
                                                                                                                                                   

   

 
บทที่ 2                                                        

                                                 ตรวจเอกสาร 
     

1.   พืชตานมะเร็ง 
        โรคมะเร็งเปนโรคที่เกิดจากความผิดปกติในระบบควบคุมการเจริญของเซลลซึ่งเกี่ยวของกับ   
การแบงตัวของเซลล (cell proliferation)   การพัฒนาของเซลล (cell differentiation) และการ
หลีกเลี่ยงโปรแกรมการตายของเซลล (apoptosis) (อภิวัฒน, 2546)   ที่มีสาเหตุมาจากปจจัยตางๆ
เชน พันธุกรรม    การระบาดของไวรัส   และการไดรับสารกอมะเร็ง    โดยการไดรับสารกอมะเร็ง
นาจะเปนปจจัยนําที่ใหอัตราการเกิดโรคมะเร็งสูงขึ้น   เนื่องจากเทคโนโลยีสมัยใหมทําใหมีการผลติ
สารสังเคราะหมากขึ้นซึ่งอาจไดรับจากการสัมผัสหรือการบริโภคโดยตั้งใจและไมต้ังใจ   ดังนั้นการ
ลดโอกาสการเกิดโรคมะเร็ง   นอกจากจะหลีกเลี่ยงไมรับสารกอมะเร็งโดยตรงแลว   การบริโภคผัก
ผลไมที่มีสารตานมะเร็งก็อาจเปนทางเลือกหนึ่งในการปองกันและลดอัตราการตายจากมะเร็งลงได   
ผักผลไมหลายชนิดที่มีสารตานมะเร็งไดมีการศึกษากันมานานและไดขอมูลของพืชที่ให   
สารสําคัญตอโมเลกุลเปาหมายที่สารจะออกฤทธิ์ตานเซลลมะเร็งดังแสดงในตารางที่ 2.1 ที่มีการ
รวบรวมนําเสนอโดย Aggarwal และ Shishodia (2006) 

                                          
                                 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 

 
 
 
 

 
 



                                                                                                                                                   

   

 
ตารางที่ 2.1   สารสกัดจากพืชที่ใชบริโภคชนิดตางๆ ที่มฤีทธิ์ตานเซลลมะเร็ง (Aggarwal and 
                     Shishodia, 2006) 
 

 
 
 
 

 
 
 
 

 
 



                                                                                                                                                   

   

       สารสําคัญในพืชบริโภคที่พบมีฤทธิ์ตานเซลลมะเร็งนั้นมีหลายชนิด เชน curcumin, lycopene, 
6 - gingerol, anethol เปนตน  โดยสารดังกลาวพบไดในผักผลไมชนิดตางๆ ดังแสดงในรูป 2.1  และ
มีโครงสรางทางเคมีดังรูป 2.2 
 

 
 

        รูปที่ 2.1 ตัวอยางพืชทีม่ีรายงานของสารตานมะเรง็ (Aggarwal and Shishodia, 2006) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 

 
 
 
 

 
 



                                                                                                                                                   

   

 

 

 
     

รูปที่ 2.2   โครงสรางของสารสกัดจากพืชบริโภคไดที่มีฤทธิ์ตานเซลลมะเร็ง 
                                  (Aggarwal and Shishodia, 2006) 
         
 
 

 
 
 
 

 
 
 
 

 
 



                                                                                                                                                   

   

        พืชเมื่อถูกบริโภคจะใหสารอาหารที่มีความจําเพาะตอโมเลกุลเปาหมายที่ตางกันไป   โดย
โมเลกุลเปาหมายสําคัญที่พืชใหฤทธิ์ตานมะเร็งสวนใหญจะออกฤทธิ์ยับยั้งตอ NF- kB (Nuclear 
factor – kappa B)  ซึ่งเปน signal transcription factor ที่ควบคุมใหเซลลพัฒนาเกิดเปนมะเร็งได
และพบไดใน cytoplasm   สารที่กอใหเปนมะเร็ง เชน free radicals, inflammatory, cytokines, 
carcinogens tumor promoters, endotoxin, รังสีแกมมา, แสงอัลตราไวโอเลต และรังสีเอ็กซ จะ
กระตุนให NF – kB ทํางานทั้งนี้ NF – kB มีบทบาทกระตุนการทํางานของโปรตีนที่ทําหนาที่ยับยั้ง
การตายแบบ apoptosis เชน Bcl – 2 และ Bcl – xl นอกจากนี้ NF – kB ยังกระตุนใหเกิดการ 
transformation, proliferation, invasion, metastasis ในระดับที่สูงกวาปกติซึ่งทําใหเซลลแบงตัว
รวดเร็วแตสารสกัดจากพืชหลายชนิดใหสารสําคัญที่ยับยั้งการทํางานของ NF – kB ไดทั้งนี้กลไกการ
ยับยั้ง NF – kB ยังไมทราบแนชัด แตคาดวาสารสําคัญเหลานี้จะยับยั้งการทํางานของ NF – kB ได
ในหลายขั้นตอนเชน NF-kB signaling cascade หรือการเคลื่อนที่ของ NF-kB จาก cytoplasm ไป
ยัง nucleus เปนตน   สารสําคัญที่ยับยั้งการทํางานของ NF – kB ไดดังแสดงในตารางที่ 2.2 
 
 

 
 
 
 
 
 
 

 
 

 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 

 
 
 
 

 
 



                                                                                                                                                   

   

ตารางที่ 2.2   สารในพืชบริโภคที่มีฤทธิ์ยับยั้งการทาํงานของ NF-kB (Aggarwal and Shishodia, 
                     2006) 
 

 

 
 
 
 

 
 
 
 

 
 



                                                                                                                                                   

   

 
ตารางที่ 2.2 (ตอ)  สารสําคญัในพืชบริโภคที่มีฤทธิ์ยับยัง้การทํางานของ NF-kB  

                            

 
         

 
 
 
 

 
 
 
 

 
 



                                                                                                                                                   

   

        •   Murakami และคณะ (1995) พบสารสกัดจากผักและผลไมหลายชนิดที่สกัดดวย methanol 
ที่ใหฤทธิ์ตานการเกิดเนื้องอกตอเซลล Raji ที่มีสาเหตุเกิดจาก Epstein – Barr Virus (EBV) โดย 
Murakami และคณะกระตุนใหเซลลเกิดเนื้องอกดวย EBV และ 12 – O – Hexadecanoylphorbol -
13 – acetate (HPA) จากนั้นทดสอบหาสารสกัดที่ตานมะเร็งดวยการบมเซลลที่ผานการกระตุนกับ
สารสกัดที่ความเขมขน 200 µg/ml นาน 48 ชั่วโมงกอนตรวจวัดระดับของ early antigen (IE) ดวย
วิธี indirect immunofluorescence ในเซลลซึ่งพบวาสารสกัดหลายชนิดที่มีฤทธิ์ตานเนื้องอกใน
ระดับมากกวา 70% (Inhibition effect ≥ 70%) ดังแสดงในตารางที่ 2.3   

ตารางที่ 2.3   พืชและสารสกัดจาก methanol ที่มีฤทธิต์านการเกิดเนื้องอก 
                                        (Murakami และคณะ,1995)  

วงศ ชื่อวิทยาศาสตร ชื่อสามัญ ชื่อไทย สวนที่ใช 
Alizoaceae Glinus oppositifolius Phak khuang ผักขวง ใบ 
Amaranthaceae 
 Amaranthus gracilis Desf. Amaranth ผักโขม ใบ 

Anacardiaceae 
 Mangifera foetida Lour. mango มะมวง ใบ 

Bingnoniaceae 
 Oroxylum indicum Vent. India trumpet flower เพกา ฝกออน 

Compositae Artemisia lactiflora var gennina 
 

Sage brush ดอกแกวเมืองจีน ใบ 

Cruciferae Brassica oleracea L. Kanaeng Kaluum แขนงกะหล่ํา ใบ 
Genetaceae Gnetum gnemon L. Spinach joint fir ผักเขลียง ใบ 
Guttiferae Garcinia cowa Roxb. Cowa ชะมวง ใบ 

Ocimum basilicum L. Common basil โหระพา ใบ 
Ocimum canum Sins Hairy basil แมงลัก ใบ Labiatae 
Ocimum gratissimun L. Tree basil ย่ีหรา ใบ 
Pisum sativum L. Garden bean ถ่ัวลันเตา เมล็ด Leguminosae 
Sesbania grandiflora Desv. Swamp pea แค ใบ 

Marsileaceae 
 

Marsilea crenata Presl Water clover ผักแวน ใบ 

Melastomataceae Diplectria barbata   ดอก 
Meliaceae Aglaia odorata Lour.  ประยงค ใบ 

Piper nigrum L. Pepper พริกไทย ผล 
Piper sarmentosum Roxb. Pepper ชะพลู ใบ Piperaceae 
Piper betel L. Betel pepper พลู ใบ 

Polygonaceae Polygonum odoratum Lour. Knoyweed ผักไผ ใบ 
Rubiaceae Morinda citrifolia Linn. Indian mulberry ยอ ใบ 

Citrus hystrix D.C. Bitter orange มะกรูด ใบ Rutaceae 
Zanthoxylum limonella  มะเกี๋ยง ผลแหง 

Saruraceae Houttuynia cordata Thunb. Baikuntong พลูคาว ใบ 
Scrophulariaceae Limnophila aromatica Merrill  ผักแขยง ใบ 

Apium graveolens ver. Dulce Pers L. Celery ค่ืนฉาย ใบ 
Centella asiatica Urban Indian pennywort ใบบัวบก ใบ 
Coriandrum sativum L. Coriander ผักชี ใบ 
Coriamdrum sp.  ผักชีลาว ใบ 
Erygium foetidum L.  ผักชีฝร่ัง ใบ 

Umbelliferae 

Trachyspermum roxburghianum crib  หอมใหญ ใบ 
Boesenbergia pandurata Holtt.  กระชาย ราก Zingiberaceae 
Languas galangal Swartz Great galangal ขิง ลําตน 

 
 
 
 

 
 
 
 

 
 



 

   

        จากตารางที่ 2.3 พบวาพืชในวงศ Bupleurum (Umbelliferae), Labiatae,  และ 
Zingiberaceae มีพืชหลายชนิดทีพ่บฤทธิก์ารตานเนื้องอก ดังนั้นในการศึกษาครั้งนีจ้ึงไดทําการ
วิจัยตรวจหาฤทธิ์การตานมะเร็งของพืช 3 วงศนี ้
 
1.1   สารตานมะเร็งจากพืชวงศ Bupleurum (Umbelliferae)   พชืวงศนี้ใหสารสกัดที่มีแนวโนม
เปนสารตานมะเร็งไดจากงานวิจยัตางๆ ดังนี ้
•   Ya – Ling, Kuo และ Lin (2004)  รายงานวาพืชทีอ่ยูในวงศ Bupleurum (Umbelliferae) 
หลายชนิดอาทิ   ผักช ี  ค่ืนไฉ   และหอมหวัใหญ   มีสารเคมีที่เปนองคประกอบสําคญัสามารถ
ยับยั้งเซลลมะเร็งไดคือ Saikosaponin D (รูปที่ 2.3)    โดยพบวา Saikosaponin D ความเขมขน 
20 µM สามารถยับยั้งการเจริญ (antiproliferation) ของเซลลมะเร็งปอดได (Human non - small 
cell lung cancer A549 cells) โดยจะยับยั้งวงชวีิตของเซลลใหอยูในระยะ G1 ซึ่งเปนระยะกอน
การสังเคราะห DNA อีกทั้งมกีารตรวจพบมรีะดับโปรตีน p21/WAF 1 เพิ่มข้ึนซึง่เปนโปรตีนที่ทาํ
หนาทีห่ยุด cell cycle ใหคงอยูในชวง G1/S ได   นอกจากนี้ Saikosaponin D ยังกระตุนการ
ทํางานของเอนไซม caspase - 8 ซึ่งเกิดจากการมีปฏิสัมพันธระหวาง Fas receptor กับ Fas 
ligand ที่ผิวเซลล แลวชักนําใหเซลลเกิด apoptosis 

 

                  
                                     
                                   รูปที่ 2.3   โครงสรางสาร Saikosaponin D 
 

        •   Babu, Kuttan และ Padikkala (1995)    รายงานถงึฤทธิย์ับยั้งเซลลเนื้องอก   จากสาร
สกัดหยาบของใบบัวบกซึ่งเปนพืชในวงศ Bupleurum (Umbelliferae)      โดยพบวาความเขมขน
ของสารสกัดหยาบที่ 62 µg/ml และ 75 µg/ml  ใหคา IC50 ตอเซลล Ehrlich ascites tumour cells 
(EAC) และ Dalton's lymphoma ascites tumour cells (DLA) ตามลําดับ     หลงัจากนําสารสกดั
หยาบมาผานการทาํกึง่บริสุทธิ์ดวย silica gel column แลวทดสอบความเปนพิษตอเซลล EAC 
และ DLA อีกครั้ง   พบวาคา IC50 เทากับ 17 µg/ml และ 22 µg/ml ตอเซลล EAC และ DLA 
ตามลําดับ     ซึ่งความเขมขนเดียวกันนี้ไมเกิดพิษตอเซลลปกติ (normal human lymphocytes)     

 
 
 
 

 
 
 
 

 
 



 

   

        •    Akihisa และคณะ (2003)  ศึกษาการยับยั้งการเกิดเนื้องอกของสาร Chalcones 5 ชนิด
ประกอบดวย  Xanthoangrlol,  Xanthoangelol F,  Isobavachalcone,  4-hydroxyderricin,   
Xanthoangelol H และสาร Flavanone 3 ชนิดคือ  Manduleaflvanone A,   Prostratol F  และ  
4'-O-Geranylnaringenin    ซึ่งสารทั้งหมดนี้เปนสารสกัดจากของเหลวที่ไดจากลําตนของตน 
Angeluca keiskei   สารดังกลาวเมื่อนํามาทดสอบการยับยั้งการกระตุนการเกิดเนื้องอกที่เกิดจาก 
Epstein - Barr virus (EBV) ในเซลล Riji   ซึ่งถือเปนการทดสอบ antitumor - promoters เบื้องตน   
จากการวิจัยพบวาสาร Chalcones 2 ชนิดคือ Isobavachalcone, 4 - hydroxyderricin และสาร 
Flavanone ทั้ง 3 ชนิดคือ Manduleaflvanone A,  Prostratol F   และ 4' - O - 
Geranylnaringenin  (รูปที่ 2.4) มีฤทธิ์ยับยั้งเนื้องอกที่เกิดจาก EBV ได 100 เปอรเซ็นต   ที่ความ
เขมขน 1x10 3 mol/TPA  

 
 

                                                                         
     Isobavachalcone                                                 4 - hydroxyderricin 
 
 

   Manduleaflvanone A                                                 Prostratol F 
 

รูปที่ 2.4   โครงสรางสาร Chalcones และ Flavanon 
 

 
 
 
 

 
 
 
 

 
 



 

   

                                4' - O – Geranylnaringenin 
 

                               รูปที่ 2.4 (ตอ)  โครงสรางสาร Chalcones และ Flavanon  
 
        •    Cheng และคณะ (2004)    นําสารสกัดหยาบจากรากของตน Angelica sinensis Diels  
มาทดสอบฤทธิ์การยับยั้งการเจริญตอเซลลมะเร็งปอด (A549 cells)  พบวาคาการยับยั้ง IC50 ที่ได
จากการบมเซลลมะเร็งอยูที่ชวง 35 - 50 µg/ml โดยการยับยั้งที่ระยะเวลาบม 72 ชั่วโมง จะใหการ
ยับยั้งมากกวาที่ระยะบม 24 ชั่วโมง  และความเขมขน 40 µg/ml ที่ระยะบมนาน 72 ชั่วโมง จะให
เซลลมีชีวิตรอดเพียงประมาณ 24 เปอรเซ็นต     การทดสอบวงชีวิตของเซลลพบวา   สารสกัดนี้
สามารถชักนําใหเซลลอยูในระยะ G0/G1 เพิ่มข้ึนหรืออยูในระยะ S phase ลดลง   นอกจากนี้สาร
สกัดยังสามารถยับยั้งการทํางานของ caspase - inhibitor (Z - VAD - fmk)   จึงมีผลทําใหเกิดการ
กระตุนการทํางานของเอนไซม caspase - 9 และ caspase - 3   ที่ไปกดการแสดงออกของ Bcl - 2 
oncoprotein  และทําใหระดับของ cdk4 ลดลง   ดังนั้นสารสกัดจาก Angelica sinensis Diels จึง
เปนพืชอีกชนิดหนึ่งในวงศ Bupleurum(Umbelliferae)   ที่ชักนําใหวงชีวิตของเซลลมะเร็งปอด 
(A549 cells) หยุดในชวง G1/S และกระตุนกลไกลการเกิด apoptosis ได 
 
        •   Zheng และคณะ (1992) ทดสอบนําสาร myristicin (โครงสรางทางเคมีดังรูปที่ 2.6)  ซึ่ง
สกัดไดจากผักชีฝร่ัง (Petroselinum sativum Hoffm)  มาทดสอบฤทธิ์ยับยั้งการเกิดเนื้องอกที่มี
สาเหตุจากการชักนําของสาร benzo[a] pyrene (B [a] P)  ในหนูทดลอง   ผลพบวา myristicin 
สามารถยับยั้งการเกิดเนื้องอกได 31%  หลังจากให myristicin 10 mg/dose จํานวน 3 dose แก
หนูทดลองโดย myristicin จะกระตุนการทํางานของ เอนไซม Glutathione - S - transferase 
(GTS) ในเซลลตับและลําไสเล็กใหเพิ่มข้ึนเปน 4.3 เทาเมื่อเทียบกับตัวควบคุมซึ่งใหคา 3.2 เทา 
ดังนั้น myristicin จากผักชีฝร่ังจึงมีแนวโนมเปนสารปองกันมะเร็ง (cancer chemopreventive 
agent)  ไดอีกตัวหนึ่ง   โดยอาจทําใหฤทธิ์เอนไซม GTS เพิ่มข้ึนแลวมีผลใหมีปริมาณ glutathione 
ที่ตานยาเคมีบําบัดในการรักษามะเร็งลดลงและยับยั้งการเกิดเนื้องอกได 
 

 
 
 
 

 
 
 
 

 
 



 

   

 
                                             รูปที่ 2.5   โครงสรางสาร Myristcin 
 
        •   Zheng, Kenney และ Lam (1991)  ไดทดสอบสาร Anethofuran  และ Carvone ซึ่งสกัด
จากน้ํามันเมล็ดผักชีลาวมาฉีดหนูทดลอง A/J mice ที่ความเขมขน 20 mg/dose โดยฉีดทุกๆ 2 วนั 
เปนจํานวน 3 dose และหลังจากการฉีด dose สุดทายเปนระยะเวลานาน 24 ชั่วโมง จะนําตับ   
กระเพาะอาหารสวนตน ปอด เยื่อบุผนังลําไสสวนตน และเยื่อบุผนังลําไสสวนปลายมาวัดกิจกรรม
ของเอนไซม Gluthathione - S - transferase (GST) ที่เปนเอนไซมทําหนาที่ทําลายสารพิษ 
(detoxify enzyme) สารกอมะเร็งและ glutathione    ผลพบวา GST specific activity ที่ได
หลังจากฉีดดวย Anethofuran ในเซลลตับ กระเพาะอาหารสวนตน ปอด เยื่อบุผนังลําไสสวนตน 
และเยื่อบุผนังลําไสสวนปลายของหนูมีคา  GST specific activity เมื่อเทียบกับเซลลควบคุม 
(ไมไดฉีด Anethofuran)  เพิ่มเปน 2.44,  1.35,  1.17,  2.68 และ 0.95 เทา ตามลําดับ   สวนการ
ฉีดสาร Carvone เขาหนูทดลองเทียบกับเซลลควบคุมพบวาคา GST specific activity มีคาเพิ่ม
เปน 2.69,   1.78,   1.21,   3.83 และ 2.16 เทา ตามลําดับ   แสดงวา Carvone สามารถชักนําให
คา GST specific activity สูงกวา Anethofuran ซึ่งอาจเปนผลการทําปฏิกิริยากับ sulfhydryl 
group ของ GST  ที่กระตุนใหกิจกรรมของเอนไซม Gluthathione - S - transferase สูงขึ้นมาก    
และอาจมีแนวโนมที่เปนสารตานมะเร็งได   ดังนั้นพืชในวงศ Bupleurum(Umbelliferae)  เปนวงศ
ที่นาสนใจในการหาสารตานมะเร็ง 
 
1.2   สารตานมะเร็งในพชืวงศ Zingiberaceae   งานวิจยัตางๆที่แสดงดังขางลางไดแสดงใหเห็น
เชนกนัวาพชืวงศ Zingiberaceae จะเปนแหลงที่ใหสารตานมะเร็งได 
        •   Shawkat และคณะ (2001)    ศึกษาฤทธิ์ตานการเจริญของ epicalyxin F และ calyxin B 
ที่สกัดไดจากเมล็ด Alpinia blepharocalyx ที่อยูในวงศ Zingiberaceae  ตอเซลล human HT - 
1080 fibrosarcoma และเซลล murine colon 26 - L5 carcinoma cells ผลพบวา epicalyxin F 
สามารถยับยัง้การเจริญของเซลลดังกลาวไดที่ความเขมขน ED50 เทากบั 1.7 µM และ 0.89 µM

 
 
 
 

 
 
 
 

 
 



 

   

ตามลําดับ     ในขณะที่ calyxin B ใหการยับยั้งการเจริญของเซลลที่ความเขมขนของสาร ED50 
เทากับ 0.69 µM และ 4.24 µM ตามลําดับ  และเมื่อเปรียบเทียบกับยาตานมะเร็งที่ใชเปนตัวควบคุม
เชิงบวก คือ 5 - fluorouracil ซึ่งใหคา ED50 เทากับ 0.53 µM ตอเซลล human HT - 1080 
fibrosarcoma และ 8.00 µM ตอเซลล murine colon 26 - L5 carcinoma cells   จากผลแสดงไดวา 
epicalyxin F และ calyxin B มีฤทธิ์ตานมะเร็งไดดีและสามารถใชที่ความเขมขนของสารต่ํากวา 5 - 
fluorouracil ซึ่งเปนยาที่ใชในการรักษาโรคมะเร็งในปจจุบัน  
 
        •   Keum และคณะ (2002)  ทดสอบการเกิด apoptosis ในเซลล oral squamous 
carcinoma cell line (KB) จากการชักนําของ 6 - paradol ซึ่งเปนสวนประกอบสําคัญในขิงและพืช
วงศ Zingiberaceae รวมทั้งทดสอบอนุพันธของ 6 - paradol ไดแก 3 – paradol, 10 - paradol, 3 - 
dehydroparadol, 6 - dehydroparadol และ 10 - dehydroparadol     แลววิเคราะหผลดวยวิธี 
MTT assay ผลพบวา 6 - dehydroparadol ใหคา IC50 ตํ่ากวา 45 µM    ซึ่งต่ํากวาสารอีกทั้ง 5 ชนิด 
และผลวิเคราะหทางสัณฐานวิทยา พบการเกิด DNA fragmentation และเกิดการกระตุน 
procaspase - 3 เปน caspase - 3     จึงกลาวไดวา 6 - dehydroparadol สามารถชักนําใหเกิด 
apoptosis ดวยการกระตุนการทํางานของเอนไซม caspase – 3  
 
        •   6 - Gingerol (1 - [4'- hydroxy- 3' - methyoxyphenyl] - 5 - hydroxy - 3 - decanone) 
และ 6 - Paradol (1 - [4'- hydroxy - 3' - methyoxyphenyl] - 3 - decanone (โครงสรางทางเคมี
ของ 6 - Gingerol และ 6 - Paradol แสดงดังรูปที่ 2.7)   เปนสวนประกอบหลักที่พบในขิง และพืช
วงศ Zingiberaceae โดย 6 - Gingerol  มีฤทธิ์ยับยั้ง cyclooxygenase    สวน 6 - Paradol มีฤทธิ์
ตานจุลชีพและชวยบรรเทาอาการปวด   สารสกัดทั้ง 2 ชนิดนี้สามารถชักนําใหเซลลมะเร็ง HL - 60 
(human promyelocytic leukemia cells) เกิด apoptosis จากการตรวจสอบการสังเคราะห DNA 
ของเซลลหลังผานการบมกับสารสกัด     ดวยการวัดหาปริมาณ [3H] thymidine ผลพบวา 6 - 
Gingerol ที่ความเขมขน 10 และ 50 µM สามารถยับยั้งการใช [3H] thymidine ของเซลลได 44 และ 
86 เปอรเซ็นต ตามลําดับ    โดย 6 - Paradol ที่ความเขมขนเดียวกันจะยับยั้งการใช [3H] thymidine 
ของเซลลได 74 และ 99 เปอรเซ็นต ตามลําดับ  นอกจากนี้การยอมเซลลดวย DAPI พบการเกิด 
chromatin condensation และ nuclear fragmentation เกิดขึ้น    ดังนั้นจึงกลาวไดวา 6 - Gingerol 
และ 6 - Paradol สามารถชักนําใหเกิด apoptosis ในเซลล HL – 60 ได (Lee and Young, 1998) 

 
 
 
 

 
 
 
 

 
 



 

   

    
                 รูปที่ 2.6   โครงสรางทางเคมีของ 6 - Gingerol และ 6 – Paradol 
 
        •   Miyoshi  และคณะ (2003)  ตรวจสอบความเปนพิษของ galanals A และ galanals B ซึ่ง
เปน diterpene ที่สกัดไดจากดอกตูมของ Janpanese ginger ตอ Jurkat human T - cell leukemia 
cells พบวาระดับความเขมขนที่ IC50 ของ galanals A อยูที่ 18 µM และของ galanals B อยูที่ 32 
µM   หลังบมไดนาน 6 ชั่วโมง โดยระดับความเขมขนที่ 20 µM จะทําใหเกิด DNA fragmentation   
แตการบมเซลลกับสารทดสอบรวมกับการใส Z - VAD - fmk ซึ่งเปนสารยับยั้งการทํางานของ 
caspase จะไมพบการเกิด DNA fragmentation    และเมื่อทํา immunoblot analysis พบวามีการ
เกิด proteolytic cleavage ของ pro - caspase จากขนาด 116 kDa เปน caspase - 3 หรือ PARP 
ขนาด  85 kDa        
        การศึกษาการปลดปลอย cytochrome c จาก mitochondria ดวย anti - cytochrome c 
antibody      พบวาทั้ง galanals A และ galanals B ที่ความเขมขน 20 µM ทําให mitochondrial 
transmembrane เสียสภาพแลวปลดปลอย cytochrome c สู cytosol     และเมื่อวัดระดับการ
แสดงออกของ Bcl - 2 และ Bax protein  พบวา galanals A และ galanals B สามารถลดระดับการ
แสดงออกของ Bcl - 2 protein ที่เปน anti - apoptotic regulators ได    ขณะที่เพิ่มการแสดงออก
ของ Bax protein ที่ทําหนาที่ชักนําใหเกิดการ ปลดปลอย cytochrome c เพิ่มมากขึ้น แสดงวา Bax 
protein กดการแสดงออกของ Bcl - 2 protein   สงผลให mitochondria ผิดปกติ   จากผลการเกิด 
DNA fragmentation   การกระตุนการทํางานของ caspase - 3 การปลดปลอย cytochrome c 
ตลอดจนถึงการเพิ่มระดับการแสดงออกของ Bax protein แสดงวา galanals A และ galanals B ที่
สกัดจากดอกตูมของ Janpanese ginger กระตุนการเกิด apoptosis ของ Jurkat human T - cell 
leukemia cells. 

 
 
 
 

 
 
 
 

 
 



 

   

 
1.3 สารตานมะเร็งในพืชวงศ Labiatae 
 
        •   Manosroi และ คณะ (2005)  ทดสอบหาความเปนพิษของเซลลมะเร็ง human mouth 
epidermal carcinoma (KB) และ murine leukemia P(388) cell lines  ดวยการบมเลี้ยงรวมกับ
น้ํามันหอมระเหยซึ่งสกัดโดยวิธี steam distillation จากพืชสมุนไพรไทยหลายชนิดประกอบดวย กระ
เพรา (Ocimum sanctum L.)   ขาลิง ( Alpinia officinarum)   ขมิ้นชัน (Curcuma longa L.) ตะไคร
(Cymbopogon citrates Stapf)   ลาเวนเดอร (Lavendula angustifolia P.)   หญาแฝกหอม 
(Vetiveria zizanioides)   ไพล (Zingiber montanum)   พริกไทยดํา (Piper nigrum L.), ตะไครหอม 
(Cymbopogon nardus L.)   ใบโหระพา (Ocimum basilicum L.)   ใบมะกรูด (Cymbopogon 
hystrix DC.)   ใบพลู (Piper betel L.)   พฤกษ (Albizzia lebbek)   ใบสาระแหน (Mentha 
piperita)  และ ใบฝร่ัง (Psidium guajava)   พบวาสารสกัดจากพืชจะใหคา IC50 ที่แบงออกไดเปน 3 
กลุมคือ กลุมที่1 เปนสารสกัดที่ให IC50 นอยกวา 0.125 mg/ml    กลุมที่ 2 ให IC50 อยูระหวาง 0.125 
- 5 mg/ml   และกลุมที่3 ให  IC50 มากกวา 5 mg/ml   ซึ่ง 2 กลุมแรกถือเปนกลุมที่อยูในเกณฑมี
แนวโนมพัฒนาเปนยารักษามะเร็งได   โดยพบวาพืชในวงศ Labiatae ใหคา IC50 ที่อยูในเกณฑ 2 
กลุมแรก  ดังตารางที่ 2.4 
 
  ตารางที่ 2.4   คา IC50 ของน้ํามนัหอมระเหยจากพืชในวงศ Labiatae ตอ KB  และ P388  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
                 *  ยารักษาโรคมะเร็ง (ตัวควบคุมเชิงบวก) 
 

ชนิดพืช IC50(mg/ml) 
KB  

IC50 (mg/ml)  
P388 

กระเพรา (Ocimum sanctum L.)     0.0951     0.0848 
ลาเวนเดอร (Lavendula angustifolia P.)     0.4453     0.206 
โหระพา (Ocimum basilicum L.)     0.3033     0.0362 
สาระแหน (Mentha piperita)     0.0647     0.0613 
Vincristine *     0.166     0.1156 
5 – Fluorouracil *     1.77     0.00285 

 
 
 
 

 
 
 
 

 
 



 

   

        จากตารางที่ 2.4 พบวาน้ํามันหอมระเหยที่สกัดไดจากพืชแตละชนิดมีความสามารถยับยั้งการ
เจริญ (antiproliferation) ของเซลลมะเร็งที่ตางชนิดกัน   ในความเขมขนของสารที่ตางกัน 
 
        •   Prakash และ Gupta  (2000)   ศึกษาการตานเนื้องอกของน้ํามันสกัดจากเมล็ดกระเพรา 
(Ocimum sanctum)  โดยการกระตุนบริเวณตนขาของหนู Swiss albino ดวย 20-
methylcholanthrene (MCA) ใหเปนเนื้องอกซึ่งพบวาหนูกลุมที่ไดรับ MCA จะเริ่มเกิดเนื้องอกใน
สัปดาหที่ 5 และเพิ่มเปน 96% ในสัปดาหที่ 15     สวนหนูกลุมที่ไดรับน้ํามันสกัดจากเมล็ดกระเพรา 
ทุกวันเปนเวลา 1 สัปดาหกอนที่จะไดรับ MCA  จะพบเนื้องอกในสัปดาหที่ 7 และเพิ่มเปน 64% ใน
สัปดาหที่ 15  โดยหนูอีก 36% ยังคงเปนปกติ   เมื่อพิจารณาการรอดชีวิตของหนูทดลองทั้งหมด 25 
ตัว   เมื่อครบ 15 สัปดาห  พบวาหนูในกลุมที่ไดรับ MCA มีชีวิตรอดเพียง 14 ตัว คิดเปนเปอรเซ็นต
ความมีชีวิต 56%   ในขณะที่หนูกลุมที่ไดรับทั้ง MCA และ น้ํามันสกัดจากเมล็ดกระเพรารอดชีวิตถึง 
20 ตัวคิดเปน 80 %   ซึ่งใกลเคียงกับหนูในกลุมควบคุมเชิงบวกที่ไดรับ ทั้ง MCA และวิตามิน E คือ 
84%  นอกจากนี้ผลการตรวจระดับของเอนไซม glutathione – S – transferase, superoxide 
dismutase และ catalase จากหนูที่ไดรับน้ํามันสกัดจากเมล็ดกระเพราพบวามีคาสูงขึ้น 1.55, 0.57 
และ 1.50 เทา ตามลําดับ เมื่อเทียบกับหนูที่ไมไดรับน้ํามันสกัดจากเมล็ดกระเพราแสดงวาสารสกัด
จากเมล็ดกระเพราะชวยตานการเกิดเนื้องอกไดจากเอนไซมดังกลาว 
 
        •   Prashar และคณะ (1994)  พบวาสารสกัดจากใบกระเพรา (Ocimum sanctum) ที่สกัด
ดวยตัวทําละลายเอทานอลมีฤทธิ์ปองกนั skin papilloma ในหน ูSwiss albino ที่เกิดจากการชักนํา
ของ 7,12-dimethylbenz(a)anthracene โดยมีผลใหเกิดการลดลงของ glutathione  ถงึ 2 เทาเมือ่
เทียบกับกลุมควบคุมในระยะเวลา 15 วนั   ซึง่ในขณะเดยีวกนัพบกิจกรรมของเอนไซม glutathione-
S-transferase สูงขึ้น 25% 
 
        •   Dasgupta, Rao และ Yadava (2004)  พบสารสกัดจากใบโหระพา ( Ocimum basilicum)  
ที่สกัดดวยตวัทําละลายเอทานอลผสมน้ํา (80 : 20)  ที่ความเขมขน 400 มิลลิกรัมตอกิโลกรัมน้าํหนัก
ตัว   มีฤทธิ์ชวยกระตุนการทาํงานของเอนไซมที่ตานอนมุลูอิสระเชน Glutathione-S-transferase, 
DT- diaphorase, Superoxide dismutase และชวยลดการเกิด lipid peroxidation ในหนูทีถู่กทําให
เกิดมะเร็งดวย Benzo(a)pyrene และ7,1dimethylbenz(a)anthracene   
 

 
 
 
 

 
 
 
 

 
 



 

   

        จากผลการวิจัยที่กลาวมาขางตนแสดงวาพืชหลายชนิดในวงศ Bupleurum (Umbelliferae) 
วงศ Zingiberaceae  และ วงศ Labiatae  มีสารทําลายเซลลมะเร็ง  อยางไรก็ตามยงัไมมีรายงาน
การวิจยัของสารตานมะเร็งในผักชีลาว ผักชีฝร่ัง [วงศBupleurum (Umbelliferae)]   ขมิ้นขาว ขา 
(วงศ Zingiberaceae)  ใบยีห่ราและใบแมงลัก (วงศ Labiatae) ดังนั้นพืชเหลานี้จึงเปนพืชทีน่าสนใจ
นําไปทดสอบหาสารมะเร็งในการวิจัยนี ้ 
 
2.   การสกัดสารจากพืช 
        สารสําคัญจากพืชสามารถสกัดจากพืชไดหลายวิธเีชน soxhlet extraction, sonication, 
maceration, distillation และ microwave เปนตน   โดยวิธ ีsoxhlet extraction รวมกับ sonication 
จะเปนวิธทีี่เลอืกเพื่อสกัดสารสําคัญในงานวิจยันี้เนื่องจากใหผลการสกัดที่ดีดังมีขอมูลรายงาน
เกี่ยวกับการสกัดสารดังตอไปนี้  
 
     •   Albu และคณะ (2004) ไดศึกษาการสกัด carnosic acid ซึ่งเปนสารตานอนุมูลอิสระจากใบ
ของ Rosemary โดยการเปรียบเทียบการใชใบสดและใบแหง   วิธีสกัดตางๆ คือ shaking water 
bath, ultransonic probe และ ultrasonic bath โดยใชตัวทําละลายตางๆคือ butanone, ethyl 
acetate และ ethanol พบวาใบแหงจะใหปริมาณสารสกัดมากกวาใบสด สวนวิธีการสกัดแบบ 
ultrasonic bath และ ultransonic probe ดวยตัวทําละลายทั้ง 3 จะใชเวลานอยกวาวิธี shaking 
water bath    นั่นคือการใช ultrasonic bath และ ethanol จะสกัดได carnosic acid 18 mg/g  ใน
เวลา 1 ชั่วโมง    การใช ultransonic probe และ ethanol ในเวลาเทากันจะให carnosic acid 
16mg/g    การใช shaking water bath รวมกับ ethanol จะไดปริมาณ carnosic acid 15 mg/g 
และใชเวลานานถึง 3 ชั่วโมง  ดังนั้นการใช ultrasonic bath และ ultransonic probe จะไดปริมาณ
สารใกลเคียงกันในระยะเวลาเทากันแตการใช shaking water bath จะใหปริมาณสารนอยกวา 2 วิธี
นั้นเล็กนอยและใชเวลานานกวาถึง 2 ชั่วโมง   การที่ ultrasonic bath และ ultransonic probe 
สามารถสกัดสารไดมากเนื่องจากคลื่น ultransonic ทําใหฟองอากาศที่อยูใกลผนังเซลลพืชแตกแลว
ใหตัวทําละลายเขาไปละลายสารที่ตองการออกมาไดงาย  
 
        •   Salisova และคณะ (2004) ศึกษาการสกัด cineole, thujone, borneol โดยวิธuีltransonic 
probe, ultrasonic bath และ ultrasonic stirring bath เปรียบเทยีบกนัพบวา ultransonic probe 
สามารถสกัดสารไดมากที่สุดให cineole 24.3 mg/kg,  thujone 167.2 mg/kg และ borneol 5.8 
mg/kg ในเวลาสกัด 2 ชัว่โมงสวน ultrasonic stirring bath สกัดสารได 22.7,141.9 และ 6.3 mg/kg  

 
 
 
 

 
 
 
 

 
 



 

   

ตามลําดับในเวลาสกัด 3 ชั่วโมงขณะที ่ultrasonic bath สามารถสกัดสารได 16.5, 118.1 และ 3.6 
mg/kg ในเวลา 3 ชัว่โมง 
 

        •   Selma (2004) ทดลองหาวิธีสกัด plumbagin ที่ใหฤทธิ์ตานมะเร็งจากรากของ Plumbago 
scandes L. ดวยวิธีสกัดตางๆคือ static maceration, dynamic maceration, ultrasonic waves และ 
soxhlet apparatus   พบวา  soxhlet apparatus สามารถสกัด plumbagin ไดมากที่สุดคือ 1.56 
mg/ml, ultrasonic waves 0.44 mg/ml, dynamic maceration 0.33 mg/ml  และ static 
maceration สกัด plumbagin ไดนอยที่สุดคือ 0.18 mg/ml  
        เนื่องจากการสกัดสารดวยวิธี sonication และ soxhlet extraction ใชเวลานอยและไดปริมาณ
สารมากกวาวิธี shaking water bath และ maceration ดังนั้นในการศึกษาครั้งนี้จึงใชวิธี sonication 
รวมกับ soxhlet extraction ในการสกัดสารจากพืชที่วิจัย   เพื่อศึกษาฤทธิ์การตานเซลลมะเร็งตอไป   
    
3.   การศกึษาหาสารตานมะเร็ง 
        การตรวจหาความมีชีวิตของเซลลที่สามารถนํามาประยุกตใชในการหายาตานมะเร็งมีดวยกัน
หลายวิธีเชน 

3.1   MTT assay     โดย MTT (3 – (4,5 – Dimethylthiazol – 2 – yl) – 2,5 – diphenyl 
tetrazolium bromide) ซึ่งเรียกวา tetrazole   เปนสียอมสีเหลืองที่ละลายน้ําไดและจะถูก 
เปลี่ยนเปนตะกอนสีฟาของ formazan โดย mitochondria  reductase enzyme จากเซลลที่มีชีวิต
(ดังรูปที่ 2.7)  จากนั้น formazan จะถูกละลายใน DMSO เพื่อวัดคาการดูดกลืนแสงในชวง 500 – 
600 nm   ทั้งนี้การทดสอบความเปนพิษของสารทดสอบตอเซลลจะวัดจํานวนเซลลที่รอดหลังการบม
กับสารทดสอบดวยการดูการลดลงของ MTT ที่เปลี่ยนเปน formazan เทียบกับสภาวะที่ไมมีสาร
ทดสอบ  

                    
                    รูปที่ 2.7   การเปลี่ยนโครงสรางทางเคมขีอง tetrazole เปน formazan 
                                     โดย mitochondria reductase 
 

 
 
 
 

 
 
 
 

 
 



 

   

        3.2   SRB assay (Sulforhodamine B assay)   เปนการวัดปริมาณโปรตีนภายในเซลลดวยสีที่
เปน anionic protein stain โดยโมเลกุลของสีมี sulfonic group 2 หมู จะจับกับโปรตีนในสภาวะที่
เปนกรดออนๆ   วิธีนี้สามารถประยุกตใชไดทั้งเซลลเกาะผิวและเซลลแขวนลอย   โดยหลังจากตรึง
เซลลดวย TCA และบมกับ SRB ใน acetic acid หลังจากนั้นจะลางสีสวนเกินออกทิ้งไวใหแหงแลว
สกัดสีที่จับอยูกับโปรตีนภายในเซลลดวย Tris base buffer ความเขมขน 10 mM แลวนําไปวัดความ
เขมของสีดวยเครื่อง microplate reader ที่ 495 nm   ทั้งนี้ความเขมของสีจะมีความสัมพันธกับ
ความมีชีวิตของเซลล 
         3.3   Dry inclusion   เชน Neutral red assay โดยสี neutral red ยอมติดเซลลมีชีวิตโดยสีจะ
เขาไปรวมตัวใน lysosomes ของเซลลมีชีวิต   สวนเซลลที่ตายแลวหรือบาดเจ็บสีจะเขาไปจับไมได   
จากนั้นลางสีสวนเกินออกแลวจึงละลายสีที่ เขาไปจับในเซลลออกมาวัดคาการดูดกลืนแสง   
ระยะเวลาที่ใชในการยอมจะแตกตางกันไปเนื่องจากเซลลแตละชนิดจะจับกับสียอมไดในปริมาณที่
ไมเทากัน 
        3.4  Dry exclusion  เชน การยอมเซลลดวย trypan blue  ซึ่งเปนการตรวจสภาพการเปนเนื้อ
เดียว (integrity) ของเซลลเมมเบรน   เซลลที่มีชีวิตจะสามารถปองกันไมใหสีเขาภายในเซลล   ดังนั้น
เซลลที่ตายจะติดสีฟาของ trypan blue โดยวิธีดังกลาวเปนการตรวจสอบความมีชีวิตของเซลลที่งาย
และใชเวลาสั้น 
        3.5   colony formation assay   เปนวิธีที่ดีที่สุดในการบอกความสามารถอยูรอดและการ
เจริญเติบโตของเซลล  แตเนื่องจากเซลลมักใหจํานวนโคโลนีลดลงเมื่อความเขมขนของสารพิษมาก
ข้ึนจึงตองใสเซลลเร่ิมตนใหมากขึ้นเพื่อไมใหความหนาแนนของเซลลสงผลกระทบถึงการอยูรอดและ
การเกิดโคโลนีไดชัดเจน 
            
4.   การตายแบบ Apoptosis 
 Apoptosis หรือ Programmed cell death เปนการตายอยางจําเพาะของเซลลตามที่
กําหนดไวใน genome โดยเกิดจากการชักนําหรือสัญญาณจากภายในเซลล  หรือจากเซลลอ่ืนๆ  
โดยทั่วไปแลวการตายของเซลลแบงเปน 2 แบบ คือ Apoptosis และ Necrosis   เซลลที่ตายแบบ 
apoptosis  มีการเปลี่ยนแปลงลักษณะสําคัญคือ เซลลหดตัว (cell shrinks)   ซึ่ง chromatin อัดกัน
แนน  (chromatin condenses) บริเวณ nuclear membrane และ plasma  membrane มีลักษณะ
เปนถุงเรียกวา blebbing หรือ budding สุดทายเซลลจะแตกและถูกหอหุมดวย membrane เรียกวา 
apoptotic bodies ซึ่งภายในจะมี condensed chromatin และ organelles ตางๆ   แลวสุดทาย 
apoptotic bodies จะถูกกินโดย macrophage ในรางกายได (Saikuman, Dong and Mikhailov, 

 
 
 
 

 
 
 
 

 
 



 

   

1999)    การตายแบบ apoptosis จึงไมกระทบตอ inflammatory response   สวนการตายแบบ 
necrosis เยื่อหุมเซลลจะเสียสภาพ   เซลลบวมและแตก  ดังนั้นองคประกอบภายในเซลลจะถูก
ปลดปลอยสูเซลลขางเคียง   ทําใหเซลลอ่ืนไดรับความเสียหายไปดวย   และเกิดการตอบสนองของ 
inflammatory response อยางรุนแรงตอเนื้อเยื่อ (Leist and Jaattela, 2001) 

                 
รูปที่ 2.8 ลักษณะโครงสรางของเซลลที่ตายแบบ Apoptosis และ Necrosis (Van and Broeck,   
             2002) 
        การตายของเซลลแบบ apoptosis จะเกิดขึ้นไดตองอาศัยคําสั่งหรือสัญญาณการชักนําใหเกิด
การตาย    ทั้งนี้คําสั่งหรือสัญญาณนั้นมีที่มา 2 แบบ คือ   คําสั่งหรือสัญญาณที่มาจากภายนอก
เซลล (Extrinsic apoptosis) และ คําสั่งหรือสัญญาณที่มาจากภายในเซลล (Intrinsic apoptosis)  
ทั้งนี้การตายแบบ apoptosis มีกลไกการทํางานที่สัมพันธกันหลาย pathway เปน network   ดังนี้ 

1.   Death receptor pathway 
 Death receptor pathway เปนการทํางานของตัวรับสัญญาณเรียกวา Death receptors 
สวนมากจะเปนโปรตีนที่ฝงอยูผนังเซลล เชน Fas receptor (Fas R, Fas/CD95),  Tumor necrosis 
factor receptor (TNFR) และ DR5 เปนตน     ตัวสัญญาณที่จะเหนี่ยวนําเรียกวา Ligand เชน Fas 
ligand (FasL), Tumor necrosis factor -   α   (TNF-  α  ) และ TNF-related apoptosis-inducing 
ligand (TRAIL) เปนตน     การจับกันของ receptor และ ligand ทําใหเกิดลักษณะการเชื่อมตอของ 
Death domain (DD) และ Death effector domain (DED)   เกิดกลุมโปรตีนที่เรียกวา Death – 
inducing signaling complexes (DISC) (Hennino and Berard, 2000)     ซึ่ง DISC จะไปยอย 
 procaspase – 8 ใหเปน caspase – 8  ซึ่งทําหนาที่ไปกระตุนเอนไซม caspase ตัวอื่นตอไป   
นอกจาก caspase – 8  ไปกระตุนเอนไซม caspase ตัวอื่นแลว caspase – 8  ยังไปตัดโปรตีน BH3 

 
 
 
 

 
 
 
 

 
 



 

   

interacting domain death agonist (BID) ใหเปน   -BID    ทั้งนี้    -BID ที่ไดจะไปจับกับ Bcl2 – 
associated X protein (BAX) ซึ่งเปนโปรตีนที่ผิวของ mitochondria แลวกระตุนการตายผาน 
Mitochondria pathway ตอไป 
 

 
 

รูปที่ 2.9   การกระตุน Apoptosis ผานทาง Ligand-Receptor  
 
2.   Mitochondria pathway   สามารถเกิดผาน caspase dependent pathway และ caspase 
independent pathway ดังนี้ 
        Caspase-dependent pathway   เปนกลไกที่เกิดขึ้นจากความผิดปกติของ DNA และโปรตีน
ภายในเซลลที่กอใหเกิดการกระตุนใหระดับโปรตีน p53 เพิ่มข้ึน  เนื่องจาก murine double minute 
2 (mdm2) ไมสามารถจับกับ p53 ไดเพราะถูกขัดขวางดวย p19 protein และ Alternative reading 
frame (p19 ARF) จึงทําให p53 เปนอิสระมีปริมาณเพิ่มข้ึน  ความผิดปกติของโปรตีนมีผลให p53 
มากคลายกับความผิดปกติของ DNA แตความผิดปกติของโปรตีนนั้นเกิดจากการทํางานที่ผิดปกติ
ของ Transcription factor E2F (Lundberg and Weinberg,1999)  ซึ่งจะกระตุนการทํางานของ 
p19 ARF ซึ่งจะขัดขวางการจับของ mdm2 กับ p53  แลวทําให p53 เปนอิสระมีปริมาณมาก  จากนั้น 
p53 จะเปน Transcription factor ในการสรางโปรตีน p21WAF 1 และ BAXโปรตีนโดย p21WAF 1 
จะทําหนาที่หยุด cell cycle   สวน BAX จะจับที่ผิวของไมโตคอนเดรียทําใหเกิด mitochondria 
transmembrane potential   ซึ่งมีผลเกิดการปลอย  cytochrome C ในไมโตคอนเดรียออกมาจับกับ 

 
 
 
 

 
 
 
 

 
 



 

   

Apaf – 1 (Apoptosis protease activating factor 1)     เกิดเปนโครงสรางใหมที่เรียกวา 
apoptosome    โดย apoptosome  จะไปกระตุน procaspase – 9 เปน caspaes – 9  แลวจึงไป
กระตุน procaspase – 3 เปน caspase – 3 และ caspase – 6  ใหมีฤทธิ์ทําลายโปรตีนทั้งในเซลล
และในนิวเคลียสได (Saikumar, Dong and Mikhailov, 1999) 
 

 
      รูปที่ 2.10   Apoptosis ที่เกิดผาน mitochondria pathway (Acehan และคณะ, 2002) 

 

                 
 

 
 

                                                                   
 

รูปที่ 2.11   การกระตุน caspase ดวย apoptosome (Acehan และคณะ, 2002) 
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นอกจากนี้ยังมีการตายที่เกิดผาน caspase independent pathway ซึ่งทําให mitochondria  
ปลดปลอย apoptosis-inducing factor (AIF) และ Endonuclease G (EndoG)   สู nucleus โดย 
AIF ทําใหเกิด chromatin condensation และ DNA fragment ขนาดใหญ     EndoG ชักนําใหเกิด 
nucleosome DNA fragment  รวมทั้งมีการปลดปลอย AIF และ  EndoG จาก mitochondria พรอม
กับการกระตุนผานทาง caspase 
 

      
                                                                                                                                                                         
รูปที่ 2.12   Apoptosis ที่เกดิผาน caspase-dependent และ caspase-independent pathway  

 
3. Granzyme B-mediated pathway    
        จากการตอบสนองของ Cytotoxic T lymphocyte (CTL) เมื่อรางกายติดเชื้อไวรัสหรือเปนโรค
เกี่ยวกับระบบภูมิคุมกัน   CTL จับกับเซลลเปาหมาย  ทําให granzymes (A,B) เขาสูเซลลทาง 
perforin  และกระตุนการทํางานของเอนไซม caspase ใหเกิดการตายแบบ apoptosis ตอไป 

 

 
 
 
 

 
 
 
 

 
 



 

   

 
                                                          

รูปที่ 2.13  กลไกโดยรวมของ apoptosis pathway (Gewies, 2006) 
 

วิธีตรวจการตายแบบ apoptosis 
1.   Hoechst และ Propidium iodide staining  
        Hoechst และ Propidium iodide ไมซึมผาน membrane ของเซลลที่มีชีวิต   แตสารทั้ง 2 ชนิด
จะซึมผานเซลลที่ตายแบบ necrosis     นอกจากนี้ Hoechst  สามารถซึมผาน membrane ของเซลล
ที่ตายแบบ apoptosis แลวจะไปเขาแทรกจับบริเวณ A – T rich ของ DNA  แต  Propidium iodide  
ผาน membrane ของเซลลที่ตายแบบ apoptosisไมได   สารทั้ง 2 ชนิดมีคุณสมบัติเปลงแสงในชวง
คลื่นที่ตางกัน   ดังนั้นการวิเคราะหวาเซลลตายแบบ necrosis หรือ apoptosis จึงทําใหโดยการยอม
เซลลดวยสารทั้ง 2 ชนิด  (Vermes and Perger, 2000) 
2.   Annexin V staining 
        ระยะแรกของการตายแบบ apoptosis จะเกิด Membrane alteration โดยพบความ
เปลี่ยนแปลงของ plasma membrane     ซึ่งโดยปกติสวนของ phosphatidylserine (PS)  จะอยู
ดานในของ plasma membrane แตเมื่อเซลลเกิด apoptosis สวนของ PS นี้จะพบอยูดานนอกของ 
plasma membrane   ดังรูปที่ 2.14 
 

 
 
 
 

 
 
 
 

 
 



 

   

                   
      

รูปที่ 2.14  การเกิด membrane alteration ในการตายแบบ apoptosis 
 

             phosphatidylserine (PS) มีคุณสมบัติเปน anionic phospholipids ปกติจะอยูดาน inner 
membrane   เมื่อเซลลตายแบบ apoptosisมีการปรับเปลี่ยนโครงสรางที่ให phosphatidylserine 
ยายจาก inner membrane ออกมาอยูดาน outer membrane    ซึ่งสามารถจับกับ annexin V ที่ติด
ฉลากดวยสารเรืองแสง   ทั้งนี้อาจใชการยอมเซลลดวย Propidium iodide รวมดวยเพื่อแยกเซลลที่
ตายแบบ necrosis และ apoptosis (Engeland และคณะ,1998) 

 
3.   DNA fragmentation 
        Genomic DNA จะถูก endogenous Ca2+, Mg2+ dependent nuclear endonuclease  ตัด
สายของ DNA ในตําแหนงระหวาง nucleosomal units (linker DNA)    ใหเปนทอน DNA แบบ 
mono – oligonucleosome และ oligonucleosomal DNA   Wyllie และคณะ(1999) ศึกษาการตาย
แบบ apoptosis ใน rat thymocytes พบวา endogenenous endonuclease ตัดสาย DNA ตรง 
linker region   ที่อยูระหวาง histones บนโครโมโซม    จึงไดทอน DNA ที่พันอยูกับโปรตีน histones  
มีความยาวประมาณ 180 – 200 bp โดยทั่วไปเรียกวา apoptotic ladder   ดังรูป 2.15  นอกจาก
การเกิด DNA fragment ขนาด 180 – 200 bp แลวยังอาจพบ DNA fragment ขนาดใหญประมาณ 
50 – 300 kb รวมดวย  

 

 
 
 
 

 
 
 
 

 
 



 

   

      
                  (a) 

 
 

 

                                               
                                                                              (b) 

            รูปที่ 2.15 ลักษณะ DNA ladder ในการตายแบบ apoptosis 
                           (a)   การตัดของเอนไซมที่ได DNA ladder ขนาดตางๆ (Wyllie และคณะ,1999) 
                           (b)   ลักษณะการเกิด DNA ladder บน 2% agarose gel Electrophoresis   
                                   (Moongkarndi และคณะ, 2004) 
            1 = DNA marker 
                                   2 = DNA ของเซลลปกติ 
                                   3 = DNA ของเซลลที่ตายแบบ apoptosis 

1 2 3 
 
 
 
 

 
 
 
 

 
 



 

   

4.   Strand break labeling (TUNEL assay) 
           เซลลทีต่ายแบบ apoptosis สาย DNA จะมีสวนที่เปน strand break (nick)  เนื่องจากการตัด
ของ endonuclease  การตรวจสอบจึงทําไดโดยเติมสารพวก BrdU,  biotinylated BrdU หรือ 
digoxygenin – labeled nucleotide ใหกบัสวนปลายสาย DNA ดวยเอนไซม terminal 
deoxynucleotidyl trasferase (TdT)  สารที่ใชเติมปลายของสาย DNA จะติดฉลากดวยสารเรือง
แสงเชน streptavidin ซึ่งตรวจวัดไดดวยเครื่องflow cytometer  

 
5.   การตรวจวัดระดับเอนไซม caspase 
        เอนไซม caspase (Cytosolic Aspartate-Specific Proteases) เปนกลุมเอนไซมที่มีบทบาท
สําคัญในการกระตุนใหเซลลตายแบบ apoptosis มีหลายชนิดเชน caspase-3,  caspase-8 และ 
caspase-9 เปนตน  
 
 
 
 
 
                                                  

 
 
 
 

 
 
 
 

 
 




