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บทคัดยอ 

 
0 มะเร็งลําไสใหญเปนมะเร็งท่ีพบมากในประเทศท่ีพัฒนาแลวซ่ึงพบไดท้ังในเพศชายและเพศหญิง
สําหรับในประเทศไทยมีอุบัติการณเกิดมะเร็งลําไสใหญต่ํากวาประเทศท่ีพัฒนาแลว  แตในปจจุบันจาก
ขอมูลทางสถิติของสถาบันมะเร็งแหงชาติ พบวาอัตราการเกิดของมะเร็งลําไสใหญเพ่ิมข้ึนท้ังในเพศชาย
และเพศหญิง และพบมากข้ึนหลังอายุ 50 ปข้ึนไป ท้ังนี้เนื่องจากพฤติกรรมในการรับประทานอาหารท่ี
เปลี่ยนไป มีพฤติกรรมการรับประทานอาหารแบบตะวันตกเพ่ิมข้ึน เชน เนนการบริโภคอาหารประเภท
เนื้อสัตวเพ่ิมข้ึนหรือรับประทานอาหารในกลุมของผักและผลไมนอยลง ซ่ึงเปนปจจัยท่ีสงผลใหอัตรา
เสี่ยงของการเกิดของมะเร็งลําไสใหญเพ่ิมข้ึน ดังนั้น มะเร็งลําไสใหญจัดเปนมะเร็งท่ีสามารถปองกันได
โดยการปรับเปลี่ยนหรือหลีกเลี่ยงพฤติกรรมการรับประทานอาหารท่ีเสี่ยงตอการเกิดมะเร็ง มีงาน
ศึกษาวิจัยจํานวนมากท่ีคนหาสารจากธรรมชาติหรือสารสกัดจากสมุนไพรเพ่ือตานมะเร็ง โดยศึกษาท้ัง
ในสัตวทดลองและเซลลเพาะเลี้ยง ในงานวิจัยนี้จึงสนใจทําการศึกษาฤทธิ์ของสมุนไพรท่ีมีในชุมชนหลาย
ชนิด และจากการศึกษาในเบ้ืองตนพบวา เถาวัลยเปรียงมีฤทธิ์ในการยับยั้งหรือลดการเจริญเติบโตของ
เซลลมะเร็งลําไสใหญเพาะเลี้ยงได จึงมีการศึกษาตอมาถึงกลไกการออกฤทธิ์ของสารสกัดเถาวัลยเปรียง
ท่ีกระตุนใหเกิด apoptosis โดยศึกษาถึงการทํางานของเอนไซม caspase-3 และการแสดงออกของ
โปรตีน Bcl-2 และ Bax ท่ีเก่ียวของกับกลไกการเกิด apoptosis ดวยวิธี western blot ผลจากการ
ทดลอง พบวาการทํางานของเอนไซม caspase-3 มีแนวโนมท่ีเพ่ิมข้ึนเม่ือความเขมขนของสารสกัด
เถาวัลยเปรียงเพ่ิมมากข้ึน สวนของการแสดงออกของโปรตีน Bcl-2 และ Bax พบวาเม่ือความเขมขน
ของสารสกัดเถาวัลยเปรียงเพ่ิมข้ึน การแสดงออกของโปรตีน Bcl-2 มีแนวโนมลดลงในทางกลับกัน
โปรตีน Bax มีแนวโนมเพ่ิมมากข้ึน แตอยางไรก็ตามผลการทดลองท้ังสองวิธีนี้เม่ือเปรียบเทียบกับกลุม
ควบคุม พบวาไมมีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญ ดังนั้นจากผลการทดลองกลาวไดวา กลไกท่ีสารสกัด
เถาวัลยเปรียงสามารถยับยั้งการเจริญเติบโตของเซลลมะเร็งลําไสใหญเพาะเลี้ยงได อาจเก่ียวของกับการ
ตายของเซลลตายแบบ necrosis มากกวาการตายแบบ apoptosis  
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Abstract 

 
Colon cancer is one of the most common cancers affecting people in both 

men and women, especially in developed contries. The incidence rate of colon cancer 
in Thailand is low when compared with other countries. National cancer institute 
reported that colon cancer incidence rate is expected to be rapidly increased in both 
men and women, especially over 50 years of age, due to the acquisition of Western 
lifestyle. Western style diet such as high consumption of meat, and low vegetables, 
dietary fiber and fruits is the major risk factor of colorectal cancer. Since diet is 
definitely important for colon cancer development, dietary interventions are received 
much attention as one of the approaches to prevent this type of cancer. The extract 
from Derris scandens Benth was previously shown to have anti-proliferative effect 
against SW480 colon cancer cells. Therefore, the present study was aim to investigate 
the mechanism of action of the anti-proliferative effect of D. scandens extract. Several 
apoptotic signaling pathways were determined following D. scandens treatment. 
Caspase-3 activity and the expression of Bax pro-apoptotic and Bcl-2 anti-apoptotic 
proteins were determined. The result showed that D. scandens (5-10 μg/ml) slightly 
increased caspase-3 activity, as well as down-regulated Bcl-2 and up-regulated Bax 
proteins of SW480 cells. However, these changes were not statistically significant. D. 
scandens extract significantly induced cell necrosis determined by the release of LDH. 
These results suggest that D. scandens extract primarily mediate SW480 cell death 
through necrotic rather than apoptotic process. 
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บทสรุปรวบยอด 
Executive Summary 

 
0ในปจจุบันมีผูปวยเปนโรคมะเร็งลําไสใหญเพ่ิมมากข้ึน สาเหตุท่ีสําคัญอยางหนึ่งคือ พฤติกรรม

การรับประทานอาหารท่ีเสี่ยงตอการเกิดมะเร็ง เชน การทานอาหารท่ีมีโปรตีนและไขมันสูง อาหาร
จําพวก     ปงยางหรืออาหารท่ีมีเสนใยต่ําเปนเวลานานๆ แมวาวิธีการปองกันการเกิดมะเร็งลําไสใหญ
ไดดีท่ีสุดคือ การปรับเปลี่ยนพฤติกรรมการรับประทานอาหารท่ีเสี่ยงตอการเกิดมะเร็งดังกลาวขางตน 
แตก็เปนวิธีท่ียากสําหรับหลายๆคน ดังนั้น คณะผูวิจัยจึงมีความสนใจท่ีจะศึกษาสารจากธรรมชาติท่ีมี
ฤทธิ์ ในการยับยั้งหรือชะลอการดําเนินของโรคมะเร็งลําไสใหญ โดยทําการศึกษาท้ังในสัตวทดลองและ
ในเซลลเพาะเลี้ยง อีกท้ังยังสนใจท่ีจะศึกษาในระดับลึกตอไปคือ กลไกในระดับโมเลกุลในการเหนี่ยวนํา
ใหเกิด apoptosis ในสวนของโครงการวิจัยนี้ เปนการศึกษากลไกการออกฤทธิ์ของสารสกัด
เถาวัลยเปรียง ซ่ึงจากผลการศึกษาในเบื้องตนของคณะผูวิจัยพบวา สารสกัดนี้มีฤทธิ์ฆาหรือยับยั้งการ
เจริญเติบโตของเซลลมะเร็งลําไสใหญ และคาดวายังทําใหเซลลเกิดการตายแบบ apoptosis ดวย 
เพ่ือใหทราบกลไกในการเหนี่ยวนําใหเกิด apoptosis งานวิจัยนี้จึงมุงเนนทดสอบผลของสารสกัด
เถาวัลยเปรียงตอการแสดงออกของโปรตีน Bcl-2 และ Bax ซ่ึงเก่ียวของกับการควบคุมกระบวนการเกิด 
apoptosis และการทํางานของ caspase-3 activity ซ่ึงผลสําเร็จของโครงการวิจัยนี้จะเปนการเพ่ิม
มูลคาของสมุนไพรเถาวัลยเปรียง โดยอาจจะมีการสงเสริมและพัฒนาใหใชประโยชนไดแพรหลายมาก
ข้ึน และจะเปนประโยชนตอการศึกษาตอยอด เพ่ือหาประสิทธิภาพในการตานมะเร็งลําไสใหญตอไปใน
อนาคต 

 
0โครงการวิจัยนี้เปนการศึกษาวิจัยในเซลลเพาะเลี้ยง โดยใชเซลล SW480 ซ่ึงเปนเซลลมะเร็ง

ลําไสใหญ ซ่ึงการศึกษาผลของสารสกัดเถาวัลยเปรียงตอการเจริญเติบโตของเซลล SW480 ทําไดโดยวิธี 
MTT assay และ Crystal violet staining assay สําหรับการแสดงออกของโปรตีนท่ีควบคุมการเกิด 
apoptosis ซ่ึงไดแก Bcl-2 และ Bax สามารถทดสอบไดดวยวิธี immunoblotting (western 
blotting)  สวนการทํางานของ caspase-3 ทดสอบไดโดยใช ชุดทดสอบ caspase-3 assay kit 

 
0จากการศึกษา พบวาสารสกัดเถาวัลยเปรียงมีผลลดจํานวนเซลลท่ีมีชีวิต (cell viability) ของ

เซลล SW480 ข้ึนกับความเขมขนท่ีใช (dose-dependent effect)  ซ่ึงสารสกัดเถาวัลยเปรียงท่ีความ
เขมขนต่ําๆ (0.625-2.5 µg/ml) ยังสามารถทําใหเซลลมะเร็งลําไสมีการแบงตัว และยังมีการ
เจริญเติบโตท่ีลดลงเล็กนอยเม่ือเปรียบเทียบกับกลุมควบคุม (control cell) ซ่ึงอาจจะเปนการตายแบบ
ภาวะ apoptosis สวนสารสกัดเถาวัลยเปรียงท่ีความเขมขนสูงๆ ตั้งแต 5.0 µg/ml ข้ึนไปทําใหจํานวน
เซลลมะเร็งลําไสลดลงไปจํานวนมาก และเม่ือยืนยันผลโดยการศึกษาการหลั่ง LDH  ก็พบวา สารสกัด
เถาวัลยเปรียงท่ีความเขมขนสูงสามารถเหนี่ยวนําใหมีการหลั่ง LDH มากข้ึน ซ่ึง LDH เปนเอนไซมท่ีถูก
ปลอยออกจากเซลลท่ีตายแบบ necrosis ดังนั้นท่ีความเขมขนสูงๆ ของสารสกัดเถาวัลยเปรียง เซลลจึง
คาดวาจะมีการตายแบบ necrosis  แมวาเซลลจะตายแบบ necrosis แตก็พบวามีเซลลจํานวนหนึ่งท่ีมี
การตายแบบ apoptosis เนื่องจากพบวามีแนวโนมของการเพ่ิมข้ึนของการทํางานของ caspase-3 และ
การเพ่ิมการแสดงออกของ Bax protein สวน Bcl-2 protein มีการเปลี่ยนแปลงเพียงเล็กนอย 
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0สารสกัดเถาวัลยเปรียงสามารถยับยั้งการเจริญเติบโตของเซลลมะเร็งลําไสใหญได โดยสามารถ
เหนี่ยวนําเซลลใหมีการตายท้ังแบบ apoptosis และ necrosis ได  ดังนั้น เถาวัลยเปรียงจึงเปน
สมุนไพรท่ีอาจสามารถพัฒนาใหมีศักยภาพเพ่ิมมากข้ึนในการปองกันการเกิดมะเร็งลําไสใหญไดตอไปใน
อนาคต 

 
0ผลการศึกษาของโครงการวิจัยนี้ ไดมีการเผยแพรใน 2 รูปแบบ คือ การนําเสนอในรูปแบบ

โปสเตอรในงานประชุมวิชาการระดับชาติ และการตีพิมพผลงานในวารสารระดับชาติ 0 (ดังแสดงไวใน
ภาคผนวก) 
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บทที่ 1 

บทนํา (Introduction) 
 

0มะเร็งลําไสใหญ (colon cancer) เปนมะเร็งท่ีพบมากเปนอันดับตนๆของมะเร็งชนิดตางๆ [1]  
โดยสาเหตุนั้นอาจเกิดมาจากปจจัยทางพันธุกรรมและสิ่งแวดลอม โดยพบวาสาเหตุหลักท่ีสําคัญของการ
เกิดมะเร็งลําไสใหญเก่ียวของกับอาหารท่ีรับประทาน เชน การรับประทานอาหารประเภทเนื้อสัตวและ
ไขมันในปริมาณสูง หรืออาหารท่ีมีเสนใยนอย พฤติกรรมในการดํารงชีวิตอ่ืนๆ ท่ีเพ่ิมความเสี่ยงตอการ
เกิดมะเร็งลําไสใหญ ไดแก การไมออกกําลังกาย การสูบบุหรี่ ดื่มสุรา และการขาดสารอาหารบางชนิด 
เชน folate และ methionine [2] ในประเทศท่ีกําลังพัฒนาอัตราการเกิดมะเร็งลําไสใหญจะสูงข้ึนใน
กลุมคนเมือง    เม่ือเปรียบเทียบกับคนในชนบท ซ่ึงเปนผลมาจากความแตกตางของลักษณะของอาหาร 
ซ่ึงเปนกลุมคนท่ีทานอาหารประเภทเนื้อสัตวมาก อาหารท่ีมีเสนใยต่ํา รวมท้ังอาหารท่ีมีปริมาณไขมัน
หรือน้ําตาลสูง  เนื่องจากมะเร็งลําไสใหญเกิดมาจากปจจัยของการรับประทานอาหารเปนสําคัญ จึงเชื่อ
กันวาการเกิดมะเร็งชนิดนี้สามารถปองกันได (preventive cancer) โดยการปรับเปลี่ยนพฤติกรรมการ
ทานอาหาร หรือทานอาหารเสริมท่ีสามารถลดความเสี่ยงตอการเกิดมะเร็งลําไส [3] 

 
0เชื่อกันวาการรับประทานอาหารท่ีมีเสนใยสูง  สามารถลดความเสี่ยงตอการเกิดมะเร็งลําไส

ใหญได แตจากผลการวิจัยจากท่ีตางๆ พบวา ยังมีความขัดแยงกันและยังไมสามารถสรุปได  แนชัดถึง
บทบาทการปองกันมะเร็งลําไสของอาหารท่ีมีเสนใยสูง [4] นอกจากอาหารเสนใยแลว มีการศึกษา
จํานวนมากท่ีพยายามคนหาวิธีการปองกันมะเร็งลําไสจากการทานอาหารเสริมชนิดตางๆ เชน 
การศึกษากรดไขมันไมอ่ิมตัว (n-3 polyunsaturated fatty acids) ในน้ํามันปลา พบวาสามารถ
ปองกันการเกิดมะเร็งลําไสไดในสัตวทดลอง [5] การเสริมวิตามินดีและแคลเซียมก็พบวาชวยลดความ
เสี่ยงตอการเกิดมะเร็งลําไสได [2] นอกจากนี้ มีการศึกษาพบวาวิตามินอีชวยปองกันการเกิดมะเร็งลําไส
ไดเชนกัน ซ่ึงสวนหนึ่งเปนผลมาจากความสามารถในการตานอนุมูลอิสระภายในลําไส [6]   ในปจจุบัน 
ไดมีการศึกษาวิจัยสารจากธรรมชาติหรือสารสกัดสมุนไพรหลายชนิด ในการปองกันการเกิดมะเร็งลําไส
ใหญ โดยวิธีการศึกษา สามารถทําไดโดยทดสอบในสัตวทดลองและในเซลลเพาะเลี้ยง ซ่ึงการใช colon 
adenoma cell lines พบวาเปนวิธีท่ีเชื่อถือไดและนิยมใชในการวิจัยเพ่ือคัดกรองคนหาสารท่ีมีฤทธิ์
ตานมะเร็ง (chemopreventive effect) [7] มีการศึกษาสารจากพืชหลายชนิดท่ีพบวามีฤทธิ์ยับยั้งการ
เจริญเติบโตหรือกระตุนใหเกิด apoptosis ของเซลลมะเร็งเพาะเลี้ยง เชน สารกลุม flavonoids, 
lignans, indoles และ isothiocyanates [8-10] ในเบื้องตน คณะผูวิจัยไดทําการทดสอบสารสกัดจาก
สมุนไพรหลายชนิดท่ีมีการใชในชุมชน พบวา เถาวัลยเปรียง (Derris scandens Benth) มีฤทธิ์ในการ
ยับยั้งการเพ่ิมจํานวนเซลลมะเร็ง (anti-proliferative effect) ซ่ึงผลของสารสกัดอาจทําใหเซลลตาย
หรือหยุดการเจริญเติบโตได  และนอกจากนี้ยังพบวาสารสกัดนี้ อาจมีสวนทําใหเซลลเกิดตายแบบ 
apoptosis แตอยางไรก็ตาม รายงานการวิจัยเก่ียวกับสมุนไพรชนิดนี้มีจํานวนนอยมาก ในประเทศไทย
เถาวัลยเปรียงเปนสมุนไพรท่ีมีการศึกษาพบวามีฤทธิ์    ลดอาการปวด จึงมีการใชบรรเทาท้ังการปวด
กลามเนื้อ ปวดหลังและปวดขอ และมีการนํามาผลิตเปนชาดื่มเพ่ือสุขภาพ และมีแนวโนมท่ีจะพัฒนา
เปนยาเพ่ือใชแทนยา กลุมสเตียรอยด (steroids) สวนขอมูลในการตานมะเร็งของเถาวัลยเปรียงนั้น ยัง
ไมพบรายงาน เนื่องจากเปนสมุนไพรท่ีมีการใชรับประทานเพ่ือลดอาการปวดและมีผลิตภัณฑวางขาย
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แลว คาดวาเถาวัลยเปรียงนาจะเปนสมุนไพรท่ีมีความปลอดภัยตอเซลลปกติ จึงเปนท่ีนาแปลกใจ
สําหรับคณะผูวิจัยท่ีสมุนไพรนี้มีฤทธิ์ลดการเจริญเติบโตของเซลลมะเร็งลําไสใหญไดคณะผูวิจัยจึงสนใจท่ี
จะศึกษาฤทธิ์ตานมะเร็งลําไสใหญของสมุนไพรชนิดนี้ โดยทําการศึกษาในเซลลเพาะเลี้ยง ดังนั้น
โครงการวิจัยนี้ จึงเปนการศึกษาเพ่ือคนหากลไกระดับโมเลกุลของสารสกัดเถาวัลยเปรียงท่ีเหนี่ยวนําให
เกิดการตายของเซลลแบบ apoptosis ซ่ึงไดแก การทดสอบการทํางานของเอนไซม caspase-3 รวมท้ัง
การเปลี่ยนแปลงการแสดงออกของโปรตีน (protein expression) ท่ีเก่ียวของกับกระบวนการ 
apoptosis ซ่ึงขอมูลท่ีไดนี้     จะเปนหลักฐานทางวิทยาศาสตรท่ีสําคัญท่ีแสดงถึงกลไกการออกฤทธิ์
ตานมะเร็งของสมุนไพรดังกลาว และยังเปนขอมูลเพ่ือใชในการสนับสนุนการทดสอบประสิทธิภาพของ
เถาวัลยเปรียงในสัตวทดลองตอไป 

 

วัตถุประสงค 

0เพ่ือศึกษากลไกการออกฤทธิ์ของสารสกัดเถาวัลยเปรียงในการเหนี่ยวนําใหเซลลมะเร็งลําไส
ใหญเพาะเลี้ยงตายแบบ apoptosis 

 

ประโยชนท่ีคาดวาจะไดรับ 

1. 0ทราบกลไกการออกฤทธิ์ของสารสกัดเถาวัลยเปรียงในการกระตุน apoptosis ของเซลลมะเร็ง
ลําไสใหญเพาะเลี้ยง 

2. 0ผลการวิจัยจะเปนหลักฐานทางวิทยาศาสตร และเปนขอมูลท่ีจะมีสวนชวยสนับสนุนการตอ
ยอดการรักษาเพ่ือพิสูจนประสิทธิภาพการตานมะเร็งลําไสในสัตวทดลองหรือในผูปวยตอไป 

3. 0ขอมูลท่ีไดจะมีสวนชวยแสดงศักยภาพของสมุนไพรดังกลาว ในการนําไปพัฒนาใหอยูในรูปของ
ยาหรือผลิตภัณฑเสริมอาหาร เพ่ือปองกันการเกิดมะเร็งลําไสใหญ 

4. 0 ผลการศึกษาท่ีไดจะนําไปเผยแพร โดยการนําเสนอผลงาน และ/หรือ ตี พิมพลงใน
วารสารวิชาการระดับนานาชาติหรือระดับชาติ 

5. 0เปดโอกาสใหนักวิจัยรุนใหม ซ่ึงเปนนิสิตปริญญาโทหรือเอกไดเขามามีสวนรวมในการวิจัย 
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บทที่ 2 

อุปกรณและวิธีการดําเนินการวิจัย (Materials & Methods) 
 

4เครื่องมือและอุปกรณ 
1. Autoclave (HA-300P, Hirayama Manufacturing Corporation) 
2. CO2-incubator (Forma series II, Thermo Fisher Scientific) 
3. Flow cytometer (BD Biosciences) 

4. Larminar air flow (Heal Force) 
5. Liquid nitrogen tank (Taylor Wharton) 
6. Microplate Spectrophotometer (Multimode detector DTX 880, Beckman Coulter) 
7. pH meter (Mettler-Teledo) 
8. PVDF membrane (Pierce)  
9. Vertical gel electrophoresis (Model Mini-Protean Tetra Cell, Biorad laboratory) 
 

0สารเคมี 
1. Annexin V-FITC apoptosis detection kit (BD Biosciences) 
2. Anti-human Bcl-2 (Cell signaling technology ) 
3. Anti-human Bax (Cell signaling technology) 
4. BCA protein assay kit (Pierce) 
5. Dulbecco’s modified eagle’s medium/Nutrient F-12 Ham (DMEM/F-12, Sigma) 

6. EnzChek caspase-3 assay kit (Invitrogen) 
7. Fetal bovine serum (FBS, Gibco) 
8. Goat anti-rabbit IgG conjugated alkaline phosphatase (Cell signaling) 
9. Penicillin/Streptomycin (Gibco) 
10. Triazolyl tetrazolium bromide (MTT, Amresco) 
11. 0.25% Trypsin/EDTA (Gibco) 
12. 0สารเคมีอ่ืนๆซ้ือจาก Sigma chemical Co. (St. Louis, Mo) 
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วิธีการดําเนินการวิจัย 
 

1. การเตรียมสารสกัดสมุนไพร 
0เก็บตัวอยางสมุนไพร โดยบันทึกแหลงท่ีเก็บและทําตัวอยางพืชแหง (voucher specimen) ไว

ท่ีคณะเภสัชศาสตร มหาวิทยาลัยนเรศวร และ PBM Herbarium มหาวิทยาลัยมหิดล เพ่ือใชในการ
อางอิงและตรวจสอบชื่อพืชตอไป การเตรียมสารสกัดสมุนไพร โดยนําสวนของพืชท่ีตองการสกัดมาบด 

แลวอบใหแหงท่ีอุณหภูมิ 55°C การสกัดจะใชการหมักสมุนไพรแหงดวย methanol เปนเวลา 3 วัน 

และผานกระบวนการกรอง จากนั้นระเหยใหแหงภายใตความดันต่ํา และเก็บไวท่ีอุณหภูมิ -20°C 
 
42. การเพาะเล้ียงเซลล 
0เซลลท่ีใชในการศึกษา คือ SW480 human colon carcinoma cells ซ่ึงไดมาจาก 

American Type Culture Collection (ATCC) จากนั้นเลี้ยงเซลลดวยอาหารเลี้ยงเซลล DMEM/F12 
ท่ีมี 10% FBS และ 1% penicillin-streptomycin ในขวดเลี้ยงเซลลขนาด 75 cm3 ในตู CO2-

incubator ท่ีอุณหภูมิ 37°C และ 5% CO2 หลังจากเซลลเพ่ิมจํานวนจนเกือบเต็มพ้ืนของขวดเลี้ยง
เซลล (90-95% confluent) จึงทําการ subculture โดยการลอกเซลลออกจากพ้ืนขวดเลี้ยงเซลล 
(detach) ดวย 0.25% trypsin ใน Ca2+, Mg2+free phosphate buffer (PBS) ท่ีมี 0.2 g/L EDTA 
โดยใช split ratio 1:4 ในทุกๆ 3-4 วัน 0และจะเริ่มนับเปน passage ท่ี 1 และเริ่มแบงเก็บเซลลแชแข็ง 
(freeze cell)เม่ือเซลลอยูใน passage ท่ี 5  ซ่ึงเซลลท่ีใชในการทดลองนี้จะเริ่มใชในชวงของ passage 
ท่ี  10 – 20       

 
43. การวัดการมีชีวิตของเซลล (cell viability determination) 
3.1 MTT assay 
ทําการทดสอบการมีชีวิตของเซลล SW480 โดยการวัดดวยวิธี MTT assay [3-(3,5-

dimethylthiazol-2,5-diphenyltetra-zolium bromide), MTT]  โดยเลี้ยงเซลลจํานวน 1×104 
เซลล ตอ well ใน 96-wells cell culture plate เปนระยะเวลา 24 ชั่วโมง หลังจากนั้นเปลี่ยนอาหาร
เลี้ยงเซลลเดิมออก และเติมอาหารเลี้ยงเซลล DMEM/F-12 ท่ีมีสารสกัดเถาวัลยเปรียงลงไป โดยเลือกใช
ความเขมขนของสารสกัดเถาวัลยเปรียงเทากับ 0.625, 1.25, 2.5, 5 และ10 µg/ml ซ่ึงละลายใน 
DMSO ท่ีความเขมขนสุดทายเทากับ 0.25% ในอาหารเลี้ยงเซลล และใช 0.25% DMSO เปนกลุม
ควบคุม และนําเซลลไปเลี้ยงตอใน     ตู CO2 – incubator เปนเวลา 24 ชั่วโมง จากนั้นเติม 10 µl 
ของ MTT (5 mg/ml ใน PBS) ใน 2 ชั่วโมงกอนสิ้นสุดการทดสอบ  จึงนําเอาอาหารเลี้ยงเซลลออก 

และเติม 200 [µl DMSO : EtOH (1:1)] และ incubate ท่ี 37 °C เปนเวลา 5 นาที  กอนนําไปอานคา
การดูดกลืนแสงท่ี 570 nm ดวย 0spectrophotometer 

 
 3.2 Crystal violet staining assay (Sharma et al., 2009) 

การทดสอบการมีชีวิตของเซลล SW480 สามารถวัดโดยตรงดวยวิธียอมเซลลดวย crystal 
violet [11] จากนั้นจึงวัดคาการดูดกลืนแสงดวยเครื่อง spectrophotometer โดยเลี้ยงเซลลจํานวน 
1×104 เซลล ตอ well ใน 96-wells cell culture plate เปนระยะเวลา 24 ชั่วโมง หลังจากนั้น
เปลี่ยนอาหารเลี้ยงเซลลเดิมออก และเติมอาหารเลี้ยงเซลล DMEM/F-12 ท่ีมีสารสกัดเถาวัลยเปรียงลง
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ไป โดยเลือกใชความเขมขนของสารสกัดเถาวัลยเปรียงเทากับ 0.625, 1.25, 2.5, 5 และ10 µg/ml ซ่ึง
ละลายใน DMSO ท่ีความเขมขนสุดทายเทากับ 0.25% ในอาหารเลี้ยงเซลล และใช 0.25% DMSO 
เปนกลุมควบคุม0 จากนั้นเปลี่ยนอาหารเลี้ยงเซลลออกแลวเติม 4% formaldehyde จํานวน 100 µl 
เปนเวลา 1 ชม. และลางเซลลดวย PBS กอน 1 ครั้ง แลวจึงเติม crystal violet dye (0.02% ใน 2% 
ethanol) จํานวน 100 µl เปนเวลา 30 นาที และทําการลางเซลลอีกครั้งดวยน้ํากลั่นกอนเติม 10% 

acetic acid จํานวน 100 µl และนํา plate ไป incubate ท่ี 37°C เปนเวลา 10 นาที กอนนําไปอาน
คาการดูดกลืนแสงท่ี 595 nm ดวย 0spectrophotometer 

 
43.3 Lactate dehydrogenase (LDH) activity 
0ทําการวัดการทํางานของเอนไซม LDH ท่ีถูกปลอยออกจากเซลลท่ีตายแบบ necrosis ดวยวิธี 

LDH assay โดยเลี้ยงเซลลจํานวน 1×104 เซลล ตอ well ใน 96-wells cell culture plate เปน
ระยะเวลา 24 ชั่วโมง หลังจากนั้นเปลี่ยนอาหารเลี้ยงเซลลเดิมออก และเติมอาหารเลี้ยงเซลล 
DMEM/F-12 ท่ีมีสารสกัดเถาวัลยเปรียงลงไป โดยเลือกใชความเขมขนของสารสกัดเถาวัลยเปรียง
เทากับ 0.625, 1.25, 2.5, 5 และ10 µg/ml ซ่ึงละลายใน DMSO ท่ีความเขมขนสุดทายเทากับ 0.25% 
ในอาหารเลี้ยงเซลล และใช 0.25% DMSO เปนกลุมควบคุม0 จากนั้นเก็บ 0100 µl ของอาหารเลี้ยงเซลล
มาวัดปริมาณของเอนไซม LDH ท่ีหลั่งออกมาในอาหารเลี้ยงเซลล 0และเติม 0150 µl mixing reagent 
[20 mM Nicotinamide adenine dinucleotide (NADH), Soduim pyruvate และ PBS pH7.4 ใน
อัตราสวน 1:1:3] ซ่ึงเปนสารตั้งตนของปฏิกิริยาและติดตามการลดลงของ NADH ดวยการวัดคาการ
ดูดกลืนแสงท่ี 340 nm โดยวัดเปน kinetics ทุกๆ 5 นาที เปนเวลา 1 ชั่วโมง 0ดวยเครื่อง 
0spectrophotometer 
 

4 4 การวัด cell apoptosis ดวย flow cytometer  
 ทําการตรวจสอบการตายของเซลลแบบ apoptosis ดวยชุดทดสอบ annexin V-FITC 

apoptosis detection kit (BD Bioscience) โดยมีข้ันตอน 4การทําดังนี้ เลี้ยงเซลล SW480 จํานวน 
1×106 เซลล ในจานเลี้ยงเซลลขนาด 60-mm เปนระยะเวลา 24 ชั่วโมง หลังจากนั้นเปลี่ยนอาหาร
เลี้ยงเซลลเดิมออก และเติมอาหารเลี้ยงเซลล DMEM/F-12 ท่ีมีสารสกัดเถาวัลยเปรียงลงไป โดยเลือกใช
ความเขมขนของสารสกัดเถาวัลยเปรียงเทากับ 0.625, 1.25, 2.5, 5 และ10 µg/ml ซ่ึงละลายใน 
DMSO เปนระยะเวลา 24 ชั่วโมง (ความเขมขนสุดทายของ DMSO เทากับ 0.25% ในอาหารเลี้ยง
เซลล) และใช 0.25% DMSO เปนกลุมควบคุม 4 หลัง 0จากนั้นเซลลท่ีพ้ืนจานเลี้ยงเซลลดวย PBS buffer 
1 ครั้ง และลอกเซลลโดยใชดวย 0.25% trypsin/EDTA จากนั้นทําการกระจายเซลลดวย 100 µl 
1Xbinding buffer และนําเซลลมายอมดวยสี annexin V-FITC และ propidium Iodide (PI) จากนั้น
วิเคราะหเซลลดวยเครื่อง flow cytometer และทําการแปลผลโดยใชโปรแกรม CellQuestPro 
software (ตารางท่ี 1)  
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ตาราง 1 การวิเคราะหผลของเซลลท่ียอมดวย annexin V-FITC และ PI ภายหลังการวิเคราะหดวย
เครื่อง flow cytometer 

 
ชนิดของเซลล Annexin V-FITC PI 

เซลลมีชีวิต (Viable cells) - ve - ve 
เซลลท่ีตายแบบ apoptotis ระยะแรก  
(Early apoptotic cells) 

+ ve - ve 

เซลลท่ีตายแบบ apoptotis ระยะสุดทาย   
(Late apoptotic cells) 

+ ve + ve 

เซลลท่ีตายแบบ necrosis - ve + ve 
 

 5. การวัด caspase-3 activity 
0 ทํา 0การวัดการทํางานของเอนไซม caspase-3 ท่ีพบการทํางานเพ่ิมข้ึนเม่ือเซลลมีการตายแบบ  

apoptosis ดวยชุดทดสอบ 4EnzChek®Caspase-3 Assay Kit โดยมีข้ันตอนการทํา 4ดังนี้ เลี้ยงเซลล 
SW480 จํานวน 1×106 เซลล ในจานเลี้ยงเซลลขนาด 60-mm เปนระยะเวลา 24 ชั่วโมง หลังจากนั้น
เปลี่ยนอาหารเลี้ยงเซลลเดิมออก และเติมอาหารเลี้ยงเซลล DMEM/F-12 ท่ีมีสารสกัดเถาวัลยเปรียงลง
ไป โดยเลือกใชความเขมขนของสารสกัดเถาวัลยเปรียงเทากับ 0.625, 1.25, 2.5, 5 และ10 µg/ml ซ่ึง
ละลายใน DMSO เปนระยะเวลา 24 ชั่วโมง (ความเขมขนสุดทายของ DMSO เทากับ 0.25% ใน
อาหารเลี้ยงเซลล) และใช 0.25% DMSO เปนกลุมควบคุม 0 เม่ือสิ้นสุดการทดลอง ลางเซลลดวย PBS 
และทําใหเซลลแตกดวย lysis buffer (200 mM Tris pH7.5, 2 M Nacl, 20 mM EDTA, 0.2% 
TritonTM X-100) จากนั้นปนเก็บสวน supernatant และวัดปริมาณโปรตีนดวย BCA protein assay 
kit 0(Pierce) เพ่ือนํามาใชในการคํานวณหา caspase-3 activity ตอปริมาณโปรตีน จากนั้นเติม cell 
lysate จํานวน 25 µl และ caspase-3 substrate working solution (rhodamine 110 bis-(N-
CBZ-L-aspartyl-Lglutamyl-L-valyl-L-aspartic acid amide,           Z-DEVD–R110) จํานวน 25 
µl จากนั้นวัดคา fluorescence ของ 0rhodamine 110 (R110) ดวย 0spectrophotometer ท่ี 
excitation 485 nm และ emission 535 nm  

 
 6. การวัดการแสดงออกของโปรตีน Bcl-2 และ Bax  
 ทําการเลี้ยงเซลล SW480 จํานวน 1×106 เซลล ในจานเลี้ยงเซลลขนาด 60-mm เปน

ระยะเวลา 24 ชั่วโมง หลังจากนั้นเปลี่ยนอาหารเลี้ยงเซลลเดิมออกและเติมอาหารเลี้ยงเซลล DMEM/F-
12 ท่ีมีสารสกัดเถาวัลยเปรียงลงไป โดยเลือกใชความเขมขนของสารสกัดเถาวัลยเปรียงเทากับ 2.5, 5 
และ10 µg/ml ซ่ึงละลายใน DMSO เปนระยะเวลา 24 ชั่วโมง (ความเขมขนสุดทายของ DMSO 
เทากับ 0.25% ในอาหารเลี้ยงเซลล) และใช 0.25% DMSO เปนกลุมควบคุม 0จากนั้นลางดวย PBS 
buffer แลวทําใหเซลลแตกดวย M-PER® lysis buffer (Pierce) จากนั้นปนเก็บสวน supernatant 
และวัดปริมาณโปรตีนดวย BCA protein assay kit จากนั้นนําโปรตีนปริมาณ 20 µg มาทําการแยก
โดยใช sodium dodecyl sulphate polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE)  และยาย
โปรตีนจาก gel ลงบนแผน polyvinylidene difluoride (PVDF membrane) จากนั้นทําการ block 
non-specific binding ดวย 5% skim milk เปนระยะเวลา 1 ชั่วโมง จากนั้นลาง membrane ดวย 
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0.05% Tween ใน Tris buffer pH 7.6 ท้ังหมด 3 ครั้ง ครั้งละ 10 นาที และนํา membrane มาเติม 

primary antibody: anti-Bcl-2 หรือ anti-Bax ท่ี dilution 1:2000 กอนจะบมท่ีอุณหภูมิ 4°C เปน
เวลา 1 คืน จากนั้นลาง membrane ดวย 0.05% Tween-TBS pH 7.6 ท้ังหมด 3 ครั้ง ครั้งละ 10 
นาที จึงเติม secondary antibody: goat anti-rabbit IgG-alkaline phosphatase (AP) ท่ี dilution 
1:10,000 และบมท่ีอุณหภูมิหอง เปนเวลา 1 ชม. และลาง membrane ดวย 0.05% Tween-TBS pH 
7.6 ท้ังหมด 3 ครั้ง ครั้งละ 10 นาที จากนั้นตรวจแถบการแสดงออกของโปรตีน Bcl-2 หรือ Bax โดย
เติม 05-bromo-4-chloro-3-indolylphosphate/nitroblue tetrazolium (BCIP/NBT) ซ่ึงเปน 
substrate ของเอนไซม 0alkaline phosphatase 

 
7. วิเคราะหขอมูล 
0การทดลองท้ังหมดจะทําซํ้าอยางนอย 3 ครั้ง ขอมูลท่ีไดจะนํามาวิเคราะห โดยใชคาทางสถิติ 

ANOVA ในการประเมินความแตกตางอยางมีนัยสําคัญ (p < 0.05) ระหวางกลุม treatment และกลุม
ควบคุม 
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บทที่ 3 

ผลการทดลอง (Results) 

 
4ผลของสารสกัดเถาวัลยเปรียงตอการเจริญเติบโตของเซลลมะเร็งลําไสใหญเพาะเล้ียง 
 

ในการทดสอบฤทธิ์ของสารสกัดเถาวัลยเปรียงตอการเจริญเติบโตของเซลล SW480 cell line 
โดยเลี้ยงเซลล ใน 96 well microplate ดวยอาหารเลี้ยงเซลลท่ีมีสารสกัดเถาวัลยเปรียงท่ีความเขมขน
ตางๆ (0.625, 1.25, 2.5, 5.0 และ 10.0 µg/ml) เปนเวลา 24 ชม จากนั้นทําการวิเคราะหจํานวนของ
เซลลท่ีรอดชีวิตอยู (cell viability) ดวย MTT assay และ Crystal violet staining assay (รูปท่ี 1 
และ 2) การวัดการอยูรอดของเซลลมะเร็งลําไสใหญ SW480 ดวยวิธี MTT assay (รูปท่ี 1)  พบวา สาร
สกัดเถาวัลยเปรียงท่ีความเขมขนต่ําๆ (0.625-2.5 µg/ml) ยังสามารถทําใหเซลลมะเร็งลําไสมีการ
แบงตัว และยังมีการเจริญเติบโตท่ีลดลงเล็กนอยเม่ือเปรียบเทียบกับกลุมควบคุม (control cell) สวน
สารสกัดเถาวัลยเปรียงท่ีความเขมขนสูงๆ ตั้งแต 5.0 µg/ml ข้ึนไปทําใหจํานวนเซลลมะเร็งลําไสลดลง
ไปจํานวนมาก คาดวาสารสกัดเถาวัลยเปรียงอาจจะเหนี่ยวนําใหเซลลมะเร็งลําไสใหญเกิดภาวะ 
necrosis หรือ apoptosis โดยเหนี่ยวนําใหเซลลมะเร็งตายหรือทําใหเกิดการหยุดการแบงตัวของเซลล
โดยรบกวนกระบวนการ cell cycle ของเซลลมะเร็ง ซ่ึงเม่ือทําการทดสอบ cell viability ดวยวิธี 
crystal violet staining assay (รูปท่ี 2) พบวาลักษณะการเจริญเติบโตของเซลลมะเร็งลําไสใหญ
เปนไปตามลักษณะเชนเดียวกับวิธี MTT assay กลาวคือ ท่ีความเขมขนต่ําของสารสกัดเถาวัลยเปรียง 
เซลลยังมีการเจริญเติบโตลดลงเล็กนอยเม่ือเปรียบเทียบกับกลุมควบคุม (control cell) สวนสารสกัด
เถาวัลยเปรียงท่ีความเขมขนสูงๆ ตั้งแต 5.0 µg/ml ข้ึนไปทําใหจํานวนเซลลมะเร็งลําไสลดลงไปอยาง
เห็นไดชัดเม่ือเปรียบเทียบกับกลุมควบคุม  
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รูปท่ี 1 ผลของสารสกัดเถาวัลยเปรียงตอการเจริญเติบโตของเซลลมะเร็งลําไสใหญ SW480 cell 
line เลี้ยงเซลลดวยอาหารท่ีมีสารสกัดเถาวัลยเปรียงท่ีละลายใน DMSO ความเขมขนสุดทายใน
อาหารเปน 0.25% หลังจากนั้น 24 ชม วัดจํานวนเซลลท่ีเหลืออยูดวย MTT assay กลุมควบคุม 
(control) คือเซลลท่ีไมไดรับสารสกัด แสดงผลเปน % control (Mean ± SEM) จาก 3 การ
ทดลอง 
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รูปท่ี 2 ผลของสารสกัดเถาวัลยเปรียงตอการเจริญเติบโตของเซลลมะเร็งลําไสใหญ SW 480 
cell line เลี้ยงเซลลดวยอาหารท่ีมีสารสกัดเถาวัลยเปรียงท่ีละลายใน DMSO ความเขมขน
สุดทายในอาหารเปน 0.25% หลังจากนั้น 24 ชม วัดจํานวนเซลลท่ีเหลืออยูดวย Crystal violet 
staining assay กลุมควบคุม (control) คือเซลลท่ีไมไดรับสารสกัด แสดงผลเปน % control 
(Mean ± SEM) จาก 3 การทดลอง 

 
 



 
 

10 
 

นอกจากการทดสอบฤทธิ์สารสกัดเถาวัลยเปรียงตอการเจริญเติบโตของเซลลมะเร็งลําไสใหญ
ดวย MTT assay และ Crystal violet staining assay แลวหลังจากเลี้ยงเซลล SW480 ดวยสารสกัด
เถาวัลยเปรียงเปนเวลา 24 ชม. ไดนําอาหารเลี้ยงเซลลไปทดสอบการหลั่ง lactate dehydrogenase 
(LDH)  โดยวิธี LDH assay ซ่ึงเปนสัญญาณของการเกิด cell necrosis จากการท่ีเยื่อหุมเซลลถูก
ทําลาย และมีการหลั่ง LDH ออกมาภายนอกเซลล จากผลการทดลอง (รูปท่ี 3) พบวา เซลลมะเร็ง
ลําไสท่ีเลี้ยงดวยอาหารเลี้ยงเซลลท่ีมีสารสกัดจากเถาวัลยเปรียงท่ีความเขมขนต่ําๆ ไมมีการหลั่งของ 
LDH เม่ือเปรียบเทียบกับกลุมควบคุม สวนท่ีความเขมขนตั้งแต 5.0 µg/ml ข้ึนไป มีการหลั่งของ LDH 
เพ่ิมมากข้ึนตามความเขมขนของสารสกัดเถาวัลยเปรียง  จากผลการทดลองดังกลาว คาดวาท่ีความ
เขมขนของสารสกัดเถาวัลยเปรียงตั้งแต 5.0 µg/ml ข้ึนไป นาจะเหนี่ยวนําใหเซลลเกิดภาวะ necrosis 
เพราะผลของการหลั่ง LDH ท่ีเพ่ิมมากข้ึน สวนท่ีความเขมขนต่ําๆ ของสารสกัดเถาวัลยเปรียงนาจะ
เหนี่ยวนําใหเซลลเกิดภาวะ apoptosis เพราะจากการวัดการอยูรอดของเซลล ดวยวิธี MTT assay 
และ Crystal violet staining assay พบวาเซลลบางสวนมีการเจริญเติบโตท่ีลดลงเล็กนอยเม่ือเทียบ
กับกลุมควบคุม ซ่ึงคาดวานาจะเกิด apoptosis  
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รูปท่ี 3 ผลของสารสกัดเถาวัลยเปรียงตอการตายแบบ necrosis ของเซลลมะเร็งลําไสใหญ 
SW480 cell line เลี้ยงเซลลดวยอาหารท่ีมีสารสกัดเถาวัลยเปรียงท่ีละลายใน DMSO ความ
เขมขนสุดทายในอาหารเปน 0.25% หลังจากนั้น 24 ชม จากนั้นนําไปวัดปริมาณ lactate 
dehydrogenase ดวย LDH assay กลุมควบคุม (control) คือเซลลท่ีไมไดรับสารสกัด แสดงผล
เปน % control of LDH release (Mean±SEM) จาก 3 การทดลอง 
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ผลของสารสกัดเถาวัลยเปรียงตอการตายแบบ apoptosis ของเซลลมะเร็งลําไสใหญเพาะเล้ียง 
 
 ในการทดสอบฤทธิ์ของสารสกัดเถาวัลยเปรียงตอการตายแบบ apoptosis ของ SW480 cell 
line ดวยชุดทดสอบ4 annexin-V FITC apoptosis detection kit และวิเคราะหผลดวยเครื่อง flow 
cytometer  ซ่ึทําไดโดยการ เลี้ยงเซลล SW480 จํานวน 7×105 เซลล ใน 60-mm cell culture dish 
และเติมอาหารเลี้ยงเซลล DMEM/F-12 ท่ีมีสารสกัดเถาวัลยเปรียงท่ีความเขมขนตางๆ (0.625, 1.25, 
2.5, 5.0 และ 10.0 µg/ml) เปนเวลา 24 ชม4 พบวาสารสกัดเถาวัลยเปรียงท่ีความเขมขนตั้งแต 42.5 
µg/ml ข้ึนไปมีผลทําใหปริมาณของเซลลท่ีมีชีวิตอยู4ลดลงแตกตางจากกลุมควบคุมท่ีเติมอาหารเลี้ยง
เซลล DMEM/F-12 อยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p < 0.05) นอกจากนี้ยังพบวาสารสกัดเถาวัลยเปรียงท่ี
ความเขมขน4 5 และ 10 µg/ml สงผลใหเซลลมะเร็งลําไสใหญ SW480 มีการตายแบบ apoptosis 
เพ่ิมข้ึน โดยจํานวนเซลลท่ีพบสวนใหญอยูท้ังในระยะ early และ late apoptosis แมวามีเพียงระยะ 
late apoptosis เทานั้นท่ีมีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p < 0.05) เม่ือเปรียบเทียบกับ4

กลุมควบคุมท่ีเติมอาหารเลี้ยงเซลล DMEM/F-12 
ดังแสดงใน ตารางท่ี 1 และรูปท่ี 4 นอกจากนี้ยังพบวา สารสกัดเถาวัลยเปรียงท่ีความเขมขนสูงนี้ยังทํา
ใหเกิดเซลลมีการตายแบบ necrosis เพ่ิมข้ึนไดเชนกัน 
 
 
4ตารางท่ี 2 ผลของสารสกัดเถาวัลยเปรียงตอการเกิด cell apoptosis ในเซลล SW480 
 

4ความเขมขนของสารสกัด
เถาวัลยเปรียง (µg/ml) 

0เซลลมีชีวิต 
0(Live cells) 

0ระยะแรกของ 
cell 

apoptosis 

0ระยะสุดทาย 
apoptosis 

0เซลลตายแบบ
necrosis 

Control cells 90.87 ± 2.02 1.63 ± 1.23 4.20 ± 1.24 3.30 ± 1.29 
0.25 % DMSO 89.22 ± 1.59 1.85 ± 1.36 4.00 ± 1.93 4.94 ± 1.69 

0.3125 88.34 ± 1.75 2.09 ± 1.07 4.67 ± 1.67 4.91 ± 1.28 
0.625 91.03 ± 4.83 2.11 ± 0.65 4.77 ± 1.22 4.60 ± 1.52 
1.25 88.14 ± 2.49 1.78 ± 0.70 4.97 ± 1.65 5.11 ± 1.87 
2.5  87.58 ± 1.08* 1.67 ± 1.43 4.34 ± 0.80 6.42 ± 3.00 
5.0  81.58 ± 4.36* 2.09 ± 1.46 7.43 ± 1.79* 8.91 ± 4.27 
10.0  76.77± 5.66* 3.29 ± 2.60 8.94 ± 3.03* 11.01 ± 6.71 

 
4หมายเหตุ  คาท่ีแสดงเปนรอยละของเซลลท้ังหมด โดยเปนคาเฉลี่ยจาก 4 การทดลอง 

* p < 0.05 เปรียบเทียบกับกลุมควบคุม (control cell)
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รูปท่ี 4 ผลของสารสกัดเถาวัลยเปรียงตอการเกิด cell apoptosis ของเซลลมะเร็งลําไสใหญ 
SW480 cell line เลี้ยงเซลลดวยอาหารท่ีมีสารสกัดเถาวัลยเปรียงท่ีละลายใน DMSO ความ
เขมขนสุดทายในอาหารเปน 0.25% หลังจากนั้น 24 ชม แลวทําการประเมิน cell apoptosis 
ดวย flow cytometer แสดงผลเปน รอยละของเซลลท้ังหมด (Mean±SD) จาก 4 การทดลอง 

 
 
4ผลของสารสกัดเถาวัลยเปรียงตอการทํางานของเอนไซม caspase-3 
 

จากการท่ีสารสกัดเถาวัลยเปรียง 4ท่ีความเขมขน 4 5 และ 10 µg/ml สามารถเหนี่ยวนําให 4
เซลลมะเร็งลําไสใหญ SW480 cells เกิดการตายแบบ apoptosis ดังนั้นเพ่ือเปนการยืนยันผลการ
ทดสอบจึงทําการศึกษาเพ่ิมเติมเก่ียวกับการทํางานของเอนไซม caspase-3 ซ่ึงมีบทบาทสําคัญใน
กระบวนการตายแบบ apoptosis โดยเม่ือเซลลมีการตายแบบ apoptosis จะกระตุนใหมีการหลั่ง
เอนไซม caspase-3 เพ่ิมข้ึนเม่ือเปรียบเทียบกับเซลลปกติท่ีไมไดเติมสารสกัดลงไป หลังจากเลี้ยงเซลลท่ี
มีสารสกัดเถาวัลยเปรียงท่ีความเขมขนและเวลาเชนเดียวกับการทดสอบ cell apoptosis จากนั้นจึง
เก็บเซลลและนําไปวัดการทํางานของ caspase-3 activity (รูปท่ี 5) ผลการทดลองพบวา สารสกัด
เถาวัลยเปรียงสามารถกระตุนใหมีการหลั่งเอนไซม caspase-3 ในเซลล SW480 เพ่ิมข้ึนตามความ
เขมขนของสารสกัดท่ีเพ่ิมข้ึน (dose-dependent manner) โดย 4ความเขมขนของ 4สารสกัด
เถาวัลยเปรียงท่ี 5 และ 10 µg/ml มีแนวโนมของ caspase-3 activity เพ่ิมข้ึนสูงมากเม่ือเปรียบเทียบ
กับกลุมควบคุมท่ีเติม 0.25% DMSO ลงไป แตถึงอยางไรก็ตามก็ไมมีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทาง
สถิติ 
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รูปท่ี 05 ผลของสารสกัดเถาวัลยเปรียงตอการทํางานของ caspase-3 activity ของเซลลมะเร็ง
ลําไสใหญ SW480 cell line เลี้ยงเซลลดวยอาหารท่ีมีสารสกัดเถาวัลยเปรียงท่ีละลายใน DMSO 
ความเขมขนสุดทายในอาหารเปน 0.25% หลังจากนั้น 24 ชม 0จากนําไปวัดการทํางานของ 
caspase-3 activity ดวย Caspase-3 assay kit แสดงผลเปน %  of control ผลการทดลองท่ี
ไดแสดงเปนคา Mean±SEM จาก 5 การทดลอง 

 
 

4ผลของสารสกัดเถาวัลยเปรียงตอการแสดงออกของโปรตีน Bcl-2 และ Bax 
 

4การเกิดกระบวนตายแบบ apoptosis นอกจากมีการกระตุนการทํางานของเอนไซม0 caspase-
3 เพ่ิมข้ึนแลวยัง0เก่ียวของกับการเปลี่ยนแปลงการแสดงออกของโปรตีน (protein expression) ในกลุม
โปรตีน Bcl-2 family ดวย ในการทดลองครั้งนี้ไดศึกษาการแสดงออกของโปรตีน Bcl-2 ท่ีทําหนาท่ีเปน
ตัวตานกระบวนการตายแบบ apoptosis (anti-apoptotic protein) และโปรตีน Bax ซ่ึงทําหนาท่ีใน
การเหนี่ยวนําใหเซลลมีการตายแบบ apoptosis (pro-apoptotic protein) โดยเลี้ยงเซลลในอาหาร
เลี้ยงเซลล DMEM/F-12 ท่ี4มีสารสกัดเถาวัลยเปรียงท่ีความเขมขน4 2.5, 5 และ 10 µg/ml เปน
ระยะเวลา 24 ชม 4จากนั้นเก็บเซลลและคํานวณหาปริมาณโปรตีนเพ่ือนํามาตรวจสอบการแสดงออก
ของโปรตีน Bcl-2 และ Bax ดวยวิธ ีwestern blot (รูปท่ี 6) จากการทดลองพบวา 4เม่ือความเขมขน
ของสารสกัดเถาวัลยเปรียงเพ่ิมมากข้ึน การแสดงออกของปริมาณโปรตีน Bcl-2 มีแนวโนมท่ีจะลดลง 
เม่ือเปรียบเทียบกันกลุมควบคุมท่ีเติมอาหารเลี้ยงเซลล DMEM/F-12 (รูปท่ี 6A)4 ซ่ึงผลท่ีไดสอดคลองกับ
การทํางานของโปรตีน Bcl-2 ท่ีพบวา เม่ือเซลลมีการตายแบบ apoptosis เพ่ิมมากข้ึนจะสงผลใหมีการ
แสดงออกของโปรตีน Bcl-2 ท่ีลดลง แตจะตรงกันขามกับการแสดงออกของโปรตีน Bax ท่ีจะเพ่ิมมาก
ข้ึนเม่ือเซลลมีการตายแบบ apoptosis ท่ีเพ่ิมข้ึน จากการทดลองครั้งนี้พบวา เม่ือเติมสารสกัด
เถาวัลยเปรียงท่ีความเขมขน 2.5 และ4 5 µg/ml ปริมาณโปรตีน Bax ไมมีการเปลี่ยนแปลง เม่ือ
เปรียบเทียบกับกลุมควบคุมท่ีเติมอาหารเลี้ยงเซลล DMEM/F-12  แสดงใหเห็นวา สารสกัด
เถาวัลยเปรียงไมมีผลตอการแสดงออกของโปรตีน Bax (รูปท่ี 6A)4 แตท่ีความเขมขนสูงสุด 10 µg/ml 
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พบวา ปริมาณโปรตีน Bax มีแนวโนมท่ีเพ่ิมข้ึน เม่ือเปรียบเทียบกับกลุมควบคุม และเม่ือนําแถบของ
โปรตีนท่ีไดจากรูปท่ี 6A มาวิเคราะหหาปริมาณความเขมของแถบโปรตีนเพ่ือเปรียบเทียบกับกลุม
ควบคุมท่ีเติมอาหารเลี้ยงเซลล DMEM/F-12 โดยใชโปรแกรม Photoshop CS3 (รูปท่ี 6B) และ
คํานวณความเขมของแถบโปรตีนเปรียบเทียบกับกลุมควบคุม (% of control) พบวา ผลท่ีไดท้ังสองมี
ความสอดคลองกัน จากการทดลองครั้งนี้แสดงวา เม่ือเซลลมีการตายแบบ apoptosis จะสงผลใหมีการ
ทํางานของโปรตีน Bcl-2 ลดลง แตจะไปสงผลใหมีการกระตุนการทํางานของโปรตีน Bax เพ่ิมข้ึน 
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1รูปท่ี 6 ผลของสารสกัดเถาวัลยเปรียงตอการแสดงออกของโปรตีน Bcl-2 และ Bax ของ
เซลลมะเร็งลําไสใหญ SW480 cell line เลี้ยงเซลล SW480 ดวยสารสกัดเถาวัลยเปรียงท่ีความ
เขมขนตางๆ เปนเวลา 24 ชม จากนั้นใชปริมาณโปรตีน 20 µg ของเซลล SW480 มาแยก
โปรตีนดวย 12% SDS-PAGE เพ่ือดูการแสดงออกของโปรตีน Bcl-2 และ Bax ดวย western 
blotting (A) และคาความเขมของแบนโปรตีน (B) ผลการทดลองท่ีไดแสดงเปนคา Mean±SD 
จาก 3 การทดลอง 
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บทที่ 4 

สรุปและอภิปรายผลการทดลอง (Conclusion & Discussion) 

อภิปรายผล 

 
0ในการทดสอบฤทธิ์ของสารสกัดเถาวัลยเปรียงตอการเจริญเติบโตของเซลล SW480 cell line 

ดวยวิธี MTT assay และ Crystal violet staining assay โดยมีแนวโนมของการเจริญเติบโตของ
เซลลมะเร็งท่ีเปนไปในทางเดียวกัน พบวา สารสกัดเถาวัลยเปรียงท่ีความเขมขนต่ําๆ (0.625-2.5 
µg/ml) ยังสามารถทําใหเซลลมะเร็งลําไสมีการแบงตัว และยังมีการเจริญเติบโตท่ีลดลงเล็กนอยเม่ือ
เปรียบเทียบกับกลุมควบคุม (control cell) ซ่ึงอาจจะเปนการตายแบบภาวะ apoptosis สวนสารสกัด
เถาวัลยเปรียงท่ีความเขมขนสูงๆ ตั้งแต 5.0 µg/ml ข้ึนไปทําใหจํานวนเซลลมะเร็งลําไสลดลงไปจํานวน
มาก และเม่ือยืนยันผลโดยการศึกษาการหลั่ง LDH ก็ใหผลท่ีเปนไปในทางเดียวกัน พบวา สารสกัด
เถาวัลยเปรียงท่ีความเขมขนสูงข้ึนจะสามารถเหนี่ยวนําใหมีการหลั่ง LDH มากข้ึน ซ่ึง LDH เปนเอนไซม
ท่ีถูกปลอยออกจากเซลลท่ีตายแบบ necrosis ดังนั้นท่ีความเขมขนสูงๆ ของสารสกัดเถาวัลยเปรียง 
เซลลอาจจะมีการตายแบบ necrosis 

 
0จะเห็นไดวาสารสกัดจากเถาวัลยเปรียงมีสารสําคัญพวก isoflavone เชน genistein และอนุ

พันธุ ซ่ึงมีรายงานทางระบาดวิทยาวาประชากรท่ีรับประทานอาหารท่ีมี isoflavone สูง เชน ผลิตภัณฑ
จากถ่ัวเหลืองท่ีมี genistein และ daidzein เปนสวนประกอบหลัก จะชวยลดอุบัติการณการเกิดมะเร็ง
เตานม และลดอัตราการตายจากมะเร็งตอมลูกหมากได [12] ในการศึกษานี้สารสกัดเถาวัลยเปรียง
อาจจะเหนี่ยวนําใหเซลลมะเร็งตายท้ังภาวะท่ีเปนแบบ necrosis หรือ apoptosis หรือทําใหเกิดการ
หยุดการแบงตัวของเซลล จึงไดมีการศึกษาการทํางานของ caspase-3 activity ซ่ึงเปนเอนไซมท่ีสําคัญ
ท่ีเก่ียวของกับการตายของเซลลแบบ apoptosis [13] โดยศึกษาในระยะยาว เปนเวลา 24 ชม พบวา
การทํางานของเอนไซม caspase-3 มีแนวโนมเพ่ิมข้ึนเม่ือความเขมขนของสารสกัดเถาวัลยเปรียงเพ่ิม
มากข้ึน แตจากการทดลองจะพบวาไมมีความแตกตางทางสถิติเม่ือเปรียบเทียบกับกลุมควบคุมท่ีเติม
อาหารเลี้ยงเซลล DMEM/F-12 ซ่ึงผลท่ีไดจากการทดลองสอดคลองกับการวัดเซลล apoptosis ดวย
เครื่อง flow cytometer ท่ีพบวาสารสกัดเถาวัลยเปรียงมีการเหนี่ยวนําใหเซลลตายแบบ apoptosis 
เพ่ิมข้ึน แตเซลลท่ีพบสวนใหญอยูในระยะสุดทายของกระบวนการตายแบบ apoptosis ซ่ึงใกลเคียงกับ
การตายของเซลลแบบ necrosis มาก จึงอาจเปนไปไดวา เม่ือความเขมขนของสารสกัดเถาวัลยเปรียง
เพ่ิมมากข้ึน โดยเฉพาะความเขมขนท่ี 5-10 µg/ml  สามารถเหนี่ยวนําใหเซลลมีการตายแบบ 
apoptosis ในระยะสุดทายกอนท่ี membrane จะเสียสภาพและแตกออก จนกลายเปนการตายแบบ 
necrosis ทําใหตรวจพบการทํางานของเอนไซม caspase-3 เพ่ิมข้ึน แตไมแตกตางจากกลุมควบคุม 
เนื่องจากเซลลบางสวนมีการตายแบบ necrosis รวมดวย 

 
0กระบวนการตายของเซลลแบบ apoptosis นอกจากเก่ียวของกับกระตุนการทํางานของ

เอนไซม caspase-3 ยังเก่ียวของกับโปรตีนในกลุมของ Bcl-2 family Bcl-2 เปนโปรตีนท่ียับยั้งหรือกด
การทํางานของกระบวนการ apoptosis และในทางตรงกันขาม Bax เปนโปรตีนท่ีกระตุนหรือสงเสริม
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ใหเกิด กระบวน apoptosis ภายในเซลล [14] ในการทดสอบสารสกัดเถาวัลยเปรียงตอการแสดงออก
ของโปรตีน Bcl-2 และ Bax จากการทดลองพบวาเม่ือความเขมขนของสารสกัดเถาวัลยเปรียงสูงข้ึน (5-
10 µl/ml) การแสดงออกของโปรตีน Bcl-2 และ Bax แปรผกผันกัน กลาวคือ Bcl-2 มีแนวโนมลดลง 
ในขณะท่ีโปรตีน Bax มีแนวโนมเพ่ิมมากข้ึน เม่ือเปรียบเทียบกับกลุมควบคุมท่ีเติมอาหารเลี้ยงเซลล 
DMEM/F-12 0จากการศึกษาครั้งนี้จึงอาจกลาวไดวาสารสกัดเถาวัลยเปรียงอาจจะเหนี่ยวนําให
เซลลมะเร็งลําไสใหญ SW480 เกิด cell apoptosis โดยเก่ียวของกับการเปลี่ยนแปลงระดับการ
แสดงออกของโปรตีน Bcl-2 และ Bax แตเนื่องจากขอมูลท่ีไดไมพบความแตกตางทางสถิติ จึงอาจ
เปนไปไดวา การท่ีสารสกัดเถาวัลยเปรียงมีผลตอการลดการเจริญเติบโตของเซลลมะเร็งลําไสใหญได
อาจจะเปนผลจากการตายของเซลลแบบ necrosis มากกวาการตายแบบ apoptosis ดังจะเห็นไดจาก
การหลั่งของเอนไซม LDH ท่ีเพ่ิมข้ึน  

 

สรุปผลการทดลอง 

 
0สารสกัดเถาวัลยเปรียงสามารถยับยั้งการเจริญเติบโตของเซลลมะเร็งลําไสใหญได โดยสามารถ

เหนี่ยวนําเซลลใหมีการตายท้ังแบบ apoptosis และ necrosis ได เนื่องจากมีองคประกอบท่ีสําคัญพวก 
isofavone  และอนุพันธุตางๆ ของ isoflavone ดังนั้น จากผลการทดลองเถาวัลยเปรียงจึงสามารถ
พัฒนาใหมีศักยภาพเพ่ิมมากข้ึนในการปองกันการเกิดมะเร็งลําไสใหญไดตอไปในอนาคต 
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2.  เผยแพรบทความวิจัยในวารสารระดับชาติ 
 
เรื่อง   Derris scandens Benth Extract Induces Necrosis Rather Than 

Apoptosis of SW480 Colon Cancer Cells 
วารสาร Thai Journal of Pharmacology  Volume 33, Number 2, 2011, page 

118-121 
ผูวิจัย 3Woraporn Kaewkon, Nichapat Khamprasert, Nanteetip Limpeanchob 
 
(บทความวิจัยแนบทายภาคผนวก) 
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ภาคผนวก (Index) 
 

ตารางท่ี 01 ผลของสารสกัดเถาวัลยเปรียงตอการเจริญเติบโตของเซลล SW480 โดยวิธี MTT assay 

 

0ความเขมขนของสารสกัด
เถาวัลยเปรียง (µg/ml) 

Cell viability (% of control) 
Mean SEM 0การทดลอง

ครั้งท่ี 1 
0การทดลอง

ครั้งท่ี 2 
0การทดลอง

ครั้งท่ี 3 
Control 100.0 100.0 100.0 100.0 0.00 

0.25 % DMSO 83.0 105.0 95.0 94.3 7.76 
0.625 91.5 108.9 103.0 101.1 6.23 
1.25 98.5 109.4 103.7 103.9 3.84 
2.5 73.0 92.7 88.8 84.8 7.36 
5.0 5.9 4.9 18.7 9.8 5.45 
10.0 0.7 0.0 1.6 0.8 0.57 

 

0หมายเหตุ   Control เปนเซลลท่ีเติมอาหารเลี้ยงเซลล DMEM/F-12 
 
 
 

ตารางท่ี 02 ผลของสารสกัดเถาวัลยเปรียงตอการเจริญเติบโตของเซลล SW480 โดยวิธี Crystal violet 
assay 
 

0ความเขมขนของสารสกัด
เถาวัลยเปรียง (µg/ml) 

Cell viability (% of control) 
Mean SEM 0การทดลอง

ครั้งท่ี 1 
0การทดลอง

ครั้งท่ี 2 
0การทดลอง

ครั้งท่ี 3 
Control 100.0 100.0 100.0 100.0 0.00 

0.25 % DMSO 100.7 94.6 95.3 96.9 2.33 
0.625 86.9 90.2 110.7 95.9 9.09 
1.25 83.9 94.3 95.2 91.1 4.44 
2.5 59.4 89.1 92.7 80.4 12.94 
5.0 12.5 10.0 18.8 13.8 3.20 
10.0 10.3 10.6 9.3 10.1 0.49 

 

0หมายเหตุ   Control เปนเซลลท่ีเติมอาหารเลี้ยงเซลล DMEM/F-12 
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ตารางท่ี 03 ผลของสารสกัดเถาวัลยเปรียงตอการตายแบบ necrosis ของเซลล SW480 โดยวิธี MTT 
assay 
 

0ความเขมขนของสารสกัด
เถาวัลยเปรียง (µg/ml) 

% control of necrotic cells 
Mean SEM 

0การทดลอง
ครั้งท่ี 1 

0การทดลอง
ครั้งท่ี 2 

0การทดลอง
ครั้งท่ี 3 

Control 1.00 1.00 1.00 1.00 0.00 

0.25 % DMSO 0.96 0.97 0.85 0.93 0.05 

0.625 0.95 0.92 0.88 0.92 0.02 

1.25 0.94 0.86 1.00 0.93 0.05 

2.5 1.00 0.94 1.00 0.98 0.03 

5.0 6.09 5.98 5.18 5.75 0.35 

10.0 8.23 7.60 8.65 8.16 0.37 
 

0หมายเหตุ   Control เปนเซลลท่ีเติมอาหารเลี้ยงเซลล DMEM/F-12 
 
 
 

ตารางท่ี 04 ผลของสารสกัดเถาวัลยเปรียงตอการตายแบบ necrosis ของเซลล SW480 
 

0ความเขมขนของสารสกัด
เถาวัลยเปรียง (µg/ml) 

% control of LDH release 
Mean SEM 

0การทดลอง
ครั้งท่ี 1 

0การทดลอง
ครั้งท่ี 2 

0การทดลอง
ครั้งท่ี 3 

Control 1.00 1.00 1.00 1.00 0.00 

0.25 % DMSO 1.06 0.82 0.93 0.94 0.09 

0.625 0.98 1.19 1.15 1.11 0.08 

1.25 1.06 0.73 0.79 0.86 0.12 

2.5 1.65 0.81 0.86 1.11 0.34 

5.0 6.61 4.91 2.64 4.72 1.41 

10.0 8.53 6.08 7.65 7.42 0.88 
 

0หมายเหตุ   Control เปนเซลลท่ีเติมอาหารเลี้ยงเซลล DMEM/F-12 
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ตารางท่ี 05 การทํางาน caspase-3 activity ของเซลล SW480 เลี้ยงในอาหารท่ีมีสารสกัด
เถาวัลยเปรียงในเวลา 24 ชม (long term) 
 

0ความเขมขนของสารสกัด
เถาวัลยเปรียง (µg/ml) 

Caspase-3 activity 
Mean SEM 

0การทดลอง
ครั้งท่ี 1 

0การทดลอง
ครั้งท่ี 2 

0การทดลอง
ครั้งท่ี 3 

Control 468.53 479.38 619.56 522.49 59.57 

0.25 % DMSO 478.09 448.23 605.68 510.67 59.14 

0.625 418.35 417.32 535.66 457.11 48.10 

1.25 438.12 518.02 591.44 515.86 54.22 

2.5 494.02 606.21 618.86 573.03 48.59 

5.0 508.91 584.19 547.71 546.94 26.62 

10.0 466.11 609.83 561.48 545.81 51.71 
 

0หมายเหตุ   Control เปนเซลลท่ีเติมอาหารเลี้ยงเซลล DMEM/F-12 
 
 
 
ตารางท่ี 06 การแสดงออกของโปรตีน Bcl-2 ของเซลล SW480 ท่ีเลี้ยงในอาหารท่ีมีสารสกัด
เถาวัลยเปรียงความเขมขนตางๆ เปนเวลา 24 ชม 

 

0ความเขมขนของสารสกัด
เถาวัลยเปรียง (µg/ml) 

Density (% control) 

Mean SD 0การทดลอง
ครั้งท่ี 1 

0การทดลอง
ครั้งท่ี 2 

0การทดลอง
ครั้งท่ี 3 

control 100.00 100.00 100.00 100.00 0.00 
0.25% DMSO 85.29 65.11 115.41 88.60 25.31 

2.5 102.46 70.74 117.20 96.80 23.74 
5 105.53 66.57 106.10 92.74 22.66 
10 85.84 55.42 89.11 76.79 18.58 

 

0หมายเหตุ   Control เปนเซลลท่ีเติมอาหารเลี้ยงเซลล DMEM/F-12 
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ตารางท่ี 07 การแสดงออกของโปรตีน Bax ของเซลล SW480 ท่ีเลี้ยงในอาหารท่ีมีสารสกัด
เถาวัลยเปรียงความเขมขนตางๆ เปนเวลา 24 ชม 
 

0ความเขมขนของสารสกัด
เถาวัลยเปรียง (µg/ml) 

Density (% control) 

Mean SD 0การทดลอง
ครั้งท่ี 1 

0การทดลอง
ครั้งท่ี 2 

0การทดลอง
ครั้งท่ี 3 

control 100.00 100.00 100.00 100.00 0.00 
0.25% DMSO 113.05 65.87 97.40 113.05 65.87 

2.5 107.60 68.38 103.33 107.60 68.38 
5 112.11 65.64 110.97 112.11 65.64 
10 135.00 108.04 129.54 135.00 108.04 

 
0หมายเหตุ   Control เปนเซลลท่ีเติมอาหารเลี้ยงเซลล DMEM/F-12 
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รูปท่ี 01 การแสดงออกของโปรตีน Bcl-2 ของเซลล SW480 ท่ีเลี้ยงในอาหารท่ีมีสารสกัด
เถาวัลยเปรียงความเขมขนตางๆ เปนเวลา 24 ชม ดวยวิธี western blot ครั้งท่ี 1 
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รูปท่ี 02 การแสดงออกของโปรตีน Bcl-2 ของเซลล SW480 ท่ีเลี้ยงในอาหารท่ีมีสารสกัด
เถาวัลยเปรียงความเขมขนตางๆ เปนเวลา 24 ชม ดวยวิธี western blot ครั้งท่ี 2 
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รูปท่ี 03 การแสดงออกของโปรตีน Bcl-2 ของเซลล SW480 ท่ีเลี้ยงในอาหารท่ีมีสารสกัด
เถาวัลยเปรียงความเขมขนตางๆ เปนเวลา 24 ชม ดวยวิธี western blot ครั้งท่ี 3 
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รูปท่ี 04 การแสดงออกของโปรตีน Bax ของเซลล SW480 ท่ีเลี้ยงในอาหารท่ีมีสารสกัด
เถาวัลยเปรียงความเขมขนตางๆ เปนเวลา 24 ชม ดวยวิธี western blot ครั้งท่ี 1 
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รูปท่ี 05 การแสดงออกของโปรตีน Bax ของเซลล SW480 ท่ีเลี้ยงในอาหารท่ีมีสารสกัด
เถาวัลยเปรียงความเขมขนตางๆ เปนเวลา 24 ชม ดวยวิธี western blot ครั้งท่ี 2 
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รูปท่ี 06 การแสดงออกของโปรตีน Bax ของเซลล SW480 ท่ีเลี้ยงในอาหารท่ีมีสารสกัด
เถาวัลยเปรียงความเขมขนตางๆ เปนเวลา 24 ชม ดวยวิธี western blot ครั้งท่ี 3 
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