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mediated GSK3β - signaling in Molt-4 leukemia cells. ADVISOR: SUPANTITRA 
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Houttuynia cordata Thunb (H.cordata), a local plant in Northern Thailand, 
has a wide range of biological activities such as anti-inflammatory, anti-leukemic and 
anti-cancer activities.  We determined toal flavonoids of H.cordata crude extract  by 
aluminium chloride colorimetric assay.  Total flavonoids content was 231.21 ± 4.19 
mg QE/g dried H.cordata.  We studied components of H.cordata crude extract by 
HPLC-MS.  It consists of several components including isoquercetin 1.10 ± 0.03, 
quercetin 0.34 ± 0.02, hyperin 6.35 ± 0.41 and rutin 0.88 ± 0.04 (%w/w).  Currently, 
there are few studies involving anti-leukemic activity of rutin. In this study, we aimed 
to investigate whether rutin has anti-leukemic effects and induce apoptosis mediated 
GSK3b-signaling in Molt-4 (human acute T lymphoblastic cells).  In cytotoxic testing, 
using trypan blue exclusion method, we found that rutin inhibited Molt-4 cell growth 
with IC50 values of 217.12 µM.  Also, by microscopic analysis, blebbing pattern of cell 
apoptosis was found in cells treated with rutin (130 µM) for 48 h. In order to confirm 
apoptotic activity we found that rutin induced Molt-4 cell death through apoptosis at 
48 h after analyzed by flow cytometry.  Futhermore, the pro-apoptotic effects of 

rutin involved the decrease of GSK3β and the increase of inactive GSK3β (p-Ser9) by 
Western blot analysis.  In conclusion, these results indicated that rutin has anti-

leukemic activity and apoptotic induction mediated GSK3β - signaling in Molt-4 
leukemia cells.  
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บทที่ 1 
บทน า 

 
ความส าคัญและที่มาของปัญหาที่ท าการวิจัย 

ปัจจุบันพบว่ามีผู้ป่วยทั้งไทยและต่างประเทศเป็นโรคมะเร็งเม็ดเลือดขาวกันสูงขึ้น โดยใน
ประเทศไทยพบว่าอัตราอุบัติการณ์ปรับตามมาตรฐานอายุ  )age standardized incidence rate, 
ASR( ของมะเร็งเม็ดเลือดขาวในเพศชายเท่ากับ 3.9 รายต่อประชากร 100,000 ราย และในเพศหญิง
เท่ากับ 3.2 รายต่อประชากร 100,000 ราย และมีอัตราการตายจากโรคมะเร็งเม็ดเลือดขาวประมาณ 
2.7 ถึง 3.0 ราย ต่อประชากร 100,000 ราย โดยเพศชายมีอัตราการตายมากกว่าเพศหญิง ส่วนอัตรา
การรอดชีวิตพบว่ามะเร็งเม็ดเลือดขาวชนิดเฉียบพลันสายมัยอีลอยด์  )Acute myelocytic 
leukemia, AML( มีค่ามัธยฐานของการรอดชีวิตตั้งแต่ 3.45-10.34 เดือน ขณะที่มะเร็งเม็ดเลือดขาว
ชนิดเฉียบพลันสายลิมฟอยด์  )Acute lymphoblastic leukemia, ALL (  มีค่ามัธยฐานของการรอด
ชีวิตต่ ากว่า โดยมีค่าอยู่ที่ 2.18-8.34 เดือน ทั้งนี้ขึ้นกับการรักษาและการเข้าถึงบริการทางการแพทย์ 

)1(  
ทั้งนี้การใช้ยาเคมีบ าบัด )Chemotheraphy( เป็นวิธีที่ใช้รักษามะเร็งเม็ดเลือดขาววิธีที่ดีที่สุด

วิธีหนึ่ง (2) แต่ได้ผลกับมะเร็งเม็ดเลือดขาวบางชนิดเท่านั้น นอกจากนี้ยาเคมีบ าบัดยังไม่สามารถไปถึง
บางอวัยวะ เช่น สมอง และไขสันหลังได้ จึงมีการใช้รังสีรักษา  )Radiotherapy ( ร่วมกับการใช้ยาเคมี
บ าบัด แต่การรักษาด้วย 2 วิธีนี้มีผลข้างเคียงกับผู้ป่วย คือ มีผลกระทบกับเซลล์ปกติของผู้ป่วยมะเร็ง
เม็ดเลือดขาว และหลังการรักษาอาจท าให้เกิดมะเร็งขึ้นได้ภายหลังจากโรคสงบและหยุดยา (3) และ
นอกจาก 2 วิธีนี้ อาจท าการปลูกถ่ายไขกระดูก  )Bone marrow transplantation   (เพ่ือช่วยให้ผู้ป่วย

หายขาดจากโรคมากขึ้น แต่กระบวนการที่ท ามีความซับซ้อนและต้องใช้เวลา โดยจะต้องใช้ไขกระดูก
ที่เข้ากันได้กับผู้ป่วยเท่านั้น และยังอาจเกิดโรคแทรกซ้อนได้สูง เพราะต้องมีการกดภูมิคุ้มกันของ
ผู้ป่วยไว้ ดังนั้นการน าการรักษาทางเลือก  )Alternative medicine   (มาใช้ควบคู่กับการรักษาผู้ป่วย

แผนปัจจุบัน คือการน าสมุนไพรมาใช้ในการรักษา  และเพ่ือพัฒนาแนวทางการรักษาจากสารซึ่งเป็น
องค์ประกอบหลักของสมุนไพรมาใช้ในการรักษาหรือร่วมรักษา  ช่วยให้ผู้ป่วยมีการหายขาดของโรคดี
ขึ้น และ อาจท าให้ผู้ป่วยได้รับผลข้างเคียงจากยาลดลง )4(   

ดังนั้นคณะผู้วิจัยจึงได้ท าการศึกษาองค์ประกอบของสารสกัดหยาบที่ได้จากพลูคาว  ซึ่ง
คณะผู้วิจัยได้มีการสกัดก่อนหน้านี้ (5) ด้วยเทคนิค High Performance Liquid Chromatography 
– Mass Spectrometry )HPLC-MS  (และพบว่ารูตินเป็น 1 ในองค์ประกอบหลักของสารสกัดพลูคาว
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โดยพบมากเป็นล าดับที่ 3 แต่สืบเนื่องมาจากการศึกษาเกี่ยวกับสารรูตินและการศึกษาวิจัยในเชิงลึก
เกี่ยวกับมะเร็งเม็ดเลือดขาวยังมีอยู่น้อยมาก ดังนั้น คณะผู้วิจัยจึงได้น ารูตินมาทดสอบ เพ่ือศึกษาฤทธิ์
การต้านเจริญเติบโตของมะเร็งเม็ดเลือดขาว โดยมุ่งเน้นในด้านการลดการเจริญของเซลล์มะเร็งเม็ด
เลือดขาว และศึกษาความเก่ียวข้องของรูตินต่อการชักน าการตายแบบอะโพโทซิสของเซลล์มะเร็งเม็ด
เลือดขาวผ่านทางสัญญาณ GSK3  ซึ่งหากการศึกษาวิจัยในครั้งนี้ประสบความส าเร็จ จะน ามาซึ่ง
การพัฒนาองค์ความรู้ของพืชสมุนไพรไทยและน ามาใช้ร่วมรักษาผู้ป่วยโรคมะเร็งเม็ดเลือดขาว ซึ่งจะ
เป็นประโยชน์ต่อวงการแพทย์และประเทศไทยต่อไป 
 
วัตถุประสงค์งานวิจัย 

1. เพ่ือตรวจวัดปริมาณสารฟลาโวนอยด์ และวิเคราะห์องค์ประกอบของสารสกัดหยาบที่ได้
จากพลูคาว ด้วยเทคนิค HPLC-MS 

2. เพ่ือทดสอบหาฤทธิ์ของรูตินในการต้านเซลล์มะเร็งเม็ดเลือดขาวชนิดเฉียบพลันสายลิม
ฟอยด์ )ALL( หรือ Molt-4 cells  

3.เพ่ือศึกษาบทบาทของรูตินต่อการชักน าการตายแบบอะโพโทซิสในเซลล์มะเร็งชนิด
เฉียบพลันสายลิมฟอยด์ ผ่านสัญญาณ GSK3 
 
ขอบเขตของการวิจัย 

 งานวิจัยนี้ท าการตรวจวัดปริมาณสารฟลาโวนอยด์ ด้วยเทคนิค Aluminium chloride 
colorimetric assay และท าการศึกษาองค์ประกอบของสารฟลาโวนอยด์หลักในสารสกัดหยาบจาก
พลูคาวด้วยเทคนิค HPLC-MS ศึกษาฤทธิ์ของรูตินในการยับยั้งการเจริญเติบโตของเซลล์มะเร็งเม็ด
เลือดขาว โดยใช้เซลล์มะเร็งเม็ดเลือดขาวเพาะเลี้ยงชนิด Molt-4 เป็นต้นแบบในการศึกษา โดยจะ
ประเมินจากการตรวจลักษณะของเซลล์ และการลดลงของปริมาณของเซลล์มะเร็งเม็ดเลือดขาว
เพาะเลี้ยง ด้วยวิธี trypan blue exclusion method และ microscopic analysis ตรวจวัดการ
เกิดอะโพโทซิสโดยการย้อมด้วย Annexin V และ Propidium iodide  )PI ( และตรวจวัดด้วยเครื่อง
โฟลไซโตมิเตอร์ รวมทั้งศึกษาบทบาทของรูตินต่อการชักน าการตายแบบอะโพโทซิสผ่านสัญญาณ 
GSK3 ในเซลล์มะเร็งเม็ดเลือดขาวเพาะเลี้ยง โดยวิธี Western blot analysis 
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ข้อจ ากัดของการวิจัย 

 การศึกษาครั้งนี้เป็นการศึกษาในเซลล์มะเร็งเม็ดเลือดขาวเพาะเลี้ยง   ) in vitro model ( ควรมี
การศึกษาเพ่ิมเติมในสัตว์ทดลอง )in vivo model( เพ่ือให้มีความใกล้เคียงกับภาวะจริงมากข้ึน 
 
ประโยชน์ที่คาดว่าจะได้รับ 

1.ทราบปริมาณสารฟลาโวนอยด์ และองค์ประกอบสารกลุ่มฟลาโวนอยด์หลักในสารสกัด
หยาบพลูคาว 

2. ทราบถึงบทบาทและกลไกของรูตินในการยับยั้งเซลล์มะเร็งเม็ดเลือดขาว 
3. สารรูตินสามารถน ามาร่วมรักษาโรคมะเร็งเม็ดเลือดขาว 

 4. สร้างองค์ความรู้ใหม่ในการรักษาโรคมะเร็งเม็ดเลือดขาวชนิดเฉียบพลันสายลิมฟอยด์ และ
เป็นการสร้างมูลค่าเพ่ิมให้กับพืชสมุนไพรในด้านของการรักษาโรคมะเร็งเม็ดเลือดขาว 
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บทที่ 2 
เอกสารและงานวิจัยที่เกี่ยวข้อง 

 
เอกสารและงานวิจัยที่เกี่ยวข้อง 
 

โรคมะเร็งเม็ดเลือดขาว (4 , 5) 

มะเร็งเม็ดเลือดขาว  )Leukemia  ( คือ มะเร็งทางระบบโลหิตวิทยา ที่เกิดความผิดปกติของ
กระบวนการและกลไกที่เกี่ยวข้องกับการสร้างเม็ดเลือด  )hematopoiesis   (ทั้งในการสร้างหรือ เพ่ิม
จ านวนของเซลล์เม็ดเลือดตัวอ่อน )blast cell  (หรือเซลล์เม็ดเลือดขาวตัวแก่   ) mature leukocytes (
สูงผิดปกติ โดยสามารถเกิดได้ทั้งในไขกระดูก   ) bone marrow   (และในกระแสโลหิต   ) pheripheral 

blood  ()8(  
อุบัติการณ์ของโรคมะเร็งเม็ดเลือดขาว (1 , 7)  

การประมาณการของ International Agency for Research on Cancer )IARC ( พบมะเร็ง
เม็ดเลือดขาวคิดเป็นร้อยละ 3 ของมะเร็งทั้งหมด โดยในแต่ละปีจะมีผู้ป่วยรายใหม่ประมาณ 255,932 
ราย ซึ่งอุบัติการณ์การเกิดของโรคมะเร็งเม็ดเลือดขาวทั่วโลก มีความแตกต่างกันไปในแต่ละพ้ืนที่ โดย
มีอัตราอุบัติการณ์ปรับตามมาตรฐานอายุ  )age standardized incidence rate, ASR ( โดยประเทศ
ในแถบยุโรปตะวันตก และประเทศสหรัฐอเมริกามีอุบัติการณ์การเกิดโรคมะเร็งเม็ดเลือดขาวสูงกว่า
ภูมิภาคอ่ืนๆ   โดยในปีค.ศ.2015 ประเทศสหรัฐอเมริกา มีการประมาณการถึงจ านวนผู้ป่วยใหม่ที่
ป่วยด้วยมะเร็งเม็ดเลือดขาวสายลิมฟอยด์ชนิดเฉียบพลัน  )ALL ( ทั้งในเด็กและผู้ใหญ่ประมาณ 6,250 
คน โดยแบ่งเป็นเพศชาย 3,100 คน และเพศหญิง 3,150 คน และมีผู้ป่วยเสียชีวิตจากโรคนี้ประมาณ 
1,450 คน จากผู้ป่วย ALL ทั้งหมด โดยแบ่งเป็นเพศชาย 800 คน และเพศหญิง 650 คน โดยความ
เสี่ยงต่อการเป็นโรคพบว่ามีความเสี่ยงสูงในเด็กอายุต่ ากว่า 5 ปี ทั้งนี้พบสถิติความเสี่ยงลดลงเมื่ออายุ 
20 ปี และจะมีความเสี่ยงเพ่ิมข้ึนอีกครั้งหลังจากท่ีอายุ 50 ปี ความเสี่ยงในการเป็นโรค  ALL จาก 1 
ใน 750 คน โดยพบความเสี่ยงในเพศชายสูงกว่าเพศหญิง และในคนผิวขาวสูงกว่าคนผิวด า (1) 

ส าหรับประเทศไทยนั้นพบว่าอุบัติการณ์ของมะเร็งเม็ดเลือดขาว เป็นมะเร็งที่พบบ่อยเป็น
ล าดับที่ 6 รองจากมะเร็งต่อมน้ าเหลืองชนิด Non-Hodkin ในเพศชาย ดังแสดงในภาพที่ 1 และ
ล าดับที่ 8 รองจากมะเร็งต่อมไทรอยด์ ในเพศหญิง ดังแสดงในภาพที่ 2  
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ภาพที่ 1 อัตราอุบัติการณ์ปรับตามมาตรฐานอายุของมะเร็งแต่ละชนิดในเพศชาย  
          ประเทศไทย ค.ศ.2008  )9(  
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ภาพที่ 2 อัตราอุบัติการณ์ปรับตามมาตรฐานอายุของมะเร็งแต่ละชนิดในเพศหญิง  
           ประเทศไทย ค.ศ.2008 (9) 

 
และเมื่อจ าแนกตามเพศและจังหวัดในประเทศไทย พบว่าจังหวัดที่พบผู้ป่วยมะเร็งเม็ดเลือด

ขาวมาก เป็น 3 ล าดับแรกจากมากไปน้อย ได้แก่ ระยอง ชลบุรี และ กรุงเทพมหานคร ตามล าดับ  
ดังแสดงในภาพที่ 3 
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ภาพที่ 3 อัตราอุบัติการณ์ปรับตามมาตรฐานอายุของมะเร็งเม็ดเลือดขาวจ าแนกตามเพศและจังหวัด 
ที่มีการจัดท าทะเบียนมะเร็ง ค.ศ. 2008  )9(  
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เมื่อจ าแนกชนิดของมะเร็งเม็ดเลือดขาวตามแต่ละจังหวัดในประเทศไทย สามารถจ าแนกได้ 
ดังภาพที ่4 ในเพศชาย และภาพที่ 5 ในเพศหญิง จะเห็นได้ว่าโรคมะเร็งเม็ดเลือดขาวชนิดเฉียบพลัน
สายลิมฟอยด์ และมะเร็งเม็ดเลือดขาวชนิดเฉียบพลันสายมัยอีลอยด์ สามารถพบได้สูงพอกัน ซึ่ง
ขึ้นกับแต่ละจังหวัดในประเทศไทย และเมื่อจ าแนกมะเร็งเม็ดเลือดขาวตามชนิดของเซลล์และ
ระยะเวลาในการเกิดโรค พบว่ามะเร็งเม็ดเลือดขาวชนิดเฉียบพลันสายมัยอีลอยด์  )Acute 
myelocytic leukemia, AML (  เป็นมะเร็งเม็ดเลือดขาวที่พบได้บ่อยที่สุดในผู้ใหญ่ ส่วนมะเร็งเม็ด
เลือดขาวสายมัยอีลอยด์ชนิดเรื้อรัง  )Chronic myelocytic leukemia ( และมะเร็งเม็ดเลือดขาวสาย
ลิมฟอยด์ชนิดเรื้อรัง  )Chronic lymphocytic leukemia ( พบบ่อยที่สุดในผู้ใหญ่วัยกลางคน และ
ผู้สูงอายุ ในขณะที่มะเร็งเม็ดเลือดขาวชนิดเฉียบพลันสายลิมฟอยด์  )Acute lymphoblastic 
leukemia, ALL  (มีอุบัติการณ์สูงในวัยเด็ก โดยเฉพาะช่วงอายุน้อยกว่า 10 ปี ส่วนผู้ใหญ่พบ
อุบัติการณ์สูงสุดที่อายุมากกว่า 65 ปี  และในเพศชายพบว่ามะเร็งเม็ดเลือดขาวสายลิมฟอยด์พบบ่อย
กว่าสายมัยอีลอยด์ (9) 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพที่ 4 การจ าแนกชนิดมะเร็งเม็ดเลือดขาวในเพศชาย ตามแต่ละจังหวัดในประเทศไทย )9(  
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ภาพที่ 5 การจ าแนกชนิดมะเร็งเม็ดเลือดขาวในเพศหญิงตามแต่ละจังหวัดในประเทศไทย 

)9(  
 
สาเหตุของมะเร็งเม็ดเลือดขาว 

สาเหตุที่แท้จริงของมะเร็งเม็ดเลือดขาวยังไม่ทราบแน่ชัด แต่เมื่อท าการศึกษาและหา
ความสัมพันธ์ต่างๆแล้ว อาจท าให้สรุปได้ดังต่อไปนี้ คือ 

1. สารก่อมะเร็ง (Chemical carcinogen) คือ สารเคมีที่ท าให้เกิดการเปลี่ยนแปลงของยีน 

และข้อมูลทางพันธุกรรมภายในเซลล์ รวมถึงยาเคมีบ าบัด เช่น benzene, melphalan และ 
ethylene oxide เป็นต้น 

2. สารรังสี (Ionizing radiation) มีบทบาทท าให้สารพันธุกรรม คือ DNA แตกหักซ่ึงอาจ 

ส่งผลให้เกิดความผิดพลาดในระหว่างมีการซ่อมแซมสาย DNA 
3.  เชื้อไวรัสอาทิ  Human T- lymphocyte leukemia virus    ) HTLV ( พบว่ามีความ

เกี่ยวข้องกับการเกิด Adult T-cell leukemia/lymphoma โดยอาจเกิดจากการที่ยีนของไวรัส 
HTLV ได้แทรกเข้าไประหว่างยีนต่างๆ ของเซลล์เม็ดเลือดจึงท าให้ข้อมูลทางพันธุกรรมผิดไปจากปกติ 
จนเป็นเหตุให้สูญเสียกลไกในการควบคุมการแบ่งเซลล์  )cell differentiation ( และการเจริญเติบโต
ของเซลล์ )cell maturation  (ตามวัฏจักรเซลล์ปกติ  

4.   ความผิดปกติในการสร้างและการท างานของโครโมโซม )Chromosomal abberation ( 
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เช่น ผู้ป่วย Down syndrome ซึ่งจะมีความเสี่ยงสูงขึ้นในการพัฒนาเป็นโรค ALL (10) 
 
ชนิดของมะเร็งเม็ดเลือดขาว 

การแบ่งชนิดของมะเร็งเม็ดเลือดขาว นอกจากอาศัยหลักเกณฑ์การเจริญเติบโตของเซลล์ 
 )cell maturity   (แล้ว  ยังสามารถแบ่งตามระยะเวลาที่ผู้ป่วยมีอาการ  )rate of onset   (และการ
ด าเนินโรค แบ่งได้เป็น  2 กลุ่มใหญ่ คือ มะเร็งเม็ดเลือดขาวชนิดเฉียบพลัน  )acute leukemia( 

อาการจะเกิดขึ้นเร็วและรุนแรง และ มะเร็งเม็ดเลือดขาวชนิดเรื้อรัง  )chronic leukemia ( ซึ่งผู้ป่วย
อาจไม่มีอาการใดๆเมื่อเริ่มการวินิจฉัย หรืออาจมีอาการแบบค่อยเป็นค่อยไป  ทั้งนี้อาจแบ่งชนิดโดย
ขึ้นกับประวัติของโรคหรือการรักษาในอดีตของผู้ป่วย โดยถ้ามีสาเหตุดังที่กล่าวไว้แล้วข้างต้นก่อนเกิด
มะเร็งเม็ดเลือดขาวจัดเป็น secondary leukemia ถ้าเกิดขึ้นเองโดยไม่มีสาเหตุดังที่ได้กล่าวไว้จัดเป็น 
de novo leukemia หรือการจัดแบ่งมะเร็งเม็ดเลือดขาว โดยอาศัยหลักเกณฑ์ของสายการ
เจริญเติบโตของเซลล์ )cell lineage  (ซึ่งจะท าให้สามารถแบ่งมะเร็งเม็ดเลือดขาวออกได้เป็นสองกลุ่ม
คือ กลุ่ม lymphocytic leukemia และกลุ่ม myelocytic leukemia 

นอกจากนี้หากแบ่งโรคมะเร็งเม็ดเลือดขาว อาศัยทั้งหลักเกณฑ์ของระยะอาการของผู้ป่วย 
 )rate of onset   (ควบคู่กับสายการเจริญเติบโตของเซลล์   ) cell lineage   (มาจัดจ าแนกประเภทของ
มะเร็งเม็ดเลือดขาว จะท าให้สามารถจัดแบ่งได้เป็น 4 กลุ่มใหญ่ คือ 

1. Acute lymphoblastic leukemia (ALL) 

2. Acute myeloblastic leukemia (AML) 

3. Chronic  lymphoblastic leukemia (CLL) 

4. Chronic myeloblastic leukemia (CML) 

และยังสามารถจัดแบ่งตามระบบของ French-American-British  )FAB ( classification โดยจ าแนก
เซลล์ตามลักษณะรูปร่างที่จ าเพาะของเซลล์แต่ละชนิด  )specific cell type   (เช่น   Acute 
myelocytic leukemia  )AML ( สามารถแบ่งชนิดย่อยได้เป็น M0-M7 ขณะที่ Acute 
lymphoblastic leukemia  )ALL ( สามารถจัดแบ่งตามหลักเกณฑ์ของ immunophenotype ได้
เป็น B cells- ALL และ T cells- ALL ซึ่งในงานวิจัยนี้ จะให้ความส าคัญกับ Acute lymphoblastic 
leukemia เนื่องจากมีอุบัติการณ์การเกิดโรคท่ีสูงในเด็ก และมีความรุนแรงของโรคสูงขึ้นหลังจากโรค
กลับมาเกิดซ้ า  )relapse   (ทั้งในเด็กและผู้ใหญ่ และหากผู้ป่วยมีความผิดปกติทางโครโมโซม คือตรวจ
พบ  Philadelphia chromosome    ) Ph+ ( ซึ่งเกิดจากการรวมกัน  )fusion ( ของยีน BCR–ABL1 จะมี

การพยากรณ์ของโรคไม่ดี โดยแม้ว่าปัจจุบันจะมียาที่เป็น drug targeted therapy เช่น imatinib 
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แล้ว แต่เนื่องด้วยอัตราการพบความผิดปกติของโครโมโซมดังกล่าวในผู้ป่วยมะเร็งเม็ดเลือดขาวชนิด
เฉียบพลันสายลิมฟอยด์ มีเพียง 3% จากผู้ป่วยทั้งหมดเท่านั้น  หรืออาจกล่าวได้ว่าผู้ป่วยส่วนใหญ่ยัง
ไม่มียาที่จ าเพาะ หรือแม้มียารักษาที่จ าเพาะแล้ว ก็สามารถพบอุบัติการณ์การดื้อยาได้ ท าให้
คณะผู้วิจัยสนใจศึกษาวิจัยในโรคนี้ (11)  
 
มะเร็งเม็ดเลือดขาวชนิดเฉียบพลันสายลิมฟอยด์ (4 , 5) 

มะเร็งเม็ดเลือดขาวชนิดเฉียบพลันสายลิมฟอยด์ เป็นโรคมะเร็งที่มีการแบ่งตัวเพ่ิมจ านวนของ
เซลล์สายลิมฟอยด์ตัวอ่อนอย่างเฉียบพลัน ท าให้พบปริมาณ lymphoblast สะสมอยู่ในไขกระดูกเป็น
จ านวนมาก และแพร่กระจายเข้าสู่กระเลือดหรือไปยังอวัยวะอ่ืนๆได้ ผู้ป่วยส่วนใหญ่เป็นเด็ก ในอดีต
จัดว่าเป็นโรคที่รุนแรง สามารถท าให้ผู้ป่วยเสียชีวิตได้รวดเร็ว แต่ภายหลังได้มีการพัฒนาการรักษา
หลายภาพแบบ ท าให้ผลการรักษา ALL ในเด็กมีความปลอดภัยมากขึ้น และมีช่วงที่จะกลับมาเป็นซ้ า
นานขึ้น ขณะที่ผู้ใหญ่พบประมาณ 20-25% ของโรค แม้ว่าโรคจะสงบลง แต่ก็พบว่า สามารถมีชีวิต
อยู่ต่อได้เพียง 3-5 ปีเท่านั้น 
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ภาพที่ 6 ลักษณะ Peripheral blood smear ของมะเร็งเม็ดเลือดขาวชนิด ALL (12) 

การแบ่งชนิดของมะเร็งเม็ดเลือดขาวชนิดเฉียบพลันสายลิมฟอยด์ (ALL) 

 แบ่งตาม immunophenotype หรือการแบ่งโดยใช้การตรวจ CD marker บนผิวของเซลล์ 
สามารถแบ่งได้เป็น 2 ชนิด คือ B-ALL )B cell  Acute lymphoblastic leukemia  (และ T-ALL )T 
cell Acute limphoblastic leukemia ( 

แบ่งตาม FAB Classification สามารถแบ่งได้เป็น 3 ชนิด คือ 
1. ALL-L1 เซลล์ขนาดเล็กและมีภาพร่างคล้ายกัน (uniform) นิวเคลียสกลม ไซโตพลาสซึม 

น้อยและติดสีฟ้าไม่เข้มนัก พบบ่อยสุดในเด็ก 
2. ALL-L2 เซลล์ขนาดใหญ่กว่า L1 และมักพบขนาดที่ไม่เท่ากัน นิวเคลียสและโครมาตินไม่ 

ค่อยสม่ าเสมอ และมักเห็นนิวคลีโอลัสได้ตั้งแต่ 1 อันขึ้นไป 
3. ALL-L3 เซลล์ขนาดกลางถึงใหญ่ ขนาดค่อนข้างเท่ากัน นิวเคลียสกลม เห็นโครมาติน 

ละเอียด เห็นนิวคลีโอลัสได้ 2-5 อัน ไซโตพลาสซึมติดสีเข้ม และพบ vacuole จ านวนมาก คล้าย 
Burkitt’s type 
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ตารางท่ี 1  การแบ่งชนิดของ ALL ตาม FAB Classification  (11)  

ลักษณะ ALL-L1 ALL-L2 ALL-L3 
ขนาดของเซลล์ เล็ก ขนาดเท่าๆกัน ค่อนข้างใหญ่หลายขนาด ใหญ่ ขนาดเท่าๆกัน 

ภาพร่างนิวเคลียส กลม ไม่ค่อยสม่ าเสมอ มักเว้า กลม หรอรีภาพไข่ 

ลักษณะโครมาติน ละเอียด มีทั้งละเอียด/ไม่ละเอียด ละเอียด 
นิวคลีโอลัส เห็นได้ไม่ชัดเจน เห็นได้ชัด มักพบ 1 อัน เห็นชัดเจน  

มีหลายอัน 
ปริมาณ 
ไซโตพลสซึม 

น้อยมาก น้อยถึงปานกลาง มีมาก 

สีไซโตพลาสซึม ติดสีฟ้าน้อยๆ ไม่เข้ม ติดสีฟ้าถึงสีน้ าเงินเข้ม ติดสีน้ าเงินเข้มมาก 

แวคคิวโอล มีหรือไม่มีก็ได้ มีหรือไม่มีก็ได้ มีได้มาก/เด่น 

 
หรือแบ่งมะเร็งเม็ดเลือดขาวชนิดเฉียบพลันสายลิมฟอยด์  )ALL  (  ตามเกณฑ์ขององค์การ

อนามัยโลก The World Health Organization  )WHO ( classification ปีค.ศ.  2008 ได้จัดให้ ALL  
อยู่ในกลุ่ม  precursor lymphoid neoplasms ซึ่งสามารถแยกได้เป็นชนิดหลัก คือ B 

lymphoblastic leukemia/lymphoma ซึ่ งแบ่งย่อยได้ เป็น  B  lymphoblastic 
leukemia/lymphoma, NOS และ B lymphoblastic leukemia/lymphoma  with recurrent 
genetic abnormalities และ T lymphoblastic leukemia/lymphoma ดังแสดงในตารางที่ 2  
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ตารางท่ี 2 การแบ่งชนิดของ ALL ตามเกณฑ์ขององค์การอนามัยโลก ปีค.ศ. 2008 (WHO 
classification  )(12)   

Precursor lymphoid neoplasm 

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  

     B lymphoblastic leukemia/lymphoma with hyperdiploidy 

      B lymphoblastic leukemia/lymphoma with hyperdiploidy (hypodiploid ALL) 

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

     B lymphoblastic leukemia/lymphoma with t(1;19)(q23;q13.3); E2A-PAX1 

T lymphoblastic leukemia/lymphoma 

                                                                                                                                       
อาการแสดงทางคลินิกมะเร็งเม็ดเลือดขาวชนิดเฉียบพลันสายลิมฟอยด์ (ALL)  

อาการโดยส่วนใหญ่ มีสาเหตุมาจากการเพ่ิมจ านวนของเซลล์เม็ดเลือดขาวตัวอ่อนอย่าง  
ลิมโฟบลาสท์  )lymphoblast ( ในไขกระดูกอย่างเฉียบพลัน  เมื่อระบบควบคุมการท างานผิดปกติ 
ส่งผลให้ไขกระดูกล้มเหลว เซลล์ที่ผลิตออกมาไม่สามารถเจริญเป็นตัวแก่  )mature cell ( ได้  อีกทั้ง
กระบวนการสร้างเซลล์เม็ดเลือดปกติลดลง ผู้ป่วยจึงมาพบแพทย์ด้วยอาการ ปวดศรีษะ อาเจียน ซีด 
ใจสั่น อ่อนเพลีย เนื่องจากปริมาณเม็ดเลือดแดงต่ า อาจพบจุดเลือดออกเนื่องจากเกล็ดเลือดต่ า และ
อาการไข้ และติดเชื้อได้ง่ายเป็นผลจากการสร้างเม็ดเลือดขาวปกติลดลง และบางรายพบว่ามีต่อม
น้ าเหลืองโต เนื่องจากเซลล์มะเร็งเกิดการแพร่กระจายไปถึงระบบน้ าเหลืองและไขสันหลัง 

 

 

 



15 
 
ปัจจัยเสี่ยงของการเกิดมะเร็งเม็ดเลือดขาวชนิดเฉียบพลันสายลิมฟอยด์ (ALL   )(13)  

 ในกรณีผู้ป่วยมีปัจจัยเสี่ยงไม่ได้หมายถึง ผู้ป่วยจะต้องเป็นโรคมะเร็งเม็ดเลือดขาว หากแต่
เป็นปัจจัยสนับสนุนให้เกิดโรคมะเร็งเม็ดเลือดขาวได้มากขึ้น หรือมีความเสี่ยงในการเกิดโรคสูงกว่า
ผู้อื่น ได้แก่ 

1. เคยได้รับการฉายรังสี x-rays หรือฉายแสง (radiation)เม่ือแรกเกิด 

2. เคยได้รับการรักษาด้วยยาเคมีบ าบัด (chemotherapy) มาก่อน  

3. มีความผิดปกติของโครโมโซม หรือยีน 

4. มีความผิดปกติทางพันธุกรรม เช่น Down syndrome, Neurofibromatosis type 1, 

Shwachman syndrome และ Ataxia-telangiectasia 

 
การวินิจฉัย (13)  

 การวินิจฉัยแยกมะเร็งเม็ดเลือดขาวชนิด  ALL ออกจากโรคอ่ืน มักจะเริ่มต้นจากการซัก
ประวัติ และการตรวจร่างกายอย่างละเอียด โดยแพทย์จะส่งตรวจทางห้องปฏิบัติการ เพ่ือตรวจค่า
ความสมบูรณ์ของเม็ดเลือด  )complete blood count   (แล้วมักจะพบปริมาณเม็ดเลือดขาวที่สูง
ผิดปกติ และเม่ือท าการย้อมเสมียร์เลือดจะพบเซลล์เม็ดเลือดขาวชนิดตัวอ่อนปริมาณสูง และเพ่ือเป็น
การยืนยันผลของการตรวจ อาจท าการเจาะไขกระดูกเพ่ือให้ได้ผลการวินิจฉัยที่แน่นอน 
 
การรักษามะเร็งเม็ดเลือดขาวชนิดเฉียบพลันสายลิมฟอยด์ (ALL ) 

หลังจากท่ีผู้ป่วยได้รับการวินิจฉัยแล้วว่าเป็นมะเร็งเม็ดเลือดขาวชนิด ALL การรักษาหลักที่ใช้
คือ ยาเคมีบ าบัด )Chemotherapy(, การปลูกถ่ายไขกระดูก  )Transplantation   (ส่วนการรักษาอ่ืนๆ
เพ่ิมเติม ได้แก่ การผ่าตัด   ) Surgery (, การฉายรังสีรักษา  )Radiation therapy (, การใช้แอนติบอดี 

 )Monoclonal antibodies ( หรือยาที่จ าเพาะกับมะเร็ง  )Targeted therapy   (ซึ่งจะใช้รักษาในกรณี
ที่ผู้ป่วยมีความผิดปกติของยีนหรือโครโมโซมร่วมด้วย (15) 
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การรักษาด้วยยาเคมีบ าบัด (Chemotherapy )(6) 

การรักษาผู้ป่วย  ALL  ส่วนใหญ่ จะรักษาด้วยยาเคมีบ าบัด  )Chemotherapy   (แบบใช้ยา
ร่วมกันหลายตัว   ) combination of anti-cancer drugs   (และท า การรักษาเป็นระยะเวลานาน  การ

ให้ยาเคมีบ าบัดสามารถให้ในรูปแบบฉีดหรือรับประทาน  โดยยาจะเข้าสู่กระแสเลือดและตรงไปสู่
เซลล์มะเร็งเม็ดเลือดขาวที่มีอยู่ทั่วร่างกาย แต่บางบริเวณ เช่น สมองและไขสันหลัง ยาจะไม่สามารถ
ผ่านได้ อาจต้องใช้วิธี intrathecal chemotherapy คือการฉีดเข้าสู่ cerebospinal fluid  อีกทั้ง
การใช้ chemo regimens  ในปริมาณสูงเพ่ือให้เกิดการตอบสนองต่อการรักษา ท าให้เกิดผลข้างเคียง
กับผู้ป่วย เช่น ผมร่วง เจ็บบริเวณปาก ไม่อยากอาหาร คลื่นไส้ อาเจียน เป็นต้น ผู้ป่วยจึงจ าเป็นต้อง
ได้รับยาอ่ืนเพ่ิมเติม เพ่ือช่วยป้องกันหรือรักษาอาการข้างเคียงที่เกิดขึ้น   การรักษาด้วยยาเคมีบ าบัด
แบ่งเป็น 3 ระยะด้วยกันคือ Induction, Consolidation และ Maintenance 

1. Induction มีเป้าหมายเพ่ือให้ภาวะโรคสงบ  )Remission ( ซึ่งหมายถึงการตรวจไม่พบ 
leukemic cell ในตัวอย่างที่ได้จากไขกระดูก และผู้ป่วยมีไขกระดูก และ blood count ปกติ
กลับคืนมา ระยะนี้จะให้ยาเคมีบ าบัดที่รุนแรง ยาส่วนใหญ่ที่ใช้อาจเป็นตัวเดียว หรือร่วมกันก็ได้ ได้แก่ 
Vincristine,   Dexamethasone หรือ Prednisone , Doxorubicin และ Daunorubicin เป็นต้น 
หรือผู้ป่วย ALL ที่มี Philadelphia chromosome สามารถน า targeted drug อาทิ imatinib มา
ใช้ในการรักษาได้ ซึ่งให้ผลดี แต่ leukemic cells ก็อาจจะยังคงมีอยู่ที่ส่วนใดส่วนหนึ่งของร่างกาย 
จึงจ าเป็นที่จะต้องให้การรักษาต่อไป สิ่งหนึ่งที่ควรระวังคือการเกิด CNS prophylaxis จึงจ าเป็นต้อง
ท าการรักษาโดยการฉีดยาเคมีบ าบัดอย่าง methotrexate หรือ cytarabine เข้าสู่ไขสันหลัง หรือ
ร่วมกับการฉายรังสี )Radiation( บริเวณสมองและไขสันหลังด้วย 

2. Consolidation เมื่อโรคด าเนินเข้าสู่ภาวะสงบ ในระยะต่อมาก็ยังคงให้การรักษาด้วยยา
เคมีบ าบัดระยะสั้นตามข้างต้นต่อไป แต่ในผู้ป่วยบางราย ที่มี  subtype ของ ALL ชนิดต่างๆหรือมี 
poor prognostic factors ที่มีความเสี่ยงสูงต่อการกลับมาเป็น leukemia อีกครั้ง  )Relapse ( แพทย์
จะแนะน าให้ท าการปลูกถ่ายไขกระดูกแบบ Allogenic stem cell transplantation ซ่ึงเป็นการปลูก
ถ่ า ย 
ไขกระดูกของผู้บริจาคที่มีความเข้ากันได้กับเนื้อเยื่อของผู้ป่วย โดยท าการตรวจความเข้ากันได้ของ
เนื้อเยื่อจากพ่ีน้องร่วมสายโลหิต หรือผู้บริจาคที่ได้ขึ้นทะเบียนบริจาคไว้ ทั้งนี้ผู้ป่วยควรศึกษาข้อมูล 
เพ่ือเตรียมตัวรับการรักษาต่อไป 

3. Maintenance เป็นระยะการรักษาที่ติดตามผลการรักษา  โดยผู้ป่วยยังคงได้รับยาเคมี
บ าบัด อาทิ methotrexate และ 6-mercaptopurine  )6-MP ( หรือผู้ป่วยบางรายอาจได้รับยา
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เพ่ิมเติมอย่างเช่น vincristine และ prednisone ด้วย ซึ่งการรักษานี้ต้องท าต่อไปประมาณ 2 ปี 
เพราะ CNS prophylaxis ยังเกิดขึ้นได ้

Vincristine  เป็นยาเคมีบ าบัดในกลุ่ม Plant Alkaloids หรือ Vinca Alkaloid ที่สกัดได้จาก
พืชและน ามาพัฒนาเป็นตัวยาเช่นเดียวกับ Vinblastine  โดย Vincristine  เป็นสารที่ใช้กันอย่าง
กว้างขวางในการรักษามะเร็งชนิดต่างๆ โดยเฉพาะใน ALL  จัดเป็น microtubule-depolymerizing 
agent คือยาจะเข้ายับยั้งการท างานของ microtubule ซึ่งมีหน้าที่ควบคุมการเคลื่อนที่ของเซลล์ การ
รักษารูปร่างของเซลล์ ตลอดจนการแบ่งเซลล์ ท าให้เซลล์หยุดการแบ่งตัว โดยเซลล์จะหยุดเจริญอยู่ใน
ระยะ M phase ของวัฏจักรเซลล์  )cell cycle arrest (  และอีกส่วนหนึ่งเข้ากระตุ้นวิถีการตาย
แบบอะโพโทซิสผ่านวิถีภายใน ท าให้เซลล์เกิดการตายในที่สุด โดยเมื่อ  Vincristine เข้าสู่ร่างกายแล้ว
จะผ่านกระบวนการ metabolism โดยอาศัย cytochrome P450 3A4 (cyp 3A4) ในตับเป็นตัว
ช่วยก าจัดพิษยา ผู้ป่วยอาจได้รับพิษอย่างรุนแรงจาก vincristine เมื่อถูกใช้ร่วมกับ cyp 3A4 
inhibitors ได้ ส่วนผลข้างเคียงหากได้รับยานี้เป็นเวลานานคือ ท าให้ระบบประสาทเสื่อม แขนขาไม่มี
แรง เป็นต้น  )16(  

 
ยาที่จ าเพาะกับชนิดของมะเร็ง (drug targeted therapy ) 

ปัจจุบันมีการพัฒนายาที่จ าเพาะกับโรคมะเร็งชนิดต่างๆมากขึ้น ซึ่งการท างานของยาที่เป็น 
drug targeted therapy มีความจ าเพาะต่อการรักษาความผิดปกติของโครโมโซมผู้ป่วย ในผู้ป่วย
มะเร็งเม็ดเลือดขาวชนิดเฉียบพลันสายลิมฟอยด์ที่ตรวจพบว่ามี Philadelphia chromosome  ซึ่ง
เกิดจากการแลกเปลี่ยนชิ้นส่วนของยีน  )translocation ( ในโครโมโซมคู่ที่ 9และ 22 ท าให้เกิดการ
หลอมรวมกันของยีน BCR จากโครโมโซมคู่ที่ 9 และยีน ABL จากโครโมโซมคู่ที่ 22 
)t)9;22 )(q34:q11  ((ส่งผลให้มีการสร้างโปรตีนที่มีฤทธิ์กระตุ้นให้เซลล์แบ่งตัวมากผิดปกติ  พบได้บ่อย
ในผู้ป่วยมะเร็งเม็ดเลือดขาวชนิดเรื้อรังสายมัยอีลอยด์  )CML   (ด้วย กลุ่มยาที่ผลิตขึ้นมาจึงเรียกรวมว่า
เป็น  tyrosine kinase inhibitors  )TKIs   (เช่น   imatinib, desatinib และ nilotinib เป็นต้น ยานี้จะ

ช่วยให้ผู้ป่วยเข้าสู่ภาวะโรคสงบ และป้องกันการกลับมาเป็นซ้ า โดยผู้ป่วยต้องรับประทานยาทุกวัน 
ผลข้างเคียงท่ีพบได้บ่อยคือ บวมบริเวณรอบดวงตา คลื่นไส้ อาเจียน ปวดเมื่อยกล้ามเนื้อ เป็นต้น (11) 
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ภาพที่ 7 ลักษณะของ Philadelphia chromosome ที่เกิดจากการแลกเปลี่ยนชิ้นส่วนของ
ยีน ABL บนโครโมโซมคู่ที่ 9 ไป เชื่อมต่อกับยีน BCR บนโครโมโซมคู่ที่ 22 (17) 

 
แอนติบอดี (Monoclonal antibodies) 

เป็นกระบวนการผลิตยาที่อาศัยหลักการของระบบภูมิคุ้มกันในร่างกาย เช่น ยา 
Blinatumomab เป็นยาที่ใช้รักษาผู้ป่วยที่ได้รับการวินิจฉัยว่าเป็นโรคมะเร็งเม็ดเลือดขาว ALL ชนิด 
B-cell type การท างานของยาสามารถจับกับโปรตีน 2 ชนิดที่แตกต่างกัน ได้ในเวลาเดียวกัน คือ
สามารถจับกับ CD19 ซึ่งพบบน B cells ซึ่งอาจจะเป็นเซลล์ leukemia และ lymphoma และจับ
กับ CD3 ที่พบบน T cells การจับกันของโปรตีนทั้ง 2 ชนิด จะท าให้ระบบภูมิคุ้มกันของร่างกายเข้า
มาท าลายเซลล์มะเร็งได้  ส าหรับการให้ยาชนิดนี้จะให้ยาทางหลอดเลือดด าต่อเนื่องเป็นเวลา 28 วัน 
และให้ซ้ าอีกครั้งหลังจากพักไป 2 สัปดาห์ เนื่องจากในรอบแรก ผู้ป่วยมักเกิดอาการข้างเคียงท่ีรุนแรง 
เช่น ชัก พูดล าบาก สับสน และติดเชื้อง่าย จึงจ าเป็นต้องติดตามการรักษาที่โรงพยาบาลในช่วงแรกที่
รับการรักษา (15) 
 

การปลูกถ่ายไขกระดูก (Transplantation) 

เนื่องจากการท า Autologous stem cell tranplantation เป็นการน าเซลล์ของผู้ป่วยปลูก
ถ่ายคืนกลับเข้าไปในไขกระดูก  แต่ stem cell ของผู้ป่วยในโรคมะเร็งเม็ดเลือดขาวชนิด ALLพัฒนา
เป็นเซลล์มะเร็งแล้วจึงยากต่อการรักษา ดังนั้น การปลูกถ่ายไขกระดูกแบบ Allogeneic stem cell 
transplantation จึงเป็นวิธีที่นิยมที่สุด โดยรับจากผู้บริจาค  )donor ( ที่มีความเข้ากันได้ของเนื้อเยื่อ
กับผู้ป่วย  )recipient ( มากที่สุด เพ่ือป้องกันปัญหาที่เกิดจากความเข้ากันไม่ได้ของเนื้อเยื่อ โดยทั่วไป 
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ผู้บริจาคที่เป็นพี่น้องร่วมสายเลือด จะมีความเข้ากันได้กับเนื้อเยื่อมาก แต่หากเข้ากันไม่ได้ ต้องขอรับ
จากอาสาสมัครที่มาบริจาคเสต็มเซลล์ แต่การรักษาด้วยวิธีนี้อาจพบผลข้างเคียงที่รุนแรงในผู้ป่วย
สูงอายุ หรือผู้ที่มีปัญหาสุขภาพอยู่ก่อน เนื่องจากก่อนการปลูกถ่ายไขกระดูกจะต้องให้ยากดภูมิคุ้มกัน 
ท าให้เสี่ยงกับการติดเชื้อได้ง่าย หรือเนื่องมาจากร่างกายมีการสร้างแอนติบอดีต่อสิ่งแปลกปลอม
หลายชนิดเมื่อเวลาผ่านไปมากข้ึน (15) 

 
การฉายรังสีรักษา (Radiation therapy) 

เป็นการน ารังสีพลังงานสูงมาท าลายเซลล์มะเร็ง ในมะเร็งเม็ดเลือดขาวชนิด ALL จะใช้วิธีที่
เรียกว่า External beam radiation therapy และจะน ามาใช้ก็ต่อเมื่อ ต้องการรักษามะเร็งที่แพร่
เข้าสู่สมอง และน้ าไขสันหลัง การฉายรังสีทั่วร่างกายหลังจากการปลูกถ่ายไขกระดูก อีกทั้งยังสามารถ
ลดความเจ็บปวดของกระดูกที่เซลล์มะเร็งบุกรุกเข้ามาอีกด้วย ผลข้างเคียงที่พบได้คือ ผิวบริเวณที่ฉาย
รังสีอาจบวมแดง ไหม้ หรือผมร่วง คลื่นไส้ อาเจียน ท้องเสีย และปริมาณเซลล์เม็ดเลือดลดลง ท าให้
อ่อนเพลียและติดเชื้อได้ง่าย (15) 

ปัจจุบันได้มีการน าสมุนไพรหลายชนิดมาทดสอบฤทธิ์ในการต้านมะเร็งเม็ดเลือดขาว เช่น Pupalia 
lappace พบว่ามีฤทธิ์ในการต้านเซลล์มะเร็งเม็ดเลือดขาวเพาะเลี้ยงชนิด K562 (18) และมีรายงาน
ก่อนหน้านี้ของคณะผู้วิจัย ว่าสารสกัดจากพลูคาว และสารฟลาโวนอยด์มาตรฐานอย่าง quercetin, 
rutin และ isoquercetin สามารถยับยั้งการเจริญของเซลล์มะเร็งเม็ดเลือดขาวเพาะเลี้ยงชนิด 
Jurkat, K562, U937 ได้และมีฤทธิ์ในการต้านการอักเสบได้ด้วย  (5)  
 ดังนั้นในการศึกษาครั้งนี้ จึงได้น า พลูคาว ซึ่งเป็นพืชพ้ืนถิ่นทางภาคเหนือของไทยมาท าการศึกษา
องค์ประกอบหลักที่พบในพลูคาว โดยท าการวิเคราะห์องค์ประกอบด้วยเทคนิค HPLC-MS และได้น า
รูตินมาท าการทดสอบฤทธิ์ในการยับยั้งมะเร็งเม็ดเลือดขาว เพ่ือทราบถึงบทบาทและกลไกการออก
ฤทธิ์ของสารชนิดนี้ในเชิงลึก  
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พลูคาว (17 , 02) 
 

 
 
 
 
 
 

 
 

ภาพที่ 8 ลักษณะของต้นพลูคาว  
 

พลูคาว มีชื่อทางวิทยาศาสตร์ Houttuynia cordata Thunb อยู่ในวงศ์ Satutaceae ชื่ออ่ืนๆคือ ผัก
คาวดอง ผักเข้าดอง ผักคาวทอง ผักก้านตอง )ไทย( , houttuynia )ทั่วไป( , Yu xing cao  )จีน(   
ลักษณะเป็นพืชสมุนไพรที่มีกลิ่นหอมและมีล าต้นเลื้อยขนานไปกับพ้ืนดิน ล าต้นเจริญเต็มที่อยู่สูงเหนือ
ดิน 20-50 เซนติเมตร ล าต้นใต้ดินเป็นปล้องสั้นสีนวล มีรากแตกจากข้อโดยรอบเพ่ือยึดเกาะ แผ่นใบ
รูปไข่กว้างประมาณ 4-8  เซนติเมตร ยาว 3- 6 เซนติเมตร ปลายใบแหลมมาก โคนใบรูปหัวใจ ขอบใบ
เรียบ เส้นใบ 5-7 เส้น แผ่นใบด้านบนสีเขียวเข้มกว่าใต้ใบ ช่อดอกออกตามยอด หรือซอกใบใกล้ยอด 

อับเรณูสีเหลือง ดอกออกมากในช่วงเดือนมิถุนายนถึงกรกฎาคม 
 จากการศึกษาวิจัยก่อนหน้านี้พบว่าพลูคาวมีคุณสมบัติการออกฤทธิ์ที่หลากหลาย เช่น ฤทธิ์
ต้านการอักเสบ )anti-inflammation(21) ( ฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ )anti-oxidative(22) ( ฤทธิ์ต้าน
เบาหวาน )anti-diabetes(23) ( ฤทธิ์ต้านการติดเชื้อและเสริมภูมิต้านทาน ฤทธิ์ต้านมะเร็ง )anti-
cancer(24) ( รักษาอาการข้างเคียงท่ีเกิดจากการใช้เคมีบ าบัด ยับยั้งและท าลายเซลล์มะเร็งเม็ดเลือด
ขาว (4) โดยมีรายงานการวิจัยก่อนหน้านี้พบว่าสารสกัดพลูคาวสามารถชักน าการตายแบบอะโพโทซิส
ในเซลล์มะเร็งเม็ดเลือดขาวชนิด HL-60 ได้ (25) 
สารออกฤทธิ์ส าคัญในพลูคาวมี 6  ชนิดหลัก คือ (26) 

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

2   . Polyphenolic acids คือ 4-)-D-glucopyranosyloxy(-3-hydroxy-benzoic acid 

3   . Volatile oil ได้แก่ -myrcene, -pinene, -terpineol, n-decanoic acid 
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4   . Fatty acid ได้แก่ Capric acid, Methyl oleate, Methyl linoleate 
5   .Sterol ได้แก่ 1-Terpinen-4-ol, Decanol 

6   .Alkaloids ได้แก่ Aristolactam A, Aristolactam B, Aristolactam A II, 
Pipenolactan A, Norcepharadione, Splendidin, Cepharadione B 

 
สารฟลาโวนอยด์ (Flavonoids  )(05)  

สารฟลาโวนอยด์เป็นสารประเภท polyphenolic compounds มีส่วนประกอบของ
โครงสร้างเป็น 15-carbon basic skeleton หรือที่เรียกว่า phenylbenzopyrone structure )C6-
C3-C6( นอกจากพบสารฟลาโวนอยด์ในพลูคาวแล้ว )19(  ยังสามารถพบได้ในพืชผัก และผลไม้ทั่วไป
ได้อีกด้วย โดยสามารถแบ่งชนิดของสารฟลาโวนอยด์ได้เป็น 6 ชนิดหลัก ดังแสดงใน ตารางที่ 3   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



22 
 
ตารางท่ี 3 การแบ่งชนิดของสารฟลาโวนอยด์  (06)   

Flavonoid subgroup Representative flavonoids    Examples 

Flavonols   quercetin, kaempferol, myricetin,   onions,       
isorhamnetin, morin, fisetin, rutin  spinach, 

cucumbers
  

Flavanones   hesperetin, naringenin, naringin, eriodictyol,   oranges, 
homoeriodictyol,poncirin, silibinin, bavachinin grapes 

Flavones   apigenin, luteolin, diosmetin, baicalein,        parsley,   
wogonin, amentoflavone,biapigenin, baicalin,  thyme,  
flavopiridol, isovitexin, ochnaflavone, acacetin peppers, 
                                                                        
sesame,celery  

Chalcones  butein, 2-hydroxychalcone, resveratrol,  grapes,  
tris(methoxymethoxy)chalcone, xanthohumol red wine 

Isoflavonoids   daidzein, genistein, glycitein, vitexin, irigenin,  soybeans,  
glabridin, equol, biochanin A, formononetin,  barley, 
coumestrol, nobiletin              cauliflower, 
       chickpeas 

Anthocyanidins          cyanidin, delphinidin, malvidin, pelargonidin   berries,      
                                                               grapes      
                              

 
สารฟลาโวนอยด์มีคุณสมบัติหลากหลาย ได้แก่ ต้านอนุมูลอิสระ )anti-oxidant(, ต้านการ

อักเสบ )anti-inflammatory(, ป้องกันการท าลายของเซลล์ตับ )hepatoprotective(, ใช้ขับปัสสาวะ 
)diuretic(, ยาระงับประสาท )sedative(, เพ่ิมลักษณะฮอร์โมนเพศหญิง )estrogenic  (เป็นต้น 

นอกจากนี้สารฟลาโวนอยด์ยังถูกน ามาใช้กับวงการแพทย์ในการรักษาโรคต่างๆ ไม่ใช่แค่เพียงรักษา 
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แต่ยังมีประสิทธิภาพในการป้องกันและลดความเสี่ยงของการเกิดโรคบางโรค ได้แก่ ภาวะระบบ
ประสาทเสื่อม โรคหลอดเลือดหัวใจ และโรคมะเร็งอีกด้วย )29(  
 

เควอซิติน (Quercetin) และอนุพันธ์ของ Quercetin  (12-10)  

Quercetin  )3,3’,4’,5,7-pentahydroxyplavone   (และอนุพันธ์ของ  Quercetin เช่น  
Rutin, Isoquercetin, Hyperin, Quercitrin เป็นฟลาโวนอยด์ในกลุ่มฟลาโวนอล  )flavonols   ( )30(  
ในธรรมชาติ Quercetin มักอยู่ในภาพที่จับกับน้ าตาล, phenolic acids หรือ แอลกอฮอลล์ แต่เมื่อ
บริโภคเข้าไปร่างกายจะ hydrolized และถูกดูดซึมในระบบทางเดินอาหารในรูปของ Quercetin 
ส าหรับอนุพันธ์ของ Quecetin ที่พบมากในรูปที่จับกับน้ าตาล คือ Rutin Quercetin 3--D-
glucose )isoquercetin  (และ Hyperin (31) 

 
 
 
 

 
 
 

ภาพที่ 9 โครงสร้างของ Quercetin (32) 
 

รูติน (Rutin  )(11-17)  

Rutin  )quercetin-3-O-rutinoside, Rutoside, sophorin ( เป็นฟลาโวนอยด์ชนิดหนึ่งใน
กลุ่มฟลาโวนอล พบได้ในผักและผลไม้หลายชนิดเช่น เมล็ดบัควีท  )buckwheat seeds ( ผลไม้ตระกูล
ส้ม  )citrus fruits ( แอปเปิ้ล และชา โดยระหว่างที่มีการย่อยอาหาร  rutin จะถูกดูดซึมได้ช้ากว่า 
quercetin โดยจะถูก metabolized เป็น aglycone  quercetin ก่อนการดูดซึม ซึ่ง rutin มี
คุณสมบัติทางชีวภาพที่หลากหลาย เช่น ฤทธิ์ต้านการอักเสบ  )anti-inflammation (, ลดความดัน 
 )anti-hypertension (, ฤทธิ์ต้านมะเร็ง  )anti-cancer (, ฤทธิ์ต้านมะเร็งเม็ดเลือดขาว  )anti-
leukemic (, ป้องกันการเกิดหลอดเลือดแข็งตัวและอุดตัน  )atherogenesis prevention (, ลดความ
เป็นพิษของการออกซิไดส์ไขมันชนิด LDL ที่มีต่อเซลล์  )oxidized LDL-cholesterol cytotoxicity 
reduction (, ฤทธิ์ป้องกันระบบประสาท  )neuroprotection ( และสามารถจับกับโลหะหนักแล้วท า
ให้ไม่สามารถท าปฏิกิริยากับสารอื่นได้ )chelate metal ions(  

Quercetin 
MW: 302.24  
Formula: C15H10O7 
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ภาพที่ 10 โครงสร้างของ Rutin (39) 
 

นอกจากนี้ ยังมีรายงานวิจัยก่อนหน้านี้ที่ได้น ารูตินมาทดสอบกับเซลล์ที่เกิดการอักเสบ และ
เซลล์มะเร็งชนิดต่างๆ พบว่ารูตินเป็นสารที่มีประสิทธิภาพในการป้องกันการบาดเจ็บของปอดแบบ
เฉียบพลัน  )Acute lung injury ( ผ่านการยับยั้งการเปลี่ยนแปลงของ blood gas และ neutrophil 
infiltration อีกทั้งยังลดการแสดงออกของ MIP-2 และ MMP-9 ผ่านการยับยั้งของ  Akt 
phosphorylation    )34 (  หรือจะเป็นฤทธิ์ของรูตินด้าน neuroprotection จากงานวิจัยของ M 
Sahar และคณะ ในปี 2014 พบว่ารูตินสามารถยับยั้งการท างานของ A-ameloid (1–42) ซึ่งเป็น
พิษต่อระบบประสาท และช่วยฟ้ืนฟูความจ าผ่านการกระตุ้นสัญญาณ MAPK และBDNF และยัง
สามารถลด oxidative stress ในสมองของหนูได้ (35) นอกจากนี้ ได้มีการน ารูตินมาทดสอบกับ 
leukemic stem cells (LSCs) ของ AML พบว่ารูตินสามารถยับยั้งการอยู่รอดของ adherent 
leukemic progenitor cells (CD34+CD38-CD123+) แต่ไม่ท าลาย normal  progenitor cells 
(CD34+CD38-) (33 )     และยังมีฤทธิ์ทางชีวภาพในการยับยั้งการเจริญของเซลล์มะเร็งเม็ดเลือดขาว
เพาะเลี้ยงชนิด Jurkat  โดยยับยั้งการท างานของสัญญาณ NF-B และ AKT  และยังมีการทดสอบผล
ของรูตินกับสัตว์ทดลอง พบว่าสามารถลดการอักเสบจากการฉายรังสี UVB บริเวณผิวหนังของ nude 
mice โดยไปออกฤทธิ์ยับยั้งผ่าน phosphorylated form ของ STAT3 (38)  อีกทั้งยังพบว่าพบว่ารู
ตินสามารถยับยั้งการเจริญของเซลล์มะเร็งมนุษย์  )HL-60 ( ที่ปลูกถ่ายให้กับหนูโดยมีผลท าให้ปริมาตร
ของก้อนมะเร็งลดลงเมื่อเทียบกับกลุ่ม negative control ได้ (36)  และพบว่าผลของรูตินต่อการอะ
โพโทซิสสัมพันธ์กับการลดลงของ active GSK-3 และตัวยับยั้ง GSK-3 ที่ท าให้เกิด cytotoxicity 
(37) 

 
 
 

Rutin (quercetin-3-O-rutinoside) 
MW: 610.53  
Formula: C27H30O16 
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อะโพโทซิส (apoptosis  )(22 , 21) 

อะโพโทซิส  )apoptosis   (เป็นรูปแบบการตายของเซลล์   )programmed cell death ( ที่มี
บทบาทส าคัญในการรักษาสมดุลของสิ่งมีชีวิตในระดับเซลล์ สามารถแบ่งวิถีอะโพโทซิสได้ 2 แบบ คือ 
 1  .วิถีจากภายนอก   ) Extrinsic pathway   (เริ่มจากมีกระตุ้นสัญญาณจากภายนอกเซลล์ ท า
ให้เกิดการจับกันของ  Death Initiation  Signalling Complex (DISC) และ death ligand 

FAS/CD95  แล้วท าให้ Fas ไปจับกับ death domain  )DD ( เกิดเป็น Fas associated protein 
with a DD  )FADD  (ซึ่ง  FADD มีส่วนของ conserved protein domain คือ Death Effector 
Domain  )DED (   DED จะไปจับกับ procaspase 8 เกิดการกระตุ้น caspase 8 และกระตุ้น 
caspase ที่เป็น downstream เช่น caspase 3 และท าให้เซลล์อะโพโทซิสได้ในที่สุด  )42(  

2. วิถีจากภายใน  )Intrinsic pathway  or Mitochondrial pathway   (ถูกชักน าโด ยปัจจัย
กระตุ้น เช่น Oxidative stress ,  DNA เกิดความเสียหาย แล้วกระตุ้นให้ Bax และ/หรือ Bak ซึ่งเป็น 
pro-apoptotic protein ใน Bcl-2 family เข้ามาจับกันเป็น homodimer ที่ผนังของไมโทคอนเดรีย 
)mitochondrial membrane( ท าให้เกิดการปล่อย cytochrome C ออกมาภายนอกไมโตคอนเดรีย 
โดยเมื่อ cytochrome C ออกมาสู่ cytosol จะรวมตัวกับ Apaf-1  และ procaspase-9 เกิดเป็น
โครงสร้างที่เรียกว่า อะโพโทโซม  )apoptosome   (โดยใช้พลังงานในรูปของ  ATP ในการรักษา
โครงสร้างให้เสถียร ซึ่ง caspase-9 จะกระตุ้นการท างานของ effector caspase ได้แก่ caspase-3, 
caspase-6, และcaspase-7  แล้วท าให้เซลล์นั้นตายแบบอะโพโทซิส ทั้งนี้การตายแบบอะโพโทซิส
ของเซลล์เป็นการตายที่มีลักษณะจ าเพาะ  )Morphological hallmark of apoptosis ( โดยมีการ
เปลี่ยนแปลงของเซลล์ไปตามล าดับกล่าวคือ จะมีการเปลี่ยนแปลงของเยื่อหุ้มเ ซลล์ โดย 
phosphotidylserine    ) PS   (ซึ่งอยู่ด้านในของเยื่อหุ้มเซลล์จะเคลื่อนที่ออกมายังด้านนอกของเยื่อหุ้ม
เซลล์   ) Loss Asymetric of membrane   (เซลล์จะสูญเสียปริมาตร   ) loss of cell volume   (เยื่อหุ้ม
เซลล์เกิดการหดตัวและยืดตัวออกนอกผิวเซลล์   ) plasma membrane blebbing   (จากนั้ นนิวเคลียส

จะรวมตัวกันแน่น  )nuclear condensation   (เกิดการเกาะกลุ่มของโครมาติน   ) Chromatin 
aggregation   (ท าให้ดีเอ็นเอถูกท าลายเป็นชิ้นเล็ก   ) DNA fragmemtation   (และเกิดเป็น  apoptotic 
body  )41(  
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ภาพที่ 11 วิถีสัญญาณอะโพโทซิส )42(  
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วิถีสัญญาณวินท์ (Wnt signaling pathway)  (21-23)  

 วิถีสัญญาณวินท์  )Wnt signaling  pathway ( มีบทบาทส าคัญต่อการพัฒนาการของ 
เสต็มเซลล์ เอมบริโอ การรักษาสมดุลของเนื้อเยื่อ และมีบทบาทส าคัญต่อการควบคุมการเจริญของ  
T cells ใน thymus ทั้งระยะที่เป็น double negative  )CD4-CD8-DN ( ให้มีการเจริญแบ่งตัวเพ่ิม
จ านวนเซลล์ และในระยะที่เป็น single positive  )SP ( มีบทบาทในกระบวนการคัดเลือกเซลล์ 
)positive selection  (และช่วยให้ thymocytes อยู่รอดและแบ่งตัวเพิ่มจ านวนขึ้น  
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

ภาพที่ 12 การควบคุมการเจริญของ T cells โดยวิถีสัญญาณวินท์ )45(  
 

สามารถแบ่ง Wnt pathway ออกได้เป็น 2  วิถีหลัก คือ  Canonical Wnt pathway และ 
Noncanonical  Wnt Pathway  โดย Noncanonical  Wnt Pathways เป็นวิถีที่ไม่อาศัย -
catenin เป็นตัวกลาง แต่จะอาศัย Jun N-terminal  kinase (JNK) หรือ Calcium เป็นตัวกลาง ซึ่ง
จะควบคุมการเคลื่อนไหวของเซลล์ และช่วยควบคุมการท างานของยีน ตามล าดับ  )46 (   แต่ในงานวิจัย
นี้ มุ่งศึกษาไปที่ สัญญาณวินท์แบบ Canonical  Wnt pathway ซึ่งอาศัย -catenin เป็นตัวกลาง 
และมีโปรตีนส าคัญหลายตัวมาควบคุมการท างานของ -catenin โดย Canonical  Wnt pathway 
จะท างาน โดยการกระตุ้นสัญญาณ จากการจับกันระหว่าง  Wnt ligands และ Frizzled receptor 
(Fz) ที่บริเวณผิวเซลล์ (cell surface) ท าให้ Dvlเป็นโปรตีนใน cytoplasm  ยับยั้งการท างานของ 
GSK-3 โดยการยับยั้งที่เกิดขึ้นนั้นจะเกิดขึ้นเองภายในเซลล์ หรือโดยการใช้ GSK-3  inhibitor ท า
ให้ไม่เกิด -catenin phosphorylation เมื่อไม่เกิด -catenin phosphorylation ท าให้ -
catenin มีความเสถียร มีการสะสมเพ่ิมมากขึ้น และย้ายเข้าสู่นิวเคลียส แล้วเข้าไปจับกับ 
transcription factors และท าให้เกิดการกระตุ้นการแบ่งเซลล์ และสร้างเซลล์ในลักษณะเดิมทดแทน
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ตัวเองได้ (self-renewal) แต่ถ้า Canonical  Wnt pathway ไม่ถูกกระตุ้นการท างาน จะท าให้
โปรตีน Dishevelled (Dsh)   ใน cytoplasm กระตุ้นการท างานของ protein complex ที่
ประกอบด้วย Axin, adeomatous polyposis coli gene (APC) และ glycogen synthase kinase 
(GSK-3 (  เมื่อ GSK-3 ถูกกระตุ้นการท างาน จะเกิด -catenin phosphorylation   ท าให้ -
catenin ไม่มีความเสถียร และเกิด proteosomal degradation ท าให้ -catenin ไม่เกิดการย้าย
เข้าสู่นิวเคลียส ส่งผลให้เซลล์หยุดการเจริญแบ่งตัว 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 

ภาพที่ 13 สัญญาณวินท์ )WNT signaling( ที่ถูกและไม่ถูกกระตุ้นในเซลล์ปกติ )43(  
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 ดังนั้นหากองค์ประกอบหลักในวิถีวินท์ )Wnt pathway( เกิดการผ่าเหล่า )mutation( 
สูญเสียการท างานที่ผิดปกติไป หรือมีการแสดงออกที่มากเกินไป )overexpression( พบว่ามี
ความสัมพันธ์กับการเกิดมะเร็งหลายชนิด เช่น มะเร็งล าไส้ใหญ่ มะเร็งเต้านม และมะเร็งต่อมลูกหมาก 
เป็นต้น  และในมะเร็งโลหิตวิทยา ก็พบว่าเกี่ยวข้องกับทั้งมะเร็งเม็ดเลือดขาวชนิดเฉียบพลันสายมัยอี
ลอยด์และลิมฟอยด์ )AML, ALL  (และมะเร็งเม็ดเลือดขาวชนิดเรื้อรังสายมัยอีลอยด์และลิมฟอยด์  
)CML, CLL ( )47( โดยวิถีสัญญาณวินท์  ) Wnt signaling pathway( ที่เสียการควบคุมไปในมะเร็ง
โลหิตวิทยาเป็นชนิด Canonical Wnt pathway ซึ่งอาศัย -catenin  ) cytoplasmic protein( เป็น
ตัวกลาง  โดยโปรตีนหลักที่มีบทบาทควบคุมการท างานของ -catenin ดังที่กล่าวมาแล้วข้างต้น คือ 
GSK-3 
 
สัญญาณ GSK3   ( GSK3 - signaling) (44, 48, 49)   

Glycogen synthase kinase-3 )GSK-3( เป็น serine/threonine kinase ที่มีบทบาท
ควบคุมกระบวนการสังเคราะห์ไกลโคเจน )glycogen synthesis(, การด าเนินวัฏจักรเซลล์ )cell 
cycle progression(, การจัดเรียงตัวของโครงสร้างเซลล์ )cytoskeletal rearrangement( และ
กระบวนการอักเสบ )inflammation  (โดยเซลล์ของสัตว์เลี้ยงล  ูกด้วยนม )mammalian cells( พบว่า
มี 2 isoform คือ GSK-3 และ GSK-3 และพบว่า GSK-3 มีบทบาทส าคัญในการควบคุมวิถี
สัญญาณของ Notch, Hedgehog และ Wnt ซึ่งเป็นวิถีสัญญาณท่ีส าคัญในการพัฒนาการของ T cell 
)T cell development  ()50 , 51( โดยในวิถีวินท์ )Wnt pathway( GSK-3 จะควบคุมการเข้าสู่
นิวเคลียสของ -catenin ผา่นกระบวนการ phosphorylation จากรายงานวิจัยก่อนหน้านี้พบว่า 
GSK-3 มีความเกี่ยวข้องกับการเกิดมะเร็งหลายชนิด อย่างเช่น มะเร็งรังไข่ )52(  มะเร็งล าไส้ใหญ่ )53(  
มะเร็งตับอ่อน )54(  และเมื่อมีการยับยั้งการแสดงออกและการท างานของ GSK-3 พบว่าท าให้การ
เจริญแบ่งตัวของเซลล์ )cell proliferation  (ลดลง และท าให้เซลล์มะเร็งเหล่านั้นอะโพโทซิสไป ส่วน
มะเร็งทางโลหิตวิทยา พบว่า GSK-3 จัดเป็น target ของ AML เนื่องจากได้มีรายงานเกี่ยวกับการใช้ 
small-molecule และ small hairpin RNA )shRNA(  )ซึ่งเป็นตัวยับยั้ง  GSK-3 (ในการตรวจสอบ
การแสดงออกของยีนที่เปลี่ยนไป แล้วเหนี่ยวน า HL-60 และ U937 เกิดการ differentiation  ส่วน 

GSK-3 พบว่าสามารถ promote ฤทธิ์ของยา imatinib แล้วท าให้ LSCs ใน CML อะโพโทซิสไป 
แต่ไม่พบใน HSCs ที่ปกติ  นอกจากนี้ GSK-3 ยังมีหน้าที่ควบคุมการถอดรหัสของยีน NF-kB และ
ความอยู่รอดของเซลล์ เมื่อมีการยับยั้ง GSK-3 ใน B-CLL จึงเหนี่ยวน าท าให้เซลล์มะเร็งอะโพโท
ซิสไป หรือใน ALL ก็ให้ผลลักษณะเช่นเดียวกัน )55(   
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ภาพที่ 14 โครงสร้างของ Glycogen synthase kinase-3 (GSK-3)  )49(  

 
 โดยมีรายงานก่อนหน้านี้พบว่า สัญญาณ GSK-3 มีความเกี่ยวข้องกับวิถีสัญญาณอะโพโทซิ
สภายใน )intrinsic apoptotic pathway  (โดยเมื่อเกิดความเสียหายของ  DNA หรือภาวะ oxidative 
stress ขึ้น จะชักน าให้เกิดการปลดปล่อยของ cytochrome c จาก mitochondria มาจับกับ Apaf-
1, ATP และ procaspase 9 แล้วเกิดเป็น apoptosome โดยสัญญาณ GSK-3 จะกระตุ้น target 
ในวิถีสัญญาณอะโพโทซิส อย่าง Bax, Bim และ VDAC ซึ่งจะน าไปสู่การกระตุ้น caspase จนท าให้
เกิดอะโพโทซิสได้ (56) ผู้วิจัยจึงเลือกศึกษาสัญญาณ GSK-3 เนื่องจากมีความเกี่ยวข้องกับการเกิด
วิถีสัญญาณอะโพโทซิสภายใน 
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ภาพที่ 15 วิถีสัญญาณอะโพโทซิสภายใน )intrinsic apoptotic pathway(; GSK-3 ท าหน้าที่เป็น 
pro-apoptotic โดยมี targets เป็น Bax, Bim และ  VDAC ในท้ายที่สุดท าให้เกิดการปลดปล่อย  

cytochrome C จากไมโทคอนเดรีย และท าให้เซลล์ตายในที่สุด )56(  
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บทที่ 3 
วิธีด าเนินการวิจัย 

 
กลุ่มตัวอย่างท่ีใช้ในการทดสอบ 
 

1.   สารสกัดพลูคาวด้วยแอลกอฮอล์ โดยการน าพลูคาวแห้งของคณะผู้วิจัยที่ได้ท าการสกัด
ไว้ก่อนหน้านี้ มาแช่ลงในเอทิลแอลกอฮอล์ 95% ที่อุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 3 วัน  แล้วน ามากรองด้วย
ผ้าขาวบาง จากนั้นน าไประเหยด้วยเครื่อง evaporator เพ่ือเตรียมสารให้เข้มข้น และระเหิดแห้งด้วย 
lyophilization เพ่ือเตรียมสารให้แห้งโดยผ่านเครื่อง Freeze dryer จนได้เป็นสารสกัดแห้งของ
พลูคาว  
 
 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพที่ 16 สารสกัดพลูคาวที่สกัดด้วย 95% แอลกอฮอล์ 

 

 



33 
 

2. เซลล์มะเร็งเม็ดเลือดขาวเพาะเลี้ยงที่ใช้ในการทดสอบ คือ Molt-4 (ATCC® CRL-1582™) 
เป็นเซลล์ชนิด Human acute T lymphoblastic leukemia   ลักษณะโดยธรรมชาติของเซลล์เป็น 
cell suspension เจริญได้ใน RPMI-1640 medium ที่มี fetal bovine serum และควรเปลี่ยน
อาหารเพาะเลี้ยงเซลล์ทุก 2-3 วัน  

 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 

ภาพที่ 17 ลักษณะของเซลล์มะเร็งเม็ดเลือดขาวเพาะเลี้ยง Molt-4 
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สารเคมี อุปกรณ์และเครื่องมือที่ใช้การวิจัย  
สารเคมีและน้ ายา 
 Acrylamide     Sigma Aldrich, สหรัฐอเมริกา 
 Ammonium persulfate )NH4(2S2O8  Bio Basic, แคนาดา 
 Annexin V-Alexa 488/ Propidium iodide )PI( Gibco Invitrogen, สหรัฐอเมริกา 
 Beta-actin primary antibodies Cell Signaling Technology, 

สหรัฐอเมริกา 
 Blocking buffer )Skim milk, แอนลีนโกลด์( แอนลีน, ประเทศไทย 
 Bovine serum albumin )BSA(   Sigma Aldrich, สหรัฐอเมริกา 
 Coomassie brilliant blue R-250  Bio Basic, แคนาดา 
 Dimethyl sulfoxide )DMSO(   Sigma Aldrich, สหรัฐอเมริกา 
 Dye reagent concentrate   Bio-Rad, สหรัฐอเมริกา 
 1,4-Dithiothreitol )DTT(   Merk, เยอรมนี 
 ECLTM start Western blotting    GE Healthcare, อังกฤษ 
 detection reagent     
 Fetal bovine serum )FBS(   Gibco Invitrogen, สหรัฐอเมริกา 
 Glycine, NH2CH2COOH    Ajax Finechem, ออสเตรเลีย 
 GSK-3beta primary antibodies Cell Signaling Technology, 

สหรัฐอเมริกา 
 HRP-conjugated secondary antibodies Cell Signaling Technology, 

สหรัฐอเมริกา 
 Hydrocholic acid )HCL(   Merk, เยอรมนี 
 In vitro toxicology assay kit )TOX2(  Sigma Aldrich, สหรัฐอเมริกา 
 5x loading dye     Fermentas 
 Methyl Alcohol    Tedia, สหรัฐอเมริกา 
 N,N’-methylene-bis-acrylamide  Invitrogen, สหรัฐอเมริกา 
 Nonidet-P40     AppliChem, เยอรมนี 
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สารเคมีและน้ ายา )ต่อ(  
 Penicillin/Streptomycin   Gibco Invitrogen, สหรัฐอเมริกา 
 p-GSK-3beta primary antibodies Cell Signaling Technology, 

สหรัฐอเมริกา 
 Phenylmethanesulfonyl fluoride )PMSF( Sigma Aldrich, สหรัฐอเมริกา 
 Potassium chloride )KCL(   Merk, เยอรมนี 
 Protein ladder     Thermo Scientific, ลิทัวเนีย 
 Rutin       Sigma Aldrich, สหรัฐอเมริกา 
 Roswell Park Memorial Institute medium- Gibco Invitrogen, สหรัฐอเมริกา 
 1640 )RPMI medium-1640(    
 Sodium Chloride )NaCl(   Sigma Aldrich, สหรัฐอเมริกา 
 Sodium dodecyl sulfate )SDS(   Vivantis, สหรัฐอเมริกา 
 N,N,N’,N’-tertramethylene diamine )TEMED( Bio Basic, แคนาดา 
 Tris        Vivantis, สหรัฐอเมริกา 
 Trypan blue     The British Drug House, อังกฤษ 
 Tween20     Sigma Aldrich, สหรัฐอเมริกา 
 Vincristine     Sigma Aldrich, สหรัฐอเมริกา 
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อุปกรณ์และเครื่องมือ 
 -20oC freezer     Sanyo, ญี่ปุ่น 
 -80oC freezer     ilshin Lab, เนเธอร์แลนด์ 
 4oC refrigerator     Mitsubishi, ญี่ปุ่น 
 6, 24 well cell culture plate   Corning, สหรัฐอเมริกา 
 Analytical balance    Mettler Toledo, สวิสเซอร์แลนด์ 
 Autoclave     Tommy, ญี่ปุ่น 
 Autopipette 0.5-10 µl    Gilson, ฝรั่งเศส 
 Autopipette 10-100 µl    Gilson, ฝรั่งเศส 
 Autopipette 100-1000 µl   Gilson, ฝรั่งเศส 
 Beaker )50, 100 ml(    Schott Duran, เยอรมนี 
 Cell culture flask )25, 75 cm2(   Corning, สหรัฐอเมริกา 
 Centrifuge     Kokusan, ญี่ปุ่น 
 Centrifuge tube )14, 50 ml(   Falcon, สหรัฐอเมริกา 
 Cylinder )20, 100 ml(    Witeg Diffico, เยอรมนี 
 CO2 incubator     Thermo scientific, สหรัฐอเมริกา 
 Cryovial tube     SPL life science, เกาหลี 
 DC Power supply รุ่น PS 500XT  Hoefer, สหรัฐอเมริกา 
 Differential counter    Modulus, สหรัฐอเมริกา 
 Disposable serological pipette  ) 10 ml( SPL life science, เกาหลี 
 ELISA plate reader    BioTek, สหรัฐอเมริกา  
  
 Flow cytometer    BD Biosciences, สหรัฐอเมริกา  
 Gel doc )G:BOX(    Syngene, สหรัฐอเมริกา  
 Gel Electrophoresis unit   Bio-Rad, สหรัฐอเมริกา 
 Glass bottles     Schott Duran, เยอรมนี  
 Hemocytometer     Hausser Scientific, สหรัฐอเมริกา
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อุปกรณ์และเครื่องมือ )ต่อ(  
 Hot air oven     Memmert, เยอรมนี 
 Inverted microscope    Olympus, ญี่ปุ่น 
 Light microscope    Olympus, ญี่ปุ่น 
 Laminar flow     Faster, อิตาลี 
 Liquid Nitrogen tank    Air Liquide, ฝรั่งเศส 
 Magnetic stirrer    LabTech, เกาหลี 
 Microcentrifuge    Eppendorf, เยอรมนี 
 Pasture pipette      Tarsons, อินเดีย 
 pH meter     Mettler Toledo, สวิสเซอร์แลนด์ 
 Pipette boy      Scilogex, สหรัฐอเมริกา 
 Plate shaker     Heidolph Instruments, เยอรมนี 
 Protein transfer equipment    Bio-Rad, สหรัฐอเมริกา 
 )รุ่น Mini-PROTEAN tetra System(   
 PVDF membrane    Millipore, สหรัฐอเมริกา 
 Sterile tips )200,1,000 µl(   Santa Cruz, สหรัฐอเมริกา 
 Tips )10, 20, 100, 1000 µl(   Sorenson, สหรัฐอเมริกา 
 Volumetric flask )100, 1000 ml(  Pyrex, สหรัฐอเมริกา 
 Vortex mixer     Labnet, สหรัฐอเมริกา 
 Water bath     Mgw Lauda, เยอรมนี 
 Whatman Filter Papers   GE Healthcare, อังกฤษ 
 UV/VIS spectrophometer   PG instruments, อังกฤษ 
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วิธีการวิจัย 
 
1.  การตรวจวัดปริมาณสารฟลาโวนอยด์ทั้งหมดในสารสกัดพลูคาว 

 การตรวจวัดปริมาณสารฟลาโวนอยด์ในสารสกัดพลูคาว จะท าการตรวจวัดด้วยวิธี 
Aluminium chloride colorimetric assay ตามวิธีของ Shoib A (57) และคณะ โดย aluminium 
chloride จะท าปฏิกิริยากับ C-4 keto group และ C-3 หรือ C-5 hydroxyl group ของฟลาโว
น อ ย ด์ 
กลุ่ม flavones และ flavonals เกิดเป็นสารประกอบ complex สีเขียวที่ทนต่อกรด และท าปฏิกิริยา

กับ ortho-dihydroxyl group ในวงแหวน A- หรือ B- ของสารฟลาโวนอยด์ เกิดเป็นสารสีเขียวที่ไม่
ทนต่อกรด โดยสีจะแปรผันตามปริมาณสารฟลาโวนอยด์ที่มีอยู่ในสารสกัด โดยในวิธีนี้ใช้ quercetin 
เป็นสารมาตรฐาน  ค่าปริมาณสารฟลาโวนอยด์ทั้งหมดจะรายงานในหน่วย mg เมื่อเทียบกับ 
quercetin ต่อน้ าหนักของพลูคาวแห้ง )mg QE/mg dried H.cordata extract( 

1.1 ท าการเตรียมสารละลายก่อนการทดลอง ดังนี้ 
- สารละลาย sodium nitrite (NaNO2) 5% w/v 
- สารละลาย aluminium chloride (AlCl3) 10% w/v 
- สารละลาย sodium hydroxide (NaOH) ความเข้มข้น 1 M 
- สารมาตรฐาน quercetin ความเข้มข้น 1000, 500, 250, 125, 62.5, 31.25, 15.625  

และ 7.8125 µg/ml 
1.2 ผสมสารสกัดพลูคาวที่ความเข้มข้น 1 mg/ml จ านวน 0.2 มิลลิลิตร กับน้ า distilled  

deionized water ปริมาตร 0.8 มิลลิลิตร และเติม NaNO2  5% w/v ปริมาตร 0.06 มิลลิลิตร เป็น
เวลา 5 นาที เมื่อครบเวลา ท าการเติม AlCl3 10% w/v ปริมาตร 0.06 มิลลิลิตร ในนาทีที่ 6 ท าการ
เติม NaOH 1  M  ลงไปปริมาตร 0.4 มิลลิลิตร และน้ า distilled deionized water ปริมาตร 0.48 
มิลลิลิตร จากนั้นน าไปวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 510 นาโนเมตร ด้วยเครื่อง UV/VIS 
spectrophotometer น าค่าที่ได้ไปเปรียบเทียบหาค่าปริมาณของสารฟลาโวนอยด์ทั้งหมด โดยการ
เปรียบเทียบจากกราฟมาตรฐาน quercetin 
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2.  วิเคราะห์องค์ประกอบสารสกัดหยาบจากพลูคาวด้วยเทคนิค HPLC-MS  

 น าสารสกัดหยาบจากพลูคาวมาละลายใน DMSO และท าการวิเคราะห์องค์ประกอบด้วย
เทคนิค HPLC  )High Performance Liquid Chromatography ( เป็นเทคนิคการแยกสารประกอบ 
(Substances) โดยอาศัยหลักการความแตกต่างของอัตราการเคลื่อนที่ของสารประกอบ ระหว่างเฟส 
2 เฟส คือ Stationary Phase เฟสอยู่กับที่ (column) และเฟสเคลื่อนที่ (mobile phase) เป็นตัว
พา โดยสารผสมที่อยู่ในตัวอย่างสามารถถูกแยกออกจากกันได้ ขึ้นอยู่กับความสามารถในการเข้ากัน
ได้ของสารนั้นกับ mobile phase หรือ stationary phase สารประกอบตัวใดที่สามารถเข้ากันได้ดี
กับ mobile phase จะเคลื่อนที่ผ่าน column ได้เร็วจะถูกแยกออกมาก่อน ส่วนสารที่เข้ากันได้ไม่ดี
กับ mobile phase หรือเข้ากันได้ดีกับ stationary phase จะเคลื่อนที่ผ่าน column ได้ช้า จะถูก
แยกออกมาทีหลัง จากนั้นสารที่ออกจากคอลัมน์จะเข้าสู่ตัวตรวจวัดคือ แมสสเปกโตรมิเตอร์ โดยใช้
หลักการ MS  ) Mass Spectrometry( ท าให้สารแตกตัวเป็นไอออนในสภาวะที่เป็นสุญญากาศ แล้ววัด
ค่ามวลต่อประจุ )m/z) และน ามาเปรียบเทียบผลที่ได้กับข้อมูลของสารมาตรฐาน  
 
  
 
 
 
 
 
 

 
ภาพที่ 18 การวิเคราะห์ด้วยเทคนิค HPLC-MS  )58(  
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3. การเตรียมสารรูตินที่ความเข้มข้นต่างๆ 

น าสารรูติน  ≥) 94% rutin hydrate  (20 มิลลิกรัม มาละลายใน DMSO  100 ไมโครลิตร 
เพ่ือให้ได้ความเข้มข้น 200 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร และท าการเจือจางต่อใน RPMI-1640 ให้ได้ความ
เข้มข้น 400, 200, 100, 50, 25 และ 12.5 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร ตามล าดับ และมีความเข้มข้น
สุดท้ายของ DMSO ไม่เกิน 0.1% 

 
4. การเพาะเลี้ยงเซลล์เม็ดเลือดขาวเพาะเลี้ยง 

4.1 เซลล์มะเร็งเม็ดเลือดขาวชนิด Molt-4 )Human acute T lymphoblastic leukemia  ( 
(ATCC® CRL-1582™) เพาะเลี้ยงใน RPMI-1640 ที่เติม 10% Fetal Bovine Serum  )FBS ( และยา
ปฏิชีวนะ pencilin G 100 unit/ml และ streptomycin 100 ไมโครกรัม  /มิลลิลิตร โดยท าการ
เพาะเลี้ยงในตู้บ่มเพาะเลี้ยงเซลล์ ที่อุณหภูมิ  37๐C สภาวะที่มี 5% คาร์บอนไดออกไซด์ และควร

เปลี่ยนอาหารเลี้ยงเซลล์ทุก 3 วัน 
4.2 การเตรียมเซลล์มะเร็งเม็ดเลือดขาวเพาะเลี้ยง เมื่อต้องการน าเซลล์ไปทดสอบในขั้นตอน

ต่างๆ ต้องตรวจนับจ านวนเซลล์ เพ่ือดูเปอร์เซ็นต์การรอดชีวิตของเซลล์ด้วยวิธี trypan blue 
exclusion method โดยเซลล์ที่จะน าไปท าการทดสอบต่อ ต้องมีอัตราการรอดชีวิตมากกว่า 90%  

 
5. การทดสอบฤทธิ์ทางชีวภาพของสารรูตินในการต้านโรคมะเร็งเม็ดเลือดขาว  

การประเมินฤทธิ์ทางชีวภาพของรูติน ในด้านการต้านการแบ่งเซลล์มะเร็งเม็ดเลือดขาว
เพาะเลี้ยงชนิด Molt-4 จะท าการทดสอบ 2 วิธี คือ วิธี trypan blue exclusion method และ วิธี 
microscopic analysis 
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5.1 วิธี trypan blue exclusion method 

เป็นการทดสอบทาง cytotoxicity ที่อาศัยหลักการว่าในเซลล์ที่ยังมีชีวิต จะมีเยื่อหุ้มเซลล์ 
ที่แข็งแรง จึงไม่ยอมให้ trypan blue ซึมผ่านเข้าสู่เซลล์ จึงเห็นเซลล์มีลักษณะค่อนข้างกลม วาวใส 
ขณะที่เซลล์ตาย เยื่อหุ้มเซลล์จะเสียสภาพหรือถูกท าลายไป สีย้อมจึงซึมผ่านเข้าสู่เซลล์ได้ง่าย เซลล์จึง
มีลักษณะติดสีน้ าเงิน  

มีวิธีการทดสอบดังนี้ เตรียมเซลล์ที่จะท าการทดสอบให้มีจ านวนเซลล์เท่ากับ 5x105 เซลล์/
มิลลิลิตร ทดสอบในจานเพาะเลี้ยงชนิด 96 หลุม )96 wells plate  (โดยใส่เซลล์ในแต่ละหลุมจ านวน 

90 ไมโครลิตร จากนั้นเติมรูตินที่ระดับความเข้มข้น 20, 40, 80,160 และ 320 µM  โดยในแต่ละ
หลุมจะมีสารรูตินหลุมละ 10 ไมโครลิตร โดยมีกลุ่มควบคุมคือ RPMI-1640 ที่มี 0.1% DMSO เป็น 
negative control และ vincristine เป็น positive control จากนั้นน าไป incubate ในตู้บ่ม
เพาะเลี้ยงเซลล์ ที่ 37°C และ 5% CO2 เป็นเวลา 1 และ 2 วัน เมื่อครบเวลาน าเซลล์มะเร็งเม็ดเลือด
ขาว  )cell suspension   (มาเจือจางกับ  trypan blue ใส่ลงใน hemocytometer ข้างละ 10 µl 
และน าไปตรวจนับด้วยกล้องจุลทรรศน์ที่ก าลังขยาย 100 เท่า นับเซลล์ในช่อง 1, 2, 3 และ 4 ดังภาพ
ที่ 20  )นับทั้งสองข้าง นับรวมทั้งหมด  4 ช่อง   (น ามาหาค่าเฉลี่ยต่อ  1 ช่อง แล้วค านวณกลับเพ่ือหา
ปริมาณเซลล์ต่อมิลลิลิตร โดยสามารถค านวณเปอร์เซ็นต์เซลล์ที่รอดชีวิต )% cell viability(  

จากสูตร % cell viability = Viable cells  x  100 
                            Total cells 

จากนั้นน าค่า %  cell viability มาสร้างกราฟสมการเส้นตรงเพ่ือหาค่า IC50    ) half maximal 
inhibitory concentration   (ของรูติน โดยจะเลือกความเข้มข้นที่ต่ ากว่าค่า  IC50 มาทดสอบกับเซลล์ 
Molt-4 ด้านต่างๆ เนื่องจากเป็นความเข้มข้นที่เหมาะสมที่ใช้ในการฆ่าเซลล์มะเร็งเม็ดเลือดขาว และ
เกิดความเป็นพิษกับเซลล์ข้างเคียงน้อยที่สุด โดยท าการทดลองอย่างน้อย 3 ครั้ง และวิเคราะห์ข้อมูล
ทางสถิติต่อไป 

 
 
 
 
 
 
 



42 
 

 

 
 
 
                   

                                                 

 
ภาพที่ 19  ช่องตารางส าหรับตรวจนับเซลล์ของ Hemocytometer Cell Counting Chamber 

(59) 
 
5.2 วิธี microscopic analysis  
 เป็นการทดสอบฤทธิ์ทางชีวภาพของสารรูตินต่อเซลล์มะเร็งเม็ดเลือดขาวชนิด Molt-4  โดย
การตรวจดูปริมาณของเซลล์ และลักษณะของเซลล์  )cell morphology ( จากกล้องจุลทรรศน์ชนิด 
inverted microscope 

โดยมีวิธีการทดสอบดังนี้ เตรียมเซลล์ที่จะท าการทดสอบให้มีจ านวนเซลล์เท่ากับ 5x105 
เซลล์  /มิลลิลิตร ทดสอบในจานเพาะเลี้ยงชนิด  96 หลุม  )96 wells plate   (โดยใส่เซลล์ในแต่ละหลุม
จ านวน  90 ไมโครลิตร จากนั้นเติมรูตินที่ระดับความเข้มข้น 130 µM    )เป็นความเข้มข้นที่เหมาะสม
จากการทดสอบด้วยวิธี  trypan blue exclusion โดยมีค่าต่ ากว่าค่า IC50 ประกอบกับการศึกษา

งานวิจัยที่เกี่ยวข้องกับการทดสอบเซลล์มะเร็งเม็ดเลือดขาวชนิดอื่นด้วยสารรูติน   (โดยในแต่ละหลุมจะ
มีสารรูตินหลุมละ 10 ไมโครลิตร โดยมีกลุ่มควบคุมคือ RPMI-1640 ที่มี 0.1% DMSO เป็น negative 

control และ vincristine เป็น positive control จากนั้นน าไป incubate ในตู้บ่มเพาะเลี้ยงเซลล์ ที่ 
37°C และ 5% CO2 เป็นเวลา 1 และ 2 วัน เมื่อครบก าหนดของแต่ละช่วงเวลา น าจานเพาะเลี้ยง
ออกมาตรวจด้วยกล้องจุลทรรศน์ ก าลังขยาย 100X เพ่ือดูปริมาณ และลักษณะความแตกต่างของ
เซลล์มะเร็งเม็ดเลือดขาวชนิด Molt-4 โดยเปรียบเทียบกับกลุ่มควบคุม 
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6. ศึกษาด้านการตายของเซลล์ ด้วยการตรวจวัดการเกิดอะโพโทซิสของเซลล์มะเร็งเม็ด
เลือดขาวชนิด Molt-4 ด้วยเครื่องโฟลไซโตมิเตอร์ 

การตรวจวัดการอะโพโทซิสของเซลล์มะเร็งเม็ดเลือดขาวเพาะเลี้ยงเมื่อได้รับสารรูติน โดยวิธี
ย้อมสี Annexin V และ Propidium iodide    ) PI ( เพ่ือวิเคราะห์หาระดับความแตกต่างของการอะโพ
โทซิสของเซลล์มะเร็งเม็ดเลือดขาวเพาะเลี้ยงเมื่อได้รับรูติน 
 ทั้งนี้ระยะเริ่มเกิดอะโพโทซิส ) Early apoptosis  (เซลล์จะมีการเปลี่ยนแปลงของเยื่อหุ้มเซลล์
โดย  phosphotidylserine    ) PS   (ซึ่งอยู่ด้านในจะเคลื่อนที่ออกมาด้านนอกข องเยื่อหุ้มเซลล์ ท าให้ 

Annexin V  สามารถจับกับประจุลบของ phosphotidylserine ได้ แต่ในระยะนี้ PI ยังไม่สามารถ
ผ่านเข้ามาจับกับ DNA ได้ ต่อมาเมื่อเยื่อหุ้มเซลล์สูญเสียคุณสมบัติ และภายในเซลล์เกิด chromatin 
condensation และ DNA Fragmentation ท าให้ให้ สี PI มาจับกับ DNA ได้ สามารถตรวจสอบการ
ตายแบบอะโพโทซิสด้วยเครื่องโฟลไซโตมิเตอร์  ดังนั้นเมื่อใช้ Annexin V-fluorescein  )เนื่องจาก 
Annexin V เป็นสารที่ไม่มีสีจึงต้องท าการติดฉลากด้วยสารเรืองแสง ในที่นี้คือ fluorescein เป็นสาร
เรืองแสงสีเขียว   (ร่วมกับ   PI จะท าให้สามารถแบ่งเซลล์ออกได้เป็น 3 กลุ่ม คือ กลุ่มเซลล์มีชีวิต 
 )Annexin V negative/PI negative   (กลุ่ม  Early apoptotic cell  )Annexin V positive/ PI 
negative   (และกลุ่ม  Late apoptotic cell  )Annexin V positive/ PI positive   (ดังแสดงในภาพที่ 
20-21 โดยขั้นตอนการตรวจวิเคราะห์ด้วยเครื่องโฟลไซโตมิเตอร์ มีดังนี้ 
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1. เตรียม Molt-4 cells จ านวน 1.0x106 เซลล์ต่อหลุม ของ 6 wells plate ปริมาตรหลุม
ละ 1.8มิลลิลิตร 

2. ทดสอบฤทธิ์รูตินที่ระดับความเข้มข้น 130 µM และ RPMI-1640 ที่มี 0.1% DMSO เป็น 
negative control   และ vincristine 1  nM เป็น positive control ปริมาตร 200 ไมโครลิตรต่อ
หลุม 

3. น าไป incubate ที่ 37°C และ 5% CO2 ในความชื้น เป็นเวลา 48 ชั่วโมง  
4. เมื่อครบเวลา transfer cell ใส่ tube ปั่นที่ความเร็ว 1500 รอบต่อนาที )rpm  (เป็นเวลา 

5 นาที แล้วปั่นล้างด้วย cold   PBS 2 ครั้ง จากนั้น resuspend ด้วย 1X binding buffer 100 
ไมโครลิตร 

5. เติม Annexin V- Alexa488  5 ไมโครลิตร และ PI 5 ไมโครลิตร ผสมให้เข้ากัน 
6. ตั้งทิ้งไว้ในที่มืด เป็นเวลา 15 นาที เมื่อครบเวลาเติม 1X binding buffer 400 ไมโครลิตร 
7.น าไปวิเคราะห์ด้วยเครื่อง FACSCalibur flow cytometer  )BD Biosciences, 

สหรัฐอเมริกา ( โดยใช้โปรแกรม Cell Quest  ) BD Biosciences, สหรัฐอเมริกา( 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 

ภาพที่ 20 ลักษณะการเปลี่ยนแปลงของเซลล์ในระยะ early และ late apoptosis (60) 
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ภาพที่ 21 บริเวณเซลล์ในแต่ละระยะอะโพโทซิส เมื่อตรวจวิเคราะห์ด้วยโฟลไซโตมิเตอร์ )61(  
 

7. ศึกษาความเกี่ยวข้องของรูตินต่อการชักน าการตายแบบอะโพโทซิสผ่านสัญญาณ GSK3 ใน
เซลล์มะเร็งเม็ดเลือดขาวชนิด Molt-4 ด้วยวิธี Western blot analysis 

 ในการศึกษาผลของรูติน ต่อการอะโพโทซิสของเซลล์มะเร็งเม็ดเลือดเลือดขาว ผ่านสัญญาณ 
GSK3  โดยวิธี Western blot analysis แบ่งเป็น 7 ขั้นตอนหลัก ดังนี้ 

7.1 การสกัดโปรตีน (Protein Extraction)  

ในการสกัดโปรตีนมีขั้นตอนต่างๆดังนี้ 

1. น าเซลล์แต่ละหลุมใน 6-wells plate ของ Molt-4 cells ที่เป็น untreat (negative 
control) 

และท่ี treat ด้วย vincristine  ) positive control( ที่ความเข้มข้น 1 nM และรูติน ความเข้มข้น 130 
µM เป็นเวลา 48 ชั่วโมง  ใส่ใน pre-cooled microcentrifuge tube ที่เตรียมไว้  น าไปปั่น
ตกตะกอน และล้างเซลล์ด้วย Cold PBS 2 ครั้ง  

2. เติม Cold NP-40 lysis buffer 100 ไมโครลิตร/หลุม เพื่อสกัดโปรตีนจากเซลล์  
3. น าไปเขย่าด้วยความเร็วคงท่ี โดยใช้เครื่อง shaker เป็นเวลา 30 นาที ที่ 4 องศาเซลเซียส 
4. น ามา centrifuge ต่อเป็นเวลา 20 นาที ที่ความเร็ว 12,000 rpm อุณหภูมิ 4 องศา

เซลเซียส 
5. จากนั้น aliquot แบ่งส่วนใสมาใส่ pre-cooled microcentrifuge tube 10 ไมโครลิตร  

เพ่ือวัดปริมาณโปรตีนด้วยวิธี Bradford ส่วนใสที่เหลือเก็บใส่ microtube ที่ -20oC  
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7.2 การวัดปริมาณโปรตีนด้วยวิธี Bradford assay  

 การวัดปริมาณโปรตีนด้วยวิธี Bradford assay  เป็นเทคนิควิธีทาง Colorimetric method  
เพ่ือตรวจวัดปริมาณโปรตีนในสารละลาย โดยหลักการของวิธีนี้อาศัยการจับกันของสี Coomassie 
Brilliant Blue G-250 dye (Serva Blue G) กับโปรตีน โดยสีจะมี 3 รูปแบบคือ cationic, neutral 
และ anionic ในสภาวะที่เป็นกรด สีจาก red cationic form จะเปลี่ยนเป็น blue anionic form 
เมื่อมีการจับกับโปรตีน และสามารถวัดค่าการดูดกลืนแสงสูงสุดของ anionic form ที่ 595 nm ซึ่งใน
การวัดปริมาณโปรตีนด้วยวิธี Bradford assay  มีข้ันตอนต่างๆ ดังนี้ 
 1. เตรียม working solutions ประกอบด้วย 
- Bradford working buffer 1X ที่กรองแล้ว 
- Bovine Serum Albumin  )BSA   (เพ่ือใช้เป็น สารโปรตีนมาตรฐาน   ) Protein standard   (ที่ความ
เข้มข้น 0.03125, 0.0625, 0.125, 0.25, 0.5, 1 mg/ml หลุมละ 10 µl 
- โปรตีนตัวอย่าง )Protein samples( ทีส่กัดได้ 10 µl ผสมน้ ากลั่น 90 µl )1:10  (หลุมละ  10 µL 
 2. เติม  Bradford working buffer  1X ปริมาตร 200µL ลงใน สารโปรตีนมาตรฐาน 

)Protein  
standard  (สร้างกราฟมาตรฐาน  )Standard curve( และ สารโปรตีนที่ต้องการทดสอบ )Protein 
samples   (เพ่ือวัดปริมาณโปรต  ีน โดย incubate ที่ room temperature เป็นเวลา 10 นาที และ

น าไป 
วัดค่าดูดกลืนแสงที่ 595 nm  โดยสามารถค านวณหาปริมาณโปรตีนได้จากกราฟมาตรฐาน และปรับ
ให้ได้ปริมาณโปรตีนเท่ากับ 30 ng/mL 
 
7.3 การแยกโปรตีน (Protein separation  )โดย Gel electrophoresis  

 การแยกโปรตีนโดย Gel electrophoresis  เป็นเทคนิควิธีที่ใช้แยกสาร โดยขึ้นกับประจุ 
ขนาด และรูปร่างของสาร สารที่มีคุณสมบัติดังกล่าวแตกต่างกัน ท าให้เคลื่อนตัวผ่านสนามไฟฟ้าที่
ความเร็วแตกต่างกัน นิยมใช้แยกสารที่มีมวลโมเลกุลใหญ่ เช่น โปรตีน และกรดนิวคลิอิก 
 
Sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE) 

 เป็นเทคนิควิธีแยกโปรตีนโดยอาศัยขนาดของโปรตีนที่แตกต่างกัน โดยมี SDS ซึ่งเป็น 
detergent ที่ช่วยให้โปรตีนอยู่ในสภาวะ denaturating และมี DTT  )1,4-Dithiothreitol ( ที่เติมลง
ไป ช่วยให้โปรตีนแยกตัวออกเป็นสายเดี่ยว สามารถเคลื่อนที่ภายใต้สนามไฟฟ้า จากขั้วลบ 
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)Cathode( ไปยังขั้วบวก )Anode  (ผ่าน  discontinuous polyacrylamide gel ประกอบด้วย gel 2 
ชนิด คือ stacking gel และ separating gel โดยมีขั้นตอนการทดลองดังต่อไปนี้ 

1.เตรียมสารที่ใช้ในการวิจัย )working solutions( 
1.1 น าโปรตีนตัวอย่าง (Protein samples) มาเติม DTT loading dye (อัตราส่วน1:1) และ

น าไป incubate ที่ 95°C เป็นเวลา 5 นาที 
1.2 เตรียม 5% stacking gel และ 10% separating gel ตามตารางท่ี 4 
1.3 เตรียม 1X running buffer pH 8.75 

2. Load โปรตีนแต่ละตัวอย่าง และ Ladder protein ลงหลุมเจล และรันแยกโปรตีนบน stacking 
gel โดยใช้ความต่างศักย์ท่ี 70 V เป็นเวลา 30 นาท ี
3. แยกโปรตีนเป้าหมาย )target proteins( บน separating gel ที่ 100 V เป็นเวลา 1 ชั่วโมง 

 

ตารางท่ี 4 ส่วนประกอบของสารเคมีท่ีใช้ในการเตรียม stacking gel และ separating gel  

สารเคมี 5% stacking gel (ml) 10% separating gel 
(ml) 

Milli Q water 2.149 4.788 
40% Acrylamide  0.375 2.5 

1.0 M Tris, pH 6.8 0.38 - 

1.0 M Tris, pH 8.8 - 2.5 
10% SDS 0.03 0.1 

10% Ammonium persulfate (APS) 0.06 0.1 

N,N,N’,N’-tertramethylenediamine 
(TEMED) 

0.004 0.008 
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7.4 การโอนถ่ายโปรตีน (Protein transfer) โดย Electrotransfer 

  หลังแยกโปรตีนด้วย gel electrophoresis โปรตีนบนแผ่นเจลจะถูกเคลื่อนย้ายต่อไปยังแผ่น 
polyvinylidene difluoride  )PVDF ( membrane เพ่ือตรวจสอบด้วย specific antibodies ที่
จ าเพาะต่อไป โดยการโอนถ่ายโปรตีนมีขั้นตอนดังนี้ 

 1. น า PVDF membrane มาแช่ใน absolute methanol เป็นเวลา 5 นาที แล้วล้างใน 
cold transfer buffer  
 2. น ากระดาษกรอง และแผ่นฟองน้ า มาแช่ใน cold transfer buffer เป็นเวลา 10 นาท ี
 3. น าแผ่นเจลที่แยกโปรตีนแล้ว มาตัดตามขนาดของโปรตีนเป้าหมาย ใช้ transfer buffer 
หล่อเจลไว้ไม่ให้แห้ง 
 4. น ามาประกบรวมกันเป็น transfer sandwich ดังภาพที่ 24  โดยประกบจากฝั่งขั้วลบ 
cathode )-( หรือฝั่งสีด า ไปยังฝั่งขั้วบวก anode )+( หรือฝั่งสีแดง  
 5. น าตัว transfer sandwich ที่ประกบเสร็จใส่ลงใน transfer chamber และเติม transfer 
buffer ที่แช่เย็นไว้ เพ่ือรักษาอุณหภูมิให้ต่ า เนื่องจากระหว่างการ transfer จะเกิดความร้อนสูงมาก
เป็นสาเหตุท าให้โปรตีนถูกท าลายได้ 
 6. transfer protein ด้วยความต่างศักย์ 120 V เป็นเวลา 1 ชั่วโมง หลังจาก transfer 
โปรตีนจะถูกย้ายจาก separating gel มายังแผ่น PVDF membrane น าแผ่น membrane มาแช่ใน 
TBS-T buffer เป็นเวลา 5 นาท ีแล้วท าการ blocking ต่อไป 
 
 

 
 

 
 
 

 
 

ภาพที่ 22 ลักษณะการประกบของ transfer sandwich (62)  
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7.5 Blocking 

 เป็นขั้นตอนที่ส าคัญเนื่องจากบนแผ่น membrane หลังจากการ transfer มีพ้ืนที่ให้ 
antibodies มาจับแบบไม่จ าเพาะ  )non-specific   (มาก การน า  5% non-fat dry milk มาใช้จึงช่วย 
block สิ่งที่อยู่บนพ้ืนที่ว่างบนแผ่น membrane ได้ ช่วยป้องกันการเกิดการจับกันระหว่างโปรตีน
และ antibodies แบบ non-specific ซึ่งข้ันตอนการ blocking มีวิธีดังต่อไปนี้ 

1. น าแผ่น PVDF membrane มาแช่ใน 5% non-fat dry milk (ท่ี dilute ใน 1X TBS-T) ที ่
อุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 1 ชั่วโมง บน shaker 

2. เมื่อครบเวลา ล้างแผ่น PVDF membrane ด้วย TBS-T 3 ครั้ง ครั้งละ 5 นาที 
 

7.6 Primary/Secondary antibody probing 

 โปรตีนเป้าหมาย  )target proteins ( จะตรวจพบได้จากการ probe ด้วย primary และ 
secondary antibodies โดย Primary antibody จะจับกับโปรตีนเป้าหมาย และการจับกันนี้เองจะ
เป็น target ให้ secondary antibody ที่ conjugate ด้วย horseradish peroxidase  )HRP ( มาจับ
ได้ โดยขั้นตอนการ probe มีดังต่อไปนี้ 

1. ท าการเตรียม BSA ละลายใน TBS-T เพ่ือใช้ในการ dilute antibodies 
2. เตรียม Primary antibodies (1:2000) = primary antibodies 2.5 µl + BSA 5 ml และ 

Secondary antibody )1:2000( = secondary antibody  2.5 µl + BSA 5 ml เก็บไว้ที่ 4°C 
3. น าแผ่น PVDF membrane มา probe แช่ใน Primary antibody solution ที่อุณหภูมิ 

4°C   
overnight 

4. เมื่อครบเวลา น าแผ่น PVDF membrane มาล้างด้วย TBS-T 3 ครั้ง ครั้งละ 5 นาท ี
5. และน าแผ่น PVDF membrane มาแช่ใน secondary antibody solution ที่อุณหภูมิห้อง 

เป็น 
เวลา 45 นาท ี
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ตารางท่ี 5 Primary antibodies ที่ใช้ในการศึกษาวิจัยครั้งนี้ 

Primary antibodies Molecular weight )kDa( ชนิดของ antibodies 
-actin (13E5) 45 Rabbit 

GSK-3 (D5C5Z) 46 Rabbit 

Phospho-GSK3- (Ser9) 
(D85E12) 

46 Rabbit 

 

7.7 Detection and Analysis 

หลังการ probe ด้วย primary และ secondary antibodies แล้ว ท าการตรวจวัดการ 
แสดงออกของโปรตีน โดยใช้ Chemiluminescence detector และใช้ beta actin เป็น internal 
control โดยมีวิธีการดังนี้ 

1. เตรียม Chemiluminescence detection reagent = Solution A Luminol enhancer  
และSolution B Peroxide solution )อัตราส่วน 1:1( 

2. หยด detection reagent ที่เตรียมไว้ลงบนแผ่น PVDF membrane แล้วน าเข้าเครื่อง gel  
doc และอ่านผลโดยใช้โปรแกรม GeneSnap )SynGene version 7.12.06( บันทึกภาพ band 
โปรตีน 

3. ท าการวัด band intensity เพ่ือเปรียบเทียบการแสดงออกของโปรตีนเชิงปริมาณโดยใช้ 
โปรแกรม GeneTools )SynGene( 
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การวิเคราะห์ข้อมูลทางสถิติ 

1. การตรวจวัดปริมาณสารฟลาโวนอยด์ และการวิเคราะห์องค์ประกอบในสารสกัดหยาบ
จากพลูคาวจะแสดงผลเป็นค่าเฉลี่ย )Mean±SEM ( 

2. การทดสอบฤทธิ์ของรูตินต่อการยับยั้งการเจริญของเซลล์มะเร็งเม็ดเลือดขาวชนิด Molt-4
ด้วยวิธ ีtrypan blue exclusion จะวิเคราะห์ค่าความแตกต่างระหว่างเซลล์ในกลุ่มทดสอบ และกลุ่ม
ควบคุม คือ negative control ด้วยโปรแกรม SPSS Statistics 17.0 สถิติที่ใช้ทดสอบคือ One-way 
ANOVA โดยก าหนดระดับนัยส าคัญทางสถิติที่ 0.05 )p<0.05( 

3. การทดสอบฤทธิ์ของรูตินต่อการชักน าการตายแบบอะโพโทซิสในเซลล์มะเร็งเม็ดเลิอดขาว
ชนิด Molt-4 ด้วยเทคนิค flow cytometry จะวิเคราะห์ความแตกต่างระหว่างเซลล์ในกลุ่มทดสอบ 
และกลุ่มควบคุม คือ negative control  ด้วยโปรแกรม SPSS Statistics 17.0  สถิติ One-way 
ANOVA  โดยก าหนดระดับนัยส าคัญทางสถิติที่ 0.05 )p<0.05( 

4. การแสดงออกของโปรตีน GSK-3 และ p-Ser9 GSK-3 ในเซลล์มะเร็งเม็ดเลือดขาว 
ชนิด Molt-4 ภายหลังจากการทดสอบด้วยรูติน ด้วยวิธี Western blot จะแสดงผลเป็นภาพถ่าย 

chemiluminescent จากกนั้นท าการวัดขนาด band intensity ด้วยโปรแกรม GeneTools และ
แสดงค่าความสัมพันธ์เป็นจ านวนเท่าของโปรตีน 
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บทที ่4 
ผลการวิเคราะห์ข้อมูล 

 
ผลการวิเคราะห์  

1. ผลการตรวจวัดปริมาณของสารฟลาโวนอยด์ในสารสกัดพลูคาว 

 สารสกัดพลูคาวด้วย 95% แอลกอฮอล์ เมื่อท าการตรวจวัดปริมาณสารฟลาโวนอยด์ด้วยวิธี 
Aluminium chloride colorimetric assay แล้วน ามาวัดค่าดูดกลืนแสงที่ 510 nm โดยค่าปริมาณ
สารฟลาโวนอยด์ทั้งหมดจะรายงานในหน่วย mg  โดยค านวณเทียบกับสารมาตรฐาน quercetin/ 
น้ าหนักของพลูคาวแห้ง  )mg QE/g dried H.cordata  extract ( พบว่ามีปริมาณสารฟลาโวนอยด์
ทั้งหมดในสารสกัดพลูคาวเท่ากับ 231.21 ± 4.19  mg QE/g dried H.cordata  
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2. ผลการตรวจวิเคราะห์องค์ประกอบของสารฟลาโวนอยด์ในสารสกัดพลูคาวด้วยเทคนิค HPLC-
MS   

จากการวิเคราะห์สารสกัดพลูคาว (63) และท าการวิเคราะห์องค์ประกอบและวัดปริมาสาร 
ฟลาโวนอยด์ด้วยเทคนิค  HPLC-MS พบว่าสารสกัดพลูคาว มีสารกลุ่มฟลาโวนอยด์ อันได้แ ก่

quercetin และอนุพันธ์ กล่าวคือ hyperin, isoquercetin และ rutin  ดังแสดงในตารางที่ 6   
 

ตารางท่ี 6 ผลการตรวจวิเคราะห์องค์ประกอบของสารฟลาโวนอยด์ในสารสกัดพลูคาวด้วยเทคนิค  
HPLC-MS 

องค์ประกอบ %w/w 

Quercetin 0.34±0.02 
Isoquercetin 1.10±0.03 

Hyperin 6.35±0.41 
Rutin 0.88±0.04 

 
จะเห็นได้ว่า rutin พบปริมาณมากเป็นล าดับที่ 3 รองจาก hyperin และ isoquercetin 

ตามล าดับ  แต่ในการศึกษาครั้งนี้  ผู้วิจัยเลือกสารรูตินมาทดสอบฤทธิ์ด้านต่างๆต่อมะเร็งเม็ดเลือด
ขาวชนิด Molt-4  เนื่องจากมีรายงานการวิจัยที่พบว่า hyperin ไม่มีความเกี่ยวข้องต่อการยับยั้ง
เซลล์มะเร็งเม็ดเลือดขาว แม้จะมีปริมาณมากที่สุดจากองค์ประกอบทั้งหมด  แต่มีรายงานการวิจัย
พบว่า รูตินมีความเกี่ยวข้องต่อการยับยั้งเซลล์มะเร็งเม็ดเลือดขาว แต่ยังมีการศึกษาในเชิงลึกกันน้อย
มาก จึงได้เลือกรูตินมาท าการทดสอบกับเซลล์มะเร็งเม็ดเลือดขาวชนิด Molt-4 ในด้านต่างๆต่อไป 
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3. ผลการทดสอบฤทธิ์ทางชีวภาพของสารรูตินต่อการยับยั้งการเจริญของเซลล์มะเร็งเม็ดเลือด
ขาว Molt-4 

3.1 ผลการทดสอบฤทธิ์ทางชีวภาพของสารรูตินในการยับยั้งการเจริญของมะเร็งเม็ดเลือด
ขาว Molt-4 ด้วย trypan blue exclusion method 

จากการน า Molt-4 ไปทดสอบในจานเพาะเลี้ยงชนิด 96 หลุม  )96 wells plate   (ด้วยสารรู
ตินที่ระดับความเข้มข้นต่างๆ คือ  20, 40, 80,160 และ 320 µM โดยมีกลุ่มควบคุมคือ RPMI-1640 

ที่มี 0.1% DMSO เป็น negative control และ vincristine  1 nM เป็น positive control  ท าการ 
incubate ในตู้บ่มเพาะเลี้ยงเซลล์ ที่อุณหภูมิ 37°C และ 5% CO2 เป็นเวลา  48 ชั่วโมง เมื่อครบเวลา 
น ามาตรวจนับด้วย trypan blue แล้วค านวณหาค่า % Cell viability โดยสามารถค านวณหาค่า 
IC50  จากสมการเส้นตรง พบว่าค่า IC50  ของรูตินอยู่ที่ 217.12 µM  ดังภาพที่ 23  แต่เลือกใช้ความ
เข้มข้นของรูตินที่ 130 µM ในการทดสอบด้านต่างๆต่อไป  เนื่องจากมีการทดสอบเพ่ือหาความ
เข้มข้นที่เหมาะสมเพ่ิมเติมใน XTT assay  )ภาคผนวก) และมีผลการศึกษารูตินที่ให้ค่าความเข้มข้น
ของรูตินใกล้เคียงกัน 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
ภาพที่ 23  ผลการค านวณค่า IC50 ของรูติน จากสมการเส้นตรง ภายหลังจากการทดสอบ 

สารรูตินที่ระดับความเข้มข้นต่างๆ ต่อ % cell viability ของเซลล์ Molt-4 เป็นเวลา 48 ชั่วโมง  
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จากนั้นน าค่า % Cell viability จากวิธี trypan blue exclusion มาวิเคราะห์ข้อมูลทาง
สถิติโดยใช้ One-way ANOVA   พบว่าความเข้มข้นของรูตินที่ 40, 80, 160 และ 320 µM  มี % 
Cell viability ลดลงแตกต่างอย่างมีนัยส าคัญ เมื่อเทียบกับกลุ่ม negative control ดังภาพที่ 24 
หรืออาจกล่าวได้ว่ารูตินที่ความเข้มข้นดังกล่าว มีฤทธิ์ยับยั้งเซลล์มะเร็งเม็ดเลือดขาวชนิด Molt-4 ได้  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาพที่ 24 ผลการทดสอบฤทธิ์ทางชีวภาพของสารรูตินที่ระดับความเข้มข้นต่างๆเป็นเวลา 
48 ชั่วโมง ในการยับยั้งการเจริญของมะเร็งเม็ดเลือดขาว   Molt-4 ต่อ % cell viability ของเซลล์ 

Molt-4  ด้วยวิธี trypan blue exclusion  โดย  แสดงระดับนัยส าคัญทางสถิติที่ค่า p-value ที่  
p < 0.05  เมื่อเปรียบเทียบกับ negative control  

 
3.2  ในการทดสอบฤทธิ์ทางชีวภาพของสารรูติน  โดยการน าเซลล์มาทดสอบกับสารรูตินที่

ความเข้มข้น 130 µM ด้วยวิธี microscopic analysis ภายหลังท าการทดสอบเป็นเวลา 24 และ 48 
ชั่วโมง น าเซลล์ไปตรวจดูด้วยกล้อง inverted microscope พบว่าในกลุ่มควบคุม คือ กลุ่มเซลล์ที่มี 
0.1% DMSO    ) negative control   (จะมีปริมาณของเซลล์มาก ขณะที่กลุ่มเซลล์ที่ได้รับสารรูติน จะมี
การลดลงของเซลล์เมื่อเวลาผ่านไป  48 ชั่วโมง และสามารถพบลักษณะ membrane blebing ของ

เซลล์ได้เช่นเดียวกับกลุ่มเซลล์ที่ได้รับ vincristine 1 nM  )positive control ( โดยจะมีปริมาณของ
เซลล์ลดลงมากเมื่อเทียบกับ negative control ลักษณะ membrane blebing ของเซลล์ที่ชัดเจน 
โดยในกลุ่มของ positive control ยังอาจพบเศษเซลล์ปริมาณมากภายหลังการตายแบบอะโพโทซิส 
ดังแสดงในภาพที่ 25   
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ก. Molt-4 ที่ไม่ได้รับสาร )negative control(  ง. Molt-4 ที่ไม่ได้รับสาร )negative control(  
    เป็นเวลา 24 ชั่วโมง            เป็นเวลา 48 ชั่วโมง 
  
 
 

 
 
 
 
 ข. Molt-4 ที่ได้รับ vincristine 1nM    จ. Molt-4 ที่ได้รับ vincristine 1nM 
     )positive control( เป็นเวลา 24 ชั่วโมง         )positive control( เป็นเวลา 48 ชั่วโมง 
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ค. Molt-4 ที่ได้รับสารรูติน 130 µM            ฉ. Molt-4 ที่ได้รับสารรูติน 130 µM 

    เป็นเวลา 24 ชั่วโมง          เป็นเวลา 48 ชั่วโมง 

 

 

 

 

 

 

ภาพที่ 25 ผลการทดสอบฤทธิ์ทางชีวภาพของรูตินในการยับยั้งการเจริญของมะเร็งเม็ดเลือด

ขาวชนิด Molt-4 ด้วยวิธี microscopic analysis ภายหลังจากการทดสอบเป็นเวลา 24 และ 48 

ชั่วโมง โดยต าแหน่งที่ลูกศรชี้แสดงถึงลักษณะของ membrane blebing ของ Molt-4 cells 

 

4. ผลการทดสอบฤทธิ์ของรูตินในการชักน าการตายแบบอะโพโทซิสในเซลล์มะเร็งเม็ดเลือดขาว

เพาะเลี้ยง Molt-4  ด้วยเครื่องโฟลไซโตมิเตอร์  

 เมื่อท าการทดสอบบ่มเซลล์มะเร็งเม็ดเลือดขาวในสภาวะที่มีรูติน130 µM และ RPMI -1640 
ที่มี 0.1% DMSO เป็น negative control และ vincristine 1nM เป็น positive control เป็นเวลา 
48 ชม. เมื่อครบเวลาน ามาย้อมด้วย Annexin  V-Alexa Flour 488 และ Propidium iodide แล้ว
น าไปตรวจวิเคราะห์เซลล์ด้วยเครื่องโฟลไซโตมิเตอร์ สามารถแบ่งกลุ่มเซลล์ได้เป็น กลุ่มเซลล์ที่มีชีวิต 
 )Annexin V-/PI- (, กลุ่ม early apoptotic cell  )Annexin V+/PI- ( และกลุ่ม late apoptotic cell 
 )Annexin V+/PI+ ( โดยท าการทดสอบทั้งหมด 3 ครั้ง แต่ละครั้งไม่ขึ้นต่อกัน พบว่าเมื่อเวลาผ่านไป 
48 ชั่วโมง เซลล์มะเร็งเม็ดเลือดขาวชนิด Molt-4 ที่ได้รับรูติน เกิดการอะโพโทซิสของเซลล์สูงขึ้น  
เ มื่ อ เ ป รี ย บ เ ที ย บ กั บ ก ลุ่ ม ที่ เ ป็ น  negative  control  ดั ง แ ส ด ง ใ น ภ า พที่  26 
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ภาพที่ 26-1  ผลการทดสอบฤทธิ์ของรูตินต่อการชักน าการตายแบบอะโพโทซิส ด้วยเทคนิค 
Flow cytometry แสดงปริมาณ apoptotic cells ของเซลล์ Molt-4 ภายหลังจากการทดสอบด้วยรู
ตินเป็นเวลา 48 ชั่วโมง เปรียบเทียบกับกลุ่มควบคุม ครั้งที่ 1 
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ภาพที่ 26-2  ผลการทดสอบฤทธิ์ของรูตินต่อการชักน าการตายแบบอะโพโทซิส ด้วยเทคนิค 
Flow cytometry แสดงปริมาณ apoptotic cells ของเซลล์ Molt-4 ภายหลังจากการทดสอบด้วยรู
ตินเป็นเวลา 48 ชั่วโมง เปรียบเทียบกับกลุ่มควบคุม ครั้งที่ 2 
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ภาพที่ 26-3  ผลการทดสอบฤทธิ์ของรูตินต่อการชักน าการตายแบบอะโพโทซิส ด้วยเทคนิค 
Flow cytometry แสดงปริมาณ apoptotic cells ของเซลล์ Molt-4 ภายหลังจากการทดสอบด้วยรู
ตินเป็นเวลา 48 ชั่วโมง เปรียบเทียบกับกลุ่มควบคุม ครั้งที่ 3 
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จากนั้นน าค่า % apoptotic cells  มาวิเคราะห์ข้อมูลทางสถิติด้วย One-way ANOVA  
พบว่าภายหลังจากการทดสอบผลของรูตินต่อการชักน าการตายแบบอะโพโทซิสของ Molt-4 cells 
เป็นเวลา 48 ชั่วโมง  ใน early apoptosis ทั้งกลุ่ม positive control และ กลุ่มที่ทดสอบด้วยรูติน 
ไม่พบความแตกต่างอย่างมีนัยส าคัญของ % apoptotic cells เมื่อเปรียบเทียบกับกลุ่ม negative 
control    ขณะที่ late apoptosis และ Total apoptosis พบว่าทั้งกลุ่ม positive control และ
กลุ่มที่ทดสอบด้วยรูติน พบว่า  % apoptotic cells  เพ่ิมสูงขึ้นอย่างมีนัยส าคัญ เมื่อเปรียบเทียบกับ
กลุ่ม negative control  แต่ในระหว่างกลุ่ม positive control และกลุ่มที่ทดสอบด้วยรูติน พบว่า 
% apoptotic cells  ไม่พบความแตกต่างอย่างมีนัยส าคัญ  )p < 0.05 (  ดังภาพที่ 27 หรือกล่าวได้ว่า
รูตินสามารถชักน าการเกิ   วโพโทซิสในเซลล์มะเร็งเม็ดเลือดขาะอด  Molt-4 ได้ภายหลังการทดสอบ
ด้วยรูตินเป็นเวลา 48 ชั่วโมง  

 

 
 

ภาพที่ 27 กราฟแสดงปริมาณ apoptotic cells ภายหลังจากการทดสอบเซลล์ Molt-4   

ด้วยรูตินเป็นเวลา 48 ชั่วโมง โดย  มีความแตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ p-value ที่  
p < 0.05  เมื่อเปรียบเทียบกับกลุ่ม negative control 
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5. ผลของรูตินต่อการชักน าการตายแบบอะโพโทซิสผ่านสัญญาณ GSK3 ในเซลล์มะเร็งเม็ด
เลือดขาวเพาะเลี้ยงชนิด Molt-4 ด้วย Western blot analysis 

จากการศึกษาวิจัยการแสดงออกของโปรตีน GSK3 ในเซลล์มะเร็งเม็ดเลือดขาวเพาะเลี้ยง
ชนิด Molt-4 หลังท าการ treat ด้วยรูติน เป็นเวลา 48 ชั่วโมง และท าการวิเคราะห์ด้วย Western 
blot analysis และท าการวัดสัดส่วนการแสดงออกของโปรตีน  )band intensity ( โดยมี -actin 
เป็น internal control   

ภายหลังการทดสอบด้วยรูตินเป็นเวลา 48 ชั่วโมง พบว่าการแสดงออกของ GSK3 ลดลง 
เมื่อเทียบกับกลุ่มควบคุมที่เป็น negative control   (0.1% DMSO    )  โดยมีค่าความสัมพันธ์ที่แสดง
เป็นจ านวนเท่า )fold( เท่ากับ 0.9 เท่า  แต่การแสดงออกของ GSK3  )p-Ser9   (เพ่ิมส  ูงขึ้น  โดยมีค่า
ความสัมพันธ์ที่แสดงเป็นจ านวนเท่า  )fold ( เท่ากับ 1.4 เท่า  เนื่องจากเมื่อเวลาผ่านไปมากขึ้น  รูติน
สามารถชักน าการตายแบบอะโพโทซิส โดย induce GSK3 ให้เข้ามาร่วมการท างานใน
กระบวนการอะโพโทซิสได้ ท าให้มีการแสดงออกของ GSK3 ที่ลดลง   ในขณะที่เซลล์ส่วนใหญ่ถูกชัก
น าให้เกิดอะโพโทซิสไป ท าให้ GSK3  )p-Ser9   (คงมีปริมาณสูงอยู่ใน  cytoplasm เมื่อเทียบกับกลุ่ม 
negative control ซึ่งมีอัตราการรอดชีวิตสูงกว่า ดังแสดงผลได้ในภาพที่ 28 
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ภาพที่ 28  ผลการแสดงออกของโปรตีน GSK3 และ  p-Ser9 GSK3 ภายหลังการทดสอบ 

Molt-4 cells ด้วยรูตินที่ความเข้มข้น 130 µM เป็นเวลา 48 ชั่วโมง และน ามาวิเคราะห์ด้วย 
Western blot analysis   เพ่ือศึกษาผลรูตินต่อการชักน าการตายแบบอะโพโทซิสผ่านสัญญาณ 
GSK3 ในเซลล์มะเร็งเม็ดเลือดขาวเพาะเลี้ยงชนิด Molt-4   
โดย GSK3   = Glycogen synthase kinase-3  

p-Ser9 GSK3  = Phosphorylation กรดอะมิโน Serine ต าแหน่งที่ 9 
      ของ Glycogen synthase kinase-3  
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บทที่ 5  
 

สรุปผลการวิจัย อภิปรายผล และข้อเสนอแนะ 
 

สรุปและอภิปรายผลการวิจัย 

การรักษาโรคมะเร็งเม็ดเลือดขาวในปัจจุบันทั้งการปลูกถ่ายไขกระดูก การใช้ยาเคมีบ าบัด 
และรังสีรักษา จัดว่าเป็นวิธีรักษาหลักส าหรับผู้ป่วยโรคมะเร็งเม็ดเลือดขาวชนิด ALL    ) Acute 
lymphoblastic leukemia   (แต่ให้ผลข้างเคียงกับผู้ป่วยที่สูง   โดยปลูกถ่ายไขกระดูก  ต้องหาผู้
บริจาคที่มีความเข้ากันได้ของเนื้อเยื่อ แล้ว ขณะท าก่อนท าการรักษายังต้องให้ยากดภูมิคุ้มกัน ท าให้
ผู้ป่วยเสี่ยงต่อการติดเชื้อได้ง่าย ส่วนการให้ยาเคมีบ าบัด นอกจากจะท าลายเซลล์มะเร็งแล้ว ยัง
ท าลายเซลล์ปกติของผู้ป่วย ดังจะเห็นได้จากอาการของผู้ป่วย ได้แก่ ผมร่วง อาเจียน ท้องเสีย 
อ่อนเพลีย และติดเชื้อได้ง่าย หรือการฉายรังสีพลังงานสูง อาจท าให้ผู้ป่วยแพ้บริเวณผิวหนังได้  ทั้งใน
ผู้ป่วยบางรายต้องใช้วิธีการรักษาหลายวิธีร่วมกัน ท าให้ปัจจุบันสมุนไพรได้เข้ามามีบทบาทในการ
ป้องกันและรักษาโรคมะเร็งต่างๆมากขึ้น เช่น สารสกัดจาก Catharanthus roseus  หรือ
แพงพวยฝรั่ง   ได้ถูกน ามาสกัดเป็นสารตั้งต้นหลักของการท ายารักษาโรคมะเร็งเม็ดเลือดขาวชนิด
เฉียบพลันอย่าง  vincristine และ vinblastine เป็นต้น  )64 (   โดยการศึกษาวิจัยครั้งนี้ ได้
ท าการศึกษาปริมาณของสารฟลาโวนอยด์ทั้งหมด  )total flavonoid  (ในสารสกัดพลูคาวด้วย
แอลกอฮอล์ 95% โดยวิธี aluminium chloride colorimetric assay พบว่ามีค่าเท่ากับ 231.21  ± 
4.19 mg QE /g dried H.cordata ซึ่งให้ปริมาณใกล้เคียงกับการศึกษาวิจัยที่ผ่านมาของคณะผู้วิจัย 
พบว่าสารสกัดพลูคาวด้วยแอลกอฮอล์ 95% ให้ปริมาณสารฟลาโวนอยด์ทั้งหมด เท่ากับ 258.12 ± 
8.78 mg QE /g dried H.cordata และมีฤทธิ์ในการยับยั้งการเจริญของเซลล์มะเร็งได้  )5 (  และเมื่อ
ทราบปริมาณสารฟลาโวนอยด์ในสารสกัดพลูคาวแล้ว จึงท าการศึกษาองค์ประกอบของสารฟลาโว
นอยด์หลักที่พบในสารสกัดพลูคาวด้วยเทคนิค HPLC-MS พบว่ามีสาร quercetin และอนุพันธ์ 
กล่าวคือ  hyperin, isoquercetin, rutin และ quercetin   เป็นองค์ประกอบโดยมีสัดส่วน  %w/w  
จากมากไปน้อยตามล าดับ โดยพบว่า rutin มีสัดส่วนมากเป็นล าดับ 3 โดยมีปริมาณ 0.88±0.04 
%w/w ขององค์ประกอบทั้งหมด รองจาก hyperin และ isoquercitin ตามล าดับ ซึ่งสอดคล้องกับ
ผลการวิจัยของ Ryun Hee Kwon และ Bae Jin Ha ในด้านชนิดของสารฟลาโวนอยด์ที่เป็น
องค์ประกอบของพลูคาว ประเทศเกาหลี  โดยพบว่ามี rutin, quercetin และอนุพันธ์ของ 
quercetin เป็นองค์ประกอบหลักเช่นเดียวกัน  ทั้งนี้ในด้านของการน ามาศึกษาต่อกับเซลล์มะเร็งเม็ด
เลือดขาวชนิด Molt-4 ผู้วิจัยจึงน ารูตินซึ่งเป็นสารสังเคราะห์มาท าการศึกษา เนื่องจากจะให้ผลที่
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ชัดเจน อีกทั้งการน ารูตินที่วิเคราะห์แล้วพบว่า เป็นองค์ประกอบหลักในสารสกัดพลูคาวนั้น จะต้อง
ผ่านกระบวนการ purification ก่อน จึงจะสามารถน ามาใช้ได้เป็นล าดับต่อไป  ทั้งนี้รูตินเป็นสารฟลา
โวนอยด์ ซึ่งมีรายงานว่ามีฤทธิ์ในการยับยั้งเซลล์มะเร็ง แต่ไม่ท าลายเซลล์ปกติ  )normal cells)    )65(  
โดยจากการศึกษาวิจัยของ Alonso-Castro และคณะพบว่า รูติน มีฤทธิ์ในการต้านมะเร็งล าไส้ 
SW480 ในหนู nude mice โดยลดปริมาตรและน้ าหนักของก้อนมะเร็งลงได้  (66) แต่อย่างไรก็ตาม
ในด้านของโรคมะเร็งทางโลหิตวิทยานั้น ยังมีรายงานวิจัยค่อนข้างจ ากัด และยังขาดการศึกษาในเชิง
ลึก   

 ผู้วิจัยจึงได้ท าการศึกษาผลของรูตินต่อเซลล์มะเร็งเม็ดเลือดขาวชนิด Molt-4 ซึ่งเป็นตัวแทน
ของเซลล์มะเร็งเม็ดเลือดขาวชนิดเฉียบพลันสายลิมฟอยด์ชนิด T cells  )T-ALL ( ซึ่งเป็นโรคที่เกิดขึ้น
จาก Thymocyte ใน Thymus มีการเปลี่ยนแปลงและพัฒนาไปเป็นเซลล์มะเร็ง เกิดการสร้างเซลล์
ชนิดลิมฟอยด์ตัวอ่อน  )lymphoblast ( ออกมามากกว่าปกติ และไม่สามารถเจริญเป็นตัวแก่ 
 )mature ( ได้ ท าให้ไปเบียดการสร้างเซลล์เม็ดเลือดปกติทุกชนิดทั้งเม็ดเลือดแดง เม็ดเลือดขาว และ
เกล็ดเลือด เป็นโรคที่พบได้บ่อยในเด็ก  ซึ่งสามารถรักษาให้หายขาดได้ แต่ในผู้ใหญ่มักพบการ
พยากรณ์โรคที่ไม่ดี ทั้งยังพบอุบัติการณ์เกิดโรคซ้ า หรือเกิดการดื้อยาของเซลล์มะเร็งได้อีกด้วย (41) 
จากการศึกษาฤทธิ์ของรูตินต่อการยับยั้งการเจริญขอ ง  Molt-4 ด้วยวิธี trypan blue exclusion 
method พบว่ารูตินสามารถยับยั้งการเจริญของเซลล์มะเร็งเม็ดเลือดขาว ทั้งในสายลิมฟอยด์ และ
สายมัยอีลอยด์ได้ โดยสามารถยับยั้งการเจริญเซลล์มะเร็งเม็ดเลือดขาวชนิด Molt-4 ซึ่งเป็นตัวแทน
ของเซลล์มะเร็งเม็ดเลือดในสายลิมฟอยด์ เมื่อเวลาผ่านไป 48  ชั่วโมงได้ สอดคล้องกับงานวิจัยข อง 
Ezzeddine  Bourogaa และคณะ ที่พบว่ารูตินสามารถยับยั้งการเจริญของเซลล์มะเร็งเม็ดเลือดขาว
ชนิด U937 ซึ่งเป็นเซลล์มะเร็งเม็ดเลือดขาวในสาย myeloid ได้เช่นกัน )33(  

 จากการศึกษาฤทธิ์ทางชีวภาพของรูตินในการยับยั้งการเจริญของเซลล์มะเร็งเม็ดเลือดขาว
ด้วยวิธี microscopic analysis พบว่าเซลล์ที่ได้รับรูตินที่เวลา 24 และ  48 ชั่วโมง สามารถยับยั้งการ

เพ่ิมจ านวนของเซลล์ได้ เมื่อเทียบกับกลุ่มควบคุมลบ  )negative control ( และพบว่าที่ 48 ชั่วโมง  
สารรูตินให้ลักษณะ membrane blebing เช่นเดียวกับกลุ่มควบคุมบวก  )positive control   (ที่ให้ 
vincristine อีกทั้งยังสอดคล้องกับผลของพืชสมุนไพร  Pupalia lappacea ที่พบว่ามีองค์ประกอบ
หลักในสารสกัดเป็นสารรูติน โดยท าให้ K562 leukemia cell เกิดการ blebing ของ membrane 
เมื่อตรวจด้วย inverted microscope เช่นเดียวกัน )18(  

 ทั้งนี้เมื่อทราบว่ารูตินสามารถยับยั้งการเจริญเซลล ์มะเร็งเม็ดเลือดขาวชนิด Molt-4  จึง
ศึกษาผลของรูตินต่อการชักน าการตายแบบอะโพโทซิส )apoptosis (ในเซลล์มะเร็งเม็ดเลือดขาวชนิด 
Molt-4 ด้วยเทคนิค flow cytometry โดยการย้อมสี Annexin V-Alexa 488 และ Propidium 
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iodide  )PI ( พบว่ารูตินที่ความเข้มข้น 130 µM สามารถชักน าให้เกิดการตายแบบอะโพโทซิสใน
เซลล์มะเร็งเม็ดเลือดขาวชนิด Molt-4 เมื่อเวลาผ่านไป 48 ชั่วโมงได้  ซึ่งการตายแบบอะโพโทซิส 
สามารถแบ่งได้เป็น  2 ระยะคือ  ระยะต้น  )early apoptosis ( เซลล์จะมีการยื่นตัวของเยื่อหุ้มเซลล์
ออกมา  )membrane blebing ( และระยะหลัง  )late apoptosis   (เซลล์จะมีการด าเนินการตายมาก
ขึ้น โดยจะพบเศษเซลล์จ านวนมาก และดีเอ็นเอภายในถูกท าลาย   ) DNA fragmentation (  ซึ่งการ

ศึกษาวิจัยในครั้งนี้สอดคล้องกับงานวิจัยของ Ravi A และคณะ ที่พบว่า รูติน เป็นองค์ประกอบที่พบ
ได้ในสารสกัดเอทานอลของ Pupalia lappacea มีฤทธิ์ทางชีวภาพในการชักน าการตายแบบอะโพ
โทซิสผ่านทางวิถีภายในของ K562 cells ซึ่งเป็นเซลล์มะเร็งเม็ดเลือดขาวสายมัยอีลอยด์ แต่ในส่วน
ของผลการทดลองของคณะวิจัยเขาพบว่า รูตินจะกระตุ้นการเกิด apoptosis ผ่าน  p53 ซึ่งเป็น 
proapoptotic factor ให้สูงขึ้น มีผลท าให้ทั้ง Bax/Bcl2/ ratio มีค่าสูงขึ้น  )Bax  : โปรตีนที่ชักน าให้
เกิดการอะโพโทซิส, Bcl2 : โปรตีนที่ช่วยให้เซลล์อยู่รอด   (นอกจากนี้รูตินยังท าให้  mitochondrial 
membrane potential ลดลง ซึ่งเป็นสัญญาณบ่งชี้ว่าเซลล์เกิดการตายแบบอะโพโทซิสในระยะต้น 
แล้วท าให้เกิดการกระตุ้นการปลดปล่อย cytochrome c และ caspase ท าให้เซลล์ตายในที่สุด  )18 (  
  

จากการศึกษาข้อมูลพบว่า GSK3  นอกจากเป็นโมเลกุลที่เกี่ยวข้องกับการอยู่รอดของเซลล์ 
ใน Canonical Wnt pathway ยังมีความเกี่ยวข้องกับวิถีการตายของเซลล์อีกด้วย (49)  โดยศึกษา
ผลของรูตินต่อการชักน าการตายแบบอะโพโทซิสว่ามีความเกี่ยวข้องกับสัญญาณ GSK3 หรือไม่ 
ผู้วิจัยจึงศึกษาการแสดงออกของสัญญาณ GSK3 ภายหลังจากการทดสอบ Molt-4 ด้วยรูตินเป็น
เวลา 48 ชั่วโมง พบว่า การแสดงออกของ GSK3 ลดลง เมื่อเทียบกับกลุ่มควบคุมลบ  )negative 
control    (ซึ่งแสดงให้เห็นว่ารูตินชักน าการตายแบบอะโพโทซิสผ่านทางวิถีภายใน   ) intrinsic 
apoptotic pathway   (โดยผ่านสัญญาณ  GSK3 ได้  เมื่อเกิด DNA Damage ขึ้น  รูตินจะชักน า
โปรตีน GSK3 ซึ่งท าหน้าที่เป็น pro-apoptotic molecule ให้เข้าจับกับโปรตีน Bax และ Bim ใน
ไมโทคอนเดรีย ท าให้เกิดการกระตุ้นวิถีสัญญาณอะโพโทซิส และท าให้เซลล์ตายในที่สุด ทั้งนี้ GSK3  
ถูกควบคุมโดยกระบวนการ phosphorylation เมื่อ GSK3  ลดลง เนื่องจากมีการชักน าการตาย
แบบอะโพโทซิสของเซลล์บางส่วน ท าให้ inactive form ของ GSK3    )p-Ser9 ( มีปริมาณมากกว่า
กลุ่มเซลล์ควบคุม ซึ่งมีการรอดชีวิตของเซลล์มากกว่า จึงอาจกล่าวได้ว่า รูตินสามารถยับยั้ง pro-
survival pathway ได้ เนื่องจาก p-Ser9 GSK3   ซึ่งอยู่ใน cytoplasm ไม่ถูกน าไปใช้เพ่ือความอยู่
รอดของเซลล์เมื่อเทียบกับกลุ่มควบคุม ทั้งนี้ผลการวิจัยสอดคล้องกับการศึกษาของรูตินในเซลล์มะเร็ง
เม็ดเลือดขาวสายมัยอีลอยด์  ของ Ezzeddine  Bourogaa และคณะ พบว่า รูตินสามารถลดการ
แสดงออกของสัญญาณ GSK3  และชักน าให้เกิดการตายแบบอะโพโทซิสในเซลล์มะเร็งเม็ดเลือด
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ขาวชนิด U937 ได้ และยังพบว่า p-Ser9 GSK3 มีปริมาณสูงขึ้นเมื่อเทียบกับกลุ่มควบคุม และ
ขณะเดียวกัน p-Ser473 Akt ซึ่งเป็น active form ของ Akt และเป็นตัวเติมหมู่ phosphate ให้กับ 
Ser9 ของ GSK3    )kinase of Ser9 GSK3   (สูงขึ้นตามไปด้วย จึงอาจกล่าวได้ว่า รูตินสามารถชัก
น าให้เกิดการตายแบบอะโพโทซิส และยับยั้งวิถีสัญญาณการเจริญ ) pro-survival pathway  (ได้ (33) 

อย่างไรก็ตามบทบาทของ รูติน อาจจะมีการท างานคล้ายกับตัวยับยั้งสัญญาณ GSK3  
 )GSK3  inhibitor   (แต่ในเชิงกลไกการออกฤทธิ์มีความแตกต่างกันในแต่ละวิถีสัญญาณ จาก
การศึกษาของ  Mohammad reza และคณะ ที่พบว่า SB-415286 และ LiCl เป็นสารที่ใช้ยับยั้ง

สัญญาณ GSK3 ได้ โดยชักน าการตายแบบอะโพโทซิสผ่านทางวิถีภายใน  )intrinsic apoptotic 
pathway หรือ mitochondria-dependent pathway   ( )48 (  ซึ่งเมื่อ DNA ของเซลล์ถูกท าลาย จะ
ท าให้เกิดการหยุดของวัฏจักรของเซลล์ )cell cycle arrest  (หรือท าให้เกิดการตายแบบอะโพโ ทซิสใน
ที่สุด  )67 (  จากงานวิจัยของ Xuejuan Gao และคณะ พบว่า p-Ser9 GSK3   ซึ่งเป็นตัวควบคุมการ
ท างานของ GSK3 สามารถกระตุ้น pro-apoptotic signal โดยชักน าให้เซลล์เกิดการตายแบบอะโพ
โทซิสผ่าน NF-B pathway (68) หรือการศึกษาวิจัยของ Yuki Yoshino และคณะ พบว่า GSK3  
ซึ่งมีบทบาทควบคุมการท างานของ centrosome เพ่ือให้เกิดกระบวนการแบ่งเซลล์ แต่เมื่อยับยั้ง
สัญญาณ GSK3 ด้วย AR-A014418  ในเซลล์มะเร็งแล้วท าให้เกิดความผิดปกติของการแบ่งตัวแบบ 
mitosis เนื่องจากท าให้ centrosome มีความผิดปกติจนไม่สามารถสร้าง mitotic spindle fibers 
ที่ใช้ในกระบวนการแบ่งเซลล์ ยังผลให้เกิดการตายแบบอะโพโทซิสในที่สุด (69)  

จากผลการศึกษาในครั้งนี้สามารถสรุปได้ว่า รูตินมีฤทธิ์ทางชีวภาพ ในการยับยั้งการเจริญ
ของเซลล์มะเร็งเม็ดเลือดขาวชนิดเฉียบพลันสายลิมฟอยด์ชนิด T-ALL หรือ Molt-4 cells และ
สามารถชักน าการตายแบบอะโพโทซิสผ่านสัญญาณ GSK3  ได้ โดยมีบทบาทในการ induce 
โปรตีน GSK3 ให้เข้าร่วมในกระบวนการอะโพโทซิส และอาจยับยั้ง pro-surval pathway จากการ
พบปริมาณ p-Ser9 GSK3 อยู่สูงใน cytoplasm ซึ่งสามารถสรุปได้เป็นแผนภูมิได้ดังภาพที่ 29 
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ภาพที่ 29 แผนภูมิแสดงฤทธิ์ทางชีวภาพ และบทบาทของรูตินต่อการชักน าการตายแบบ 
อะโพโทซิส และการยับยั้ง pro-survival pathwayในสัญญาณ GSK3 
 

ดังนั้น จากผลการศึกษาวิจัยในครั้งนี้ รูติน และพืชสมุนไพรพลูคาว จะเป็นทางเลือกหนึ่งใน
การรักษาผู้ป่วยโรคมะเร็งเม็ดเลือดขาวชนิด ALL สามารถเพ่ิมมูลค่าให้กับพืชสมุนไพรไทย และเป็น
ประโยชน์ต่อการน ารูตินไปพัฒนายาเพ่ือใช้ร่วมรักษาผู้ป่วยโรคมะเร็ง อีกทั้งยังเป็นการสร้างองค์
ความรู้ความเข้าใจเชิงลึกด้านฤทธิ์ของรูตินต่อกลไกการยับยั้งเซลล์มะเร็งเม็ดเลือดขาวในอนาคต 
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ภาคผนวก ก. 
 

ข้อมูลจากการทดลอง 
 
การหาความเข้มข้นที่เหมาะสมของรูตินเพื่อเลือกน ามาใช้ในการทดสอบ 

ก่อนการน ารูตินมาทดสอบกับ Molt-4 cells ด้านต่างๆ ได้ท าการทดสอบหาความเข้มข้นที่
เหมาะสมเพ่ิมเติมโดยวิธี XTT assay โดยทดสอบระดับความเข้มข้น 12.5, 25, 50, 100 และ 150 
ไมโครกรัม/มิลลิลิตร พบว่าค่า IC50 ของรูติน จากสมการกราฟเส้นตรง มีค่าเท่ากับ 96.64 ug/ml 
หรือคิดเป็น 158 uM  ดังแสดงในภาพที่ 30  จึงทดสอบความเข้มข้นที่เหมาะสม  )ต่ ากว่าค่า  IC50( 
ต่อไป  

 

 
ภาพที่ 30 กราฟแสดงการทดสอบความเข้มข้นที่เหมาะสมของรูติน ต่อ Molt-4 cells  

โดยวิธ ี XTT assay 
 

แต่การทดสอบฤทธิ์ของรูตินต่อการยับยั้งการเจริญของ Molt-4 cells ด้วยวิธี   XTT assay มี
ค่าไม่คงที่ เนื่องมาจากสารรูตินเป็นสารสีเหลืองเข้ม จึงรบกวนการตรวจวัดค่าดูดกลืนแสงด้วยเครื่อง 
Spectrophotometer   เนื่องจากปฏิกิริยาของวิธี XTT assay นั้นเมื่อสาร XTT ถูก reduce ด้วย
เอนไซม์ในเซลล์ที่ยังมีชีวิตอยู่ จะให้สาร formazan ซึ่งมีสีส้ม ซึ่งมีสีใกล้เคียงกับสีเหลืองเข้มของรูติน 
ผู้วิจัยจึงท าการศึกษาโดยวิธี trypan blue exclusion ซึ่งให้ค่าคงที่กว่า XTT assay โดยได้ท าการ
ทดสอบท้ังหมด 3 ครั้ง ดังภาพที่ 31 

y = -0.3828x + 86.994 
R² = 0.9403 
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ภาพที่ 31-1 กราฟแสดงความเข้มข้นต่างๆของสารรูติน และ% cell viability ของ Molt-4 

cells เมื่อท าการทดสอบผลของสารรูตินในการยับยั้งการเพ่ิมจ านวนของ Molt-4 cells ครั้งที ่1 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาพที่ 31-2  (ต่อ  ) กราฟแสดงความเข้มข้นต่างๆของสารรูติน และ% cell viability ของ  
Molt-4 cells เมื่อท าการทดสอบผลของสารรูตินในการยับยั้งการเพ่ิมจ านวนของ Molt-4 cells ครั้ง
ที่ 2 
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ครัง้ท่ี 1 
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ครัง้ท่ี 2 
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ภาพที่ 30-3  (ต่อ  ) กราฟแสดงความเข้มข้นต่างๆของสารรูติน และ% cell viability ของ  

Molt-4 cells เมื่อท าการทดสอบผลของสารรูตินในการยับยั้งการเพ่ิมจ านวนของ Molt-4 cells ครั้ง
ที่ 3 
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ครัง้ท่ี 3 
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จากนั้นน าค่า % Cell viability จากการทดลองทั้ง 3 ครั้ง มาหาค่าเฉลี่ยและค่าความ
คลาดเคลื่อน ดังแสดงในตารางที่ 7 

 
ตารางที่ 7   % Cell viability ของ Molt-4 cells เมื่อทดสอบกับรูตินที่ระดับความเข้มข้นต่างๆ  
เป็นเวลา 48 ชั่วโมง และตรวจสอบด้วยวิธี trypan blue exclusion  

 

Cells treatment % Cell viability )MeanSEM( 

Negative control 97  0.73 
Positive control 17  5.40 

รูตินที่ระดับความเข้มข้น 20 µM  94  0.34 
รูตินที่ระดับความเข้มข้น 40 µM    88  4.55  

รูตินที่ระดับความเข้มข้น 80 µM    77  0.17  
รูตินที่ระดับความเข้มข้น 160 µM    45  1.47  

รูตินที่ระดับความเข้มข้น 320 µM    37  4.91  
 
ท าการทดสอบทั้งหมด 3 ครั้ง จากการทดลองท่ีไม่ข้ึนต่อกัน 

  = % Cell viability มีความแตกต่างอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ  )p0.05 ( เมื่อเปรียบเทียบกับ 
negative control 
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ภาคผนวก ข. 
 

การเตรียมสารเคมีที่ใช้ในการทดสอบ 

อาหารเลี้ยงเซลล์ 

RPMI-1640   90 มิลลิลิตร 
Fetal bovine serum  10 มิลลิลิตร 
100x penicillin-streptomycin 1 มิลลิลิตร 

สารละลาย  XTT 1 mg/ml 

 XTT    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 distrilled water 800 มิลลิลิตร และท าการปรับ pH ให้เป็น 7.4 แล้วจึงเติม 
distrilled water ให้ครบ 1000 มิลลิลิตร 

 
สารเคมีส าหรับการสกัดโปรตีน: Nonidet-P40 (NP-40) lysis buffer 

 lysis buffer 3 มิลลิลิตร 
 1 mM DTT   30  ไมโครลิตร )DTT 1.3 มิลลิกรัม + น้ า 84.27 ไมโครลิตร( 
 1 mM PMSF 30  ไมโครลิตร )PMSF 2.3 มิลลิกรัม + isopropanol( 
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สารเคมีส าหรับ Western Blot 
 
1X Running buffer )pH 8.75( ปริมาตร 1 ลิตร )RT( 

 Tris   3.03 กรัม  = 25 mM 
 Glycine   14.42 กรัม  = 192 mM 
 SDS   1 กรัม  = 0.1 % 
 เติมน้ ากลั่นให้ครบ 1 ลิตร  
 

1X Transfer buffer )pH 8.75( ปริมาตร 1 ลิตร )4ᴼC( 
 Tris   3.03 กรัม  = 25 mM 

Glycine   14.42 กรัม  = 192 mM 
 Methanol  200   มิลลิลิตร = 20 %  
 เติมน้ ากลั่นให้ครบ 1 ลิตร 
 
1X TBS-Tween20 )TBS-T( ปริมาตร 1 ลิตร )RT( 
 Tris-HCL )pH 7.5(  2.42 กรัม 
 NaCl    8.76 กรัม 
 Tween-20 )ใส่ตอนที่จะใช้งาน(  1 มิลลิลิตร = 1 %  
 
Blocking buffer )5% non-fat dry milk( 
เนื่องจากหากเตรียมแล้วไม่สามารถเก็บไว้ใช้ได้อีก จึงควรเตรียมเท่าท่ีพอใช้ ดังนี้ 

Prepared volume  = X มิลลิลิตร 
% non-fat dry milk  = X/20 กรัม 
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สารเคมีส าหรับเตรียมเจล 
 
Separating gel )100 มิลลิลิตร(  10 %  12 % 

 Water    4  3.3  มิลลิลิตร 
 30 % Polyacrylamide  3.3  4.0  มิลลิลิตร 
 1.5 M Tris )pH 8.8(  2.5  2.5  มิลลิลิตร 
 10 % SDS   100  100  ไมโครลิตร 
 10 % APS   100  100  ไมโครลิตร 
 TEMED    4  4  ไมโครลิตร 
 
Stacking gel  ) 3 มิลลิลิตร(  5 %   

Water    2.1  มิลลิลิตร 
 30 % Polyacrylamide  500  ไมโครลิตร 
 1.5 M Tris )pH 8.8(  380  ไมโครลิตร 
 10 % SDS   30  ไมโครลิตร 
 10 % APS   30  ไมโครลิตร 

TEMED    4  ไมโครลิตร
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ประวัติผู้เขียนวิทยา นิพนธ์ 
 

ประวัติผู้เขียนวิทยานิพนธ์ 

 

นางสาวบุญยวีย์  นิธิธาริยโสภณ เกิดเมื่อ วันที่ 23 ตุลาคม พ.ศ. 2533 จังหวัด
กรุงเทพมหานคร  ส าเร็จการศึกษาวิทยาศาสตรบัณฑิต (เทคนิคการแพทย์) จากคณะสหเวช
ศาสตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย และเข้าศึกษาต่อในระดับปริญญาโท ในหลักสูตรวิทยาศาสตร
มหาบัณฑิต สาขาวิทยาศาสตร์โลหิตวิทยาคลินิก คณะสหเวชศาสตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย 
และได้รับทุนอุดหนุนการศึกษา เพ่ือเฉลิมฉลองวโรกาสที่พระบาทสมเด็จพระเจ้าอยู่หัวทรงเจริญ
พระชนมายุครบ 72 พรรษา และทุนอุดหนุนการวิจัย “ทุน 90 ปี จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย” 
กองทุนรัชดาภิเษกสมโภช รุ่นที่ 29 
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