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                แฮม Coscinium fenestratum เปนสมุนไพรประเภทเถา นิยมนํามารับประทานอยางแพรหลายเพื่อ
รักษาโรคมะเร็ง เบาหวาน ความดันเลือดสูง และโรคอื่นๆ การวิจัยในครั้งนี้มีจุดมุงหมายเพื่อศึกษาความเปนพิษ
ของสารสกัดแฮมดวยน้ําที่ความเขมขน 100, 200, 400, 600, 800 และ 1,000 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร ตอเซลลตน
กําเนิดผิวหนังมนุษย เปนเวลา 24, 48 และ 72 ช่ัวโมง ในอาหารเลี้ยงเซลลชนิด DMEM/F 12 ที่มี fetal bovine 
serum 10 เปอรเซ็นต นําไปบมในตูบมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส CO2 5 เปอรเซ็นต โดยตรวจสอบการตาย
ของเซลล การเกิดความเสียหายของดีเอ็นเอ การตายของเซลลแบบ apoptosis และการเปลี่ยนแปลงวัฏจักรเซลล 
จากการตรวจสอบดวยวิธี MTT assay  พบวา สารสกัดแฮมดวยน้ําทุกความเขมขนมีผลทําใหเซลลตายที่เวลา 24, 
48 และ 72 ช่ัวโมง อยูในชวง 13.30±5.42  ถึง 58.36±3.37 เปอรเซ็นต ซึ่งสูงกวากลุมควบคุมอยางมีนัยสําคัญ 
(P<0.05) แตเมื่อตรวจสอบโดยยอมเซลลดวย propidium iodide รวมกับ Hoechst 33342 พบวาที่ความเขมขน 
600, 800 และ 1,000 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร เซลลตายที่ 48 ช่ัวโมง มีเปอรเซ็นตอยูในชวง 34.81±19.34 ถึง 
44.99±13.04 สูงกวากลุมควบคุมอยางมีนัยสําคัญ (P<0.05) และที่ความเขมขน 200, 400, 600, 800 และ 1,000 
ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร ที่ 72 ช่ัวโมง มีเซลลตายอยูในชวง 33.50±7.82 ถึง 93.33±11.54 เปอรเซ็นต สูงกวากลุม
ควบคุมอยางมีนัยสําคัญ (P<0.05) ที่ความเขมขน 800 และ 1,000 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร สารสกัดแฮมทําใหดี
เอ็นเอเกิดความเสียหาย ที่ 24 และ 48 ช่ัวโมง เมื่อตรวจสอบโดยยอมเซลลดวย acridine orange มีเปอรเซ็นตอยู
ในชวง  33.12±15.63 ถึง 33.23±7.50 และ 53.85±8.23 ถึง 56.85±9.40 ตามลําดับ ซึ่งสูงกวากลุมควบคุมอยางมี
นัยสําคัญ (P<0.05) สวนที่ความเขมขน 200, 400, 600, 800  และ 1,000 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร ที่ 72 ช่ัวโมง มี
เปอรเซ็นตอยูในชวง 38.50±15.49 ถึง 91.11±15.39 สูงกวากลุมควบคุมอยางมีนัยสําคัญ (P<0.05) เซลลตายแบบ 
apoptosis พบที่ 72 ช่ัวโมง เมื่อเซลลไดรับสารสกัดแฮมที่ความเขมขน 800 และ 1,000 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร 
ตรวจอบโดยยอมเซลลดวย Hoechst 33342 มีเปอรเซ็นตอยูในชวง 6.63±1.07 ถึง 12.87±4.64  สูงกวากลุม
ควบคุมอยางมีนัยสําคัญ (P<0.05) นอกจากนี้สารสกัดแฮมทุกความเขมขนที่ 24 และ 48 ช่ัวโมง เมื่อยอมเซลลดวย 
propidium iodide แลวนําไปวิเคราะหดวยเครื่อง Flow cytometry พบเซลลเขาสูระยะ G0/G1 ยกเวนที่ความ
เขมขน 800 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร เซลลเขาสูระยะ G2/M จากการทดลองสรุปไดวาสารสกัดแฮมดวยน้ําที่
ความเขมขน 100, 200, 400 และ 600 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตรมีความเปนพิษตอเซลลนอย  ซึ่งความเปนพิษจะ
มากขึ้นเมื่อความเขมขนสูงขึ้นและไดรับเปนเวลานาน 
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Tree turmeric Coscinium fenestratum is a woody climbing shrub herb which widely used to treat 

cancer, diabetes mellitus, hypertension and others. The aim of this research was to test the cytotoxic activities 
of C. fenestratum water extract on keratinocyte stem cells. The cells were cultured in DMEM/F12 
supplemented with 10% fetal bovine serum and six concentrations of the extract, 100, 200, 400, 600, 800 and 
1,000 μg/ml, were also added.  Then, the cells were incubated in the incubator at 37 Co and 5% CO2 for 24, 48 
and 72 hrs. The dead of cells, DNA damage, apoptotic activity and alteration of the cell cycle were 
determined. By MTT assay, the dead of cells were found in all concentrations in the range 13.30±5.42 - 
58.36±3.37 % with significantly higher than that of the control (P<0.05). But by using double staining 
method, propidium iodide and Hoechst 33342, the percentages of dead cells were observed in the range 
34.81±19.34 - 44.99±13.04 % in the concentrations of 600, 800 and 1,000 μg/ml at 48 hrs which showed  
significantly higher than that of the control (P<0.05). After 72 hrs, the percentages of dead cells were found in 
the range of 33.50±7.82 - 93.33±11.54 which also showed higher significant than that of the control (P<0.05). 
For the determination of DNA damage using acridine orange staining method, the damaged cells were 
observed in the concentrations of 800 and 1000 μg/ml at 24 and 48 hrs. With respective, the percentages of 
these damaged cells were in the range of 33.12±15.63 - 33.23±7.50 and 53.85±8.23 - 56.85±9.40 which were 
significantly higher than those of the control (P<0.05). At 72 hrs, the range of DNA damage percentage was 
38.50±15.49 - 91.11±15.39 which also significantly higher than that of the control (P<0.05). Using Hoechst 
33342 staining method, the apoptotic cells were noticed in two concentrations, 800 and 1000 μg/ml, at 72 hrs 
with significantly higher percentages than that of the control (P<0.05) which were in the range of 6.63±1.07 -
12.87±4.64.  Moreover, all concentrations of the extract significantly arrested the cell cycle progression in 
G0/G1 phase at 24 and 48 hrs, except at 800 μg/ml, the cell cycle was arrested in G2/M phase. Those results, 
determined from propidium iodine stained cells detected by Flow cytometry, could be concluded that the 
water extract of C. fenestratum at 100, 200, 400 and 600 μg/ml showed lower cytotoxic activities than those 
higher concentrations. The long term exposure of the higher concentration of the extract, the higher cytotoxic 
activities was noticed.  
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(2) 

สารบัญตาราง 

 
ตารางที่ หนา 

  
1 ฤทธิ์ของ berberine ในพืชสมุนไพรบางชนิด 8 
2 การตายของ keratinocyte stem cell หลังจากไดรับสารสกัดแฮมที่ความเขมขน

แตกตางกันที่ 24, 48 และ 72 ช่ัวโมง ตรวจสอบโดยวิธี MTT assay  
(คาเฉลี่ย ± สวนเบี่ยงเบนมาตรฐาน) 40 

3 การตายของ keratinocyte stem cell หลังจากไดรับสารสกัดแฮมที่ความเขมขน
แตกตางกันที่ 24, 48 และ 72 ช่ัวโมง (คาเฉลี่ย ± สวนเบีย่งเบนมาตรฐาน) 42 

4 การเกิดความเสียหายของดเีอ็นเอของ keratinocyte stem cell หลังจากไดรับ
สารสกัดแฮมที่ความเขมขนแตกตางกันที่ 24, 48 และ 72 ช่ัวโมง ตรวจสอบ
โดยการยอมเซลลดวย acridine orange (คาเฉลี่ย ± สวนเบี่ยงเบนมาตรฐาน)  45 

5 การตายของเซลลแบบ  apoptosis ของ keratinocyte stem cell หลังจากไดรับ
สารสกัดแฮมที่ความเขมขนแตกตางกันที่ 24, 48 และ 72 ช่ัวโมง  
(คาเฉลี่ย ± สวนเบี่ยงเบนมาตรฐาน)   48 

6 การเปลี่ยนแปลงวัฏจักรเซลลของ keratinocyte stem cell หลังจากไดรับสาร
สกัดแฮมที่ความเขมขนแตกตางกันที่ 24 ช่ัวโมง  
(คาเฉลี่ย ± สวนเบี่ยงเบนมาตรฐาน)  51 

7 การเปลี่ยนแปลงวัฏจักรเซลลของ keratinocyte stem cell หลังจากไดรับสาร
สกัดแฮมที่ความเขมขนแตกตางกันที่ 48 ช่ัวโมง  
(คาเฉลี่ย ± สวนเบี่ยงเบนมาตรฐาน)  52 



 

(3) 

สารบัญภาพ 

 
ภาพที ่ หนา 

  
1 ภาพวาดแสดงกิ่งและผลของ Coscinium fenestratum 5 
2 ภาพวาดแสดง  a) ดอกเพศเมยี  b) ใบประดบั   c) กลีบเลี้ยง  d) กลีบดอก  

 e) เกสรตัวเมยี  f) คารเพล  g) คารเพลผาตามยาว 5 
3 โครงสรางทางเคมีของ berberin 6 
4 โครงสรางทางเคมีของ jatrorrhizine 7 
5 โครงสรางทางเคมีของ palmitine 7 
6 การเปลี่ยนโครงสรางทางเคมีของ tetrazole เปน formazan 25 
7 การตายของ keratinocyte stem cell หลังจากไดรับสารสกัดแฮมที่ความเขมขน

แตกตางกันที่ 24, 48 และ 72 ช่ัวโมง ตรวจสอบโดยวิธี MTT assay   41 
8 Keratinocyte stem cell หลังจากไดรับสารสกัดแฮมที่ระดบัความเขมขนแตกตาง

กัน (propidium iodide รวมกับ Hoechst 33342, 400X) 43 
9 การตายของ  keratinocyte stem cell หลังจากไดรับสารสกัดแฮมที่ความเขมขน

แตกตางกันที่ 24, 48 และ 72 ช่ัวโมง โดยการยอมดวย propidium iodide รวมกับ 
Hoechst 33342 44 

10 Keratinocyte stem cell ที่ดีเอน็เอไดรับความเสียหาย หลังจากไดรับสารสกัดแฮมที่
ความเขมขนแตกตางกัน (acridine orange, 200X)  46 

11 การเกิดความเสียหายของดเีอ็นเอของ keratinocyte stem cell หลังจากไดรับสาร
สกัดแฮมที่ระดับความเขมขนแตกตางกันที่ 24, 48 และ 72 ช่ัวโมง ตรวจสอบโดย
การยอมดวย acridine orange 47 

12 Keratinocyte stem cell ตายแบบ apoptosis หลังจากไดรับสารสกัดแฮมที่ความ
เขมขนแตกตางกัน (Hoechst 33342, 400X) 49 

13 การตายของเซลลแบบ apoptosis ของ keratinocyte stem cell หลังจากไดรับสาร
สกัดแฮมที่ระดับความเขมขนแตกตางกันที่ 24, 48 และ 72 ช่ัวโมง ตรวจสอบโดย
การยอมดวย Hoechst 33342 50 

   



ความเปนพิษของสารสกัดแฮมตอเซลลตนกําเนิดผิวหนังมนุษย 
 

Cytotoxicity of Coscinium fenestratum (Gaertn.) Colebr. Extract on  
Human Keratinocyte Stem Cells 

   
คํานํา 

 

ปจจุบันมีการนําสมุนไพรมาใชในอุตสาหกรรมยาและอาหารจํานวนมาก ทําใหประชาชน
มีโอกาสใชหรือไดรับสารสกัดเพิ่มขึ้น สมุนไพรบางชนิดอาจมีสารที่เปนประโยชน บางชนิดมีทั้ง
สารที่เปนประโยชนและสารที่เปนพิษอยูในสมุนไพรชนดิเดียวกนั ดังนั้นการนําสมนุไพรมาใชให
เกิดประสิทธิภาพและปลอดภัยนัน้ จําเปนตองศึกษาวิจัยและพัฒนาเพือ่ใหทราบขอมูลในหลาย ๆ 
ดานของสมุนไพรอยางเพยีงพอ การศึกษาวิจัยทางวิทยาศาสตรของพืชสมุนไพรนั้น ไดศึกษากัน
มากในตางประเทศโดยเฉพาะประเทศที่ประชาชนนยิมใชสมุนไพรรักษาโรค เชน ประเทศจีน และ
อินเดีย เปนตน ถึงแมประเทศไทยมีการใชสมุนไพรมาชานาน และมกีารวิจยัที่เกีย่วของกับ
สมุนไพรอยูบาง แตพบวาสมุนไพรสวนใหญยังขาดขอมูลทางดานวิทยาศาสตร เพื่อใหมีขอมูลการ
ใชสมุนไพรในการรักษาโรคอยางมีประสิทธิภาพและปลอดภัย  จึงควรศึกษาความเปนพิษตอเซลล
และสัตวทดลองควบคูกันไป 

 
แฮม Coscinium fenestratum (Gaertn.) Colebr. เปนไมเถาเลื้อยเนื้อแข็ง ลําตนมีสีเหลือง มี

รสขม เปนพืชที่เจริญเติบโตและพบไดในปาแถบภาคตะวันออกเฉยีงเหนือของประเทศไทย ภูมภิาค
เอเชียตะวันออกเฉียงใต และเอเชียใต ปจจุบันประชาชนนํามารับประทานอยางแพรหลาย โดย
เฉพาะทีภ่าคตะวนัออกเฉียงเหนือ มีความเชื่อวา สามารถรักษาโรคมะเรง็ เบาหวาน ความดันโลหิต
สูง และโรคอื่น ๆ  ในประเทศสาธารณรัฐประชาธิปไตยประชาชนลาวใชดื่มเหมือนชาหรือยาดอง
เหลา เชื่อวาสามารถรักษาโรคเบาหวาน โรคตับและโรคไตได  จากการศึกษาสรรพคุณของ
สมุนไพรแฮม พบวามีความสามารถในการลดน้ําตาลในเลือด (Punitha et al., 2005) ลดความดัน
เลือด (Singh et al., 1990) มฤีทธิ์ตานเชื้อแบคทีเรีย Clostridium tetani ที่กอใหเกิดโรคบาดทะยกั
(Palasuntheram et al., 2005 ) และแบคทีเรียอ่ืน ๆ หลายชนิด (Nair et al., 2005) มีฤทธิ์ตานอนุมูล
อิสระที่มีผลในการทําลายตบัหนูทดลอง (Venukumar and Latha, 2004) มีฤทธิ์ตานมาลาเรีย (Tran 
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et al., 2003) มีผลยับยั้งเซลลมะเร็งปอดของคน ( human lung A549 adenocarcinoma) และมะเร็ง
ปอดของหนู (murine Lewis lung carcinoma, LLC) (Ueda et al., 2002) 

 
 จากขอมูลดังกลาวทําใหเกิดความไมมั่นใจถึงความปลอดภัยของการใชแฮมเปนสมุนไพร 
เนื่องจากยังขาดขอมูลการศึกษาความเปนพษิตอเซลลปกติ ดังนั้นงานวจิัยนีจ้ึงไดทดสอบความเปน
พิษตอ keratinocyte stem cell  เพื่อใหทราบถึงผลที่อาจทําใหเกิดการตายของเซลล การเกิดความ
เสียหายแกดีเอน็เอ (DNA damage) และวัฏจักรเซลล (cell cycle)  ขอมูลที่ไดสามารถนํามาเผยแพร
เปนความรูพื้นฐานในการพฒันา สงเสริมการใชสมุนไพรนี้ใหแพรหลาย และอาจพฒันาเปนยา
รักษาโรคไดตอไป



วัตถุประสงค 

 
 ศึกษาผลของสารสกัดแฮมดวยน้ําที่มีตอ keratinocyte stem cell  ดังนี ้
  
 1. การตายของ keratinocyte stem cell 
 
 2. การเกิดความเสียหายของดีเอ็นเอ 
 
 3. การตายของเซลลแบบ apoptosis 
 
 4. การเปลี่ยนแปลงวัฏจักรเซลล 
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การตรวจเอกสาร 

 
1.  สมุนไพรแฮม 

 
แฮมมีช่ือวิทยาศาสตรวา Coscinium fenestratum (Gaertn.) Colebr.  จัดอยูในวงศ 

Menispermaceae เปนสมุนไพรไมเถาเลื้อยเนื้อแข็ง (ประนอม และคณะ, 2545) มีลักษณะสําคัญคือ 
ลําตนกลมมีสีเหลือง  มีรสขม ใบเปนรูปเรยีวหรือรูปไขยาว 11-13 เซนติเมตร ปลายใบเรียวแหลม 
ฐานใบมนตัดหรือรูปหัวใจ ขอบใบเรียว ผิวใบดานบนเกลี้ยง  ผิวใบดานลางมีขนคอนขางยาว เสน
กลางใบและเสนแขนงใบจม มี 5-7 เสน เรียงเปนรูปผามือ กานใบยาว 8-16 เซนติเมตร ปลายกานใบ
ติดกับแผนใบ ซ่ึงหางจากขอบของฐานใบประมาณ 0.8 มิลลิเมตร มีชอดอกเปนกระจุกแนนกลม มี
กานดอกยาว 6-7 มิลลิเมตร มีกานชอดอกยาว 10-30 มิลลิเมตร ชอดอกอยูเดีย่ว ๆ หรือมีปลายชอ
ดอกอยูดวยกนั ชอดอกยาว 5-11 เซนติเมตร ใบประดับรูปล่ิมแคบยาว 4-5 มิลลิเมตร ดอกเพศผูมี
กานดอกยาว 1 มิลลิเมตร กลีบเลี้ยงรูปรีหรือรูปไข กลีบชั้นในแผ มี 3-6 กลีบ กลีบสีเหลืองยาว 1.5-
2 มิลลิเมตร กลีบชั้นนอกมีขนาดเล็กยาว 1-1.5 มิลลิเมตร เกสรตัวผูมี 6 อัน เรียง 2 ช้ัน ช้ันนอก 3 อัน
แยกกัน ช้ันใน 3 อันเชื่อมกัน ดอกเพศเมยีมกีลีบเลี้ยงเหมอืนดอกเพศผู มีเกสรดอกเพศผูเปนหมัน 6 
อัน รูปคลายกระบอกยาว 1 มิลลิเมตร รังไขมี 3 คารเพลยาว 2 มิลลิเมตร กานเกสรเพศเมียเปนรูป
เสนดายโคงลง ชอผลมีคารโพฟอร (carpophore) ทรงกลมเสนผานศูนยกลาง 7-8 มิลลิเมตร มีขน
ยาว เปนผลเดีย่วแข็ง (drupe) สีน้ําตาลแกมสม หรือสีเหลือง รูปทรงกลม เสนผานศูนยกลาง 2.8-3 
เซนติเมตร ผิวมีขนยาว สวนเมล็ดมีสีคอนขางขาวรูปรางเกือบกลม พบในปาแถบภาค
ตะวนัออกเฉียงเหนือของประเทศไทยและภูมิภาคเอเชยีตะวนัออกเฉียงใต 
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ภาพที ่1  ภาพวาดแสดงกิ่งและผลของ Coscinium fenestratum 
ท่ีมา: Warrier et al. (1994) 
 
 

 
ภาพที่ 2  ภาพวาดแสดง a) ดอกเพศเมยี b) ใบประดับ c) กลีบเลี้ยง d) กลีบดอก  
               e) เกสรตัวเมีย f)  คารเพล g) คารเพลผาตามยาว 
ท่ีมา: Warrier et al. (1994) 
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 สารที่เปนองคประกอบสําคัญของแฮม พบแอลคาลอยด 2 กลุม คือ protoberberines และ 
aporphines  protoberberines ที่พบมาก ไดแก berberine (ภาพที ่3) jatrarrhizine (ภาพที่ 4) และ 
tetrahydropalmatine  สวน aporphines ที่พบคือ erebanine (Keawpradub, 1992)  นอกจากนี้มแีอล
คาลอยดอ่ืนๆ เชน berberrubine, thalifendine,  palmatine (ภาพที ่5)  (Siwon et al., 1980) 
magnoflorine และ oxyberberine (Tushar et al., 2008) เปนตน สารที่พบมากบริเวณลําตนและราก 
คือ berberin (มนัสว ีและ วชิชุลดา, 2544)  การสกัดแฮมดวยเอทานอล 50 เปอรเซ็นตและ 80 
เปอรเซน็ต โดยวิธีการแช (maceration) การกลั่น (percolation) และซอกซเลต (soxhlet) พบวาการ
แชดวยเอทานอล 80 เปอรเซ็นต ให berberin มากที่สุด 3.37 ± 0.30 เปอรเซ็นตปริมาตรตอปริมาตร 
(Anonymous, 2001; Rojsanga, 2006)  berberin มีลักษณะเปนผลึกสีเหลือง (Narasimhan and Nair, 
2004)  นอกจากนี้พบ ceryl-alcohol, saponin, hentriacontane, sitosterol, palmitic acid, olelic acid 
และ sitosterol glucoside ดวย (Katti and Shintre, 1930; Siwon et al., 1980; Anonymous, 2001; 
Narasimhan and Nair, 2004) นอกจากแอลคาลอยดแลวยงัมีสารประกอบกลุม  N,N-
dimethyllindacarpine (Siwon et al., 1990), oxypalmitine, (-)-8-oxoisocorypalmine, (-)-8-
oxothaicanine, (-)-8-oxo-3-hydroxy-2,4,9,10-tetramethoxyberberin, และ (-)-8-oxocanadine 
(Pinho et al., 1992) 

 

 
 
ภาพที่ 3  โครงสรางทางเคมีของ berberin 
ท่ีมา: Tushar et al. (2008) 
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ภาพที ่4  โครงสรางทางเคมีของ jatrorrhizine 
ท่ีมา: Tushar et al. (2008) 
 

 
  
ภาพที ่5  โครงสรางทางเคมีของ palmitine 
ท่ีมา: Tushar et al. (2008) 
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1.1  berberine 
 
        berberine เปนสารแอลคาลอยดที่พบในพืชสมุนไพร เชน  Hydrastis canadensis, 
Coptis chinensis, Berberis aquifolium, B. vulgaris และขมิ้นเครือ Arcangelisia flava เปนตน พบ
บริเวณราก ลําตน และลําตนใตดิน มีฤทธิ์ดงัแสดงในตารางที่ 1 
 
ตารางที่ 1  ฤทธิ์ของ berberine ในพืชสมุนไพรบางชนิด 
 
ฤทธ์ิของ berberine        ความเขมขน                  ผลการยบัยั้ง                           อางอิง 

ยับยั้งการเจรญิ              0.31-100 μg/ml        Candida albicans                     Okunade et al. (1994) 
ของจุลินทรีย                 0.31-100 μg/ml        Cryptococcus neoformans       Okunade et al. (1994)
และโพรโตซัว               3.1-100 μg/ml          Staphylococcus aureus           Amin et al. (1969) 
                                      1-100 μg/ml             Babesia gibsoni                       Matsuura et al. (2005) 
                                                    -                  Escherichia coli                      Birdsall et al. (1997) 
                                                    -                  Vibrio cholera                         Anonymous (2000) 
                                                    -                  Giardia lamblia 
                                                    -                  Entamoeba histolytica 
                                                    -                  Trichomonas vaginalis 
                                                    -                  Leishmania donovani 
                                                    -                  Chlamydia trachomatis   
ความเปนพษิตอเซลล                  -                   การทํางานของ AP-1ใน          
                                                                         human cell lines                     Birdsall et al. (1997) 
                                                                         การทํางานของ                       
                                                                         cyclooxygenase-2                  
                                    >0.3 μM                       transcription                           Fukuda et al. (1999) 
                                    25-100 μM/L                เซลลเขาสูระยะ G0/G1          Xu et al. (2005) 
                                    5, 10, 25 μg/ml             ยับยั้งการเพิ่มจํานวน               
                                                                          murine melanoma  
                                                                          cell line B16                          Letasiova et al. (2005) 



 
   9 

ตารางที่ 1 (ตอ) 
 

ฤทธ์ิของ berberine         ความเขมขน                    ผลการยับยั้ง                                  อางอิง 

                                           50 μg/ml               พิษตอ Hela cell เล็กนอย             Youn et al. (2008) 
                                                                         คิดเปน 17 เปอรเซ็นต 
                                           50 μM                   มีความเปนพษิตอ hepatoma       Hwang et al. (2005) 
                                                                         HepG2 cells  
 
หมายเหตุ   -  =  ไมทราบความเขมขน 
  
 1.1.3  ความเปนพิษตอสัตวทดลอง  หนูทดลองที่ไดรับ berberine ปริมาณ 1 และ 5 
มิลลิกรัมตอน้ําหนักตวั 1 กิโลกรัม มีน้ําหนกัตัวไมแตกตางจากกลุมควบคุม แตถาไดรับปริมาณ 10  
มิลลิกรัมตอน้ําหนักตวั 1 กิโลกรัม นาน 5, 9, 12 และ 16 วัน น้ําหนกัตัวหนูลดลง 3.3, 5.8, 6.6 และ 
6.7  เปอรเซ็นต ตามลําดับ ดงันั้น berberine มีความเปนพิษกับหนูทดลอง ซ่ึงมีคา LD50 นอยกวา 50 
มิลลิกรัมตอน้ําหนักตวั 1 กิโลกรัม (Letasiova et al., 2005)    
 
 1.1.4  การใชประโยชนทางการแพทย  การนํา berberine ไปใชประโยชนดาน
การแพทยไมทําใหเกิดความเปนพิษ แตผลขางเคียงที่พบเมื่อไดรับ berberine ในปริมาณสูงคือ มีผล
เกี่ยวกับกระเพาะอาหารและลําไส เกิดโรคหอบหืด ความดันเลือดต่ํา มอีาการคลายเปนไข  ถาไดรับ 
berberine ในชวงตั้งครรภ จะมีผลตอการหดตัวของมดลกูและการแทง และทําใหทารกเปนโรคดี
ซาน ดังนั้นปรมิาณของ berberine ที่ใชรักษาโรคมีขนาด 200 มิลลิกรัม รับประทาน 2-4 คร้ังตอวัน 
(Birdsall et al., 1997; Anonymous, 2000) 
 
 1.2  สารสกัดแฮม 
  
        ปจจุบันมกีารนําแฮมมารับประทานกนัอยางแพรหลาย โดยเฉพาะภาค
ตะวนัออกเฉียงเหนือของประเทศไทยและสาธารณรัฐประชาธิปไตยประชาชนลาว มคีวามเชื่อวา
เมื่อนําแฮมมารับประทาน สามารถรักษาโรคเบาหวาน มะเร็ง ความดนัโลหิตสูงและต่ํา ขับสารพิษ
ตกคางในรางกาย ละลายไขมันอุดตันในหลอดเลือด ลดความอวน รักษาโรคกระเพาะอาหาร และ 
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โรคอื่น ๆ แตยงัไมมีการศึกษาสรรพคุณและความเปนพิษของแฮมตอเซลลปกติและโครโมโซม 
สวนในตางประเทศ ไดแก ประเทศอินเดยีมีการนําลําตน มาใชรักษาการอักเสบของบาดแผล    
เบาหวาน ภาวะดีซาน เปนไข และอาการออนเพลีย (Nair, 2005) ประเทศศรีลังกา ใชเปนยารักษา
โรคเบาหวาน (Punitha et al., 2005 ) ในประเทศเวียดนาม นํารากมาตมใชดื่มเพื่อรักษาอาการจุก
เสียด โรคกระเพาะอาหาร  ใชรักษาโรคบิด (Tran and  Stefan, 2001) ประเทศมาเลเซีย ใชดื่ม
หลังจากคลอดบุตร และใชรักษาโรคขออักเสบ ปวดตามขอ (Agusta, 2003) มีรายงานฤทธิ์ของสาร
สกัดแฮมดังนี ้
 
 1.2.1  ฤทธิ์ยับยั้งแบคทีเรีย รา ไวรัส และโพรโตซัว 
 
     สารสกัดแฮมดวยแอลกอฮอลที่ความเขมขน 10,000 ppm มีฤทธิ์ยับยัง้เชื้อรา  
Sphaceloma ampelinum ซ่ึงทําใหเกิดโรคสแคบในองุน (ณรงค และคณะ, 2549) เชนเดียวกับวรรณ
จันทร (มปป.) รายงานวา berberine ที่สกัดจากแฮมมีฤทธิ์ยับยั้งการเจริญเติบโตของเชื้อรากอโรคพืช 
Phytophthora parasitica,  Phytium spp., Colletotrichum gloeosporioides, Cercospora spp., 
Fusarium oxysporum และ Alternaria porri  มีคา IC50 เทากับ 48, 284, 1011, 653, 599 และ 101 
ppm ตามลําดับ  
 
     การตรวจสอบฤทธิ์ของสารสกัดแฮมดวยเมธานอล สารสกัดแฮมดวยน้ํา และ
สาร berberin บริสุทธิ์ในการตานแบคทีเรีย โดยวิธี filter paper disc diffusion  พบวา สาร berberin 
บริสุทธิ์มีฤทธิ์ยับยั้งแบคทีเรียไดดีที่สุด รองลงมาเปนสารสกัดแฮมดวยเมธานอล และสารสกัดแฮม
ดวยน้ํา เนื่องจากสารสกัดแฮมดวยเมธานอล มีปริมาณ berberin สูง สวนสารสกัดแฮมดวยน้ํามี
ปริมาณ berberrin ต่ํากวา (Nair et al., 2005)   เชนเดียวกบัฤดีวรรณ (2527) พบวาสารสกัดแฮมดวย
น้ํามีฤทธิ์ยับยัง้ Staphylococcus aureus  สวนสารสกัดอลัคาลอยดจากแฮมมีฤทธิ์ยับยั้ง Escherichia 
coli และ Propionibacterium aeruginosa  สารสกัดแฮมดวยแอลกอฮอล มีฤทธิ์ยับยั้ง P.  acnes  และ  
S. epidermidis มีคา MIC เทากับ 0.049 และ 0.165 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร ตามลําดับ (Kumar et al., 
2007) มีรายงานวาสารสกัดแฮมซ่ึงสกัดโดยวิธี spray dry มีฤทธิ์ยับยั้ง Microbacterium tuberculosis 
H37Rv,  M. tuberculosis H37Ra, M. tuberculosis MDR และ M. avium ATCC 25291 ไดดีกวาสกัด
ดวยแอลกอฮอล 50 เปอรเซ็นต โดยมีคา MIC เทากับ 3.125, 1.565, 1.565 และ 0.781 มิลลิกรัมตอ
มิลลิลิตร ตามลําดับ (ธนาวฒุิ, 2547) นอกจากนี้สาร berberin จากแฮม สามารถยับยั้ง Clostridium 
tetani ได (Palasuntheram et al., 2005) 
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 สวนฤทธิ์การยับยั้งไวรัส มีรายงานวาสารสกัดแฮมดวยแอลกอฮอลสามารถยับยั้ง 
Herpe Simplex Virus type 1 (HSV-1) ใน Vero cell (Ekalaksananan, 2006)  และสารสกัดแฮมดวย
เมทานอลสามารถยับยั้งการเจริญเติบโตของ Plasmodium falciparum  strain FCR-3 ซ่ึงเปนโพรโต
ซัวกอใหเกิดโรคมาลาเรีย  ซ่ึงมีคา EC50 อยางนอย 0.5 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร  
(Tran et al., 2003) 

 
 1.2.2  ฤทธิ์การลดน้ําตาลในเลือด 
 
  แฮมมีประสิทธิภาพการลดน้าํตาลในเลือด  เนื่องจากมี jatrorrhizine และ 
berberine เปนองคประกอบหลัก (นภาพรรณ, 2546)  สารสกัดแฮมดวยแอลกอฮอล ขนาด 250 -
1,000 มิลลิกรัมตอน้ําหนกัตวั 1 กิโลกรัม สามารถลดน้ําตาลในเลือดของหนูปกติ และขนาด 500 
มิลลิกรัมตอน้ําหนักตวั 1 กิโลกรัม สามารถลดน้ําตาลในเลือดของหนทูี่เปนเบาหวานดวยวิธี oral 
glucose toterance test (OGTT) โดยมีกลไกการออกฤทธิ์ผานทางการกระตุนการหลั่งอินซูลินจาก
ตับออน และยบัยั้งการทํางานของเอนไซมมอลเตสและซูเครส (วัลยา, 2549) เชนเดยีวกับ ศุภเกต 
(2547) ที่พบวาแฮมขนาด 500 และ 1,000 มิลลิกรัมกรัมตอน้ําหนกัตัว 1 กิโลกรัม สามารถลดน้ําตาล
ในเลือดของหนูขาวที่เปนเบาหวานได แตไมลดระดับน้าํตาลในเลือดของหนูขาวปกติ และไมมีผล
ตอภาวะระดับน้ําตาลในเลือดสูงอยางเฉียบพลันทั้งในหนูขาวที่เปนเบาหวานและหนูปกติ หนูที่เปน
เบาหวานกลุมที่ไดรับอินซูลินมีน้ําหนักตวัเพิ่มขึ้น แตกลุมที่ไดรับแฮมน้ําหนกัตัวไมเพิ่ม ผล
การศึกษาฤทธิข์องแฮมตอโครงสรางระดับจุลกายวิภาคของอวัยวะที่สําคัญ พบวาทําใหเซลลตับ 
และเซลล islets ของตับออนในหนูที่เปนเบาหวาน ที่ถูกทําลายดวย streptozotocin (STZ) ฟน
กลับคืนได มีรายงานวาสารสกัดแฮมดวยเอทานอลที่ความเขมขน 500 มิลลิกรัมตอน้ําหนักตวั 1 
กิโลกรัม มีฤทธิ์ในการลดน้ําตาลในเลือดของหนูที่เปนเบาหวาน และมแีนวโนมลดระดับ
โคเลสเตอรอลและไตรกลีเซอไรด เพิ่มระดบั High density lipoprotein (HDL) ในกระแสเลือด แตมี
ผลเสียตอการทํางานของไต (วัลยา และคณะ, 2548) 
 
  สารสกัดแฮมดวยน้ํามีฤทธิ์ลดระดับน้ําตาลกลูโคสในเลือดไดเชนเดยีวกับสาร
สกัดดวยแอลกอฮอล จากการทดลองโดยวธีิ glucose tolerance test พบวาสารสกัดที่ความเขมขน 
100, 250, 500, 750 และ 1,000 มิลลิกรัมตอน้ําหนกัตัว 1 กิโลกรัม สามารถลดระดับน้าํตาลในเลือด
ของหนูปกติอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ ที่เวลา 30 นาที หลังจากปอนสารละลายกลูโคส ขนาด 1,000 
กรัมตอน้ําหนกัตัว 1 กิโลกรัม คิดเปน 10.40, 10.97, 10.80, 11.57 และ 14.75 เปอรเซ็นต ตามลําดับ 
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เมื่อเปรียบเทียบกับกลุมควบคุมซ่ึงปอนน้ํากลั่น และเมื่อทดสอบความเปนพิษเบื้องตนในหนูขาว
เพศผู พบวาสารสกัดมีคา LD50 มากกวา 2,000 มิลลิกรัมตอน้ําหนกัตัว 1 กิโลกรัม (อังคณา, 2545) 
แตจากการศึกษาของ สาลิกา และคณะ ( 2547) พบวาที่ระดับความเขมขน 30, 60 และ 90 มิลลิกรัม
ตอน้ําหนกัตัว 1 กิโลกรัมตอวัน สามารถลดปริมาณกลูโคสและโคเลสเตอรอลในเลือดได โดยไมมี
ผลกระทบตอการทํางานของไต และระบบเลือดของหนูขาว  และสารสกัดแฮมความเขมขน 50 และ 
100 มิลลิกรัมตอน้ําหนกัตัว 1 กิโลกรัม ที่ไดรับนาน 60 วัน สามารถลดระดับน้ําตาลกลูโคส และ
เพิ่มระดับอินซูลินในเลือดได (Umamahoswari and Prince, 2007) 
 
 1.2.3  ฤทธิ์ตานการเพิ่มจํานวนเซลล  
 
     สารสกัดแฮมมีฤทธิ์ตานการเพิ่มจํานวนเซลล (antiproliferation) จากการทดสอบ
กับ human HT-1080 fibrosarcoma ทําใหเซลลมีรูปรางเปลี่ยนแปลงไป เกิดดเีอ็นเอแตกหกั 
เหนีย่วนําใหเซลลตายแบบ apoptosis (Ueda et al., 2002)  จากการทดสอบสมุนไพรจากประเทศ
เวียดนาม พบวา สารสกัดแฮมดวยเมธานอลสามารถยับยั้งการเพิ่มจํานวนเซลล Human HT-1080 
Fibrosarcoma และ  Murine Lewis Lung Carcinoma (LLC)โดยมีคา EC50 11.7 และ 1.65 
ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร ตามลําดับ สวนสารสกัดแฮมดวยเมทานอลตอน้ํา อัตราสวน 1:1  สามารถ
ยับยั้งการเพิ่มจํานวนเซลล Human HT-1080 Fibrosarcoma, Human Lung A549 Adenocarcinoma 
และ Murine Lewis Lung Carcinoma  มีคา EC50 18.1, 2.88 และ 2.84 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร 
ตามลําดับ (Ueda et al., 2002)  เชนเดียวกับ Narasimban and Nair (2005) รายงานวาสารสกัดแฮม
ดวยเมทานอล มีความเปนพษิตอ L929 fibroblast cell มากกวาสารสกัดดวยน้ําที่ความเขมขน 200
ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร และสารสกัดแฮมดวยแอลกอฮอล 95 เปอรเซ็นต ที่ความเขมขน 5-2,500 
ไมโครกรัมตอมิลลิกรัม มีฤทธิ์ยับยั้ง Hep2 cell line มีคา IC50 ที่ 5 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร 
(Kamkaen et al., 2006)   

 
 1.2.4  ฤทธิ์กอการตายของเซลล 
  
     หนูขาวเพศผูที่ไดรับสารสกัดแฮมดวยแอลกอฮอล ความเขมขน 5, 10 และ 20 
มิลลิกรัมตอน้ําหนักตวั 1 กิโลกรัม เปนเวลา 2 สัปดาห พบวาเซลลประสาทและเซลลประสาทโคลิ
เนอรจิก (cholinergic neuron)ในสมองสวนซีรีบรัล คอรเทกซ (cerebral cortex) สตรัยอะตรัม 
(striatum)  และฮิปโปแคมปส (hippocampus) ถูกทําลายอยางมาก มีผลตอระบบประสาทสวนกลาง 
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ถาสัตวทดลองไดรับสารสกัดแฮมเพยีงครัง้เดียวจะทําใหมีพฤติกรรมการทําซํ้าๆ เพิ่มขึ้น แตถา
ไดรับสารสกัดแฮมติดตอกนั 14 วัน อาการดังกลาวลดลง แตมีอาการซึมเศราเพิ่มขึ้น (นงนุช, 2548)  
เชนเดยีวกับ Wattanathorn  et al. (2006) รายงานวาหนทูี่ไดรับสารสกัดแฮมดวยแอลกอฮอล ความ
เขมขน 5, 10 และ 20 มิลลิกรัมตอน้ําหนักตัว 1 กิโลกรัม นาน 14 วัน น้าํหนักตวัของหนูเพิ่มขึน้ แต
ความหนาแนนของเซลลประสาทในซีรีบรัล คอรเทกซ  ฮิปโปแคมปส  และสตรัยอะตรัมลดลง 
ดังนั้นสารสกดัแฮมมีสมบัตเิปนพิษตอระบบประสาท และสามารถชักนําใหเกิดการเปลี่ยนแปลง
พฤติกรรมของหนู  นอกจากนี้ฤทธิ์ของสารสกัดแฮมดวยเมธานอล สามารถเหนี่ยวนาํใหเกิดพษิตอ
ตับของหนูทดลองที่ความเขมขน 60 มิลลิกรัมตอน้ําหนกัตัว 1 กิโลกรัม เมื่อไดรับนาน 90 วัน 
(Venukumar and Latha , 2004)  
   
    สวนฤทธิ์ของสารสกัดแฮมดวยน้ํา มีผลทําใหหลอดเลือดของหนูขาวคลายตัว 
แตไมทําใหเกดิพิษ พบวาสัตวทดลองที่ไดรับแฮมขนาด 5,000 มิลลิกรัมตอน้ําหนักตัว 1 กิโลกรัม มี
น้ําหนกัตัวเพิม่ขึ้นไมแตกตางจากกลุมควบคุม และอวยัวะภายในไมมกีารเปลี่ยนแปลง สวน
สัตวทดลองที่ไดรับแฮมขนาด 2,500 มิลลิกรัมตอน้ําหนกัตัว 1 กิโลกรัมตอวันเปนเวลานาน 90 วัน 
พบวาสารสกัดแฮมไมเปนพิษตอระบบประสาท แตทําใหคา hemoglobin (HGB) และ hematocrit 
(HCT) ในเลือดลดลง  (Wongcome et al., 2007)  
  
 1.2.5  ความเปนพิษของสารสกัดแฮม 
 
     สิทธิชัย (2546) รายงานวาหนูขาวทีไ่ดรับแฮมที่ขนาดความเขมขน 5, 50, 500 
และ 2,000 มิลลิกรัมตอกิโลกรัม  ไมกอใหเกิดพษิแบบเฉยีบพลัน และไมกอใหเกิดการเปลี่ยนแปลง
ระดับ serum glutamic oxalic transaminase (SGOT), serum glutamic transaminase (SGPT), 
bilirubin, blood urea nitrogen (BUN), creatine และ electrolytes ในเลือด ไมมีการเปลีย่นแปลง
คุณภาพและจาํนวนของสเปรม  และไมพบการเปลี่ยนแปลงโครงสรางระดับจุลกายวิภาคของตับ 
ไต หัวใจ ปอด และอัณฑะ แตพบวาสารสกัดแฮมที่ขนาด 500 และ 2,000 มิลลิกรัมตอน้ําหนกัตัว 1 
กิโลกรัม สามารถลดน้ําหนกัตัวของหนูขาวอยางมนีัยสําคัญทางสถิติ สวนหนูทีไ่ดรับสารสกัดแฮม
มีอัตราการเคลื่อนที่ของสเปรมเพิ่มมากขึ้น ทําใหมีชีวิตรอดมากกวากลุมควบคุมอยางมนีัยสําคัญ 
ดังนั้นแฮมเปนสารไมกอใหเกิดอาการพษิและการตายของสัตวทดลอง  เชนเดยีวกบัการทดลองของ
เทวรัตน (2547) พบวา หนูขาวที่ไดรับแฮมขนาด 100, 200, 300 และ 400 มิลลิกรัมไมมีผลตอการ
เพิ่มน้ําหนักตวัตลอดระยะเวลาที่ไดรับสาร 30 วัน ไมกอใหเกดิการเปลี่ยนแปลงของระดับ alanine 
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aminotransferase (ALT), aspatate aminotransferase (AST), billirubin, BUN, creatine และ 
electrolytes ในเลือด แตพบกลุมหนูขาวทีไ่ดรับสารสกัดแฮมมีการเพิม่อัตราการเคลื่อนที่และการมี
ชีวิตรอดของสเปรมมากกวากลุมควบคุมอยางมีนัยสําคญั ไมพบพยาธสิภาพของโครงสรางระดับจลุ
กายวิภาคของไต หัวใจ ปอด และตับออน แตเซลลตับมีแวคิวโอล (vacuole) เพิ่มขึ้นเปนจํานวนมาก 
โดยเฉพาะบริเวณโซนที่ 1 ของตับ และจํานวนชัน้ของ germ cell ใน seminiferous tubule เพิ่มขึ้น
ดวย  
 
 นอกจากนี้มีการนําแฮมไปใชประโยชน เชน ประเทศมาเลเซียนําผงสีเหลืองของแฮมไปใช
ในการยอมผา (Warrier et al., 1994) ใชเปนสวนผสมเครื่องสําอางค เชน ยาสระผม สบู และ ครีม
อาบน้ํา เปนตน และเครื่องดืม่น้ําสมุนไพร (Guanthilake and Gunathilake, 1980) รากใชไลแมลง 
(Anonymous, 2001) ผลเปนอาหารของลิงอุรังอุตัง ชะนี นก (Anonymous, 2000; Agusta, 2003)   
 
2.   Keratinocyte  stem cell 
  
 keratinocyte เปนเซลลที่พบมากบริเวณ epidermis  ประมาณ 85 เปอรเซ็นต เจริญมาจาก 
ectoderm เซลลมีลักษณะกลมแบน นวิเคลยีสขนาดใหญ ทําหนาที่สรางโปรตีน keratin และเก็บ
สะสมไวในไซโทพลาซึม มี keratin  intermediate  filament  อยูในไซโทพลาซึมเรียกวา 
tonofilament  เปนโปรตีนทีม่ีน้ําหนกัโมเลกุล 40-70 กิโลดาลตัน ซ่ึงแบงออกไดเปน 2 กลุม คือ  
keratin  ที่มีความเปนกรด (acidic  keratin; Type I, k10 ถึง k20)  และ keratin ที่มีความเปนกลางถึง
เปนดาง (basic-to-neutral  keratin; Type II, k1 ถึง k9) โดยยีนที่ควบคุม keratin ที่มีความเปนกรด   
อยูที่โครโมโซม  17q12-q21   และยนีที่ควบคุม keratin ที่มีความเปนกลางถึงเปนดางอยูที่
โครโมโซม 12q11-q13   (Miller et al., 1999)  
 
 keratinocyte เกิดจากการแบงตัวของ basal cell ซ่ึงเปนเซลลที่อยูช้ันลางสุดของ   epidermis  
เมื่อเซลลมีการเจริญเติบโต  (development)  และมีแปรสภาพมากขึ้น  (differentiation)   ก็จะเคลื่อน
ออกมาชั้นบนขึ้นเรื่อย ๆ  เพิม่ขนาดใหญขึ้นและแบนราบ  มีการเปลี่ยนแปลงระบบเมแทบอลึซึม
ของเซลล สรางโปรตีนและไขมันที่มีลักษณะเฉพาะ  เยื่อหุมเซลลเปลี่ยนแปลง แตยังคงมีโปรตีน
และชั้นไขมนัที่เยื่อหุมเซลล นิวเคลียสสลายตัว รวมทั้งออรแกเนลลดวย และสูญเสียน้ําออกจาก
เซลล ทําใหเซลลตาย จึงมีช่ือเรียกวา corneocyte ซ่ึงมีเฉพาะ keratin  filament และ matrix protein  
อยูในเซลลเทานั้น  หลังจากนี้ corneocyte ก็จะลอกหลุดออกไปกลายเปนขี้ไคล (keratin)   ดวย
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กระบวนการ  keratinization  เมื่อเซลลมีการเปลี่ยนแปลงและเคลื่อนตัวออกมาชั้นบนเรื่อย ๆ  ทําให
สามารถแบง epidermis ออกเปนชั้นตาง ๆ โดยแตละชั้นก็จะมี keratinocyte อยูในระยะตางๆ ของ
การเปลี่ยนแปลง  ดังนี้ (กรรณิการ, 2548) 
  
 1.  stratum germinativum อยูช้ันลางสุด มีโครงสราง basal lamina  ยึดชัน้นี้ติดกับชั้น 
dermis  ประกอบดวย basal  cell เรียงตัวช้ันเดียว   เปนเซลลที่มีความสามารถในการแบงตัวสูง 
รูปรางเซลลเปนทรงกระบอก (columnar-shaped) มีนิวเคลียสขนาดใหญ  มี keratin  filament  ขนาด
เล็กบาง จับกลุมอยูรอบ ๆ นิวเคลียส   และยึดติดกับ desmosome  นอกจากนีย้ังยดึติดกับ
hemidesmosome ซ่ึงเปนโครงสรางที่ยึดระหวาง basal  cell  กับ  dermis  ดานลาง  hemidesmosome    
นี้เปนสวนหนึง่ของ basal  lamina  ภายในไซโทพลาสซึมของเซลลมีไรโบโซมจํานวนมาก  แตมี 
rough endoplasmic  reticulum (RER) และ mitochondria  นอย  สวน Golgi  apparatus  มีขนาดเล็ก  
 
 2.  stratum spinosum  ประกอบดวย  keratinocyte ที่มีขนาดใหญรูปรางหลายเหลีย่ม มี
ลักษณะคลายหนามยืน่ออกมาจากผิวเซลล (spine) ช้ันนี้ประกอบไปดวยเซลลเรียงตัวกันหนา
ประมาณ 5-10 ช้ัน  โดยเซลลที่อยูติดกับชัน้ basal  cell  มากที่สุดเปนเซลลที่มีอายุนอย  มีรูปราง
หลายเหลีย่ม นิวเคลียสมีรูปรางกลม   สวนเซลลที่อยูบนมีขนาดใหญกวา มีลักษณะแบนราบ มีการ
สรางแกรนูล ชนิดใหมเรียกวา lamella granule หรือ membrane-coating granule (MCG) หรือ 
odland bodies หรือ keratinosome  กระจายอยูทั่วไปพบมากบริเวณใกล Golgi complex ทําหนาที่
สรางไขมันที่อยูระหวางเซลล   ขอบของเซลลที่มีรูปรางคลายหนาม คอื  desmosome มี keratin 
filament มายึดติดอยู โดย desmosome เปนตัวยดึเซลลไวดวยกัน  เซลลในชั้น stratum  
germinativum  และ stratum spinosum รวมเรียกวา stratum malpighi  (malphighian  layer)  ซ่ึงจะ
เคล่ือนตัวขึ้นไปชั้นบนกวากลายเปนชั้นที่มช่ืีอเรียกวา stratum granulosum  
  
 3.  stratum granulosum  (granular  cell  layer)  เปนชั้นเซลลที่มีรูปรางคอนขางแบน 
ภายในไซโทพลาซึม ประกอบดวย basophilic granule จาํนวนมาก มีช่ือวา keratohyaline  granule  
ในชั้นนี้ granular  cell เรียงตวักัน 3-5 ช้ัน  ภายในเซลลมี keratohyalin  granule จํานวนมาก  
ประกอบดวย  profilaggrin, keratin, intermediate  filament และ loricrin โดยที่ profilaggrin เร่ิม
สรางในชั้น granular cell  และถูกเปลี่ยนโดยกระบวนการ proteolysis  เปน filaggrin  ตรงตําแหนง
ที่เซลลจะเปลี่ยนจาก granular cell ไปเปน corneocyte และไดเปน filaggrin อยูในชั้น stratum 
corneum โดยทําหนาที่ยดึระหวาง keratin filament ทําใหเกิดเปนรางแหของ keratin ที่แข็งแรง
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สมบูรณ  สวน loricrin เปนโปรตีนชนิดที่ไมละลายน้ําอยูใน keratohyaline  granule มี sulfur  
glycine/serine  มาก โปรตีนนี้ถูกสรางในชัน้ granular cell  ตอไปจะกลายเปนองคประกอบหลัก
ประมาณ 75 เปอรเซ็นตของเยื่อหุม corneocyte  ในชั้น stratum corneum เรียกวา cornefied cell  
envelope  (CE) ทั้ง  filaggrine,  keratin  filament  และ cornefied  cell  envelope รวมเปนโครงสราง
ที่แข็งแรงของ keratin  ขณะเดียวกัน MCG  ซ่ึงเริ่มสรางในชั้น stratum spinosum ช้ันบน  เมื่อเซลล
เคล่ือนมาอยูตรงตําแหนงทีจ่ะเปลี่ยนจาก granular  cell  ไปเปน corneocyte (granular-cornefied  
interface)  จํานวน MCG จะ เพิ่มมากขึ้นและเริ่มเชื่อมตอกับเยื่อหุมเซลล แลวปลอยสารที่บรรจุอยู
ภายในออกมาอยูระหวางเซลล (intercellular space)    สารนี้ประกอบดวย glycolipid, sterol และ 
phospholipid  มีหนาที่ไปเคลอืบ corneocyte ไว (intercellular  cementing substance) ชวยปองกนั
การสูญเสียน้ําออกจากเซลล ทําใหเซลลยึดติดกันอยางมปีระสิทธิภาพ และมีผลตอการดูดซึมยาที่
ทาบนผิวหนังดวย  
 
 4.  stratum corneum (horny layer หรือ cornified layer) ประกอบดวยเซลล  corneocyte    
ซ่ึงเปลี่ยนแปลงมาจาก granular cell   เมื่อเปล่ียนเปน   corneocyte  จะสูญเสียน้ําหนกัประมาณ 45-
86 เปอรเซ็นต ทําใหเห็นขอบเขตของเซลลที่อยูติดกันคลายรางแห  ภายในเซลลไมมีออรแกเนลล  
ยกเวน keratin ที่สมบูรณ เซลลในชั้นนี้มีขนาดใหญที่สุดใน epidermis มีหนาที่ปกปองผิวจาก
อันตรายภายนอก ปองกันการสูญเสียน้ํา และเปนทางผานของยาหรือสารตาง ๆ จากภายนอก ในชั้น
นี้  desmosome ซ่ึงยึดระหวางเซลลจะเริ่มถูกทําลาย  ทําใหแตละเซลลแยกจากกัน กระบวนการนี้
เรียกวา desquamation คือ การลอกหลุดของ corneocyte ออกไปเปนขีไ้คล  ช้ัน stratum  corneum  
นี้มีความหนาบางแตกตางกนัในแตละบริเวณของรางกาย  ผิวหนังที่จดัเปน thick skin มีช้ัน 
corneum  หนา พบที่บริเวณฝามือฝาเทา  โดยปกติถาชั้น corneum หนา ช้ัน granular cell  ก็จะหนา
ตามไปดวย สวนบริเวณผิวหนังที่จดัเปน thin skin มีช้ัน corneum บาง  ช้ัน granular  cell  ก็จะบาง
ไปดวย บริเวณฝามือฝาเทาที่จัดเปน thick skin นั้น มีช้ัน stratum  lucidum  เพิ่มขึ้นมาอีก 1 ช้ัน  ซ่ึง
ช้ันนี้ไมพบใน thin skin ทั่วไป 
  
  5.  stratum lucidum  เปนชัน้บาง ๆ  แทรกอยูระหวางชัน้ granular cell และ stratum  
corneum  พบเฉพาะบริเวณฝามือฝาเทาเทานั้น เซลลในชัน้นี้จะไมม ีnucleus และ organelles แตจะ
มี keratin filaments อยูหนาแนน และเปนเซลลที่เสื่อมสภาพแลว 
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3.  กระบวนการแบงเซลล   
       
 3.1  วัฏจักรเซลล (cell cycle) 
  
         เซลลมีการเพิ่มจํานวนผานทางกระบวนการแบงตวัของเซลลที่เรียกวา วัฏจักรเซลล 
ในแตละวัฏจกัรมีการเพิ่มจํานวนของเซลลจากหนึ่งเปนสอง วัฏจักรเซลลประกอบดวยระยะ
อินเตอรเฟส (interphase) และระยะการแบงเซลล ระยะอนิเตอรเฟสแบงออกเปน 3 ระยะ คือG1 
(first gap), S (synthesis) และ G2 (second gap)  ระยะการแบงเซลล แบงออกเปน 2 ระยะคือ การ
แบงนิวเคลียส (mitosis หรือ karyokinesis) ซ่ึงประกอบดวยระยะ prophase, metaphase, anaphase 
และ telophase และการแบงไซโทพลาซึม (cytokinesis) รวมทั้งระยะพกั (quiescence stage หรือ G0 
phase) (สิทธิศักดิ,์ 2549) 

 
     ระยะอนิเตอรเฟส เปนระยะทีใ่ชเวลานาน มีระยะตาง ๆ ดังนี้ (ประดษิฐ, 2546; ลัดดา, 

2547)  
  
                 1.  ระยะ G1 เปนระยะตั้งแตเสร็จสิ้นการแบงเซลลจนเขาสูระยะ S โดยระยะเวลาของ
ระยะ G1 แตกตางกันขึ้นกับชนิดของเซลล  เซลลที่แบงตัวเร็วมีระยะเวลาสั้นกวาเซลลที่แบงตัวชา 
ในระยะ G1 เซลลมีการสังเคราะหอารเอน็เอ (RNA) และโปรตีนที่จาํเปนสําหรับจําลองดีเอ็นเอ เชน 
ฮีสโตน 5 ชนิด คือ H1, H2A, H2B, H3 และ H4 แตมีฮสีโตนที่สังเคราะหใน G1 เพียง 5 เปอรเซ็นต
เทานั้น สวนใหญสังเคราะหในระยะ S และเอนไซมที่ทําหนาที่ในกระบวนการจําลองโมเลกุลดีเอ็น
เอ เปนตน 

 
 2.  ระยะ S เปนระยะตั้งแตเซลลเร่ิมมีการจําลองดีเอ็นเอจนเสร็จสิ้นไดเปน 2 เทา การ

จําลองโมเลกุลดีเอ็นเอ ( DNA replication) เร่ิมตนดวยเอนไซมเฮลิเคส (helicase) ทําหนาที่สลาย
พันธะไฮโดรเจน (H-bond) เพื่อใหเกลียวคูของดีเอ็นเอแยกออกจากกัน จากนั้นโปรตนีเฮลิกซดีสเต
บิไลซิง (helix destabilizing protein) จะเขาไปจับกับดเีอน็เอสายเดีย่วเพื่อปองกันไมใหกลับคืนเปน
เกลียวคูอีก และมีเอนไซมดเีอ็นเอไจเรส (DNA gyrase) ทําหนาที่คลายปมเหนือจดุแยก (replication 
fork) โดยการตัดสายหนึ่งของดีเอ็นเอออก เพื่อทําใหเกดิการคลายเกลยีวและคลายปมแลวจึงทํา
หนาที่ตอจดุทีต่ัดนั้นกลบัเขาไปดังเดิม บริเวณที่โปงออกของสายดีเอ็นเอนั้นจะเปนจดุเริ่มการ
จําลองโมเลกุล โดยมีเอนไซมไพรเมส (primase) สรางสายอารเอ็นเอเริ่มตน (RNA primer) แลวดี



 
   18 

เอ็นเอพอลิเมอเรส 3 (DNA polymerase III) ทําหนาที่เติมนิวคลีโอไทดที่ปลายดาน 3’-OH ของสาย
อารเอ็นเอเริ่มตนในทิศทาง 5’ -> 3’ ตามทิศทางของการคลายเกลียว โดยใชดีเอ็นเอสายเดิมเปน
แมแบบ ทําใหไดดีเอ็นเอสายใหมยาวตลอด เปนสายนํา (leading strand)  

 
 สําหรับพอลินิวคลีโอไทดสายใหมอีกสายหนึ่งไมสามารถสรางตอเนื่องกันเปนสายยาว

ตลอดไปได เพราะทิศทางการสรางสวนกับทิศทางการคลายเกลียวของโมเลกุลดีเอ็นเอเดิม จึงมีการ
สรางพอลินิวคลีโอไทดสายสั้นๆ เรียกวาโอคาซากิแฟรกเมนท (Okazaki fragment) ซ่ึง
ประกอบดวยนิวคลีโอไทดประมาณ 1,000 ถึง 2,000 นิวคลีโอไทดขึ้นมากอน แลวจงึมาตอกันเปน
สายยาว เพื่อใหทิศทางการสรางเปนแบบ 5’ -> 3’ เชนกัน เรียกสายนี้วาสายแลกกิง (lagging strand) 
หลังจากนัน้เอนไซมดีเอ็นเอโพลีเมอเรส 1 (DNA polymerase I) ตัดสายอารเอ็นเอเริ่มตนออก แลว
เติมนิวคลีโอไทดที่ปลาย 3’-OH ของสายโอคาซากิแฟรกเมนท จนกระทั่งเหลือชองวางเฉพาะปลาย 
3’-OH และ 5’-PO4 หรือที่เรียกวา นิค (nick) เทานั้น สุดทายเอนไซมดเีอ็นเอไลเกส (DNA ligase) 
จะเชื่อมปลาย 3’-OH และ 5’-PO4 เขาดวยกนัดวยพันธะเอสเตอร (ester bond) ไดดเีอ็นเอสายยาว
ตลอดสาย เมื่อการจําลองโมเลกุลของดีเอ็นเอเสร็จสิ้น โครโมโซม 1 แทงประกอบดวย 2 ซิสเตอร
โครมาทิด (sister chromatid) ยึดติดกันที่เซนโทรเมียร (centromere) จึงมีจํานวนดีเอน็เอเปน 2 เทา
ของปกติ นอกจากนีใ้นตนระยะ S ยังมีการสังเคราะหโปรตีนฮีสโตน และนอนฮีสโตนเพิ่มมากขึน้
ในขณะที่มีการจําลองดีเอ็นเอ  

 
 3.  ระยะ G2 เปนระยะที่เร่ิมหลังจากการสงัเคราะหดเีอ็นเอไดส้ินสุดลง ระยะนี้เซลลมี

ดีเอ็นเอเพิ่มขึน้เปน 2 เทา มีการสังเคราะหอารเอ็นเอ สังเคราะหโปรตีนที่จําเปนตอการแบง
นิวเคลียส  โปรตีนฮีสโตนประมาณ 8 เปอรเซ็นต และสังเคราะหไคนโีทคอร (kinetochore) 

 
ระยะการแบงเซลล เปนการแบงตัวของเซลลรางกาย ประกอบดวย 2 กระบวนการคือ การ

แบงนิวเคลียส และแบงไซโทพลาซึม  ซ่ึงการแบงเซลลแบบไมโทซิสนั้นเซลลลูกสองเซลลที่ไดจะ
มีจํานวนและลักษณะของโครโมโซมเหมือนกับเซลลพอแมทุกประการ  สามารถแบงออกเปนระยะ
ตาง ๆ ดังนี้ (ประดิษฐ, 2546) 

 
 1.  โพรเฟส (prophase) ระยะนี้โครโมโซมขดสั้นและหนาขึ้น ทําใหเห็นโครโมโซม
ชัดเจนอยูในนวิเคลียส  แตละโครโมโซมมี 2 โครมาทิด ซ่ึงติดกันตรงตําแหนงเซนโทรเมียร 
ตําแหนงนี้เปนตัวกําหนดชนิดของโครโมโซมเปน 4 ชนิด คือ metacentric, submetacentric, 
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acrocentric และ telocentric  โดย metacentric เปนโครโมโซมที่มีแขนทั้งสองขางยาวเทากนั 
submetacentric เปนโครโมโซมที่มีแขนทั้งสองขางยาวไมเทากัน acrocentric มีเซนโทรเมียรคอน
ไปทางปลายของโครโมโซม และ telocentric  มีแขนเพยีงขางเดียวเพราะมีเซนโทรเมยีรอยูตอน
ปลายของโครโมโซม  ในระยะนี้คูของเซนทริโอล (centriole) เร่ิมเคลื่อนยายไปยังขัว้ตรงกันขาม
ของเซลล ขณะเดยีวกันมีการสรางเสนใยสปนเดิล (spindle fiber)  ในตอนทายของระยะนี้จะไมพบ
นิวคลีโอลัสเนื่องจากสลายตวัอยูภายในนวิลีโอพลาซึม และเยื่อหุมนิวเคลียสเริ่มสลาย 
  

 2.  เมทาเฟส (metaphase) โครโมโซมขดตัวและหนาขึน้แลวเคลื่อนมาอยูบริเวณแนว
กลางเซลล (equatorial plate)  แตละเซนโทรเมียรมีสายใยสปนเดิลมายึดไว โดยไมโครทูบูลที่เปน
สวนประกอบของสายใยสปนเดิลจับที่ไคนีโทคอรของโครโมโซมแตละแทง ไมโครทูบูลที่จับ
ระหวางไคนีโทคอรกับขั้วเรียกวา ไคนีโทคอรไมโครทูบูล (kinetochore microtubule) สวนไมโคร
ทูบูลที่จับระหวางขั้วทั้งสองเรียกวา พอลารไมโครทูบูล (polar microtubule) โดยปลายอีกขางหนึ่ง
ของสปนเดิลส้ินสุดที่ขั้วของเซลลในบริเวณเซนตริโอล ระยะนี้โครโมโซมขดสั้นมากที่สุด และเปน
ระยะทีเ่หมาะอยางยิ่งในการศึกษาจํานวน และรูปรางของโครโมโซม  

 
 3.  แอนาเฟส (anaphase) เซนโทรเมียรของซิสเตอรโครมาทิดทั้งสองของแตละ
โครโมโซมแยกออกจากกัน เกิดจากการหดตัวของสายใยสปนเดิล และเซนตริโอลขยับหางออกจาก
กันแลวเคลื่อนไปคนละขั้วเซลล ปรากฎเห็นโครโมโซมแยกเปน 2 กลุม แตละกลุมมจีํานวน
โครโมโซมเทากัน และแตละโครโมโซมประกอบดวยโครมาทิดจํานวน 1 แทง กรณเีกิดความ
ผิดปกติที่โครโมโซมที่ประกอบดวย 2 เซนโทรเมียร สังเกตไดวามีโครโมโซมยึดยาวเปนสะพาน
เชื่อมระหวางสองขั้วของเซลล ซ่ึงในตอนปลายระยะแอนาเฟสโครโมโซมจะขาดออก เรียกวา 
laggard   การเคลื่อนที่ของโครโมโซมเขาสูขั้วเซลลเกี่ยวของกับ 2 กลไกคือ แอนาเฟส เอ (anaphase 
A) เปนการลดความยาวของสายใยสปนเดลิ ระหวางไคนีโทคอรกับขั้ว และแอนาเฟส บี (anaphase 
B) เปนการแยกของขั้วทั้งสองใหหางกันมากขึ้น (ลัดดา, 2547) 

 
        4.  เทโลเฟส (telophase) โครโมโซมที่แยกไปอยูคนละขั้วเซลลจะเริ่มคลายการขดตัว
และขยายยาว เร่ิมเห็นเยื่อหุมนิวเคลียสมาลอมแตละกลุมของโครโมโซม ภายหลังเมื่อมีการแบง
นิวเคลียสแลวมีการแบงไซโทพลาซึม ในเซลลสัตวพบวาเยื่อหุมเซลลจะคอดตรงกลางแลวแยก
ออกเปนสองเซลล สําหรับเซลลพืชมีการสรางผนังเซลล มีลักษณะเปนผนังบางกั้นตรงกลาง ตอมา
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มีเซลลูโลสมาสะสมจนเปลี่ยนสภาพเปนผนังเซลลที่แข็งแรง เมื่อส้ินสุดการแบงเซลล เซลลแม
เร่ิมตน 1 เซลล แบงไดเซลลลูกจํานวน 2 เซลล 
 
 วัฏจักรเซลลและชวงเวลาตาง ๆ ในวัฏจักรเซลล ไดแก ระยะ G1, S, G2 และ M สามารถหา
ไดโดยการตรวจสอบการสังเคราะหดเีอ็นเอหรือการหาปริมาณดีเอ็นเอ ปกติเซลลจะสังเคราะหดี
เอ็นเอในชวงระยะ S การใสนิวคลีโอไทปที่ติดฉลากดวยสารรังสี ไดแก [3H] thimidine ที่ใหกับ
เซลล สามารถชวยตดิตามการสรางดีเอ็นเอของเซลลไดโดยวดัปริมาณการนํา [3H] thimidine ไปใช
ดวยวิธี autoradiography จากนั้นคํานวณหา labeling index ซ่ึงเปนคาดัชนีที่ไดจากสัดสวนของเซลล
ที่ติดรังสี  คานี้ใชแทนเปอรเซ็นตเซลลในชวงระยะ S  ที่มีการนํา [3H] thymidine เขาเซลล และใช
ในการบอกการตอบสนองของประชากรเซลลกับสารกระตุนพวก mitogen ได (กัลยาณ ีและ 
 นวลอนงค, 2548) 
 
 3.2  กลไกการควบคุมวัฏจักรเซลล 
  
        ขั้นตอนตางๆ ของวัฏจักรเซลลถูกควบคุมโดยปฏิกิริยาของเอนไซม cyclin-dependent 
kinase (Cdk)  และโปรตีน cyclin โดย  cyclin เปนโปรตีนที่ถูกสรางขึ้นในระยะอินเตอรเฟส การ
เขารวมกันระหวาง cyclin และ Cdk เรียกวา Cdk-complex (CdkC) (Morgan, 1995) การควบคุมการ
เขาสูวัฏจักรเซลลเรียกวา restriction point เปนการตรวจสอบเซลลใหพรอมกอนการแบงตัวของ
เซลล และในขั้นตอนระยะ G1, G2 และ M ของวัฏจักรเซลล ก็มีการตรวจสอบเชนกนัเรียกวา cell 
cycle checkpoints ระบบควบคุมตรวจสอบดังกลาวสามารถหยุด (arrest) เซลลที่ผิดปกติไวที่ระยะ
ใดระยะหนึ่งของวัฎจักรเซลล จนกระทั่งไดรับการซอมแซมแกไขสารพันธุกรรมหรือสภาวะใหเปน
ปกติกอนทีจ่ะผานเขาสูระยะถัดไป ถาความผิดปกติหรือความเสียหายของเซลลไมสามารถ
ซอมแซมแกไขได ก็จะถูกนาํเขาสูกระบวนการ program cell death โดยมีโปรตีนทีค่วบคุมวัฏจักร
เซลลอยู ใน G1 checkpoint คือโปรตีน p53 ซ่ึงเปน tumor suppressor protein ทําหนาที่ยับยั้งเซลลที่
ผิดปกติไมใหผานเขาสูระยะ S  แลวทําใหเซลลตายแบบ apoptosis โปรตีน p53 เปนโปรตีนที่
เพิ่มขึ้นเมื่อดีเอ็นเอเกิดความเสียหาย แลวไปกระตุนใหเกดิการสังเคราะหโปรตีน p21 ที่ทําหนาที่ใน
การยับยั้ง complex ของ Cdk 2/Cyclin E และ Cdk4,6/Cyclin D ที่มีบทบาทในการเรงเซลลใหเขาสู 
cell cycle ในเซลลมะเร็งจะพบโปรตีน p53 เกิดการกลายแลวไมสามารถควบคุม cell cycle 
checkpoints ได ทําใหเซลลที่ผิดปกติสามารถเจริญเติบโตเปนเซลลมะเร็งได (ทรงยศ, 2551)  
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                    วัฏจักรเซลลถูกควบคุมดวยการทํางานของโปรตีน cyclin และ เอนไซม cell dependent 
protein kinase (Cdk) ดังนั้นเอนไซม Cdk จะทํางานไดตองจับกับโปรตีน cyclin จากนั้น
สารประกอบที่เกิดขึ้นระหวาง cyclin และ Cdk จะรวมกนัทําหนาที่ผลักดันกระบวนการควบคุม
ตอไปโดยการเติมฟอสเฟต (phosphorylation) ใหแกโปรตีนเปาหมาย การจับกันของ cyclin และ 
Cdk ผลักดันใหเซลลกาวสูระยะตางๆ ในวฏัจักรเซลล โดยเมื่อผานระยะหนึ่งแลว Cdk ของระยะ
นั้นๆ จะกลับสูสภาพ inactive เนื่องจากโปรตนี cyclin ในแตละระยะจะถูกทําลายไปใน
กระบวนการ degradation โดยเอนไซม proteasome (Darzynkiewicz et al., 1996) 
 
 การที่เซลลเขาสูกระบวนการแบงตัวถูกควบคุมโดยโปรตีนหลายชนดิซ่ึงเปลี่ยนแปลง
ไปตามระยะตางๆ ที่จุดเริ่มตนระยะ G1 พบ transcription factor E2F จบักับโปรตีน Rb ซ่ึงเปน
โปรตีนจาก tumor suppressor gene ทําใหการจําลองดีเอ็นเอไมสามารถเกิดขึ้นได เมื่อเซลลสราง
โปรตีน cyclinD มากขึ้น โปรตีนนี้จะจับกบั Cdk4, 5 เพื่อกระตุนการสังเคราะหโปรตีนที่จําเปนตอ
การสังเคราะหดีเอ็นเอ ในชวงระยะ G1 ตอนกลางและตอนปลาย (G1 mid-late) ซ่ึงเปนจุดเริ่มตน 
ตอมา cyclinE/Cdk2 รวมกับ cyclinD/Cdk4, 6 กระตุนการเติมหมูฟอสเฟตใหโปรตีน Rb ซ่ึงทําให 
โปรตีน Rb ปลดปลอย E2F ใหหลุดออกมาเพื่อไปกระตุนใหเกิดกระบวนการ transcription ทําให
เซลลสรางโปรตีนตางๆ ที่จะใชในการสรางสายดีเอ็นเอใหม ในระยะ S cyclinE/Cdk2 ยังควบคุม
การดําเนนิไปของวัฏจักรเซลล โดยการสรางโปรตีนที่เปนตัวยับยั้งการทํางานของ Cdk4 เชน
โปรตีน p15, p16, p21 และ p57 เปนตน ซ่ึงโปรตีนเหลานีค้วบคุมใหวัฏจักรเซลลชีวิตเซลลดําเนิน
ไปตามปกต ิหากโปรตีนเหลานี้ทํางานไมสมบูรณจะไมสามารถควบคุมการแบงเซลลได ซ่ึงเปน
สาเหตุหนึ่งทีท่ําใหเกิดมะเรง็ การควบคุมการทํางานของ cyclinE/Cdk2 จะตอเนื่องไปจนถึงระยะ S  
(Ford et al., 2004) 
  
 ในระยะ S มีการสังเคราะหดเีอ็นเอเกดิขึ้น cyclinA/Cdk2 จะควบคุมใหวัฏจักรเซลล 
ดําเนินตอไปจนการสังเคราะหดีเอ็นเอเสร็จสิ้นและถูกตอง หากเกิดความผิดพลาดในการสังเคราะห 
ดีเอ็นเอหรือดีเอ็นเอถูกทําลายจะกระตุนใหมีการสรางโปรตีน p53 ซ่ึงจะไปกระตุนใหเกิดการ 
สังเคราะหโปรตีนที่ทําใหกระบวนการตางๆ หยุดชัว่คราว เพื่อใหเซลลไดซอมแซมดีเอ็นเอ หากม ี
ความผิดพลาดมากหรือดีเอ็นเอถูกทําลายจนซอมไมได โปรตีน p53 จะชักนําใหเซลลตายโดยเขาสู 
กระบวนการ apoptosis (Stein and Pardee, 2004) 
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 ในระยะ G2 เซลลจะตรวจความพรอมกอนเขาสูระยะ mitosis ชวงแรกโปรตีน cyclinA 
รวมกับ Cdk2 กระตุนใหวัฏจักรเซลลดําเนนิตอไป ซ่ึงการทํางานของ complex นี้ถูกยบัยั้งไดดวย
โปรตีน p21, p27 และ p57 ในชวงทายของระยะนี ้cyclinB และ Cdk2 รวมกันเปน maturation 
promoting factor (MPF) และจะถกูดึงฟอสเฟตออกดวยเอนไซมฟอสฟาเตส (phosphatase) มีผล
กระตุนใหวัฏจักรเซลลดําเนนิไปในระยะ mitosis ทําใหเกิดการขดตวัของโครโมโซม การสลายของ
เยื่อหุมนิวเคลยีส รวมทั้งการสรางเสนใยสปนเดลิ (Stein and Pardee, 2004) 
 
4.  การตายแบบ apoptosis 
 
 การตายของเซลล แบบ apoptosis เปนกลไกสําคัญที่ทําใหสัตวหลายเซลลสามารถควบคุม
จํานวนเซลลในเนื้อเยื่อใหคงที่  การที่เซลลเขาสู apoptosis เนื่องจากเหตุผลดังตอไปนี้ (1) เซลลถูก
สรางขึ้นมามากเกินความจําเปนในระหวางที่มีการเจริญของตัวออน  (2) เซลลสูญเสียหนาที่หรือไม
มีความจําเปนตอส่ิงมีชีวิตนัน้ ๆ ตอไปในขณะเกิดเมตามอฟอซิส (3) เซลลนั้นเกิดการเปลี่ยนแปลง
จนไมสามารถซอมแซมได และเปนอันตรายตอส่ิงมีชีวิตนั้น ๆ ไดแก เซลลที่ไดรับอันตรายจากสาร
กัมมันตภาพรงัสี (Kim and Aneas, 2002) เซลลที่ไดรับรังสีอัลตราไวโอเลต บี (UVB) จะทําใหดี
เอ็นเอถูกทําลาย นิวคลีโอโซมมีการแตกหกัเพิ่มมากขึน้ การติดเชื้อที่กอใหเกดิอันตรายกับสาร
พันธุกรรม เซลลที่มีอายุมากขึ้น หรือการเลีย้งเซลลหลาย ๆ passage มีผลทําใหเซลลเกิดการตาย
แบบ apoptosis มากขึ้น การขาดสารที่จําเปนตอการเจรญิ หรือปจจัยจากภายใน ไดแก ภาวะ 
oxidative stress การทํางานอยางผิดปกติของวัฏจักรเซลล โดยมีกลไกทีเ่กี่ยวของ คือ การแสดงออก
ของยีนควบคูกับการเปลี่ยนแปลงในเซลล  ลักษณะที่สําคัญคือ เซลลหดตัว (cell shrink) โครมาทิน
อัดกันแนน (chromatin condense) บริเวณเยื่อหุมนวิเคลียสและเยื่อหุมเซลลมีลักษณะเปนถุงเรียกวา 
blebbing หรือ budding สุดทายเซลลจะแตกและถูกหอหุมดวยเยื่อหุมเซลล เรียกวา apoptotic body 
ซ่ึงภายในมีโครมาทินที่อัดตวัแนน และออรแกเนลลตาง ๆ แลวสุดทาย apoptotic body จะถูกกนิ
โดย macrophage ในรางกายได (Saikumar et al., 1999) การตายแบบ apoptosis จึงไมเกี่ยวของกับ
การตอบสนองตอการอักเสบ (inflammatory response)  
 
 การศึกษาการตายของเซลลแบบ apoptosis  นภาพร (2550) ศึกษาสารสกัดจากกากองุนและ
สารเรสเวออะทอล (resveratrol) ตอการตายแบบ apoptosis ของเซลลมะเร็ง พบวามีผลตอการโปง
บวมของเยื่อหุมเซลล (membrane blebbing) การอัดแนนของโครมาทิน และการแตกหักของดีเอน็เอ  
ซ่ึงสารเรสเวออะทอลและสารสกัดจากองุนมีคุณสมบัติเปนสารตานมะเร็งในทอน้ําดี   สารสกัด 



 
   23 

Cupressus lusitanica  Mill. แสดงความเปนพิษตอ cell line โดยเซลลเกิดการตายแบบ apoptosis  
นอกจากนี้พบการตายแบบ apoptosis ของเซลลกลามเนื้อหัวใจดวย (Saraste and Kari, 2000)  Yang 
et al. (2000) ศึกษาความเปนพิษของสารสกัด Eugenia jambos L. ดวยอะซีโตน 70 เปอรเซ็นตตอ 
human leukemia cell (HL-60) มีคา IC50 เทากับ 10.8 และ 12.5 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร ทําใหเซลล
ตายแบบ apoptosis   
 
 การตายแบบ apoptosis ถูกควบคุมโดยยีนหลายชนิด เชน tumor suppressor gene คือ p53 
และ Tensin Homolog Deleted on Chromosome 10 (PTEN gene)  และ oncogene คือ AKT และ 
BCL-2 เปนตน  นอกจากนีย้ังมีโมเลกุลที่เกี่ยวของหลายกลุม เชน กลุม anti – apoptotic protein คือ 
Bcl-2 และ Bcl-XL กลุม  apoptotic protein คือ Apaf-1 และ caspases เปนตน รวมทั้งไมโทคอนเดรีย
ที่มีบทบาทในการหลั่งสารเหนี่ยวนําใหเกดิ apoptosis เชน cytochrome C และ apoptosis inducing 
factor (AIF) เปนตน การตายของเซลลเกิดเมื่อมีการเชื่อมโยงสัญญาณภายในเซลล อาศัยเอนไซม 
caspase เปนตัวกลาง และ pro- apoptotic protein เปนตวัชักนําการตาย โดยมี anti – apoptotic 
protein เปนตวัยับยั้งการตาย  การเหนี่ยวนําการตายแบบ apoptosis เกดิได 2 วิถีที่สัมพันธ
ตอเนื่องกัน โดยกระตุนการทํางานของเอนไซม effector caspases ที่ยอยโปรตีนองคประกอบใน
เซลลตางๆ เชน actin, lamin A, ICAD/CAD, PARP, Rb, p27 และ p21 เปนตน  ซ่ึงนําไปสูการตาย
แบบ apoptosis (ปกปอง และคณะ, 2550) ดังนี ้
 
 1. Death receptor pathway เกี่ยวของกับการทํางานของ death receptor เปนโปรตีนที่ฝงอยู
ในเยื่อหุมเซลล เชน  Fas receptor (Fas R, Fas/CD95), Tumor necrosis factor receptor (TNFR) และ 
DR5 เปนตน วิถีนี้ถูกกระตุนดวยการจับของลิแกนต (ligand) ที่จําเพาะ เชน Fas ligand (FasL), 
Tumor necrosis factor - α (TNF- α ) และ TNF-related apoptosis-inducing ligand (TRAIL) เปน
ตน เกิดโครงสรางที่ประกอบดวย adaptor protein และ initiator caspase (procaspase 8 หรือ 10 ) 
เรียกวา death – inducing signaling complexes (DISC) กระตุนให pro caspase เปน initiator caspase 
ซ่ึงจะเหนี่ยวนาํให effector caspases ทํางานและนําไปสูการตายแบบ apoptosis   
 
 2.  Mitochondria pathway เกีย่วของกับการปลอย cytochrome C ออกจากไมโทคอนเดรีย 
เกิดเมื่อมกีารกระตุนจากสิ่งเรา เชน แสงอัลตราไวโอเลต รังสีแกมมา ภาวะ oxidative stress หรือ
การใชยาเคมีบาํบัด เปนตน ที่ทําใหเกิดการเสียหายของดีเอ็นเอ ในสภาวะปกติเซลลมีระบบ 
Mitochondria Outer membrane permeabilization (MOMP) ภายใตการควบคุมของโปรตีนกลุม 
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Bcl-2  ควบคุมไมใหสารผานออกมา เมื่อมีส่ิงกระตุนในสภาวะตาง ๆ ทําใหเกิดการเสียสมดุลของ
แคลเซียมไอออน ซ่ึงจะรบกวน electrochemical gradient ทําให mitochrondria permeability 
transition pore (PTP) เปด จึงมีสารรั่วออกมามีผลใหไมโทคอนเดรียบวม และเยื่อหุมภายนอกเกิด
รอยร่ัว ทําใหโปรตีน apoptogenic factor ไดแก cytochrome C, apoptosis-inducing factor (AIF), 
endonuclease G (Endo G),  second mitochondria-derived activator of caspases/ direct IAP binding 
protein with a low iso-electric point (Smac/DIABLO) ร่ัวออกมาจากเยื่อหุมภายในหลัง่เขาสูไซโท
ซอล โดย AIF และ Endo G จะสงผานเขาไปยังนวิเคลียสเพื่อเหนีย่วนําใหโครมาทินหดตัว และดี
เอ็นเอแตกหัก ซ่ึงกระบวนการนี้ไมใชพลังงาน ATP และไมขึ้นกับการทาํงานของเอนไซม caspase 
สวน Smac/DIABLO มีหนาที่ในการยับยั้ง X-linked inhibitor of apoptosis protein (XIAPs) เมื่อ 
cytochrom C หล่ังจากไมโทคอนเดรียเขาสูไซโทซอลจะไปจับกับ apoptosis protein-activating 
factor 1 (Apaf-1) เกิดการไฮโดรไลซิสของ dATP/ATP ไปเปน dADP/ADP สงผลใหเกิดการ
รวมกันของ cytochrome C, Apaf-1 และ procaspase- 9 เปนโครงสรางเชิงซอนที่เรียกวา 
apoptosome ทําให procaspse-9 สามารถแยกยอยตวัเอง ใหเปนเอนไซมที่พรอมทํางานคือ caspase-
9 และไปกระตุนให effector caspases ทํางาน และเหนีย่วนําใหเซลลมีการตายแบบ apoptosis 
Lopez et al. (2002) ศึกษาฤทธิ์ของสมุนไพรจีน Yan Wei Kang Lui พบวาสามารถยับยั้งการเกดิ
มะเร็งในกระเพาะอาหาร และเหนี่ยวนําใหเกิด apoptotic pathway ใน cell line MGC-803 มีผลทํา
ใหเยื่อหุมไมโทคอนเดรียเสียหาย เพิ่มการทํางานของโปรตีน Fas และ Bax (Li et al., 2008) 
 
5.  วิธีการตรวจสอบ 
 
  5.1  Microtitration Assay (MTT Assay) 
  
        MTT Assay เปนวิธีวเิคราะหความเปนพิษตอเซลล ที่ใชกันอยางแพรหลายในปจจุบัน 
โดยการบมเซลลที่มีการเจริญในชวง  log phase กับสารทดสอบที่มีความเขมขนตาง ๆ แลว
ตรวจสอบความมีชีวิตของเซลลโดยวัดการนํา (35S) – methionine เขาหรือความเขมของสี MTT 
ลดลง โดย MTT เปนสียอมสีเหลืองที่ละลายน้ําไดและสามารถเปลี่ยนเปนตะกอนสีฟา formazan 
(ภาพที่ 6 ) โดยเซลลมีชีวิต มีหลักการคือ เซลลที่มีการเจริญในชวงการแบงตัวแบบทวีคูณ มีความ
เหมาะสมในการตรวจสอบฤทธิ์ของสารที่มีความเปนพษิตอเซลล ชวงระยะทีเ่ซลลสัมผัสสารพิษ 
คือเวลาที่ทําใหเกิดการทําลายสูงสุด ซ่ึงอาจมาจากความเสถียรของสาร หลังจากนําสารทดสอบออก
จะปลอยใหเซลลมีการเจริญ 2-3 คร้ัง โดยใสอาหารที่มี MTT ในแตละหลุมแลวบมในที่มืด เพื่อให
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เกิดความแตกตางแยกออกจากกันไดระหวางเซลลที่ยังมีชีวิตและสามารถเจริญ กับเซลลที่ยังมีชีวิต
แตไมสามารถเจริญ จํานวนเซลลที่รอดสามารถบอกโดยทางออมจากการลดลงของ MTT ซ่ึงก็คือ
ปริมาณ formazan ที่เกิดขึ้น และเมื่อละลายในตวัทําละลายที่เหมาะสม ไดแก DMSO ก็จะสามารถ
วัดปริมาณสีไดดวย spectrophotometer (กัลยาณี และ อรอนงค, 2548) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพที่ 6  การเปลี่ยนโครงสรางทางเคมีของ tetrazole เปน formazan 
ท่ีมา: Brescia and Banks (2009) 
 
 5.2  วิธีตรวจสอบการตายของเซลลแบบ apoptosis  
          
                     ทําไดหลายวิธีดังนี ้
 
        5.2.1  การตรวจรูปสัณฐาน  
  
    เซลลที่ตายแบบ apoptosis จะมีการหดตวั ผนังเซลลโปงพอง โครมาทินจับตัว
แนน และดีเอน็เอหักเปนทอน  ดังนั้นการตรวจดวยกลองจุลทรรศนเพื่อศึกษารูปสัณฐานจึงสังเกต
จากการเปลี่ยนแปลงของนวิเคลียส และโครงสรางของ apoptotic body โดยการยอมดวยสี 
Haematoxylin และ Thionin การยอมสีทั้งสองชนิดนี้ใชกบัตัวอยางเนื้อเยื่อที่คงสภาพดวย 
formaldehyde แลวฝงเนื้อเยื่อในพาราฟน  นิวเคลียสของเซลลจะติดสีฟา โครมาทินที่อัดกันแนนจะ
ติดสีคอนขางเขม  เซลลเพาะเลี้ยงสามารถยอมนิวเคลียสดวยสารเรืองแสงไดโดยไมตองคงสภาพ
เซลลกอน สารเรืองแสงที่นิยมใช ไดแก 4/ ,6-diamidiumo-2-phenylindole (DAPI),  Hoechst 
33258, Hoechst 33342, acridine orange, ethidium bromide, propidium iodine สามารถจําแนกการ
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ตายของเซลลไดจากการยอมติดสีดีเอ็นเอและอารเอ็นเอที่แตกตางกันภายใตกลองจลุทรรศนฟลูออ
เรสเซนต ซ่ึงเซลลที่มีชีวิตจะไมยอมใหสารเรืองแสงผานเยื่อหุมเซลล การตรวจสอบดวยวิธีนี้
สามารถตรวจสอบการตายแบบ apoptosis ในระยะสุดทายไดในเบื้องตน  (ปกปอง และคณะ, 2550) 
 
  ในการจําแนกเซลลที่ตายแบบ necrosis ออกจาก apoptosis นั้น ทําไดโดยการ
ยอมดวย Hoechst และ propidium iodide ซ่ึงสารทั้งสองชนิดนี้ไมซึมผานเยื่อหุมของเซลลที่มีชีวิต 
แตสามารถซึมผานเซลลที่ตายแบบ necrosis   นอกจากนี ้Hoechst ยังสามารถซึมผานเยื่อหุมเซลล
ของเซลลที่ตายแบบ apoptosis ได แลวจะเขาไปแทรกจบับริเวณ A – T rich ของดีเอ็นเอ  แต 
propidium iodide ไมสามารถผานเยื่อหุมของเซลลที่ตายแบบ apoptosis ได  สารทั้งสองชนิดมี
คุณสมบัติเปลงแสงในชวงคลื่นที่ตางกัน  ดังนั้นจึงสามารถวิเคราะหการตายของเซลลวาเปนแบบ 
necrosis หรือ apoptosis (Vermes and Perger, 2000)  
 
 5.2.2  การยอมดวย Annexin V  
 
     ระยะแรกของการตายแบบ apoptosis จะเกิดการเปลี่ยนแปลงที่เยื่อหุมเซลล 
ระยะนี้ propidium iodine ไมสามารถผานไดเนื่องจากเยื่อหุมเซลลยังไมสูญเสียคุณสมบัติการเปน
เยื่อเลือกผาน  แตหลังจากโครมาทินจับกันแนนแลว Annexin V จะสามารถจับกับประจุลบของ 
phosphatidyl serine ได ดังนัน้หากเชื่อม Annexin V กับสารเรืองแสง สามารถตรวจสอบการตาย
แบบ apoptosis ไดโดยใช  Flow cytometry และหากใช Annexin V กับสารเรืองแสงรวมกับ 
propidium iodine สามารถแยกเซลลที่ตายแบบ necrosis และ apoptosis ออกจากกนัได  
(Engeland et al., 1998) 
 
 5.2.3  การแตกหักของดเีอ็นเอ  
 
     ดีเอ็นเอของเซลลที่ตายแบบ apoptosis จะถูกเอนไซม endogenous Ca2+ และ  
Mg2+ dependent nuclear endonuclease ตัดในตําแหนงระหวางนวิคลีโอโซม (linker DNA) ใหเปน
ทอนแบบ  mononucleosome,  oligonucleosome ในเซลลไทมัสของหนพูบวา endogenous 
endonuclease ตัดสายดีเอน็เอตรงตําแหนง linker ที่อยูระหวางโปรตีนฮสีโตนบนโครโมโซม จึงได
ทอนดีเอ็นเอทีพ่ันอยูกับโปรตีนฮีสโตนมีความยาวประมาณ 180 – 200 คูเบส เรียกวา apoptotic 
ladder  นอกจากการแตกหกัเปนทอนของดีเอ็นเอขนาด 180 – 200 คูเบสแลว ยังพบการแตกหกัเปน
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ทอนขนาดใหญประมาณ 50 – 300 กิโลเบสรวมดวย (Wyllie et al., 1999) ตรวจสอบไดโดยการ
แทรก modified nucleotides ที่ติดฉลาก (X-dUTP) โดย X เปนสวนที่ตดิฉลาก ไดแก biotin, DIG 
หรือ สารเรืองแสง เขากับปลาย 3/OH termini ในสายชิน้สวนดเีอ็นเอ เอนไซมที่ใชเติม X-dUTP 
nucleotide มี 2 ชนิด คือ (ปกปอง และคณะ, 2550) 
 
  5.2.3.1  Terminal deoxynucleotidyl transferase (end labeling) เปนการเติม X-
dUTP ตอเขากบัสายทูของ double- strand DNA breaks โดยไมตองใช template เรียกวิธีนี้วา 
terminal deoxynucleotide transferase (TdT)-mediated conjugated dUTP nick end-labeling 
(TUNEL) 
  
  5.2.3.2  DNA polymerase (nick translation) เปนการเติม X-dUTP เขากับดีเอ็นเอ
แมแบบ ที่ไดถูก nicked เรียกวิธีนี้วา In situ nick translocation (ISNT) สามารถตรวจ apoptotic 
DNA และ random fragmentation ของดีเอ็นเอได 
 
  การตรวจ fragmented DNA เบื้องตน ทําไดโดยวิธี Agarose gel electrophoresis 
การตรวจปริมาณของ fragmented  DNA ของเซลลที่ตายแบบ apoptosis ในเซลลเดี่ยว (individual 
cell) โดยอาศยัการยอมสีดีเอน็เอภายในเซลลโดยวิธี enzymatic labeling เชน วิธี TUNEL enzymatic 
labeling assay หรือการยอมดีเอ็นเอดวยสารเรืองแสง เชน วิธีการวดัปริมาณดีเอ็นเอภายในเซลล 
 
 5.2.4  Strand break labeling (TUNEL assay) 
 
     สายดีเอ็นเอของเซลลที่ตายแบบ apoptosis จะมีสวนทีแ่ตกขาดออกเปนรอยแยก 
(nick) เนื่องจาก endonuclease ตัด  การตรวจสอบทําไดโดยเติมสาร Bromodeoxyuridine (BrdU) 
หรือ digoxigenin – labeled nucleotide ใหกับสวนปลายสายดีเอ็นเอดวยเอนไซม terminal 
deoxynucleotidyl transferase (TdT) สารที่ใชเติมปลายสายดีเอ็นเอจะตดิฉลากดวยสารเรืองแสง 
ไดแก streptavidin ซ่ึงตรวจวดัไดดวยเครื่อง flow cytometer  
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 5.2.5  การตรวจวัดระดับเอนไซม caspase 
 
     หลักการคือ 7-amino-4-trifluoremethyl-coumarin (AFC) จะเชื่อมกบั DEVD, 
LETD หรือ LEHD tetrapeptide ซ่ึงเปนสารตั้งตนจําเพาะของ caspase-3, -8 และ -9 ตามลําดับ ดวย
พันธะเปปไทด  เมื่อ caspase-3, -8 และ -9 ทํางานจะยอยสารประกอบเซิงซอนทําให AFC ถูก
ปลดปลอยแลวเรืองแสงซึ่งสัมพันธกับปริมาณการทํางานของ caspase-3, -8 และ -9 (Song et al., 
2005) 
 
     นอกจากนี้มกีารตรวจสอบการตายของเซลลแบบ apoptosis จากการแสดงออก
ของ pro-apoptotic gene (p53) และ anti-apoptotic gene (Bcl-2) ดวยวิธี Reverse transcriptase-
polymerase chain reaction (RT-PCR)  โดยนําเซลลมะเรง็เพาะเลี้ยง 4 ชนิด คือ BT474, HepG2, 
KATOIII และ SW620 และเซลลปกติ 2 ชนิด คือ CH-liver และ Hs27 ทดสอบกับสารแอซิทิลเมโล
โดรินอล (acetylmelodorinol) และเปลาโนทอล (plaunotol) ที่ความเขมขนที่ 0-10 ไมโครกรัมตอ
มิลลิลิตร พบวาสารแอซิทิลเมโลโดรินอลมีฤทธิ์ทําใหดีเอ็นเอของเซลล SW620 เกิดการแตกหัก 
และการแสดงออกของยีน Bcl-2 ลดลง แตไมพบการเปลีย่นแปลงการแสดงออกของยนี p53  
(พรทิชา, 2547)   
 
 5.2.6  วิธีการตรวจสอบปริมาณ mRNA  
 
     เมื่อเกิด apoptosis จะมกีารสรางสารชีวเคมีตางๆ ที่ควบคุมการเกิด apoptosis 
เชน Bcl-2, Bcl-XL, c-TAP-2, NAIP, XIAP, surviving, livin, ß-catenin, COX-2 และ c-myc เปน
ตน การวิเคราะห mRNA ดวยเทคนิค RT-PCR เปนวิธีที่สามารถใชศึกษาการเกิด apoptosis ได โดย
สกัดอารเอ็นเอออกมาแลวเปล่ียนเปน complementary DNA (cDNA) ดวยเอนไซม Reverse 
transcriptase  แลวเพิ่มจํานวนดีเอ็นเอดวยเทคนิค PCR ซ่ึงสามารถบงชี้การแสดงออกเพิ่มขึ้นหรือ
ลดลงของยีนตางๆ ที่ควบคุม apoptosis 
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 5.3  การวิเคราะหวัฏจักรเซลลโดยเทคนิคโฟลไซโทเมทรี (Flow cytometry) 
  
        5.3.1  โฟลไซโทเมทรี 
 
                เปนเทคนิคการตรวจนับหรือวดัลักษณะจําเพาะของอนุภาค (particle) หรือเซลล
ที่กําลังไหลผานลําแสงเปนแถวเรียงเดีย่ว โดยลักษณะที่สามารถนับหรือวัดไดโดยตรง คือ ขนาด
ของเซลล และการมีแกรนูลหรืออนุภาคภายในเซลล สวนลักษณะอื่น ไดแก surface marker และ 
intracellular marker ตองใชการยอมดวยสี ฟลูออเรสเซนต หรือ อิมมูโนฟลูออเรสเซนต จึงจะ
สามารถตรวจนับหรือวดัได ขอจํากัดของ เซลลหรืออนุภาคที่จะใชเทคนิคโฟลไซโทเมทรีได ตอง
เปนอนุภาคอสิระ แขวนลอยอยูในของเหลวเทานั้น ถาเปนเนื้อเยื่อจะตองทําใหแยกออกเปนเซลล
เดี่ยว ๆ กอน เครื่องมือที่ใชในเทคนิคนี้เรียกวา Flow cytometer ประกอบดวย (ยุทธนา, ม.ป.ป.) 

 

  1.  Fluidic system มีหนาที่สรางกระแสการไหลของของเหลว หรือสารละลาย
บัฟเฟอรที่มีเซลลหรืออนุภาคที่ตองการจะตรวจนับหรือวัดแขวนลอยอยู โดยมีปมทีใ่ห positive 
pressure ลงไปทําใหเกิดการไหลของเซลลเปนแถวเรยีงเดี่ยว ผานชองที่เรียกวา flow cell หรือ flow 
chamber โดยใชหลักการ hydrodynamic focussing  ซ่ึงจะม ีsheath fluid ถูกปมใหไหลออกมาเปน
วงหอหุมเซลลที่กําลังไหลดวยความเรว็ที่เทา ๆ กัน บังคับใหเซลลไหลเปนแถวเรยีงเดีย่ว ผานเขา
ไปใน flow chamber ซ่ึงเปนที่ที่ลําแสงเลเซอรสองมากระทบกับเซลลที่กําลังไหลผาน หลังจากนั้น
ทั้งหมดกจ็ะไหลไปยังถังน้ําทิ้ง (waste tank) ตอไป  
 
  2.  Optical system มีหนาที่สรางลําแสง ซ่ึงสวนใหญเปนแสงเลเซอร เนื่องจาก
เปน monochromatic และ high intensity เมื่อลําแสงนี้สองไปกระทบเซลลใน flow chamber จะเกิด
การหักเหของแสง 2 แบบ คือ forward scatter (low angle) ซ่ึงแปรผันตามขนาดของเซลล และ side 
scatter (high angle) แปรผันตาม granularity ของเซลลนั้น ๆ นอกจากนี้ถาเซลลถูกยอมดวยสีฟลูออ
เรสเซนต หรืออิมูโนฟลูออเรสเซนต ก็จะเกดิการเรืองแสง 

 

  3.  Detector system มีหนาที่ตรวจรับสัญญาณแสงทั้ง forward scatter, side 
scatter และ fluorescent signal โดยมี photo-multiplier tubes หรือ light detectors ทําหนาที่รับ
สัญญาณแสงแลวแปลงไปเปนสัญญาณไฟฟา 
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  4.  Data processing system มีหนาที่รวบรวมสัญญาณไฟฟาที่ไดรับมาจาก 
detector system แลวนําไปประมวลและเรียบเรียงใหเปน histogram  

 
  5.3.2  หลักการของการวิเคราะหดวยเทคนคิโฟลไซโทเมทรี 
 

    ปริมาณดีเอน็เอในเซลลมกีารเปลี่ยนแปลง เมื่อเซลลเขาสูชวงตาง ๆ ของวัฏจักร
เซลล โดยมีปริมาณดีเอ็นเอมากที่สุดในชวง G2 และ M และมีปริมาณดีเอ็นเอนอยสุด ในชวงหลัง
การแบงเซลลหรือชวง G1 แลวคอย ๆ เพิ่มปริมาณขึ้นในชวงระยะ S  สีบางชนิด ไดแก ethidium 
bromide หรือ bisbenzimide สามารถจับกับดีเอ็นเอแลวเรืองแสงใหสีฟลูออเรสเซนตตามปริมาณดี
เอ็นเอ  ซ่ึงทําใหสามารถหาเปอรเซ็นตของเซลลในแตละระยะของการแบงเซลล และชวงเวลาของ
เซลลแตละระยะ ดวยเทคนิคโฟลไซโทเมทรีได  การหาปริมาณดีเอ็นเอในแตละเซลล เซลลที่ศึกษา
จะถูกยอมดวยสีฟลูออเรสเซนตที่จําเพาะตอดีเอ็นเอ ปริมาณการติดสีฟลูออเรสเซนตของดีเอ็นเอใน
แตละเซลลจะเปนสัดสวนโดยตรงตอปริมาณดีเอ็นเอในเซลล  ปริมาณการติดสีฟลูออเรสเซนตของ
ดีเอ็นเอม ี3 ลักษณะคือ เซลลในระยะ G0/G1 ไมมีการเพิม่ปริมาณดีเอน็เอ มีการติดสีฟลูออเรส
เซนตเปน 1 arbitrary unit (2C)  เซลลในระยะ S เร่ิมมีการเพิ่มจํานวนดเีอ็นเอขึ้น มีการติดสีฟลูออ
เรสเซนตเปน intermediate คืออยูระหวาง 1 arbitrary unit และ 2 arbitrary unit และเซลลในระยะ 
G2/M มีการเพิม่จํานวนดีเอน็เอเปน 2 เทา มีการติดสีฟลูออเรสเซนตเปน 2 arbitrary unit (4C) 
(Crissman and Steinkamp, 1993) 
  
 สีฟลูออเรสเซนตที่นิยมใชยอมเซลลมีหลายชนิด ไดแก propidium iodide (PI) ทํางานโดย
การเขาจับกับ major groove ของ double-stranded DNA ใหสีฟลูออเรสเซนตที่ความยาวคลื่นแสง 
617 นาโนเมตร ซ่ึงเปนสีแดง PI ไมสามารถแพรผานเยื่อหุมเซลลที่มีชีวิตได ดังนั้นจงึใชยอมเพื่อ
แยกเซลลไมมีชีวิต (Anonymous, 1999) และยอมไมตดิสีของอารเอ็นเอ (ปกปอง และคณะ, 2550)  
acridine orange (AO) ใชในการยอมดีเอน็เอและอารเอ็นเอพรอมกัน โดยโมเลกุลของสีมีประจุบวก
ทําใหสามารถแทรกอยูระหวางเบสในดีเอน็เอ  AO สามารถแพรผานเยื่อหุมเซลลทั้งที่มีชีวิตและไม
มีชีวิต ดีเอน็เอในนวิเคลียสจะยอมตดิสีเขียว (ปกปอง และคณะ, 2550) ใหสีฟลูออเรสเซนตที่ความ
ยาวคล่ืนแสง 525 นาโนเมตรและอารเอ็นเอในไซโทพลาซึมติดสีแดงสมใหสีฟลูออเรสเซนตที่
ความยาวคลื่นแสงมากกวา 630 นาโนเมตร (Darzynkiewicz, 1990; 1992)  Hoechst 33342 สามารถ
แพรผานเยื่อหุมเซลลที่มีชีวิตและไมมีชีวติไดยอมดีเอ็นเอติดสีฟาสวนอารเอ็นเอไมตดิสี    สวน 
Hoechst 33258 สามารถแพรผานเฉพาะเซลลที่ไมมีชีวิตเทานั้นยอมดีเอน็เอติดสีฟาและอารเอ็นเอน
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ไมติดสีเชนเดยีวกัน (ปกปอง และคณะ, 2550) DAPI (4, 6-Diamidino-2-phenylindole) สามารถ
แพรผานเยื่อหุมเซลลที่ไมมีชีวิตเทานัน้ยอมดีเอ็นเอติดสฟีาสวางสวนอารเอ็นเอไมติดสี (ปกปอง 
และคณะ, 2550)  DAPI จะจบักับ AT-rich region ของดีเอ็นเอสามารถใหสีฟลูออเรสเซนตที่ความ
ยาวคล่ืนแสง 459 นาโนเมตร  ethidium bromide สามารถแพรผานเยื่อหุมเซลลที่ไมมีชีวิตเทานัน้
ยอมดีเอ็นเอตดิสีสมสวนอารเอ็นเอติดสีคอนขางแดง  การนําวิธีการตรวจหาปริมาณดีเอ็นเอมาใชใน
การวิเคราะหวฏัจักรเซลลมีขอดีคือ เปนวิธีที่มีขั้นตอนไมซับซอน แตมีขอดอยคือ ไมสามารถ
ตรวจสอบกลไกการทํางานในวัฏจกัรเซลลได (โกวิทย, 2539; Gong et al., 1993) 
 
 การศึกษาวัฏจกัรเซลลโดยเทคนิคโฟลไซโทเมทรี  เพื่อศึกษาผลของสกัดจากพืชและ
สารเคมีที่มีตอเซลล ซ่ึงสารแตละชนิดมีผลตอเซลลในระยะแตกตางกันไปดังนี ้
  
 berberine สามารถยับยั้งการเพิ่มจํานวนของเซลลมะเร็ง และเหนี่ยวนําใหเซลลเขาสูระยะ 
G0/G1 โดยยบัยั้งการทํางานของ  cyclin D1, D2 และ E และ Cdk2, Cdk4 และ Cdk6 แตกระตุนการ
แสดงออกของ Cdk inhibitors (Cip1/p21 และ Kip1/p27) แลวเหนี่ยวนําใหเซลลเกิดการตายแบบ 
apoptosis โดยกระตุนการทํางานของโปรตีน Bax/Bcl-2 ทําใหเยื่อหุมไมโทคอนเดรียเสียหาย 
กระตุนการทํางานของโปรตีน caspase-9, casepase-3 และ poly (ADP-ribose) polymerase มีการ
ทดลองพบวา berberine ที่ความเขมขน 25, 50 และ 100 ไมโครโมลตอลิตร สามารถยับยั้งการเพิ่ม
จํานวนเซลล androgen-insensitive (DU 145, PC 3) และ androgen-sensitive (LNCaP) prostate 
cancer cell ที่เวลา 48 ช่ัวโมง เหนีย่วนําใหเซลล DU 145 เขาสูระยะ G0/G1 คิดเปน 52, 59 และ 67 
เปอรเซ็นต ตามลําดับสวน berberine ที่ความเขมขน 100 ไมโครโมลตอลิตร สามารถเหนี่ยวนําให
เซลล PC 3 เขาสูระยะ G2/M ที่เวลา 24 ช่ัวโมง  berberine ที่ความเขมขน 25 และ 50 ไมโครโมลตอ
ลิตร ไมเหนี่ยวนําให PWR-1E ซ่ึงเปน normal cell line เปลี่ยนแปลง สวนที่ความเขมขน 100  
ไมโครโมลตอลิตร เหนี่ยวนาํใหเซลลเขาสูระยะ G0/G1 แตไมแตกตางจากกลุมควบคุม  
(Mantena et al., 2006) การทดลองของ Lin et al. (2006) รายงานวา berberine ความเขมขน 25-200 
ไมโครโมลตอลิตร สามารถยับยั้งการเพิ่มจํานวนเซลล และสามารถเหนีย่วนาํให human gastric 
carcinomar SNU-5 cell เขาสูระยะ G2/M ที่เวลา 48 ช่ัวโมง มีผลทําใหโปรตีน p53, Wee1 และ 
Cdk1 เพิ่มขึ้น สวนโปรตีน cyclin B ลดลง และทําใหเซลลเกิดการตายแบบ apoptosis เพิ่มขึ้น โดย
กระตุนการทํางานของโปรตีน Bax ลดการทํางานของ โปรตีน Bcl-2 ทําใหเยื่อหุมไมโทคอนเดรีย
เสียหาย มกีารปลดปลอย cytocrome C ออกมายังไซโทพลาซึม และกระตุนการทํางานของ caspase-
3 ทําใหเซลลตายแบบ apoptosis  Mantena et al. (2006) พบวา berberine ความเขมขน 5-75 ไมโคร
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โมลตอลิตร สามารถยับยั้งการเพิ่มจํานวนของ human epidermal carcinoma A431 cell และ
เหนีย่วนําใหเซลลเขาสูระยะ G0/G1 ที่ความเขมขน 15, 25, 50 และ 75 ไมโครโมลตอลิตร คิดเปน 
59.3, 65.2, 68.9 และ 71.01 เปอรเซ็นต ที่เวลา 72 ช่ัวโมง และทําใหเซลลตายแบบ apoptosis 31-60 
เปอรเซ็นต การทดลองของ Hwang (2005) พบวา berberine ความเขมขน 50 ไมโครโมลตอลิตร ทํา
ให HepG2 cell ตายแบบ apoptosis เกิดดีเอน็เอแตกหัก berberine จากพชืสมุนไพร ความเขมขน 25 
ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร สามารถเหนี่ยวนําให leukemia HL-60 cell เปลี่ยนแปลงรูปราง  ดีเอ็นเอ
แตกหกั มีวัฏจกัรเซลลชาประมาณ 20 เปอรเซ็นต ทําใหเซลลที่เขาสูระยะ S มีจํานวนลดลงมากกวา 
50 เปอรเซ็นต และ berberine เขมขน 200 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร สามารถเหนี่ยวนําใหเซลลตาย
แบบ apoptosis ในระยะ G2/M (Yang et al., 1996) ดังนั้นในการทดลองที่ผานมาชี้ใหเห็นวา 
berberine สามารถยับยั้งการเพิ่มจํานวนของเซลลมะเร็ง สามารถเหนี่ยวนําใหเซลลอยูในระยะ
G0/G1 และทําใหเซลลเกิดการตายแบบ apoptosis ที่ความเขมขนต่ํากวา 25 ไมโครโมลตอลิตร 
สามารถเหนี่ยวนําใหเซลลอยูในระยะG0/G1 ได และพบวาที่ความเขมขนสูงขึ้นเปอรเซ็นตการตาย
ของเซลลเพิ่มขึ้น 
 
 ในการวิเคราะหฤทธิ์ของสารสกัดบัวบกซึง่ลดการแบงเซลลมะเร็งอยางแปรผันตรงตาม
ความเขมขนและเวลาอยางมนีัยสําคัญ กลไกการยับยั้งการเจริญของเซลลมะเร็ง เกิดขึ้นผานทางการ
หยุดวัฏจักรของเซลล ซ่ึงสารสกัดบัวบกเหนี่ยวนําใหเซลลมะเร็งชนิด Caco-2 หยุดการเจริญไวที่
ระยะ S และระยะ G2-M และพบเซลลตาย โดยสารสกัดบัวบกเพิม่การสะสมโปรตีน cyclin B1 
ภายในเซลล (Bunpo et al., 2005)  สาร polyphenolic จากน้ํายางของผลมะเดื่อ (fig fruit latex) ยับยั้ง
เซลลมะเร็งชนิด human glioblastoma, hepatocellular carcinoma และเซลลตับ ทําใหเซลลตายแบบ 
apoptosis เพิ่มขึ้น มีวัฏจักรเซลลอยูในระยะ G0/G1  สวนในระยะ S และ G2/M มีจํานวนเซลล
ลดลง  (Wang et al., 2008)    
 
 colchicine เปนสารที่ไดจากพืชในวงศ Colchicum มีฤทธิ์ในการทําลายไมโครทูบูล ซ่ึง 
colchicine จะจับกับทุบูลินซึ่งเปนโปรตีนหลักของไมโครทูบูลและทําใหเซลลหยุดอยูในระยะ 
G2/M สารเคมีนี้สงเสริมการทํางานชวง tubulin depolymerization มีผลยับยั้งกระบวนการเกิดระยะ 
mitosis ของเซลลพืชและเซลลสัตว (Salmon et al., 1984) 
 
 สาร isoliquiritigenin (ISL) ที่ความเขมขน 20 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร สามารถยับยั้งการ
เพิ่มจํานวนของ human hepatoma cell และทําใหเซลลเขาสูระยะ G2/M คิดเปน 33.6 เปอรเซ็นต ที่
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เวลา 24 ช่ัวโมง มีกลไกกระตุนการทํางานของโปรตีน p53, p21/WAF, Fas/APO-1 receptor, Fas 
ligand, Bax และ NOXA และทําใหเซลลเกิดการตายแบบ apoptosis (Hsu et al., 2005) 
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อุปกรณและวิธีการ 

 
1.  การเตรียมเซลลและสารสกัดแฮม 
  
 1.1  วิธีการเตรยีม keratinocyte stem cell 
  
         เตรียม keratinocyte stem cell ของมนุษยโดยใชเซลลเร่ิมตน 4 x105 เซลลตอมิลลิลิตร 
ในอาหารเลี้ยงเซลลชนิด DMEM/F 12 (Gibco) ที่มี fetal bovine serum (Gibco) 10 เปอรเซ็นต แลว
เล้ียงในภาชนะตามความเหมาะสมของแตละการทดลอง นําไปบมในตูบมที่อุณหภูมิ 37 องศา
เซลเซียส ใช CO2 5 เปอรเซ็นตนาน 48 ช่ัวโมง ตรงกับ log phase พอดี (กัลยาณ ีและอรอนงค, 
2548) หรือครบ 48 ช่ัวโมงแลวรอเซลลเขาสู log phase ซ่ึงเปนชวงที่เหมาะสมตอการทดสอบสาร 

  
 1.2  การเตรียมสารสกัดแฮม 
 

       สารสกัดแฮมในการศกึษาครั้งนี้ไดรับความอนุเคราะหจาก ผศ.ดร. ฤทธิ์ วัฒนชัยยิง่
เจริญ สาขาชีวเภสัชศาสตร คณะเภสัชศาสตร  มหาวิทยาลัยศรีนครินทรวิโรฒ การเตรียมมีขั้นตอน
ดังนี้ ตัดลําตนใหเปนชิน้เล็ก ๆ นํามาตมใหเดือดเปนเวลา 1 ช่ัวโมง กรองแยกกากออกจากตัวทาํ
ละลายเอาเฉพาะสวนใส แลวนําสารสกัดน้ําไประเหยน้าํออกใหแหง ช่ังน้ําหนกัสารที่ไดบันทึกผล 
เก็บผงสารสกัดในภาชนะแหง ปดสนิท ทบึแสง และควบคุมความชื้น ในการทดสอบเตรียมสาร
สกัดแฮมที่ระดับความเขมขน 0, 100, 200, 400, 600, 800 และ 1,000 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร 
 
2.  การตรวจสอบการตายของ keratinocyte stem cell หลังจากไดรับสารสกัดแฮม โดยวิธี MTT 
     assay  
  
 2.1  วิธีการทดสอบ 
 
         เล้ียง keratinocyte stem cell ใน 96 well plate จํานวนเซลล 4x105 เซลลตอหลุม 
ปริมาตรหลุมละ 200 ไมโครลิตร ดูดอาหารเลี้ยงเซลลเดิมออก แลวใสอาหารเลี้ยงเซลล DMEM/F 
12 ซ่ึงประกอบดวย fetal bovine serum  10 เปอรเซ็นตและสารสกัดแฮมที่ระดับความเขมขน 0, 
100, 200, 400, 600, 800 และ 1,000 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร ซ่ึงหลุมที่ไมไดใสสารสกัดแฮม ใหเปน



 
   35 

กลุมควบคุม แบงการทดลองออกเปน 3 ซํ้า นําไปบมในตูบมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส CO2 5 
เปอรเซ็นต นาน 24, 48 และ 72 ช่ัวโมง  
  
 2.2  การตรวจหาจํานวนเซลลที่รอดชีวิต 
 
        เมื่อเล้ียงเซลลครบชั่วโมงที่ 24, 48 และ 72 แลวเกบ็เกี่ยวเซลลโดยดดูอาหารเดิมออก 
เติมสารละลาย  phosphate buffer saline (PBS, NaCl 2 กรัม  KCl 0.048 กรัม Na2HPO4 0.112 กรัม  
KH2PO4 0.048 กรัม) ที่มี penicillin+ streptomycin 2 มิลลิลิตร ปริมาตร 200 ไมโครลิตร เพื่อลาง
สารอาหารเดิมและสิ่งสกปรกออกจากเซลล แลวเติม DMEM/F12 ที่ไมมี fetal bovine serum  
ปริมาตร 100 ไมโครลิตร และ 3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-Diphenyltetrazolium Bromide 
(MTT) ความเขมขน 0.05 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร ปริมาตร 10 ไมโครลิตร จากนั้นบมในตูบมที่
อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส CO2 5 เปอรเซ็นต นาน 4 ช่ัวโมง เมื่อครบกําหนดแลวดดูอาหารเลี้ยง
เซลลออก เติม dimethyl sulfoxide (DMSO)  ปริมาตร 200 ไมโครลิตร นําไปอานคาดดูกลืนแสง 
(optical density, OD) ที่ 570 นาโนเมตร บนัทึกผลการอานคาดูดกลืนแสงโดยใชเครือ่ง  
microplate reader (ELISA Spectra 250) แลวแปลผลเปนเปอรเซ็นต โดยเปรียบเทียบกับกลุม
ควบคุมดังสูตร     
     OD ที่ทดสอบ       X 100 
     OD กลุมควบคุม 
 
3.  การตรวจสอบการตายของ keratinocyte stem cell หลังจากไดรับสารสกัดแฮม โดยวิธีการยอม 
     ดวย propidium iodide รวมกับ Hoechst 33342 
  
 3.1  วิธีการทดสอบสารสกัด 
  
        เลี้ยง keratinocyte stem cell โดยใชเซลลเร่ิมตน 4 x105 เซลลตอมิลลิลิตร ในจาน
เพาะเลี้ยงขนาด 75 ตารางเซนติเมตร ปริมาตร 5 มิลลิลิตร เมื่อเซลลเจริญในชวง log phase  ดูด
อาหารเลี้ยงเซลลเดิมออก แลวใสอาหารเลี้ยงเซลล DMEM/F 12 ซ่ึงประกอบดวย fetal bovine 
serum 10 เปอรเซ็นตและสารสกัดแฮมที่ระดับความเขมขน 0, 100, 200, 400, 600, 800 และ 1000 
ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร จานที่ไมไดใสสารสกัดแฮมใหเปนกลุมควบคุม โดยแบงการทดลอง
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ออกเปน 3 ซํ้า นําไปบมในตูบมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส CO2 5 เปอรเซ็นต นาน 24, 48 และ 72 
ช่ัวโมง   
 3.2  การตรวจหาการตายของเซลล 
 
        เมื่อเล้ียงเซลลครบชั่วโมงที่ 24, 48 และ 72 เก็บเกีย่วเซลลโดยดูดอาหารเลี้ยงเซลลเดิม
ออก เติม trypsin  0.25 เปอรเซ็นต  ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ลงในจานเลีย้งเซลล นําไปบมในตูบมที่
อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส  CO2 5 เปอรเซ็นต นาน 5 นาที หลังจากนัน้ดูดเซลลที่หลุดออกมาใส
หลอดทดลองขนาด 15 มิลลิลิตร นําไปปนดวยเครื่องปนเหวีย่งความเรว็ 2,200 รอบตอนาที นาน 10 
นาที เพื่อแยกเซลลออกจากอาหารเพาะเลีย้ง แลวดูดเอาน้ําสวนใสตอนบนทิ้งใหเหลือแตตะกอน 
จากนั้นเติมสารละลาย PBS ที่มี penicillin+ streptomycin  ปริมาตร 200 ไมโครลิตร เขยาหลอดเบา 
ๆ บนเครื่องเขยา (vortex) เพือ่ใหตะกอนกระจายไมจับเปนกอน  ตอมายอมเซลล keratinocyte  stem 
cell โดยเติม  propidium iodide (Sigma cat no. 4170) ความเขมขน 10 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร 
ปริมาตร 20 ไมโครลิตร และ Hoechst 33342 ที่ความเขมขน 10 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร เจือจางใน 
PBS ที่มี penicillin+ streptomycin  ปริมาตร 20 ไมโครลิตร พรอมกับเขยาแลวบมทีอุ่ณหภูมิหอง
นาน 10 นาที นําไปสองดูดวยกลองจุลทรรศนฟลูออเรสเซนต โดยเซลลที่ตายนิวเคลียสจะตดิสีแดง
ของ propidium iodide   และเซลลที่ยังมีชีวิตนวิเคลียสตดิสีน้ําเงินของ Hoechst 33342 โดยนับ
จํานวนเซลลทั้งหมด 4,568 เซลล แลวแปลผลเปนเปอรเซ็นต 
 
4.  การตรวจสอบการเกิดความเสียหายของดีเอ็นเอของ keratinocyte stem cell หลังจากไดรับสาร 
     สกัดแฮม 
  
 4.1  วิธีการทดสอบสารสกัด 
 
         เตรียมวิธีเดียวกับขอ 3.1 
  
 4.2  วิธีการตรวจสอบการเกดิความเสียหายของดีเอ็นเอ 
 
        เมื่อเล้ียงเซลลจํานวน 4x105 เซลลตอมิลลิลิตร ครบช่ัวโมงที่ 24, 48 และ 72 แลวเก็บ
เกี่ยวเซลลโดยดูดอาหารเลี้ยงเซลลเดิมออก เติม trypsin 0.25 เปอรเซ็นต ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ลงใน
จานเลี้ยงเซลล นําไปบมในตูบมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส  CO2 5 เปอรเซ็นต นาน 5 นาที 
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หลังจากนัน้ดดูเซลลที่หลุดลอกออกมาใสหลอดทดลองขนาด 15 มิลลิลิตร นําไปปนดวยเครื่องปน
แยกที่ความเรว็ 2,200 รอบตอนาที นาน 10 นาที เพื่อแยกเซลลออกจากอาหารเพาะเลีย้ง แลวดูดเอา
น้ําสวนใสตอนบนทิ้งใหเหลือแตตะกอน จากนั้นเติมสารละลาย PBS ปริมาตร 200 ไมโครลิตร 
เขยาหลอดเบา ๆ บนเครื่องเขยา เพื่อใหตะกอนกระจายไมจับเปนกอน  ตอมายอมเซลลโดยเติม  
acridine orange (Sigma) ความเขมขน 10 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร เจือจางใน PBS ปริมาตร 20 
ไมโครลิตร พรอมกับเขยาและบมที่อุณหภูมิหองนาน 10 นาที นําไปสองดูดวยกลองจุลทรรศน
ฟลูออเรสเซนต โดยเซลลที่มีดีเอ็นเอปกตจิะเห็นนวิเคลยีสติดสีเขียว ขณะที่เซลลที่มีการเสียหาย
ของดีเอ็นเอจะติดสีแดง โดยนับจํานวนเซลลทั้งหมด 3,247 เซลล แลวแปลผลเปนเปอรเซ็นต 
   
5.  การตรวจสอบการตายแบบ apoptosis  ของ keratinocyte stem cell หลังจากไดรับสารสกัดแฮม 
  
 5.1  วิธีการทดสอบสารสกัด 
 
        เตรียมวิธีเดียวกับขอ 3.1 
  
 5.2  วิธีการตรวจสอบเซลลตายแบบ apoptosis   
 
        เมื่อเล้ียงเซลลจํานวน 4x105 เซลลตอมิลลิลิตร ครบช่ัวโมงที่ 24, 48 และ 72 แลวเก็บ
เกี่ยวเซลลโดยดูดอาหารเลี้ยงเซลลเดิมออก เติม trypsin 0.25 เปอรเซ็นต ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ลงใน
จานเลี้ยงเซลล นําไปบมในตูบมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส  CO2 5 เปอรเซ็นต นาน 5 นาที 
หลังจากนัน้ดดูเซลลที่หลุดลอกออกมาใสหลอดทดลองขนาด 15 มิลลิลิตร นําไปปนดวยเครื่องปน
แยกที่ความเรว็ 2,200 รอบตอนาที นาน 10 นาที เพื่อแยกเซลลออกจากอาหารเลี้ยง แลวดูดเอาน้ํา
สวนใสตอนบนทิ้งใหเหลือแตตะกอน จากนั้นเติมสารละลาย PBS ปริมาตร 200 ไมโครลิตร เขยา
หลอดเบา ๆ บนเครื่องเขยา เพื่อใหตะกอนกระจายไมจับเปนกอน  ตอมายอมเซลล keratinocyte 
โดยเติม  Hoechst 33342 ความเขมขน 10 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร เจือจางใน PBS ปริมาตร 20 
ไมโครลิตร พรอมกับเขยาและบมที่อุณหภูมิหองนาน 10 นาที นําไปสองดูดวยกลองจุลทรรศน
ฟลูออเรสเซนต โดยเซลลที่มีการตายแบบ apoptosis จะมีการหดตวัของนิวเคลียส (nuclear 
condensation) โดยนับจํานวนเซลลทั้งหมด 1,238 เซลล แลวแปลผลเปนเปอรเซ็นต 
 
 



 
   38 

6.  การตรวจสอบการเปลี่ยนแปลงวัฏจักรเซลลของ keratinocyte stem cell หลังจากไดรับสารสกัด 
     แฮม  
  
 6.1  วิธีการทดสอบสารสกัด 
 
         เตรียมวิธีเดียวกับขอ 3.1 
  
 6.2  วิธีเก็บเกีย่วเซลล 
 
 เมื่อเล้ียงเซลลจํานวน 4x105 เซลลตอมิลลิลิตร ครบชั่วโมงที่ 24, 48 และ 72 แลวเก็บ
เกี่ยวเซลลโดยดูดอาหารเลี้ยงเซลลเดิมออก เติม trypsin 0.25 เปอรเซ็นต ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ลงใน
จานเลี้ยงเซลล นําไปบมในตูบมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส  CO2 5 เปอรเซ็นต นาน 5 นาที 
หลังจากนัน้ดดูเซลลที่หลุดลอกออกมาใสหลอด นําไปปนดวยเครื่องปนแยกนาน 5 นาที เพื่อแยก
เซลลออกจากอาหารเลี้ยง แลวดูดเอาน้ําสวนใสตอนบนทิ้งใหเหลือแตตะกอน จากนัน้เติม
สารละลาย PBS ปริมาตร 1 มิลลิลิตร เพื่อลางคราบอาหารและสิ่งสกปรกออกจากเซลล นําไปปน
ดวยเครื่องปนแยกที่ความเรว็ 2,200 รอบตอนาที เปนเวลา 5 นาที แลวดดูเอาน้ําสวนใสตอนบนทิ้ง
ใหเหลือแตตะกอน  เติมสารละลาย PBS ปริมาตร 20 ไมโครลิตร เขยาเซลลใหกระจาย แลวเติม 
เมทานอล ปริมาตร 800 ไมโครลิตร จากนั้นเก็บเซลลที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส เพื่อศึกษาตอไป 
 
 6.3  วิธีศึกษาการเปลี่ยนแปลงวัฏจักรเซลล 
 
  นําเซลลที่เก็บที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียสมาละลายที่อุณหภูมิหอง แลวปนดวย
เครื่องปนแยกที่ความเร็ว 2,200 รอบตอนาที  เปนเวลา 5 นาที เพื่อแยกเซลลออกจากสารละลาย  
แลวดูดเอาน้ําสวนใสตอนบนทิ้งใหเหลือแตตะกอน หลังจากนั้นเติมสารละลาย PBS เพื่อลางเซลล 
แลวเติม RNase (Invitrogen, U.S.A.) ปริมาตร 200 ไมโครลิตร แลวบมเซลลในตูบมที่อุณหภูมิ 37 
องศาเซลเซียส CO2 5 เปอรเซ็นต นาน 30 นาที เมื่อครบกําหนดเวลาแลวเติม propidium iodide 
ความเขมขน 10 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร ปริมาตร 200 ไมโครลิตร แลวนําไปบมตอในตูบมที่
อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส นาน 30 นาที จากนั้นกรองเซลล โดยใชตาขายไนลอนขนาด 40 
ไมโครเมตร  (Spectrum, Los Angeles, CA) นําไปวิเคราะหดวยเครื่อง Flow cytometry (Becton 
Dickinson, San Jose, CA)  
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7.  การวิเคราะหผลทางสถิต ิ
 
 เปรียบเทียบการตายของ keratinocyte stem cell  การเกิดความเสียหายของดีเอ็นเอ การตาย
ของเซลลแบบ apoptosis และการเปลี่ยนแปลงวัฏจักรเซลลที่ทดสอบกับสารสกัดแฮม โดยใชวิธี 
One Way ANOVA  สวนการเปรียบเทียบคาเฉลี่ยของกลุมการทดลอง ใชวิธี Duncan ,s new 
multiple range test ที่ระดับความเชื่อมั่น 95 เปอรเซ็นต



ผลและวิจารณ 
 

ผล 
 
1.  การตรวจสอบการตายของ keratinocyte stem cell หลังจากไดรับสารสกัดแฮม โดยวิธี 
     MTT assay  
  
 ผลการตรวจสอบการตายของ keratinocyte stem cell โดยวิธี MTT assay หลังจากไดรับ
สารสกัดแฮมที่ระดับความเขมขน 100, 200, 400, 600, 800 และ 1000 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร 
พบวา keratinocyte stem cell ที่ไดรับสารสกัดแฮมทุกระดับความเขมขน นาน 24, 48 และ 72 
ช่ัวโมง มีเปอรเซ็นตการตายของเซลล แตกตางกันทางสถิติที่ระดับความเชื่อมั่น 95 เปอรเซ็นต  ดัง
แสดงในตารางที่ 2 และภาพที่ 7  
 
ตารางที่ 2  การตายของ keratinocyte stem cell หลังจากไดรับสารสกัดแฮมที่ความเขมขนแตกตาง   
     กันที่ 24, 48 และ 72 ช่ัวโมง ตรวจสอบโดยวิธี MTT assay  
     (คาเฉลี่ย ± สวนเบี่ยงเบนมาตรฐาน) 
 

เปอรเซ็นตการตายของเซลล ความเขมขน 
(ไมโครกรัม/มิลลิลิตร)     24 ช่ัวโมง                               48 ช่ัวโมง                        72 ช่ัวโมง 

                       0                     0.00±0.00 a                             0.00±0.00 a                        0.00±0.00 a 
                   100                   13.43±3.31 b                           25.75±5.31 b                     35.83±5.27 b 
                   200                   13.30±5.42 b                           25.74±1.14 b                     37.91±5.25b,c 
                   400                   17.01±2.08 b,c                         31.43±3.87 b,c                    36.95±4.30 b,c 
                   600                   21.48±1.09 c                           35.16±0.79 c                      45.30±3.13 c 
                   800                   30.86±2.37 d                           37.50±4.32 c                     41.43±4.87 b,c 
                1,000                   42.90±1.80 e                           57.62±4.05 d                     58.36±3.37 d 
 
หมายเหตุ   a, b, c, d, e แสดงคาเฉลี่ยที่แตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (P<0.05) โดย  
      เปรียบเทียบแตละความเขมขนในชวงเวลาเดียวกนั 



 
 
 

 41 

0

10

20

30

40

50

60

70

0 100 200 400 600 800 1000

Coscinium fenestratum  concentrations (μg/ml)

%
 ce

ll d
ea

th 24 h
48 h
72 h

 
 
ภาพที่ 7  การตายของ keratinocyte stem cell หลังจากไดรับสารสกัดแฮมที่ความเขมขน  
  แตกตางกันที่ 24, 48 และ 72 ช่ัวโมง ตรวจสอบโดยวิธี MTT assay   
 
 จากการทดลองหาคา IC50 ของสารสกัดแฮมตอ keratinocyte stem cell ที่เวลา 48 ช่ัวโมง 
พบวามีคาอยูในชวง 800-1,000 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร  
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2.  การตรวจสอบการตายของ keratinocyte  stem cell  หลังจากไดรับสารสกัดแฮม โดยการยอม 
     ดวย propidium iodine รวมกับ Hoechst 33342 
  
 ผลการตรวจสอบการตาย ของ keratinocyte stem cell หลังจากไดรับสารสกัดแฮม ที่
ระดับความเขมขน 100, 200, 400, 600, 800 และ 1,000 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร โดยยอมเซลลดวย  
propidium iodide รวมกับ Hoechst 33342 (ภาพที่ 8) พบวา keratinocyte stem cell ที่ไดรับสารสกัด
แฮมทุกระดับความเขมขน นาน 24 ช่ัวโมง มีเปอรเซ็นตการตายของเซลลไมแตกตางจากกลุม
ควบคุมที่ระดบัความเชื่อมั่น 95 เปอรเซ็นต  เซลลที่ไดรับสารสกัดแฮมความเขมขน 100, 200 และ 
400 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร นาน 48 ช่ัวโมง มีเปอรเซ็นตการตายไมแตกตางจากกลุมควบคุม แต
เซลลที่ไดรับสารสกัดแฮมที่ระดับความเขมขน 600, 800 และ 1,000 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร  มี
เปอรเซ็นตการตายสูงกวากลุมควบคุม เซลลที่ไดรับสารสกัดแฮมที่ระดับความเขมขนตั้งแต 200 ขึ้น
ไป นาน 72 ช่ัวโมง มีเปอรเซ็นตการตายสงูกวากลุมควบคุม และมีความแตกตางกันทางสถิติที่
ระดับความเชือ่มั่น 95 เปอรเซ็นต ดังแสดงในตารางที่ 3 และภาพที ่9  
 
ตารางที่ 3  การตายของ keratinocyte stem cell หลังจากไดรับสารสกัดแฮมที่ความเขมขนแตกตาง   
     กันที่ 24, 48 และ 72 ช่ัวโมง ตรวจสอบโดยการยอมดวย propidium iodine รวมกับ    
     Hoechst 33342 (คาเฉลี่ย ± สวนเบีย่งเบนมาตรฐาน) 
 

เปอรเซ็นตการตายของเซลล ความเขมขน 
(ไมโครกรัม/มิลลิลิตร)         24 ช่ัวโมง                          48 ช่ัวโมง                          72 ช่ังโมง 

                       0                           1.70 ±2.95                        5.56±1.47a                        7.03±6.15a 
                   100                           2.96±5.12                       11.12±8.43a                      18.88±8.03a,b 
                   200                           5.01±4.35                        21.42±6.66a,b                   33.50±7.82b 
                   400                           9.34±4.44                       25.53±9.83a,b,c                   59.16±25.04c 
                   600                         11.38±10.47                     34.81±19.34b,c                  90.75±16.00d 
                   800                         11.78±11.44                      41.48±13.51b,c                 95.23±8.25d 
                1,000                         18.22±18.02                      44.99±13.04c                   93.33±11.54d 
 
หมายเหตุ   a, b, c, d แสดงคาเฉลี่ยที่แตกตางกันอยางมนียัสําคัญทางสถิติ (P<0.05) โดยเปรียบเทียบ   
                   แตละความเขมขนในชวงเวลาเดียวกัน 
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ภาพที่ 8  Keratinocyte  stem cell หลังจากไดรับสารสกัดแฮมที่ระดับความเขมขนแตกตางกัน  
   (propidium  iodide รวมกับ Hoechst 33342, 400X) 
 
    A. เซลลที่ไมไดรับสารสกัดแฮม  เซลลมีชีวิต นวิเคลียสติดสีน้ําเงินของ Hoechst 33342  
    B. เซลลไดรับสารสกัดแฮมความเขมขน 600 μg/ml ที่ 24 ช่ัวโมง เซลลที่มีชีวิตนิวเคลียส
         ติดสีน้ําเงนิของ Hoechst 33342  

  C. เซลลไดรับสารสกัดแฮมความเขมขน 1,000 μg/ml ที่ 72 ช่ัวโมง เซลลที่ตายนิวเคลียส 
       ติดสีแดงของ propidium iodide  
  D. เซลลไดรับสารสกัดแฮมความเขมขน 1,000 μg/ml ที่ 72 ช่ัวโมง เซลลที่ตายนิวเคลียส 
       ติดสีแดงของ propidium iodide  

 
 
 

A B 

C D 
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ภาพที ่9  การตายของ keratinocyte stem cell หลังจากไดรับสารสกัดแฮมที่ความเขมขนแตกตางกนั 
  ที่ 24, 48 และ 72 ช่ัวโมง โดยการยอมดวย propidium iodide รวมกับ Hoechst 33342 
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3.  การตรวจสอบการเกิดความเสียหายของดีเอ็นเอของ keratinocyte stem cell หลังจากไดรับสาร 
     สกัดแฮม 
  
 ผลการตรวจสอบการเกิดความเสียหายของดีเอ็นเอของ keratinocyte stem cell หลังจาก
ไดรับสารสกัดแฮม ที่ระดับความเขมขน 100, 200, 400, 600, 800 และ 1,000 ไมโครกรัมตอ
มิลลิลิตร โดยยอมเซลลดวย acridine orange (ภาพที่ 10) พบวา keratinocyte stem cell ที่ไดรับสาร
สกัดแฮมระดบัความเขมขน 800 และ 1,000 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร นาน  24 และ 48 ช่ัวโมง มี
เปอรเซ็นตการเกิดความเสียหายของดีเอน็เอสูงกวากลุมควบคุม สวนเซลลที่ไดรับสารสกัดแฮมที่
ระดับความเขมขน 200 ไมโครกรัมตอมิลลิกรัมขึ้นไป นาน 72 ช่ัวโมง มีเปอรเซ็นตการเกิดความ
เสียหายของดีเอ็นเอสูงกวากลุมควบคุม และมีความแตกตางกันทางสถิติที่ระดับความเชื่อมั่น 95 
เปอรเซ็นต  ดงัแสดงในตารางที่ 4 และภาพที่ 11 
 
ตารางที่ 4  การเกิดความเสียหายของดีเอน็เอของ keratinocyte stem cell หลังจากไดรับสารสกัด 
                  แฮมที่ความเขมขนแตกตางกันที่ 24, 48 และ 72 ช่ัวโมง ตรวจสอบโดยการยอม 
     ยอมเซลลดวย acridine orange (คาเฉลี่ย ± สวนเบีย่งเบนมาตรฐาน)  
 

เปอรเซ็นตการเกิดความเสียหายของดีเอน็เอ ความเขมขน 
(ไมโครกรัม/มิลลิลิตร)   24 ช่ัวโมง                         48 ช่ัวโมง                          72 ช่ัวโมง 

                     0                      6.94±12.02a,b                         0.00a                                  1.96±3.39a 
                 100                      3.92±6.78a                           22.91±34.42a,b,c                19.90±17.95a,b 
                 200                      1.01±1.74a                            10.38±15.80a,b                  38.50±15.49b 
                 400                      7.66±9.61a,b                          23.91±19.25a,b,c,d              53.16±37.05b,c 
                 600                    23.80±4.19b,c                          38.63±14.60a,b,c,d              83.80±14.66c 
                 800                    33.12±15.63c                          53.85±8.23b,c,d                  91.11±15.39c 
               1,000                   33.23±7.50c                           56.85± 9.40d                     88.89±19.24c 
 
หมายเหตุ  a, b, c, d แสดงคาเฉลี่ยที่แตกตางกันอยางมนียัสําคัญทางสถิติ (P<0.05) โดยเปรียบเทียบ 
                  แตละความเขมขนในชวงเวลาเดียวกัน 
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ภาพที่ 10  Keratinocyte stem cell ที่ดีเอ็นเอเกิดความเสียหาย หลังจากไดรับสารสกัดแฮมที่ระดับ
  ความเขมขนแตกตางกัน (acridine orange, 200X) 
  
     A. เซลลที่ไมไดรับสารสกัดแฮม ดีเอ็นเอปกติ นิวเคลียสติดสีเขียว  
     B. เซลลที่ไดรับสารสกัดแฮมที่ความเขมขน 600 μg/ml ที่ 48 ช่ัวโมง ดีเอ็นเอเกิดความ 
          เสียหายเล็กนอย นวิเคลียสติดสีแดง (ลูกศร) และดีเอ็นเอปกติ นวิเคลียสติดสีเขียว 
                       (หัวลูกศร) 
     C. เซลลที่ไดรับสารสกัดแฮมที่ความเขมขน 1,000 μg/ml ที่ 72 ช่ัวโมง ดีเอ็นเอเกดิความ 
          เสียหาย นิวเคลียสติดสแีดง (ลูกศร)  
     D. เซลลที่ไดรับสารสกัดแฮมที่ความเขมขน 1,000 μg/ml ที่ 72 ช่ัวโมง ดีเอ็นเอเกดิความ 
          เสียหาย นิวเคลียสติดสแีดง (ลูกศร) และดีเอ็นเอปกติ นิวเคลียสตดิสีเขียว (หวัลูกศร) 
 
 
 

A B 

C D 



 
 
 

 47 

0

20

40

60

80

100

120

0 100 200 400 600 800 1000

Coscinium fenestratum  concentrations (μg/ml)

%
 D

NA
 da

ma
ge

24 h
48 h
72 h

 
 
ภาพที่ 11  การเกิดความเสียหายของดีเอน็เอของ keratinocyte stem cell  หลังจากไดรับสารสกัด
     แฮมที่ระดับความเขมขนแตกตางกันที่ 24, 48 และ 72 ช่ัวโมง ตรวจสอบโดยการยอม
     ดวย acridine orange 
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4. การตรวจสอบการตายของเซลลแบบ apoptosis ของ keratinocyte stem cell หลังจากไดรับสาร 
    สกัดแฮม  
  
 ผลการตรวจสอบการตายของเซลลแบบ apoptosis  ของ keratinocyte stem cell หลังจาก
ไดรับสารสกัดแฮม ที่ระดับความเขมขน 100, 200, 400, 600, 800 และ 1,000 ไมโครกรัมตอ
มิลลิลิตรโดยยอมเซลลดวย Hoechst 33342 (ภาพที่ 12) พบวาเซลลที่ไดรับสารสกัดแฮมทุกระดับ
ความเขมขน นาน 24 และ 48 ช่ัวโมง มีเปอรเซ็นตการตายของเซลลแบบ apoptosis ไมแตกตางจาก
กลุมควบคุม  และไมแตกตางกันทางสถิติที่ระดับความเชื่อมั่น 95 เปอรเซ็นต แตเซลลที่ไดรับสาร
สกัดที่ความเขมขน 800 และ 1,000 ไมโครกรัมตอลิตร นาน 72 ช่ัวโมง มีเปอรเซ็นตการตายของ
เซลลแบบ apoptosis สูงกวากลุมควบคุม และมีความแตกตางกันทางสถิติที่ระดับความเชื่อมั่น 95 
เปอรเซ็นต  ดงัแสดงในตารางที่ 5 และภาพที่ 13 
 
ตารางที่ 5  การตายของเซลลแบบ apoptosis ของ keratinocyte stem cell หลังจากไดรับสารสกัด
     แฮมที่ความเขมขนแตกตางกันที่ 24, 48 และ 72 ช่ัวโมง  
                 (คาเฉลี่ย ± สวนเบี่ยงเบนมาตรฐาน) 
 

เปอรเซ็นตการตายของเซลลแบบ  apoptosis ความเขมขน 
(ไมโครกรัม/มิลลิลิตร)            24 ช่ัวโมง                            48 ช่ัวโมง                      72 ช่ัวโมง 
                       0                              0.00                                    0.00                                0.00 a 
                   100                              0.00                                    0.00                                0.00 a 
                   200                              0.00                                   1.33±2.30                       2.77±4.80a,b 
                   400                              0.00                                    0.00                                1.66±2.88a,b 
                   600                              0.00                                    0.00                                0.00 a 
                   800                              0.00                                    0.00                                6.63±1.07 b 
                  1,000                            3.33±5.77                           0.00                              12.87±4.64c 
 
หมายเหตุ  a, b, c  แสดงคาเฉลี่ยที่แตกตางกันอยางมนีัยสําคัญทางสถิติ (P<0.05) โดยเปรียบเทยีบ 
                   แตละความเขมขนในชวงเวลาเดียวกัน 
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ภาพที่ 12  Keratinocyte stem cell ตายแบบ apoptosis หลังจากไดรับสารสกัดแฮมที่ความเขมขน  
     แตกตางกัน (Hoechst 33342, 400X) 
 
    A. เซลลที่ไมไดรับสารสกัดแฮม เซลลไมตาย ไมมีการหดตัวของนวิเคลียส 
    B. เซลลที่ไดรับสารสกัดแฮมความเขมขน 1,000 μg/ml ที่ 72 ช่ัวโมง ตายแบบ apoptosis 
         เกิด apoptotic bodies (ลูกศร) มีการหดตัวของนวิเคลียส  
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ภาพที ่13  การตายของเซลลแบบ apoptosis ของ keratinocyte stem cell  หลังจากไดรับสารสกัด  
    แฮมที่ระดับความเขมขนแตกตางกันที่ 24, 48 และ 72 ช่ัวโมง ตรวจสอบโดยการยอมดวย 
    Hoechst 33342 
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  5.  การตรวจสอบการเปลี่ยนแปลงวฏัจักรเซลลของ keratinocyte stem cell หลังจากไดรับสารสกดั  
       แฮม 
   
 ในการตรวจสอบการเปลี่ยนแปลงวัฏจักรเซลลของ keratinicyte stem cell คร้ังนี้ไมนาํเซลล
ที่ไดรับสารสกัดความเขมขน 1,000 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตรมาตรวจสอบ เนื่องจากสารสกัดแฮมที่
ความเขมขนสงู ทําใหเซลลตายมากกวา 50 เปอรเซ็นต 
 
 ผลการตรวจสอบการเปลี่ยนแปลงวัฏจักรเซลลของ keratinocyte stem cell หลังจากไดรับ
สารสกัดแฮมที่ความเขมขน 100, 200, 400, 600 และ 800 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร โดยวิเคราะหดวย 
เทคนิค Flow cytometry พบวาเซลลที่ไดรับสารสกัดแฮมทุกระดับความเขมขนนาน 24 ช่ัวโมง เกดิ
การตายแบบ apoptosis และเขาสูระยะ GO/G1 ไมแตกตางจากกลุมควบคุม โดยไมแตกตางกันทาง
สถิติ  สวนเซลลที่ไดรับสารสกัดระดับความเขมขน 200, 400, 600 และ 800 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร
เขาสูระยะ S นอยกวากลุมควบคุม และเซลลที่ไดรับสารสกัดความเขมขน 800 ไมโครกรัมตอ
มิลลิลิตรเขาสูระยะ G2/M มากกวากลุมควบคุม โดยมีความแตกตางกันทางสถิติที่ระดับความ
เชื่อมั่น 95  ดังแสดงในตาราง 6  
  
ตารางที่ 6  การเปลี่ยนแปลงวัฏจักรเซลลของ keratinocyte stem cell หลังจากไดรับสารสกัดแฮมที่
     ความเขมขนแตกตางกันที่ 24 ช่ัวโมง (คาเฉลี่ย ± สวนเบี่ยงเบนมาตรฐาน)  
 

การเปลี่ยนแปลงวัฏจักรเซลลที่เวลา 24 ช่ัวโมง    ความเขมขน 
(ไมโครกรัม/มิลลิลิตร) Apoptosis                 GO/G1                          S                          G2/M 
                    0                1.07 ±0.75             70.83 ±3.01a,b             12.26 ±0.59a            16.42 ±3.25a  
                100                0.36 ±0.02             62.66 ±7.07a              13.98 ±2.34a            19.24 ±1.49a,b 
                200                0.85 ±0.71             69.58 ±9.30a,b             10.04 ±4.30b,c          16.88 ±1.36a 
                400                0.57 ±0.07             78.19 ±3.11b                6.62 ±2.82b,c           12.62 ±2.51a 
                600                1.05 ±0.72             79.52 ±0.39b                3.73 ±0.12c             15.82 ±0.36a 
                800                0.49 ±0.39             72.32 ±2.40a,b              4.43 ±0.29c              22.39 ±3.12b 

 
หมายเหตุ  a, b, c แสดงคาเฉลี่ยที่แตกตางกันอยางมนีัยสําคัญทางสถิติ (P<0.05) โดยเปรียบเทยีบ 
                  แตละความเขมขน 
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 สวนเซลลที่ไดรับสารสกัดแฮมทุกระดับความเขมขนนาน 48 ช่ัวโมง เกิดการตายแบบ 
apoptosis ไมแตกตางกันทางสถิติ เซลลที่ไดรับสารสกัดที่ระดับความเขมขน 100, 200, 400, 600 
และ 800 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร เขาสูระยะ GO/G1 มากกวากลุมควบคุม และมีความแตกตางกัน
ทางสถิติที่ระดับความเชื่อมั่น 95 เปอรเซ็นต แตเซลลที่ไดรับสารสกัดที่ระดับความเขมขน 100, 
200, 400, 600 และ 800 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตรเขาสูระยะ S นอยกวากลุมควบคุม และมีความ
แตกตางกันทางสถิติที่ระดับความเชื่อมั่น 95 เปอรเซ็นต  เซลลที่ไดรับสารสกัดที่ระดบัความเขมขน 
100, 200 และ 400 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตรเขาสูระยะ G2/M นอยกวากลุมควบคุม สวนที่ระดับ
ความเขมขน 800 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร เซลลเขาสูระยะ G2/M มากกวากลุมควบคมุ และมีความ
แตกตางกันทางสถิติที่ระดับความเชื่อมั่น 95 เปอรเซ็นต  ดังแสดงในตารางที่ 7  
  
ตารางที่ 7  การเปลี่ยนแปลงวัฏจักรเซลลของ keratinocyte stem cell หลังจากไดรับสารสกัดแฮมที่
     ความเขมขนแตกตางกันที่ 48 ช่ัวโมง (คาเฉลี่ย ± สวนเบี่ยงเบนมาตรฐาน)  
 

การเปลี่ยนแปลงวัฏจักรเซลลที่เวลา 48 ช่ัวโมง ความเขมขน 
(ไมโครกรัม/มิลลิลิตร) Apoptosis                    GO/G1                          S                          G2/M 
                    0                  1.14±0.33              69.57±0.62a              13.56±0.25a             16.68±0.90a 
                100                  0.82±0.19               86.45±0.09b                4.86±1.32b               7.91±1.25b 
                200                  1.05±0.18              88.70±0.65b                3.68±0.08b,c              6.73±0.55b 
                400                  0.95±0.15              88.86±0.42b                2.92±0.56c                7.60±0.56b 
                600                  0.77±0.15              78.99±1.37c                3.87±0.66b,c            16.63±2.36a 
                800                  0.76±0.22              74.39±3.54d                4.06±0.70b,c            21.28±2.71c 
 
หมายเหตุ  a, b, c, d แสดงคาเฉลี่ยที่แตกตางกันอยางมนียัสําคัญทางสถิติ (P<0.05) โดยเปรียบเทียบ 
                   แตละความเขมขน 
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วิจารณ 

 
1. การตรวจสอบการตายของ keratinocyte stem cell หลังจากไดรับสารสกัดแฮม 
  
 การตรวจสอบการตายของเซลล หลังจากไดรับสารสกัดแฮมที่ความเขมขน 100, 200, 400, 
600, 800 และ 1,000 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร ที่เวลา  48 ช่ัวโมง มีคา IC50 อยูในชวง 800-1,000 
ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร แสดงวาสารสกัดแฮมดวยน้ํามีความเปนพิษตอเซลลต่ํา (Narasimham and 
Nair, 2004) แตการตายของเซลลอาจเปนผลมาจาก berberine ซ่ึงเปนสารอัลคาลอยดที่พบมากใน
แฮมและมีความเปนพิษตอเซลล ซ่ึง berberine สกัดออกไดปริมาณมากที่สุดดวยแอลกอฮอล (มนัสวี
และวิชชุดา, 2544) และมีความเปนพิษตอ Hep2 cell line สูง (IC50 = 5 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร) 
(Kamkaen et al., 2006) สามารถยับยั้งการเพิ่มจํานวนเซลล Human HT-1080 Fibrosarcoma และ  
Murine Lewis Lung Carcinoma (LLC) โดยมีคา EC50 11.7 และ 1.65 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร 
ตามลําดับ สวนสารสกัดแฮมดวยเมทานอลตอน้ํา อัตราสวน 1:1  สามารถยับยั้งการเพิ่มจํานวนเซลล 
Human HT-1080 Fibrosarcoma, Human Lung A549 Adenocarcinoma และ Murine Lewis Lung 
Carcinoma ไดนอยกวาสารสกัดแฮมดวยเมทานอลเพียงอยางเดยีวโดย มีคา EC50 18.1, 2.88 และ 
2.84 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร ตามลําดับ (Ueda et al., 2002) แสดงใหเห็นวา berberine มีความเปน
พิษตอเซลล แตในการศกึษาครั้งนี้การสกัดสารดวยน้ําไดปริมาณ berberine นอยเชนเดียวกับการ
ทดลองของ Deevanhxay et al. ( 2009) พบวา การสกัดแฮมดวยแอลกอฮอล 60 เปอรเซ็นตที่
อุณหภูมิ 83 องศาเซลเซียสมีปริมาณ berberine สูงเทากับ 25.20 มิลลิกรัมตอกรัม แตการสกัดแฮม
ดวยน้ําที่อุณหภูมิ 160 องศาเซลเซียส เวลา 15 นาที มีปริมาณ berberine เทากับ 20.31 มิลลิกรัมตอ
กรัม ดังนั้นการสกัดแฮมดวยน้ําจึงมีปริมาณ berberine นอย ความเปนพิษตอเซลลจึงนอยกวาการ
สกัดดวยตวัทําละลายชนิดอืน่  
 
 การตรวจสอบการตายของ keratinocyte stem cell หลังจากไดรับสารสกัดแฮมที่ความ
เขมขน 100, 200, 400, 600, 800 และ 1,000 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร โดยวิธี MTT assay และการ
ยอมดวย propidium iodide รวมกับ Hoechst 33342 พบวาเปอรเซ็นตการตายของเซลลที่ไดรับสาร
สกัดแฮมทุกความเขมขนนาน 24 และ 48 ช่ัวโมงจากการตรวจสอบทั้ง 2 วิธีมีเปอรเซ็นตแตกตางกัน 
โดยวิธี MTT assay มีเปอรเซ็นตการตายของเซลลสูงกวาการยอมดวย propidium iodide รวมกับ 
Hoechst 33342  เพราะวิธี MTT assay จะจาํแนกเซลลที่มชีีวิตแตไมสามารถเติบโตอยูในกลุมของ
เซลลที่ไมมีชีวิต เนื่องจากการทํางานของเอนไซม mitochondrial reductase ลดลง ทําใหเซลลที่
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ไดรับสารสกัดแฮมที่ความเขมขนสูงและระยะเวลานานมีเปอรเซ็นตการตายของเซลลสูงขึ้น  สวน
การตรวจสอบโดยการยอมดวย propidium iodide รวมกับ Hoechst 33342 แลวศึกษาภายใตกลอง
จุลทรรศนฟลูออเรสเซนตพบเปอรเซ็นตการตายของเซลลนอยกวาการตรวจสอบดวยวิธี MTT 
assay  เนื่องจาก propidium iodide มีคุณสมบัติในการแพรผานเซลลที่ไมมีชีวิตเทานัน้จึงไมสามารถ
แพรผานเซลลมีชีวิตที่ขาดความสามารถในการเจริญเตบิโตได ดังนัน้เซลลที่ไดรับสารสกัดแฮมที่
ความเขมขนต่าํ และระยะเวลาสั้น จึงยังคงมีชีวิตอยูแมวาความสามารถในการเจริญลดลง แตเมื่อ
ตรวจสอบเซลลที่ไดรับสารสกัดแฮมนาน 72 ช่ัวโมงโดยยอมดวย propidium iodide รวมกับ 
Hoechst 33342 พบเปอรเซ็นตการตายสูงกวาวิธี MTT assay  เนื่องจากเวลาที่เซลลสัมผัสสารสกัด
แฮมนานขึน้ ทําใหเซลลไดรับสารในระดบัความเขมขนสูงขึ้นดวย จึงทําใหเซลลตายเพิ่มขึ้นแสดง
วาสารสกัดแฮมที่ระดับความเขมขนสูง มีความเปนพษิตอเซลลเมื่อไดรับเปนเวลานาน  
 
2. การตรวจสอบการเกิดความเสียหายของดีเอ็นเอของ keratinocyte stem cell หลังจากไดรับสาร 
    สกัดแฮม 
 
 การตรวจสอบการเกิดความเสียหายของดเีอ็นเอของ keratinocyte stem cell หลังจากไดรับ
สารสกัดแฮมที่ความเขมขน 100, 200, 400, 600, 800 และ 1,000 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร โดยยอม
เซลลดวย acridine orange พบวาเซลลที่ไดรับสารสกัดแฮมความเขมขนสูง มีผลทําใหดีเอ็นเอไดรับ
ความเสียหายมากขึ้น เมื่อเปรียบเทียบการเกิดความเสียหายของดีเอ็นเอกับการตายของเซลล พบวา 
เซลลที่ไดรับสารสกัดแฮมทกุความเขมขนที่เวลา 24 ช่ัวโมง มีเปอรเซ็นตการเกิดดีเอ็นเอเสียหายสูง
กวาการตายของเซลล แสดงวาเซลลที่ดีเอ็นเอเสียหายบางสวน ยังคงมชีีวิตอยูจึงยอมติดสี acridine 
orange เพราะคุณสมบัติของสียอมสามารถยอมไดทั้งเซลลที่มีชีวิตและไมมีชีวิต แตทีเ่วลา 48 และ 
72 ช่ัวโมง การตายของเซลลและการเกดิความเสียหายของดีเอ็นเอมีเปอรเซ็นตสูงขึ้น แสดงวาเซลล
ที่ไดรับสารสกัดเปนเวลานานขึ้นทําใหดีเอน็เอเกิดความเสียหายสงผลใหเซลลตาย การเกิดความ
เสียหายของดีเอ็นเอและการตายของเซลลอาจเปนผลมาจาก berberine  ซ่ึงที่ความเขมขน 5-200 ไม
โครโมลเหนี่ยวนําให nasopharyngeal carcinoma cell ตาย ดีเอ็นเอเกดิความเสียหาย และไมสามารถ
ซอมแซมได (Savio et al., 2002) ที่ความเขมขน 5-50 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร ทําใหดีเอ็นเอของ 
leukemia H-L 60 cell เกิดการแตกหกัประมาณ 180-200 คูเบส เซลลจึงเขาสูระยะ S และ G2/M ชา
ลง (Kua and Yung, 1993) และ berberine ที่ความเขมขน 50 ไมโครโมล ทําใหดีเอน็เอของเซลล 
HaCaT Keratinocyte เสียหายและเซลลตายเทากับ 80 เปอรเซ็นต  (Inbaraj et al., 2001) 
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3. การตรวจสอบการตายของเซลลแบบ apoptosis ของ keratinocyte stem cell หลังจากไดรับสาร 
    สกัดแฮม  
 
 การตรวจสอบการตายของเซลลแบบ apoptosis ของ keratinocyte stem cell หลังจากไดรับ
สารสกัดแฮม  พบวาเซลลที่ไดรับสารสกัดแฮมที่ความเขมขน 100, 200, 400 และ 600 ไมโครกรัม
ตอมิลลิลิตรที่เวลา 24 และ 48 ช่ัวโมง  เกิดการตายแบบ apoptosis ไมแตกตางจากกลุมควบคุม 
แสดงวาสารสกัดแฮมดวยน้ําไมทําใหเซลลตาย แตการตายของเซลลที่พบอาจเกิดจากภาวะของ
เซลลเอง ซ่ึงในกลุมควบคุมก็พบการตายดวยเชนกัน สวนที่ความเขมขน 800  และ 1,000 
ไมโครกรัมตอมิลลิลิตรที่เวลา 72 ช่ัวโมง เกิดการตายแบบ apoptosis แตกตางจากกลุมควบคุม ทั้งนี้
เนื่องมาจากปริมาณ berberine เพิ่มสูงขึ้นตามความเขมขนของสารสกัดที่ใชจึงมีผลใหเซลลบางสวน
ตาย ซ่ึงเหมือนกับการทดลองของ Youn et al. (2008) ที่ berberine ในพืชสมุนไพร  Coptidis  
rhizoma  ทําให HeLa cell ตายแบบ apoptosis โดยมีกลไกเหนีย่วนําใหเยื่อหุมไมโทคอนเดรีย
เสียหาย มกีารปลดปลอย cytochrome C  ออกมา และยับยั้งการแสดงออกของโปรตีน anti-
apoptotic คือ Bcl-2 และ Bcl-XL กระตุนการแสดงออกของ casspase เชนเดียวกับการทดลองของ 
Mantena et al. (2006) พบวา berberine ที่ความเขมขน 0, 15, 25, 50 และ 75 ไมโครโมลาร ทําให 
human epidermoid carcinoma A431 cell ตายแบบ apoptosis ที่เวลา 72 ช่ัวโมงเทากบั 11.7, 31, 39, 
47 และ 60 เปอรเซ็นต ตามลําดับ นอกจากนี้ berberine ยังสามารถเหนี่ยวนําใหเซลล leukemia HL-
60 เปลี่ยนรูปราง ดีเอ็นเอแตกหัก เซลลตายแบบ apoptosis (Kuo et al., 1995)  berberine ที่ความ
เขมขน 200 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร โครมาทินในนิวเคลียสขดตัวส้ัน และเซลลมีขนาดเล็กลง 
(Yang et al., 1996)  
 
4. การตรวจสอบการเปลี่ยนแปลงวัฏจักรเซลลของ keratinocyte stem cell หลังจากไดรับสารสกัด 
    แฮม  
 
 การตรวจสอบการเปลี่ยนแปลงวัฏจักรเซลลของ keratinocyte stem cell หลังจากไดรับสาร
สกัดแฮมที่ความเขมขน 100, 200, 400, 600 และ 800 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร  สวนที่ความเขมขน 
1,000 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตรไมตรวจสอบ เนื่องจากสารสกัดแฮมมีความเขมขนสูง ทําใหเซลลตาย
มากกวา 50 เปอรเซ็นต จากการตรวจสอบเซลลที่ไดรับสารสกัดแฮมความเขมขน 100, 200, 400, 
600 และ 800 ไมโครกรัมตอลิตรที่เวลา 24 ช่ัวโมง  พบวาเซลลเขาสูระยะ G0/G1 ไมแตกตางจาก
กลุมควบคุม เนื่องจากวัฏจักรเซลลปกติใชเวลา 24 ช่ัวโมง (กัลยา และอนงค, 2548)   และเปนระยะ
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ที่เสร็จสิ้นจากการแบงเซลล ทําใหเซลลเขาสูระยะพกั และไมพบการตายของเซลลเพิ่มขึ้น สวนที่ 
เวลา 48 ช่ัวโมง พบวาเซลลถูกเหนีย่วนําใหอยูในระยะ G0/G1 เพิ่มขึ้นเมื่อเทียบกับกลุมควบคุม จึง
เขาสูระยะ S นอยลง แสดงวาสารสกัดแฮมมีผลทําใหดีเอ็นเอเสียหาย สอดคลองกับรายงานของ 
Mantena et al. (2006) ที่ berberine  สามารถยับยั้งการทํางานของเอนไซม DNA topoisomerase I 
และ II  จึงทําใหไมสามารถสังเคราะหดเีอ็นเอได นอกจากนี้ berberine สามารถยับยั้งการเพิ่ม
จํานวนของเซลลมะเร็ง และเหนีย่วนําใหเซลลเขาสูระยะ G0/G1 โดยยับยั้งการทํางานของ  cyclin 
D1, D2 และ E และ cyclin-dependent kinase (Cdk2, Cdk4 และ Cdk6) และกระตุนการแสดงออก
ของ Cdk inhibitors (Cip1/p21 และ Kip1/p27 (Mantena et al., 2006)  berberine ที่ความเขมขน 1-
100 ไมโครโมลตอลิตร ทําให HepG2 cell หยุดที่ระยะ G0/G1 เทากับ 42.29-78.49 เปอรเซ็นต 
โปรตีน p53 และ Cyclin D1 ลดลง (Zhang et al., 2007) จากการตรวจสอบแสดงใหเหน็วาการที่
เซลลเขาสูระยะ G0/G1 เปนจํานวนมากเนือ่งจากสารสําคัญในแฮมมีความสามารถยับยั้งการทํางาน
ของโปรตีน cyclin และ cyclin- dependent kinase ซ่ึงรวมกันทําหนาทีผ่ลักดันกระบวนการ
ควบคุมวัฏจักรเซลล (ทรงยศ, 2551) และเมื่อดีเอ็นเอของเซลลเสียหายจากสารสกัดแฮม เซลลมี
กลไกตรวจสอบและแกไขความเสียหายที่เกิดขึ้น จึงเหนีย่วนาํใหเซลลสูระยะ G0/G1 (Wang et al., 
2008) 
 
  การทดลองเซลลที่ไดรับสารสกัดแฮมความเขมขน 800 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร จํานวน
เซลลในระยะ G2/M เพิ่มขึ้นเมื่อเทียบกับกลุมควบคุม แสดงวาสารดังกลาวยับยั้งการทํางานของ
โปรตีน cyclin B  และ cyclin- dependent kinase( Cdk1) เชนเดยีวกับการทดลองของ Tsang et al. 
(2009) รายงานวา berberine จาก Coptidis rhizome ความเขมขน 50 ไมโครโมลารทําให human 
nasopharyngeal carcinoma cell (HONE1) หยุดที่ระยะ G2/M และยับยั้งการเพิ่มจํานวนเซลลโดย
กระตุนการทํางานของ poly (ADP-ribose) polymerase (PARP), caspase 3 และ caspase 9 
เชนเดยีวกับเซลล leukemia HL-60 หยุดทีร่ะยะ G2/M (Kuo et al., 1995) berberine ที่ความเขมขน 
100 ไมโครโมลตอลิตร สามารถยับยั้งการเพิ่มจํานวนของ  human prostate carcinoma cell (PC 3) 
โดย เขาสูระยะ G2/M ที่เวลา 24 ช่ัวโมง  และเหนีย่วนําใหเซลลเยื่อบุตอมลูกหมากปกต ิเขาสูระยะ 
G2/M มากกวากลุมควบคุมและไมกอใหเกิดความเปนพษิตอเซลล (Mantena et al., 2006) 
 
 การทดสอบความเปนพษิของสารสกัดแฮมตอ keratinocyte stem cell  เมื่อเปรียบเทียบ
ความเขมขนของสารสกัดแฮมที่ 100, 200, 400, 600, 800 และ 1,000 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร  กับ
ระยะเวลาที่เซลลไดรับสารสกัด คือ 24, 48 และ 72 ช่ัวโมง พบวาที่ความเขมขน 800 และ 1,000 
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ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร มีความเปนพิษตอเซลลมากขึ้น เมื่อไดรับเปนเวลานาน โดยทําใหเซลลตาย
แบบ apoptosis และดีเอ็นเอเกิดความเสียหาย มากกวากลุมควบคุมตามลําดับ 
  
 จากการทดสอบความเปนพษิของสารสกัดแฮมตอ keratinocyte stem cell  ในการวิจยัคร้ังนี้
พบวาสารสกัดแฮมสกัดดวยน้ํามีความเปนพิษตอเซลลนอย ดังนั้นการนําแฮมมาตมกับน้ําดื่มเพื่อ
รักษาโรค ไดแก  ลดระดับน้ําตาลในเลือด (Punitha et al., 2005) ลดความเปนพิษตอตบั ตานอนุมูล
อิสระ ลดความดัน (Singh et al., 1990) จึงสามารถทําได แตควรเปนแฮมแหงที่หัน่เปนชิ้นบางเพื่อ
ลดปริมาณน้ําและไดปริมาณสารมากขึ้น ขนาดรับประทานประมาณ  5 กรัมตอน้ํา 100 มิลลิลิตร ถา
เปนแฮมผงหรอืหอสําเร็จรูปขนาดรับประทาน 1 ชอนชา ตอน้ํา 200 มิลลิลิตร ตองระมัดระวังการ
ปลอมปนของสมุนไพรอื่นๆ ที่มีสีเหลืองดวย เพราะทําใหไมได berberine  ตามที่ตองการ และ
สารสเตียรอยด (กรมวิทยาศาสตรการแพทย, 2552) เพราะสารชนิดนี้มคีุณสมบัติในการลดอักเสบ
และบรรเทาปวดในกระดูกและขอ แตมีอันตรายตอรางกายหากใชขนาดสูงตอเนื่อง เปนระยะเวลา
นาน อยางไรกต็ามในแฮมมี berberine เปนสารสําคัญ จึงควรระมัดระวงัในการกนิอยางตอเนื่องเปน
ระยะเวลานาน เพราะอาจมีพษิตอระบบเลือด ตับ และหัวใจได (Hwang et al., 2002) 
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สรุปและขอเสนอแนะ 

 สรุป 
 
 จากการศึกษาความเปนพษิของสารสกัดแฮมตอเซลลตนกําเนิดผิวหนังมนุษย ที่ความ 
เขมขน 100, 200, 400, 600, 800 และ 1,000 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร สรุปไดดังนี ้
 
 1. สารสกัดแฮมดวยน้ํามีผลทําให keratinocyte stem cell ตาย ที่เวลา 24, 48 และ 72 ช่ัวโมง 
ตรวจสอบโดยวิธี MTT assay พบวาสารสกัดแฮมทกุความเขมขนทําใหเซลลตาย ที่เวลา 24, 48 และ 
72  ช่ัวโมง มีเปอรเซ็นตการตายสูงกวากลุมควบคุมอยางมีนัยสําคัญ (P<0.05) อยูในชวง 13.30±5.42  
ถึง 58.36±3.37  แตเมื่อตรวจสอบโดยยอมเซลลดวย  propidium iodide รวมกับ Hoechst 33342 
พบวาเฉพาะทีค่วามเขมขน 600, 800 และ 1,000 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร ทําใหเซลลตายที่เวลา 48 
ช่ัวโมง มีเปอรเซ็นตการตายสูงกวากลุมควบคุมอยางมีนัยสําคัญ (P<0.05) อยูในชวง 34.81±19.34 
ถึง 44.99±13.04 และที่ความเขมขน 200, 400, 600, 800 และ 1,000 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร ทําให
เซลลตายที่เวลา 72 ช่ัวโมง มีเปอรเซ็นตการตายสูงกวากลุมควบคุมอยางมีนัยสําคัญ (P<0.05) อยู
ในชวง 33.50±7.82 ถึง 93.33±11.54 เมื่อเปรียบเทียบการตายของเซลลทั้งสองวิธีที่เวลา 24 และ 48 
ช่ัวโมง พบวาการตรวจสอบโดยวิธี MTT assay มีเปอรเซ็นตการตายสูงกวาการตรวจสอบดวย 
propidium iodide รวมกับ Hoechst 33342 อยูในชวง 13.30±5.42  ถึง 57.62±4.05 สวนที่เวลา 72 
ช่ัวโมง เมื่อตรวจสอบดวย propidium iodide รวมกับ Hoechst 33342 พบเปอรเซ็นตการตายสูงกวา
ตรวจสอบดวยวิธี MTT assay ซ่ึงอยูในชวง 33.50±7.82 ถึง 93.33±11.54  
 
 2. สารสกัดแฮมดวยน้ํามีผลทําใหดเีอ็นเอของ keratinocyte stem cell เกิดความเสียหายที่
ความเขมขน 800 และ 1,000 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร ที่เวลา 24 และ 48  ช่ัวโมง มีเปอรเซ็นตการ
เกิดความเสียหายของดีเอน็เอสูงกวากลุมควบคุมอยางมนีัยสําคัญ (P<0.05) อยูในชวง  33.12±15.63 
ถึง 33.23±7.50 และ 53.85±8.23 ถึง 56.85±9.40 ตามลําดับ ที่เวลา 72 ช่ัวโมง สารสกัดแฮมดวยน้ําที่
ความเขมขน 200, 400, 600, 800 และ 1,000 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร มีเปอรเซ็นตการเกิดความ
เสียหายของดีเอ็นเอสูงกวากลุมควบคุมอยางมีนัยสําคัญ (P<0.05) อยูในชวง 38.50±15 49 ถึง 
91.11±15.39  
 
 3. สารสกัดแฮมดวยน้ํามีผลทําให keratinocyte stem cell ตายแบบ apoptosis เฉพาะทีค่วาม
เขมขน 800 และ 1,000 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร ที่เวลา 72 ช่ัวโมงเทานั้น มีเปอรเซน็ตการตาย
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มากกวากลุมควบคุมอยางมนีัยสําคัญ (P<0.05) อยูในชวง 6.63±1.07 ถึง 12.87±4.64 สวนที่เวลา 24 
และ 48 ช่ัวโมง เซลลไมตายเมื่อเปรียบเทียบกับกลุมควบคุม  
 
 4. สารสกัดแฮมดวยน้ํามีผลทําใหวัฏจักรเซลล keratinocyte stem cell เปลี่ยนแปลงโดยทํา
ใหเซลลเขาสูระยะ S นอยกวากลุมควบคุมอยางมีนัยสําคญั (P<0.05)  เมื่อไดรับสารสกัดที่ความ
เขมขน 200, 400  และ 600 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตรที่เวลา 24 ช่ัวโมง สวนที่ความเขมขน 800 
ไมโครกรัมตอมิลิลิตร ทําใหเซลลเขาสูระยะ G2/M มากกวากลุมควบคมุอยางมีนัยสําคัญ (P<0.05) 
ที่เวลา 48 ช่ัวโมง สารสกัดแฮมดวยน้ําทุกความเขมขนทาํใหเซลลเขาสูระยะ G0/G1 มากกวากลุม
ควบคุมอยางมนีัยสําคัญ (P<0.05) จึงทําใหเซลลเขาสูระยะ S นอยลง นอกจากนี้ที่ความเขมขน 800 
ไมโครกรัมตอมิลิลิตร เซลลเขาสูระยะ G2/M  แตกตางจากกลุมควบคุมอยางมีนัยสําคญั (P<0.05) 
แสดงวาสารสกัดแฮมทกุความเขมขนที่ 24 และ 48 ช่ัวโมง มีผลทําใหดีเอ็นเอเสียหาย เซลลจึงหยุด
การแบงเซลล 

 
 

ขอเสนอแนะ 
 
 สามารถนําสารสกัดแฮมดวยน้ําไปพฒันาเปนยารักษาโรคตอไปได เชน ยารักษาโรคมะเร็ง
ยารักษาโรคเบาหวาน ลดความดันเนื่องจากมีความเปนพษิต่ํา แตตองระมัดระวังในการกินอยาง
ตอเนื่องเปนระยะเวลานาน เพราะอาจมีพษิตอระบบเลือด ตับ และหวัใจได 
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ภาคผนวก ก 
 

อาหารเลี้ยงเซลลและสารเคมีท่ีใชในการเลี้ยงเซลล 
 
การเตรียมอาหารเลี้ยงเซลล ปริมาณ 200 มิลลิลิตร 
  
 1. ละลายอาหารผง (DMEM F 12) ปริมาณ 2.4  กรัม ในน้ําบริสุทธิ์ 178 ml จนเปนเนื้อ 
     เดียวกัน 
 2. ละลาย NaHCO3 เทลงในอาหารเลี้ยงเซลลกวนใหเปนเนื้อเดยีวกัน 
 3. เติม serum ที่ผานการ inactivate แลว (56ºC, 30 นาที) ปริมาณ 20 มิลลิลิตร 
 4. เติม penicillin-streptomycin ปริมาณ 2 มิลลิลิตร 
 5. ปรับ pH 7.2-7.4 
 6. กรองอาหารผาน membrane ขนาด 0.2 ไมโครเมตรในตูปลอดเชื้อ เกบ็อาหารที่อุณหภูม ิ
     4 องศาเซลเซียส 
 
การเตรียม Phosphate buffered saline (PBS) 
 
 1. ช่ัง NaCl 8 กรัม, KCl 0.2 กรัม, Na2HPO4 1.25 g และ KH2PO4 0.2 g 
 2. นําแตละสวนคอยๆละลายในน้ําบริสุทธิ์ 1 ลิตร 
 3. ปรับ pH ใหได 7.4 
 4. กรองสารละลายผาน membrane ขนาด 0.2 ไมโครเมตรในตูปลอดเชื้อ เก็บสารละลาย 
     PBS ในตูเยน็ 
 
การเตรียม Propidium iodine 
 
Stock solution 1 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร 
Propidium iodidne  25 มิลลิกรัม 
PBS    25 มิลลิลิตร 
เก็บใหพนแสง เก็บไวที่อุณหภูมิ 2 - 4 องศาเซลเซียส 
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การเตรียมสารละลายในการแชแขง็เซลล 
 
10 มิลลิลิตร ประกอบดวย 
Dimethyl sulfoxide 20 เปอรเซนต  2 มิลลิลิตร 
อาหารเลี้ยงเซลล (DMEM + 10%FBS + 1% penicillin-streptocin) 8 มิลลิลิตร 
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ประวัติการศึกษา และการทํางาน 

 
ชื่อ –นามสกุล นางสาวอารีย สักยิ้ม 
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ประวัติการศึกษา วท.บ (ชีววิทยา) มหาวิทยาลยัทักษณิ 

ตําแหนงหนาที่การงานปจจุบัน ครูวิชาการสาขาวิชาชีววิทยา 

สถานที่ทํางานปจจุบัน โรงเรียนมหิดลวิทยานุสรณ จังหวดันครปฐม 
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