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บทที่ 3 
ผลการวิจัยและอภิปรายผล (Results and Discussion) 

 

ตอนที่ 1: การเตรียมสารสกัดจากใบมะรุมและการวิเคราะห์ปริมาณสารส าคัญ 
1. การเตรียมสารสกัดจากใบมะรุมและผลการสกัดใบมะรุม  

ในการเตรียมสารสกัดจากใบมะรุมให้แห้งใช้วิธีระเหยตัวท าละลายออกโดยการตั้งบน water bath และ
ใช้วิธีการสังเกตด้วยตาเปล่าว่าลักษณะสารสกัดที่ได้ไม่เยิ้มเหลว หรือมีตัวท าละลายตกค้าง จากนั้นท าการ
ระเหยบน water bath ต่อไปอีก 2 วัน เพ่ือให้แน่ใจว่าไม่มีตัวท าละลายตกค้าง  

จากการสังเกต พบว่าสารสกัดจากใบมะรุมสามารถท าให้แห้งด้วยวิธีดังกล่าว ลักษณะสารสกัดที่ได้ไม่
เยิ้มเหลว ไม่มีการไหลเมื่อเอียงภาชนะ  จากนั้นน ามาชั่งน้ าหนัก ได้ผลดังนี้ 
 น้ าหนักถ้วยระเหย + สารสกัดหยาบ    90.0130 g 

น้ าหนักถ้วยระเหย                     57.9104 g 
น้ าหนักสารสกัดหยาบ            32.1026 g  
คิดเป็น % yield ของสารสกัด  = 32.10% 
 

2. การสร้างกราฟมาตรฐานของ astragalin และ crypto-chlorogenic acid   
จาก TLC chromatogram ของสารละลายมาตรฐาน astragalin และ crypto-chlorogenic acid

พบว่า astragalin มีค่า Rf อยู่ในช่วง 0.71-0.73 และ crypto-chlorogenic acid มีค่า Rf อยู่ในช่วง 
0.49-0.51 โดย TLC chromatogram ของสารละลายมาตรฐาน astragalin และ crypto-chlorogenic 
acid  แสดงได้ดังรูปท่ี 3 และ TLC chromatogram ของสารสกัดใบมะรุม แสดงได้ดังรูปที่ 4 

ซึ่งเมื่อเปรียบเทียบกับวิธีที่ Vongsak และคณะ, 2013(24) รายงานไว้พบว่ามีค่าที่ใกล้เคียงกันคือ
ที่ 0.51 และ 0.72 ส าหรับ crypto-chlorogenic acid และ astragalin ตามล าดับ อย่างไรก็ตาม
พบว่า TLC chromatogram ของสารสกัดใบมะรุม (รูปที่ 4) มี peak ที่แยกจากกัน แต่ peak ค่อนข้าง
กว้าง 
 

 
 
รูปที่ 3 TLC chromatogram ของ astragalin และ crypto-chlorogenic acid  
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รูปที่ 4 TLC chromatogram ของสารสกัดใบมะรุม 
 

ผลการวัดพื้นที่ใต้กราฟของสารมาตรฐานทั้ง 2 ชนิด และสารสกัดใบมะรุม แสดงดังตารางที่ 3, 4 
และ 5 ตามล าดับ และกราฟมาตรฐานของ crypto-chlorogenic acid และ astragalin  แสดงดังกราฟ
ในรูปที่ 5 และ 6 ตามล าดับ 
 
ตารางที่ 3 พ้ืนที่ใต้กราฟของสารละลายมาตรฐาน crypto-chlorogenic acid ที่ความเข้มข้นต่างๆ 
 

ความเข้มข้น crypto-
chrogenic acid 
(ng/spot) 

พื้นที่ใต้กราฟ 

avg SD 1 2 3 4 5 6 7 
100 1727.7 1835.9 2207.4 1973 2012.2 1679.5 1856.9 1898.9 181.1 
200 3479.3 3629.3 4051.3 3619.9 4099.9 3596.3 3664.2 3734.3 240.6 
300 5358.6 5591.7 6261.2 4603.8 6344.1 5923.3 5659.3 5677.4 592.7 
400 7319.6 7524.3 8298.9 6242.2 8294.2 7913.9 8208.5 7685.9 743.4 
500 9091.7 9448.3 9647.9 9453.2 7978.9 9730.4 9873.3 9317.7 641.2 
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รูปที่ 5 กราฟมาตรฐานของ crypto-chlorogenic acid 
 
ตารางท่ี 4 พ้ืนที่ใต้กราฟของสารละลายมาตรฐาน astragalin ที่ความเข้มข้นต่างๆ 
 

ความเข้มข้น
astragalin (ng/spot) 

พื้นที่ใต้กราฟ 
avg SD 1 2 3 4 5 6 7 

50 1613.6 1631.2 1638.2 1508.3 1640.1 1356.2 1606 1570.5 104.9 
100 3115.4 3095.2 3235.7 3155.9 2933.3 2825.3 3412.1 3110.4 192.2 
200 5042.8 5491.5 5816.1 5210.7 5208.9 5420.7 5301.4 5356.0 251.0 
300 7309.2 7547.3 8099 6353.1 7586.5 7850.2 7188.6 7419.1 561.9 
400 9141.2 10142.1 8027.2 8814.1 10248.9 9781 9901.9 9436.6 811.8 
500 10960.4 11779 11373.4 12201.4 11682.6 11581.1 12880.7 11779.8 615.8 

 
 
 
 

y = 18.789x + 26.134 
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รูปที่ 6 กราฟมาตรฐานของ astragalin 
 
ตารางท่ี 5 พ้ืนที่ใต้กราฟของสารละลายสารสกัดใบมะรุม  
 

ความเข้มข้นสาร
สกัดใบมะรุม  
(50 µg/spot) 

พื้นที่ใต้กราฟ 

avg SD 1 2 3 4 5 6 7 8 
Crypto-chlorogenic 
acid  3954.4 3838.7 3783.3 4051.5 3649.2 3807.8 3884.3 3907.8 3859.6 120.7 
Astragalin 2828.1 2861.2 2421.8 2747.7 2858.9 2654.4 2479.7 2495.9 2668.5 181.9 

 

 สามารถค านวณปริมาณ astragalin และ crypto-chlorogenic acid  ได้ดังตารางที่ 6 
 

ตารางท่ี 6 ปริมาณ crypto-chlorogenic acid และ astragalin  ในสารสกัด 1 กรัม และในใบมะรุมแห้ง 
100 กรัม 
 

ความเข้มข้นสารสกัดมะรุม  
(50 µg/spot) 

ความเข้มข้น 
(ng/spot) 

ความเข้มข้นในสาร
สกัด (mg/g) 

ความเข้มข้นในใบมะรุม
แห้ง % (g/100 g) 

Crypto-chlorogenic acid  204.03 4.08 0.130986 
Astragalin 87.41 1.75 0.056117 

 
 จากปริมาณสารส าคัญท่ีวิเคราะห์ได้ในสารสกัดจากใบมะรุมจะเห็นได้ว่าปริมาณสารส าคัญในใบมะรุม
ที่สกัดได้มีสัดส่วนของ crypto-chlorogenic acid และ astragalin ที่แตกต่างจากการศึกษาที่ผ่านมา(24) 
แต่ยังอยู่ในระดับปริมาณที่ถือว่าสูง   
  

y = 22.098x + 736.89 
R² = 0.9978 
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ตอนที่ 2: การทดสอบความเป็นพิษของสารสกัดใบมะรุม, astragalin และ crypto-chlorogenic acid 
ต่อเซลล์เพาะเลี้ยงมะเร็งล าไส้ใหญ่ (HT 29 cells) ด้วย MTT assay 
 เนื่องจากในการทดสอบผลของสารสกัดใบมะรุมต่อการท างานของโปรตีนภายในเซลล์มะเร็ง การ
เลือกใช้ความเข้มข้นใดของสารสกัดจากใบมะรุม จ าเป็นต้องมีการทดสอบความเป็นพิษต่อเซลล์ก่อนการ
ทดลองอ่ืน ๆ และหากสารสกัดจากใบมะรุมมีความเป็นพิษต่อเซลล์มะเร็งจริง ก็อาจสามารถหาความ 
สัมพันธ์ของฤทธิ์ของสารสกัดใบมะรุมกับการแสดงออกของโปรตีน VEGF และ neuropilin-1 ซึ่งปกติเป็น
โปรตีนที่พบเพ่ิมข้ึนในเซลล์มะเร็งทั่วไป รวมทั้งเซลล์มะเร็งล าไส้ใหญ่ด้วย  
 ในการทดสอบเบื้องต้น เมื่อเติมสารสกัดใบมะรุม, สารละลายมาตรฐาน astragalin และ crypto-
chlorogenic acid ในความเข้มข้นต่าง ๆ แล้วบ่มเป็นเวลา 3 h แล้วน ามาตรวจสอบด้วยกล้องจุลทรรศน์ 
ไมพ่บการเปลี่ยนแปลงในทางกายภาพ อีกท้ังเซลล์ HT29 เป็นเซลล์ที่เจริญค่อนข้างช้า มี doubling time 
ตามท่ีระบุจากเอกสารของ ATCC ประมาณ 23 h ดังนั้นจึงเริ่มต้นการทดสอบความเป็นพิษในเวลาของการ
บ่มเท่ากับ 6 h, 12 h, 24 h และ 48 h  
 นอกจากนี้ในการละลายสารสกัดจากใบมะรุม สารมาตรฐาน astragalin และ crypto-chlorogenic 
acid ใช้ความเข้มข้นสูงสุดของ DMSO เป็น 1, 1.77, 2.2% ตามล าดับ เนื่องจากสารสกัดจากใบมะรุมใน
ความเข้มข้น 500 µg/ml ละลายใน 1% DMSO; astragalin ในความเข้มข้น 224 µg/ml ละลายใน 1% 
DMSO และ crypto-chlorogenic acid ในความเข้มข้น 177 µg/ml ละลายใน 2.2% DMSO ในขณะที่
สารสกัดใบมะรุม สารมาตรฐาน astragalin และ crypto-chlorogenic acid ในความเข้มข้นอื่น ๆ ละลาย
ในน้ า ท าให้ต้องมีการทดสอบความเป็นพิษของ DMSO ในความเข้มข้นดังกล่าวเนื่องจากเป็นที่ทราบกันดี
ว่า DMSO ในความเข้มข้นสูง ๆ จะท าให้เซลล์ตาย และมีรายงานแนะน าให้ใช้ DMSO ในความเข้มข้นที่ไม่
เกิน 1% และบ่มเซลล์ได้นาน 48 h(41) 
 เปอร์เซ็นต์การรอดชีวิตสัมพัทธ์ หรือ % relative cell viability ของ HT29 cells เมื่อเติมสารสกัด
จากใบมะรุม สารมาตรฐาน astragalin และ crypto-chlorogenic acid    ในความเข้มข้นต่าง ๆ ที่เวลา 
6 h, 12 h, 24 h และ 48 h เปรียบเทียบกับตัวท าละลาย 1, 1.77, 2.2% DMSO แสดงในรูปที่ 7-9 
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รูปที่ 7  เปอร์เซ็นต์การรอดชีวิตสัมพัทธ์ในเซลล์เพาะเลี้ยง HT29 cells เมื่อเติมสารสกัดจากใบมะรุมใน

ความเข้มข้น 0-500 µg/ml เป็นเวลา 6, 12, 24 และ 48 h โดยเปรียบเทียบกับ DMSO 1% 
 (กราฟแสดง means  S.D. ของ triplicate experiments (*, p≤ 0.05 โดยเปรียบเทียบ

ระหว่างเปอร์เซ็นต์การรอดชีวิตสัมพัทธ์ของเซลล์ที่เติมสารสกัดจากใบมะรุมหรือ DMSO 1% กับ
เซลล์ที่ไม่เติมสารใด ๆ และ #,  p≤ 0.05 โดยเปรียบเทียบระหว่างเปอร์เซ็นต์การรอดชีวิตสัมพัทธ์
ของเซลล์ที่เติมสารสกัดจากใบมะรุม 500 µg/ml กับเซลล์ที่เติม DMSO 1%) 

 
 จากผลการทดสอบความเป็นพิษต่อเซลล์ของสารสกัดใบมะรุม (รูปที่ 7) ในการบ่มเป็นระยะเวลาต่าง ๆ 
และในความเข้มข้นตั้งแต่ 0-500 µg/ml พบว่าสารสกัดจากใบมะรุมมีผลต่อการเจริญของเซลล์เพาะเลี้ยงใน 2 
ลักษณะ กล่าวคือสารสกัดจากใบมะรุมในความเข้มข้น 50-100 µg/ml สามารถกระตุ้นให้เซลล์มีการเจริญ
เพ่ิมมากขึ้น เมื่อบ่มในเวลาที่เพ่ิมขึ้น ยกเว้นที่เวลา 6 h ของความเข้มข้น 100 µg/ml ที่พบว่าสารสกัดลดการ
เจริญของเซลล์ อีกลักษณะที่พบคือสารสกัดจากใบมะรุมในความเข้มข้น 250-500 µg/ml สามารถยับยั้งการ
เจริญของเซลล์ได้ในลักษณะ time-dependent และ concentration-dependent  ยกเว้นที่เวลา 48 h ของ
ความเข้มข้น 250 µg/ml พบว่าสารสกัดเพ่ิมการเจริญของเซลล์ เมื่อเปรียบเทียบกับรายงานที่มีมาก่อนหน้านี้
ซึ่งใช้สารสกัดใบมะรุมด้วยเมทานอลผสมน้ า ทดสอบความเป็นพิษ และ antioxidative stress ภายใน HepG2 
cells เป็นเวลา 29 h พบว่าสารสกัดใบมะรุมในความเข้มข้นมากกว่า 1,000 µg/ml จะยับยั้งการเจริญของ
เซลล์อีกทั้งจะเห็นฤทธิ์ต้านออกซิเดชั่นที่เพ่ิมขึ้นเมื่อความเข้มข้นของสารสกัดมากขึ้น(42) นอกจากนี้มีรายงานที่ 
ใช้สารสกัดจากใบมะรุมด้วยน้ า ด้วยทดสอบด้วยวิธีเดียวกัน บ่มเป็นเวลา 48 h ใน KB cells แต่ความเข้มข้น
สูงสุดที่ยับยั้งการเจริญของเซลล์ KB cells ได้ประมาณ 60% อยู่ที่ 200 µg/ml(20) ในขณะที่ใช้การสกัดใบ
มะรุมด้วยเอทานอลของการวิจัยนี้ ยับยั้งการเจริญของ HT29 cells ได้ประมาณ 30% อยู่ที่ความเข้มข้น 500 
µg/ml (ที่เวลา 48 h ซึ่งมีผลจากตัวท าละลายคือ 1%DMSO ร่วมด้วย) จะเห็นได้ว่าผลการทดลองของการ
วิจัยนี้มีบางส่วนที่เป็นไปในทางเดียวกับงานวิจัยที่มีมาก่อน และในการทดลองต่อไปจึงเลือกใช้ความเข้มข้น
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ของสารสกัดจากใบมะรุมที่ 500 µg/ml และเลือกเวลาในการทดสอบอยู่ที่ 24 และ 48 h  
 

 
 Concentrations (µg/ml) 
 
รูปที่ 8  เปอร์เซ็นต์การรอดชีวิตสัมพัทธ์ในเซลล์เพาะเลี้ยง HT29 cells เมื่อเติมสารมาตรฐาน astragalin 

ในความเข้มข้น 0-224 µg/ml เป็นเวลา 6, 12, 24 และ 48 h (กราฟแสดง means  S.D. ของ 
triplicate experiments (*, p≤ 0.05 โดยเปรียบเทียบระหว่างเปอร์เซ็นต์การรอดชีวิตสัมพัทธ์
ของเซลล์ที่เติม astragalin หรือ DMSO 1.77% กับเซลล์ที่ไม่เติมสารใด ๆ และ #,  p≤ 0.05 โดย
เปรียบเทียบระหว่างเปอร์เซ็นต์การรอดชีวิตสัมพัทธ์ของเซลล์ที่เติม  astragalin 224 µg/ml กับ
เซลล์ที่เติม DMSO 1.77%) 

 
 จากผลการทดสอบความเป็นพิษต่อเซลล์ของสารละลายมาตรฐาน astragalin (รูปที่ 8) ในการบ่มสาร
เป็นระยะเวลาต่าง ๆ (6-48 h) และในความเข้มข้นตั้งแต่ 0-224 µg/ml พบว่าสารละลายมาตรฐาน 
astragalin ที่ความเข้มข้น  22-112 µg/ml มีผลส่งเสริมในเซลล์เจริญได้ดีที่เวลา 12-48 h อย่างไรก็ตามที่
ความเข้มข้น 112 µg/ml การกระตุ้นการเจริญของเซลล์เกิดขึ้นน้อยกว่าที่ความเข้มข้น 22-45 µg/ml ส่วน
ที่ความเข้มข้นสูงสุดที่ทดสอบคือ 224 µg/ml ดูเสมือน astragalin จะยับยั้งการเจริญของเซลล์ได้เมื่อ
เปรียบเทียบกับเซลล์ที่ไม่เติมสารใด ๆ แต่เมื่อเปรียบเทียบกับเซลล์ที่เติม DMSO 1.77% โดยเฉพาะที่ 24 
และ 48 h จะพบว่า astragalin สามารถท าให้เซลล์มีเปอร์เซ็นต์การรอดชีวิตสัมพัทธ์สูงกว่า หรืออาจกล่าว
ได้ว่าจากผลการทดสอบ astragalin ไม่สามารถยับยั้งการเจริญของเซลล์ได้ แม้ความเข้มข้นเพ่ิมขึ้น astragalin 
ในเกือบทุกความเข้มข้นช่วยกระตุ้นการเจริญของเซลล์ ในความเข้มข้นที่สูงสุดคือ 224 µg/ml บ่ม 48 h 
อัตราการรอดชีวิตของเซลล์ยังสูงกว่า 1.77%  DMSO ฤทธิ์นี้ของ astragalin น่าจะเกิดจากความสามารถใน
การเป็นสารต้านอนุมูลอิสระ (43)   ลดกระบวนการอักเสบ(44) และพบว่าช่วยกระตุ้นการเจริญของเซลล์กระดูก 
(UMR-106 cells)(43) และ granulosa cell ในรังไข่หนู(45)  
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 อย่างไรก็ตามมีรายงานฤทธิ์อ่ืนของ astragalin ซึ่งเป็นสารที่มักพบในต ารับยาสมุนไพรจีน เมื่อน า
สมุนไพรมาสกัดจนได้ astragalin และทดสอบกับเซลล์มะเร็งที่มีระดับของเอนไซม์  Dihydrodiol 
dehydrogenase (DDH) สูงจะพบว่า astragalin สามารถลดระดับเอนไซม์ตัวนี้ได้ และเมื่อศึกษาในระดับ
กลไกจะพบว่า astragalin สามารถท าให้เซลล์ตายได้ด้วยกลไกที่ไม่ใช่ apoptosis อาจผ่านวิถี autophagy(46)   
 อีกทั้งมีรายงานของ astragalin ที่สกัดจากพืชต่าง ๆ ว่ามีฤทธิ์ต้านออกซิเดชันและเป็นพิษต่อ
เซลล์มะเร็งล าไส้ใหญ่  RKO cells โดยมีค่า IC50 เท่ากับ 265.34 µM(47)  หรือในเซลล์ CaCo2 cells โดยมีค่า 
IC50 เท่ากับ 315 µM(48)  ในขณะที่การกระตุ้นการเจริญของเซลล์ส่วนหนึ่งอาจมาจากฤทธิ์การก่อมะเร็งของ
สาร แต่การศึกษาที่มีมายาวนานของกลุ่มวิจัยในญี่ปุ่นโดยศาสตราจารย์ Takashi Sugimura จาก National 
Cancer Center (49)  ซึ่งพบว่า rutin และ astragalin ซึ่งเป็น glycoside ของ quercetin และ kaempferol 
ตามล าดับนั้น หากทดสอบในจุลชีพจะมีฤทธิ์ genotoxic หรือก่อมะเร็ง แต่เมื่อทดสอบทั้งในเซลล์เพาะเลี้ยง
หรือในสัตว์ทดลองยังไม่พบผลดังกล่าว การทดสอบ mutagenicity หรือ carcinogenicity ในจุลชีพใน
ปัจจุบัน ไม่สามารถแปรผลในเซลล์หรือสัตว์ทดลองในทางเดียวกันได้เสมอไป  ดังนั้นในฤทธิ์กระตุ้นการเจริญ
ของเซลล์ของสารที่พบเป็นส่วนหนึ่งในใบมะรุมก็มีความน่าสนใจที่จะศึกษาค้นคว้าต่อไป 
 ส่วนผลการทดสอบความเป็นพิษต่อเซลล์ของสารละลายมาตรฐาน crypto-chlorogenic acid (รูปที่ 9) 
ในการบ่มสารเป็นระยะเวลาต่าง ๆ (6-48 h) และในความเข้มข้นตั้งแต่ 0-177 µg/ml พบว่าสารละลาย
มาตรฐาน crypto-chlorogenic acid ให้ผลในทางเดียวกับ astragalin คือไม่สามารถยับยั้งการเจริญของ
เซลล์ได้ ที่ความเข้มข้นเพ่ิมขึ้น แม้จะดูเหมือนว่าอัตราการรอดชีวิตของเซลล์ลดลง แต่ crypto-chlorogenic 
acid ยังคงช่วยกระตุ้นการเจริญของเซลล์ สังเกตที่ความเข้มข้นที่สูงสุดคือ 177 µg/ml บ่ม 48 h อัตราการ
รอดชีวิตของเซลล์ยังสูงกว่า 2.2% DMSO   
 ส าหรับ crypto-chlorogenic acid ฤทธิ์ที่ช่วยกระตุ้นการเจริญของเซลล์น่าจะเกิดจากความสามารถ
ในการเป็นสารต้านอนุมูลอิสระแต่เพียงอย่างเดียว เนื่องจากรายงานส่วนใหญ่ในปัจจุบันมีเพียงฤทธิ์นี้เท่านั้น
(50-52)    
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รูปที่ 9  เปอร์เซ็นต์การรอดชีวิตสัมพัทธ์ในเซลล์เพาะเลี้ยง HT29 cells เมื่อเติมสารมาตรฐาน crypto-

chlorogenic acid ในความเข้มข้น 0-177 µg/ml เป็นเป็นเวลา 6, 12, 24 และ 48 h (กราฟ
แสดง means  S.D. ของ triplicate experiments (*, p≤ 0.05 โดยเปรียบเทียบระหว่าง
เปอร์เซ็นต์การรอดชีวิตสัมพัทธ์ของเซลล์ที่เติม crypto-chlorogenic acid หรือ DMSO 2.2% 
กับเซลล์ที่ไม่เติมสารใด ๆ และ #, p≤ 0.05 โดยเปรียบเทียบระหว่างเปอร์เซ็นต์การรอดชีวิต
สัมพัทธ์ของเซลล์ที่เติม crypto-chlorogenic acid 177 µg/ml กับเซลล์ที่เติม DMSO 2.2%) 

 
 เมื่อทบทวนผลการวิจัยที่เคยมีรายงานก่อนหน้านี้ ส าหรับ crypto-chlorogenic acid จะมีฤทธิ์ต้าน
ออกซิเดชันเป็นหลัก(50-52) ไม่ปรากฏรายงานความเป็นพิษต่อเซลล์เพาะเลี้ยง แต่ส าหรับ astragalin มีฤทธิ์ที่
หลากหลายกว่าดังกล่าวมาแล้วข้างต้น ดังนั้นจะเห็นได้ว่าสารสกัดจากใบมะรุมที่ความเข้มข้นต่ าๆ มีฤทธิ์
กระตุ้นการเจริญของเซลล์อาจเป็นผลส่วนหนึ่งมาจากฤทธิ์ต้านออกซิเดชัน และฤทธิ์นี้อาจเป็นผลมาจาก
สารส าคัญตัวหนึ่งภายในใบมะรุมคือ crypto-chlorogenic acid ในขณะที่สารสกัดใบมะรุมที่ความเข้มข้นสูง 
ซึ่งยับยั้งการเจริญของเซลล์นั้น ส่วนหนึ่งอาจเป็นผลมาจากสารส าคัญภายในใบมะรุมคือ astragalin  
 อย่างไรก็ตามผลดังกล่าวเป็นเพียงการคาดการณ์ หากต้องการทราบผลอย่างแท้จริง ต้องมีการแยกสาร
สกัดใบมะรุมให้ได้สารส าคัญทั้งสองชนิดแล้วน าไปทดสอบอีกครั้งเพ่ือยืนยันผลดังกล่าว 
 จากผลการทดสอบตอนที่ 2  หากต้องการศึกษาผลของสารสกัดใบมะรุมต่อการยับยั้งการเจริญของ 
HT29 cells  ความเข้มข้นของสารสกัดใบมะรุมที่ควรเลือกใช้น่าจะเป็นความเข้มข้นที่สูงที่สุดที่สามารถจะ
ทดลองได้ ซึ่งในที่นี้คือความเข้มข้น 500 µg/ml  อีกทั้งจากผลการสกัดและวิเคราะห์สารสกัดใบมะรุมใน
ตารางที่ 6 ท าให้ทราบว่าสารสกัดใบมะรุมเข้มข้น 1  mg/ml จะมี crypto-chlorogenic acid 4.08 
µg/ml และ astragalin 1.75 µg/ml  เมื่อพิจารณาผลการทดสอบความเป็นพิษของสารสกัดใบมะรุม 
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พบว่า สารสกัดใบมะรุมในความเข้มข้น 50 และ 100 µg/ml มีผลเพ่ิมอัตราการอยู่รอดของเซลล์เทียบกับ
เซลล์ที่ไม่ได้เติมสารใด ๆ ส่วนสารสกัดใบมะรุม 500 µg/ml มีผลลดอัตราการอยู่รอดของเซลล์เทียบกับ
เซลล์ที่ไม่ได้เติมสารใด ๆ (ท่ีเวลา 24 h) หรือเทียบกับเซลล์ที่เติม 1% DMSO (ท่ีเวลา 48 h) ประกอบกับมี
รายงานก่อนหน้านี้ที่ระบุว่า crypto-chlorogenic acid มีฤทธิ์ในการต้านออกซิเดชัน(50-53) ในขณะที่ 
astragalin มีแนวโน้มของการมีฤทธิ์ในการท าให้เซลล์ตายแบบ autophagy(46)  จึงท าให้ก าหนดค่าความ
เข้มข้นของ crypto-chlorogenic acid เป็นปริมาณท่ีอยู่ในสารสกัดประมาณ 100 µg/ml  ส่วน 
astragalin ก าหนดเป็นปริมาณท่ีอยู่ในสารสกัดประมาณ 570 µg/ml  ดังนั้นจึงเลือกใช้ crypto-
chlorogenic acid ในความเข้มข้น 0.84 µg/ml หรือ 2.47 µM ส่วน astragalin ใช้ความเข้มข้น 2.0 
µg/ml หรือ 4.55 µM ซึ่งเป็นความเข้มข้นที่อาจมีผลต่อการท างานของเซลล์และใช้เปรียบเทียบกับสาร
สกัดใบมะรุมต่อไป 
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ตอนที่ 3: การทดสอบผลของสารสกัดใบมะรุมต่อการแสดงออกของโปรตีน VEGF และ neuropilin-1 ใน
เซลล์เพาะเลี้ยงด้วยวิธี Immunoblotting เปรียบเทียบกับ astragalin และ crypto-chlorogenic acid 
 ในการทดสอบผลของสารสกัดใบมะรุมต่อการแสดงออกของโปรตีน VEGF และ neuropilin-1 นั้น
ในการวิจัยครั้งนี้เลือกใช้วิธี immunoblot หรือ western blot analysis โดยทดสอบกับโปรตีน VEGF-A 
และ VEGF-B ซึ่งมีผู้วิจัยน้อยกว่า VEGF-A และ neuropilin-1 ซึ่งมีผลร่วมกับการท างานของ VEGF ใน
การกระตุ้นให้เซลล์หลอดเลือดเกิดกระบวนการสร้างหลอดเลือดใหม่ 
 การทดสอบครั้งนี้เลือกความเข้มข้นของสารสกัดใบมะรุมที่ 500 µg/ml, astragalin 2.0 µg/ml และ 
crypto-chlorogenic acid 0.84 µg/ml ในการทดสอบใน HT29 cells ด้วยการบ่มที่ 24-48 h  ส าหรับการ
เลือกใช้สาร astragalin และ crypto-chlorogenic acid มาทดสอบร่วมกับสารสกัดจากใบมะรุม เนื่องจาก
สารทั้งสองเป็นสารส าคัญที่พบมากในใบมะรุม หากสารสกัดใบมะรุมมีต่อการแสดงออกของโปรตีน VEGF และ 
neuropilin-1 โดยมีผลไปในทางเดียวกับ astragalin หรือ crypto-chlorogenic acid อาจท าให้ทราบว่าฤทธิ์
ที่เกิดขึ้นมาจากสารส าคัญตัวใด ซึ่งจะเป็นแนวทางในการวิจัยต่อไป 
 นอกจากนี้ยังเลือกยาต้านมะเร็ง 2 ชนิดได้แก่ adriamycin และ cisplatin เป็น positive control
โดยยาทั้งสองชนิดมีกลไกในการเป็นยาต้านมะเร็งที่แตกต่างกัน กล่าวคือ adriamycin หรือ doxorubicin 
จะท าลาย DNA ด้วยการจับแบบ intercalation, ท าให้เกิดอนุมูลอิสระมาท าลาย DNA, ยับยั้งการท างาน
ของ topoisomerase II ในขณะที่ cisplatin จะออกฤทธิ์โดยการจับกับ DNA ด้วยพันธะโควาเลนท์ ท าให้
เกิด inter/intra cross link ใน DNA จึงท าให้เซลล์ตาย(54)

  อย่างไรก็ตามในด้านผลต่อการสร้างโปรตีน 
VEGF มีความแตกต่างกันบ้าง กล่าวคือ cisplatin ลดการแสดงออกของ VEGF ด้วยการลดการกระตุ้นการ
สร้างตัวรับ VEGF ผ่านการลด Hypoxia inducible factor 1 (HIP 1) โดยเฉพาะชนิด HIP 1(55)

 ส่วน 
adriamycin ลดการกระตุ้น HIP 1 แต่ไม่ได้มีผลที่ HIP 1(54) ซ่ึงผลนี้พบในเซลล์มะเร็งรังไข่ ส าหรับในส่วน
ฤทธิ์ของยาทั้งสองชนิดต่อการแสดงออกของ neuropilin-1 มีรายงานไม่มาก หากแต่เป็นงานวิจัยที่ทราบ
กันดีอยู่แล้วว่า neuropilin-1 เกี่ยวข้องกับการ metastasis ของมะเร็งและมีการน าความรู้นี้มาศึกษาวิจัย
ต่อ เช่น  Jia และคณะ(56) ศึกษาสาร EG3287 ที่เป็น specific antagonist ของ VEGF ต่อการจับกับ 
neuropilin-1  พบว่า การท าให้ neuropilin-1 ไม่สามารถจับกับ VEGF จะช่วยเพิ่มฤทธิ์ของยา เช่น 
cisplatin ได้ อีกงานวิจัยกล่าวถึงการก าจัด neuropilin-1 จากเซลล์ osteosarcoma cells ท าให้เพิ่ม
ฤทธิ์ของยา adriamycin ได้ (57) เช่นกัน  
 ดังนั้นในการวิจัยนี้จึงเลือกใช้ adriamycin และ cisplatin เป็น positive control ส าหรับเวลาครึ่ง
ชีวิต (half-life) ของ adriamycin และ cisplatin มีค่าประมาณ 20 - 48 h(58) และ 2 h(59)  แม้ว่ายาทั้ง
สองจะเป็นยาต้านมะเร็ง แต่การออกฤทธิ์ของยาทั้งสองชนิดมีความแตกต่างกัน กล่าวคือ adriamycin จะ
ออกฤทธิ์ค่อนข้างช้ากว่า แต่คงอยู่ได้นานกว่า ในขณะที่ cisplatin จะออกฤทธิ์ได้เร็วและหมดฤทธิ์ภายใน 
24 h  ช่วงเวลาในการทดสอบที่เลือกเป็น 24-48 h นั้นพึงตระหนักผลของ positive control ทั้งสองชนิด
ใน HT29 cells ด้วย กล่าวคือการออกฤทธิ์ของ adriamycin ในการบ่มเซลล์เป็นเวลา 48 h  น่าจะเห็นผล
ชัดเจนกว่า ในขณะที่ cisplatin จะเห็นผลชัดเจนเมื่อบ่มเซลล์เป็นเวลา 24 h 
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รูปที่ 10  ผลของสารสกัดใบมะรุม (MOL) ที่ความเข้มข้น 500 µg/ml ต่อการแสดงออกของโปรตีน 

VEGF-A ในเซลล์เพาะเลี้ยง HT29 cells เปรียบเทียบกับ AST 2.0 และ CCA 0.84  µg/ml ที่
บ่มเป็นเวลา 24 h โดยวิธี Western blot โดยใช้ adriamycin 0.1 µg/ml และ cisplatin 125 
µg/ml เป็น positive control ส่วน control คือเซลล์ที่เติม 1%DMSO ตัวอย่างโปรตีนที่ใช้ใน
การวิเคราะห์คือ 40 µg/well (โปรตีน Glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase หรือ 
GAPDH เป็นโปรตีนส าหรับควบคุมปริมาณการเติมโปรตีนในแต่ละหลุม และใช้ VEGF-A 
antibody 1:200) ค านวณค่าแถบสีที่ปรากฏด้วยโปรแกรม ImageJ®   

 
 จากรูปที่ 10 พบว่าในเวลา 24 h เซลล์เพาะเลี้ยง HT29 มีการแสดงออกของ VEGF-A ในระดับท่ีสูง
มาก (ค่า relative protein expression มีค่า 5.91) เมื่อเติมสารสกัดใบมะรุมในเซลล์ท าให้เซลล์มีการ
แสดงออกของ VEGF-A ลดลง (0.92) ประมาณ 6 เท่า ซึ่งในความเข้มข้นของสารสกัดใบมะรุม 500 µg/ml 
เป็นความเข้มข้นที่ยับยั้งการเจริญของเซลล์ (รูปที่ 7) ในขณะที่สารมาตรฐานทั้ง astragalin และ crypto-
chlorogenic acid ก็ส่งผลลดการแสดงออกของ VEGF-A ประมาณ 16 และ 10 เท่าตามล าดับ แต่ความ
เข้มข้นของสารมาตรฐานทั้งสองที่ใช้ เป็นความเข้มข้นที่กระตุ้นการเจริญของเซลล์มากกว่ายับยั้งการเจริญ
ของเซลล์ (รูปที่ 8 และ 9)  
 เมื่อเปรียบเทียบกับ positive control ได้แก่ adriamycin และ cisplatin พบว่ายาต้านมะเร็งทั้ง
สองชนิด ท าให้เซลล์มีการแสดงออกของ VEGF-A ลดลงประมาณ 4 และ 16 เท่า ตามล าดับ ส าหรับ 
cisplatin ในความเข้มข้น 1 µg/ml ในเซลล์เพาะเลี้ยงมะเร็งรังไข่ SKOV-3 cells ที่บ่มเป็นเวลา 24 h ลด
การแสดงออกของ VEGF ได้ประมาณ 5 เท่า(60) นอกจากนี้มีรายงานผลของยาต้านมะเร็งซึ่งรวม 
adriamycin และ cisplatin ในเซลล์มะร็งปอด H460 cells ด้วยการบ่มเซลล์เป็นเวลา 3 วัน แล้ว
วิเคราะห์ปริมาณ tumor cells produced factors (TPFs) ซึ่งรวม VEGF พบว่า adriamycin  0.1 
µg/ml และ cisplatin 1.5 µg/ml ลดการสร้าง VEGF ได้ประมาณ 18 และ 9 เท่าตามล าดับ(59) จากการ
สังเกตในขณะเลี้ยงเซลล์ยาต้านมะเร็งทั้งสองชนิด มีผลยับยั้งการเจริญของเซลล์ (ที่ 24 h มีอัตราการเจริญ
ของเซลล์ประมาณ 60-70% เมื่อเปรียบเทียบกับเซลล์ที่ไม่เติมสารใด ๆ) จากผลดังกล่าวจะเห็นว่าสารสกัด
ใบมะรุมลดการแสดงออกของ VEGF-A ในระดับใกล้เคียงกับ adriamycin แต่ลดได้ไม่ดีเท่า cisplatin 
ขณะที่สาร astragalin และ crypto-chlorogenic acid ลด VEGF-A ในระดับเท่ากับหรือใกล้เคียงกับ 
cisplatin  
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 เมื่อเร็ว ๆ นี้มีรายงานเกี่ยวกับสารสกัดมะรุมที่น่าสนใจ 2 เรื่องเรื่องแรก Fitch M และคณะ(61) 
ทดลองใช้สารสกัดใบมะรุมให้หนูทางปาก หลังจากนั้น 2 h จึงให้สารเหนี่ยวน าการอักเสบคือ lipopoly-
saccharide (LPS) แล้วตรวจสอบ VEGF mRNA พบว่าสารสกัดใบมะรุมลดการแสดงออกของ  VEGF  
ส่วนงานวิจัยอีกเรื่องรายงานโดย Gothai S และคณะ(62) ซึ่งใช้สารสกัดใบมะรุมในความเข้มข้นต่ า ๆ ใน
เซลล์ fibroblast ปกติ พบว่าสามารถกระตุ้นให้เซลล์เจริญและเหนี่ยวน าให้เกิดการ migration หรืออาจ
กล่าวว่าสารสกัดใบมะรุมมีคุณสมบัติในการช่วยท าให้แผลหายเร็วผ่านการส่งเสริม angiogenesis  
 จะเห็นได้ว่าจากการวิจัยเรื่องผลของสารสกัดใบมะรุมต่อการแสดงออกของ VEGF ในครั้งนี้ สารสกัด
ใบมะรุมในความเข้มข้นสูง (500 µg/ml) บ่มในเซลล์ HT29 เป็นเวลา 24 h ส่งผลลดการแสดงออกของ
โปรตีน VEGF เทียบเท่า 0.1 µg/ml adriamycin ในขณะเดียวกันสิ่งที่งานวิจัยนี้ยังไม่ได้ทดลองคือการ
ทดสอบผลของสารสกัดใบมะรุมในความเข้มข้นต่าง ๆ ต่อการแสดงออกของ VEGF ในเซลล์ HT29 ซึ่งอาจ
เป็นไปได้ที่สารสกัดใบมะรุมในความเข้มข้นต่ า ๆ จะเพ่ิมการแสดงออกของ VEGF เนื่องจากในความเข้มข้น
ต่ าๆ สารสกัดใบมะรุมกระตุ้นการเจริญของเซลล์แบบเดียวกับการวิจัยของ Gothai S และคณะ(62) ซึ่งควร
ท าการศึกษาทดลองโดยละเอียด รวมทั้งตรวจสอบปริมาณโปรตีนตัวรับ VEGF ด้วย เนือ่งจากตัวรับ VEGF 
มีความสัมพันธ์กับการสร้าง VEGF ของเซลล์ 

 
 
รูปที่ 11  ผลของสารสกัดใบมะรุมต่อการแสดงออกของโปรตีน VEGF-B ในเซลล์เพาะเลี้ยง HT29 cells 

ที่เติมใช้ MOL 500 µg/ml เปรียบเทียบกับ AST 2.0 และ CCA 0.84  µg/ml ที่บ่มเป็นเวลา 24 
h โดยวิธี Western blot โดยใช้ adriamycin 0.1 µg/ml และ cisplatin 125 µg/ml เป็น 
positive control ส่วน control คือเซลล์ที่เติม 1%DMSO ตัวอย่างโปรตีนที่ใช้ในการวิเคราะห์
คือ 25 µg/well (ในการตรวจสอบใช้โปรตีน -tubulin เป็นโปรตีนส าหรับควบคุมปริมาณการ
เติมโปรตีนในแต่ละหลุม ใช้ VEGF-B antibody 1:1000) ค านวณค่าแถบสีที่ปรากฏด้วย
โปรแกรม ImageJ®  
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รูปที่ 12  ผลของสารสกัดใบมะรุมต่อการแสดงออกของโปรตีน VEGF-B ในเซลล์เพาะเลี้ยง HT29 cells 

ที่เติมใช้ MOL 500 µg/ml เปรียบเทียบกับ AST 2.0 และ CCA 0.84  µg/ml ที่บ่มเป็นเวลา 48 
h โดยวิธี Western blot โดยใช้ adriamycin 0.1 µg/ml และ cisplatin 125 µg/ml เป็น 
positive control ส่วน control คือเซลล์ที่เติม 1%DMSO ตัวอย่างโปรตีนที่ใช้ในการวิเคราะห์
คือ 25 µg/well (ในการตรวจสอบใช้โปรตีน -tubulin เป็นโปรตีนส าหรับควบคุมปริมาณการ
เติมโปรตีนในแต่ละหลุม ใช้ VEGF-B antibody 1:1000) ค านวณค่าแถบสีที่ปรากฏด้วย
โปรแกรม ImageJ®  

 
 จากรูปที่ 11 และ 12 พบว่าในการทดลองครั้งนี้ไม่สามารถตรวจสอบหาปริมาณโปรตีน VEGF-B ใน
เซลล์เพาะเลี้ยง HT29 ได้ คาดว่าปัญหาในการท า western blot analysis ในครั้งนี้น่าจะเกิดจากปริมาณ
โปรตีนที่สกัดได้จากเซลล์ (cell lysate) ปริมาณที่ใช้คือ 15 และ 25 µg/well ในการทดลอง 2 ครั้ง ซ่ึง
แม้ว่าเป็นปริมาณโปรตีนที่สูงแล้วก็ตามยังไม่สามารถติดตามร่องรอยของ VEGF-B ได้ ในขณะทีบ่างรายงานใช้
ปริมาณโปรตีนประมาณ 20-40 µg/well สามารถอ่านผลได้ แต่แถบโปรตีนที่ตรวจสอบได้ค่อนข้างจางกว่า
โปรตีนอ่ืน(63)   นอกจากนี้ VEGF-B จัดเป็นโปรตีนที่มีการ express ในปริมาณที่น้อยกว่า VEGF-A จากผลใน
รูปที่ 10 ซึ่งสามารถตรวจสอบ VEGF-A ได้ (ด้วยปริมาณโปรตีน 40 µg/well) ในเซลล์ HT29 น่าจะมีการ
สร้าง VEGF-B น้อยกว่า หรือมีอีกปัจจัยคือ antibody ในบาง lot ที่ผลิตอาจมีปัญหา ซึ่งผู้วิจัยมาทราบ
ภายหลังว่าการส่งคืน antibody เพ่ือแลกเปลี่ยน lot ใหม่สามารถท าได้ภายในเวลา 1 เดือน (เงื่อนไขเฉพาะ 
antibody บางบริษัทเท่านั้น)  แต่เนื่องจากพยายามท าตาม protocol มาตรฐาน จึงนานเกินก าหนดการส่ง
เปลี่ยนได้ อย่างไรก็ตามในการวิจัยหรือการทดลองครั้งต่อไปควรแก้ไขในเรื่องเพ่ิมปริมาณโปรตีนในการ 
load ลง gel ซึ่งอาจใช้ในปริมาณที่สูงกว่า 40 µg/well และนั่นหมายถึงอาจต้องเพ่ิมการเลี้ยงเซลล์ใน 
Flask ขนาดใหญ่ขึ้น อีกทางเลือกหนึ่งคือการลดการเจือจาง primary antibody เป็น 1:100 หรือ 1:50 
นอกจากนี้อาจต้องทดสอบการแสดงออกของ VEGF-B mRNA ด้วย northern blot analysis เพ่ือทดสอบ
การแสดงออกควบคู่กัน หรืออาจเลือกใช้วิธี immunoprecipitation ก่อนวิเคราะห์ด้วย SDS-PAGE ซึ่งจะ
เป็นอีกวิธีหนึ่งที่สามารถเพ่ิมความจ าเพาะต่อโปรตีนและท าให้มีโอกาสเห็นแถบโปรตีนได้เพ่ิมข้ึน 
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รูปที่ 13  ผลของสารสกัดใบมะรุมต่อการแสดงออกของโปรตีน neuropilin-1 ในเซลล์เพาะเลี้ยง HT29 

cells ที่เติมใช้ MOL 500 µg/ml เปรียบเทียบกับ AST 2.0 และ CCA 0.84  µg/ml ที่บ่มเป็น
เวลา 24 h โดยวิธี Western blot ใช้ adriamycin 0.1 µg/ml และ cisplatin 125 µg/ml เป็น 
positive control และ control คือเซลล์ที่เติม 1%DMSO ตัวอย่างโปรตีนที่ใช้ในการวิเคราะห์
คือ 15 µg/well (ในการตรวจสอบใช้โปรตีน -tubulin เป็นโปรตีนส าหรับควบคุมปริมาณการ
เติมโปรตีนในแต่ละหลุม ใช้ neuropilin-1 antibody 1:1000) ค านวณค่าแถบสีที่ปรากฏด้วย
โปรแกรม ImageJ®  

 

 
รูปที่ 14  ผลของสารสกัดใบมะรุมต่อการแสดงออกของโปรตีน neuropilin-1 ในเซลล์เพาะเลี้ยง HT29 

cells ที่เติมใช้ MOL 500 µg/ml เปรียบเทียบกับ AST 2.0 และ CCA 0.84  µg/ml ที่บ่มเป็น
เวลา 48 h โดยวิธี Western blot ใช้ adriamycin 0.1 µg/ml และ cisplatin 125 µg/ml เป็น 
positive control และ control คือเซลล์ที่เติม 1%DMSO ตัวอย่างโปรตีนที่ใช้ในการวิเคราะห์
คือ 15 µg/well (ในการตรวจสอบใช้โปรตีน -tubulin เป็นโปรตีนส าหรับควบคุมปริมาณการ
เติมโปรตีนในแต่ละหลุม ใช้ neuropilin-1 antibody 1:1000) ค านวณค่าแถบสีที่ปรากฏด้วย
โปรแกรม ImageJ®  

 
 จากรูปที่ 13 พบว่าในการทดลองครั้งนี้ใช้ปริมาณโปรตีนที่สกัดได้จากเซลล์ (cell lysate) ปริมาณที่
ใช้คือ 15 µg/well ส าหรับครั้งที ่ 2 แม้จะเพ่ิมโปรตีนเป็น 25 µg/well แต่เนื่องจากมีแถบรบกวนและไม่
สามารถแยกแถบโปรตีนได้ชัดเจน จึงรายงานผลเฉพาะครั้งที่ใช้โปรตีน 15 µg/well จากผลการทดลองพบว่า
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เมื่อบ่มเซลล์เป็นเวลา 24 h เมื่อเปรียบเทียบกับเซลล์ที่ได้รับเฉพาะ 1%DMSO (control) แล้วเซลล์ที่ได้รับ
สารสกัดจากใบมะรุม, crypto-chlorogenic acid, astragalin,  adriamycin หรือ  cisplatin มีการแสดงออก
ของโปรตีน neuropilin-1 เพ่ิมขึ้น โดยสารสกัดจากใบมะรุม, crypto-chlorogenic acid มีผลท าให้ 
neuropilin-1 เพ่ิมขึ้นประมาณ 12 เท่า ในขณะที่ adriamycin ท าให้ neuropilin-1 เพ่ิมขึ้นประมาณ 10 เท่า
และ astragalin หรือ cisplatin ให้ neuropilin-1 เพ่ิมขึ้นประมาณ 1.5 เท่า กรณีท่ีมีการแสดงออกของ 
neuropilin-1 เพ่ิมขึ้น  แต่เซลล์มีการรอดชีวิตลดลงนั้น อาจอธิบายได้จากการที่เซลล์แม้มีการแสดงออกของ 
neuropilin-1 เพ่ิมขึ้น  แต่หากมี VEGF ที่ลดลงด้วยร่วมกับมีการลดลงของ cell signaling อ่ืน เช่น pERK, 
Akt (64) เซลล์จะมีชีวิตรอดน้อยลงได้ ซึ่งผลของ VEGF-A ที่ลดลง ขณะที่ neuropilin-1 เพ่ิมขึ้นอย่างมาก และ
เซลล์มีการรอดชีวิตน้อยลง พบในกรณีท่ีเซลล์เลี้ยงในภาวะที่มีสารสกัดจากใบมะรุม และ adriamycin  
 จากรูปที่ 14 จะเห็นว่าสารสกัดใบมะรุม, astragalin, crypto-chlorogenic acid และ adriamycin มี
ผลลดการแสดงออกของ neuropilin-1 ประมาณ 7, 3, 3, และ 5 เท่า ตามล าดับ แต่ cisplatin มีผลเพ่ิม 
neuropilin-1 ประมาณ 3 เท่า เมื่อเทียบกับเซลล์ที่ได้รับเฉพาะ 1%DMSO (control) 
 เมื่อเปรียบเทียบระหว่างเซลล์ที่ได้รับเฉพาะ 1%DMSO (control) บ่มเป็นเวลา 24 h (รูปที่ 13) กับ  
48 h (รูปที่ 14) พบว่า มีการสร้าง neuropilin-1 เพ่ิมขึ้นเมื่อเวลาเพ่ิมขึ้น  ส าหรับ adriamycin มีผลท าให้
เพ่ิม neuropilin-1  มาก (10 เท่า) เมื่อเวลา 24 h จากนั้นเมื่อเวลา 48h กลับท าให้ปริมาณ neuropilin-1 
ลดลงไป 5 เท่า ในขณะที่ cisplatin มีผลเพ่ิม neuropilin-1 เล็กน้อย (1.5 เท่า) เมื่อเวลา 24 h  เมื่อเวลาผ่าน
ไปเป็น 48 h กลับมีผลเพ่ิม neuropilin-1 มากขึ้น (3 เท่า) ฤทธิ์ของยา adriamycin หรือ cisplatin ที่
แตกต่างกันนี้ อาจเป็นผลสืบเนื่องมาจากระยะเวลาครึ่งชีวิตที่แตกต่างกันของยาทั้งสองตัว (58,59)  adriamycin 
จะอยู่ในร่างกายนานกว่า cisplatin และยังมีการออกฤทธิ์ที่ช้ากว่า  cisplatin จึงเห็นผลเพ่ิม neuropilin-1 
ก่อนแล้วจึงลดลง  ในขณะที่ cisplatin มีฤทธิ์สั้นและเร็วกว่าจึงเห็นการเปลี่ยนแปลงไม่ชัดเจนในช่วง 24 h 
และเมื่อเวลาผ่านไป 48 h cisplatin อาจมีผลต่อ neuropilin-1  โดยผ่าน signal อ่ืนร่วมด้วยเช่น MEK/ERK 
signaling(65), lipid peroxidation(66) เป็นต้น  เมื่อพิจารณาที่สารสกัดใบมะรุมพบว่ามีผลต่อ neuropilin-1 
ในเวลา 24 และ 48 h ในลักษณะที่คล้ายคลึงกับ adriamycin และ crypto-chlorogenic acid มากกว่า 
cisplatin และ astragalin  
 จากผลดังกล่าวข้างต้น อาจสรุปได้ว่าสารสกัดใบมะรุมยับยั้งการเจริญของเซลล์ด้วยการลดโปรตีน 
VEGF-A ในช่วง 24 h แต่ยังคงมี neuropilin-1 สูง ซึ่ง neuropilin-1 จะลดลงใน 48 h และผลในลักษณะ
เดียวกันพบใน crypto-chlorogenic acid แต่ไม่ใช่ astragalin การที่ใบมะรุมมีฤทธิ์ดังกล่าว โดยเฉพาะผลลด 
neuropilin-1 นั้น  อาจเป็นกลไกหนึ่งที่ใช้อธิบายการน าใบมะรุมเป็นสมุนไพรช่วยยับยั้งการเจริญของ
เซลล์มะเร็ง และฤทธิ์ส่วนหนึ่งอาจมาจาก crypto-chlorogenic acid ซึ่งปัจจุบันมีการค้นคว้ายาในการต้าน
การสร้างหลอดเลือดใหม่ ซึ่งมุ่งที่การลด neuropilin-1(67)  เนื่องจาก neuropilin-1 จะเกี่ยวข้องกับการ
แพร่กระจายของมะเร็งด้วย(68)     และมีรายงานการก าจัด neuropilin-1 แล้วท าให้ cisplatin ออกฤทธิ์ได้ดี
ขึ้น (56)  
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ตอนที่ 4: การทดสอบผลของสารสกัดใบมะรุมต่อการแสดงออกของโปรตีน VEGF และ neuropilin-1 ใน
เซลล์เพาะเลี้ยงด้วยวิธี immunocytochemistry เปรียบเทียบกับ astragalin และ crypto-
chlorogenic acid 
 ในการทดสอบผลของสารสกัดใบมะรุมต่อการแสดงออกของโปรตีน VEGF-A, VEGF-B และ 
neuropilin-1 นั้นนอกจากวิธี immunoblot หรือ western blot analysis แล้ว เพ่ือเป็นการยืนยันผล
การทดลองอีกวิธีหนึ่งที่ผู้วิจัยเลือกใช้ คือการทดสอบผลของสารสกัดใบมะรุมต่อการแสดงออกของโปรตีน 
VEGF-A, VEGF-B และ neuropilin-1 ในเซลล์เพาะเลี้ยงด้วยวิธี immunocytochemistry และใช้ความ
เข้มข้นของสารสกัดใบมะรุมที่ 500 µg/ml, astragalin 2.0 µg/ml และ crypto-chlorogenic acid 0.84  
µg/ml ในการทดสอบใน HT29 cells ด้วยการบ่มที่ 24-48 h เช่นเดียวกัน 

จากรูปที่ 15-19 เป็นการย้อมโปรตีน VEGF-A, VEGF-B และ neuropilin-1 ด้วยการใช้ primary 
antibody VEGF-A (1:100), VEGF-B (1:100) และ neuropilin (1:250) แล้วเติม anti-Rabbit IgG (H+L) 
Secondary Antibody, Alexa Fluor® 546 conjugate (1:2000) ซึ่งเรืองแสงสีแดง ที่สามารถดูผลได้จาก
กล้องจุลทรรศน์ที่ต่อแหล่งก าเนิดแสงฟลูออเรสเซนต์นั้น พบว่าในเซลล์ที่เติม 1%DMSO ซึ่งเป็น control ที่
โดยปกติในเซลล์มะเร็งควรพบการเรืองแสงของ VEGF-A, VEGF-B และ neuropilin-1 ทั้งที่เวลา 24 h (รูปที่ 
15-17) หรือ 48 h (รูปที่ 18-19) แต่รูปที่ได้พบการเรืองแสงน้อย เป็นไปได้ว่าความเข้มข้นของ antibody ที่
ใช้ยังไม่สูงมากพอ ประกอบกับปัญหาในเรื่องคุณภาพของแสงฟลูออเรสเซนต์/กล้องที่ด้อยลงจากอายุการใช้
งาน ท าให้การสังเกตภาพไม่ชัดเจน นอกจากนี้พบปัญหาที่ไม่คาดคิดคือสารสกัดใบมะรุมเมื่อผ่านกระบวนการ
ย้อมเซลล์ทั้งที่มีและไม่มี antibody พบการเรืองแสงสีแดงในบริเวณรอบ ๆ เซลล์โดยเฉพาะในส่วนที่ยังมีสาร
สกัดตกค้างอยู่ เนื่องจากต้องใช้การล้างแบบเบาๆ เพ่ือไม่ให้เซลล์หลุดจากภาชนะ จึงท าให้มีสารสกัดตกค้างอยู่
และเรืองแสงรบกวนการสังเกต อีกทั้งมี background เป็นสีแดงมากผิดปกติ ปัญหานี้น่าจะเกิดจากคุณภาพ
กล้องส่วนหนึ่ง อีกส่วนหนึ่งอาจมาจากการเลือกใช้สีเรืองแสงที่เห็นไม่ชัดเจน   หากเปลี่ยนเป็นการย้อมสี
ฟลูออเรสเซนต์จากสีแดงเป็นสีเขียว อาจท าให้เห็นภาพชัดเจน หรืออาจต้องย้อมสีนิวเคลียสของเซลล์เพ่ิม
เพ่ือให้เกิดสีที่ตรงข้าม (contrast)  นอกจากนี้ยังมีข้อเสนอแนะในการทดลองครั้งต่อไป อาจพิจารณาเรื่องการ 
treat เซลล์อาจต้องท าการ fix และ penetrate ให้แน่ใจการจับของแอนติบอดีกับสารโปรตีนภายในเซลล์  อีก
ทั้งอาจต้องพยายามล้างสารสกัดให้หมด รวมทั้งการตรวจสอบอาจต้องใช้ Laser-scanning confocal 
microscopy เพ่ือให้เห็นผลที่ชัดเจน 

ส าหรับการเติมสารอ่ืน ๆ นอกเหนือจากสารสกัดใบมะรุม และ control พบว่าการเรืองแสงสีแดงที่
เกิดขึ้นจะสังเกตได้เฉพาะ adriamycin ที่ชัดเจน (VEGF-B และ neuropilin-1) แต่เนื่องจากต้องเปรียบเทียบ
กับ control จึงไม่สามารถสรุปผลจากการทดลองตอนที่ 4 นี้ได้ 

ในภาพรวมผลที่พบทั้งการเติมสารต่าง ๆ เป็นเวลา 24-48 h จะเห็นได้ว่าสารสกัดจากใบมะรุมให้ผลลด
การแสดงออกของโปรตีน VEGF-A (รูปที่ 10) และเพ่ิม neuropilin-1 (รูปที่ 13) ในเวลา 24 h ก่อนที่จะเกิด
การลด neuropilin-1 (รูปที่ 14)  ในเวลา 48 h ซึ่งเป็นไปตาม สมมุติฐานที่ตั้งไว้กล่าวคือ การที่เซลล์ตายมาก
ขึ้น อาจเป็นผลสืบเนื่องมาจากการลดโปรตีน VEGF และ neuropilin-1 ของสารสกัดใบมะรุมและอาจใน
อธิบายกลไกเป็นหนึ่งในกลไกการออกฤทธิ์ของการใช้มะรุมเป็นยารักษามะเร็ง  โดยเมื่อเปรียบเทียบกับสาร
มาตรฐาน astragalin และ crypto-chlorogenic acid ที่ใช้ในการทดลองในความเข้มข้นที่เพ่ิมการรอดชีวิต
ของเซลล์ แต่ยังสามารถมีผลลดการแสดงออกของโปรตีน VEGF-A (รูปที่ 10) และเพ่ิม neuropilin-1 (รูปที่ 
13) ในเวลา 24 h ก่อนที่จะเกิดการลด neuropilin-1 (รูปที่ 14)  ในเวลา 48 h เช่นกัน ผลที่เกิดเมื่อ
เปรียบเทียบกับ positive control พบว่ามีความใกล้เคียงกับ adriamycin มากกว่า cisplatin 
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Treat 
ment 

ไม่เติม VEGF-A antibody เติม VEGF-A antibody 
Fluorescent light Bright field Fluorescent light Bright field 

1.Control 

 
 

   
2. MOL  
500 µg/mL 

    
3. AST  
2.0 µg/ml 

    
4. CCA  
0.84 µg/ml 

    
5. Adria 
mycin 
0.1 µg/mL 

    
6.Cisplatin 
125 µg/mL 
 

    
 
รูปที่ 15  การเรืองแสงสีแดงของเซลล์ที่ไม่ได้ย้อม (2 คอลัมน์ซ้าย) และย้อมโปรตีน VEGF-A (2 คอลัมน์ขวา) 

ภายใต้กล้องฟลูออเรสเซนส์ (คอลัมน์ซ้ายสุด และคอลัมน์ที่ 3 จากซ้าย) เปรียบเทียบกับ bright 
field (คอลัมน์ที่ 2 จากซ้าย และคอลัมน์ขวาสุด) หลังจากเติมสารเป็นเวลา 24 h โดย (1) เซลล์ที่
เติม 1%DMSO (negative control), (2) MOL 500 µg/mL, (3) AST 2.0 µg/ml, (4) CCA 0.84 
µg/ml, (5) Adriamycin 0.1 µg/mL (positive control), (6) Cisplatin 125 µg/mL (positive 
control)  (image 10 × objective using an inverted microscope) 
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Treat 
ment 

ไม่เติม VEGF-B antibody เติม VEGF-B antibody 
Fluorescent light Bright field Fluorescent light Bright field 

1.Control 

 
 

   

2. MOL  
500 µg/mL 

    
3. AST  
2.0 µg/ml 

    
4. CCA  
0.84 µg/ml 

    
5. Adria 
mycin 
0.1 µg/mL 

    
6.Cisplatin 
125 µg/mL 
 

    
 
รูปที่ 16  การเรืองแสงสีแดงของเซลล์ที่ไม่ได้ย้อม (2 คอลัมน์ซ้าย) และย้อมโปรตีน VEGF-B (2 คอลัมน์ขวา) 

ภายใต้กล้องฟลูออเรสเซนส์ (คอลัมน์ซ้ายสุด และคอลัมน์ที่ 3 จากซ้าย) เปรียบเทียบกับ bright 
field (คอลัมน์ที่ 2 จากซ้าย และคอลัมน์ขวาสุด) หลังจากเติมสารเป็นเวลา 24 h โดย (1) เซลล์ที่
เติม 1%DMSO (negative control), (2) MOL 500 µg/mL, (3) AST 2.0 µg/ml, (4) CCA 0.84 
µg/ml, (5) Adriamycin 0.1 µg/mL (positive control), (6) Cisplatin 125 µg/mL (positive 
control)  (image 10 × objective using an inverted microscope) 
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ในเซลล์เพาะเลี้ยงมะเร็งล าไส้ใหญ่ (HT 29 cells) 
 

36 
 

 
Treat 
ment 

ไม่เติม Neuropilin-1  antibody เติม Neuropilin-1  antibody 
Fluorescent light Bright field Fluorescent light Bright field 

1.Control 

 
 

   

2. MOL  
500 µg/mL 

    
3. AST  
2.0 µg/ml 

    
4. CCA  
0.84 µg/ml 

    
5. Adria 
mycin 
0.1 µg/mL 

    
6.Cisplatin 
125 µg/mL 
 

    
 

รูปที่ 17  การเรืองแสงสีแดงของเซลล์ที่ไม่ได้ย้อม (2 คอลัมน์ซ้าย) และย้อมโปรตีน Neuropilin-1 (2 
คอลัมน์ขวา) ภายใต้กล้องฟลูออเรสเซนส์ (คอลัมน์ซ้ายสุด และคอลัมน์ที่ 3 จากซ้าย) เปรียบเทียบ
กับ bright field (คอลัมน์ที่ 2 จากซ้าย และคอลัมน์ขวาสุด) หลังจากเติมสารเป็นเวลา 24 h โดย 
(1) เซลล์ที่เติม 1%DMSO (negative control), (2) MOL 500 µg/mL, ((3) AST 2.0 µg/ml, (4) 
CCA 0.84 µg/ml, (5) Adriamycin 0.1 µg/mL (positive control), (6) Cisplatin 125 µg/mL 
(positive control)  (image 10 × objective using an inverted microscope) 
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Treat 
ment 

ไม่เติม VEGF-B antibody เติม VEGF-B antibody 
Fluorescent light Bright field Fluorescent light Bright field 

1.Control 

    
2. MOL  
500 µg/mL 

    
3. AST  
2.0 µg/ml 

    
4. CCA  
0.84 µg/ml 

    
5. Adria 
mycin 
0.1 µg/mL 

    
6.Cisplatin 
125 µg/mL 
 

    
 

รูปที่ 18  การเรืองแสงสีแดงของเซลล์ที่ไม่ได้ย้อม (2 คอลัมน์ซ้าย) และย้อมโปรตีน VEGF-B (2 คอลัมน์ขวา) 
ภายใต้กล้องฟลูออเรสเซนส์ (คอลัมน์ซ้ายสุด และคอลัมน์ที่ 3 จากซ้าย) เปรียบเทียบกับ bright 
field (คอลัมน์ที่ 2 จากซ้าย และคอลัมน์ขวาสุด) หลังจากเติมสารเป็นเวลา 48 h โดย (1) เซลล์ที่
เติม 1%DMSO (negative control), (2) MOL 500 µg/mL, (3) AST 2.0 µg/ml, (4) CCA 0.84 
µg/ml, (5) Adriamycin 0.1 µg/mL (positive control), (6) Cisplatin 125 µg/mL (positive 
control)  (image 10 × objective using an inverted microscope) 

  



ผลของสารสกัดใบมะรุมด้วยเอทานอลตอ่การแสดงออกของ VEGF  
ในเซลล์เพาะเลี้ยงมะเร็งล าไส้ใหญ่ (HT 29 cells) 
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Treat 
ment 

ไม่เติม Neuropilin-1  antibody เติม Neuropilin-1  antibody 
Fluorescent light Bright field Fluorescent light Bright field 

1.Control 

    
2. MOL  
500 µg/mL 

    
3. AST  
2.0 µg/ml 

    
4. CCA  
0.84 µg/ml 

    
5. Adria 
mycin 
0.1 µg/mL 

    
6.Cisplatin 
125 µg/mL 
 

    
 

รูปที่ 19  การเรืองแสงสีแดงของเซลล์ที่ไม่ได้ย้อม (2 คอลัมน์ซ้าย) และย้อมโปรตีน Neuropilin-1 (2 
คอลัมน์ขวา) ภายใต้กล้องฟลูออเรสเซนส์ (คอลัมน์ซ้ายสุด และคอลัมน์ที่ 3 จากซ้าย) เปรียบเทียบ
กับ bright field (คอลัมน์ที่ 2 จากซ้าย และคอลัมน์ขวาสุด) หลังจากเติมสารเป็นเวลา 48 h โดย 
(1) เซลล์ที่เติม 1%DMSO (negative control), (2) MOL 500 µg/mL, (3) AST 2.0 µg/ml, (4) 
CCA 0.84 µg/ml, (5) Adriamycin 0.1 µg/mL (positive control), (6) Cisplatin 125 µg/mL 
(positive control)  (image 10 × objective using an inverted microscope) 

 


