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บทคัดยอ 

 
0 มะเร็งลําไสใหญเปนมะเร็งท่ีพบมากในประเทศท่ีพัฒนาแลวซ่ึงพบไดท้ังในเพศชายและเพศหญิง
สําหรับในประเทศไทยมีอุบัติการณเกิดมะเร็งลําไสใหญต่ํากวาประเทศท่ีพัฒนาแลว  แตในปจจุบันจาก
ขอมูลทางสถิติของสถาบันมะเร็งแหงชาติ พบวาอัตราการเกิดของมะเร็งลําไสใหญเพ่ิมข้ึนท้ังในเพศชาย
และเพศหญิง และพบมากข้ึนหลังอายุ 50 ปข้ึนไป ท้ังนี้เนื่องจากพฤติกรรมในการรับประทานอาหารท่ี
เปลี่ยนไป มีพฤติกรรมการรับประทานอาหารแบบตะวันตกเพ่ิมข้ึน เชน เนนการบริโภคอาหารประเภท
เนื้อสัตวเพ่ิมข้ึนหรือรับประทานอาหารในกลุมของผักและผลไมนอยลง ซ่ึงเปนปจจัยท่ีสงผลใหอัตรา
เสี่ยงของการเกิดของมะเร็งลําไสใหญเพ่ิมข้ึน ดังนั้น มะเร็งลําไสใหญจัดเปนมะเร็งท่ีสามารถปองกันได
โดยการปรับเปลี่ยนหรือหลีกเลี่ยงพฤติกรรมการรับประทานอาหารท่ีเสี่ยงตอการเกิดมะเร็ง มีงาน
ศึกษาวิจัยจํานวนมากท่ีคนหาสารจากธรรมชาติหรือสารสกัดจากสมุนไพรเพ่ือตานมะเร็ง โดยศึกษาท้ัง
ในสัตวทดลองและเซลลเพาะเลี้ยง ในงานวิจัยนี้จึงสนใจทําการศึกษาฤทธิ์ของสมุนไพรท่ีมีในชุมชนหลาย
ชนิด และจากการศึกษาในเบ้ืองตนพบวา เถาวัลยเปรียงมีฤทธิ์ในการยับยั้งหรือลดการเจริญเติบโตของ
เซลลมะเร็งลําไสใหญเพาะเลี้ยงได จึงมีการศึกษาตอมาถึงกลไกการออกฤทธิ์ของสารสกัดเถาวัลยเปรียง
ท่ีกระตุนใหเกิด apoptosis โดยศึกษาถึงการทํางานของเอนไซม caspase-3 และการแสดงออกของ
โปรตีน Bcl-2 และ Bax ท่ีเก่ียวของกับกลไกการเกิด apoptosis ดวยวิธี western blot ผลจากการ
ทดลอง พบวาการทํางานของเอนไซม caspase-3 มีแนวโนมท่ีเพ่ิมข้ึนเม่ือความเขมขนของสารสกัด
เถาวัลยเปรียงเพ่ิมมากข้ึน สวนของการแสดงออกของโปรตีน Bcl-2 และ Bax พบวาเม่ือความเขมขน
ของสารสกัดเถาวัลยเปรียงเพ่ิมข้ึน การแสดงออกของโปรตีน Bcl-2 มีแนวโนมลดลงในทางกลับกัน
โปรตีน Bax มีแนวโนมเพ่ิมมากข้ึน แตอยางไรก็ตามผลการทดลองท้ังสองวิธีนี้เม่ือเปรียบเทียบกับกลุม
ควบคุม พบวาไมมีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญ ดังนั้นจากผลการทดลองกลาวไดวา กลไกท่ีสารสกัด
เถาวัลยเปรียงสามารถยับยั้งการเจริญเติบโตของเซลลมะเร็งลําไสใหญเพาะเลี้ยงได อาจเก่ียวของกับการ
ตายของเซลลตายแบบ necrosis มากกวาการตายแบบ 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 

 
0ในปจจุบันมีผูปวยเปนโรคมะเร็งลําไสใหญเพ่ิมมากข้ึน สาเหตุท่ีสําคัญอยางหนึ่งคือ พฤติกรรม

การรับประทานอาหารท่ีเสี่ยงตอการเกิดมะเร็ง เชน การทานอาหารท่ีมีโปรตีนและไขมันสูง อาหาร
จําพวก     ปงยางหรืออาหารท่ีมีเสนใยต่ําเปนเวลานานๆ แมวาวิธีการปองกันการเกิดมะเร็งลําไสใหญ
ไดดีท่ีสุดคือ การปรับเปลี่ยนพฤติกรรมการรับประทานอาหารท่ีเสี่ยงตอการเกิดมะเร็งดังกลาวขางตน 
แตก็เปนวิธีท่ียากสําหรับหลายๆคน ดังนั้น คณะผูวิจัยจึงมีความสนใจท่ีจะศึกษาสารจากธรรมชาติท่ีมี
ฤทธิ์ ในการยับยั้งหรือชะลอการดําเนินของโรคมะเร็งลําไสใหญ โดยทําการศึกษาท้ังในสัตวทดลองและ
ในเซลลเพาะเลี้ยง อีกท้ังยังสนใจท่ีจะศึกษาในระดับลึกตอไปคือ กลไกในระดับโมเลกุลในการเหนี่ยวนํา
ใหเกิด apoptosis ในสวนของโครงการวิจัยนี้ เปนการศึกษากลไกการออกฤทธิ์ของสารสกัด
เถาวัลยเปรียง ซ่ึงจากผลการศึกษาในเบื้องตนของคณะผูวิจัยพบวา สารสกัดนี้มีฤทธิ์ฆาหรือยับยั้งการ
เจริญเติบโตของเซลลมะเร็งลําไสใหญ และคาดวายังทําใหเซลลเกิดการตายแบบ apoptosis ดวย 
เพ่ือใหทราบกลไกในการเหนี่ยวนําใหเกิด apoptosis งานวิจัยนี้จึงมุงเนนทดสอบผลของสารสกัด
เถาวัลยเปรียงตอการแสดงออกของโปรตีน Bcl-2 และ Bax ซ่ึงเก่ียวของกับการควบคุมกระบวนการเกิด 
apoptosis และการทํางานของ caspase-3 activity ซ่ึงผลสําเร็จของโครงการวิจัยนี้จะเปนการเพ่ิม
มูลคาของสมุนไพรเถาวัลยเปรียง โดยอาจจะมีการสงเสริมและพัฒนาใหใชประโยชนไดแพรหลายมาก
ข้ึน และจะเปนประโยชนตอการศึกษาตอยอด เพ่ือหาประสิทธิภาพในการตานมะเร็งลําไสใหญตอไปใน
อนาคต 

 
0โครงการวิจัยนี้เปนการศึกษาวิจัยในเซลลเพาะเลี้ยง โดยใชเซลล SW480 ซ่ึงเปนเซลลมะเร็ง

ลําไสใหญ ซ่ึงการศึกษาผลของสารสกัดเถาวัลยเปรียงตอการเจริญเติบโตของเซลล SW480 ทําไดโดยวิธี 
MTT assay และ Crystal violet staining assay สําหรับการแสดงออกของโปรตีนท่ีควบคุมการเกิด 
apoptosis ซ่ึงไดแก Bcl-2 และ Bax สามารถทดสอบไดดวยวิธี immunoblotting (western 
blotting)  สวนการทํางานของ caspase-3 ทดสอบไดโดยใช ชุดทดสอบ caspase-3 assay kit 

 
0จากการศึกษา พบวาสารสกัดเถาวัลยเปรียงมีผลลดจํานวนเซลลท่ีมีชีวิต (cell viability) ของ

เซลล SW480 ข้ึนกับความเขมขนท่ีใช (dose-dependent effect)  ซ่ึงสารสกัดเถาวัลยเปรียงท่ีความ
เขมขนต่ําๆ (0.625-2.5 µg/ml) ยังสามารถทําใหเซลลมะเร็งลําไสมีการแบงตัว และยังมีการ
เจริญเติบโตท่ีลดลงเล็กนอยเม่ือเปรียบเทียบกับกลุมควบคุม (control cell) ซ่ึงอาจจะเปนการตายแบบ
ภาวะ apoptosis สวนสารสกัดเถาวัลยเปรียงท่ีความเขมขนสูงๆ ตั้งแต 5.0 µg/ml ข้ึนไปทําใหจํานวน
เซลลมะเร็งลําไสลดลงไปจํานวนมาก และเม่ือยืนยันผลโดยการศึกษาการหลั่ง LDH  ก็พบวา สารสกัด
เถาวัลยเปรียงท่ีความเขมขนสูงสามารถเหนี่ยวนําใหมีการหลั่ง LDH มากข้ึน ซ่ึง LDH เปนเอนไซมท่ีถูก
ปลอยออกจากเซลลท่ีตายแบบ necrosis ดังนั้นท่ีความเขมขนสูงๆ ของสารสกัดเถาวัลยเปรียง เซลลจึง
คาดวาจะมีการตายแบบ necrosis  แมวาเซลลจะตายแบบ necrosis แตก็พบวามีเซลลจํานวนหนึ่งท่ีมี
การตายแบบ apoptosis เนื่องจากพบวามีแนวโนมของการเพ่ิมข้ึนของการทํางานของ caspase-3 และ
การเพ่ิมการแสดงออกของ Bax protein สวน Bcl-2 protein มีการเปลี่ยนแปลงเพียงเล็กนอย 
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0สารสกัดเถาวัลยเปรียงสามารถยับยั้งการเจริญเติบโตของเซลลมะเร็งลําไสใหญได โดยสามารถ
เหนี่ยวนําเซลลใหมีการตายท้ังแบบ apoptosis และ necrosis ได  ดังนั้น เถาวัลยเปรียงจึงเปน
สมุนไพรท่ีอาจสามารถพัฒนาใหมีศักยภาพเพ่ิมมากข้ึนในการปองกันการเกิดมะเร็งลําไสใหญไดตอไปใน
อนาคต 

 
0ผลการศึกษาของโครงการวิจัยนี้ ไดมีการเผยแพรใน 2 รูปแบบ คือ การนําเสนอในรูปแบบ

โปสเตอรในงานประชุมวิชาการระดับชาติ และการตีพิมพผลงานในวารสารระดับชาติ 0 (ดังแสดงไวใน
ภาคผนวก) 
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บทที่ 1 

บทนํา (Introduction) 
 

0มะเร็งลําไสใหญ (colon cancer) เปนมะเร็งท่ีพบมากเปนอันดับตนๆของมะเร็งชนิดตางๆ [1]  
โดยสาเหตุนั้นอาจเกิดมาจากปจจัยทางพันธุกรรมและสิ่งแวดลอม โดยพบวาสาเหตุหลักท่ีสําคัญของการ
เกิดมะเร็งลําไสใหญเก่ียวของกับอาหารท่ีรับประทาน เชน การรับประทานอาหารประเภทเนื้อสัตวและ
ไขมันในปริมาณสูง หรืออาหารท่ีมีเสนใยนอย พฤติกรรมในการดํารงชีวิตอ่ืนๆ ท่ีเพ่ิมความเสี่ยงตอการ
เกิดมะเร็งลําไสใหญ ไดแก การไมออกกําลังกาย การสูบบุหรี่ ดื่มสุรา และการขาดสารอาหารบางชนิด 
เชน folate และ methionine [2] ในประเทศท่ีกําลังพัฒนาอัตราการเกิดมะเร็งลําไสใหญจะสูงข้ึนใน
กลุมคนเมือง    เม่ือเปรียบเทียบกับคนในชนบท ซ่ึงเปนผลมาจากความแตกตางของลักษณะของอาหาร 
ซ่ึงเปนกลุมคนท่ีทานอาหารประเภทเนื้อสัตวมาก อาหารท่ีมีเสนใยต่ํา รวมท้ังอาหารท่ีมีปริมาณไขมัน
หรือน้ําตาลสูง  เนื่องจากมะเร็งลําไสใหญเกิดมาจากปจจัยของการรับประทานอาหารเปนสําคัญ จึงเชื่อ
กันวาการเกิดมะเร็งชนิดนี้สามารถปองกันได (preventive cancer) โดยการปรับเปลี่ยนพฤติกรรมการ
ทานอาหาร หรือทานอาหารเสริมท่ีสามารถลดความเสี่ยงตอการเกิดมะเร็งลําไส [3] 

 
0เชื่อกันวาการรับประทานอาหารท่ีมีเสนใยสูง  สามารถลดความเสี่ยงตอการเกิดมะเร็งลําไส

ใหญได แตจากผลการวิจัยจากท่ีตางๆ พบวา ยังมีความขัดแยงกันและยังไมสามารถสรุปได  แนชัดถึง
บทบาทการปองกันมะเร็งลําไสของอาหารท่ีมีเสนใยสูง [4] นอกจากอาหารเสนใยแลว มีการศึกษา
จํานวนมากท่ีพยายามคนหาวิธีการปองกันมะเร็งลําไสจากการทานอาหารเสริมชนิดตางๆ เชน 
การศึกษากรดไขมันไมอ่ิมตัว (n-3 polyunsaturated fatty acids) ในน้ํามันปลา พบวาสามารถ
ปองกันการเกิดมะเร็งลําไสไดในสัตวทดลอง [5] การเสริมวิตามินดีและแคลเซียมก็พบวาชวยลดความ
เสี่ยงตอการเกิดมะเร็งลําไสได [2] นอกจากนี้ มีการศึกษาพบวาวิตามินอีชวยปองกันการเกิดมะเร็งลําไส
ไดเชนกัน ซ่ึงสวนหนึ่งเปนผลมาจากความสามารถในการตานอนุมูลอิสระภายในลําไส [6]   ในปจจุบัน 
ไดมีการศึกษาวิจัยสารจากธรรมชาติหรือสารสกัดสมุนไพรหลายชนิด ในการปองกันการเกิดมะเร็งลําไส
ใหญ โดยวิธีการศึกษา สามารถทําไดโดยทดสอบในสัตวทดลองและในเซลลเพาะเลี้ยง ซ่ึงการใช colon 
adenoma cell lines พบวาเปนวิธีท่ีเชื่อถือไดและนิยมใชในการวิจัยเพ่ือคัดกรองคนหาสารท่ีมีฤทธิ์
ตานมะเร็ง (chemopreventive effect) [7] มีการศึกษาสารจากพืชหลายชนิดท่ีพบวามีฤทธิ์ยับยั้งการ
เจริญเติบโตหรือกระตุนใหเกิด apoptosis ของเซลลมะเร็งเพาะเลี้ยง เชน สารกลุม flavonoids, 
lignans, indoles และ isothiocyanates [8-10] ในเบื้องตน คณะผูวิจัยไดทําการทดสอบสารสกัดจาก
สมุนไพรหลายชนิดท่ีมีการใชในชุมชน พบวา เถาวัลยเปรียง (Derris scandens Benth) มีฤทธิ์ในการ
ยับยั้งการเพ่ิมจํานวนเซลลมะเร็ง (anti-proliferative effect) ซ่ึงผลของสารสกัดอาจทําใหเซลลตาย
หรือหยุดการเจริญเติบโตได  และนอกจากนี้ยังพบวาสารสกัดนี้ อาจมีสวนทําใหเซลลเกิดตายแบบ 
apoptosis แตอยางไรก็ตาม รายงานการวิจัยเก่ียวกับสมุนไพรชนิดนี้มีจํานวนนอยมาก ในประเทศไทย
เถาวัลยเปรียงเปนสมุนไพรท่ีมีการศึกษาพบวามีฤทธิ์    ลดอาการปวด จึงมีการใชบรรเทาท้ังการปวด
กลามเนื้อ ปวดหลังและปวดขอ และมีการนํามาผลิตเปนชาดื่มเพ่ือสุขภาพ และมีแนวโนมท่ีจะพัฒนา
เปนยาเพ่ือใชแทนยา กลุมสเตียรอยด (steroids) สวนขอมูลในการตานมะเร็งของเถาวัลยเปรียงนั้น ยัง
ไมพบรายงาน เนื่องจากเปนสมุนไพรท่ีมีการใชรับประทานเพ่ือลดอาการปวดและมีผลิตภัณฑวางขาย
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แลว คาดวาเถาวัลยเปรียงนาจะเปนสมุนไพรท่ีมีความปลอดภัยตอเซลลปกติ จึงเปนท่ีนาแปลกใจ
สําหรับคณะผูวิจัยท่ีสมุนไพรนี้มีฤทธิ์ลดการเจริญเติบโตของเซลลมะเร็งลําไสใหญไดคณะผูวิจัยจึงสนใจท่ี
จะศึกษาฤทธิ์ตานมะเร็งลําไสใหญของสมุนไพรชนิดนี้ โดยทําการศึกษาในเซลลเพาะเลี้ยง ดังนั้น
โครงการวิจัยนี้ จึงเปนการศึกษาเพ่ือคนหากลไกระดับโมเลกุลของสารสกัดเถาวัลยเปรียงท่ีเหนี่ยวนําให
เกิดการตายของเซลลแบบ apoptosis ซ่ึงไดแก การทดสอบการทํางานของเอนไซม caspase-3 รวมท้ัง
การเปลี่ยนแปลงการแสดงออกของโปรตีน (protein expression) ท่ีเก่ียวของกับกระบวนการ 
apoptosis ซ่ึงขอมูลท่ีไดนี้     จะเปนหลักฐานทางวิทยาศาสตรท่ีสําคัญท่ีแสดงถึงกลไกการออกฤทธิ์
ตานมะเร็งของสมุนไพรดังกลาว และยังเปนขอมูลเพ่ือใชในการสนับสนุนการทดสอบประสิทธิภาพของ
เถาวัลยเปรียงในสัตวทดลองตอไป 

 

วัตถุประสงค 

0เพ่ือศึกษากลไกการออกฤทธิ์ของสารสกัดเถาวัลยเปรียงในการเหนี่ยวนําใหเซลลมะเร็งลําไส
ใหญเพาะเลี้ยงตายแบบ apoptosis 

 

ประโยชนท่ีคาดวาจะไดรับ 

1. 0ทราบกลไกการออกฤทธิ์ของสารสกัดเถาวัลยเปรียงในการกระตุน apoptosis ของเซลลมะเร็ง
ลําไสใหญเพาะเลี้ยง 

2. 0ผลการวิจัยจะเปนหลักฐานทางวิทยาศาสตร และเปนขอมูลท่ีจะมีสวนชวยสนับสนุนการตอ
ยอดการรักษาเพ่ือพิสูจนประสิทธิภาพการตานมะเร็งลําไสในสัตวทดลองหรือในผูปวยตอไป 

3. 0ขอมูลท่ีไดจะมีสวนชวยแสดงศักยภาพของสมุนไพรดังกลาว ในการนําไปพัฒนาใหอยูในรูปของ
ยาหรือผลิตภัณฑเสริมอาหาร เพ่ือปองกันการเกิดมะเร็งลําไสใหญ 

4. 0 ผลการศึกษาท่ีไดจะนําไปเผยแพร โดยการนําเสนอผลงาน และ/หรือ ตี พิมพลงใน
วารสารวิชาการระดับนานาชาติหรือระดับชาติ 

5. 0เปดโอกาสใหนักวิจัยรุนใหม ซ่ึงเปนนิสิตปริญญาโทหรือเอกไดเขามามีสวนรวมในการวิจัย 
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บทที่ 2 

อุปกรณและวิธีการดําเนินการวิจัย (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 
0เก็บตัวอยางสมุนไพร โดยบันทึกแหลงท่ีเก็บและทําตัวอยางพืชแหง (voucher specimen) ไว

ท่ีคณะเภสัชศาสตร มหาวิทยาลัยนเรศวร และ PBM Herbarium มหาวิทยาลัยมหิดล เพ่ือใชในการ
อางอิงและตรวจสอบชื่อพืชตอไป การเตรียมสารสกัดสมุนไพร โดยนําสวนของพืชท่ีตองการสกัดมาบด 

แลวอบใหแหงท่ีอุณหภูมิ 55°C การสกัดจะใชการหมักสมุนไพรแหงดวย methanol เปนเวลา 3 วัน 

และผานกระบวนการกรอง จากนั้นระเหยใหแหงภายใตความดันต่ํา และเก็บไวท่ีอุณหภูมิ -20°C 
 
42. การเพาะเล้ียงเซลล 
0เซลลท่ีใชในการศึกษา คือ SW480 human colon carcinoma cells ซ่ึงไดมาจาก 

American Type Culture Collection (ATCC) จากนั้นเลี้ยงเซลลดวยอาหารเลี้ยงเซลล DMEM/F12 
ท่ีมี 10% FBS และ 1% penicillin-streptomycin ในขวดเลี้ยงเซลลขนาด 75 cm3 ในตู CO2-

incubator ท่ีอุณหภูมิ 37°C และ 5% CO2 หลังจากเซลลเพ่ิมจํานวนจนเกือบเต็มพ้ืนของขวดเลี้ยง
เซลล (90-95% confluent) จึงทําการ subculture โดยการลอกเซลลออกจากพ้ืนขวดเลี้ยงเซลล 
(detach) ดวย 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 0และจะเริ่มนับเปน passage ท่ี 1 และเริ่มแบงเก็บเซลลแชแข็ง 
(freeze cell)เม่ือเซลลอยูใน passage ท่ี 5  ซ่ึงเซลลท่ีใชในการทดลองนี้จะเริ่มใชในชวงของ passage 
ท่ี  10 – 20       

 
43. การวัดการมีชีวิตของเซลล (cell viability determination) 
3.1 MTT assay 
ทําการทดสอบการมีชีวิตของเซลล SW480 โดยการวัดดวยวิธี MTT assay [3-(3,5-

dimethylthiazol-2,5-diphenyltetra-zolium bromide), MTT]  โดยเลี้ยงเซลลจํานวน 1×104 
เซลล ตอ well ใน 96-wells cell culture plate เปนระยะเวลา 24 ชั่วโมง หลังจากนั้นเปลี่ยนอาหาร
เลี้ยงเซลลเดิมออก และเติมอาหารเลี้ยงเซลล DMEM/F-12 ท่ีมีสารสกัดเถาวัลยเปรียงลงไป โดยเลือกใช
ความเขมขนของสารสกัดเถาวัลยเปรียงเทากับ 0.625, 1.25, 2.5, 5 และ10 µg/ml ซ่ึงละลายใน 
DMSO ท่ีความเขมขนสุดทายเทากับ 0.25% ในอาหารเลี้ยงเซลล และใช 0.25% DMSO เปนกลุม
ควบคุม และนําเซลลไปเลี้ยงตอใน     ตู CO2 – incubator เปนเวลา 24 ชั่วโมง จากนั้นเติม 10 µl 
ของ MTT (5 mg/ml ใน PBS) ใน 2 ชั่วโมงกอนสิ้นสุดการทดสอบ  จึงนําเอาอาหารเลี้ยงเซลลออก 

และเติม 200 [µl DMSO : EtOH (1:1)] และ incubate ท่ี 37 °C เปนเวลา 5 นาที  กอนนําไปอานคา
การดูดกลืนแสงท่ี 570 nm ดวย 0spectrophotometer 

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

การทดสอบการมีชีวิตของเซลล SW480 สามารถวัดโดยตรงดวยวิธียอมเซลลดวย crystal 
violet [11] จากนั้นจึงวัดคาการดูดกลืนแสงดวยเครื่อง spectrophotometer โดยเลี้ยงเซลลจํานวน 
1×104 เซลล ตอ well ใน 96-wells cell culture plate เปนระยะเวลา 24 ชั่วโมง หลังจากนั้น
เปลี่ยนอาหารเลี้ยงเซลลเดิมออก และเติมอาหารเลี้ยงเซลล DMEM/F-12 ท่ีมีสารสกัดเถาวัลยเปรียงลง
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ไป โดยเลือกใชความเขมขนของสารสกัดเถาวัลยเปรียงเทากับ 0.625, 1.25, 2.5, 5 และ10 µg/ml ซ่ึง
ละลายใน DMSO ท่ีความเขมขนสุดทายเทากับ 0.25% ในอาหารเลี้ยงเซลล และใช 0.25% DMSO 
เปนกลุมควบคุม0 จากนั้นเปลี่ยนอาหารเลี้ยงเซลลออกแลวเติม 4% formaldehyde จํานวน 100 µl 
เปนเวลา 1 ชม. และลางเซลลดวย PBS กอน 1 ครั้ง แลวจึงเติม crystal violet dye (0.02% ใน 2% 
ethanol) จํานวน 100 µl เปนเวลา 30 นาที และทําการลางเซลลอีกครั้งดวยน้ํากลั่นกอนเติม 10% 

acetic acid จํานวน 100 µl และนํา plate ไป incubate ท่ี 37°C เปนเวลา 10 นาที กอนนําไปอาน
คาการดูดกลืนแสงท่ี 595 nm ดวย 0spectrophotometer 

 
43.3 Lactate dehydrogenase (LDH) activity 
0ทําการวัดการทํางานของเอนไซม LDH ท่ีถูกปลอยออกจากเซลลท่ีตายแบบ necrosis ดวยวิธี 

LDH assay โดยเลี้ยงเซลลจํานวน 1×104 เซลล ตอ well ใน 96-wells cell culture plate เปน
ระยะเวลา 24 ชั่วโมง หลังจากนั้นเปลี่ยนอาหารเลี้ยงเซลลเดิมออก และเติมอาหารเลี้ยงเซลล 
DMEM/F-12 ท่ีมีสารสกัดเถาวัลยเปรียงลงไป โดยเลือกใชความเขมขนของสารสกัดเถาวัลยเปรียง
เทากับ 0.625, 1.25, 2.5, 5 และ10 µg/ml ซ่ึงละลายใน DMSO ท่ีความเขมขนสุดทายเทากับ 0.25% 
ในอาหารเลี้ยงเซลล และใช 0.25% DMSO เปนกลุมควบคุม0 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
อัตราสวน 1:1:3] ซ่ึงเปนสารตั้งตนของปฏิกิริยาและติดตามการลดลงของ NADH ดวยการวัดคาการ
ดูดกลืนแสงท่ี 340 nm โดยวัดเปน kinetics ทุกๆ 5 นาที เปนเวลา 1 ชั่วโมง 0ดวยเครื่อง 
0spectrophotometer 
 

4 4 การวัด cell apoptosis ดวย flow cytometer  
 ทําการตรวจสอบการตายของเซลลแบบ apoptosis ดวยชุดทดสอบ annexin V-FITC 

apoptosis detection kit (BD Bioscience) โดยมีข้ันตอน 4การทําดังนี้ เลี้ยงเซลล SW480 จํานวน 
1×106 เซลล ในจานเลี้ยงเซลลขนาด 60-mm เปนระยะเวลา 24 ชั่วโมง หลังจากนั้นเปลี่ยนอาหาร
เลี้ยงเซลลเดิมออก และเติมอาหารเลี้ยงเซลล DMEM/F-12 ท่ีมีสารสกัดเถาวัลยเปรียงลงไป โดยเลือกใช
ความเขมขนของสารสกัดเถาวัลยเปรียงเทากับ 0.625, 1.25, 2.5, 5 และ10 µg/ml ซ่ึงละลายใน 
DMSO เปนระยะเวลา 24 ชั่วโมง (ความเขมขนสุดทายของ DMSO เทากับ 0.25% ในอาหารเลี้ยง
เซลล) และใช 0.25% DMSO เปนกลุมควบคุม 4 หลัง 0จากนั้นเซลลท่ีพ้ืนจานเลี้ยงเซลลดวย PBS buffer 
1 ครั้ง และลอกเซลลโดยใชดวย 0.25% trypsin/EDTA จากนั้นทําการกระจายเซลลดวย 100 µl 
1Xbinding buffer และนําเซลลมายอมดวยสี annexin V-FITC และ propidium Iodide (PI) จากนั้น
วิเคราะหเซลลดวยเครื่อง flow cytometer และทําการแปลผลโดยใชโปรแกรม CellQuestPro 
software (ตารางท่ี 1)  
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ตาราง 1 การวิเคราะหผลของเซลลท่ียอมดวย annexin V-FITC และ PI ภายหลังการวิเคราะหดวย
เครื่อง flow cytometer 

 
ชนิดของเซลล Annexin V-FITC PI 

เซลลมีชีวิต (Viable cells) - ve - ve 
เซลลท่ีตายแบบ apoptotis ระยะแรก  
(Early apoptotic cells) 

+ ve - ve 

เซลลท่ีตายแบบ apoptotis ระยะสุดทาย   
(Late apoptotic cells) 

+ ve + ve 

เซลลท่ีตายแบบ necrosis - ve + ve 
 

 5. การวัด caspase-3 activity 
0 ทํา 0การวัดการทํางานของเอนไซม caspase-3 ท่ีพบการทํางานเพ่ิมข้ึนเม่ือเซลลมีการตายแบบ  

apoptosis ดวยชุดทดสอบ 4EnzChek®Caspase-3 Assay Kit โดยมีข้ันตอนการทํา 4ดังนี้ เลี้ยงเซลล 
SW480 จํานวน 1×106 เซลล ในจานเลี้ยงเซลลขนาด 60-mm เปนระยะเวลา 24 ชั่วโมง หลังจากนั้น
เปลี่ยนอาหารเลี้ยงเซลลเดิมออก และเติมอาหารเลี้ยงเซลล DMEM/F-12 ท่ีมีสารสกัดเถาวัลยเปรียงลง
ไป โดยเลือกใชความเขมขนของสารสกัดเถาวัลยเปรียงเทากับ 0.625, 1.25, 2.5, 5 และ10 µg/ml ซ่ึง
ละลายใน DMSO เปนระยะเวลา 24 ชั่วโมง (ความเขมขนสุดทายของ DMSO เทากับ 0.25% ใน
อาหารเลี้ยงเซลล) และใช 0.25% DMSO เปนกลุมควบคุม 0 เม่ือสิ้นสุดการทดลอง ลางเซลลดวย PBS 
และทําใหเซลลแตกดวย lysis buffer (200 mM Tris pH7.5, 2 M Nacl, 20 mM EDTA, 0.2% 
TritonTM X-100) จากนั้นปนเก็บสวน supernatant และวัดปริมาณโปรตีนดวย BCA protein assay 
kit 0(Pierce) เพ่ือนํามาใชในการคํานวณหา caspase-3 activity ตอปริมาณโปรตีน 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 จากนั้นวัดคา fluorescence ของ 0rhodamine 110 (R110) ดวย 0spectrophotometer ท่ี 
excitation 485 nm และ emission 535 nm  

 
 6. การวัดการแสดงออกของโปรตีน Bcl-2 และ Bax  
 ทําการเลี้ยงเซลล SW480 จํานวน 1×106 เซลล ในจานเลี้ยงเซลลขนาด 60-mm เปน

ระยะเวลา 24 ชั่วโมง หลังจากนั้นเปลี่ยนอาหารเลี้ยงเซลลเดิมออกและเติมอาหารเลี้ยงเซลล DMEM/F-
12 ท่ีมีสารสกัดเถาวัลยเปรียงลงไป โดยเลือกใชความเขมขนของสารสกัดเถาวัลยเปรียงเทากับ 2.5, 5 
และ10 µg/ml ซ่ึงละลายใน DMSO เปนระยะเวลา 24 ชั่วโมง (ความเขมขนสุดทายของ DMSO 
เทากับ 0.25% ในอาหารเลี้ยงเซลล) และใช 0.25% DMSO เปนกลุมควบคุม 0จากนั้นลางดวย PBS 
buffer แลวทําใหเซลลแตกดวย M-PER® lysis buffer (Pierce) จากนั้นปนเก็บสวน supernatant 
และวัดปริมาณโปรตีนดวย BCA protein assay kit จากนั้นนําโปรตีนปริมาณ 20 µg มาทําการแยก
โดยใช sodium dodecyl sulphate polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE)  และยาย
โปรตีนจาก gel ลงบนแผน polyvinylidene difluoride (PVDF membrane) จากนั้นทําการ block 
non-specific binding ดวย 5% skim milk เปนระยะเวลา 1 ชั่วโมง จากนั้นลาง membrane ดวย 
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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 กอนจะบมท่ีอุณหภูมิ 4°C เปน
เวลา 1 คืน จากนั้นลาง membrane ดวย 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 และบมท่ีอุณหภูมิหอง เปนเวลา 1 ชม. และลาง membrane ดวย 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) ซ่ึงเปน 
substrate ของเอนไซม 0alkaline phosphatase 

 
7. วิเคราะหขอมูล 
0การทดลองท้ังหมดจะทําซํ้าอยางนอย 3 ครั้ง ขอมูลท่ีไดจะนํามาวิเคราะห โดยใชคาทางสถิติ 

ANOVA ในการประเมินความแตกตางอยางมีนัยสําคัญ (p < 0.05) ระหวางกลุม treatment และกลุม
ควบคุม 
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บทที่ 3 

ผลการทดลอง (Results) 

 
4ผลของสารสกัดเถาวัลยเปรียงตอการเจริญเติบโตของเซลลมะเร็งลําไสใหญเพาะเล้ียง 
 

ในการทดสอบฤทธิ์ของสารสกัดเถาวัลยเปรียงตอการเจริญเติบโตของเซลล SW480 cell line 
โดยเลี้ยงเซลล ใน 96 well microplate ดวยอาหารเลี้ยงเซลลท่ีมีสารสกัดเถาวัลยเปรียงท่ีความเขมขน
ตางๆ (0.625, 1.25, 2.5, 5.0 และ 10.0 µg/ml) เปนเวลา 24 ชม จากนั้นทําการวิเคราะหจํานวนของ
เซลลท่ีรอดชีวิตอยู (cell viability) ดวย MTT assay และ Crystal violet staining assay (รูปท่ี 1 
และ 2) การวัดการอยูรอดของเซลลมะเร็งลําไสใหญ SW480 ดวยวิธี MTT assay (รูปท่ี 1)  พบวา สาร
สกัดเถาวัลยเปรียงท่ีความเขมขนต่ําๆ (0.625-2.5 µg/ml) ยังสามารถทําใหเซลลมะเร็งลําไสมีการ
แบงตัว และยังมีการเจริญเติบโตท่ีลดลงเล็กนอยเม่ือเปรียบเทียบกับกลุมควบคุม (control cell) สวน
สารสกัดเถาวัลยเปรียงท่ีความเขมขนสูงๆ ตั้งแต 5.0 µg/ml ข้ึนไปทําใหจํานวนเซลลมะเร็งลําไสลดลง
ไปจํานวนมาก คาดวาสารสกัดเถาวัลยเปรียงอาจจะเหนี่ยวนําใหเซลลมะเร็งลําไสใหญเกิดภาวะ 
necrosis หรือ apoptosis โดยเหนี่ยวนําใหเซลลมะเร็งตายหรือทําใหเกิดการหยุดการแบงตัวของเซลล
โดยรบกวนกระบวนการ cell cycle ของเซลลมะเร็ง ซ่ึงเม่ือทําการทดสอบ cell viability ดวยวิธี 
crystal violet staining assay (รูปท่ี 2) พบวาลักษณะการเจริญเติบโตของเซลลมะเร็งลําไสใหญ
เปนไปตามลักษณะเชนเดียวกับวิธี MTT assay กลาวคือ ท่ีความเขมขนต่ําของสารสกัดเถาวัลยเปรียง 
เซลลยังมีการเจริญเติบโตลดลงเล็กนอยเม่ือเปรียบเทียบกับกลุมควบคุม (control cell) สวนสารสกัด
เถาวัลยเปรียงท่ีความเขมขนสูงๆ ตั้งแต 5.0 µg/ml ข้ึนไปทําใหจํานวนเซลลมะเร็งลําไสลดลงไปอยาง
เห็นไดชัดเม่ือเปรียบเทียบกับกลุมควบคุม  

 



 
 

9 
 

0

20

40

60

80

100

120

0.25%
DMSO

0.625 1.25 2.5 5 10

Extract concentration (µg/ml)

Ce
ll 

vi
ab

ili
ty

 (%
 c

on
tro

l) 
   

  
 

 
รูปท่ี 1 ผลของสารสกัดเถาวัลยเปรียงตอการเจริญเติบโตของเซลลมะเร็งลําไสใหญ SW480 cell 
line เลี้ยงเซลลดวยอาหารท่ีมีสารสกัดเถาวัลยเปรียงท่ีละลายใน DMSO ความเขมขนสุดทายใน
อาหารเปน 0.25% หลังจากนั้น 24 ชม วัดจํานวนเซลลท่ีเหลืออยูดวย MTT assay กลุมควบคุม 
(control) คือเซลลท่ีไมไดรับสารสกัด แสดงผลเปน % control (Mean ± SEM) จาก 3 การ
ทดลอง 
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รูปท่ี 2 ผลของสารสกัดเถาวัลยเปรียงตอการเจริญเติบโตของเซลลมะเร็งลําไสใหญ SW 480 
cell line เลี้ยงเซลลดวยอาหารท่ีมีสารสกัดเถาวัลยเปรียงท่ีละลายใน DMSO ความเขมขน
สุดทายในอาหารเปน 0.25% หลังจากนั้น 24 ชม วัดจํานวนเซลลท่ีเหลืออยูดวย Crystal violet 
staining assay กลุมควบคุม (control) คือเซลลท่ีไมไดรับสารสกัด แสดงผลเปน % control 
(Mean ± SEM) จาก 3 การทดลอง 
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นอกจากการทดสอบฤทธิ์สารสกัดเถาวัลยเปรียงตอการเจริญเติบโตของเซลลมะเร็งลําไสใหญ
ดวย MTT assay และ Crystal violet staining assay แลวหลังจากเลี้ยงเซลล SW480 ดวยสารสกัด
เถาวัลยเปรียงเปนเวลา 24 ชม. ไดนําอาหารเลี้ยงเซลลไปทดสอบการหลั่ง lactate dehydrogenase 
(LDH)  โดยวิธี LDH assay ซ่ึงเปนสัญญาณของการเกิด cell necrosis จากการท่ีเยื่อหุมเซลลถูก
ทําลาย และมีการหลั่ง LDH ออกมาภายนอกเซลล จากผลการทดลอง (รูปท่ี 3) พบวา เซลลมะเร็ง
ลําไสท่ีเลี้ยงดวยอาหารเลี้ยงเซลลท่ีมีสารสกัดจากเถาวัลยเปรียงท่ีความเขมขนต่ําๆ ไมมีการหลั่งของ 
LDH เม่ือเปรียบเทียบกับกลุมควบคุม สวนท่ีความเขมขนตั้งแต 5.0 µg/ml ข้ึนไป มีการหลั่งของ LDH 
เพ่ิมมากข้ึนตามความเขมขนของสารสกัดเถาวัลยเปรียง  จากผลการทดลองดังกลาว คาดวาท่ีความ
เขมขนของสารสกัดเถาวัลยเปรียงตั้งแต 5.0 µg/ml ข้ึนไป นาจะเหนี่ยวนําใหเซลลเกิดภาวะ necrosis 
เพราะผลของการหลั่ง LDH ท่ีเพ่ิมมากข้ึน สวนท่ีความเขมขนต่ําๆ ของสารสกัดเถาวัลยเปรียงนาจะ
เหนี่ยวนําใหเซลลเกิดภาวะ apoptosis เพราะจากการวัดการอยูรอดของเซลล ดวยวิธี MTT assay 
และ Crystal violet staining assay พบวาเซลลบางสวนมีการเจริญเติบโตท่ีลดลงเล็กนอยเม่ือเทียบ
กับกลุมควบคุม ซ่ึงคาดวานาจะเกิด apoptosis  
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รูปท่ี 3 ผลของสารสกัดเถาวัลยเปรียงตอการตายแบบ necrosis ของเซลลมะเร็งลําไสใหญ 
SW480 cell line เลี้ยงเซลลดวยอาหารท่ีมีสารสกัดเถาวัลยเปรียงท่ีละลายใน DMSO ความ
เขมขนสุดทายในอาหารเปน 0.25% หลังจากนั้น 24 ชม จากนั้นนําไปวัดปริมาณ lactate 
dehydrogenase ดวย LDH assay กลุมควบคุม (control) คือเซลลท่ีไมไดรับสารสกัด แสดงผล
เปน % control of LDH release (Mean±SEM) จาก 3 การทดลอง 
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ผลของสารสกัดเถาวัลยเปรียงตอการตายแบบ apoptosis ของเซลลมะเร็งลําไสใหญเพาะเล้ียง 
 
 ในการทดสอบฤทธิ์ของสารสกัดเถาวัลยเปรียงตอการตายแบบ apoptosis ของ SW480 cell 
line ดวยชุดทดสอบ4 annexin-V FITC apoptosis detection kit และวิเคราะหผลดวยเครื่อง flow 
cytometer  ซ่ึทําไดโดยการ เลี้ยงเซลล SW480 จํานวน 7×105 เซลล ใน 60-mm cell culture dish 
และเติมอาหารเลี้ยงเซลล DMEM/F-12 ท่ีมีสารสกัดเถาวัลยเปรียงท่ีความเขมขนตางๆ (0.625, 1.25, 
2.5, 5.0 และ 10.0 µg/ml) เปนเวลา 24 ชม4 พบวาสารสกัดเถาวัลยเปรียงท่ีความเขมขนตั้งแต 42.5 
µg/ml ข้ึนไปมีผลทําใหปริมาณของเซลลท่ีมีชีวิตอยู4ลดลงแตกตางจากกลุมควบคุมท่ีเติมอาหารเลี้ยง
เซลล DMEM/F-12 อยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p < 0.05) นอกจากนี้ยังพบวาสารสกัดเถาวัลยเปรียงท่ี
ความเขมขน4 5 และ 10 µg/ml สงผลใหเซลลมะเร็งลําไสใหญ SW480 มีการตายแบบ apoptosis 
เพ่ิมข้ึน โดยจํานวนเซลลท่ีพบสวนใหญอยูท้ังในระยะ early และ late apoptosis แมวามีเพียงระยะ 
late apoptosis เทานั้นท่ีมีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p < 0.05) เม่ือเปรียบเทียบกับ4

กลุมควบคุมท่ีเติมอาหารเลี้ยงเซลล DMEM/F-12 
ดังแสดงใน ตารางท่ี 1 และรูปท่ี 4 นอกจากนี้ยังพบวา สารสกัดเถาวัลยเปรียงท่ีความเขมขนสูงนี้ยังทํา
ใหเกิดเซลลมีการตายแบบ necrosis เพ่ิมข้ึนไดเชนกัน 
 
 
4ตารางท่ี 2 ผลของสารสกัดเถาวัลยเปรียงตอการเกิด cell apoptosis ในเซลล SW480 
 

4ความเขมขนของสารสกัด
เถาวัลยเปรียง (µg/ml) 

0เซลลมีชีวิต 
0(Live cells) 

0ระยะแรกของ 
cell 

apoptosis 

0ระยะสุดทาย 
apoptosis 

0เซลลตายแบบ
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  คาท่ีแสดงเปนรอยละของเซลลท้ังหมด โดยเปนคาเฉลี่ยจาก 4 การทดลอง 

* p < 0.05 เปรียบเทียบกับกลุมควบคุม (control cell)
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รูปท่ี 4 ผลของสารสกัดเถาวัลยเปรียงตอการเกิด cell apoptosis ของเซลลมะเร็งลําไสใหญ 
SW480 cell line เลี้ยงเซลลดวยอาหารท่ีมีสารสกัดเถาวัลยเปรียงท่ีละลายใน DMSO ความ
เขมขนสุดทายในอาหารเปน 0.25% หลังจากนั้น 24 ชม แลวทําการประเมิน cell apoptosis 
ดวย flow cytometer แสดงผลเปน รอยละของเซลลท้ังหมด (Mean±SD) จาก 4 การทดลอง 

 
 
4ผลของสารสกัดเถาวัลยเปรียงตอการทํางานของเอนไซม caspase-3 
 

จากการท่ีสารสกัดเถาวัลยเปรียง 4ท่ีความเขมขน 4 5 และ 10 µg/ml สามารถเหนี่ยวนําให 4
เซลลมะเร็งลําไสใหญ SW480 cells เกิดการตายแบบ apoptosis ดังนั้นเพ่ือเปนการยืนยันผลการ
ทดสอบจึงทําการศึกษาเพ่ิมเติมเก่ียวกับการทํางานของเอนไซม caspase-3 ซ่ึงมีบทบาทสําคัญใน
กระบวนการตายแบบ apoptosis โดยเม่ือเซลลมีการตายแบบ apoptosis จะกระตุนใหมีการหลั่ง
เอนไซม caspase-3 เพ่ิมข้ึนเม่ือเปรียบเทียบกับเซลลปกติท่ีไมไดเติมสารสกัดลงไป หลังจากเลี้ยงเซลลท่ี
มีสารสกัดเถาวัลยเปรียงท่ีความเขมขนและเวลาเชนเดียวกับการทดสอบ cell apoptosis จากนั้นจึง
เก็บเซลลและนําไปวัดการทํางานของ caspase-3 activity (รูปท่ี 5) ผลการทดลองพบวา สารสกัด
เถาวัลยเปรียงสามารถกระตุนใหมีการหลั่งเอนไซม caspase-3 ในเซลล SW480 เพ่ิมข้ึนตามความ
เขมขนของสารสกัดท่ีเพ่ิมข้ึน (dose-dependent manner) โดย 4ความเขมขนของ 4สารสกัด
เถาวัลยเปรียงท่ี 5 และ 10 µg/ml มีแนวโนมของ caspase-3 activity เพ่ิมข้ึนสูงมากเม่ือเปรียบเทียบ
กับกลุมควบคุมท่ีเติม 0.25% DMSO ลงไป แตถึงอยางไรก็ตามก็ไมมีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทาง
สถิติ 
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รูปท่ี 05 ผลของสารสกัดเถาวัลยเปรียงตอการทํางานของ caspase-3 activity ของเซลลมะเร็ง
ลําไสใหญ SW480 cell line เลี้ยงเซลลดวยอาหารท่ีมีสารสกัดเถาวัลยเปรียงท่ีละลายใน DMSO 
ความเขมขนสุดทายในอาหารเปน 0.25% หลังจากนั้น 24 ชม 0จากนําไปวัดการทํางานของ 
caspase-3 activity ดวย Caspase-3 assay kit แสดงผลเปน %  of control ผลการทดลองท่ี
ไดแสดงเปนคา Mean±SEM จาก 5 การทดลอง 

 
 

4ผลของสารสกัดเถาวัลยเปรียงตอการแสดงออกของโปรตีน Bcl-2 และ Bax 
 

4การเกิดกระบวนตายแบบ apoptosis นอกจากมีการกระตุนการทํางานของเอนไซม0 caspase-
3 เพ่ิมข้ึนแลวยัง0เก่ียวของกับการเปลี่ยนแปลงการแสดงออกของโปรตีน (protein expression) ในกลุม
โปรตีน Bcl-2 family ดวย ในการทดลองครั้งนี้ไดศึกษาการแสดงออกของโปรตีน Bcl-2 ท่ีทําหนาท่ีเปน
ตัวตานกระบวนการตายแบบ apoptosis (anti-apoptotic protein) และโปรตีน Bax ซ่ึงทําหนาท่ีใน
การเหนี่ยวนําใหเซลลมีการตายแบบ apoptosis (pro-apoptotic protein) โดยเลี้ยงเซลลในอาหาร
เลี้ยงเซลล DMEM/F-12 ท่ี4มีสารสกัดเถาวัลยเปรียงท่ีความเขมขน4 2.5, 5 และ 10 µg/ml เปน
ระยะเวลา 24 ชม 4จากนั้นเก็บเซลลและคํานวณหาปริมาณโปรตีนเพ่ือนํามาตรวจสอบการแสดงออก
ของโปรตีน Bcl-2 และ Bax ดวยวิธ ีwestern blot (รูปท่ี 6) จากการทดลองพบวา 4เม่ือความเขมขน
ของสารสกัดเถาวัลยเปรียงเพ่ิมมากข้ึน การแสดงออกของปริมาณโปรตีน Bcl-2 มีแนวโนมท่ีจะลดลง 
เม่ือเปรียบเทียบกันกลุมควบคุมท่ีเติมอาหารเลี้ยงเซลล DMEM/F-12 (รูปท่ี 6A)4 ซ่ึงผลท่ีไดสอดคลองกับ
การทํางานของโปรตีน Bcl-2 ท่ีพบวา เม่ือเซลลมีการตายแบบ apoptosis เพ่ิมมากข้ึนจะสงผลใหมีการ
แสดงออกของโปรตีน Bcl-2 ท่ีลดลง แตจะตรงกันขามกับการแสดงออกของโปรตีน Bax ท่ีจะเพ่ิมมาก
ข้ึนเม่ือเซลลมีการตายแบบ apoptosis ท่ีเพ่ิมข้ึน จากการทดลองครั้งนี้พบวา เม่ือเติมสารสกัด
เถาวัลยเปรียงท่ีความเขมขน 2.5 และ4 5 µg/ml ปริมาณโปรตีน Bax ไมมีการเปลี่ยนแปลง เม่ือ
เปรียบเทียบกับกลุมควบคุมท่ีเติมอาหารเลี้ยงเซลล DMEM/F-12  แสดงใหเห็นวา สารสกัด
เถาวัลยเปรียงไมมีผลตอการแสดงออกของโปรตีน Bax (รูปท่ี 6A)4 แตท่ีความเขมขนสูงสุด 10 µg/ml 
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พบวา ปริมาณโปรตีน Bax มีแนวโนมท่ีเพ่ิมข้ึน เม่ือเปรียบเทียบกับกลุมควบคุม และเม่ือนําแถบของ
โปรตีนท่ีไดจากรูปท่ี 6A มาวิเคราะหหาปริมาณความเขมของแถบโปรตีนเพ่ือเปรียบเทียบกับกลุม
ควบคุมท่ีเติมอาหารเลี้ยงเซลล DMEM/F-12 โดยใชโปรแกรม Photoshop CS3 (รูปท่ี 6B) และ
คํานวณความเขมของแถบโปรตีนเปรียบเทียบกับกลุมควบคุม (% of control) พบวา ผลท่ีไดท้ังสองมี
ความสอดคลองกัน จากการทดลองครั้งนี้แสดงวา เม่ือเซลลมีการตายแบบ apoptosis จะสงผลใหมีการ
ทํางานของโปรตีน Bcl-2 ลดลง แตจะไปสงผลใหมีการกระตุนการทํางานของโปรตีน Bax เพ่ิมข้ึน 
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1รูปท่ี 6 ผลของสารสกัดเถาวัลยเปรียงตอการแสดงออกของโปรตีน Bcl-2 และ Bax ของ
เซลลมะเร็งลําไสใหญ SW480 cell line เลี้ยงเซลล SW480 ดวยสารสกัดเถาวัลยเปรียงท่ีความ
เขมขนตางๆ เปนเวลา 24 ชม จากนั้นใชปริมาณโปรตีน 20 µg ของเซลล SW480 มาแยก
โปรตีนดวย 12% SDS-PAGE เพ่ือดูการแสดงออกของโปรตีน Bcl-2 และ Bax ดวย western 
blotting (A) และคาความเขมของแบนโปรตีน (B) ผลการทดลองท่ีไดแสดงเปนคา Mean±SD 
จาก 3 การทดลอง 
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บทที่ 4 

สรุปและอภิปรายผลการทดลอง (Conclusion & Discussion) 

อภิปรายผล 

 
0ในการทดสอบฤทธิ์ของสารสกัดเถาวัลยเปรียงตอการเจริญเติบโตของเซลล SW480 cell line 

ดวยวิธี MTT assay และ Crystal violet staining assay โดยมีแนวโนมของการเจริญเติบโตของ
เซลลมะเร็งท่ีเปนไปในทางเดียวกัน พบวา สารสกัดเถาวัลยเปรียงท่ีความเขมขนต่ําๆ (0.625-2.5 
µg/ml) ยังสามารถทําใหเซลลมะเร็งลําไสมีการแบงตัว และยังมีการเจริญเติบโตท่ีลดลงเล็กนอยเม่ือ
เปรียบเทียบกับกลุมควบคุม (control cell) ซ่ึงอาจจะเปนการตายแบบภาวะ apoptosis สวนสารสกัด
เถาวัลยเปรียงท่ีความเขมขนสูงๆ ตั้งแต 5.0 µg/ml ข้ึนไปทําใหจํานวนเซลลมะเร็งลําไสลดลงไปจํานวน
มาก และเม่ือยืนยันผลโดยการศึกษาการหลั่ง LDH ก็ใหผลท่ีเปนไปในทางเดียวกัน พบวา สารสกัด
เถาวัลยเปรียงท่ีความเขมขนสูงข้ึนจะสามารถเหนี่ยวนําใหมีการหลั่ง LDH มากข้ึน ซ่ึง LDH เปนเอนไซม
ท่ีถูกปลอยออกจากเซลลท่ีตายแบบ necrosis ดังนั้นท่ีความเขมขนสูงๆ ของสารสกัดเถาวัลยเปรียง 
เซลลอาจจะมีการตายแบบ necrosis 

 
0จะเห็นไดวาสารสกัดจากเถาวัลยเปรียงมีสารสําคัญพวก isoflavone เชน genistein และอนุ

พันธุ ซ่ึงมีรายงานทางระบาดวิทยาวาประชากรท่ีรับประทานอาหารท่ีมี isoflavone สูง เชน ผลิตภัณฑ
จากถ่ัวเหลืองท่ีมี genistein และ daidzein เปนสวนประกอบหลัก จะชวยลดอุบัติการณการเกิดมะเร็ง
เตานม และลดอัตราการตายจากมะเร็งตอมลูกหมากได [12] ในการศึกษานี้สารสกัดเถาวัลยเปรียง
อาจจะเหนี่ยวนําใหเซลลมะเร็งตายท้ังภาวะท่ีเปนแบบ necrosis หรือ apoptosis หรือทําใหเกิดการ
หยุดการแบงตัวของเซลล จึงไดมีการศึกษาการทํางานของ caspase-3 activity ซ่ึงเปนเอนไซมท่ีสําคัญ
ท่ีเก่ียวของกับการตายของเซลลแบบ apoptosis [13] โดยศึกษาในระยะยาว เปนเวลา 24 ชม พบวา
การทํางานของเอนไซม caspase-3 มีแนวโนมเพ่ิมข้ึนเม่ือความเขมขนของสารสกัดเถาวัลยเปรียงเพ่ิม
มากข้ึน แตจากการทดลองจะพบวาไมมีความแตกตางทางสถิติเม่ือเปรียบเทียบกับกลุมควบคุมท่ีเติม
อาหารเลี้ยงเซลล DMEM/F-12 ซ่ึงผลท่ีไดจากการทดลองสอดคลองกับการวัดเซลล apoptosis ดวย
เครื่อง flow cytometer ท่ีพบวาสารสกัดเถาวัลยเปรียงมีการเหนี่ยวนําใหเซลลตายแบบ apoptosis 
เพ่ิมข้ึน แตเซลลท่ีพบสวนใหญอยูในระยะสุดทายของกระบวนการตายแบบ apoptosis ซ่ึงใกลเคียงกับ
การตายของเซลลแบบ necrosis มาก จึงอาจเปนไปไดวา เม่ือความเขมขนของสารสกัดเถาวัลยเปรียง
เพ่ิมมากข้ึน โดยเฉพาะความเขมขนท่ี 5-10 µg/ml  สามารถเหนี่ยวนําใหเซลลมีการตายแบบ 
apoptosis ในระยะสุดทายกอนท่ี membrane จะเสียสภาพและแตกออก จนกลายเปนการตายแบบ 
necrosis ทําใหตรวจพบการทํางานของเอนไซม caspase-3 เพ่ิมข้ึน แตไมแตกตางจากกลุมควบคุม 
เนื่องจากเซลลบางสวนมีการตายแบบ necrosis รวมดวย 

 
0กระบวนการตายของเซลลแบบ apoptosis นอกจากเก่ียวของกับกระตุนการทํางานของ

เอนไซม caspase-3 ยังเก่ียวของกับโปรตีนในกลุมของ Bcl-2 family Bcl-2 เปนโปรตีนท่ียับยั้งหรือกด
การทํางานของกระบวนการ apoptosis และในทางตรงกันขาม Bax เปนโปรตีนท่ีกระตุนหรือสงเสริม
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ใหเกิด กระบวน apoptosis ภายในเซลล [14] ในการทดสอบสารสกัดเถาวัลยเปรียงตอการแสดงออก
ของโปรตีน Bcl-2 และ Bax จากการทดลองพบวาเม่ือความเขมขนของสารสกัดเถาวัลยเปรียงสูงข้ึน (5-
10 µl/ml) การแสดงออกของโปรตีน Bcl-2 และ Bax แปรผกผันกัน กลาวคือ Bcl-2 มีแนวโนมลดลง 
ในขณะท่ีโปรตีน Bax มีแนวโนมเพ่ิมมากข้ึน เม่ือเปรียบเทียบกับกลุมควบคุมท่ีเติมอาหารเลี้ยงเซลล 
DMEM/F-12 0จากการศึกษาครั้งนี้จึงอาจกลาวไดวาสารสกัดเถาวัลยเปรียงอาจจะเหนี่ยวนําให
เซลลมะเร็งลําไสใหญ SW480 เกิด cell apoptosis โดยเก่ียวของกับการเปลี่ยนแปลงระดับการ
แสดงออกของโปรตีน Bcl-2 และ Bax แตเนื่องจากขอมูลท่ีไดไมพบความแตกตางทางสถิติ จึงอาจ
เปนไปไดวา การท่ีสารสกัดเถาวัลยเปรียงมีผลตอการลดการเจริญเติบโตของเซลลมะเร็งลําไสใหญได
อาจจะเปนผลจากการตายของเซลลแบบ necrosis มากกวาการตายแบบ apoptosis ดังจะเห็นไดจาก
การหลั่งของเอนไซม LDH ท่ีเพ่ิมข้ึน  

 

สรุปผลการทดลอง 

 
0สารสกัดเถาวัลยเปรียงสามารถยับยั้งการเจริญเติบโตของเซลลมะเร็งลําไสใหญได โดยสามารถ

เหนี่ยวนําเซลลใหมีการตายท้ังแบบ apoptosis และ necrosis ได เนื่องจากมีองคประกอบท่ีสําคัญพวก 
isofavone  และอนุพันธุตางๆ ของ isoflavone ดังนั้น จากผลการทดลองเถาวัลยเปรียงจึงสามารถ
พัฒนาใหมีศักยภาพเพ่ิมมากข้ึนในการปองกันการเกิดมะเร็งลําไสใหญไดตอไปในอนาคต 
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ผลลัพธ (Output) 

 
1. การนําเสนอผลงานวิจัยในงานประชุมระดับชาติ 

รูปแบบ  การนําเสนอโปสเตอร 
งานประชุมวิชาการครั้งท่ี 33 สมาคมเภสัชวิทยาแหงประเทศไทย ณ ภาควิชาเภสัชวิทยา คณะ
วิทยาศาสตร มหาวิทยาลัยสงขลานครินทร วันท่ี 17-19 มีนาคม 2554 

 

 



 
 

20 
 

2.  เผยแพรบทความวิจัยในวารสารระดับชาติ 
 
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 
ผูวิจัย 3Woraporn Kaewkon, Nichapat Khamprasert, Nanteetip Limpeanchob 
 
(บทความวิจัยแนบทายภาคผนวก) 
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ภาคผนวก (Index) 
 

ตารางท่ี 01 ผลของสารสกัดเถาวัลยเปรียงตอการเจริญเติบโตของเซลล SW480 โดยวิธี MTT assay 

 

0ความเขมขนของสารสกัด
เถาวัลยเปรียง (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 เปนเซลลท่ีเติมอาหารเลี้ยงเซลล DMEM/F-12 
 
 
 

ตารางท่ี 02 ผลของสารสกัดเถาวัลยเปรียงตอการเจริญเติบโตของเซลล SW480 โดยวิธี Crystal violet 
assay 
 

0ความเขมขนของสารสกัด
เถาวัลยเปรียง (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 เปนเซลลท่ีเติมอาหารเลี้ยงเซลล DMEM/F-12 
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ตารางท่ี 03 ผลของสารสกัดเถาวัลยเปรียงตอการตายแบบ necrosis ของเซลล SW480 โดยวิธี MTT 
assay 
 

0ความเขมขนของสารสกัด
เถาวัลยเปรียง (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 เปนเซลลท่ีเติมอาหารเลี้ยงเซลล DMEM/F-12 
 
 
 

ตารางท่ี 04 ผลของสารสกัดเถาวัลยเปรียงตอการตายแบบ necrosis ของเซลล SW480 
 

0ความเขมขนของสารสกัด
เถาวัลยเปรียง (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 เปนเซลลท่ีเติมอาหารเลี้ยงเซลล DMEM/F-12 
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ตารางท่ี 05 การทํางาน caspase-3 activity ของเซลล SW480 เลี้ยงในอาหารท่ีมีสารสกัด
เถาวัลยเปรียงในเวลา 24 ชม (long term) 
 

0ความเขมขนของสารสกัด
เถาวัลยเปรียง (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 เปนเซลลท่ีเติมอาหารเลี้ยงเซลล DMEM/F-12 
 
 
 
ตารางท่ี 06 การแสดงออกของโปรตีน Bcl-2 ของเซลล SW480 ท่ีเลี้ยงในอาหารท่ีมีสารสกัด
เถาวัลยเปรียงความเขมขนตางๆ เปนเวลา 24 ชม 

 

0ความเขมขนของสารสกัด
เถาวัลยเปรียง (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 เปนเซลลท่ีเติมอาหารเลี้ยงเซลล DMEM/F-12 
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ตารางท่ี 07 การแสดงออกของโปรตีน Bax ของเซลล SW480 ท่ีเลี้ยงในอาหารท่ีมีสารสกัด
เถาวัลยเปรียงความเขมขนตางๆ เปนเวลา 24 ชม 
 

0ความเขมขนของสารสกัด
เถาวัลยเปรียง (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 เปนเซลลท่ีเติมอาหารเลี้ยงเซลล DMEM/F-12 
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รูปท่ี 01 การแสดงออกของโปรตีน Bcl-2 ของเซลล SW480 ท่ีเลี้ยงในอาหารท่ีมีสารสกัด
เถาวัลยเปรียงความเขมขนตางๆ เปนเวลา 24 ชม ดวยวิธี western blot ครั้งท่ี 1 
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รูปท่ี 02 การแสดงออกของโปรตีน Bcl-2 ของเซลล SW480 ท่ีเลี้ยงในอาหารท่ีมีสารสกัด
เถาวัลยเปรียงความเขมขนตางๆ เปนเวลา 24 ชม ดวยวิธี western blot ครั้งท่ี 2 
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รูปท่ี 03 การแสดงออกของโปรตีน Bcl-2 ของเซลล SW480 ท่ีเลี้ยงในอาหารท่ีมีสารสกัด
เถาวัลยเปรียงความเขมขนตางๆ เปนเวลา 24 ชม ดวยวิธี western blot ครั้งท่ี 3 
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รูปท่ี 04 การแสดงออกของโปรตีน Bax ของเซลล SW480 ท่ีเลี้ยงในอาหารท่ีมีสารสกัด
เถาวัลยเปรียงความเขมขนตางๆ เปนเวลา 24 ชม ดวยวิธี western blot ครั้งท่ี 1 
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รูปท่ี 05 การแสดงออกของโปรตีน Bax ของเซลล SW480 ท่ีเลี้ยงในอาหารท่ีมีสารสกัด
เถาวัลยเปรียงความเขมขนตางๆ เปนเวลา 24 ชม ดวยวิธี western blot ครั้งท่ี 2 
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รูปท่ี 06 การแสดงออกของโปรตีน Bax ของเซลล SW480 ท่ีเลี้ยงในอาหารท่ีมีสารสกัด
เถาวัลยเปรียงความเขมขนตางๆ เปนเวลา 24 ชม ดวยวิธี western blot ครั้งท่ี 3 
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