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บทคัดยอ 
 

วานชักมดลูก เปนสมุนไพรไทยท่ีไดรับความนิยมอยางแพรหลาย  มีการประชาสัมพันธ จําหนาย
ผลิตภัณฑจากวานชักมดลูกอยางกวางขวาง  เพ่ือท่ีจะรักษาและบรรเทาอาการตางๆท่ีเกิดข้ึนท้ังสตรีในวัยเจริญ
พันธุและวัยหมดระดู    ไดแก อาการปวดประจําเดือน กระชับชองคลอด รักษาอาการตกขาวผิดปกติ   ใชหลัง
คลอดเพ่ือใหมดลูกเขาอู  มดลูกอักเสบ ไปจนถึงบรรเทาอาการท่ีเกิดจากการหมดระดู เปนตน  สารสกัดจาก
วานชักมดลูกออกฤทธิ์แบบฮอรโมนเอสโตรเจน   ไดแก ทําใหเยื่อบุมดลูกหนาตัว ชวยปองกันการสูญเสียของ
มวลกระดูก ลดระดับไขมันในเลือด และลดการตายของเซลลประสาท เปนตน   เนื้องอกมดลูก (myoma 
uteri or uterine fibroid) เปนเนื้องอกของกลามเนื้อมดลูกท่ีไมไดเปนมะเร็ง (benign tumor)  แตอาจทําให
เกิดการเสียเลือดมากขณะมีระดู และขนาดกอนท่ีโตอาจกดเบียดอวัยวะขางเคียง อาทิ เชน กระเพาะปสสาวะ
อักเสบ และทอไตได การโตขยายขนาดของเนื้องอกมดลูกข้ึนกับการมีระดับฮอรโมนเอสโตรเจนเพ่ิมสูงข้ึน  
ดังนั้นหากสตรีท่ีมีเนื้องอกมดลูกไดรับวานชักมดลูกซ่ึงอยูในรูปผลิตภัณฑเสริมอาหารหรือยาสมุนไพรซ่ึงออก
ฤทธิ์เอสโตรเจนได  อาจจะทําใหเนื้องอกเพ่ิมขนาดจนทําใหเกิดอาการผิดปกติข้ึนได  การวิจัยนี้มีวัตถุประสงค
เพ่ือศึกษาผลของสารสกัดวานชักมดลูกและสารบริสุทธิ์หลักของวานชักมดลูก  (phytoestrogen, ASPP-049) 
ตอการเพ่ิมจํานวนเซลล  ภาวะ apoptosis  และการเหนี่ยวนําการแสดงออกของยีนและโปรตีนของยีน
เปาหมายของเซลลเนื้องอกมดลูกท่ีแยก และเพาะเลี้ยงจากเนื้องอกมดลูก และกลามเนื้อมดลูกท่ีอยูบริเวณ
ใกลเคียงจากผูปวย      

ผลการศึกษาพบวาสารสกัดวานชักมดลูกและสารบริสุทธิ์ ASPP-049  ไมไดมีผลกระตุนการเพ่ิม
จํานวนการแบงเซลลกลามเนื้อเรียบมดลูก และเซลลกลามเนื้อเรียบจากเนื้องอกมดลูก     ถึงแมวาจํานวนเซลล
จะเพ่ิมข้ึนเม่ือใหสารสกัดวานชักมดลูกท่ีความเขมขน 10 ไมโครกรัมตอซีซีก็ตาม  แตจํานวนเซลลท่ีเพ่ิมข้ึนไมได
ไดชัดเจนจนมีนัยสําคัญทางสถิติ   นอกจากนี้เม่ือใหความเขมขนของสารในขนาดท่ีสูงข้ึน  จะมีผลยับยั้งการ
เพ่ิมจํานวนการแบงเซลล   อยางไรก็ตามขณะทําการวิจัยเพาะเลี้ยงเซลล  ตัวรับเอสโตรเจนในเซลลเนื้องอก
และเซลลกลามเนื้อมดลูกจะสูญหายไปอยางรวดเร็ว  ดังนั้นฤทธิ์ของสารสกัดวานชักมดลูกและสารบริสุทธิ์ 
ASPP-049  ท่ีใหผลในการศึกษานี้ไมไดออกฤทธิ์ผานทางตัวรับฮอรโมนเอสโตรเจนของเซลล 

ดังนั้นการรับประทานวานชักมดลูกในสตรีท่ีมีเนื้องอกมดลูกซ่ึงยังมีตัวรับของฮอรโมนอยู ควรใชดวย
ความระวังเนื่องจากวานมึฤทธิ์คลายฮอรโมนเอสโตรเจน 
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Abstract 
 

 Curcuma comosa (C. comosa) or Wan Chak Motluk is an indigenous medicinal herb 
which contains phytoestrogens. The products derived from this plant has gained high 
popularity and has been widely advertised and dispensed in the local market in Thailand for 
relief dysmenorrhea, strengthening vaginal mucosa, treating leucorrhea and endometritis, 
promoting uterine involution after baby delivery, and reducing vasomotor symptom. Crude 
extract of C. comosa exerts the estrogenic-like effects, for example, increase thickening of 
uterine mucosa, prevention of bone loss, reduction of abnormal high lipid level, and 
decrease death of neurons from injuries, etc. Myoma uteri or uterine fibroid is a benign 
tumor of the uterine myometrium. The tumor mass can cause heavy blood loss during 
menstruation and the large fibroid can press on the nearby pelvic organs, i.e. bladder and 
ureters. Estrogen hormone has ability to stimulate the growth of uterine fibroid. Since C. 
comosa possess the estrogenic activity, consumption of dietary supplement or herbal 
medicine containing C. comosa would enhance the growth of uterine fibroid mass. The 
objectives of the present study are to investigate the effects of the crude extract and pure 
compound, ASPP 049, of C. comosa on the cell proliferation, cell apoptosis, gene expression 
and protein production of estrogen target genes in smooth muscle cells isolated from 
uterine fibroid of patient. 
 The present study shows that crude extract and ASPP 049 did not increase the 
proliferation of fibroid smooth muscle cells. Although, the crude extract at a concentration 
of 10 ug/ml increased the proliferation but it did not reach statistical significance. Moreover,  
the higher concentrations of crude extract and ASPP 049 inhibited the proliferation of cells. 
However, loss of estrogen receptor (ER) was found during cell culture in the in vitro 
experiment.  The expression of ER  rapidly  disappeared after enzyme collagenase digestion 
of the myometrium and myoma tissues during the establishment of primary cell culture. 
Therefore, the obtained stimulatory effect of C. comosa crude extract and ASPP 049 on the 
cell proliferation did not mediate through estrogen receptor.  It should be used with caution 
in women with an intact ER function in uterus and uterine fibroid.  
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รูปท่ี  9 ค แสดงการแสดงออกของยีน TFF1  เปรียบเทียบระหวางเนื้อเยื่อกลามเนื้อมดลูก 32  

   และเซลลกลามเนื้อเรียบมดลูก  และระหวางเนื้อเยื่อเนื้องอกมดลูก  

   และเซลลจากเนื้องอกมดลูก  โดยการทําเทคนิค Real time PCR   

 

รูปท่ี  9 ง  แสดงการแสดงออกของยีน CTSD เปรียบเทียบระหวางเนื้อเยื่อกลามเนื้อมดลูก 32  

   และเซลลกลามเนื้อเรียบมดลูก  และระหวางเนื้อเยื่อเนื้องอกมดลูก  

   และเซลลจากเนื้องอกมดลูก  โดยการทําเทคนิค Real time PCR   
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รูปท่ี  10 ก แสดงการแสดงออกของยีน CTSD ท่ีถูกควบคุมไดดวยเอสโตรเจน (estrogen  33 

 regulated genes)   ในเซลลจากกลามเนื้อมดลูก   

 

รูปท่ี  10 ข  แสดงการแสดงออกของยีน CTSD ท่ีถูกควบคุมไดดวยเอสโตรเจน (estrogen 33  

 regulated genes)   ในเซลลจากเนื้องอกมดลูก   

รูปท่ี  11 ก การแสดงออกของยีน EGFR ในเซลลจากกลามเนื้อมดลูก     34  

รูปท่ี  11 ข การแสดงออกของยีน EGFR ในเซลลจากเนื้องอกมดลูก    34    

รูปท่ี  11 ค การแสดงออกของยีน TNF beta  ในเซลลจากกลามเนื้อมดลูก   35   

รูปท่ี  11 ง การแสดงออกของยีน TNF beta  ในเซลลจากเนื้องอกมดลูก    35   

รูปท่ี  12 ก  การแสดงออกของยีนตัวรับเอสโตรเจนชนิดท่ีอยูผิวเซลลเก่ียวของกับการเจริญ 36 

 ของเนื้องอกมดลูก     (G protein estrogen receptor, GPER)  

 ของเซลลจากกลามเนื้อมดลูก   

 

รูปท่ี  12 ข  การแสดงออกของยีนตัวรับเอสโตรเจนชนิดท่ีอยูผิวเซลลเก่ียวของกับการเจริญ 36 

 ของเนื้องอกมดลูก     (G protein estrogen receptor, GPER)   

 ของเซลลจากเนื้องอกมดลูก    

 

รูปท่ี  13  ภาวะ apoptosis  ของเซลลกลามเนื้อเรียบมดลูก  (ก) ภาพการตรวจวิเคราะห 38  

 Flow cytometry ของเซลลกลามเนื้อเรียบมดลูก โดยยอม Annexin V  

 และ Propidium iodide  (ข) รอยละของเซลลท่ีมีชีวิต (live)  เซลลตาย (necrotic)  

 และเซลลท่ีเริ่มตายแบบ apoptosis (early apoptosis)   
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คําอธิบายสัญลักษณและคํายอที่ใชในการวิจัย 
Lists of Abbreviations  

 
 

ASPP-049 3R)-1,7-diphenyl-(4E,6E)-4,6-heptadien-3-ol  

Bcl2 B-cell lymphoma 2 

C.comosa Curcuma comosa 

DAPI 4',6'-diamidino-2-phenylindole 

E2 estradiol 

EGF epidermal growth factor  

ER estrogen receptor 

ERE estrogen response element 

EtOH ethanol 

hER human estrogen receptor 

ICI 3-(isopropylamino)-1-[(7-methyl-4-indanyl)oxy]butan-2-ol 
MTT 
assay 3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide assay 

MYC myelocytomatosis viral oncogene 

PR progesterone receptor 

PVDF polyvinyl difluoride 

RT PCR Real-time polymerase chain reaction  

SDS PAGE  sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis 

TNF tumor necrotic factor 
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1.   บทนํา : หลักการเหตุผลและระบุสาเหตุท่ีตองดําเนินการวิจัย   

 สมุนไพรและสารสกัดจากสมุนไพรในตํารับยาไทย  ถูกนํามาใชกันอยางแพรหลายในการรักษา 

บรรเทาอาการตางๆ  รวมถึงการใชในผลิตภัณฑเสริมสุขภาพ   ท้ังนี้เชื่อวายาสมุนไพรเปนผลผลิตจากธรรมชาติ

ท่ีใชกันมายาวนาน  มีความปลอดภัย ซ่ึงความเชื่อดังกลาวนาจะถูกตองเพียงบางสวน   เนื่องจากสมุนไพรแต

ละชนิดประกอบดวยสารเคมีมากมาย   สารบางอยางจากพืชมีประโยชนในการรักษาความผิดปกติ อาการ

เจ็บปวยไดจริง  แตก็ยังมีสารเคมีอีกหลายชนิดในพืช ท่ียังไมไดรับการศึกษาวิจัยจนทราบผลการออกฤทธิ์ตอ

ระบบตางๆของรางกาย  ประสิทธิภาพของสมุนไพร และความปลอดภัยในการนํามาใชในคน  วานชักมดลูก

เปนสมุนไพรตัวหนึ่งท่ีกําลังไดรับความนิยมอยางมาก และมีการโฆษณา ประชาสัมพันธ จําหนายผลิตภัณฑจาก

วานชักมดลูกอยางกวางขวาง  เพ่ือท่ีจะรักษาและบรรเทาอาการตางๆท่ีเกิดข้ึนท้ังสตรีในวัยเจริญพันธุและวัย

หมดระดู    ไดแก อาการปวดประจําเดือน กระชับชองคลอด รักษาอาการตกขาวผิดปกติ   ใชหลังคลอด

เพ่ือใหมดลูกเขาอู  มดลูกอักเสบ ไปจนถึงบรรเทาอาการท่ีเกิดจากการหมดระดู เปนตน  จากการศึกษาทาง

วิทยาศาสตรและเภสัชวิทยามาระยะหนึ่ง พบวา สารสกัดจากวานชักมดลูกออกฤทธิ์ไดแบบฮอรโมนเอสโตรเจน   

ไดแก ทําใหเยื่อบุมดลูกหนาตัว  ชวยปองกันการสูญเสียมวลของกระดูก ลดระดับไขมันในเลือด และลดการ

ตายของเซลลประสาทท่ีถูกทําลายดวยสารพิษ เปนตน   โรคและความผิดปกติหลายชนิดในสตรีมีความ

เก่ียวของกับฮอรโมนเอสโตรเจน   กลาวคือฮอรโมนเอสโตรเจนอาจจะกระตุนใหเกิดโรค หรือเรงทําใหโรคหรือ

ความผิดปกติท่ีมีอยูกําเริบมากข้ึน  โรคหรือความผิดปกติดังกลาวไดแก  เนื้องอกมดลูก  ภาวะเยื่อบุโพรงมดลูก

ท่ีอยูผิดท่ี  ช็อคโกแลตซีสตท่ีรังไข  ถุงน้ําและมะเร็งเตานม อาการประจําเดือนผิดปกติและภาวะเยื่อบุโพรง

มดลูกหนาตัว (endometrial hyperplasia) มะเร็งโพรงมดลูก (endometrial cancer) และมะเร็งกลามเนื้อ

มดลูก (uterine sarcoma) เปนตน   ดังนั้นการศึกษาถึงผลของวานชักมดลูกตอพยาธิสภาพของโรคตางๆ

ขางตนจึงมีความจําเปนอยางยิ่ง กอนท่ีจะนําวานชักมดลูกไปใชจริงทางคลินิก 

 เนื้องอกมดลูก uterine myoma หรือ fibroid  เปนเนื้องอกท่ีเกิดในชั้นกลามเนื้อมดลูก เปนเนื้องอก

ชนิดไมรายแรง  ไมเปนมะเร็ง (benign tumor)  เกิดจากเซลลของกลามเนื้อเรียบ (smooth muscle cell) 

ของกลามเนื้อมดลูกเพียงชนิดเดียว (monoclonal) มีการเจริญเพ่ิมจํานวนท่ีผิดปกติไป   ภายในกอนเนื้องอก

มดลูกมักพบปริมาณ extracellular matrix จํานวนมาก ซ่ึงประกอบดวยโปรตีน collagen, fibronectin และ 

proteoglycan  โดยท่ีพบโปรตีน collagen ชนิด I และIII เปนจํานวนมาก และมีการจัดเรียงตัวของเสนโปรตีน 

collagen (collagen fibril) ท่ีผิดปกติ (Ferenczy et al., 1971; Stewart et al., 1994)    จากขอมูลใน

ตางประเทศ พบเนื้องอก Myoma ไดบอยถึงรอยละ 20-50 ของสตรีวัยเจริญพันธุ (Verkauf, 1992)  และอาจ

พบไดถึงรอยละ 70 เม่ือสตรีเขาวัยหมดระดู (Baird et al., 2003)    myoma เปนเนื้องอกพบไดบอยท่ีสุดของ

เนื้องอกในอุงเชิงกราน และเนื้องอกของสตรี    สําหรับในประเทศไทยยังไมมีรายงานความชุกของเนื้องอก

มดลูก แตคาดวาความชุกของการเกิดเนื้องอก ไมแตกตางจากสตรีผิวขาวในตางประเทศมากนัก  สตรีท่ีมีเนื้อ

งอกมดลูกท่ีมีขนาดใหญ หรือเนื้องอกท่ีบางตําแหนงของมดลูก มักมีอาการอยางใดอยางหนึ่งคือ ประจําเดือน

มามาก หรือมีอาการจากการกดเบียดอวัยวะขางเคียงของเนื้องอก ไดแก ปสสาวะบอย ทองผูก  หรือถาย
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อุจจาระลําบาก      1 ใน 3  ของสตรีท่ีตรวจพบมีเนื้องอกมักจะมีอาการ และจําเปนตองไดรับการรักษาดวย

การผาตัด ซ่ึงกอเกิดเปนปญหาสุขภาพหลักในสตรี  และเกิดการสูญเสียทางเศรษฐกิจในขนาดใหญ   

 สาเหตุท่ีแทจริงของการเกิดเนื้องอกมดลูกนั้น ยังไมเปนท่ีทราบแนชัด แตมีหลักฐานจากการวิจัยวาการ

เจริญ ขยายขนาดของกอนถูกควบคุมดวยฮอรโมนเอสโตรเจน (estrogen dependent) (Bakas et al., 2008)  

จากการศึกษาพบวาการแสดงออกของ estrogen receptor (ER) ในเนื้องอกมดลูกสูงกวาในกลามเนื้อมดลูก 

(Sadan et al., 1987; Tamaya et al., 1985)   นอกจากนี้หลักฐานทางคลินิกแสดงใหเห็นวา เอสโตรเจนมี

ผลตอการเจริญของเนื้องอก  กลาวคือ ในเด็กผูหญิงกอนวัยเจริญพันธุ (prepubertal age) มักตรวจไมพบเนื้อ

งอกมดลูก ในขณะท่ีในสตรีวัยเจริญพันธุ (reproductive age) มักพบเนื้องอกมดลูกบอยกวา และเนื้องอกมัก

หดเล็กลงเม่ือทําการผาตัดเอารังไขออกไป (oophorectomy)  หรือเม่ือเขาสูวัยหมดระดู (menopause) หรือ

ไดรับยา gonadotropin releasing hormone agonist      

  วานชักมดลูก (Curcuma comosa Roxb) เปนพืชอยูในสกุล Curcuma ในวงศขิง (Family 

Zingiberaceae)  พวกเดียวกับขม้ินชัน (Curcuma longa)  วานชักมดลูกสามารถออกฤทธิ์ทําใหเกิดการ

เปลี่ยนแปลงไดคลายกับฮอรโมนเอสโตรเจนในสัตวทดลอง  เชน สามารถกระตุนการเจริญของเซลลเยื่อบุโพรง

มดลูกชั้นตางๆใหมีการแบงตัว ทําใหเยื่อบุมีความหนามากข้ึน มดลูกมีขนาดใหญข้ึน มีการหนาตัวข้ึนของเซลล

เยื่อบุชองคลอด  เกิด keratinization ของเซลลชั้นบนสุดของชองคลอด และเกิด cornification ซ่ึงลักษณะ

การเปลี่ยนแปลงดังกลาวขางตนเปนลักษณะท่ีจําเพาะของฮอรโมนเอสโตรเจน (Piyachaturawat et al., 

1995a, 1995b)   นอกจากนี้วานชักมดลูกสามารถกระตุนเซลลยีสตท่ีถูกดัดแปลงพันธุกรรม  โดยการจับตัวรับ 

ERα ของมนุษยในเซลลยีสต (Winuthayanon, Suksen, et al., 2009)   รวมท้ังสามารถชักนําใหเกิดการ

แสดงออกของยีนเปาหมายของเอสโตรเจนซ่ึงมีสวนของ estrogen responsive element (ERE) บน 

promoter (Suksamrarn et al., 2008; Winuthayanon, Piyachaturawat, et al., 2009)   นอกจากนี้จาก

งานวิจัยพบวา วานชักมดลูกชวยปองกันการสูญเสียมวลของกระดูก (Weerachayaphorn et al., 2011)  และ

ลดระดับไขมันในเลือด (Piyachaturawat et al., 1999; Piyachaturawat et al., 1997)  เปนตน   ดวยเหตุ

นี้หากวาสตรีท่ีมีเนื้องอกมดลูกไดรับวานชักมดลูก ซ่ึงอยูในรูปผลิตภัณฑเสริมอาหารหรือยาสมุนไพรซ่ึงออกฤทธิ์

เอสโตรเจนได  ก็อาจจะทําใหเนื้องอกเพ่ิมขนาดจนทําใหเกิดอาการผิดปกติข้ึนได  อยางไรก็ตามดวยวานชัก

มดลูกมีฤทธิ์เอสโตรเจนออนกวาฮอรโมนเอสโตรเจนจากรังไขมาก (ต่ํากวาประมาณ 1000 เทา) สารจากวาน

ชักมดลูกอาจจะแยงการทํางานของฮอรโมนเอสโตรเจนท่ีมีอยูในรางกาย อาจสงผลลดการเจริญของเนื้องอก

มดลูกได  ดังนั้นการวิจัยนี้จึงมุงท่ีจะศึกษาถึงคุณสมบัติของสารสกัดและสารออกฤทธิ์ท่ีแยกไดจากวานชักมดลูก 

C. comosa ตอการแบงตัวและการเจริญของเซลลเนื้องอกมดลูก  และตอการเหนี่ยวนําการแสดงออกของยีน

เปาหมายของเอสโตรเจนในเซลลเนื้องอกมดลูก  เพ่ือเปนแนวทางในการศึกษาฤทธิ์ทางยาและความปลอดภัย

ในการใชวานชักมดลูกและสารบริสุทธิ์จากวานตอไป 

เนื่องจากผลิตภัณฑในทองตลาดเปนการใชผงแหงของวานรวมกับพืชสมุนไพรอ่ืนๆ ในการวิจัยนี้จะได

ศึกษาฤทธิ์ของสารสกัดหยาบจากวานดวย จากการศึกษาการออกฤทธิ์แบบฮอรโมนเอสโตรเจนของสารบริสุทธิ์

ท่ีแยกไดจากวานชักมดลูก พบวาสารหลักเปนสารกลุมไดเอริลเฮปทานอยด  (Diarylheptanoids) สารท่ีมีฤทธิ์

สูงสุดคือ (3R)-1,7-diphenyl-(4E,6E)-4,6-heptadien-3-ol (ASPP-049)  จากการท่ีสาร ASPP-049 มีฤทธิ์
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คลายฮอรโมนเอสโตรเจน และมีศักยภาพในการเปนผลิตภัณฑเสริมสุขภาพ และอาจพัฒนาเปนยารักษาโรคได

นั้น ทําใหการศึกษาบทบาทของสารสกัดจากวานและสาร ASPP-049 ตอเนื้องอกมดลูก myoma ซ่ึงเปนภาวะ

ท่ีพบไดบอยในสตรีวัยเจริญพันธุและสตรีวัยหมดระดู จึงเปนสิ่งจําเปน   

 

1.1. วัตถุประสงค 

เพ่ือศึกษาบทบาทของสารสกัดจากวาน และสาร ASPP-049 ท่ีแยกไดจากวานชักมดลูกสายพันธุ C.  

comosa ซ่ึงใชในผลิตภัณฑท่ีบริโภคกันในปจจุบัน ตอการเพ่ิมจํานวน (proliferation) และกระบวนการ 

apoptosis ของเซลลเนื้องอกมดลูก และตอการเหนี่ยวนําการแสดงออกของยีนเปาหมายของเอสโตรเจนท่ี

เก่ียวของกับการเจริญและการแบงเซลลของเซลลเนื้องอกมดลูก โดยทําการศึกษาในเซลลกลามเนื้อเรียบท่ีแยก 

และเพาะเลี้ยงจากเนื้องอกมดลูก และกลามเนื้อมดลูกท่ีอยูบริเวณใกลเคียง   

สารบริสุทธิ์จากวานชักมดลูกท่ีใชในการวิจัยนี้ไดรับความอนุเคราะหจาก ศ.ดร.อภิชาต สุขสําราญ 

ภาควิชาเคมี คณะวิทยาศาสตร มหาวิทยาลัยรามคําแหง   

รายละเอียดของการดําเนินการวิจัยมีดังนี้ 

1. ศึกษาบทบาทของสารสกัดจากวานชักมดลูก และสาร ASPP-049 สายพันธุ C. comosa ตอการ

แบงตัว การเจริญของเซลลกลามเนื้อเรียบท่ีแยกจากเนื้องอก myoma เทียบกับกลามเนื้อมดลูก

บริเวณใกลเคียง  

2. ศึกษาบทบาทของสารสกัดจากวานชักมดลูก และสาร ASPP-049 สายพันธุ C. comosa ตอ 

ภาวะ apoptosis ของเซลลกลามเนื้อเรียบท่ีแยกจากเนื้องอก myoma เทียบกับกลามเนื้อมดลูก

บริเวณใกลเคียง  

3. ศึกษาบทบาทของสารสกัดจากวานชักมดลูก และสาร ASPP-049 สายพันธุ C. comosa ตอ 

การเหนี่ยวนําการแสดงออกของยีนเปาหมายของเอสโตรเจนท่ีเก่ียวของกับการแบงตัว การเจริญ

ของเนื้องอกมดลูก  

 

1.3. ทฤษฎี สมมติฐาน และหรือกรอบแนวความคิดของการวิจัย 

สารสกัดวานชักมดลูก และสารสําคัญ ASPP-049   มีฤทธิ์ทําใหเกิดการเปลี่ยนแปลงไดคลายกับ

ฮอรโมนเอสโตรเจน   ในขณะท่ีฮอรโมนเอสโตรเจนมีบทบาทสงเสริมการเจริญของเนื้องอกมดลูก myoma 

uteri   ดังนั้นการไดรับสารสกัดวานชักมดลูกและสารสําคัญ ASPP-049   อาจจะทําใหเซลลเนื้องอกแบงเซลล

เพ่ิมจํานวน  สงผลใหเกิดการเพ่ิมขยายขนาดเนื้องอกได หรืออาจจะเปนไปไดวาวานชักมดลูกซ่ึงมีฤทธิ์แบบ

ฮอรโมนเอสโตรเจนท่ีออนกวา อาจไปแยงการทํางานของฮอรโมนเอสโตรเจนจากรังไข  ทําใหฮอรโมนเอสโตร

เจนในรางกายออกฤทธิ์ไดไมเต็มท่ี มีผลกดการเจริญของเนื้องอกมดลูก  การศึกษาเพ่ือใหทราบถึงฤทธิ์ของวาน

ท้ังทางบวก และทางลบจึงเปนเรื่องท่ีมีความสําคัญตอผูบริโภคอยางยิ่ง 

 

1.4.   ขอบเขตงานวิจัยและวิธีวิจัย 
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6การศึกษาบทบาทของ6สารสกัดจากวานชักมดลูกจากสายพันธุ C. comosa และ6สารสําคัญ6 ASPP-

049 6ตอการเจริญแบงเซลลของเนื้องอกมดลูกและกลามเนื้อมดลูกในหลอดทดลอง (in vitro) และตอการ

เหนี่ยวนําการแสดงออกของยีนท่ีเก่ียวของกับการเจริญของเซลลของเนื้องอกมดลูกและกลามเนื้อมดลูก  

 

2.  ทบทวนวรรณกรรมท่ีเกี่ยวของ  

จากการศึกษาท่ีผานมา  พบวาสเตียรอยดฮอรโมนท่ีผลิตจากรังไข  โดยเฉพาะฮอรโมนเอสโตรเจนและ

โปรเจสเตอโรน มีบทบาทสําคัญตอการเจริญของเนื้องอก myoma    ในขณะท่ีฮอรโมนท่ีมดลูกเองมีผลตอการ

เจริญของเนื้องอก (local intrauterine factor)  อยางไรก็ตามระดับฮอรโมนในกระแสเลือดกลับไมมีผลตอ

การเจริญของเนื้องอก (Blake, 2007)   การศึกษาการแสดงออกของยีน ER เปรียบเทียบระหวางเนื้องอกมดลูก 

และกลามเนื้อมดลูกบริเวณใกลเคียง  พบระดับการแสดงออกของยีน ER ในเนื้องอกมดลูกสูงกวากลามเนื้อ

มดลูกบริเวณใกลเคียงกัน โดยท่ีเปน ER ชนิด α มากกวา β (Soules et al., 1982; Tamaya et al., 1985; 

Wilson et al., 1980)    ฮอรโมนโปรเจสเตอโรนอาจจะมีบทบาทในการเจริญของเนื้องอก myoma  

เนื่องจากมีการศึกษาพบวาผลของการเพ่ิมขยายเซลลเนื้องอกมดลูก (mitogenic effect) ของฮอรโมนเอสโตร

เจน สวนหนึ่งผานทางการเหนี่ยวนําของตัวรับ progesterone receptor (PR)    ฮอรโมนโปรเจสเตอโรน  

สารสังเคราะหโปรเจสติน และ PR มีผลเพ่ิมเซลลเนื้องอกมดลูก (Rein et al., 1995)   นอกจากนี้การศึกษาท้ัง

ทางคลินิกและหองทดลองพบวา การให mifepristone ซ่ึงเปนสารท่ีมีคุณสมบัติตานโปรเจสเตอโรนสามารถ

ยับยั้งการแบงตัวของเซลลเนื้องอกได (Chen et al., 2006; Murphy et al., 1995)     

มีรายงานวา cytokine ท่ีมีบทบาทเก่ียวของกับการแบงตัวของเซลล และโปรตีนท่ีมีบทบาทในกลไก

ของ apoptosis มีสวนในการเจริญของเนื้องอก myoma    โปรตีน cytokine Epidermal growth factor 

(EGF) มีบทบาทควบคุมการเจริญของเนื้องอก  โดยจากการศึกษาพบการแสดงออกของยีน EGF ในเนื้องอก

มดลูกสูงกวาในกลามเนื้อมดลูก  ซ่ึงมีการตั้งสมมติฐานวา ฮอรโมนเอสโตรเจนและโปรเจสเตอโรนออกฤทธิ์ทํา

ใหเกิดการเพ่ิมการแสดงออก (up regulation) ของตัวรับ EGF (EGF receptor)  และโปรตีนท่ีคลาย EGF 

(EGF-like protein) (Maruo et al., 2004)   Tumor necrotic factor (TNF)-β เปน cytokine  ท่ีมี

หลักฐานจากการศึกษาคอนขางชัดเจนท้ัง in vivo และ in vitro วามีการแสดงออกของยีนในระดับท่ีสูงในเนื้อ

งอกมดลูกเทียบกับกลามเนื้อมดลูก โดยท่ีการแสดงออกถูกควบคุมดวยฮอรโมน (Catherino et al., 2004; 

Sozen et al., 2006)   โปรตีน Bcl-2 ทําหนาท่ีตานกระบวนการตายของเซลล (anti-apoptotic protein)  

ถูกพบวามีการแสดงออกของยีนในเนื้องอกมดลูกในระดับท่ีสูงกวาเม่ือเทียบกับกลามเนื้อมดลูก  ดังนั้น Bcl-2 

เพ่ิมการรอดมีชีวิตของเซลลโดยการปองกันการตายจาก apoptosis   ฮอรโมนโปรเจสเตอโรนมีบทบาท

สงเสริมการเจริญของเนื้องอกมดลูกโดยการควบคุมผานการเหนี่ยวนําใหเกิดการแสดงออกของยีน EGF  และ

เพ่ิมการแสดงออก (up regulating ) ของยีน  Bcl-2 (Maruo et al., 2004) 

จากการศึกษาการออกฤทธิ์แบบฮอรโมนเอสโตรเจนของสารบริสุทธิ์ท่ีแยกไดจากวานชักมดลูกนั้น 

พบวาสารหลักเปนสารกลุมไดเอริลเฮปทานอยด  (Diarylheptanoids) สารจากวานท่ีมีฤทธิ์สูงสุดคือ (3R)-1,7-

diphenyl-(4E,6E)-4,6-heptadien-3-ol (ASPP-049)  พบวาสาร ASPP-049 สามารถกระตุนการแสดงออก

ของยีนท่ีจําเพาะท่ีเปนเปาหมายของฮอรโมนเอสโตรเจน ไดแก ยีนของ pS2, progesterone receptor, MYC 
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และ cathepsin D ในเซลลท่ีมีตัวรับของฮอรโมน   โดยยีนดังกลาวเหลานั้นมี estrogen responsive 

elements (ERE) อยูบน promoter   สาร ICI 182,780 ซ่ึงมีฤทธิ์ยับยั้งตัวรับเอสโตรเจนสามารถหักลางฤทธิ์

ของสารไดเอริลเฮปทานอยดได แสดงวาการออกฤทธิ์ของสารไดเอริลเฮปทานอยดนั้น ผานตัวรับเอสโตรเจน มี

ความจําเพาะเจาะจงตอตัวรับ hERα   นอกจากนี้ยังพบวาสารไดเอริลเฮปทานอยดมีความจําเพาะเจาะจงตอ

ตําแหนง activation function-2 (AF2) ของ ER  ซ่ึงเปน ligand dependent activation function 

โดยสารจะออกฤทธิ์กระตุนการแสดงออกของยีนไดนั้น ตองอาศัยตําแหนง AF2 ของ ER  โดยไมจําเปนตอง

อาศัยตําแหนง activation function-1 (AF1) ในการออกฤทธิ์  การศึกษาฤทธิ์แบบฮอรโมนเอสโตร เจนของ

สารไดเอริลเฮปทานอยด  in  vivo ในหนูทดลอง พบวาสาร ASPP-049 เพ่ิมน้ําหนักของมดลูก  และเพ่ิมการ

แสดงออกของ Ki67  ซ่ึงบงถึงการเพ่ิมจํานวนของ epithelial cell ของมดลูก (Winuthayanon, 

Piyachaturawat, et al., 2009) จากการท่ีสาร ASPP-049 มีฤทธิ์คลายฮอรโมนเอสโตรเจน และฤทธิ์อ่ืนๆท่ีมี

ประโยชนตอรางกายอีกมากมาย จึงมีศักยภาพท่ีจะนําไปใช 

           จิรพลและคณะ ไดมีการศึกษาถึงบทบาทของสารสกัดจากวานชักมดลูกและสารสําคัญ ASPP-049    

จากวานตอการหดรัดตัวของกลามเนื้อมดลูกมนุษย in vitro   โดยการตัดชิ้นสวนของกลามเนื้อมดลูกจากสตรี

ตั้งครรภ   ท่ีมารับการผาตัดคลอดบุตร   กระตุนใหกลามเนื้อมดลูกเกิดการหดรัดตัวดวย oxytocin  ในorgan 

bath chamber  จากนั้นใหสารสกัดจากผงวานชักมดลูก และ ASPP-049  ท่ีขนาดความเขมขนตางๆกัน  

พบวา สารสกัดและสาร ASPP-049  สามารถทําใหกลามเนื้อมดลูกคลายตัวตามขนาดของยา (dose 

dependent) ซ่ึงเปนลักษณะสําคัญคลายคลึงกับการใหฮอรโมนเอสโตรเจน   การศึกษานี้เปนขอมูลเบื้องตนท่ี

บงชี้ถึงแนวโนมของการเกิดปฏิสัมพันธระหวางสารจากวานชักมดลูกกับเซลลกลามเนื้อเรียบมนุษย  

 ในการวิจัยนี้จะไดศึกษาบทบาทของสารบริสุทธิ์ ASPP-049 ท่ีแยกไดจากวานและสารสกัดจากวานท่ี

นํามาใชในผลิตภัณฑท่ีจําหนาย โดยจะทําการศึกษาถึงบทบาทของสารตอการเพ่ิมจํานวนเซลลเนื้องอกมดลูก ซ่ึง

เปนประเด็นท่ีมีความสําคัญและจําเปนอยางยิ่งตอประชาชนผูบริโภค 

 

3.  ระเบียบวิธีดําเนินการวิจัย 

6การศึกษาแบบทดลอง (experimental study)  โดยศึกษาบทบาทของ6สารสกัดจากวานชักมดลูกจาก

สายพันธุ C. comosa และ6สารสําคัญ6 ASPP-049 6ตอการเจริญแบงเซลลของเนื้องอกมดลูกและกลามเนื้อ

มดลูกในหลอดทดลอง (in vitro) และตอการเหนี่ยวนําการแสดงออกของยีนท่ีเก่ียวของกับการเจริญของเซลล

ของเนื้องอกมดลูกและกลามเนื้อมดลูก  

 

3.1. ศึกษาฤทธิ์ของสารสกัดจากวานและสารบริสุทธิ์ตอการเพ่ิมจํานวนเซลลของเซลลเนื้องอกมดลูกและ

ประเมินระยะการแบงเซลลเนื้องอกมดลูก 

การศึกษานี้ทําการวิจัยในหองทดลองดวยเซลลกลามเนื้อเรียบจากเนื้องอกมดลูก และกลามเนื้อมดลูก 

เพ่ือท่ีจะประเมินบทบาทของสารสกัดจากวาน C. comosa และสารบริสุทธิ์  ASPP-049 ท่ีแยกไดจากวานตอ

การเจริญและแบงเซลล โดยทําการตัดชิ้นเนื้อจากเนื้องอกมดลูก myoma  และกลามเนื้อมดลูกขางเคียง  เพ่ือ



 

16 
 

ทําการเพาะเลี้ยงเซลลกลามเนื้อเรียบ (uterine smooth muscle cells) ในหองทดลอง  หลังจากนั้นใสสาร

ดังตอไปนี้   

กลุมท่ี 1     สารสกัดจากวาน    

กลุมท่ี 2   สารบริสุทธิ์  ASPP-049 

กลุมท่ี 3   เอสโตรเจน    

กลุมท่ี 4   สารตานเอสโตรเจน (ICI 182780) 

กลุมท่ี 5    สารตานเอสโตรเจน (ICI 182780) และสารสกัดจากวาน    

กลุมท่ี 6     สารตานเอสโตรเจน (ICI 182780) และสารบริสุทธิ์  ASPP-049 

กลุมท่ี 7   ไมใสสารใดๆ เพ่ือเปนกลุมควบคุม 

หลังจากนั้นประเมินการเพ่ิมจํานวนเซลลกลามเนื้อเรียบ โดยวิธี (3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-

diphenyltetrazolium bromide assay (MTT assay)  ทําการประเมินระยะการแบงเซลล (cell cycle)  

โดยการยอม DNA ของเซลลดวยสี 4',6'-diamidino-2-phenylindole (DAPI)  และประเมินดวย Flow 

cytometry 

        

3.2. ศึกษาฤทธิ์ของสารสกัดจากวานและสารบริสุทธิ์ตอภาวะ apoptosis ของเซลลเนื้องอกมดลูก 

การศึกษานี้ทําการวิจัยในหองทดลองดวยเซลลกลามเนื้อเรียบจากเนื้องอกมดลูก และกลามเนื้อมดลูก 

เพ่ือท่ีจะประเมินบทบาทของสารสกัดจากวาน C. comosa และสารบริสุทธิ์  ASPP-049 ท่ีแยกไดจากวาน ตอ

ภาวะ apoptosis ของเซลลเนื้องอกมดลูก  โดยท่ีภายหลังจากเซลลกลามเนื้อเรียบท่ีเพาะเลี้ยงไดและใหยา

ทดสอบตามขอ 1   แลวทําการยอม DNA ของเซลลดวย Hoechst dye  จากนั้นใชกลอง confocal 

microscope ดูลักษณะนิวเคลียส  ลักษณะของการตายแบบ apoptosis ของเซลล 

 

3.3. ศึกษาฤทธิ์ของสารสกัดจากวานและสารบริสุทธิ์ตอการเหนี่ยวนําการแสดงออกของยีนและโปรตีน 

nuclear receptor-ERα และ PR-B, EGF, TNF-β, Bcl2  และ MYC ในเซลลเนื้องอกมดลูก 

การศึกษานี้ทําการวิจัยดวยเซลลกลามเนื้อเรียบเชนเดียวกับ 1 และ 2  เพ่ือท่ีจะประเมินบทบาทของ

สารสกัดจากวาน C. comosa และสารบริสุทธิ์  ASPP-049 ท่ีแยกไดจากวาน ตอการเหนี่ยวนําการแสดงออก

ของยีนและโปรตีน nuclear receptor-ERα และ PR-B, EGF, TNF-β, Bcl2  และ MYC  ซ่ึงท้ังหมดเปนยีน

เปาหมายของฮอรโมนเอสโตรเจน  ภายหลังจากเซลลกลามเนื้อเรียบท่ีเพาะเลี้ยงไดและใหยาทดสอบตามขอ 

12.1 แลว  ทําการเก็บเซลลกลามเนื้อเรียบเพ่ือวิเคราะหการแสดงออกของยีนและโปรตีน   
-วิธี การวิเคราะหการแสดงออกของยีน ERα, PR-B, EGF, TNF-β, Bcl2  และ MYC โดยการสกัด 

RNA จากเซลลกลามเนื้อเรียบดวย QIAGEN RNeasy columns จากนั้นเปลี่ยน RNA เปน cDNA  โดยใชวิธี 
Reverse transcription นํา cDNA ท่ีไดไปวิเคราะหดวยวิธี Real-time polymerase chain reaction (PCR) 
analysis โดยใชโปรแกรม ABI PRISM 7500 Sequence Detection System and analysis software โดย

ยีนท่ีเปนยีนควบคุมภายใน (endogenous control gene) ไดแก RPLP, GAPDH และ β-actin   การศึกษานี้
สามารถทํานายถึงกลไกการเพ่ิมจํานวนเซลลกลามเนื้อเรียบของเนื้องอกมดลูกโดย สารสกัดจากวาน C. 
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comosa และสารบริสุทธิ์  ASPP-049 และผลของสารสกัดจากวานชักมดลูกท่ีมีผลตอการเปลี่ยนแปลงเซลล
กลามเนื้อมดลูกปกติเปนเซลลมะเร็ง  

-วิธี การวิเคราะหการแสดงออกของโปรตีน ERα, PR-B, EGF, TNF-β, Bcl2  และ MYC  ทําการสกัด
โปรตีนจากเซลลโดยการยอยเซลล  เก็บ supernatant วิเคราะหปริมาณโปรตีนดวยเทคนิค Bradford assay  
แยกโปรตีนบนเจล SDS PAGE จากนั้นยายโปรตีนบนเจลลงบน PVDF membrane ยอมและวิเคราะหโปรตีน
ดวย antibody  ทําการวิเคราะหผล  การศึกษานี้ชวยยืนยันผลการศึกษาท่ีไดจากการวิเคราะหการแสดงออก
ของยีนขางตน  

วิธีการดําเนินการวิจัย และสถานท่ีทําการทดลอง/เก็บขอมูล    

ทําการวิจัยท่ี  

1. สํานักวิจัยวิชาการและนวัตกรรม คณะแพทยศาสตร โรงพยาบาลรามาธิบดี 

2. ภาควิชาสูติศาสตร นรีเวชวิทยา คณะแพทยศาสตร โรงพยาบาลรามาธิบดี  

3. ภาควิชาสรีรวิทยา คณะวิทยาศาสตร มหาวิทยาลัยมหิดล 
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Flow Chart Research Methods 

 

• 
ตดัชิน้เนือ้จากกล้ามเนือ้มดลกู 

และเนือ้งอกมดลกู 

ยอ่ยชิน้เนือ้ด้วย collagenase enzyme 

เพาะเลีย้ง primary cell culture  

Treatments (in DMEM/F12 without phenol red and charcoal strip serum)  

กลุม่ท่ี 1   สารสกดัจากผงวา่น    

กลุม่ท่ี 2 สารบริสทุธ์ิ  ASPP-049  

กลุม่ท่ี 3 เอสโตรเจน  

กลุม่ท่ี 4 สารต้านเอสโตรเจน(ICI 182780)  

กลุม่ท่ี 5 สารต้านเอสโตรเจน และ สารสกดัจากผงวา่น  

กลุม่ท่ี 6 สารต้านเอสโตรเจน และสารบริสทุธ์ิ  ASPP-049 

กลุม่ท่ี 7  ไมใ่สส่ารใดๆ เพ่ือเป็นกลุม่ควบคมุ  

การเพ่ิมจํานวนเซลล์และ 

ระยะการแบง่เซลล์ 

 

 

 

 

ภาวะ  apoptosis  

• MTT assay 

• ย้อม DNA ของเซลล์ด้วบ DAPI 

• Flow cytometry 

 

การแสดงออกของยีนเป้าหมายของเอสโตรเจน 

• ย้อมนิวเคลยีสด้วย 

DAPI   + Flow 

cytometry 

• คา่เฉลีย่การแสดงออกของยีน ERα, PR-B, EGF, 

TNF-β, Bcl2  และ MYC เปรียบเทียบระหวา่ง 

SMCsc  จากเนือ้งอกมดลกูและกล้ามเนือ้มดลกู  

• คา่เฉลีย่การแสดงออกของ Protein expression : 

ERα, PR-B, EGF, TNF-β, Bcl2  และ MYC  
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ผลการวิจัย อภิปรายและวิจารณผล 

          ในการวิจัยนี้ท้ังหมดใชเซลลกลามเนื้อเรียบท่ีแยกและเพาะเลี้ยงจากเนื้องอกมดลูก และกลามเนื้อ

มดลูกปกติท่ีอยูบริเวณใกลเคียง  กลาวคือเปน primary cell จาก myometrium และ myoma จากมดลูก 

ดังรูปท่ี 1ก  และ 1ข    โดยท่ีไดเนื้อเยื่อจากผูปวยจํานวนหลายคนมาใชในการทดสอบฤทธิ์ของสารสกัด และ

สารบริสุทธิ์จากวาน 

 

ตารางท่ี 1  รายละเอียดขอมูลท่ัวไปของ primary cell line 

Primary cell line  อายุของผูปวย    ขอบงชี้ท่ีทําการผาตัด ระยะของประจําเดือน 

(Menstrual Phase) 

No. 1 HN4682181 57 Myoma uteri Menopause 

No. 2 HN 4827110 49 Myoma uteri c 

hypermenorrhea 

Secretory phase 

No. 3 HN4818036 49 Myoma Secretory phase 

No. 4 HN 4234833  53 

 

Myoma uteri c 

hypermenorrhea 

Secretory phase 

 

No. 5 HN 3565128 48 Myoma Proliferative phase 

No. 6 HN 2604713 
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Myoma uteri c  

Hypermenorrhea  

Proliferative phase 

No. 7 HN 4907291 38 Myoma uteri  Atrophic (Hx of oral 

contraceptive pill use) 

No. 8 HN 4964298 40 Myoma Proliferative phase 

No. 9 HN 3988358 39 Intramural myoma Proliferative phase 
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รูปท่ี 1 ก                   รูปท่ี 1 ข 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปท่ี 1.  แสดงเซลลกลามเนื้อเรียบท่ีเพาะเลี้ยง (ก) จากกลามเนื้อเรียบของมดลูก     (ข) จากเนื้องอกมดลูก 
 
1.  การศึกษาฤทธิ์ของ Crude C. comosa extract และ ASPP-049 ท่ีมีผลตอเซลลกลามเนื้อเรียบของมดลูก  

          การทดลองนี้ใช primary cell line 5  ชุดคือจากผูปวย No. 3, 4, 6, 8 และ 9  และทําการ 

ทดสอบฤทธิ์ของสารท่ีขนาดตางๆกัน  ประเมินการเปลี่ยนแปลงจํานวนเซลลกลามเนื้อเรียบ โดยวิธี MTT 

assay  ท่ีเวลาตางๆกัน    พบวาชวงความเขมขนของ crude extract ท่ี 10 ug/ml  มีการเพ่ิมการกระตุนการ

แบงเซลลกลามเนื้อมดลูก    อยางไรก็ตามเม่ือทําการทดสอบทางสถิติ พบวาไมมีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญ

ทางสถิติ ( P =0.052) แตคา P value เกือบจะมีนัยสําคัญทางสถิติ นอกจากนี้เม่ือความเขมขนสูงเกินกวานี้ 

(80 ug/ml) พบวาจะทําใหเซลลตาย (P = 0.012)    ดังรูปท่ี 2 ก   สาร ASPP-ไมมีผลตอการเพ่ิมจํานวนเซลล   

ดังรูปท่ี 2 ข    และขนาดท่ีสูงเทากับ 100 uM ทําใหเซลลตายเพ่ิมข้ึน แตยังไมมีนัยสําคัญทางสถิติ   สารตาน

เอสโตรเจน (ICI)  มีผลเพ่ิมจํานวนเซลล  (P =0.036)  

 รูปท่ี  2 ก   

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปท่ี 2 ข 



 

21 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปท่ี 2.  แสดงฤทธิ์ของ(ก) สารสกัดจากวานชักมดลูก และ (ข) สารASPP-049 ตอการอยูรอดของเซลล เม่ือ

บมไวกับเซลลกลามเนื้อเรียบของมดลูกปกติ เปนเวลา 24-72 ชม.  
 *P<0.05  เม่ือเทียบกับกลุมควบคุม (กลุม DMSO) 

 

2. การศึกษาฤทธิ์ของ Crude C. comosa extract และ ASPP-049 ท่ีมีผลตอเซลลเนื้องอกมดลูก 

              การทดลองนี้ใช primary cell line จากเนื้องอกมดลูกของผูปวย No. 3, 4, 6, 8 และ 9   และทํา

การทดสอบฤทธิ์ของสารท่ีขนาดตางๆกัน  ประเมินการเปลี่ยนแปลงจํานวนเซลลเนื้องอกมดลูก โดยวิธี MTT 

assay  ท่ีเวลาตางๆกัน    พบวาชวงความเขมขนของ crude extract ท่ี 10 ug/ml  เพ่ิมกระตุนการแบงเซลล

ไดเล็กนอย  แตไมมีนัยสําคัญทางสถิติ (P=0.052)  แตคา P value เกือบจะมีนัยสําคัญทางสถิติ และถาหาก

ความเขมสูงเกินกวานี้ (80 ug/ml) พบวาจะทําใหเซลลตาย (P=0.002)   ดังรูปท่ี 3 ก      ในกลุม ASPP-049  

พบวา ASPP-049 ไมกระตุนการแบงเซลลของเนื้องอกมดลูก หากความเขมขนสูงข้ึน ขนาดท่ีสูงเทากับ 100 

uM ทําใหเซลลตายเพ่ิมข้ึน แตยังไมมีนัยสําคัญ   (P=0.079)   ดังรูปท่ี 3 ข       

รูปท่ี 3 ก  

 

 

 

 

 

 

รู ป ท่ี 3 ข 
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รูปท่ี 3.  แสดงฤทธิ์ของ(ก) สารสกัดจากวานชักมดลูก และ(ข) สารASPP-049 ตอการอยูรอดของเซลล เม่ือ

บมไวกับเซลลกลามเนื้อเรียบจากเนื้องอกของมดลูกเปนเวลา 24-72 ชม.  
 *P<0.05  เม่ือเทียบกับกลุมควบคุม (กลุม DMSO) 

  

3.  การศึกษาความสัมพันธในการออกฤทธิ์กระตุนการแบงเซลล  (cell proliferation) ของสารสกัดจากวาน 

และสารสกัดบริสุทธิ์จากวานชักมดลูกกับ estrogen receptor  

            ขอมูลจาก primary cell line ผูปวย no. 4    พบวาหลังจากการให crude C. comosa  extract 

และ ASPP-049    เซลลกลามเนื้อเรียบจาก myometrium และ myoma มีการเพ่ิมจํานวนเซลล 

(proliferation) ข้ึนเล็กนอย อยางไรก็ตามการใหฮอรโมนเอสโตรเจนท่ีเปนตัวควบคุมบวก (positive control)  

ซ่ึงเปนท่ีทราบกันดีวามีผลกระตุนการแบงตัวของเซลลดังกลาวนั้นกลับไมไดมีผลเพ่ิมจํานวนเซลล   ตามรูปท่ี 4 

รูปท่ี 4 ก                                         

 

 

 

 

 

 

 

 รู ป

ท่ี  4 ข                                         
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รูปท่ี 4 ค                                         
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รูปท่ี 4 ง                                         

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูป ท่ี  

4 แสดงการตอบสนองของเซลลตอฮอรโมนเอสโตรเจน (E2) สารตานตัวรับ (ICI) สารสกัดจาก
วานชักมดลูกตอการอยูรอดของเซลลจาก (ก) มดลูกปกติ  (ข) เนื้องอกของมดลูก และ สารASPP-
049 ตอการอยูรอดของเซลลจาก (ค) มดลูกปกติ  (ง) เนื้องอกของมดลูก เม่ือบมไวเปนเวลา 5 วัน  

 

 จากการท่ี primary cell ของมดลูกท่ีศึกษาไมตอบสนองตอฮอรโมนเอสโตรเจน  ผูวิจัยไดทําการ

ตรวจสอบขนาดของฮอรโมน estrogen ท่ีใชกระตุนและสาร ICI ท่ีเปน estrogen antagonist  หลายๆขนาด  

พบวา ไมวาขนาดและความเขมขนฮอรโมนเอสโตรเจนจะเปนเทาไหรก็ตาม   ไมมีผลกระตุนการเพ่ิมจํานวน

เซลล  หรือกดการเพ่ิมจํานวนเซลล ตามรูปท่ี 4 แสดงใหเห็นวากลไกการออกฤทธิ์ของเซลลวานชักมดลูกท้ัง 

crude C. comosa  extract และ ASPP-049  ในการศึกษาวิจัยครั้งนี้ ไมไดทํางานผานทาง estrogen-

estrogen receptor pathway    

 นอกจากนี้ยังพบวา ท่ีความเขมขน crude extract ท่ี 50 ug/ml  ตอ myometrial cell line และ 

myoma cell line ชุดนี้ (cell line no 5 และ 6)   ไมไดกระตุนการแบงเซลล  แตทําใหจํานวนเซลลลดลง   

ดังนั้นจะเห็นวา primary cell line ในผูปวยแตละราย ใหผลการทดลองท่ีแตกตางกันบาง   
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รูปท่ี 5 ก 
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รูปท่ี 5 ข 

รูปท่ี  5 แสดงการตอบสนองของเซลลตอฮอรโมนเอสโตรเจน (E2) สารตานตัวรับ (ICI) สารสกัดจากวานชัก
มดลูกตอการอยูรอดของเซลลจาก (ก) มดลูกปกติ  (ข) เนื้องอกของมดลูก เม่ือบมไวเปนเวลา 2 วัน 

 *P<0.05  เม่ือเทียบกับกลุมควบคุม (กลุม DMSO)  

 

4.  การศึกษาการเปลี่ยนแปลงตัวรับเอสโตรเจน (estrogen receptor) ใน primary cell ขณะเพาะเลี้ยงเซลล  

 จากการท่ีใหเอสโตรเจนแกเซลลกลามเนื้อเรียบมดลูก และเซลลเนื้องอกมดลูก  เพ่ือหวังผลใหเห็นฤทธิ์

ของฮอรโมนเอสโตรเจนซ่ึงเปน positive control ซ่ึงคาดวา เอสโตรเจนจะกระตุนการแบงตัวเพ่ิมจํานวนเซลล

ของกลามเนื้อเรียบมดลูกและเซลลเนื้องอกมดลูก  เนื่องจากในเนื้อเยื่อมดลูกมีตัวรับเอสโตรเจนจํานวนมาก  

แตปรากฏวาไมพบการแบงเซลลเพ่ิมจํานวนตามขอ 3  ผูวิจัยไดพยายามคนหาสาเหตุ โดยตั้งสมมติฐานและทํา

การทดสอบตางๆหลายครั้ง  ไดแก การใชเนื้อเยื่อท่ีมาจากคนอายุนอย  ปรับเปลี่ยน culture media  ใชความ

เขมขนของเซรั่มตางๆกันเปนตน  ไมพบวาเทคนิคการเลี้ยงเซลลมีผลทําใหเกิดความแตกตาง รูปท่ี 5 
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         จากการทบทวนวรรณกรรม  พบวามีรายงานวิจัยเพียง 1-2 รายงาน ท่ีแสดงใหเห็นวา การเพาะเลี้ยง
เซลลจากเนื้อเยื่อ (primary cell culture)  ทําใหตัวรับเอสโตรเจน (estrogen receptor)  สูญหายไป ดังนั้น
ผูวิจัยจึงไดทําการศึกษาการแสดงออกของโปตีน estrogen receptor  โดยทํา Western blot และ 
Quantitative Real time PCR (QT PCR) โดยไดเปรียบเทียบเนื้อเยื่อจากผูปวยกอนการยอยเพาะเลี้ยง กับ
เซลลกลามเนื้อมดลูกและเซลลเนื้องอกมดลูก พบวา estrogen  receptor ในเนื้อเยื่อหายไปตั้งแตวันแรกท่ีทํา
การยอยและเพาะเลี้ยง ตามรูปท่ี 6, 7 และ 8   (cell line no. 8) 

 

  

 

                                                                                                 

     

 

 

รูปท่ี  6 แสดงการแสดงออกของโปรตีนตัวรับเอสโตรเจน (estrogen receptor)  โดยการทําเทคนิค Western 
blot  โดยพบการสูญหายไปของตัวรับเอสโตรเจน ตั้งแตวันแรก (Day 0)  ท่ีทําการยอยกลามเนื้อ
มดลูก และเนื้องอกมดลูก  

 
 
 

 

 

 

 

     

 

รูปท่ี  7 แสดงการแสดงออกของโปรตีนตัวรับเอสโตรเจน (estrogen receptor) ในเซลลกลามเนื้อเรียบ
มดลูกและเนื้องอกมดลูก passage ท่ี 2  โดยการทําเทคนิค Western blot   ไดพบการสูญหายไป
ของตัวรับเอสโตรเจน  

Tissue 

D
ay 13 

D
ay 16 

D
ay 19 

D
ay 22 

Myometrium 

Tissue 

D
ay 16 

D
ay 19 

D
ay 22 

Myoma 
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รูปท่ี  8 แสดงการแสดงออกของตัวรับเอสโตรเจน (estrogen receptor) เปรียบเทียบระหวางเนื้อเยื่อ
กลามเนื้อมดลูก และเซลลกลามเนื้อเรียบมดลูก  และระหวางเนื้องอกมดลูก และเซลลจากเนื้องอก
มดลูก  โดยการทําเทคนิค Real time PCR  โดยพบการสูญหายไปของตัวรับเอสโตรเจนในเซลล
กลามเนื้อเรียบมดลูก  และเซลลจากเนื้องอกมดลูก 

 

5   พบการแสดงออกของยีนท่ีถูกควบคุมไดดวยเอสโตรเจน จากเนื่อเยื่อและเซลลกลามเนื้อเรียบ และเซลล

เนื้องอกมดลูกท่ีทําการเพาะเลี้ยง 

 ยีนท่ีถูกควบคุมไดดวยเอสโตรเจน (estrogen regulated genes)  ไดแก progesterone receptor 

(PGR), Avian myelocytomatosis viral oncogene homolog (V-MYC)  คือยีนสําหรับการสราง 

transcription factor  MYC protein  ซ่ึงจําเปนในขบวนการ cell cycle, apoptosis เปนตน  Trefoil 

factor 1 (TFF1) หรือ Breast Cancer Estrogen-Inducible  gene คือยีนท่ีทําใหเกิดการสราง secretory 

protein ซ่ึงตรวจพบใน gastrointestinal mucosa,  Cathepsin D (CTSD)   โรคท่ีตรวจพบมีความสัมพันธ

กับโปรตีนนี้ไดแก  มะเร็งเตานม และ Rosai Dorfman   

 จากการศึกษา QT PCR  พบการแสดงออกของยีนเหลานี้  ท้ังในเนื้อเยื่อ เซลลกลามเนื้อและเซลลเนื้อ

งอกมดลูก   อยางไรก็ตามระดับการแสดงออกของยีน  PGR มีระดับต่ําๆ เชนเดียวกับ estrogen receptor 

(รูปท่ี 9)    พบเฉพาะ การแสดงออกของTFF1 มีระดับสูงข้ึนเล็กนอยท้ังในเซลลกลามเนื้อ และเซลลเนื้องอก

มดลูก  ซ่ึงจากผลของ QT PCR นี้   จะไดนํา  TFF1 และ CTSD  มาเปนเครื่องมือติดตามผลของสารสกัดวาน

และสารบริสุทธิ์ตอเซลลกลามเนื้อและเนื้องอกมดลูกตอไป   และแผนงานวิจัยถัดไปจะไดทําการศึกษาการ
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แสดงออกของยีน EGFR และ TNF-β  ซ่ึงเปน cytokine และโปรตีนซ่ึงพบมีความสัมพันธกับการเจริญของ

เนื้องอกมดลูก  วาจะมีการแสดงออกในระดับสูงเพียงพอสําหรับนํามาใชในการติดตามในระหวางการใหสาร

สกัดจากวานและสารบริสุทธิ์หรือไม    

รูปท่ี 9 ก 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปท่ี 9 ข 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปท่ี  9.ค 
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รูปท่ี 9. ง 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปท่ี  9 แสดงการแสดงออกของยีนท่ีถูกควบคุมไดดวยเอสโตรเจน (estrogen regulated genes)  (ก) PGR  

(ข)  V-MYC   (ค) TFF1  (ง) CTSD   เปรียบเทียบระหวางเนื้อเยื่อกลามเนื้อมดลูก และเซลลกลามเนื้อเรียบ

มดลูก  และระหวางเนื้อเยื่อเนื้องอกมดลูก และเซลลจากเนื้องอกมดลูก  โดยการทําเทคนิค Real time PCR   

 

 

6. ฤทธิ์ของสารสกัดจากวานและสารบริสุทธิ์ตอการเหนี่ยวนําการแสดงออกของยีน 
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 6.1 ฤทธิ์ของสารสกัดจากวานและสารบริสุทธิ์ตอการเหนี่ยวนําการแสดงออกของยีนท่ีถูกควบคุม

ไดดวยเอสโตรเจน (estrogen regulated genes)   พบการแสดงออกของยีนจากกลามเนื้อมดลูก

เปลี่ยนแปลงไป  กลาวคือ การแสดงออกของยีน  CTSD ลดลง เม่ือใหสารตานเอสโตรเจน (ICI) เม่ือเทียบกับ

กลุมควบคุม  อยางไรก็ตามการใหเอสโตรเจนไมมีผลตอการแสดงออกของยีนนี้ ซ่ึงอธิบายไดจากการท่ีตัวรับ

เอสโตรเจนมีการสูญหายไป  พบวาการให crude C. comosa  extract ขนาดต่ําๆ ลดการแสดงออกของยีน  

ในขณะท่ีการให ASPP-049 รวมกับสารตานเอสโตรเจน (ICI)  เพ่ิมการแสดงออกของของยีน  CTSD   ซ่ึงตาง

จากการใหสารตานเอสโตรเจน (ICI)  รวมกับการให crude C. comosa  extract ซ่ึงไมพบการเปลี่ยนแปลง

ของการแสดงออกของยีน 

  10.ก 

 

 

 

 

 

 

  

 

           10.ข 

 

 

 

 

 

 

 

รูปท่ี  10   แสดงการแสดงออกของยีน CTSD ท่ีถูกควบคุมไดดวยเอสโตรเจน (estrogen regulated genes)     

เปรียบเทียบระหวางเซลลจากกลามเนื้อมดลูก (ก) และเซลลจากเนื้องอกมดลูก (ข)    

 6.2 ฤทธิ์ของสารสกัดจากวานและสารบริสุทธิ์ตอการเหนี่ยวนําการแสดงออกของยีนท่ีเกี่ยวของกับ

การเจริญของเนื้องอกมดลูก   epidermal growth factor (EGFR) และ Tumor necrotic factor 
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(TNF β)  เกี่ยวของกับการแบงเซลลของเนื้องอกมดลูก   พบวาเซลลจาก 3กลามเนื้อ 3งอกมดลูกมีการ

ตอบสนองตอสารสกัดจากวานและสารบริสุทธิ์คลายคลึงกับเซลลจากเนื้องอกมดลูก  โดยพบวาการแสดงออก

ของยีน EGFR ไมคอยเปลี่ยนแปลงยกเวน การให crude C. comosa  extract และ ASPP-049 ขนาดต่ําๆ  

ลดการแสดงออกของยีน EGFR  ไมพบการเปลี่ยนแปลงของการแสดงออกของยีน TNF β  ไมวาจะใหสารสกัด

หรือสารบริสุทธิ์ ในขนาดใดๆก็ตาม 

 

     11. ก 

 

 

 

 

 

 

 

  

    11 ข. 
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   11 ค. 

 

 

 

 

 

 

 

   11 ง. 

 

 

 

 

 

 

 

รูปท่ี  11  การแสดงออกของยีนท่ีเก่ียวของกับการเจริญของเนื้องอกมดลูก    (ก) การแสดงออกของยีน EGFR  

ในเซลลจากกลามเนื้อมดลูก  (ข) การแสดงออกของยีน EGFR ในเซลลจากเนื้องอกมดลูก   (ค)การแสดงออก

ของยีน TNF beta  ในเซลลจากกลามเนื้อมดลูก  (ง) การแสดงออกของยีน TNF beta  ในเซลลจากเนื้องอก

มดลูก    

 

 6.1 ฤทธิ์ของสารสกัดจากวานและสารบริสุทธิ์ตอการเหนี่ยวนําการแสดงออกของตัวรับเอสโตรเจน

ชนิดท่ีอยูผิวเซลล  

 จากการศึกษาพบการแสดงออกของยีนตัวรับเอสโตรเจนชนิดท่ีอยูผิวเซลล (G protein estrogen 

receptor, GPER) ในเซลลท่ีมาจากกลามเนื้อเรียบและเนื้องอกมดลูก   ซ่ึงแตกตางจากตัวรับเอสโตรเจนชนิดท่ี

อยูในนิวเคลียส (nuclear estrogen receptor)  ซ่ึงสูญหายไประหวางการยอยเนื้อเยื่อ     

 การให  crude C. comosa  extract,  ASPP-049, ICI และ estradiol (E2)  ไมมีผลตอการ

แสดงออกของยีน GPER  ในเซลลท่ีมาจากเนื้องอกมดลูก   (รูป 12 ข)   อยางไรก็ตาม crude C. comosa  
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extract ขนาดต่ําๆ  และ crude C. comosa  extract รวมกับ ICI  ลดการแสดงออกของยีน GPER (รูป 12 

ก)     

 12 ก. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 12. ข 

 

 

 

 

 

 

 

รูปท่ี  12  การแสดงออกของยีนตัวรับเอสโตรเจนชนิดท่ีอยูผิวเซลลเก่ียวของกับการเจริญของเนื้องอกมดลูก     

(G protein estrogen receptor, GPER)  (ก) การแสดงออกของยีน GPER  ในเซลลจากกลามเนื้อมดลูก  (ข) 

การแสดงออกของยีน GPER ในเซลลจากเนื้องอกมดลูก    

 

 

7. การศึกษาสารสกัดจากวานชักมดลูกและสาร ASPP-049 ตอ ภาวะ apoptosis ของเซลลกลามเนื้อเรียบท่ี

แยกจากเนื้องอก myoma และกลามเนื้อมดลูกบริเวณใกลเคียง  
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 ไดทําการศึกษาโดยนําเซลลท่ีไดรับสารตางๆ ทุกกลุมมายอมสาร Propidium iodide ซ่ึงเปนสารท่ี

สามารถยอม DNA ได  และยอมสาร Annexin V  ซ่ึงติดสารเรืองแสง fluorescence  และตรวจสอบโดยใช 

flow cytometer    Annexin V เปนสารท่ีใชทดสอบการแสดงออกของ phosphatidylserine บนผิวเซลล   

ซ่ึงมักพบบนเซลลตาย (apoptosis cells) 

 

ผลการศึกษาพบวา 

 1. เซลลกลามเนื้อเรียบ พบรอยละของเซลลท่ีอยูในระยะมีชีวิต (live)    เซลลตาย (necrotic) และ

เซลลเริ่มตาย (early apoptosis) ในแตละกลุมการทดลอง ไมแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ   ถึงแมวา

ในกลุมท่ีได ASPP049 ความเขมขน 50 uM และกลุม ASPP049 ความเขมขน 50 uM และ ICI   มีรอยละของ

เซลลท่ีอยูในระยะเริ่มตายสูงข้ึนก็ตาม  (รูป 13 ก)    

 2. เซลลจากเนื้องอกมดลูก พบรอยละของเซลลท่ีอยูในระยะมีชีวิต (live)  เซลลตาย (necrotic) และ

เซลลเริ่มตาย (early apoptosis) ในแตละกลุม ไมแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติเชนเดียวกับเซลล

กลามเนื้อเรียบ    (รูป 13 ข)    

หมายเหตุ เซลลท่ีอยูในระยะมีชีวิต (live)  คือเซลลท่ียอมไมติดท้ังสี Annexin V และ Propidium 

iodide    เซลลตาย (necrotic) คือเซลลท่ียอมติดสีท้ัง Annexin V และ Propidium iodide และเซลลเริ่ม

ตาย (early apoptosis)  คือเซลลท่ียอมติดสีท้ัง Annexin V แตไมติดสี Propidium iodide 
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Myometrium 

13 ก 

 

 

 

 

 

 

 

 

13 ข 

 

รูปท่ี  13   ภาวะ apoptosis  ของเซลลกลามเนื้อเรียบมดลูก  (ก) ภาพการตรวจวิเคราะห Flow cytometry 

ของเซลลกลามเนื้อเรียบมดลูก โดยยอม Annexin V และ Propidium iodide  (ข) รอยละของเซลลท่ีมีชีวิต 

(live)  เซลลตาย (necrotic) และเซลลท่ีเริ่มตายแบบ apoptosis (early apoptosis)   

Myoma 
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13 ค 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

13 ง 

 

รูปท่ี  13   ภาวะ apoptosis  ของเซลลเนื้องอกมดลูก  (ค) ภาพการตรวจวิเคราะห Flow cytometry ของ

เซลลเนื้องอกมดลูก โดยยอม Annexin V และ Propidium iodide  (ง) รอยละของเซลลท่ีมีชีวิต (live)  เซลล

ตาย (necrotic) และเซลลท่ีเริ่มตายแบบ apoptosis (early apoptosis)   
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8. การศึกษาสารสกัดจากวานชักมดลูกและสาร ASPP-049 ตอวงจรเซลล (cell cycle) ของเซลล myoma 

และกลามเนื้อมดลูกบริเวณใกลเคียง  

 Cell cycle ของเซลลท้ังสองชนิดมีลักษณะคลายกัน กลาวคือ เซลลสวนใหญอยูในระยะพัก (G0) หรือ

ระยะแรก (G1)   เซลลจํานวนนอยท่ีเหลืออยูในระยะกําลังแบงเซลล เชน เซลลในระยะ S และ G2/M               

เซลลกลุมท่ีไดรับ ASPP ความเขมขน 50 uM   และไดกลุมท่ีไดรับ ASPP ความเขมขน 50 uM รวมกับ ICI  มี

เซลลในระยะตายเพ่ิมข้ึน แตไมมีนัยสําคัญทางสถิติ  ผลการศึกษาสอดคลองกับการการศึกษา apoptosis โดย

การทํา Flow cytometer  ในหัวขอ 7  
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รูปท่ี 14 ก 

 

 

รูปท่ี 14 ข 

รูปท่ี  14   แสดงวงจรเซลล (cell cycle) ท่ีระยะตางๆ เม่ือไดรับสารตางๆ  (ก) เซลลกลามเนื้อเรียบมดลูก (ข) 

เซลลเนื้องอกมดลูก 
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5. อภิปรายและวิจารณผล 

5.1  Crude C. comosa extract และสารสกัดบริสุทธิ์ ASPP049   ไมกระตุนการเพ่ิมจํานวนเซลลของ

เซลลกลามเนื้อมดลูก และเซลลเนื้องอกมดลูก   และ Crude C. comosa extract  ในขนาดความเขมขน

สูง (80 ug/ml)  มีผลกดการการเพ่ิมจํานวนเซลลกลามเนื้อเรียบของมดลูก และเซลลเนื้องอกมดลูก     

 จากผลการศึกษาตามหัวขอ 4.1 และ 4.2 พบวาสารสกัดวานชักมดลูก Crude C. comosa extract 

และสารบริสุทธิ์ ASPP049 ไมกระตุนการเพ่ิมจํานวนเซลลของท้ังเซลลกลามเนื้อเรียบ และเซลลเนื้องอกมดลูก   

ถึงแมวา Crude C. comosa extract ท่ีความเขมขน 10 ug/ml เพ่ิมจํานวนเซลลของท้ังเซลลกลามเนื้อเรียบ 

และเซลลเนื้องอกมดลูก อยางไรก็ตามการเพ่ิมจํานวนไมไดมีความแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ  ผล

การศึกษาท่ีไดดังกลาว  นาจะเนื่องมากจากการท่ีเซลลกลามเนื้อเรียบและเซลลกลามเนื้องอกมดลูกสูญเสีย

ตัวรับเอสโตรเจนซ่ึงจะกลาวตอไปในหัวขอ 5.2    Crude C. comosa extract ในขนาดสูง  มีฤทธิ์กดการแบง

เซลลกลามเนื้อมดลูก  และเซลลเนื้องอกมดลูก   ซ่ึงฤทธิ์ท่ีกดการแบงเซลลนี้ อาจจะเปน toxicity ของยาตอ

เซลล  หรืออาจจะกดเฉพาะเซลลกลามเนื้อเรียบ หรือเนื้องอกมดลูก  ซ่ึงหากเปนฤทธิ์เฉพาะเซลล  ก็จะเปน

ประโยขนตอการนําไปใชตอไป  อยางไรก็ตามการแยกวาเปนฤทธิ์ชนิดใด  ก็อาจจําเปนตองทําการศึกษาตอไป

ในเซลลหลายๆชนิด 

 สารสกัดวานชักมดลูกมีการออกฤทธิ์ตอเซลลกลามเนื้อเรียบของมดลูก และเซลลเนื้องอกมดลูก

คลายคลึงกัน เชนเดียวกับสารบริสุทธิ์ ASPP049   โดยท่ีฤทธิ์การกระตุนของสารสกัดวานชักมดลูกดูเหมือนมี

ฤทธิด์ีกวา สารสกัดบริสุทธิ์ ASPP049  ซ่ึงตรงกับการศึกษากอนหนานี้โดย ศ.ภาวิณี ปยะจตุรวัฒน  

     

5.2 ฤทธิ์กระตุนและกดการแบงเซลล (cell proliferation and inhibition) ของสารสกัดจากวาน และ

สารสกัดบริสุทธิ์จากวานชักมดลูกจากการศึกษานี้ ไมไดกระทําผานทาง nuclear estrogen receptor-α 

 จากการศึกษากอนหนานี้ท่ีพบวา วานชักมดลูกมีฤทธิ์เอสโตรเจน  ดังนั้นสมมติฐานการทํางานวิจัยครั้ง

นี้  จึงคาดวาฤทธิ์กระตุนการแบงเซลลกลามเนื้อมดลูก และเซลลเนื้องอกมดลูก ของวานชักมดลูกนาจะชักนํา

ผานตัวรับเอสโตรเจน ดังนั้นในการออกแบบการศึกษาตามหัวขอ 4.3  จึงไดใหเอสโตรเจน เพ่ือเปน positive 

control อยางไรก็ตาม ผลการทดลองไมเปนไปตามท่ีคาดไว  ไมพบการกระตุนเซลลเม่ือใหฮอรโมนเอสโตรเจน

ท่ีความเขมขนตางๆ และเม่ือมีการเปลี่ยนแปลง culture condition    

 ซ่ึงผูวิจัยพยายามทดลองหาสาเหตุ โดยการเปลี่ยนความเขมขน  สารท่ีเลี้ยงเซลล  แตไมพบความ

แตกตางใดๆ   อยางไรก็ตามภายหลังจากคนควา  พบวาเคยมีรายงานการศึกษา1-2 บทความ ท่ีพบวาเปนจาก

ตัวรับเอสโตรเจนหายไปขณะทําการเพาะเลี้ยง  หลังจากนั้นไดผูวิจัยไดทําการทดสอบ พบวา estrogen 

receptor มีการสูญหายไประหวางการเตรียม primary cell culture   ดังนั้นเม่ือทําการทดลองตามหัวขอ 

4.3  จึงไมพบการเพ่ิมจํานวนเซลล   จากการพบการสูญหายของตัวรับเอสโตรเจน สอดคลองกับการศึกษาของ

(Sadovsky et al., 1992; Sampath et al., 2001; Severino et al., 1996)  
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ดังนั้น  การท่ีวานชักมดลูกไมสามารถกระตุนการเพ่ิมจํานวนเซลลกลามเนื้อมดลูกและเนื้องอกมดลูก  
ไดอยางชัดเจนอาจจะเปนเนื่องจากสูญเสียตัวรับเอสโตรเจน  ยังไมสามารถสรุปไดจากการศึกษาวาวานชัก
มดลูกมีฤทธิ์กระตุนการเพ่ิมจํานวนเซลลกลามเนื้อมดลูกและเนื้องอกมดลูกโดยทํางานผานเอสโตรเจน   ดังนั้น 
primary cell culture    ของเซลลกลามเนื้อมดลูกและเนื้องอกมดลูก  ไมนาจะเหมาะสมในการเปน model 
ศึกษาสารท่ีมีฤทธิ์คลายเอสโตรเจน    

          อยางไรก็ตาม จากการศึกษากอนหนานี้ใน human uterine cell lines (Ishikawa) และมดลูกของ

สัตวทดลอง ซ่ึงเนื้อเยื่อท้ังสองมี estrogen receptor พบวาสาร ASPP-049 จากวานชักมดลูกมีกลไกการ

ทํางานเหมือนฮอรโมนเอสโตรเจนทุกประการ (Winuthayanon et al., 2013) โดยสารมีปฏิสัมพันธกับตัวรับ  

ERα จับกับ ERα pocket และสามารถกระตุนการเคลื่อนยายของตัวรับเอสโตรเจนแอลฟา (ERα) เขาสู

นิวเคลียสไปกระตุน estrogen responsive element (ERE) ซ่ึงทําศึกษาดวย luciferase reporter gene 

assay จําลองการทํางานระดับโมเลกุลของตัวรับเอสโตรเจน  นอกจากนี้ในสัตวทดลองหนูถีบจักท่ีรังไขถูกตัด

ออกไป  การใหสาร ASPP-049  ทําใหเกิดการตอบสนองไดหลายอยางแบบฮอรโมนเอสโตรเจน  แตไมสามารถ

เพ่ิมน้ําหนักน้ําหนักของมดลูกหลังการใหสารไปแลว 24 ชั่วโมง   การใหสาร ASPP-049 พรอมกับ E2 ไมพบ

ฤทธิ์ของสารในการเสริมหรือลดฤทธิ์ของกันและกัน  โดยสรุปไดวาสาร ASPP-049  มีฤทธิ์แบบฮอรโมนเอสโตร

เจนแบบออนๆ  สารสามารถกระตุนการแบงเซลลกลามเนื้อเรียบของมดลูกแบบฤทธิ์เอสโตรเจนท่ีเปน ERα-

dependent แตไมมีผลทําใหน้ําหนักของมดลูกเพ่ิมข้ึน รวมท้ังไมไดเสริมหรือลดฤทธิ์ของเอสโตรเจนแตอยาง

ใด 

5.3 มีการแสดงออกของยีนท่ีถูกควบคุมไดดวยเอสโตรเจน (estrogen regulated genes) แตไมพบการ

แสดงออกของ estrogen และ progesterone receptor 

 จากการทํา real time PCR พบการแสดงออกของ V-MYC, TFF1 และ CTSD  ซ่ึงจะทําใหสามารถ

นํามาใชในการติดตาม เม่ือทําการทดลองโดยการใหสารสกัดวานชักมดลูก และ ASPP049   

 เนื้องอกมดลูก (myoma or uterine fibroid) เปนเนื้องอกมดลูกชนิดไมเปนมะเร็ง (benign tumor)  

ซ่ึงยังไมทราบสาเหตุท่ีแนนอน  แตมีการพยายามศึกษาหาสาเหตุของการเปลี่ยนแปลงของเซลล และปจจัยท่ี

เพ่ิมขยายขนาดของเนื้องอกมดลูก  ซ่ึงไดแก  growth factors หลายชนิด อาทิ เชน transforming growth 

factor-β  (TGF- β) , epidermal growth factor (EGF) และตัวรับ    นอกจากนี้ยังมี gene ท่ีทําหนาท่ีใน 

cell cycle เปนตัวควบคุม อาทิ เชน  Bcl2 โปรตีนตาน apoptosis  และ tumor necrosis factor-α 
(TNFα) เปนตน (Blake, 2007)  ในการศึกษาตอไปจะติดตามการแสดงออกของยีนเหลานี้ 

 Cathepsin D  (CTSD)  เปนโปรตีนท่ีทําหนาท่ียอยสลายโปรตีนอ่ืน  (proteolysis)  ซึงทําหนาท่ี

เก่ียวของกับการเจริญของเซลล (cell proliferation)   ความสมดุลของเนื้อเยื่อ (tissue homeostatsis) การ

ตายและการเกิดใหม (renew) ของเนื้อเยื่อ (Koike et al., 2003)  นอกจากนี้ยังมีการศึกษาพบวา CTSD  

กระตุน apoptosis (Benes et al., 2008)    Epidermal growth factor receptor (EGFR)  เปนโปรตีน

ตัวรับ (receptor) ท่ีผิวเซลล   Epidermal growth factor (EGFR)  เปนโปรตีนสําคัญในกระบวนการการแบง

เซลล (cellular proliferation)     การเปลี่ยนแปลงลักษณะphenotype ของเซลล  (differentiation) และ

การอยูรอดของเซลล 
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5.4 การแสดงออก (gene expression) ของยีนท่ีเกี่ยวของกับการเจริญ แบงเซลลของเนื้องอกมดลูก 

ไดแก  CTSD, EGFR และ TNF beta  เปนตน  ไมมีลักษณะการเปล่ียนแปลงท่ีมีรูปแบบแนนอน ระหวาง

ยีน  หรือระหวางเซลลกลามเนื้อเรียบ และเซลลเนื้องอกมดลูก  และไมสัมพันธกับการเพ่ิม ลดจํานวนของ

เซลลกลามเนื้อเรียบ และเนื้องอกมดลูก  ท้ังนี้อาจเนื่องจากวานชักมดลูก  และสาร ASPP-049  ไมไดมีผลให

เกิดการเปลี่ยนแปลงใดตอเซลลอยางชัดเจน 

 มีขอนาสังเกตวา  มีการแสดงออกของยีนตัวรับเอสโตรเจนชนิดท่ีอยูผิวเซลล (G protein estrogen 

receptor, GPER) ในเซลลท่ีมาจากกลามเนื้อเรียบและเนื้องอกมดลูก  ซ่ึงแตกตางจากตัวรับเอสโตรเจนชนิดท่ี

อยูในนิวเคลียส (nuclear estrogen receptor)  ซ่ึงสูญหายไประหวางการยอยเนื้อเยื่อ   แสดงใหเห็นวา

เอสโตรเจน ท่ีใหในกลุมควบคุมไมไดมีการทํางานผานตัวรับเอสโตรเจนชนิดท่ีอยูผิวเซลลนี้     

 อยางไรก็ตาม ไมพบการเปลี่ยนแปลงการแสดงออกของยีน GPER ท่ีสัมพันธกับการใหฮอรโมนและ

สารวานชักมดลูก   

 

5.5 การศึกษาสารสกัดจากวานชักมดลูกและสาร ASPP-049 ตอ ภาวะ apoptosis ของเซลลกลามเนื้อ

เรียบท่ีแยกจากเนื้องอก myoma และกลามเนื้อมดลูกบริเวณใกลเคียง พบวาเซลลสวนใหญเปน เซลลมีชีวิต 

(live cells)  รอยละ 3-7 ท่ีเปนเซลลตาย (apoptosis)  และเพียงรอยละ 1-3 เทานั้นท่ีอยูในระยะเริ่มตาย 

(early apoptosis)   รอยละของเซลลในระยะมีชีวิต   ระยะตาย และระยะเริ่มตายชองเซลลกลามเนื้อเรียบ 

และกลามเนื้อมดลูกท่ีไดรับสารสกัดจากวานชักมดลูก เอสโตรเจนและสารตานเอสโตรเจนไมแตกตางกัน  

อยางไรก็ตามความเขมขนสูงสุดของสารสกัดวานชักมดลูกท่ีใชในการศึกษานี้คือ 10 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร  

เนื่องจากมีขอขัดของในการเลี้ยงเซลลทําใหมีจํานวนเซลลไมพอสําหรับการทดลองอีก 1-2 ความเขมขน      

 รอยละของเซลลมีชีวิต ตาย เริ่มตายชองเซลลกลามเนื้อเรียบ และกลามเนื้อมดลูกท่ีไดรับสาร ASPP-

049  เอสโตรเจนและสารตานเอสโตรเจนไมแตกตางกัน  ยกเวนเซลลท่ีไดรับ ASPP-049 ท่ีความเขมขน 50 ไม

โครโมลาร  ซ่ึงพบรอยละของจํานวนเซลลเริ่มตายสูงข้ึน แตไมมีนัยสําคัญทางสถิติ  ท้ังนี้ก็สอดคลองกับการ

ทดลอง วัดการเพ่ิมจํานวนเซลลโดยวิธี MTT   ขอ 4.1 และ 4.2 

 

5.6 การศึกษาสารสกัดจากวานชักมดลูกและสาร ASPP-049 ตอวงจรเซลล (cell cycle) ของเซลล 

myoma และกลามเนื้อมดลูกบริเวณใกลเคียง 

 เซลลสวนใหญอยูในระยะพัก (G0) หรือระยะแรก (G1)   เซลลจํานวนนอยท่ีเหลืออยูในระยะกําลัง

แบงเซลล เชน เซลลในระยะ S และ G2/M และเซลลมีจํานวนไมมากเชนเดียวกันท่ีอยูในระยะตาย ยกเวน    

เซลลกลุมท่ีไดรับ ASPP ความเขมขน 50 uM   ท้ังไมไดและได ICI รวมดวย  แตไมมีนัยสําคัญทางสถิติ  ผล

การศึกษาสอดคลองกับการการศึกษา apoptosis โดยการทํา Flow cytometer  ในหัวขอ 5.5 

5. สรุปผลการวิจัยและขอเสนอแนะ 
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5.1  ไดขอมูลการออกฤทธิ์ของสารสกัดวานชักมดลูก Crude extract C. comosa และสารบริสุทธิ์ ASPP-

049  โดยท่ีไมพบการเพ่ิมจํานวน (proliferation) ของเซลลกลามเนื้อเรียบจากมดลูก  และเซลลกลามเนื้อ

เรียบจากเนื้องอกมดลูก  

5.2  ไดขอมูลการออกฤทธิ์ยับยั้งการเพ่ิมจํานวนของเซลลกลามเนื้อเรียบจากมดลูก  และเซลลกลามเนื้อเรียบ

จากเนื้องอกมดลูก   โดยท่ีท่ีความเขมขนสูงท้ังวานสกัด Crude extract C. comosa และ ASPP-049 

(มากกวาหรือเทากับ 50 ug/ml  และ 50 μM  ตามลําดับ   จะใหผลยับยั้งการเพ่ิมจํานวนเซลล 

5.3  การท่ีสารสกัดวานชักมดลูก Crude extract C. comosa และสารบริสุทธิ์ ASPP-049 ไมไดออกกระตุน

เซลลอยางชัดเจนอาจจะเนื่องจาก  สารท้ังสองไมไดทํางานผาน estrogen receptor  ท้ังนี้เนื่องจากพบวา 

เอสโตรเจนไมสามารถเพ่ิมจํานวนเซลลได (positive control)   ประกอบกับขอมูลการตรวจโปรตีน estrogen 

receptor โดยเทคนิค Western blot และ การตรวจการแสดงออกของยีนโดย QT PCR   พบการหายไปของ

ตัวรับเอสโตรเจน (estrogen receptor)  ภายหลังการยอยเนื้อเยื่อ   

5.4  Primary cell culture ของเซลลกลามเนื้อเรียบจากมดลูกปกติ และจากเนื้องอกมดลูก  ไมเหมาะสมท่ีจะ

เปน model เพ่ือศึกษาฤทธิ์และกลไกการออกฤทธิ์ของสารท่ีคลายฮอรโมนเอสโตรเจน  เนื่องจากตัวรับเอสโตร

เจนสูญหายไป จากการเพาะเลี้ยง  และยอยสลายเนื้อเยื่อ  

5.5 เอสโตรเจน สารสกัดวานชักมดลูก Crude extract C. comosa และสารบริสุทธิ์ ASPP-049 ไมไดทํางาน

ผาน ตัวรับเอสโตรเจนท่ีผิวเซลล (GPER)   ท้ังนี้เนื่องจากตัวรับยังคงมีการแสดงออกตลอด  แตไมพบการเพ่ิม

จํานวนเซลลจากการใหเอสโตรเจน 

5.6 เพ่ือท่ีจะศึกษาฤทธิ์ของ C. comosa ตอเนื้องอกมดลูก ใหชัดเจนเพ่ิมข้ึน   อาจจะตองมีการศึกษาเพ่ิมเติม

ตอ ไดแก  การใช immortalized cell line ท่ีทําจากเนื้องอกมดลูก    หรือการใชการศึกษารูปแบบอ่ืน อาทิ 

เชนการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ (organotypic culture)  ตลอดจนการศึกษาทางคลินิกเปนตน 

 อยางไรก็ตามการศึกษาโดยใช immortalized cell line นั้น ไมพบวามีเซลลจัดจําหนายท้ังภายใน

และภายนอกประเทศ   ผูวิจัยไดลองพยายามสืบคน และพบวามีนักวิทยาศาสตรในตางประเทศหนึ่งทาน ท่ีเคย

ทํา immortalized cell line ไวศึกษาวิจัย  ผูวิจัยไดพยายามติดตอเพ่ือขอเซลลมาทําการศึกษา  แตไมประสบ

ความสําเร็จ   ดังนั้นในการศึกษาในอนาคต จะเปลี่ยนรูปแบบการศึกษา เชนใชการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ และให

สารตางๆ  ดูการตอบสนองของเนื้อเยื่อแทนเซลล เปนตน 
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ผูรับผิดชอบงานวิจัย   ประกอบดวย   

 

1. หัวหนาโครงการ                

ผศ. ดร. พญ.  อารียพรรณ  โสภณสฤษฎสุข (Areepan Sophonsritsuk) 

หมายเลขบัตรประชาชน 3 1015 00215 34 5  

ตําแหนงปจจุบัน  ผูชวยศาสตราจารย  

ภาควิชา สูติศาสตร นรีเวชวิทยา คณะแพทยศาสตร มหาวิทยาลัยมหิดล 

ถนน พระราม 6   เขตราชเทวี   กทม.  10400 

โทรศัพท 02-2011412, 02-2012185     โทรสาร 02-2011416   

Email:  areepan.sop@mahidol.ac.th      
ลักษณะของงาน: ออกแบบการทดลอง ดําเนินการทดลอง  วิเคราะหผล สรุปผล และเขียน

รายงาน 

สัดสวนท่ีทํางานวิจัย      =    30  % 

     2.  ผูรวมโครงการวิจัย  
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สัดสวนทํางานวิจัย   =  10 % 
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