม่ือค านวณหาปริมาณ % yield ได้เทา่กบั 10.28% 

 

ภาพที่ 33 ลกัษณะของสารสกดัหยาบจากพลคูาวท่ีสกดัด้วยเอทิลแอลกอฮอล์ 95%  

                          แล้วท าการระเหิดแห้ง 

 

2.ปริมาณของสารฟลาโวนอยด์ทัง้หมดในสารสกัดหยาบ 

เม่ือท าการตรวจวัดปริมาณของสารฟลาโวนอยด์ทัง้หมดในสารสกัดหยาบ ด้วยวิธี 

Aluminium chloride colorimetric assay พบว่ามีคา่เท่ากบั 1326.74 ± 45.06 µg RE/g dried 

H.cordata extract หรือเทา่กบั 258.12 ± 8.78 mg RE/g dried H.cordata  
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3.ผลการทดสอบฤทธ์ิทางชีวภาพของสารสกัดพลูคาวและสารฟลาโวนอล 

3.1ผลการทดสอบฤทธ์ิทางชีวภาพของสารสกดัหยาบจากพลคูาวและสารฟลาโวนอลด้วย

วิธี XTT assay 

จากการทดสอบเซลล์ Jurkat, K562 และ U937 ด้วยสารสกดัพลคูาว และสารฟลาโวนอล
ทัง้ 3 ชนิด คือ quercetin, rutin และ isoquercetin เปรียบเทียบกบักลุ่มควบคมุคือ เซลล์ท่ีไม่ได้รับ
สารใด ๆ (negative control) และเซลล์ท่ีรับยา vincristine (positive control) เป็นเวลา 48 ชัว่โมง 
เม่ือครบก าหนดเวลา และน าเซลล์ไปทดสอบฤทธ์ิทางชีวภาพโดยวิธี XTT assay แล้วจึงค านวณคา่ 
% cell viability เพ่ือท่ีจะสร้างกราฟและหาคา่ IC50 โดยกราฟท่ีได้มีลกัษณะดงัภาพท่ี 34- 49 

 

Concentration (µg/ml)

3.906µg
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31.25µg

62.5 µg
125 µg

250 µg
500 µg

%
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80
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ภาพที่ 34 กราฟระหวา่งสารสกดัหยาบจากพลคูาวท่ีความเข้มข้นตา่งๆ และ % cell viability ของ

เซลล์ Jurkat, K562 และ U937 เม่ือท าการทดสอบผลของสารสกดัหยาบจากพลคูาวในการยบัยัง้

การเพิ่มจ านวนของเซลล์ 



78 
 

Concentration (µg/ml)
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ภาพที่ 35 กราฟระหวา่งสารสกดัหยาบจากพลคูาวท่ีความเข้มข้นตา่งๆ และ % cell viability ของ

เซลล์ Jurkat เม่ือท าการทดสอบผลของสารสกดัหยาบจากพลคูาวในการยบัยัง้การเพิ่มจ านวนของ

เซลล์ 

Concentration ( µg/ml)

3.906 µg
7.81 µg
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ภาพที่ 36 กราฟระหวา่งสารสกดัหยาบจากพลคูาวท่ีความเข้มข้นตา่งๆ และ % cell viability ของ

เซลล์ K562 เม่ือท าการทดสอบผลของสารสกดัหยาบจากพลคูาวในการยบัยัง้การเพิ่มจ านวนของ

เซลล์ 
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ภาพที่ 37 กราฟระหวา่งสารสกดัหยาบจากพลคูาวท่ีความเข้มข้นตา่งๆ และ % cell viability ของ

เซลล์ U937 เม่ือท าการทดสอบผลของสารสกดัหยาบจากพลคูาวในการยบัยัง้การเพิ่มจ านวนของ

เซลล์ 

Concentration (µg/ml)
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ภาพที่ 38 กราฟระหวา่งสารฟลาโวนอลท่ีความเข้มข้นตา่งๆ และ % cell viability ของเซลล์ 

Jurkat เม่ือท าการทดสอบผลของสารฟลาโวนอลในการยบัยัง้การเพิ่มจ านวนของเซลล์ 
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ภาพที่ 39 กราฟระหวา่งสาร quercetin ท่ีความเข้มข้นตา่งๆ และ % cell viability ของเซลล์ 

Jurkat เม่ือท าการทดสอบผลของสาร quercetin ในการยบัยัง้การเพิ่มจ านวนของเซลล์ 

Concentration (µg/ml)
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ภาพที่ 40 กราฟระหวา่งสาร rutin ท่ีความเข้มข้นตา่งๆ และ % cell viability ของเซลล์ Jurkat 

เม่ือท าการทดสอบผลของสาร rutin ในการยบัยัง้การเพิ่มจ านวนของเซลล์ 
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ภาพที่ 41 กราฟระหวา่งสาร isoquercetin ท่ีความเข้มข้นตา่งๆ และ % cell viability ของเซลล์ 

Jurkat เม่ือท าการทดสอบผลของสาร isoquercetin ในการยบัยัง้การเพิ่มจ านวนของเซลล์ 

Concentration (µg/ml)
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ภาพที่ 42 กราฟระหวา่งสารฟลาโวนอลท่ีความเข้มข้นตา่งๆ และ % cell viability ของเซลล์ K562 

เม่ือท าการทดสอบผลของสารฟลาโวนอลในการยบัยัง้การเพิ่มจ านวนของเซลล์ 
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ภาพที่ 43 กราฟระหวา่งสาร quercetin ท่ีความเข้มข้นตา่งๆ และ % cell viability ของเซลล์ 

K562 เม่ือท าการทดสอบผลของสาร quercetin ในการยบัยัง้การเพิ่มจ านวนของเซลล์ 

Concentration (µg/ml)
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ภาพที่ 44 กราฟระหวา่งสาร rutin ท่ีความเข้มข้นตา่งๆ และ % cell viability ของเซลล์ K562 เม่ือ

ท าการทดสอบผลของสาร rutin ในการยบัยัง้การเพิ่มจ านวนของเซลล์ 
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ภาพที่ 45 กราฟระหวา่งสาร isoquercetin ท่ีความเข้มข้นตา่งๆ และ % cell viability ของเซลล์ 

K562 เม่ือท าการทดสอบผลของสาร isoquercetin ในการยบัยัง้การเพิ่มจ านวนของเซลล์ 

Concentration(µg/ml)
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ภาพที่ 46 กราฟระหวา่งสารฟลาโวนอลท่ีความเข้มข้นตา่งๆ และ % cell viability ของเซลล์ 

U937 เม่ือท าการทดสอบผลของสารฟลาโวนอลในการยบัยัง้การเพิ่มจ านวนของเซลล์ 
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ภาพที่ 47 กราฟระหวา่งสาร quercetin ท่ีความเข้มข้นตา่งๆและ % cell viability ของเซลล์ U937 

เม่ือท าการทดสอบผลของสาร quercetin ในการยบัยัง้การเพิ่มจ านวนของเซลล์ 
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ภาพที่ 48 กราฟระหวา่งสาร rutin ท่ีความเข้มข้นตา่งๆและ % cell viability ของเซลล์ U937   

เม่ือท าการทดสอบผลของสาร rutin ในการยบัยัง้การเพิ่มจ านวนของเซลล์ 
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ภาพที่ 49 กราฟระหวา่งสาร isoquercetin ท่ีความเข้มข้นตา่งๆและ % cell viability ของเซลล์ 

U937 เม่ือท าการทดสอบผลของสาร isoquercetin ในการยบัยัง้การเพิ่มจ านวนของเซลล์ 

เม่ือได้กราฟจะท าการอ่านค่าจากกราฟ โดยจะอ่านจากค่าความเข้มข้นท่ีท าให้ปริมาณ

ของเซลล์ลดลงคร่ึงหนึ่ง (50% cell viability) ก็จะได้คา่ของ IC50 ของสารสกดัหยาบจากพลคูาว

และสารฟลาโวนอล ดงัแสดงในตารางท่ี 5 

ตารางท่ี 6 แสดงคา่ IC50  ของสารสกดัพลคูาวและสารฟลาโวนอลในเซลล์ชนิดตา่งๆ 

 คา่ IC50 (µg/ml) 
 Jurkat K562 U937  

                  Quercetin 71.34 65.54 61.48  

                  Rutin 114.16 98.56 91.97  

                  Isoquercetin 79.35 71.14 66.53  

                  สารสกดัพลคูาว 469.01 414.35 408.24  
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3.2 ผลการทดสอบฤทธ์ิทางชีวภาพของสารสกัดหยาบจากพลูคาวและสารฟลาโวนอลด้วยวิธี 

microscopic analysis 

จากการทดสอบเซลล์ Jurkat, K562 และ U937 ด้วยสารสกดัพลคูาว และสารฟลาโวนอล

ทัง้ 3 ชนิด คือ quercetin, rutin และ isoquercetin เปรียบเทียบกบักลุ่มควบคมุคือ เซลล์ท่ีไม่ได้รับ

สารใด ๆ(negative control) และเซลล์ท่ีได้รับยา vincristine (positive control) เป็นเวลา 24 และ 

48ชัว่โมง เม่ือครบก าหนดเวลา และน าเซลล์ไปท าการตรวจดเูซลล์ด้วยวิธี microscopic analysis 

พบวา่เซลล์ในกลุ่มควบคมุ คือ เซลล์ท่ีไม่ได้รับสารใด ๆ (negative control) จะมีปริมาณของเซลล์

เป็นจ านวนมาก ในขณะท่ีเซลล์ท่ีได้รับสาร vincristine (positive control) จะมีปริมาณของเซลล์

ลดลงอยา่งเห็นได้ชดัทัง้ในเวลา 24 และ 48 ชัว่โมง  ในขณะท่ีเซลล์เม่ือได้รับสารสกดัพลคูาว และ

สารฟลาโวนอล จะมีการลดลงของจ านวนเซลล์เม่ือเวลา 48 ชัว่โมง มากกว่าเซลล์ท่ีได้รับสารใน

เวลา 24 ชัว่โมง ดงัภาพท่ี 50-57 
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   ก   ข  

  ค    ง  

   จ   ฉ  

ภาพที่ 50 ลกัษณะของเซลล์ Jurkat ในภาวะตา่งๆ 

ก. ไมไ่ด้รับสาร (negative control) 24 ชม.    ข. ไมไ่ด้รับสาร (negative control) 48 ชม.  

ค.  vincristine (positive control) 24 ชม.     ง. vincristine (positive control) 48 ชม. 

จ. รับสาร quercetin 50 µg/ml  24 ชม.                  ฉ. รับสาร quercetin 50 µg/ml  48 ชม. 
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   ก  ข  

  ค    ง  

  จ     ฉ  

ภาพที่ 51 ลกัษณะของเซลล์ Jurkat ในภาวะตา่งๆ 

ก. ไมไ่ด้รับสาร (negative control) 24 ชม.     ข. ไมไ่ด้รับสาร (negative control) 48 ชม.  

ค.  รับสาร rutin 50 µg/ml  24 ชม    ง. รับสาร rutin 50 µg/ml  48 ชม. 

จ. รับสาร isoquercetin 50 µg/ml  24 ชม.             ฉ. รับสาร isoquercetin 50 µg/ml  48 ชม. 
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   ก  ข  

  ค    ง  

   จ   ฉ  

ภาพที่ 52 ลกัษณะของเซลล์ Jurkat ในภาวะตา่งๆ 

ก. ไมไ่ด้รับสาร (negative control) 24 ชม.    ข. ไมไ่ด้รับสาร (negative control) 48 ชม.  

ค.  รับสารสกดัพลคูาว 250 µg/ml  24 ชม.     ง. รับสารสกดัพลคูาว 250 µg/ml   48 ชม. 

จ. รับสารสกดัพลคูาว 300 µg/ml   24 ชม.              ฉ. รับสารสกดัพลคูาว 300 µg/ml  48 ชม. 
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ก    ข   

  ค    ง  

  จ   ฉ   

ภาพที่ 53 ลกัษณะของเซลล์ K562 ในภาวะตา่งๆ 

ก. ไมไ่ด้รับสาร (negative control) 24 ชม.    ข. ไมไ่ด้รับสาร (negative control) 48 ชม.  

ค.  vincristine (positive control) 24 ชม.     ง. vincristine (positive control) 48 ชม. 

จ. รับสาร quercetin 50 µg/ml  24 ชม.                  ฉ. รับสาร quercetin 50 µg/ml  48 ชม. 



91 
 

  ก  ข   

   ค  ง  

   จ   ฉ   

ภาพที่ 54 ลกัษณะของเซลล์ K562 ในภาวะตา่งๆ 

ก. ไมไ่ด้รับสาร (negative control) 24 ชม.    ข. ไมไ่ด้รับสาร (negative control) 48 ชม.  

ค.  รับสาร rutin 50 µg/ml  24 ชม.      ง. รับสาร rutin 50 µg/ml  48 ชม. 

จ. รับสาร isoquercetin 50 µg/ml  24 ชม.             ฉ. รับสาร isoquercetin 50 µg/ml  48 ชม. 
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ก   ข  

 ค   ง  

  จ   ฉ  

ภาพที่ 55 ลกัษณะของเซลล์ K562 ในภาวะตา่งๆ 

ก. ไมไ่ด้รับสาร (negative control) 24 ชม.    ข. ไมไ่ด้รับสาร (negative control) 48 ชม.  

ค.  รับสารสกดัพลคูาว 250 µg/ml  24 ชม.     ง. รับสารสกดัพลคูาว 250 µg/ml  48 ชม. 

จ. รับสารสกดัพลคูาว 300 µg/ml  24 ชม.               ฉ. รับสารสกดัพลคูาว 300 µg/ml  48 ชม. 
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   ก   ข  

  ค    ง  

  จ   ฉ  

ภาพที่ 56 ลกัษณะของเซลล์ U937 ในภาวะตา่งๆ 

ก. ไมไ่ด้รับสาร (negative control) 24 ชม.    ข. ไมไ่ด้รับสาร (negative control) 48 ชม.  

ค.  vincristine (positive control) 24 ชม.     ง. vincristine (positive control) 48 ชม. 

จ. รับสาร quercetin 50 µg/ml  24 ชม.                  ฉ. รับสาร quercetin 50 µg/ml  48 ชม. 
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   ก   ข  

  ค    ง  

  จ   ฉ  

ภาพที่ 57 ลกัษณะของเซลล์ U937 ในภาวะตา่งๆ 

ก. ไมไ่ด้รับสาร (negative control) 24 ชม.     ข. ไมไ่ด้รับสาร (negative control) 48 ชม.  

ค.  รับสาร rutin 50 µg/ml  24 ชม    ง. รับสาร rutin 50 µg/ml  48 ชม. 

จ. รับสาร isoquercetin 50 µg/ml  24 ชม.             ฉ. รับสาร isoquercetin 50 µg/ml  48 ชม. 
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   ก  ข  

  ค    ง  

  จ   ฉ  

ภาพที่ 58 ลกัษณะของเซลล์ U937 ในภาวะตา่งๆ 

ก. ไมไ่ด้รับสาร (negative control) 24 ชม.    ข. ไมไ่ด้รับสาร (negative control) 48 ชม.  

ค.  รับสารสกดัพลคูาว 250 µg/ml  24 ชม.     ง. รับสารสกดัพลคูาว 250 µg/ml   48 ชม. 

จ. รับสารสกดัพลคูาว 300 µg/ml   24 ชม.              ฉ. รับสารสกดัพลคูาว 300 µg/ml  48 ชม. 
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4. ผลการชักน าการตายแบบอะโพโทซิสด้วยสารสกัดพลูคาว, quercetin, isoquercetin 

และ rutin โดยการตรวจสอบปริมาณ phosphatidylserine (PS) บนผิวเซลล์ด้วยเคร่ืองโฟล

ไซโตมิเตอร์ 

การตรววดัปริมาณ Phosphatidylserine (PS) บนผิวเซลล์เพ่ือตรวจวดัการเกิดอะโพโทซิส

ของเซลล์เซลล์มะเร็งเม็ดเลือดขาวเพาะเลีย้งเม่ือได้รับสารสกดัพลคูาวและสาร quercetin, rutin 

และ isoquercetin จะใช้วิธีย้อมสี Annexin V ท่ีเช่ือมกบัสารเรืองแสงซึ่งมีคณุสมบตัิสามารถจบั

กบัประจลุบของ PS และใช้ propidium iodide (PI) ซึ่งสามารถย้อมติดดีเอ็นเอ เม่ือน าเซลล์ไปวดั

ปริมาณ PS บนผิวเซลล์ จะท าให้สามารถแยกเซลล์ออกเป็นกลุ่มๆได้ คือ กลุ่มเซลล์มีชีวิต 

(Annexin V-/ PI-) , กลุ่ม early apoptotic cell ( Annexin V+/ PI-)  และกลุ่ม late apoptotic cell 

(Annexin V+/ PI+) เม่ือท าการบม่เซลล์มะเร็งเม็ดเลือดขาวในสภาวะตา่งๆ เป็นเวลา 12 และ 24 

ชัว่โมง จากนัน้ย้อมเซลล์ด้วย Annexin V-Alexa 488 และ propidium iodide แล้วน าไปตรวจวดั

ปริมาณ PS บนผิวเซลล์ด้วยเคร่ืองโฟลไซโตมิเตอร์ พบวา่เซลล์มะเร็งเม็ดเลือดขาวทกุชนิดมีเซลล์ท่ี

เกิดการอะโพโทซิสเพิ่มสงูขึน้เม่ือเทียบกบัเซลล์ท่ีไม่ได้รับสารพลคูาวหรือสารฟลาโวนอล ดงัแสดง

ในภาพท่ี 59-64 
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4.1 ผลการตรวจสอบ Phosphatidylserine (PS) บนผิวเซลล์เม่ือบม่เซลล์ Jurkat ด้วย 

quercetin,rutin, isoquercetin และสารสกดัหยาบจากพลคูาว เป็นเวลา 12 และ 24 ชัว่โมง 

ก) Negative control (0.1% DMSO) 

      12 ชัว่โมง                                  24 ชัว่โมง                                            

       

ข) Positve control (Vincristine 10 ng/ml) 

               

ค) Quercetin 50 µg/ml 
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ง) Rutin 50 µg/ml 

                        12 ชัว่โมง                               24 ชัว่โมง                                        

          

จ) Isoquercetin 50 µg/ml 

     

ฉ) สารสกดัหยาบจากพลคูาว 250 µg/ml 
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ช) สารสกดัหยาบจากพลคูาว 300 µg/ml 

                        12 ชัว่โมง                                             24 ชัว่โมง                                        

                     

              ภาพที่ 59 แสดงผลการตรวจสอบ PS บนผิวเซลล์ Jurkat ในสภาวะตา่งๆ 
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ภาพที่ 60 แสดงปริมาณ apoptotic cells ของเซลล์ Jurkat ในภาวะตา่งๆ 

* มีความแตกตา่งกนัอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิต ิท่ีระดบั p ≤ 0.05 เม่ือเปรีบบเทียบกบั negative 

control (RPMI-1640 ท่ีมี 0.1% DMSO)  

  * 

   * 

   * 
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4.2 ผลการตรวจสอบ Phosphatidylserine (PS) บนผิวเซลล์เม่ือบม่เซลล์ K562 ด้วย 

quercetin,rutin, isoquercetin และสารสกดัหยาบจากพลคูาว เป็นเวลา 12 และ 24 ชัว่โมง 

ก) Negative control (0.1% DMSO) 

                           12 ชัว่โมง                                       24 ชัว่โมง                               

                       

ข) Positve control (Vincristine 10 ng/ml) 

                      

ค) Quercetin 50 µg/ml 
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ง) Rutin 50 µg/ml 

12 ชัว่โมง                                                      24 ชัว่โมง                                       

            

จ) Isoquercetin 50 µg/ml 

                                  

ฉ) สารสกดัพลคูาว 250 µg/ml 
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ช) สารสกดัพลคูาว 300 µg/ml 

                   12 ชัว่โมง                                              24 ชัว่โมง                               

         

ภาพที่ 61 แสดงผลการตรวจสอบ PS บนผิวเซลล์ K562 ในสภาวะตา่งๆ 
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ภาพที่ 62 กราฟแสดงปริมาณ apoptotic cells ของเซลล์ K562 ในภาวะตา่งๆ 

* มีความแตกตา่งกนัอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิต ิท่ีระดบั p ≤ 0.05 เม่ือเปรีบบเทียบกบั negative 

control (RPMI-1640 ท่ีมี 0.1% DMSO) 

 * 

 * 

 * 
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4.3 ผลการตรวจสอบ Phosphatidylserine (PS) บนผิวเซลล์เม่ือบม่เซลล์ U937 ด้วย 

quercetin,rutin, isoquercetin และสารสกดัหยาบจากพลคูาว เป็นเวลา 12 และ 24 ชัว่โมง 

ก) Negative control (0.1% DMSO) 

12 ชัว่โมง                               24 ชัว่โมง                               

  

ข) Positive control (Vincristine 10 ng/ml) 

 

ค) Quercetin 50 µg/ml 
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ง) Rutin 50 µg/ml 

12 ชัว่โมง                               24 ชัว่โมง                               

 

จ) Isoquercetin 50 µg/ml 

 

ฉ) สารสกดัพลคูาว 250 µg/ml 
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ฉ) สารสกดัพลคูาว 300 µg/ml 

12 ชัว่โมง                                   24 ชัว่โมง                               

   

ภาพที่ 63 แสดงผลการตรวจสอบ PS บนผิวเซลล์ U937 ในสภาวะตา่งๆ 
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ภาพที่ 64 กราฟแสดงปริมาณ apoptotic cells ของเซลล์ U937 ในภาวะตา่งๆ 

* มีความแตกตา่งกนัอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิต ิท่ีระดบั p ≤ 0.05 เม่ือเปรีบบเทียบกบั negative 

control (RPMI-1640 ท่ีมี 0.1% DMSO) 

 * 

 * 

 * 

  * 
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5.ผลการทดสอบฤทธ์ิของสารสกัดหยาบจากพลูคาว, quercetin, isoquercetin และ rutin 

ต่อการหล่ังไซโตไคน์ของเซลล์มะเร็งเม็ดเลือดขาวด้วย 

5.1 ผลการทดสอบฤทธ์ิของสารสกดัหยาบจากพลคูาว, quercetin, isoquercetin และ 

rutin ตอ่การหลัง่ไซโตไคน์ของเซลล์มะเร็งเม็ดเลือดขาวด้วยด้วยวิธี ELISA  

การตรวจวดัปริมาณไซโตไคน์ในอาหารเลีย้งเซลล์ด้วยวิธี ELISA ในงานการศึกษาครัง้นี ้

จะท าการตรวจวดัIL-6 และTNF-  เพ่ือทดสอบฤทธ์ิของสารสกดัหยาบจากพลคูาว, quercetin, 

isoquercetin และ rutin ตอ่การยบัยัง้หลัง่ไซโตไคน์ของเซลล์มะเร็งเม็ดเลือดขาว Jurkat และ 

U937 การตรวจปริมาณของไซโตไคน์ในอาหารเลีย้งเซลล์หลงัจากท าการกระตุ้นเซลล์ Jurkat ด้วย 

PHAและPMA (positive control) เป็นเวลา 24 ชัว่โมง พบว่า มีปริมาณของ TNF- เท่ากับ 

147.14 ± 17.56 pg/ml ในขณะท่ีกลุ่มควบคมุท่ีเติม 0.1% DMSO (Negative control) มีปริมาณ 

TNF- เทา่กบั 13.52 ± 2.81pg/ml เม่ือท าการเติมสารสกดัหยาบจากพลคูาวท่ีความเข้มข้น 300 

µg/ml  สาร quercetin, rutin และ isoquercetin ท่ีความเข้มข้น 50 µg/ml  (ในระดบัท่ีต ่ากว่า 

IC50) และท าการกระตุ้นเซลล์ Jurkat ด้วย PHAและPMA พบปริมาณของ TNF- น้อยกว่า 1.40 

pg/ml ส าหรับสารสกัดหยาบจากพลูคาว, 29.39±7.29 pg/ml ส าหรับสาร quercetin, 

89.67±22.06 pg/ml ส าหรับสาร rutin และ 52.13±11.78 pg/ml ส าหรับสาร isoquercetin  

ในขณะท่ีปริมาณของ IL-6 ในอาหารเลีย้งเซลล์ Jurkat ไมส่ามารถตรวจวดัได้ด้วยวิธี ELISA 

 ผลการตรวจปริมาณของไซโตไคน์ในอาหารเลีย้งเซลล์หลงัจากท าการกระตุ้นเซลล์  U937 

ด้วย LPS (positive control) เป็นเวลา 24 ชั่วโมง พบมีปริมาณของ TNF- เท่ากับ 

1139.94±47.54 pg/ml ในขณะท่ีกลุ่มควบคมุท่ีเติม 0.1% DMSO (Negative control) มีปริมาณ

ของ TNF- เท่ากบั 525.34±31.05 pg/ml เม่ือท าการเติมสารสกดัหยาบจากพลูคาวท่ีความ

เข้มข้น 300 µg/ml สาร quercetin, rutin และ isoquercetin ท่ีความเข้มข้น 50 µg/ml  (ในระดบัท่ี

ต ่ากว่า IC50) แล้วท าการกระตุ้นเซลล์ด้วย LPS เป็นเวลา 24 ชัว่โมง พบปริมาณของ TNF- 

เท่ากบั 836.62±173.92 pg/ml ส าหรับสารสกดัหยาบจากพลคูาว, 496.53±38.32 pg/ml ส าหรับ

สาร quercetin, 1055.67±133.16 pg/ml ส าหรับสาร rutin และ 816.36±173.35 pg/ml ส าหรับ
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สาร isoquercetin ในการตรวจวดัปริมาณ IL-6 ในการทดลองแบบเดียวกบัท่ีกล่าวมาข้างต้นพบ

ปริมาณของ IL-6 ในอาหารเลีย้งเซลล์ U937 หลงัจากท าการกระตุ้นเซลล์ด้วย LPS เท่ากับ 

29.93±2.47 pg/ml ในขณะท่ีกลุ่มควบคมุท่ีเติม 0.1% DMSO (Negative control) มีปริมาณของ 

IL-6 เท่ากับ 29.93±2.47 pg/ml เม่ือท าการเติมสารสกัดหยาบจากพลูคาวท่ีความเข้มข้น 300 

µg/ml สาร quercetin, rutin และ isoquercetin ท่ีความเข้มข้น 50 µg/ml  (ในระดบัท่ีต ่ากว่า IC50) 

แล้วท าการกระตุ้นเซลล์ด้วย LPS เป็นเวลา 24 ชัว่โมง พบปริมาณของ IL-6 เท่ากบั 34.52±4.02 

pg/ml ส าหรับสารสกัดหยาบจากพลูคาว, 31.41±0.38 pg/ml ส าหรับสาร quercetin, 

36.12±2.59 pg/ml ส าหรับสาร rutin และ 38.16±9.16 pg/ml ส าหรับสาร isoquercetin  
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ภาพที่ 65 กราฟปริมาณไซโตไคน์ TNF- ท่ีหลัง่ออกมาจากเซลล์ Jurkat โดยวิธี ELISA 

ตารางท่ี 7 ปริมาณ TNF- ท่ีหลัง่ออกมาจากเซลล์ Jurket  ด้วยวิธี ELISA 

 TNF- (pg/ml) 

 1 2 3 เฉล่ีย 

       Negative control 10.33 14.57 15.65 13.522.81 

        Positive control 159.92 154.38 127.12 147.1417.56 

        Quercetin  24.31 26.12 37.75 29.397.29* 

        Rutin  98.41 64.57 106.03 89.6722.06 

        Isoquercetin 49.27 42.03 65.07 52.1211.78* 

        สารสกดัพลคูาว <1.40 1.40 <1.40 <1.40* 

* มีความแตกตา่งกนัท่ีระดบันยัส าคญัทางสถิติ ท่ีระดบั p  0.05 เม่ือเปรียบเทียบกบั positive 
control (ได้รับสาร PMA/PHA เพียงอยา่งเดียว) 
 

 * 

 * 

 * 



109 
 

Negative Positive Quercetin Rutin Isoquercetin H.cordata
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ภาพที่ 66 กราฟปริมาณไซโตไคน์ TNF- ท่ีหลัง่ออกมาจากเซลล์ U937 โดยวิธี ELISA 

ตารางท่ี 8 ปริมาณ TNF- ท่ีหลัง่ออกมาจากเซลล์ U937 ด้วยวิธี ELISA 

 TNF- (pg/ml) 

 1 2 3 เฉล่ีย 

     Negative control 518.15 559.36 498.51 525.3431.05 

     Positive control 1160.06 1174.11 1085.65 1139.9447.54 

     Quercetin  475.02 473.80 540.79 496.5338.32* 

     Rutin  1091.78 908.16 1167.04 1055.67133.16 

     Isoquercetin  954.43 872.84 621.80 816.3673.35* 

     สารสกดัพลคูาว 989.44 873.06 647.36 836.6273.92* 

* มีความแตกตา่งกนัท่ีระดบันยัส าคญัทางสถิติ ท่ีระดบั p  0.05 เม่ือเปรียบเทียบกบั positive 
control (ได้รับสาร LPS เพียงอยา่งเดียว) 

 * 

 *  * 
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รูปท่ี 67 กราฟปริมาณ IL-6 ท่ีหลัง่ออกมาจากเซลล์ U937 โดยวิธี ELISA 

ตารางท่ี 9 ปริมาณ IL-6 ท่ีหลัง่ออกมาจากเซลล์ U937 ด้วยวิธี ELISA 

 IL-6 (pg/ml) 

 1 2 3 เฉล่ีย 

        Negative control 31.68 28.81 30.61 29.932.47 

        Positive control 56.66 60.14 59.99 58.406.45 

        Quercetin  31.14 31.68 32.12 31.410.38* 

        Rutin  37.96 34.29 38.63 36.122.59* 

        Isoquercetin  44.63 31.68 38.93    38.164.33* 

        สารสกดัจากพลคูาว 37.36 31.68 35.32 34.524.02* 

* มีความแตกตา่งกนัท่ีระดบันยัส าคญัทางสถิติ ท่ีระดบั p  0.05 เม่ือเปรียบเทียบกบั positive 
control (ได้รับสาร LPS เพียงอยา่งเดียว) 

 * 

 *  *  * 
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5.2 ผลการทดสอบฤทธ์ิของสารสกดัหยาบจากพลคูาว, quercetin, isoquercetin และ 
rutin ตอ่การหลัง่ไซโตไคน์ของเซลล์มะเร็งเม็ดเลือดขาวด้วยด้วยวิธี ด้วยวิธี Bio-Plex 

การตรวจวดัปริมาณไซโตไคน์ในอาหารเลีย้งเซลล์ด้วยวิธี Bio-plex  ในงานการศกึษาครัง้

นีจ้ะท าการตรวจวดัไซโตไคน์ทัง้สิน้ 8 ไซโตไคน์ คือ IL-2, IL-4, IL-6, IL-8, IL-10, GM-CSF, IFN- 

และ TNF- ซึ่งหากจดัแบง่ไซโตไคน์ตามหน้าท่ีหลกัของไซโตไคน์จะแบง่ได้เป็น 2 กลุ่ม คือ ไซโต

ไคน์ท่ีท าหน้าท่ีเก่ียวข้องกบักระบวนการสร้างเม็ดเลือด (hematopoietic cytokines) ได้แก่ IL-2 

และ GM-CSF  และอีก 6 ไซโตไคน์จดัเป็นกลุ่มไซโตไคน์ท่ีเก่ียวข้องกบัการอกัเสบ (inflammatory 

cytokines) ส าหรับการศกึษาครัง้นีพ้บว่า เม่ือกระตุ้นเซลล์ Jurkat ด้วย PMA/PHA ท าให้เซลล์ 

Jurkat หลัง่ไซโตไคน์  IL-2,IL-8, GM-CSF, IFN-  และ  TNF-  และเม่ือเซลล์ Jurkat ได้รับสาร

สกัดจากพลูคาวและสารฟลาโวนอลก่อนท าการกระตุ้นเซลล์ด้วย PMA/PHA พบว่ามีการยบัยัง้

การหลัง่ไซโตไคน์  IL-2,IL-8, IFN-  และ TNF-  ดงัแสดงในตารางท่ี 10 และภาพท่ี 68,69 

ส าหรับการตรวจวดัปริมาณการหลัง่ไซโตไคน์ ในเซลล์ U937 พบว่า เม่ือกระตุ้นเซลล์ U937 ด้วย 

LPS  ท าให้เซลล์ U937 หลัง่ไซโตไคน์ IL-2,IL-8, IFN-  และ TNF- และเม่ือเซลล์ U937 ได้รับ

สารสกดัจากพลคูาวและสารฟลาโวนอลก่อนท าการกระตุ้นเซลล์ด้วย LPS พบว่ามีการยบัยัง้การ

หลัง่ไซโตไคน์ IL-8 และ TNF-  ดงัแสดงในตารางท่ี 11 และภาพท่ี 70  
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ตารางท่ี 10 แสดงระดบัไซโตไคน์ท่ีหลัง่ออกมาจากเซลล์ Jurkat ด้วยวิธี Bio-plex  

Jurket IL-2 IL-4 IL-6 IL-8 IL-10 GM-CSF IFN-ϒ TNF-α 

Negative 13.8±0.76 8.5±0.87 10.8±0.76 35.3±3.21 27.7±0.58 115.5±8.26 9.7±1.15 10±1.32 

Positive 2713.7±27.75 13.7±0.58 14±1.0 3813.5±323.73 32.8±2.75 126.5±5.2 91±10.1 74.3±5.01 

Quercetin 30.3±1.44 9.3±1.04 13.2±1.89 506±84.01 32.3±3.82 129.3±4.16 53.5±2.9 10.3±0.58 

Rutin 774.5±62.65 9.3±1.15 11±0.5 284.7±22.68 32.3±1.26 131.5±11.95 56.5±7.6 11.7±0.58 

Isoquercetin 49.5±2.18 9.8±1.44 11±1.0 623.2±48.1 31±5.57 129.2±1.04 50±2.5 11±0.5 

H.cordata 15.8±1.26 9.3±1.61 11.5±1.32 105±15.39 30.5±2.6 133.3±2.36 61±7.2 10.7±1.53 

Vincristine 14±1.73 9.3±0.58 10.7±2.08 18.3±0.58 31.2±0.76 106.8±3.75 12.2±1.4 10.3±3.06 

 

 

ตารางท่ี 11 แสดงระดบัไซโตไคน์ท่ีหลัง่ออกมาจากเซลล์ U937 ด้วยวิธี Bio-plex   

U937 IL-2 IL-4 IL-6 IL-8 IL-10 GM-CSF IFN-ϒ TNF-α 

Negative 11.7±2.31 11.3±0.58 11.3±0.58 140±20.22 32.5±0.87 126.8±3.18 12.3±2.36 662.25±139.13 

Positive 13.3±0.58 11.8±1.04 13.2±1.26 340.8±62.09 35.2±2.84 126.3±5.11 66±1.45 1329.075±112.29 

Quercetin 11.3±2.08 10.8±0.29 14±1.73 55.2±10.56 31.5±3.04 141.2±4.37 60±5.0 550.5±97.56 

Rutin 11.8±1.89 10.3±2.08 14.3±1.15 159±15.52 30.8±1.89 132±6.73 62.5±6.6 944.45±120.64 

Isoquercetin 11.7±1.53 12±0.5 14.7±1.53 1083±151.93 34.7±3.51 138.7±14.94 68.5±7.65 988.325±126.85 

H.cordata 11.7±0.76 10.3±0.29 13.2±0.76 136.8±52.42 28.7±2.31 155.5±10.48 69±5.2 844.2±133.52 

Vincristine 11.7±2.08 12±0.5 13±2.65 45.2±5.3 32.7±0.58 146.7±3.06 11.5±1.32 15.5±3.12 
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ภาพที่ 68 กราฟปริมาณ IL-2 และ IL-8 ท่ีหลัง่จากเซลล์ Jurkat โดยวิธี Bio-plex  
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ภาพที่ 69 กราฟปริมาณ IFN- และ TNF- ท่ีหลัง่จากเซลล์ Jurkat โดยวิธี Bio-plex 

 

* มีความแตกตา่งกนัท่ีระดบันยัส าคญัทางสถิติ ท่ีระดบั p  0.05 เม่ือเปรียบเทียบกบั positive 
control (ได้รับสาร PMA/PHA เพียงอยา่งเดียว) 

 * 
  * 

 * 

* 
* 

 *   * 
  * 

 * 
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ภาพที่70 กราฟปริมาณ IFN- และ IL-8 ท่ีหลัง่จากเซลล์ U937 โดยวิธี Bio-plex 

* มีความแตกตา่งกนัท่ีระดบันยัส าคญัทางสถิติ ท่ีระดบั p  0.05 เม่ือเปรียบเทียบกบั positive 
control (ได้รับสาร PMA/PHA เพียงอยา่งเดียวใน K562 และ LPS เพียงอยา่งเดียวใน U937 ) 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 * 

  * 

 * 
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บทที่ 5 

สรุปผลการวิจัย อภปิรายผล และข้อเสนอแนะ 

สรุปและอภปิรายผลการวิจัย 

โรคมะเร็งเม็ดเลือดขาวเป็นโรคท่ีเกิดจากความผิดปกติของกระบวนการสร้างและเจริญแก่

ตวัของเซลล์เม็ดเลือดซึ่งสามารถเกิดได้ทัง้ในสายของเม็ดเลือดขาว เม็ดเลือดแดง และเกร็ดเลือด 

การรักษาโรคมะเร็งเม็ดเลือดขาวมีอยูห่ลายวิธีซึง่ในทางปฏิบตัิมกัจะใช้การรักษาหลายๆวิธีร่วมกนั

โดยมีจดุประสงค์เพ่ือต้องการผลการรักษาท่ีดีท่ีสดุและลดผลข้างเคียง (side effect) อนัเน่ืองจาก

การรักษาในแตล่ะวิธี ปัจจบุนัพืชสมนุไพรได้เข้ามามีบทบาทในการรักษาและป้องกนัโรคตา่งๆมาก

ขึน้รวมไปถึงโรคมะเร็งเม็ดเลือดขาว ทัง้นีเ้น่ืองจากสารสกัดท่ีได้จากพืชสมุนไพรนัน้เป็นสารจาก

ธรรมชาติไม่ผ่านขัน้ตอนการสงัเคราะห์เหมือนยาเคมีบ าบดั ในส่วนของการสกดัพืชสมนุไพรนัน้มี

รายงานวา่ชนิดของตวัท าละลายในการสกดัจะท าให้ได้ปริมารสารสกดัและสารออกฤทธ์ิท่ีแตกตา่ง

กัน[19, 20] จากการศึกษาท่ีผ่านมาโดยการเปรียบเทียบวิธีการสกัดพลูคาวด้วยน า้และ

แอลกอฮอล์ 95% คณะผู้วิจยัพบว่าการสกัดพลคูาวด้วย 95% ให้ปริมาณสารฟลาโวนอยด์ (total 

flavonoids) และมีฤทธ์ิทางชีวภาพในการยบัยัง้การเจริญของเซลล์มะเร็งได้ดีกว่าวิธีการสกดัด้วย

น า้ [90] จงึท าให้คณะผู้วิจยัสนใจท่ีจะศกึษาตอ่ยอดผลของสารสกดัพลคูาวด้วยแอลกอฮอล์ 95% 

ในด้านการต้านมะเร็งเม็ดเลือดขาวและต้านการอักเสบ ทัง้นี ใ้นการทดลองแต่ละขัน้ตอน

คณะผู้วิจยัได้ใช้สารมาตรฐาน quercetin, rutin และ isoquercetin ซึ่งเป็นสารฟลาโวนอยด์ใน

กลุ่มฟลาโวนอลท่ีท่ีพบในพลูคาวมาท าการศึกษาเปรียบเทียบควบคู่กันกับสารสกัดหยาบจาก

พลคูาว 

จากการศกึษาปริมาณสารฟลาโวนอยด์ทัง้หมด (total flavonoids) ในสารสกดัหยาบจาก

พลคูาวด้วยแอลกอฮอล์ 95% พบมีปริมาณสารฟลาโวนอยด์เท่ากบั 258 ± 8.78 mg RE/g dried 

H.cordata ซึ่งผลท่ีได้สอดคล้องกับการศกึษาของ จตรุวฒัน์ ปวีณวงศ์ชยั [20] ซึ่งน าพลคูาวจาก

แหลง่เดียวกนัมาท าการสกดัด้วยแอลกอฮอล์ และน า้ พบว่าการใช้แอลกอฮอล์เป็นตวัสกดัท าให้ได้

ปริมาณสาร ฟลาโวนอยด์มากกวา่การใช้น า้และยงัให้ผลในการยบัยัง้การเจริญของเซลล์มะเร็งเม็ด
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เลือดขาวได้ดีกว่าด้วย  จากการศกึษาของ Ramos และคณะซึ่งศกึษาผลการใช้ตวัสกดัหลายชนิด 

เช่น ethanol, methanol, acetone, ethyl acetate และ ether ตอ่ชนิดและปริมาณของสารท่ีสกดั

ออกมาได้พบว่า สารสกดัท่ีได้มาจากตวัสกดั ethanol และ  methanol ซึ่งเป็นตวัท าละลายท่ีมีขัว้

สงูนัน้ท าให้ได้สารสกดัในกลุ่มฟลาโวนอยด์ออกมามากกว่าการใช้ acetone หรือ ethyl acetate 

ซึ่งเป็นตวัท าละลายท่ีมีขัว้ปานกลาง ในขณะท่ีตวัท าละลายซึ่งมีขัว้ต ่าเช่น ether จะสกัดสารใน

กลุ่ม fatty acid, terpenids และ alkaloids ออกมามาก [19]  คณะผู้วิจยัเลือกใช้ ethanol เป็นตวั

สกดัเน่ืองจาก ethanol มีความเป็นพิษน้อยกวา่ methanol สามารถบริโภคได้อยา่งปลอดภยั   

เพ่ือให้ครอบคลุมโรคมะเร็งเม็ดเลือดขาวชนิดตา่งๆให้มากท่ีสุด คณะผู้วิจยัเลือกใช้เซลล์ 

Jurkat, K562 และ U937 เป็นตวัแทนของเซลล์มะเร็งเม็ดเลือดขาวในสาย lymphoid lineage 

(human acute T cell leukemia), myeloid lineage (human erythromyeloblastoid leukemia) 

และ myeloid lineage (human leukemia monocyte lymphoma cell line) ตามล าดบั จากผล

การศึกษาฤทธ์ิของสารสกัดหยาบจากพลูคาวด้วยแอลกอฮอล์ 95% และสารฟลาโวนอลในการ

ยบัยัง้การเจริญของมะเร็งเม็ดเลือดขาวด้วยวิธี XTT assay พบว่า สารสกดัหยาบจากพลคูาวและ

สารฟลาโวนอลสามารถยบัยัง้การเจริญของเซลล์มะเร็งเม็ดเลือดขาวในสาย myeloid lineage ได้

ดีกว่าในสาย lymphoid lineage (Jurkat cell) ส าหรับในสาย myeloid lineage นัน้พบว่าสารสกดั

หยาบจากพลูคาวด้วยแอลกอฮอล์ 95%และสารฟลาโวนอลสามารถยับยัง้การเจริญของเซลล์ 

U937 ได้ดีกวา่เซลล์ K562 ทัง้นีอ้าจเน่ืองมาจากความแตกตา่งในด้านคณุสมบตัิของเซลล์ จากผล

การศกึษาพบวา่สอดคล้องกบัการศกึษาของ สิงห์ค า ธิมา และคณะ [17] ได้ท าการศกึษาสารสกดั

พลูคาวโดยแยกเป็นจากส่วนใบและล าต้นแล้วทดสอบความสามารถในการยบัยัง้การเจริญของ

เซลล์มะเร็งเม็ดเลือดขาวและเซลล์ปกติ (PBMCs) ด้วยวิธี MTT assay ซึ่งรายงานว่าสารสกัด

พลูคาวด้วยแอลกอฮอล์ 80% สามารถยับยัง้การเจริญของเซลล์มะเร็ง HL-60 (human 

promyelocytic leukemia cell line) ซึ่งเป็นเซลล์ในสาย myeloid lineage มากกว่าเซลล์ Molt4 

(human lymphoblastic leukemia cell line ) ซึ่งเป็นเซลล์ในสาย lymphoid lineage โดยมีคา่ 

IC50 อยูใ่นชว่ง 500 ถึง 800 µg/ml ในขณะท่ีสารสกดัพลคูาวจากทัง้ส่วนใบและส่วนล าต้นไม่แสดง

ความเป็นพิษกบัเซลล์ PBMCs โดยมีคา่ IC50 มากกว่า 800 µg/ml  และยงัสอดคล้องกบัการศกึษา

ของ Chang JS และคณะ [16] ท่ีพบว่าสารสกดัพลคูาวด้วยน า้สามารถยบัยัง้การเจริญของเซลล์ 
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มะเร็งเพาะเลีย้ง 5 ชนิด คือ U937, K562, Raji, P3HR1 และ L1210 cells โดยมีค่า IC50 อยู่

ในชว่ง 478 ถึง 662 µg/ml  ในส่วนผลของสารฟลาโวนอลท่ีมาท าการศกึษาเปรียบเทียบนัน้พบว่า 

quercetin จะมีความสามารถยบัยัง้การเจริญของเซลล์มะเร็งเม็ดเลือดขาวมากท่ีสดุ ตามมาด้วย 

isoquercetin และ rutin ตามล าดบั ทัง้นีอ้าจเน่ืองมาจากการท่ีมีหมู่น า้ตาลเข้ามาเช่ือมตอ่ตรง

ต าแหน่งคาร์บอน-3 ของ quercetin  ท าให้คณุสมบตัิทางเคมี ลกัษณะทางกายภาพและฤทธ์ิทาง

ชีวภาพของสารอนพุนัธ์ของ quercetin คือ  isoquercetin และ rutin  เปล่ียนแปลงไป 

จากการศึกษาฤทธ์ิทางชีวภาพของสารสกดัหยาบจากพลคูาวและสารฟลาโวนอลในการ

ยบัยัง้การเจริญของเซลล์มะเร็งเม็ดเลือดขาวด้วยวิธี microscopic analysis พบว่าในเซลล์ท่ีได้รับ

สารสกดัหยาบจากพลคูาวและสารฟลาโวนอลทัง้ท่ีเวลา 24 และ 48 ชัว่โมง จะสามารถยบัยัง้การ

เพิ่มจ านวนของเซลล์ได้ดีกวา่เม่ือเปรียบเทียบกบักลุ่มควบ (negative control) และพบว่าสารสกดั

หยาบจากพลูคาวจะสามารถยบัยัง้การเพิ่มจ านวนของเซลล์ U937 ได้ดีท่ีสุด ตามมาด้วยเซลล์ 

K562 และ Jurkat ตามล าดบั ในส่วนของสารฟลาโวนอลพบว่า quercetin มีฤทธ์ิยบัยัง้การเพิ่ม

จ านวนของเซลล์ได้ดีท่ีสดุ ตามมาด้วย isoquercetin และ rutin ตามล าดบั ซึ่งผลจะสอดคล้องกบั

การศกึษาฤทธ์ิทางชีวภาพในการยบัยัง้การเจริญของเซลล์มะเร็งเม็ดเลือดขาวด้วยวิธี XTT assay   

จากการศกึษาฤทธ์ิทางชีวภาพของสารสกดัหยาบจากพลคูาวและสารฟลาโวนอลตอ่การ

ชกัน าให้เกิดการตายแบบอะโพโทซิสโดยการวดัปริมาณ phosphatidylserine (PS) บนผิวเซลล์

ชัน้นอกซึ่งเป็นตวัชีว้ดัการตายของเซลล์แบบอะโพโทซิส  (apoptosis) โดยการย้อมสี Annexin V-

Alexa 488 และ Propidium iodide ในเซลล์มะเร็งเม็ดเลือดขาวพบว่า ผลการทดสอบท่ีเวลา 12 

ชัว่โมง สารสกดัหยาบจากพลคูาวและสารฟลาโวนอลทกุชนิดท่ีน ามาทดสอบสามารถชกัน าให้เกิด

การตายของเซลล์แบบอะโพโทซิสในเซลล์มะเร็งเม็ดเลือดขาวทัง้ 3 ชนิด แตผ่ลการทดสอบท่ี 24 

ชัว่โมง พบว่ามีเพียงสาร quercetin และ isoquercetin เท่านัน้ท่ีชกัน าให้เกิดการตายของเซลล์

แบบอะโพโทซิส จากผลการทดลองในส่วนของสารฟลาโวนอลท่ีได้พบว่าสอดคล้องกับงานวิจัย

จากหลายๆแห่งท่ีกล่าวว่าสารในกลุ่มฟลาโวนอลโดยเฉพาะ quercetin สามารถชักน าให้

เซลล์มะเร็งหลายชนิดเกิดการตายแบบอะโพโทซิส เช่น การศกึษาของ Hung H [104] และ Tan J 

และคณะ [105] ซึ่งรายงานว่า quercetin ชกัน าให้เซลล์ HepG2 (human hepatoma cell line) 

ตายแบบอะโพโทซิสโดยการไปเพิ่มระดบั p23, p21 และ p27 ซึ่งเป็นโปรตีนในกลุ่มกระตุ้นให้เกิด
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การตาย (pro-apoptotic protein) และลดระดบั Bcl-2 และ survivin ซึ่งเป็นโปรตีนในกลุ่มยบัยัง้

การตายของเซลล์ (anti-apoptotic protein) และท าให้เกิด cell cycle arrest ท่ีระยะ G1 phase  

และระยะ G2/M phase นอกจากนีย้งัมีรายการศกึษาในเซลล์มะเร็งล าไส้ (HT-29 cell, Caoo-2 

cell) เซลล์มะเร็งเต้านม (MFC-7 cell, MDA-MB-435 cell, MDA-468 cell) เซลล์มะเร็งกระเพาะ

อาหาร (HGC-27 cell, NUGC-2 cell, MKN-28) เซลล์มะเร็งปอด (A459 cell) เซลล์มะเร็งผิวหนงั 

(MNT1 cell, M10 cell, M14 cell) เซลล์มะเร็งรังไข่ (OVCA33 cell) ซึ่งพบว่าquercetin สามารถ

ยบัยัง้การเจริญของเซลล์ดงักล่าวและชกัน าให้เกิดการตายแบบอะโพโทซิส [100-108] ในด้าน

กลไกในการชกัน าให้เกิดอะโพโทซิสมีรายงานว่า quercetin สามารถชกัน าให้เกิดการตายแบบ   

อะโพโทซิสโดยผา่นวิถีจากภายใน (mitochondrial-dependent pathway)  

จากผลการศึกษาชักน าให้เกิดการตายแบบอะโพโทซิสของสารสกัดหยาบจากพลูคาว

พบว่าสอดคล้องกบัการศกึษาของ Tang JY และคณะ [14] ท่ีพบสารสกดัหยาบจากพลคูาวด้วย

แอลกอฮอล์ 50% ท่ีความเข้มข้น 450 µg/ml สามารถชกัน าให้เกิดการตายแบบอะโพโทซิสผ่าน

ทาง mitochondrial-dependent pathway ในเซลล์ HT-29 (human colon adenocarcinoma 

cells) โดยพบว่าสารสกัดพลคูาวไปเพิ่มปริมาณ ROS เพิ่มการแสดงออกของ Bax ยบัยัง้การ

แสดงออกของ Bcl-2 และลดระดบัของ mitochondria membrane potential (MMP) จึงท าให้เกิด

การกระตุ้นการปล่อย cytochrome c ออกมาจาก mitochondria ซึ่ง cytochrome c ท่ีปล่อย

ออกมานีจ้ะไปกระตุ้น Apaf-1 จากนัน้จะท าให้เพิ่มของ caspase-9 ซึ่งจะไปท าให้มีการเพิ่มขึน้

ของ caspase-3 จึงท าให้เกิดตายแบบอะโพโทซิสตอ่ไป นอกจากนีใ้นปี ค.ศ. 2010 Lai และคณะ

ยงัได้ท าการทดลองในเซลล์มะเร็งล าไส้จากผู้ ป่วยจ านวน 3 ราย พบว่า สารสกัดพลูคาวด้วย

แอลกอฮอล์ 50% ท่ีความเข้มข้น 250 µg/ml สามารถชกัน าให้เกิดการตายแบบอะโพโทซิสด้วย

กลไกผา่นทาง mitochondrial-dependent pathway เชน่เดียวกนั [15] 

จากการศึกษาฤทธ์ิทางชีวภาพของสารสกัดพลูคาวและสารฟลาโวนอลในการต้านการ

อกัเสบของสารสกัดพลูคาวและสารฟลาโวนอลโดยศึกษาจากการลดการหลั่งปริมาณไซโตไคน์  

IL-2, IL-4, IL-6, IL-8, IL-10, GM-CSF, IFN- และ TNF- ด้วยวิธี ELISA และวิธี Bio-plex 

พบว่า เม่ือเซลล์ Jurkat ได้รับสารสกัดพลูคาวและสารฟลาโวนอล ก่อนการกระตุ้นเซลล์ด้วย 
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PMA/PHA ท าให้ลดการหลัง่ไซโตไคน์ IL-2, IL-8, IFN- และ TNF- ในการทดสอบเซลล์ U937 

เม่ือเซลล์ได้รับสารสกดัพลคูาวและสารฟลาโวนอล ก่อนการกระตุ้นเซลล์ด้วย LPS พบว่า มีเพียง

สารสกดัพลคูาวและสาร quercetin เทา่นัน้ท่ีท าให้เซลล์ U937 ลดการหลัง่ไซโตไคน์ TNF- 
จากผลการทดลองทัง้หมดสามารถสรุปได้ว่าสารสกดัพลคูาวและสารฟลาโวนอลมีฤทธ์ิใน

การต้านมะเร็งและต้านการอกัเสบโดยวิเคราะห์จากผลท่ีสารดงักล่าวมีความสามารถยบัยัง้การ

เจริญของเซลล์มะเร็งเม็ดเลือดขาวทัง้การทดสอบโดยวิธี XTT assay การตรวจดูด้วยกล้อง

จลุทรรศน์และศกึษาการชกัน าการตายของแบบอะโพโทซิสด้วยเคร่ืองโฟลไซโตมิเตอร์ นอกจากนี ้

ยงัพบวา่สารสกดัพลคูาวและสาร ฟลาโวนอลยงัมีฤทธ์ิต้านการอกัเสบโดยวิเคราะห์จากผลท่ีเซลล์

ลดการหลัง่ไซโตไคน์ IL-2, IL-6, IL-8, IFN- และ TNF- ซึ่งผลของการลดการหลัง่ไซโตไคน์นัน้
อาจแตกตา่งกนัในแตล่ะชนิดของเซลล์ ทัง้นีอ้าจเน่ืองมาจากความแตกตา่งในคณุสมบตัิของเซลล์

และความแตกตา่งของสารออกฤทธ์ิแตล่ะชนิด  

 

ข้อเสนอแนะ 

1. ในด้านวิธีการสกดัพลคูาวผู้วิจยัเสนอว่าควรใช้ตวัสกดัท่ีมีคณุสมบตัิเป็นตวัท าละลายท่ีมีขัว้สูง 
เช่น เอทานอล หรือ เมทานอล เน่ืองจากท าให้ได้ปริมาณของสารฟลาโวนอยด์ในปริมาณท่ีสงูกว่า
การสกัดด้วยน า้ ในการศึกษาครัง้นีค้ณะผู้วิจยัเลือกใช้เอทานอลเป็นตวัสกัดเน่ืองจากเป็นวิธีท่ีท า
ให้ได้ปริมาณสารฟลาโวนอยด์สงูเหมาะกบัการศกึษาฤทธ์ิทางชีวภาพในการยบัยัง้มะเร็งและต้าน
การอกัเสบ นอกจากนีย้งัมีความปลอดภยัในการบริโภค 

2. ในการศึกษาวิจยั ควรมีการศึกษาเพิ่มเติมในสตัว์ทดลอง (In vivo model)นอกเหนือจาก
การศกึษาในหลอดทดลอง (In vitro model) เน่ืองจากผลท่ีได้อาจแตกตา่งกนัโดยเฉพาะกลไกใน
การดดูซึม ตวัอย่างเช่น isoquercetin และ rutin ซึ่งเป็นอนพุนัธ์ของ quercetin ท่ีมีหมู่น า้ตาลมา
เช่ือมตอ่ตรงต าแหนง่คาร์บอน-3 แตพ่บวา่เม่ือบริโภคเข้าไปจะถกูแยกหมู่น า้ตาลออกและถกูดดูซึม
ท่ีล าไส้เล็กเหลือเป็นรูปท่ีไม่มีน า้ตาลเกาะ (aglycone)คือ quercetin ดงันัน้สารออกฤทธ์ิท่ีแท้จริง
อาจเป็น quercetin จงึควรมีการศกึษาโดยละเอียดเพิ่มเตมิตอ่ไป 
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3. จากผลการศึกษาสารสกัดหยาบจากพลูคาวด้วยแอลกอฮอล์ 95% และสารฟลาโวนอลคือ 
quercetin, isoquercetin และ rutin สามารถชกัน าให้เกิดการตายแบบอะโพโทซิสในเซลล์มะเร็ง
เม็ดเลือดขาวจึงควรศึกษากลไกการตายว่าเกิดจากวิถีจากภายใน (mitochondrial-dependent 
pathway) เช่น การวดัระดบัของ caspase-3 และ -9  หรือวิถีจากภายนอก (extrinsic pathway)
เช่น การวดัระดบัของ caspase-8 และ -9 หรือ การวดัระดบัของ anti-CD95 หรือ recombinant 
TRAIL รวมถึงศึกษาการตายในรูปแบบอ่ืน ได้แก่ autophagy เน่ืองจากในผลการทดลองพบว่า 
rutin และสารสกัดหยาบจากพลูคาวท่ีความเข้มข้น 250 µg/ml สามารถยบัยัง้การเจริญของ
เซลล์มะเร็งเม็ดเลือดขาวได้โดยวิธี XTT assay และวิธี microscopic analysis แต่ให้ผลการ
ทดสอบในการชกัน าให้เกิดการตายแบบอะโพโทซิสโดยการวดัปริมาณ phosphatidylserine (PS) 
บนผิวเซลล์น้อยซึ่งอาจเป็นไปได้ว่าสามารถชกัน าให้เกิดการตายในรูปแบบอ่ืนซึ่งจะท าการศกึษา
ในล าดบัตอ่ไป 

4. ในด้านเทคนิคการทดสอบการวดัระดบัปริมาณไซโตไคน์ในการศึกษาวิจยัจรัง้นีพ้บว่าวิธีการ
ตรวจวัดปริมาณการหลั่งไซโตไคน์นัน้ควรวิเคราะห์ด้วยวิธี Bio-plex เน่ืองจากมีความไวและ
ความจ าเพาะมากกวา่วิธี ELISA ซึง่จะเห็นได้จากปริมาณของ IL-6 ในเซลล์ Jurkat นัน้ไม่สามารถ
ตรวจวิเคราะห์ได้ในขณะท่ีวิธี Bio-plex นัน้สามารถตรวจวดัได้ทัง้นีเ้ป็นเพราะหลกัการของทัง้ 2 วิธี 
มีความแตกตา่งกนั 

จากผลการวิจยัครัง้นีพ้บว่า พลคูาวซึ่งเป็นพืชสมนุไพรท่ีมีมากทางภาคเหนือของ
ประเทศไทยสามารถน ามาเป็นอีกทางเลือกหนึ่งในการรักษาหรือป้องกัน โรคมะเร็งเม็ดเลือดขาว 
เน่ืองจากในสารสกัดพลูคาวนัน้มีฤทธ์ิในการยบัยัง้โรคมะเร็งเม็ดเลือดขาวอย่างชดัเจน และลด
ระดับปริมาณของไซโตไคน์หลายชนิดท่ีเก่ียวข้องกับการเจริญเติบโต และ การอักเสบของ
เซลล์มะเร็งเม็ดเลือดขาว  
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แบบรายงานผลการพสูิจน์ชนิดของพลูคาว 
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การเตรียมสารเคมี 
 

- อาหารเลีย้งเซลล์ 

 - RPMI-1640     90 มิลลิลิตร 

 - fetal bovine serum    10 มิลลิลิตร 

 - 1% L-glutamine      1 มิลลิลิตร 

 - 100x penicillin-streptomycin     1 มิลลิลิตร 

- สารละลาย XTT 1 mg/ml 

 - XTT         5 มิลลิกรัม 

 - PMS      0.5 มิลลิกรัม 

 - RPMI-1640        5 มิลลิลิตร 

- Phosphate buffer saline 

 - NaCl        8 กรัม 

 - KCl     0.2 กรัม 

 - Na2HPO4             1.15 กรัม 

 - KH2PO4             0.20 กรัม 

 ละลายใน distilled water 800 มิลลิลิตร และท าการปรับ pH ให้เป็น 7.4 แล้วจงึเตมิ

distilled water ให้ครบ 1000 มิลลิลิตร 
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กราฟมาตรฐาน 

 

Standard Curve
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ภาพที่ 70 กราฟมาตรฐานของ rutin ในการทดสอบหาปริมาณสารฟลาโวนอยด์ในสารสกดัหยาบ 

จากพลคูาว โดยวิธี Aluminium chloride colorimetric assay 
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ภาพที่ 71 กราฟมาตรฐานของ IL-6 ในการตรวจวดัระดบัไซโตไคน์ด้วยวิธี ELISA 
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ภาพที่ 72 กราฟมาตรฐานของ TNF- ในการตรวจวดัระดบัไซโตไคน์ด้วยวิธี ELISA 
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ภาพที่ 73 กราฟมาตรฐานของ IL-2 ในการตรวจวดัระดบัไซโตไคน์ด้วยวิธี Bio-Plex 
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ภาพที่ 74 กราฟมาตรฐานของ IL-4 ในการตรวจวดัระดบัไซโตไคน์ด้วยวิธี Bio-Plex 
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ภาพที่ 75 กราฟมาตรฐานของ IL-6 ในการตรวจวดัระดบัไซโตไคน์ด้วยวิธี Bio-Plex 
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ภาพที่ 76 กราฟมาตรฐานของ IL-8 ในการตรวจวดัระดบัไซโตไคน์ด้วยวิธี Bio-Plex 
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ภาพที่ 77 กราฟมาตรฐานของ IL-10 ในการตรวจวดัระดบัไซโตไคน์ด้วยวิธี Bio-Plex 
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ภาพที่ 78 กราฟมาตรฐานของ GM-CSF ในการตรวจวดัระดบัไซโตไคน์ด้วยวิธี Bio-Plex 
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ภาพที่ 79 กราฟมาตรฐานของ IFN- ในการตรวจวดัระดบัไซโตไคน์ด้วยวิธี Bio-Plex 
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ภาพที่ 80 กราฟมาตรฐานของ TNF- ในการตรวจวดัระดบัไซโตไคน์ด้วยวิธี Bio-Plex 



144 
 

ประวตัผิู้ เขียนวิทยานิพนธ์ 

นางสาวเชาวณี  วงัช่วย เกิดเม่ือ วนัท่ี 28 พฤษภาคม พ.ศ. 2521  ท่ีจงัหวดัพทัลงุ  ส าเร็จ

การศกึษาวิทยาศาสตรบณัฑิต (เทคนิคการแพทย์) จากคณะสหเวชศาสตร์  มหาวิทยาลยันเรศวร 

และปฏิบัติงานในต าแหน่งนักเทคนิคการแพทย์ หน่วยโลหิตวิทยา  ภาควิชาพยาธิวิทยา         

คณะแพทยศาสตร์ มหาวิทยาลยัสงขลานครินทร์ และลาศกึษาตอ่ในระดบับณัฑิตศกึษา หลกัสตูร

วิทยาศาสตรมหาบัณฑิต สาขาวิชาวิทยาศาสตร์โลหิตวิทยาคลินิก  คณะสหเวชศาสตร์  

จฬุาลงกรณ์มหาวิทยาลยั ในปีการศึกษา 2553 โดยได้รับทุนอุดหนุนการศึกษา ทุนอดุหนุนเพ่ือ  

ท าหน้าท่ีผู้ช่วยสอน จากคณะสหเวชศาสตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลยั และทุนอุดหนุนการวิจัย 

“ทนุ 90 ปี จฬุาลงกรณ์มหาวิทยาลยั” กองทนุรัชดาภิเษกสมโภช รุ่นท่ี 18 ครัง้ท่ี 2/2555 
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