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โครงการวิจัยท่ี 1 การศึกษาฤทธิ์ของสารส าคัญจากมังคุดเพื่อใช้ในการรักษาโรคมะเร็ง 
                     Study activities of major constituents isolated from mangosteen as 

      chemotherapy for cancers 
   

1. บทน า 

เนื่องจากมังคุดเป็นตัวอย่างของผลไม้ไทย ที่มีการใช้ในภูมิปัญญาไทย ในการรักษาโรคหลายชนิด จากรายงาน
การวิจัยทางวิทยาศาสตร์ของกลุ่มต่างๆ และของคณะผู้วิจัยท าให้ทราบศักยภาพเบื้องต้นที่น่าสนใจอย่างยิ่งของ
มังคุดในการน ามาใช้ในการรักษาและป้องกันโรคต่างๆ โดยขณะนี้ผู้วิ จัยได้ศึกษาและท าการแยกสารบริสุทธิ์และ

สารกึ่งบริสุทธิ์จากมังคุดจากสารสกัดอัลกอฮอล์ได้ คือ -mangostin, garcinone D และ partially purified  
flavonoids จากการศึกษาเบื้องต้นพบว่า สารสกัดเบื้องต้นก่อนการแยกให้บริสุทธิ์มีคุณสมบัติที่มีศักยภาพสูง ใน
การน ามาประยุกต์ใช้ด้านต้านการแบ่งตัวของมะเร็ง และฤทธิ์ antioxidation ที่มีประสิทธิภาพสูงมาก 

ส าหรับงานวิจัยที่น าเสนอในระยะเวลา 1 ปีนี้ จะน าความรู้และการวิจัยที่ได้จากการศึกษาต่อเนื่องมาใน
ระยะหลายปีที่ผ่านมา น าเปลือกของผลมังคุดที่เป็นขยะที่ไร้มูลค่าและเปลือกเป็นส่วนที่หาได้ง่ายเหลือทิ้งจาก

การรับประทาน น ามาแยกสารส าคัญที่มีปริมาณมากในเปลือกคือ -mangostin  เนื่องจากกลุ่มผู้วิจัยมี
งานวิจัยที่เกี่ยวข้องกับมะเร็งเต้านมและมะเร็งรังไข่ จึงได้เริ่มการศึกษาโดยคัดเลือกมะเร็งกลุ่มนี้มาศึกษาฤทธิ์ทาง

ชีววิทยาเริ่มต้นของสาร -mangostin ที่แยกได้จากมังคุด ทั้งทางด้านฤทธิ์ทางเภสัชวิทยาและกลไกการออก
ฤทธิ์ในระดับเซลล์และมีผลการศึกษาที่ได้ท ามาในระดับหนึ่ง แต่ยังไม่สมบูรณ์ทั้งหมดในรูปแบบที่เสนอใน

โครงการนี้ ดังนั้นเพ่ือที่จะอธิบายฤทธิ์และกลไกของสาร -mangostin ในด้านต่างๆให้ได้ชัดเจนโดยการศึกษา
ใน cell lines ชนิดต่างๆให้ได้ผลครอบคลุมและเปรียบเทียบผลกันได้ โดยเปรียบเทียบร่วมกับยาควบคุมที่ใช้ใน
การรักษามะเร็งชนิดนั้นๆที่ใช้ในปัจจุบันก่อนน ามาศึกษาต่อในสัตว์ทดลองและการประยุกต์ใช้ในมนุษย์ต่อไป 
เซลล์มะเร็งชนิดต่างๆที่จะใช้ในการศึกษาครั้งนี้เป็นเซลล์ที่ได้มีการศึกษาอยู่ในห้องปฏิบัติการแล้วส่วนหนึ่ง และ
ได้จัดหาเซลล์ที่จะใช้ศึกษาโดยคัดเลือกมะเร็งชนิดที่เป็นปัญหาของสุขภาพของประเทศไทยที่ควรน ามาร่วมใน
การศึกษาครั้งนี้ ได้แก่ เซลล์มะเร็งเต้านมที่เป็นชนิด types ต่างๆ (4 ชนิด) เซลล์มะเร็งรังไข่ (2 ชนิด) 
เซลล์มะเร็งล าไส้ (3 ชนิด) เซลล์มะเร็งตับ (1 ชนิด) และ เซลล์ควบคุม รวมเป็นเซลล์ทั้งหมดประมาณ 10 cell 
lines  โดยจะท าการศึกษากระบวนการ ต้านการแบ่งตัวของเซลล์มะเร็งชนิดต่างๆ การเกิดกระบวนการ 
apoptosis ที่ศึกษากลไกการเกิดในหลายด้านในระดับเซลล์ signal proteins และ gene expression, tumor 
marker gene expression เช่น cytokeratin เป็นต้นของเซลล์ดังกล่าว ฤทธิ์ต้านปฏิกิริยาออกซิเดชั่น โดย
ศึกษาปฏิกิริยาทางเคมี และผลต่อเซลล์ และท้ายสุดศึกษาผลของสารต่อภูมิคุ้มกัน (immunomodulation) 
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สรุปวัตถุประสงค์ 

(1) เพ่ือตรวจฤทธิ์เบื้องต้นที่เกี่ยวข้องกับการต้านการแบ่งตัวของเซลล์มะเร็งชนิดต่างๆของสารบริสุทธิ์ (แอลฟา
แมงโกสติน) จากเปลือกมังคุด ที่แยกได้จากโครงการในแผนงานวิจัย 

(2)  เพ่ือตรวจฤทธิ์ด้าน antioxidation ของสารแอลฟาแมงโกสติน โดยเป็นการทดสอบทางปฏิกิริยาทางเคมี
และท่ีตรวจผลด้วยเซลล์ 

(3)  เพ่ือตรวจฤทธิ์ต้านมะเร็งในระดับลงลึกศึกษากลไกที่เกิดปฏิกิริยาต่อกระบวนการเกิด apoptosis และการ
ฆ่าเซลล์มะเร็งที่ชัดเจน (10 cell lines) และตรวจระดับ tumor markers และ gene expression ของโปรตีน
ที่เก่ียวข้องกับกลไกต่างๆนั้น ก่อนและภายหลังการทดสอบกับสารแอลฟาแมงโกสติน (gene หลายชนิดยังไม่มี
ผู้รายงาน) 

(4)  เพ่ือตรวจผลของสารแอลฟาแมงโกสตินที่มีต่อระบบของภูมิคุ้มกัน (immunomodulation) เป็นแนวทาง
การศึกษาในสมุนไพรอื่น ต่อไป 

2. การทบทวนวรรณกรรมที่เกี่ยวข้อง 

มังคุด                      (Mangosteen) 
ชื่อวิทยาศาสตร์  Garcinia mangostana L. 
ชื่อวงศ์   Guttiferae 
ลักษณะทางพฤกษศาสตร์  
เป็นไม้ยืนต้นสูงประมาณ 10-12 เมตร ทุกส่วนมียางสีเหลอืง ใบเดี่ยว เรียงตรงข้าม รูปไข่หรือรูปวงรี

แกมขอบขนาน กว้าง 6-11 ซม. ยาว 15-25 ซม. เนื้อใบหนาและค่อนข้างเหนียวคล้ายหนัง หลังใบสีเขียวเข้ม
เป็นมัน ท้องใบสีอ่อนกว่า ดอกเดี่ยวหรือเป็นคู่ออกท่ีซอกใบใกล้ปลายกิ่ง สมบูรณ์เพศหรือแยกเพศ กลีบเลี้ยงสี
เขียวอมเหลือง กลีบดอกสีแดง ฉ่ าน้ า ผลเป็นผลสด ค่อนข้างกลม (สมุนไพรพ้ืนบ้าน, 2542) 

ส่วนที่ใช้  
ราก ท าให้ประจ าเดือนมาตามปกติ รักษาโรคบิดมูกเลือด, ต้น รักษาโรคบิดมูกเลือด, เปลือกต้น ชะ

ล้างบาดแผล รักษาแผล, ใบ รักษาโรคบิดมูกเลือด, ดอก รักษาโรคบิดมูกเลือด, ผลดิบ สมานแผล แก้บาดแผล 
แก้ท้องร่วง, เปลือกผล แก้แผลเป็นหนอง แก้แผลเปื่อย แก้บิดมูกเลือด (สมุนไพรพ้ืนบ้าน, 2542) 

 
องค์ประกอบทางเคมี  
ประกอบด้วย xanthone, mangostin, tannin, chrysanthemin, garcinone, gartanin, 

mangostanol, mangostinone, vitamin B1, B2, C (สมุนไพรพ้ืนบ้าน, 2542; Moongkarndi et al., 2004) 
เป็นต้น 
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ฤทธิ์ทางเภสัชวิทยา  
สารจากเปลือกมังคุดมีฤทธิ์ต้านเชื้อแบคทีเรีย, ต้านเชื้อรา, ยับยั้งเอนไซม์ viral reverse 

transcriptase และ HIV protease, ต้านเชื้อมาลาเรีย, แก้ท้องเดิน, ต้าน histamine, ต้าน serotonin, ลดการ
อักเสบ ลดการเกิดแผลในทางเดินอาหาร, ยับยั้งเอนไซม์ DNA topoisomerases I และ II, จับกับอนุมูลอิสระ 
ต้านออกซิเดชั่น, ต้านมะเร็ง, เพ่ิมความดันโลหิต (สมุนไพรพื้นบ้าน, 2542; Moongkarndi et al., 2004) เป็น
ต้น 

การวิจัยในประเทศไทย พบว่าสารสกัดหยาบ (crude extract) จากเปลือกมังคุดท่ีสกัดด้วย 
methanol สามารถการต้านการแบ่งตัวของเซลล์มะเร็งเต้านม (SKBR3) โดยมีค่า ED50 ที่ความเข้มข้น 9.25 ± 
0.64 µg/ml ซึ่งเก่ียวข้องกับกระบวนการ apoptosis โดยตรวจสอบจากการเปลี่ยนแปลงรูปร่างของเซลล์ 
นอกจากนี้ยังมีฤทธิ์ต้านการเกิดปฏิกิริยาออกซิเดชัน (antioxidation) รวมถึงการยับยั้งการเกิด Reactive 
Oxygen Spicies (ROS reduction) อีกด้วย (Moongkarndi et at., 2004) 

 
 
 
 
 
 

Mangostin 
 เป็นสารกลุ่ม phenolic compounds ตัวหนึ่ง ซึ่งอนุพันธ์ของ xanthone มีชื่อทางเคมี คือ 

1,3,6-trihydroxy-7-methoxy-2,8-bis-(3-methyl-2-butenyl)-9H-xanthen-9-one หรือ 1,3,6-trihydroxy-

7-methoxy-2,8-di(3-methyl-2-butenyl) xanthone (The Merck Index, 1996) และยังแบ่งเป็น , beta 
และ gamma-mangostin ขึ้นกับหมู่แทนที่ที่ต าแหน่ง hydroxyl (-OH) ดังแสดงในรูปที่ 3 (Matsumoto et 

al., 2004) ในด้านของฤทธิ์ทางเภสัชวิทยาพบว่า -mangostin สามารถเหนี่ยวน าการเกิด apoptosis ของ 
human leukemia HL60 cell line โดยกระตุ้นระบบ caspase-3, 9 ในไมโตรคอนเดรีย ซึ่งตรวจการเกิด 
apoptosis โดยดูจากรูปร่างของเซลล์ที่เปลี่ยนไป และดูจาก cytocrome C/AIF ที่ถูกปลดปล่อยออกมา จาก
การตรวจสอบโครงสร้างทางเคมีที่สัมพันธ์กับกระบวน apoptosis พบว่าการแทนที่หมู่ methoxy (H3C-O-C) 
โดยหมู่hydroxyl พบว่าลดความแรงอย่างมีนัยส าคัญ (Matsumoto et al., 2003) นอกจากนี้ยังมีฤทธิ์ยับยั้ง
การท างานของเอนไซม์ sphingomyelinase ท าให้กระตุ้นการเกิด apoptosis ของเซลล์ การยับยั้งกระบวนการ
เกิด oxidative damage ของ LDL ในมนุษย์, การเป็น competitive antagonist ของ histamine ที่ H1 

receptor และมีฤทธิ์ต้านเชื้อ Helicobactor pylori (Iikubo et al., 2002) เป็นต้น ส าหรับ -mangostin มี
การศึกษาพบว่าสามารถยับยั้งการสร้าง prostaglandin E2 โดยยับยั้งการท างานของเอนไซม์ COX-1 และ 
COX-2 ที่ความเข้มข้น 0.8 และ 2 µg/ml ตามล าดับ, มีฤทธิ์ต้านเชื้อ methicillin-resistant Staphylococcus 
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aureus (MRSA), มีฤทธิ์ antimalarial และฤทธิ์ในการยับยั้งเอนไซม์ monoamine oxidase  (Nakatani et 
al., 2002) 

แม้ว่ามังคุดจะมีสรรพคุณทางยาที่น่าสนใจ แต่ว่าข้อมูลการศึกษาวิจัยเชิงวิทยาศาสตร์ยังคงมีน้อยมาก 
เมื่อเทียบกับพืชสมุนไพรอื่น ๆ ไม่ว่าจะเป็นขม้ินชัน, ลูกยอ และลูกใต้ใบ เป็นต้น จากฐานข้อมูล online ของ 
PubMed (www.pubmed.com; accessed September 7, 2010) พบว่ารายงานเกี่ยวกับมังคุดในเชิง
วิทยาศาสตร์ มีตัวเลขเพียง 10% ของงานวิจัยที่เกี่ยวกับขมิ้นชัน และพบว่าตั้งแต่ปี ค.ศ.1980 ถึงปัจจุบัน มีราย
งานวิจัยเกี่ยวกับมังคุด Garcinia mangostana ถูกตีพิมพ์ในวารสารนานาชาติรวม 129 เรื่อง จนถึงปี ค.ศ. 
2010  ถือว่าน้อยมากเม่ือเทียบกับพืชสายพันธุ์อ่ืนใน Genus เดียวกัน (Garcinia sp. มี 156 เรื่อง ถึงปี ค.ศ. 
2007 และ 523 เรื่อง ในปี ค.ศ. 2010) อย่างไรก็ตาม งานวิจัยส่วนใหญ่ของมังคุดเก่ียวข้องกับการศึกษา
ทางพฤกษเคมีของมังคุด ส่วนน้อยแต่ก็มีเพ่ิมมากข้ึนในปัจจุบันที่รายงานเกี่ยวกับฤทธิ์ทางชีววิทยา ส าหรับสาร 
mangostin ขณะนี้ถูกตีพิมพ์ในวารสารนานาชาติ 92 เรื่อง เมื่อถึงปี ค.ศ. 2010 ส าหรับสาร garcinone ขณะนี้
ถูกตีพิมพ์ในวารสารนานาชาติ เพียง 11 เรื่อง ถึงปี ค.ศ. 2010 ส าหรับส่วน water extract Garcinia เพียง 10 
เรื่อง ถึงปี ค.ศ. 2010   ดังนั้นจึงเป็นโอกาสดีที่กลุ่มงานวิจัยของเราจะเป็นกลุ่มแรกๆ ที่ศึกษาเกี่ยวกับ
สารส าคัญที่มีปริมาณมากที่แยกได้จากเปลือกของมังคุดอย่างละเอียด โดยเน้นส าหรับโรคมะเร็ง เพ่ือการ
ประยุกต์ใช้ให้เกิดประโยชน์ส าหรับผู้ป่วยในอนาคต 

จากรายงานการวิจัยที่กลุ่มงานผู้วิจัยค้นพบและได้ตีพิมพ์แล้ว ท าให้ทราบว่า สารสกัดเมทานอล/เอทา
นอลจากมังคุด มีฤทธิ์ดีในการยับยั้งการเจริญเติบโตของเซลล์มะเร็งเต้านม และกระตุ้นขบวนการตายของเซลล์
แบบ apoptosis และยับยั้งการเกิดอนุมูลอิสระอย่างน่าสนใจ (Moongkarndi et al., 2004a) รายงานวิจัยที่
ถูกตีพิมพ์ในปีเดียวกัน พบว่าสารสกัดจากเปลือกมังคุดให้ฤทธิ์ดีที่สุดในการยับยั้งการเจริญเติบโตของ
เซลล์มะเร็งเต้านม เมื่อเทียบกับสมุนไพรชนิดอื่น ๆ อีก 8 ชนิด (Moongkarndi et al., 2004b) พบว่าสารกลุ่ม 
xanthones ที่สกัดได้จากพืชทั่วไปให้ฤทธิ์ยับยั้งการเจริญ และกระตุ้นการตายของเซลล์มะเร็งของเซลล์เม็ด
เลือดขาวแบบ apoptosis (Pedro et al., 2002) สารกลุ่ม xanthones เป็นสารกลุ่มหลักท่ีพบในเปลือก
มังคุด เริ่มมีการน าไปศึกษาฤทธิ์ทางชีววิทยามากขึ้น นอกจากนั้นได้ท าการศึกษาฤทธิ์ของสารสกัดอัลกอฮอล์ที่
มีฤทธิ์เป็น antioxidant โดยใช้การตรวจสอบทางเคมีต่างๆ การใช้เซลล์และการใช้เครื่องมือพิเศษคือ 
Electron Spin Resonance (ESR) Spectroscopy โดยศึกษาท้ังใน in vitro และ in vivo techniques ใน
โครงการความร่วมมือ JSPS-NRCT Core University Program ซึ่งเป็นโครงการที่ไม่ได้รับงบประมาณในการ
วิจัยที่ประเทศไทยเป็นเพียงความร่วมมือกับประเทศญี่ปุ่น และ Professor Hideo Utsumi ที่ Kyushu 
University สนับสนุนให้นักศึกษาที่รับทุนปริญญาเอกกาญจนาภิเษกมีโอกาสท าวิจัยใช้อุปกรณ์วิจัยพิเศษที่
ญี่ปุ่นได้นานขึ้น และการศึกษาในขณะนั้นจะศึกษาเพียงสารสกัดอัลกอฮอล์ 

 จากผลการศึกษาเบื้องต้นด้านการต้านมะเร็งของคณะผู้วิจัยพบว่า สารสกัดหยาบ (methanolic crude 
extract) จากมังคุดเม่ือท าการศึกษา in vivo antitumor activity ต่อการเจริญเพ่ิมจ านวนของ murine colon 
cancer NL-17 cells ใน BALB/c mice ในแบบ dose-dependent manner และขนาดที่ให้ผลดีที่สุดคือ

http://www.pubmed.com/
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ขนาด 200 mg/kg treated-mice จากผลการทดลองสรุปว่าขนาดของสารสกัดที่ใช้ระหว่าง 100-200 
mg/kg/mouse จะมีผล antitumor activity ประมาณ  50-70% ในขณะที่ 5-FU (15 mg/kg/mouse) ที่ใช้
เป็น positive control จะให้ผลประมาณ 60.25% ผลของการตรวจทางพยาธิวิทยาก็พบบริเวณของเนื้อมะเร็งมี
ขนาดลดลงอย่างเด่นชัด นอกจากนั้น life span ของหนูที่ใช้สารสกัดท่ี150 and 200 mg/kg-treated tumor 

bearing mice ก็ยาวขึ้นอย่างมีนัยยะส าคัญทางสถิติ จาก 243.16 เป็น 44.66.73 และ 47.45.59 วัน 
ตามล าดับ ปัจจุบันยังไม่มีรายงานการศึกษาทาง in vivo ดังที่น าเสนอนี้ 
 ปัจจุบันยังไม่มีรายงานการศึกษาทาง in vivo ของ สารสกัดหรือสารบริสุทธิ์ที่แยกจากมังคุด งานวิจัยที่
น าเสนอนี้แสดงถึงฤทธิ์ in vivo antitumor activity ของสารสกัดจากมังคุดต่อการเจริญเพ่ิมจ านวนของ 
murine colon cancer NL-17 cells ใน BALB/c mice ในแบบ dose-dependent manner และขนาดที่
ให้ผลดีที่สุดคือขนาด 200 mg/kg treated-mice จากผลการทดลองสรุปว่าขนาดของสารสกัดที่ใช้ระหว่าง 
100-200 mg/kg/mouse จะมีผล antitumor activity ประมาณ  50-70% ผลของการตรวจทางพยาธิวิทยาก็
พบบริเวณของเนื้อมะเร็งมีขนาดลดลงอย่างเด่นชัด นอกจากนั้น life span ของหนูที่ใช้สารสกัดที่150 and 200 

mg/kg-treated tumor bearing mice ก็ยาวขึ้นอย่างมีนัยยะส าคัญทางสถิติ จาก 243.16 เป็น 44.66.73 

และ 47.45.59 วัน ตามล าดับ  
    มีผลการศึกษาทาง in vitro ส าหรับสารที่เป็น crude extract และสารที่แยกบริสุทธิ์จากมังคุดใน
รายงานตั้งแต่ปี 2003-2008 พบว่าสารส าคัญแต่ละชนิดที่แยกได้ โดยเฉพาะสาร mangostin และ garcinone E 
มีศักยภาพที่จะน ามาใช้เป็นยาต้านมะเร็งได้ และอาจมีผลเสริมในการใช้รักษาร่วมกับยาที่ใช้กันอยู่ในปัจจุบัน 
(Pedraza-Chaverriม 2008) แต่ละรายงานท าการศึกษาส่วนใหญ่กับ cell line บางชนิด จะไม่ได้ศึกษากับเซลล์
หลายชนิดแบบที่น าเสนอนี้ ซึ่งผลที่รายงานจากหลายกลุ่มผู้วิจัยจะได้ค่าที่แตกต่างกันและประเมินผลที่เทียบเคียง
กันได้ยาก ปัจจุบันยังไม่มีรายงานเพ่ิมข้ึนมาก โดยเฉพาะผลที่ทดสอบทาง in vivo กับสารบริสุทธิ์ยังไม่มีรายงาน 
แต่ถ้าท่ีใช้กับสาร crude extract ได้มี่รายงานที่ได้ผลดีจากกลุ่มที่ผู้วิจัยได้ศึกษา (Kosem et al., 2013) 

หากผลที่ได้ทาง in vitro ในโครงการปีที่ 1 นี้ เป็นที่น่าพอใจและสาร -mangostin ให้ผลที่มี
ศักยภาพที่ควรศึกษาต่อทาง in vivo จะน าเสนอโครงการศึกษาต่อทางด้าน antitumor formation ใน
สัตว์ทดลอง (ในปีที่ 2) ซึ่งมีผลการศึกษาเริ่มต้นและได้ผลดีมีประสิทธิภาพเมื่อใช้ crude methanolic extract 
(Kosem et al in press)  เพ่ือน าผลที่ได้ไปประเมินถึงประสิทธิผลและศักยภาพโดยรวมที่จะใช้น าไปใช้
ศึกษาวิจัยต่อไปทางคลินิก เพ่ือการประยุกต์ใช้ในมนุษย์ในอนาคต 
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                                            แผนโครงการในอนาคต    

 ศกึษา  Pharmcokinetics 

 ศกึษา Pharmcodynamics  
 Clinical Trial ในผู้ ป่วยมะเร็ง 
 ศกึษาปรับเปลีย่นโครงสร้างของสารบริสทุธ์ิ เพ่ือเพ่ิมการท าปฏิกิริยากบัเซลล์เป้าหมาย และ/หรือ 

เตรียมเป็น Drug Delivery  และ/หรือ เช่ือมกบั MAb ส าหรับ targeted therapy 

การตรวจสอบฤทธ์ิและควบคุมคุณภาพของสารสกัดและสารบริสุทธ์ิต่างๆ ที่ได้ 

โครงการการพัฒนายาใหม่จากสารสกัดและสารบริสุทธ์ิ จากมังคุดเพ่ือใช้ในการป้องกันและรักษามะเร็ง 

       เตรียมแยกสารจากเปลือกมังคุดปริมาณมาก (ส าหรับตลอดโครงการ) 

 สารบริสทุธ์ิ -Mangostin  

 จดัท าก าหนดขัน้ตอนตา่งๆ ของการแยกสาร 
 ควบคมุก าหนดการตรวจสอบสารท่ีได้ 

 

                                                  ด้านการต้านมะเร็ง 

ปีที่ 1 

 in vitro : antiproliferation ของเซลล์มะเร็งชนิดตา่งๆ 10 cell lines 

 การตรวจฤทธ์ิ antioxidant ทางเคมีและในเซลล์ 

 กระบวนการเกิด apoptosis, signal proteins, gene expression และ tumor markers ที่เก่ียวข้อง เช่น 
bax, Bcl, cytokeratin, เป็นตนั 

 ศกึษาฤทธ์ิ immune stimulation  หรือ modulation ใช้ Flow cytometry ตรวจวดั cytokines โดย 
ELISA 
 

ปีที่ 2 

 in vivo : antitumor formation     ประเมินผลของคา่ตา่งๆที่ได้ ขนาดของก้อนเนือ้งอก etc 
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3. ระเบียบวิธีด าเนินการวิจัย 

           เตรียมสารให้มีปริมาณมากส าหรับโครงการวิจัยที่น าเสนอในแผนงานวิจัย  และตรวจพิสูจน์ประกัน
คุณภาพของสารที่ได้ให้มีคุณสมบัติตามท่ีแยกได้ตามวิธีการที่เตรียมได้แล้ว 

   3.1. การสกัดสาร และแยกสารให้บริสุทธิ์ 

      การเตรียมอยูใ่นแผนงานวิจัย โดยย่อท าการเก็บตัวอย่างเปลือกของผลมังคุด สดหรือตากให้แห้ง

ก่อนบดเป็นผงยา  ตรวจการปนเปื้อนทั่วไปในเบื้องต้น  หลังจากนั้นท าการหมักด้วย solvents ที่เหมาะสม โดย 

Soxhlet extractor แล้วเก็บส่วนของ supernatant มาท าให้เข้มข้นก็จะได้ crude extract ต่อมาน า crude 

extract นี้มาลงใน silica gel column chromatography และท าการสกัดด้วย solvents ต่าง ๆ ที่แตกต่าง

เพ่ือแยกให้ได้สารกลุ่มต่าง ๆ ตามล าดับความมีขั้ว ทดสอบความบริสุทธิ์ของสาร -mangostin ด้วยวธิี Thin 

layer chromatrography, HPLC, Mass spectrophotrometry, Infrared spectrometly และ NMR เป็น

ต้น จัดท าก าหนดขั้นตอนต่าง ๆ ของการแยกสาร และการควบคุมก าหนดการตรวจสอบสารที่ได้ 

   3.2. การทดสอบฤทธิ์ทางชีววิทยา ในหลอดทดลอง in vitro 

เซลล์ที่ศึกษา 10 ชนิด คัดเลือกมาจากเซลล์มาตรฐานในห้องปฏิบัติการ และเป็นเซลล์มะเร็งชนิดที่รักษาได้

ยาก และมีคนไทยเป็นกันมาก คือ  

 เซลล์มะเร็งุเต้านม SKBR3, BT474, BT549, MDA-MB-231, MCF-7   human breast cancer cell 

lines ต่างๆ 

 เซลล์มะเร็งรังไข่ OV-CAR-3, SKOV3 human ovarian cell lines 

 เซลล์มะเร็งล าไส้ใหญ่ CACO-II, SW620 human colon cell lines 

 เซลล์มะเร็งตับ HepG2 human hepatocellular liver carcinoma cell line  
 
Cytotoxic drugs ที่ใช้ในการทดลอง และเป็นยาที่เป็นยามาตรฐานที่ใช้ในการรักษามะเร็งแต่ละชนิด  

1. Breast cancer: Doxorubicin/ Paclitaxel (Taxol)/ Melphalan/ Docetaxel/ Cisplatin/ Gemcitabine/ 
Methotrexate 
2. Ovarian cancer: Doxorubicin/Paclitaxel (Taxol)/Melphalan/Irinotecan/Cisplatin/Carboplatin/ 
Gemcitabine 
3. Liver cancer: Doxorubicin/ Mitomycin C 
4. Colon, rectum, esophagus or intestine cancer: Doxorubicin/Irinotecan/Mitomycin C 
กลไกการออกฤทธิ์ (Mechanisms of action): 
1. Doxorubicin: interact with DNA by intercalation and inhibition of macromolecular 

biosynthesis 
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2. Paclitaxel (taxol) and Docetaxel: enhance stability of microtubules, preventing the 
separation of chromosomes during anaphase 

3. Cisplatin and Carboplatin: binding to and causing crosslinking of DNA which ultimately 
triggers apoptosis 

4. Irinotecan: A Topoisomerase inhibitor 
5. Mitomycin C: A potent DNA crosslinker 
6. Melphalan: Alkylating agents 

 
   3.3 ศึกษาฤทธิ์ต้านการเจริญและกระตุ้นการตายของเซลล์มะเร็งแบบ apoptosis ต่อเซลล์มะเร็ง 

และกลไกของเซลล์มะเร็ง ผลต่อ gene expression 

วัดความแรงของสาร -mangostin ต่อการต้านการแบ่งตัวของเซลล์มะเร็งด้วยวิธี MTT method  
 วิธีนี้จะวัดความสามารถของเซลล์ที่มีชีวิตในการเปลี่ยนสาร MTT ให้เป็นผลึกสีม่วง ซึ่งวัดได้ด้วย

เครื่อง microplate reader หลังจากทดสอบด้วยสารจากมังคุด เราจะทราบได้ว่าสารสกัดและสารบริสุทธิ์
สามารถยับยั้งและฆ่าเซลล์มะเร็งได้กี่เปอร์เซ็นต์ เมื่อเทียบกับกลุ่มควบคุมบวกและลบ  วิธีนี้ท าให้ทราบค่า IC50 

ของสารสกัดและสารบริสุทธิ์ เพ่ือน าค่าท่ีได้ไปใช้ในการทดสอบอ่ืน ๆต่อไป 
 

3.4 การศึกษาการแสดงออกของยีนส าคัญท่ีบ่งบอกถึงการเกิด apoptosis และการยับย้ังการเกิด   
     มะเร็ง 

               โปรตีน/ยีน สัญญาณหลายตัวใช้บ่งบอก pathway apoptosis ในโครงการนี้ได้ศึกษา caspase, 
cytokeratin ที่พบว่ามีความส าคัญในการเปลี่ยนแปลงที่เป็นตัวบ่งบอกการเกิดมะเร็งได้ (tumor marker) การ

ตรวจพบการแสดงออกของยีนเหล่านี้ หลังจากทดสอบเซลล์ชนิดต่างๆด้วยสาร -mangostin จากเปลือกมังคุด
จะท าให้ท านายกลไกการท างานของสารได้ ใช้ตรวจโดย RT-PCR ด้วย real time RT-PCR 
 

3.5.  การทดสอบฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ 
   การตรวจสอบด้วยปฏิกิริยาทางเคมี DPPH method    
   วิธีการทดสอบดังต่อไปนี้ใช้เพ่ือตรวจสอบฤทธิ์เบื้องต้นของสารสกัด และสารบริสุทธิ์ ได้แก่ 

การตรวจสอบปริมาณ phenolics ด้วย Folin-Ciocalteu reagent, การตรวจสอบความสามารถในการ 
reducing โลหะ ferric (III) iron, ตรวจการก าจัด DPPH radical ด้วยการให้โปรตอน, ตรวจสอบความสมารถใน
การก าจัด nitric oxide radical ด้วย sodium nitroprusside และตรวจสอบความสามารถในการก าจัด Lipid 
peroxidation ด้วย Linoleic acid emulsion system การศึกษาในโครงการจะใช้วิธีตรวจง่ายๆโดย DPPH 
method 
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               DPPH method    
               DPPH (1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl) เป็นอนุมูลอิสระชนิดหนึ่งที่มีความคงตัวและดูดกลืน
แสงที่ 528 nm หลังจากที่ถูก reduced ด้วยสารที่มีฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ สารสกัดจากสมุนไพรหลายชนิดมี
ความสามารถดังกล่าว ดังนั้น DPPH method จึงเป็นวิธีหนึ่งที่นิยมใช้ในการหาฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระของสาร
สมุนไพรในเบื้องต้น เนื่องจากเป็นการทดสอบที่ง่ายและสะดวกรวดเร็ว ปฏิกิริยาที่เกิดขึ้นระหว่าง DPPH และ
สารสกัด มีโอกาสเกิดข้ึนได้ 2 กลไก สามารถแสดงเป็นสมการง่าย ๆ ได้ดังนี้ 

กลไกท่ี 1 คือ a direct H-atom abstraction process 

DPPH + RXH       DPPHH + RX 
กลไกท่ี 2 คือ a proton concerted electron transfer process 

DPPH + RXH       DPPH + RX         DPPHH + RX 
ในการทดสอบใช้สารควบคุมบวก คือ วิตามินซี (บริษัท Fisher, Cat No. 50-81-7) ซึ่งเป็นสารที่ละลาย

น้ า และ วิตามินอี (alpha – tocopherol)(บริษัท Sigma, Cat No PT-1157) ซึ่งเป็นสารที่ละลายในน้ ามัน เป็น
ตัวควบคุมบวกร่วมด้วย และจะใช้ตัวท าละลายสารที่ทดสอบเป็นตัวควบคุมลบ 

-  การตรวจสอบการก าจัดอนุมูลอิสระด้วย cell culture system 
      การก าจัด intracellular reactive oxygen species (ROS) ของสารสกัดถูกตรวจสอบด้วย 

DCFH-DA fluorescence probe โดยใช้ cell lines ชนิดต่างๆ ในการทดสอบที่ทดลองในห้องปฏิบัติการจะใช้
วิตามินอี (alpha – tocopherol)(บริษัท Sigma, Cat No PT-1157) และวิตามินซี เป็นตัวควบคุมบวก และจะ
ใช้ตัวท าละลายสารที่ทดสอบเป็นตัวควบคุมว่าไม่มีผลต่อเซลล์ที่ทดสอบ และมีเซลล์ที่ไม่ได้ใส่สารทดสอบเป็น
กลุ่มควบคุมร่วมด้วย 

3.6 การทดสอบฤทธิ์ต่อภูมิคุ้มกัน (immunomodulation) 

         สารบริสุทธิ ์-mangostin ที่ความเข้มข้นที่เหมาะสม และเวลาที่เหมาะสม ทดสอบการเปลี่ยนแปลง
ทางปริมาณของเซลล์ที่เกี่ยวข้องกับภูมิคุ้มกัน เช่น mononuclear cell, CD4, CD8, CD20 ที่เป็น 
marker ที่ส าคัญบนเซลล์ในระบบ จะถูกตรวจสอบด้วยสีย้อมฟลูออเรสเซ็นต์บนแอนติบอดี และตรวจวัด

ด้วย flow cytometry  และตรวจวัดระดับ cytokines คือ  IL-1β,  IL-2, TNF-α โดยวิธี ELISA ด้วยการใช้ 
เซลล์เม็ดเลือดขาวชนิดโมโนนิวเคลียส (peripheral blood mononuclear cell; PBMC) 
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วิธีการวิจัย  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 การแยกเม็ดเลือดขาวชนิดโมโนนิวเคลียส 
 ขั้นตอนการทดลอง: 
 1.น า buffy coat ที่ได้จากอาสาสมัครสุขภาพดีมาเจือจางด้วย 0.01M PBS ในอัตราส่วน 1:1 
 2. ใช้ปิเปตค่อยๆปล่อยเลือด 6 ml ที่เจือจางแล้วลงบนผิวหน้า Lymphoprep™ ที่เตรียม
ไว้ในหลอดทดลอง ปิดฝาให้สนิท 
 3. ปั่นเหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 800 x g นาน 30 นาที ที่อุณหภูมิห้องโดยไม่มีเบรค 
 4. ใช้Pasteur pipette ดูดส่วนชั้นขาวของmononuclear cell ที่อยู่ระหว่าง diluted 
serum/Lymphoprep™ออกมาเก็บไว้ 
 5. น าส่วนที่เก็บได้มาเติม 0.01M PBS และน าไปปั่นเหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 250 x g นาน 
10 นาท ี
 6. ท าซ้ าข้ันตอนที่ 5 อีกประมาณ 3 รอบเพ่ือล้างเซลล์ 
 7. นับเซลล์โดยใช้ hemocytometer counting chamber และปรับความเข้มข้นของ
เซลล์ให้ได้ 4 × 106cells/ml ใน complete RPMI. 

แยกเซลล์เม็ดเลือดขาวชนิดโมโนนวิเคลียส  
(วิธี Density Gradient Centrifugation) 

ตรวจวัดระดับ cytokines 
- IL-1β 
- IL-2 

- TNF-α 
(วิธี ELISA) 

ตรวจวัดระดับเม็ดเลือดขาว 
- T-lymphocyes 
- B-lymphocytes 
- NK cells 
(วิธี Immunostaining, Flow Cytometry) 

ศึกษาระดับความเข้มข้นของสาร α-mangostin ที่มีผลต่อการรอดชีวิตของเซลล์เม็ดเลือดขาวชนิดโมโนนิวเคลียส 
(วิธี MTT Cell Viability assay) 

 

เพาะเล้ียงเซลล์เม็ดเลือดขาวกับสารสกดั α- mangostinที่ความเข้มข้นต่างๆ 
นาน 24 ชั่วโมง 
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 MTT Cell Viability Assay 
               การทดลองท าตามวิธีการตรวจดังที่อธิบายในตอนต้น 
Concanavalin A (ConA) ความเข้มข้น 40 µg/ml; เป็น carbohydrate-binding protein ท าหน้าที่กระตุ้น 

T-cells ท าหน้าที่เป็น กลุ่มควบคุมบวกในการทดลอง 
 การค านวณ  Survival rate (%)=(A sample-A blank)/(A negative .control-A blank) x 100 

 A sample = ค่าการดูดกลืนแสงของหลุมทดสอบที่มี PBMCs และ -mangostin 
       A negative control = ค่าการดูดกลืนแสงของหลุมควบคุมท่ีมี PBMCs ในอาหารเลี้ยงเซลล์ที่มี DMSO 

 A blank  = ค่าการดูดกลืนแสงของหลุม blank ที่มีสาร -mangostin 
  

 ขั้นตอนการทดลอง การทดสอบฤทธิ์ของสาร โดยใช้ PBMCs 

  PBMCs จะถูกเลี้ยงใน 6-well plate ที่มีความเข้มข้นสุดท้ายเท่ากับ 2 x 106 PBMCs/ml 

เซลล์ถูกเลี้ยงในอาหารที่มีสาร -mangostin ความเข้มข้นต่างๆ หรือในอาหารที่มี -mangostin ร่วมกับ 
ConA และกลุ่มควบคุมบวกคือ PBMCs ที่ถูกกระตุ้นด้วย ConAส่วนกลุ่มควบคุมลบคือ PBMCs ที่ไม่ได้เติม
สารใดๆ 

  1. เติม complete RPMI medium 1.5 ml/หลุม ลงในหลุมกลุ่มควบคุมลบ 

  2. เติม complete RPMI medium 750 µl/หลุมลงในหลุมของสารทดสอบ 

  3. เติมสาร -mangostin ที่ความเข้มข้นต่างๆ 750 µl/หลุม ลงในหลุมของสารทดสอบ 

  4. เติม ConA 750 µl/หลุม ลงในหลุมกลุ่มควบคุมบวก  

  5. เติม PBMCs 1.5 ml/หลุมลงในทุกหลุม 

  ดังนั้นในทุกหลุมจะมีปริมาตรเท่ากับ 3 ml/หลุม 

  6. น า plate เข้าตู้ ตู้ incubator ที่อุณหภูมิ 37 °C, 5% CO2 นาน 24 ชั่วโมง 

  7. เก็บเซลล์จากหลุมมาใส่ centrifuge tube แล้วน าไปปั่นเหวี่ยงที่ความเร็ว 1500x g,      
3 นาที 

  8. เก็บส่วนใส (supernatant) มาใส่ Eppendorf และเก็บในตู้เย็น – 20 ºC จนกว่าจะน ามา
ท าการวิเคราะห์หาระดับ cytokines ส่วน pellet นั้นน ามาท าการย้อมสีหา CD maker ของเซลล์ต่อไป 
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 การตรวจวัดระดับ Cytokines ด้วยวิธี ELISA  

- ชุดตรวจ cytokines IL-1β 

       IL-1β ท าหน้าที่ส าคัญในการตอบสนองด้านภูมิคุ้มกันและการตอบสนองด้านการอักเสบ, เกี่ยวข้องกับ 

bone remodeling, การเกิดไข้, และ carbohydrate metabolism ระดับ IL-1β ที่ไม่เหมาะสมหรือการ

หลั่ง IL-1β เป็นเวลานานแสดงถึงความผิดปกติทางพยาธิสภาพ ได้แก่ การติดเชื้อ, arthritis, inflammatory 
bowel disease, acute and chronic myelogenous leukemia, insulindependent diabetes 
mellitus, atherosclerosis, neuronal injury และ aging-related diseases 

- ชุดตรวจ cytokines IL-2 

IL-2 หรือ T cell growth factor (TCGF) ท าหน้าที่เกี่ยวกับการกระตุ้น T-cells และ T-cell expansion, 
development, maintenance และการท างานของ regulatory T cells ซึ่งท าหน้าที่ป้องกัน autoimmune 
disease นอกจากนี้ IL-2 ยังสามารถส่งเสริมการเกิดการอักเสบใน autoimmune ใน target organs ผ่านการ
แสดงออกของ T cell trafficking genes และการสร้าง Th2 cytokines นอกจากนี้ IL-2 ยังช่วย promote 
development ของ activated CD8+ ให้กลายเป็น memory cells 

- ชุดตรวจ cytokines TNF-α 

TNF-α ท าหน้าที่ส าคัญเกี่ยวกับการอักเสบ, การพัฒนาของระบบภูมิคุ้มกัน, การเกิด apoptosis และ lipid 
metabolism นอกจากนี้ยังเกี่ยวข้องกับการเกิดโรคหืด, Crohn’s disease, rheumatoid arthritis, 
neuropathic pain, obesity, type 2 diabetes, septic shock, autoimmunity และมะเร็ง 

 

ขั้นตอนการทดลอง การตรวจวัดระดับ Cytokines ด้วยวิธี ELISA 

น า supernatant ที่เก็บไว้มาอยู่ในอุณหภูมิห้อง เติม supernatant ลงไปและทดสอบตามที่ชุดทดสอบก าหนด 
ท าการวัดผลโดยวัดค่าความยาวคลื่นที่ 450 nm และ reference wavelength 570 nm 

 Immunostaining, flow cytometric analysis[19-22] 

- Wash buffer (2%FCS, 0.1%NaN3 in PBS) 

- Fix solution (1% paraformaldehyde in PBS) 

- BD Multitest™ IMK kit    
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ขั้นตอนการทดลอง 

ประเภทของ human lymphocytes จ าแนกตามหน้าที่และ cell-surface antigen ได้เป็น 3 กลุ่ม
หลัก คือ mature human T lymphocytes (CD3+), B lymphocytes (CD19+) และ NK lymphocytes 
(CD3-CD16+ และ/หรือ CD56+) ในการศึกษานี้จึงใช้ four-color direct immunofluorescence reagent 
kit ย้อมสีเซลล์โดยใช้เครื่อง flow cytometer วัดผล ซึ่งเป็นวิธีที่สะดวกและรวดเร็วในการหาจ านวน T, B 
และ NK lymphocytes การทดสอบเริ่มจากหลังจากเก็บเซลล์ไว้แล้วน ามาล้างด้วย wash buffer 3 ครั้งและ
แบ่งใส่ round-bottom centrifuge tube(2 x 105cells/tubes)เซลล์ในแต่ละหลอดจะถูกย้อมด้วยสี FITC-
labeled CD3, PE-labeled CD16, CD56, PerCP-labeled CD45, และ APC-labeled CD19 นาน 30 
นาทีแล้วล้างออก จากนั้นให้ fix เซลล์ด้วย fix solution 30 นาที ล้างเซลล์และเก็บเซลล์ไว้ใน wash buffer 
ที่อุณหภูมิ 4 ºC การวิเคราะห์ผลจะท าภายใน 1 สัปดาห์หลังจาก fix เซลล์เสร็จ 

 การวิเคราะห์ทางสถิติ 

ส าหรับข้อมูลต่างๆจะถูกน าเสนอในรูปค่าเฉลี่ย± ความคลาดเคลื่อนมาตรฐาน ซึ่งการวิเคราะห์ข้อมูลที่มีการ
แจกแจงปกติใช้ one-way ANOVA ร่วมกับ Tukey’s post hoc test หรือ Student’s t-test ส่วนข้อมูลที่มี
ความเบ้ใช้ Kruskal-Wallis test ตามด้วย Mann-Withney U test (SPSS version 17.0) โดยที่ค่านัยส าคัญ
ทางสถิติอยู่ที่ P-value <0.05 

   ปีท่ี 2 การศึกษาผลของสารสกัดสารส าคัญในด้านการต้านมะเร็งทาง in vivo 
หากผลที่ได้ที่ศึกษาในปีที่ 1 มีผลที่มีศักยภาพที่ดี จะด าเนินการศึกษาผล การต้านมะเร็งทาง in vivo 

โดยจะศึกษาใน BALB/c mice ที่ปลูกถ่าย breast cancer cells และได้รับสารสมุนไพรที่แยกบริสุทธิ์ โดยจะ
ด าเนินการของบในปีงบประมาณ 2556 ตลอดจนการขออนุญาตการวิจัยในสัตว์ทดลอง 
4. ผลการวิจัย (ควรมีภาพหรือตาราง) 

การทดสอบฤทธิ์ทางชีววิทยา ในหลอดทดลอง in vitro 
           เซลล์ที่ศึกษา 10 ชนดิ คือ  

 เซลล์มะเร็งุเต้านม SKBR3, BT549, BT474, MCF-7, MDA-MB-231 human breast cancer cell 
lines  

 เซลล์มะเร็งรังไข่ OV-CAR-3, SKOV3 human ovarian cell lines 

 เซลล์มะเร็งล าไส้ใหญ่ CACO-II, SW620 human colon cell lines 

 เซลล์มะเร็งตับ HepG2 human hepatocellular liver carcinoma cell line  
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Cytotoxic drugs ทีส่ามารถจัดหามาใช้ได้ในการทดลองและใช้เป็นสารควบคุมในการทดลอง  

 Breast cancer: Doxorubicin/ Paclitaxel (Taxol)/ Methotrexate 

 Ovarian cancer: Doxorubicin/ Paclitaxel (Taxol)/ Cisplatin 

 Liver cancer: Doxorubicin/ Mitomycin C 

 Colon, rectum, esophagus or intestine cancer: Doxorubicin/ Mitomycin C 
ผลการทดลองท่ีรายงานคือ 

 แสดงผลของการทดสอบฤทธิ์ antiproliferation ของสาร alpha-mangostin ต่อเซลล์ชนิดต่างๆ 
โดยวิธี MTT assay แสดงเป็นค่า ED50 µg/ml เปรียบเทียบกับยามาตรฐานที่ใช้ในการรักษามะเร็ง
ชนิดต่างๆ แสดงผลตามภาพที่ 1-10 และ ตารางสรุปที่ 1 

 แสดงความสัมพันธ์ของ  DPPH radical scavenging activity กับความเข้มข้นของ ascorbic acid 
แสดงผลตารางที่ 2-3 และภาพที่ 11-12  

 แสดงความสัมพันธ์ของ  DPPH radical scavenging activity กับความเข้มข้นของ acorbic acid 
และ alpha-mangostin แสดงผลภาพที่ 13 

 แสดงผล reactive oxygen species (ROS) production ของเซลล์แต่ละชนิดที่ทดสอบด้วยสาร 
alpha-mangostin โดยเซลล์ที่ทดสอบได้รับการกระตุ้นและไม่ได้การกระตุ้นด้วยสาร H2O2 แสดงผล
ภาพที่ 14 

 แสดงความสัมพันธ์ของ  The percentage of reactive oxygen species (ROS) production 
แสดงผลสรุปตารางที่ 4 

 ตารางที่ 5 The expression of molecular markers of each cell line 

 แสดงผลการแสดงออกของ molecular markers Bcl-2, Bax, cytokeratin และ beta 2 
microglobulin แสดงผลภาพที่ 15 

 ผลต่อกระบวนการเกิด apoptosis, signal proteins, gene expression และ tumor markers ที่
เกี่ยวข้อง ได้ศึกษาการแสดงออกของ Bcl-2, Bax, cytokeratin และ beta 2-microglobulin โดย
ปรับ conditions ของ primers ต่างๆที่ใช้ในการทดลองได้ผลดีโดยใช้ PCR และแสดงผลการ
แสดงออกของยีนเหล่านี้ เมื่อทดสอบกับสาร alpha mangostin ตรวจวัดโดย Real time PCR  

 ผลการศึกษาการทดสอบฤทธิ์ต่อภูมิคุ้มกัน (immunomodulation) ของสารบริสุทธิ์ -mangostin 
ด้วยการใช้เซลล์เม็ดเลือดขาวชนิดโมโนนิวเคลียส ทดสอบการเปลี่ยนแปลงทางปริมาณของเซลล์ที่
เกี่ยวข้องกับภูมิคุ้มกัน ตรวจสอบด้วย flow cytometry  และตรวจวัดระดับ cytokines คือ  IL-

1β,  IL-2, TNF-α โดยวิธี ELISA 
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แสดงผลของการทดสอบฤทธิ์ antiproliferation ของสาร alpha-mangostin ต่อเซลล์ชนิดต่างๆ 
โดยวิธี MTT assay แสดงเป็นค่า ED50 µg/ml เปรียบเทียบกับยามาตรฐานที่ใช้ในการรักษามะเร็ง
ชนิดต่างๆ แสดงผลตามภาพที่ 1-10 และ ตารางสรุปท่ี 1 
 

 

ภาพที่ 1 กราฟแสดงผลของสาร -mangostin ต่อเซลล์ SKBR3 โดยวิธี MTT assay เปรียบเทียบกับยา

มาตรฐานที่ใช้ในการรักษามะเร็งชนิดต่างๆ 

 

ภาพที่ 2 กราฟแสดงผลของสาร -mangostin ต่อเซลล์ BT549 โดยวิธี MTT assay เปรียบเทียบกับยา

มาตรฐานที่ใช้ในการรักษามะเร็งชนิดต่างๆ 
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ภาพที่ 3 กราฟแสดงผลของสาร -mangostin ต่อเซลล์ BT474 โดยวิธี MTT assay เปรียบเทียบกับยา

มาตรฐานที่ใช้ในการรักษามะเร็งชนิดต่างๆ 

 

 

ภาพที่ 4 กราฟแสดงผลของสาร -mangostin ต่อเซลล์ MCF-7 โดยวิธี MTT assay เปรียบเทียบกับยา

มาตรฐานที่ใช้ในการรักษามะเร็งชนิดต่างๆ 
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ภาพที่ 5 กราฟแสดงผลของสาร -mangostin ต่อเซลล์ MDA-MB-231 โดยวิธี MTT assay 

เปรียบเทียบกับยามาตรฐานที่ใช้ในการรักษามะเร็งชนิดต่างๆ 

 

 

ภาพที่ 6 กราฟแสดงผลของสาร -mangostin ต่อเซลล์ OVCAR3 โดยวิธี MTT assay เปรียบเทียบกับ

ยามาตรฐานที่ใช้ในการรักษามะเร็งชนิดต่างๆ 
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ภาพที่ 7 กราฟแสดงผลของสาร -mangostin ต่อเซลล์ SKOV3 โดยวิธี MTT assay เปรียบเทียบกับยา

มาตรฐานที่ใช้ในการรักษามะเร็งชนิดต่างๆ 

 

 

ภาพที่ 8 กราฟแสดงผลของสาร -mangostin ต่อเซลล์ Hep-G2 โดยวิธี MTT assay เปรียบเทียบกับ

ยามาตรฐานที่ใช้ในการรักษามะเร็งชนิดต่างๆ 
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ภาพที่ 9 กราฟแสดงผลของสาร -mangostin ต่อเซลล์ CACO-II โดยวิธี MTT assay เปรียบเทียบกับ

ยามาตรฐานที่ใช้ในการรักษามะเร็งชนิดต่างๆ 

 

 

ภาพที่ 10 กราฟแสดงผลของสาร -mangostin ต่อเซลล์ SW620 โดยวิธี MTT assay เปรียบเทียบกับ

ยามาตรฐานที่ใช้ในการรักษามะเร็งชนิดต่างๆ 
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ตารางที่ 1 แสดงผลของการทดสอบฤทธิ์ antiproliferation ของสาร -mangostin ต่อเซลล์ชนิดต่างๆ โดย
วิธี MTT assay แสดงเป็นค่า ED50 µg/ml เปรียบเทียบกับยามาตรฐานที่ใช้ในการรักษามะเร็งชนิดต่างๆ  

Cell line/ยา Doxorubicin Paciltaxol Cisplatin Methotrexate Mitomycin C α-mangostin 

SKBR3 2.43±0.03 1.20±0.00 9.83±0.20 >400 19.46±1.29 8.21±0.37 

BT549 1.50±0.05 1.20±0.03 7.01±0.25 >400 26.97±1.63 6.09±0.39 

BT474 2.27±0.22 13.39±0.22 27.18±0.55 >400 18.41±1.39 15.41±0.67 

MCF-7 1.82±0.90 25.34±1.48 36.46±1.31 >400 14.32±1.25 10.19±0.43 

MDA-MB-231 30.50±5.67 1.20±0.14 74.18±6.22 >400 110.20±6.64 5.45±0.12 

OVCAR3 11.10±3.74  7.32±4.36  16.60±6.42   >400 38.90±3.11  33.4±0.61 

SKOV3 1.59±0.04 1.50±0.02 2.33±0.35 >400 3.92±0.59 8.15±0.12 

Hep-G2 4.98±0.66 2.05±0.16 10.05±0.15 >400 12.84±2.97 6.12±0.32 

CACO-II >400 36.41±1.72 316.79±13.01 >400 >400 18.98±0.50 

SW620 1.40±0.155 5.51±0.31 44.05±0.84 >400 14.65±2.27 8.63±0.16 
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DPPH radical scavenging activity 
ตารางที่ 2  แสดงความสัมพันธ์ของ  DPPH radical scavenging activity กับความเข้มข้นของ 

                         ascorbic acid  

Concentrations 

(μg/ml) 

n=1 n=2 n=3 % of DPPH 
scavenging 

activity 
SD 

OD % OD % OD % 

0 0.795 0.00 0.753 0.00 0.724 0.00 0.00 0.00 
1 0.757 9.69 0.73 8.50 0.759 0.83 6.34 4.81 

2.5 0.782 6.54 0.726 9.03 0.764 0.14 5.24 4.49 
5 0.72 14.34 0.619 23.24 0.651 15.75 17.78 4.78 
10 0.487 43.65 0.443 46.61 0.46 42.13 44.13 2.28 
25 0.139 87.42 0.088 93.76 0.116 89.64 90.27 3.22 
50 0.142 87.04 0.086 94.02 0.114 89.92 90.33 3.51 
100 0.146 86.54 0.097 92.56 0.109 90.61 89.90 3.07 

IC50 (μg/ml)  11.91  

 

 
 
 

ภาพที่ 11 แสดงความสัมพันธ์ของ  DPPH radical scavenging activity กับความเข้มข้นของ ascorbic acid 
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ตารางที่ 3 แสดงความสัมพันธ์ของ  DPPH radical scavenging activity กับความเข้มข้นของ  
             alpha-mangostin  

Concentrations 

(μg/ml) 

n=1 n=2 n=3 % of DPPH 
scavenging 

activity 
SD 

OD % OD % OD % 

0 0.687 0.00 0.697 0.00 0.679 0.00 0.00 0.00 
1 0.691 6.70 0.687 7.60 0.688 6.63 6.98 0.55 

2.5 0.698 5.68 0.678 8.90 0.667 9.72 8.10 2.14 
5 0.686 7.42 0.674 9.47 0.650 12.22 9.71 2.41 
10 0.672 9.46 0.650 12.91 0.634 14.58 12.32 2.61 
25 0.652 12.37 0.600 20.09 0.609 18.26 16.91 4.03 
50 0.558 26.06 0.530 30.13 0.539 28.57 28.25 2.06 
100 0.513 32.61 0.460 40.17 0.448 41.97 38.25 4.97 
250 0.350 56.33 0.327 59.25 0.311 62.15 59.25 2.91 
500 0.180 81.08 0.111 90.24 0.135 88.07 86.46 4.79 

IC50 (μg/ml)  183.95  

 

 
 

       ภาพที่ 12 แสดงความสัมพันธ์ของ  DPPH radical scavenging activity กับความเข้มข้นของ Alpha-Mangostin 
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ภาพที่ 13 แสดงความสัมพันธ์ของ  DPPH radical scavenging activity กับความเข้มข้นของ acorbic acid  

                       และ alpha-mangostin 
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Reactive oxygen species (ROS) production 
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      ภาพที่ 14 แสดงผล reactive oxygen species (ROS) production ของเซลล์แต่ละชนิดที่ทดสอบด้วยสาร  
                   alpha-mangostin โดยเซลล์ท่ีทดสอบได้รับการกระตุ้นและไม่ได้การกระตุ้นด้วยสาร H2O2  
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ตารางที่ 4 แสดงความสัมพันธ์ของ  The percentage of reactive oxygen species (ROS) production 
 

Cells 

Control 

untreated 

Untreated  (%) n = 3 

 

Treated with H2O2 (%) 

n = 3 

Control 

treated 

with 

H2O2  

  n = 3 α -Mangostin Ascorbic acid α -Mangostin Ascorbic acid n = 3 

      5 µg    10 µg    20 µg   5 µg   10 µg     5 µg    10 µg    20 µg   5 µg   10 µg     

SKBR 3 100 97.33±15.53 99.92±16.97 99.56±18.70 94.99±9.87 89.52±14.36 547.85±29.94 535.79±19.91 453.16±37.63 311.80±8.06 227.20±45.69 593.07±46.95 

BT 549 100 100.35±5.09 78.01±2.74 110.64±10.97 84.14±6.32 80.07±1.83 797.48±5.12 781.09±45.42 399.85±15.60 490.07±14.01 455.29±51.35 915.08±45.07 

BT 474 100 87.92±11.11 111.35±14.26 83.99±13.32 69.99±3.97 66.20±8.55 670.09±123.32 418.98±14.17 582.84±46.59 266.96±26.88 241.85±11.51 656.41±93.65 

MCF-7 100 94.95±9.42 109.07±8.02 100.57±7.31 65.94±5.37 65.73±2.26 728.52±129.89 487.01±50.65 624.51±27.42 370.66±33.10 296.33±13.72 618.98±38.68 

MDA-

MB-231 100 87.11±4.94 82.48±4.99 83.46±2.48 69.98±1.98 67.31±3.84 586.21±38.86 524.65±29.31 396.58±26.46 330.03±38.16 289.61±26.47 529.97±28.24 

OVCAR3 100 80.79±6.96 80.37±4.99 81.81±4.39 72.78±2.59 59.56±5.59 1293.90±319.22 1057.29±249.75 1596.80±35.63 400±24.94 432.86±37.19 1625.47±248.71 

SKOV 3 100 70.26±9.24 68.92±2.86 74.40±4.93 61.46±2.64 49.82±5.09 906.73±104.85 969.68±33.97 799.83±43.92 557.27±90.52 639.07±56.06 766.04±55.03 

Hep-G2 100 97.92±16.70 82.29±5.26 75.98±21.35 72.35±6.89 72.30±13.29 373.14±37.79 390.06±45.06 418.12±77.93 252.07±17.96 223.90±46.03 362.11±76.91 

CACO-II 100 78.64±6.22 92.36±15.56 86.00±2.84 77.79±5.59 74.22±8.28 449.01±13.32 379.03±41.26 387.40±42.98 286.59±31.80 278.94±22.08 442.13±27.33 

SW 620 100 86.73±12.57 87.78±1.76 83.30±2.52 67.12±4.09 65.51±4.07 697.03±22.90 609.60±9.44 594.30±49.47 554.12±34.93 454.06±27.68 699.96±36.46 
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แสดงผลกระบวนการเกิด apoptosis, signal proteins, gene expression และ 
tumor markers ที่เกี่ยวข้อง 

การประเมินศักยภาพของ -mangostin ต่อการแสดงออกของ Bax และ Bcl-2 mRNA 

ประเมินศักยภาพของ -mangostin ในเซลล์มะเร็งชนิดต่างๆต่อการเพิ่มหรือลดปริมาณของระดับ 

mRNA ของยีนที่เกี่ยวข้องกับการตายของเซลล์มะเร็งแบบ apoptosis คือ Bax และ Bcl-2 โดยวิธีการ real 

time RT-PCR แบบ one-step method  

โดยการเตรียมเซลล์มะเร็งที่ต้องการทดสอบปริมาณ 1 × 106 cell/ml ในภาชนะเลี้ยงเซลล์ที่มีอาหาร

เลี้ยงเซลล์ และน าไปบ่มในตู้เพาะเลี้ยงเซลล์ที่อุณหภูมิ 37°C, 5% CO2เป็นระยะเวลา 18-24 ชั่วโมง จากนั้น น า

อาหาหารเลี้ยงเซลล์เก่าออก เติมอาหารเลี้ยงเซลล์ที่ผสม -mangostin ที่ความเข้มข้นต่างๆ แล้วน าไป บ่มที่ตู้

เพาะเลี้ยงอีก 24 ชั่วโมง จากนั้นน าเซลล์ที่ได้จาการทดสอบมาท าการสกัด total RNA โดยใช้วิธีสกัดแบบ Tri-

reagent  (ดูภาคผนวก)และท าการวัดความเข้มข้นของ total RNA โดยการวัดการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 

260 และ 280 nm แล้วน า total RNA ปริมาณ 50ngที่สกัดได้จากเซลล์แต่ละชนิด ที่ทดสอบด้วย -

mangostin ที่ความเข้มข้นต่างๆ มาทดสอบด้วยวิธี real time one step RT-PCR ต่อไป 

Primers ที่ใช้ในการทดสอบมีความจ าเพาะต่อยีน  Baxและ Bcl-2 รวมทั้งยีน β2 microglobulin ซ่ึง

เป็น house-keeping gene เป็นยีนมาตรฐาน มีล าดับเบสดังนี้ 

Gene Primers Ref. 
Bcl-2 5’-CTACGAGTGGGATGCGGGAGATG-3’ 

5’-GGTTCAGGTACTCAGTCATCCACAG-3’ 
Liu et al., 2005 

bax 5’-ACCAAGAAGCTGAGCGAGTGTC-3’ 
5’-TGTCCAGCCCATGATGGTTC-3’ 

Liu et al., 2005 

h2m 5’-CTT GTC TTT CAG CAA GGA CTG G-3’ 
5’-CCT CCA TGA TGC TGC TTA CAT GTC-3’ 

Uawisetwathana, 
2007 

 

ท าสอบโดยใช้ส่วนผสมปริมาตร 20 µl ที่ประกอบด้วย 0.5 MgCl2, PCR buffer, 10pMole ของ 

primerแต่ละเส้น และ taq polymerase (GoTaq 1-Step qRT-PCR, Promega, USA) และน้ ากลั่น  มา

ทดสอบเพ่ิมจ านวนของ DNA ในเครื่อง real time PCR  (MX3000, Agilent, USA) โดยเริ่มจากการสังเคราะห์

สาย complementary DNA (cDNA) โดย Reverse Transcriptase ที่อุณหภูมิ 50°C เป็นเวลา 30 นาที แล้ว
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เริ่มขั้นตอน PCR โดยใช้โปรแกรม denaturation ที่ 95°C, 30 วินาที, primer annealing ที่ 55°C, 30 วินาที

และ extentionที่ 72°C, 30 วินาที เป็นจ านวน 30 รอบ โดยแต่ละรอบมีการอ่านค่าสี SYBG ซึ่งมีความสัมพันธ์

กับปริมาณของสาย DNA ที่ถูกสังเคราะห์ขั้นในปฏิกิริยา 

ผลการทดลอง 
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ภาพที่ 15   Real time RT-PCR assay ตรวจหาปริมาณสัดส่วนของการแสดงออกของยีน Bax/Bcl-2 ที่

ท าการศึกษาใน 10 cancer cell lines ภายหลังทดสอบด้วย -mangostin เปรียบเทียบกับยามาตรฐาน 

Taxol ในการทดลอง real time RT-PCR assay ปฏิกิริยาที่ให้ผลบวกท่ีตรวจวัดได้จะแสดงผลของการตรวจวัด

การสะสมของ fluorescent signal ซึ่งน ามาเปรียบเทียบผลกันได้ เซลล์มะเร็งที่ได้รับสาร -mangostin จะมีผล
ท าให้มี อตัราสว่นของ Bax/Bcl-2 มากขึน้ เนื่องมาจากเซลล์มะเร็งชนิดนัน้ มกีารแสดงออกของยนีท่ีเหน่ียวน ากระบวนการ

เกิด apoptosis (Bax) มากขึน้ตอ่ยีนที่มีการแสดงออกทีย่บัยัง้กระบวนการเกิด apoptosis (Bcl-2) น้อยลง ซึง่สามารถแปล

ผลได้วา่เซลล์มะเร็งชนิดนัน้ มีอตัราการตายทีเ่กิดจากกระบวนการ apoptosis มากขึน้ เมื่อเปรียบเทียบกบัเซลล์มะเร็งที่ไมม่ี

การให้  -mangostin 
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ภาพที ่16   Realtime RT-PCR assay for cytokeratin in 10 cell lines treated with α-Mangostin 
comparing with Taxol  การตรวจวัดการแสดงออกของยีน CK-19 ในเซลล์มะเร็งที่ได้รับสาร -
mangostin ที่ความเข้มข้นต่างๆ มาทดสอบด้วยวิธี real time one step RT-PCR โดยใช้สี SYBR ในการ
ตรวจหาการแสดงออก แล้วใช้ค่า Ct ในแต่ละตัวอย่างในการเปรียบเทียบ ซึ่งค่า Ct เป็นค่าที่วัดได้จากการท า 
real time PCR เป็นค่าที่แสดงรอบของปฏิกิริยา PCR ที่เริ่ม ตรวจหาสัญญาณสี SYBR  ในแต่ล่ะตัวอย่าง 
โดยค่า Ct ที่ได้จะมีความสัมพันธ์กับปริมาณของ cDNA ในตัวอย่ง ซึ่งสามารถใช้ในการหาปริมาณการ
แสดงออกของยีน โดยตัวอย่างที่มีค่า Ct น้อย เป็นผลจากยีนที่ต้องการตรวจหาในตัวอย่างนั้น มีการ
แสดงออกมาก และในทางกลับกับ ในตัวอย่างที่มีค่า Ct น้อย เป็นผลมากจากยีนที่ต้องการตรวจหาใน
ตัวอย่างนั้นๆ มีการแสดงออกน้อยกว่า 
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 แสดงผล immunomodulation 

 ศึกษาฤทธิ์ของสารสกัด -mangostin จากเปลือกมังคุดที่มีต่อเซลล์เม็ดเลือดขาวชนิดโมโนนิวเคลียส 
(PBMCs) 

 ระบบภูมิคุ้มกันเป็นระบบที่ซับซ้อนและมีความส าคัญในสัตว์มีกระดูกสันหลัง ท าหน้าที่ป้องกันสิ่ง
แปลกปลอมจากภายในและภายนอกร่างกาย แบ่งออกเป็น 2 ระบบคือ 1) innate immune system ท าหน้าที่
เป็นด่านแรกในการป้องกันสิ่งแปลกปลอม และ 2) adaptive immune system เป็นระบบภูมิคุ้มกันที่สร้างขึ้น
อย่างจ าเพาะต่อสิ่งแปลกปลอม NK cells เป็นเซลล์ใน innate immune system ท าหน้าที่ท าลายเซลล์
แปลกปลอมได้อย่างรวดเร็วโดยไม่ต้องอาศัยการกระตุ้นหรือน าเสนอโปรตีนของสิ่งแปลกปลอมจากเซลล์อ่ืน ท า
หน้าที่ส าคัญในการต้านไวรัสและต้านการเกิดเนื้องอก ในขณะที่ adaptive immune system มี T-
lymphocytes และ B-lymphocytes เป็นเซลล์ส าคัญของระบบ โดย B-cells นี้จะจับสิ่งแปลกปลอม 
(antigen) ได้จากการสร้างและแสดง antibodies ออกมาบนผิวเซลล์ (ท าหน้าที่เป็น B-cell receptors) ส่วน 
antigen receptors ของ T-cells จะปรากฏอยู่บนผิวเซลล์เสมอ เซลล์เหล่านี้จะท าหน้าที่เฉพาะของตน แต่
สามารถสื่อสารกันได้โดยอาศัยการหลั่ง cytokines โปรตีนออกมา ซึ่ง cytokine แต่ละชนิดจะท าหน้าที่ควบคุม
หรือกระตุ้นการท างานของเซลล์ต่างๆได้แตกต่างกัน ความผิดปกติของระบบภูมิคุ้มกันก่อให้เกิดโรคมากมาย เช่น 
การติดเชื้อง่ายอันเกิดจากการไม่สามารถสร้าง T-cells ได้ตามปกติ (เช่นโรค DiGeorge syndrome) หรือเกิด
จากการตอบสนองของระบบภูมิคุ้มกันที่มากเกินไป (เช่น โรคหืด, Crohn's disease เป็นต้น) การรักษา
ภูมิคุ้มกันให้อยู่ในภาวะปกติจึงเป็นสิ่งจ าเป็นในการป้องกันและรักษาโรค 

 มังคุดเป็นผลไม้ในเขตร้อนชื้นที่มีรสชาติอร่อยและถูกน ามาใช้ในยาพ้ืนบ้านหลายต าหรับ มีการศึกษา

สารส าคัญที่เก่ียวข้องกับการออกฤทธิ์ของมังคุดอย่างแพร่หลาย โดยสารที่มีการศึกษามากได้แก่ -mangostin 
ซึ่งพบว่ามีฤทธิ์ในการต้านการอักเสบ ต้าน amyloid-aggregationเหนี่ยวน าให้เกิด cell cycle arrest, 
apoptosis และยับยั้งการแบ่งตัวของเซลล์มะเร็ง ฆ่าเชื้อแบคทีเรียและรา และมีฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ อย่างไรก็

ตามการศึกษาฤทธิ์ของสาร -mangostin ที่มีต่อระบบภูมิคุ้มกันยังไม่เป็นที่กระจ่าง ในการศึกษานี้จึงต้องการ
ศึกษาฤทธิ์ของสารสกัดที่มีผลต่อเซลล์ที่ส าคัญต่อระบบภูมิคุ้มกัน T-cells, B-cells, NK-cells และ cytokines 
ต่างๆ ใน PBMCs 
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1. MTT Cell Viability Assay 
 

-mangostin Concentration 
(µg/ml) 

%Survival 
Average SEM 

n1 n2 n3 

10 6.969989 6.845706 5.505529 6.440408 0.468814 
8 10.73433 3.706006 7.016823 7.152385 2.030034 
6 30.34152 18.54141 41.33828 30.07374 6.582252 
4 121.7897 94.48831 133.7658 116.6813 11.62256 
2 131.8088 104.9632 128.0143 121.5954 8.387946 
1 119.7792 111.8002 117.7301 116.4365 2.392431 

0.5 113.9945 104.3368 113.869 110.7334 3.198507 
0 100 100 100 100 0 

ตารางท่ี 5 แสดงผลระดับความเข้มข้นของสาร α-Mangostin ที่มีต่อเปอร์เซ็นต์การรอดชีวิตของ PBMCs ใน
เลือดอาสาสมัครสุขภาพดี 3 คน 
 

 
 

ภาพที ่17 แสดงผลระดับความเข้มข้นของสาร -mangostin ที่มีต่อเปอร์เซ็นต์การรอดชีวิตของ PBMCs ใน
เลือดอาสาสมัครสุขภาพดี 3 คน 
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 MTT (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide)เป็นสารที่นิยมใช้
ในการวัด metabolic activity ของเซลล์ที่มีชีวิตอยู่ โดยที่ไมโตคอนเดรียของเซลล์ที่มีชีวิตจะสามารถสร้าง
เอนไซม์ dehydrogenase มาเปลี่ยนสีของสาร MTT จากสีเหลืองเป็นสีม่วง (formazan formed) ได้ซึ่งสีม่วง
ของ formazan นี้จะเป็นสัดส่วนโดยกับจ านวนเซลล์ที่มีชีวิต 

 เมื่อทดลองเติมสาร -mangostin ลงไปพร้อมกับการเลี้ยง PBMCs พบว่า ยิ่งความเข้มข้นของ

สาร -mangostin สูงเท่าไหร่ เปอร์เซ็นต์การรอดชีวิตของ PBMCs ก็ยิ่งต่ าลงเท่านั้น โดยความเข้มข้นของสาร
ที่ท าให้เซลล์รอดชีวิตได้ 50% เท่ากับ 5.55 µg/ml ส่วนความเข้มข้นของสารที่น้อยกว่า4.85 µg/mlจะท าให้
เซลล์มีการรอดชีวิตมากกว่า 80% ขึ้นไป ดังนั้นความเข้มข้นที่จะใช้ในการทดลองขั้นต่อไปจึงมีความเข้มข้นต่ า
กว่า 4.85 µg/ml 
 
 2. การตรวจวัดระดับ Cytokines ด้วยวิธี ELISA 
 หลังจากบ่มเลี้ยง PBMCs ในสภาพต่างๆ (negative control; PBMCs ที่ไม่ได้เติมสารใดๆ, 

positive control; PBMCs ที่ถูกกระตุ้นด้วย ConA 10 µg/ml และ สารทดสอบ; PBMCs ที่เติมสาร -
mangostin ความเข้มข้น 1, 2, หรือ 4 µg/ml อย่างเดียว หรือเติมสารกระตุ้น ConA10 µg/ml ด้วย) นาน 24 
ชั่วโมง ส่วน supernatant ที่ไม่มีตัวเซลล์จะถูกน ามาวิเคราะห์หาปริมาณ cytokines ต่างๆ ดังนี้  
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 2.1 IL-1β 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
ภาพที่ 18  แสดงกราฟมาตรฐานของสาร IL-1β (1), ความเข้มข้นของ IL-1β ที่หลั่งออกมาจาก PBMCs ใน
สภาวะต่างๆ (แสดงในรูป mean ± SEM, จ านวนตัวอย่างทดสอบเท่ากับ 3) (2) 
 

 จากการทดสอบเติมสาร -mangostin ความเข้มข้น 1, 2 และ 4 µg/ml ลงไปในใน

อาหารเลี้ยง PBMCs พบว่า ระดับการหลั่งIL-1β ของ PBMCs เพ่ิมขึ้นเล็กน้อย (อย่างไม่มีนัยส าคัญทางสถิติ) 
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เมื่อเทียบกับกลุ่มควบคุมลบ (untreat PBMCs) โดยที่ความเข้มข้น 4µg/ml ของ -mangostin สามารถเพ่ิม

ระดับการหลั่ ง  IL-1β ได้มากที่สุดเมื่อเทียบกันในสามความเข้มข้น ในขณะที่การเติมสาร 

-mangostin ลงไปพร้อมกับ ConA กลับไม่ท าให้PBMCsเกิดการเปลี่ยนแปลงการหลั่ง IL-1β เมื่อเทียบกับ
กลุ่มควบคุมบวก (ConA-stimulated PBMCs) 

2.2 IL-2 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
ภาพที่ 19 แสดงกราฟมาตรฐานของสาร IL-2 (1), ความเข้มข้นของ IL-2 ที่หลั่งออกมาจาก PBMCs ในสภาวะ 

              ต่างๆ (แสดงในรูป mean ± SEM, จ านวนตัวอย่างทดสอบเท่ากับ 3) (2) 
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 เมื่อเติมสาร -mangostin ที่ความเข้มข้น 1, 2 และ 4 µg/ml ลงไปในในอาหารเลี้ยง 
PBMCs พบว่า ไม่ท าให้PBMCs เกิดการเปลี่ยนแปลงการหลั่ง IL-2 เมื่อเทียบกับกลุ่มควบคุมลบ (untreat 

PBMCs) แต่เมื่อเติมสาร -mangostin ลงไปพร้อมกับ ConA กลับท าให้ PBMCs ลดการหลั่ง IL-2 ได้มาก (ไม่
มีนัยส าคัญทางสถิติ) เมื่อเทียบกับกลุ่มควบคุมบวก (ConA-stimulated PBMCs) โดยที่ความเข้มข้นของสาร 

-mangostin ที่สูงจะสามารถลดระดับการหลั่ง IL-2 ได้มากกว่าสารที่มีความเข้มข้นต่ า (ความเข้มข้นของ -
mangostin 4µg/ml สามารถลดระดับของ IL-2 ได้มากกว่าความเข้มข้น 2 และ 1µg/ml ตามล าดับ; ลดลง
แบบ dose- response manner) 
 

 2.3 TNF-α 
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ภาพที่ 20 แสดงกราฟมาตรฐานของสาร TNF- (1), ความเข้มข้นของ TNF- ที่หลั่งออกมาจาก PBMCs ใน
สภาวะต่างๆ (แสดงในรูป mean ± SEM, จ านวนตัวอย่างทดสอบเท่ากับ 3) (2) 
 

 จากการทดสอบพบว่าสาร -mangostin ทั้งสามความเข้มข้นสามารถกระตุ้นPBMCsให้

เพ่ิมการหลั่ง TNF- ได้เล็กน้อย (อย่างไม่มีนัยส าคัญทางสถิติ) เมื่อเทียบกับกลุ่มควบคุมลบ (untreat PBMCs)

ในขณะที่สาร -mangostin ไม่มีผลในการกระตุ้นหรือยับยั้งฤทธิ์ของสาร ConA เมื่อเทียบกับกลุ่มควบคุมบวก 
(ConA-stimulated PBMCs) 
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3. Immunostaining: Flow Cytometry 
 

Conditions 
%CD3+ %CD19+ %CD16+CD56+ %CD3+CD16+CD56+ 

n1 n2 n3 Average SEM n1 n2 n3 Average SEM n1 n2 n3 Average SEM n1 n2 n3 Average SEM 
Untreat 0 h 66.74 78.70 73.60 73.01 3.46 11.60 4.70 7.62 7.97 2.00 20.20 15.90 18.60 18.23 1.25 9.44 12.10 20.00 13.85 3.17 
Untreat 24 h 63.97 80.00 72.00 71.99 4.63 9.73 3.78 12.40 8.64 2.55 25.70 15.80 15.30 18.93 3.39 8.87 13.30 16.30 12.82 2.16 

-mangostin 1 71.08 84.60 72.30 75.99 4.32 6.16 4.36 12.40 7.64 2.44 22.40 10.30 15.00 15.90 3.52 8.98 14.10 15.00 12.69 1.87 

-mangostin 2 68.32 85.10 73.20 75.54 4.98 7.28 4.64 12.70 8.21 2.37 23.70 9.67 13.90 15.76 4.16 9.82 14.70 14.80 13.11 1.64 

-mangostin 4 69.85 82.80 72.90 75.18 3.91 6.31 4.80 12.40 7.84 2.32 23.30 11.40 14.20 16.30 3.59 9.25 15.40 15.40 13.35 2.05 

ConA 69.93 86.80 75.80 77.51 4.94 5.27 2.76 8.38 5.47 1.63 21.90 9.41 15.00 15.44 3.61 9.13 13.70 17.90 13.58 2.53 

ConA+ -mangostin 1 70.79 86.80 75.90 77.83 4.72 3.70 2.97 6.23 4.30 0.99 23.60 9.41 16.50 16.50 4.10 8.59 13.40 17.80 13.26 2.66 

ConA+ -mangostin 2 71.61 86.00 75.50 77.70 4.30 3.37 2.85 8.01 4.74 1.64 22.80 9.78 15.40 15.99 3.77 9.61 13.10 16.70 13.14 2.05 

ConA+ -mangostin 4 74.31 85.10 74.00 77.80 3.65 1.56 2.52 7.20 3.76 1.74 22.00 10.20 14.30 15.50 3.46 7.71 11.80 16.80 12.10 2.63 
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ภาพที่ 21 แสดงเปอร์เซ็นต์ CD markers ของ 
PBMCs หลังทดสอบกับสารที่สภาวะต่างๆเป็นระยะ
เวลานาน 24 ชั่วโมง: (1) %CD3+, (2) %CD19+, (3) 
%CD16+CD56+ (แสดงในภาพ mean ± SEM, 
จ านวนตัวอย่างทดสอบเท่ากับ 3)  

 
 
 
 
 
 
 
 

 จากผลการศึกษาพบว่าสาร -mangostin ทั้ งสามความเข้มข้นท าให้  PBMCs เ พ่ิมระดับ T-
lymphoocytes (CD3+) ได้เพียงเล็กน้อย (อย่างไม่มีนัยส าคัญ) เมื่อเทียบกับกลุ่มควบคุมลบที่ 24 ชั่วโมง 

เช่นเดียวกับการกระตุ้นPBMCs ด้วย ConAร่วมกับสาร -mangostin ท าให้ระดับ CD3+ เพ่ิมข้ึนเพียงเล็กน้อย

เมื่อเทียบกับการกระตุ้นด้วย ConAเพียงอย่างเดียว; ภาพที่ 21 (1), แต่การเติมสาร -mangostin กลับท าให้
ระดับ B-lymphocytes (CD19+) ลดลง (อย่างไม่มีนัยส าคัญ) เมื่อเทียบกับกลุ่มควบคุมลบที่ 24 ชั่วโมง และ
ระดับของ B-lymphocytes จะยิ่งลดลงอีกเมื่อให้ร่วมกับ ConAเมื่อเทียบกับการได้รับ ConAเพียงอย่างเดียว; 

ภาพที่ 21 (2), ในขณะที่การเติมสาร -mangostin ท าให้รับระดับของNK cells (CD16+CD56+) ลดลงเมื่อ
เทียบกับกลุ่มควบคุมลบที่ 24 ชั่วโมง แต่ไม่ท าให้ระดับของ NK cells ลดลงมากขึ้นเมื่อให้ร่วมกับ ConAหาก
เทียบกับการได้รับ ConA เพียงอย่างเดียว; ภาพที่ 21 (3) 
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5. อภิปรายและวิจารณ์ผล ได้แก่ การอธิบายผลการทดลอง ผลการวิจัยที่ได้ทั้งหมด ทั้งที่เป็นและไม่เป็ฯไป
ตามสมมติฐานที่ตั้งไว้ รวมถึงการเปรียบเทียบกับผลการวิจัยท่ีได้มีการศึกษาไว้แล้ว 

5.1 Antiproliferation และ antioxidation ของสาร -mangostin ต่อเซลล์ชนิดต่างๆ โดยวิธี MTT assay 

 ในเบื้องต้นจากผลการทดลอง พบว่าสาร -mangostin มีฤทธิ์ในการยับยั้งการแบ่งตัวของเซลล์ชนิ
กต่าง ๆ มีค่า ED50 µg/ml แตกต่างกันระหว่าง 5.45-18.98 µg/ml และบางเซลล์ alpha mangostin 
จะมีฤทธิ์ที่ดีกว่ายาควบคุม 

 พบว่าสาร alpha mangostin มีฤทธิ์ antioxidation เมื่อทดสอบด้วยวิธี DPPH method แต่ฤทธิ์ไม่
แรงเท่า ascorbic acid 

พบว่าสาร alpha mangostin มีฤทธิ์ antioxidation เมื่อทดสอบวัดด้วยวิธี reactive oxygen species (ROS) 
โดยใช้ cell line แต่ละชนิด ที่กระตุ้นด้วยสาร H2O2 ท าการทดสอบด้วยสาร alpha mangostin ที่ 5, 10 และ 
20 µg/ml ผลที่ได้ต่อเซลล์ต่างๆมีความแตกต่างกัน และจากการทดลอง alpha mangostin ไม่มีผลจากการ
ทดลองนี้ต่อเซลล์ OVCAR3, SKOV3 และ HepG2 ทุกความเข้มข้นที่ทดสอบ เมื่อเทียบกับ ascorbic acid 

5.2 การประเมินศักยภาพของ -mangostin ต่อกระบวนการเกิด apoptosis, signal proteins, gene 
expression และ tumor markers 

 Apoptosis เป็นกลไกหนึ่งของร่างกายที่ใช้ก าจัดเซลล์ที่ไม่ต้องการหรือถึงอายุขัย แต่เซลล์มะเร็ง

สามารถต่อต้านการควบคุมการตายแบบ apoptosis ได้จากผลการทดลองพบว่าสาร -mangostin มีผลต่อ

การเกิด กระบวนการ  apoptosis โดยที่ เมื่อเซลล์มะเร็ง ได้รับสาร -mangostin จะมีผลท าให้มี อัตราส่วน

ของ Bax/Bcl-2 มากขึ้น เนื่องมาจากเซลล์มะเร็งชนิด นั้น มีการแสดงออกของยีนที่เหนี่ยวน ากระบวนการเกิด 

apoptosis (Bax) มากขึ้นต่อยีนที่มีการแสดงออกท่ียับยั้งกระบวนการเกิด apoptosis (Bcl2) น้อยลง ซึ่ง

สามารถแปรผลได้ว่าเซลล์มะเร็งชนิดนั้น มีอัตราการตายที่เกิดจากกระบวนการ apoptosis มากขึ้น เมื่อ

เปรียบเทียบกับเซลล์มะเร็งที่ไม่มีการให้ -mangostin ซึ่งผลที่ได้ในเซลล์มะเร็งแต่ละชนิด เมื่อมีการให้สาร -

mangostin ที่มีความเข้มข้นมากขึ้น อัตราการตาย ของเซลล์ SKBR3,  MCF7, OVCAR3, Hep-G2, Caco II  

และ SW620 มีแนวโน้มเพ่ิมขึ้น ยกเว้นในเซลล์ BT543, BT474, MD-MB-231 และ SKOV3 ที่เมื่อได้รับสาร -

mangostin ในปริมาณสูงแล้ว ค่าสัดส่วนของ Bax/Bcl-2 มีค่าที่ลดลง แต่จากการสังเกตเซลล์ผ่านกล้องจุลทัศน์

พบว่า เซลล์มีอัตราการตายที่มากขึ้นตามความเข้มข้นของ สาร -mangostin ซึ่งสาเหตุ ของการตายนั้น อาจ

เนื่องมาจากเซลล์นั้นๆ  มีกระบวนการตายของเซลล์ ที่ไม่ได้เกิดจาก กระบวนการ apoptosis และมีการเกิด

กระบวนการดังกล่าวนั้นก่อนที่ ยีนที่ควบคุมกระบวนการ  apoptosis จะเริ่มมีการแสดงออกจึงมีผลท าให้

ปริมาณ mRNA ที่สกัดได้จากเซลล์มีค่าน้อยกว่า ใน สภาวะที่มีความเข้มข้นของ สาร -mangostin มากขึ้น 
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เมื่อเปรียบเทียบกับการให้ยามาตรฐาน Taxol พบว่า สาร -mangostin มีคุณสมบัติในการกระตุ้นให้เกิด

กระบวนการ apoptosis ได้เช่นเดียวกันกับ Taxol แต่อัตราการเกิด กระบวนการ  apoptosis ก็จะแตกต่างกัน

ไปในแต่ละชนิดของเซลล์มะเร็ง จากการทดลอง จึงสรุปได้ว่าสาร -mangostin จากมังคุดท่ีความเข้มข้นที่

เหมาะสม จะมีศักยภาพในการที่จะน ามาใช้เป็นสารต้านมะเร็งได้  

 Tumor markers ศึกษายีน Cytokeratin-19 (CK-19) ซึ่งมีการน ามาใช้เป็นตัวตรวจวินิจฉัยมะเร็ง ใน

การศึกษานี้ได้ท าการตรวจวัดการแสดงออกของยีน CK-19 ในเซลล์มะเร็งที่ได้รับสาร -mangostin ที่ความ

เข้มข้นต่างๆ มาทดสอบด้วยวิธี real time one step RT-PCR โดยใช้สี SYBR ในการตรวจหาการแสดงออก 

แล้วใช้ค่า Ct ในแต่ละตัวอย่างในการเปรียบเทียบ ซึ่งค่า Ct เป็นค่าที่วัดได้จากการท า real time RT-PCR เป็น

ค่าท่ีแสดงรอบของปฏิกิริยา PCR ที่เริ่ม ตรวจหาสัญญาณสี SYBR  ในแต่ล่ะตัวอย่าง โดยค่า Ct ที่ได้จะมี

ความสัมพันธ์กับปริมาณของ cDNA ในตัวอย่าง ซึ่งสามารถใช้ในการหาปริมาณการแสดงออกของยีน โดย

ตัวอย่างที่มีค่า Ct น้อย เป็นผลจากยีนที่ต้องการตรวจหาในตัวอย่างนั้น มีการแสดงออกมาก และในทางกลับกับ 

ในตัวอย่างที่มีค่า Ct มาก เป็นผลมากจากยีนที่ต้องการตรวจหาในตัวอย่างนั้นๆ มีการแสดงออกน้อยกว่า 

ในการศึกษาพบว่า -mangostin มีบทบาทต่อการแสดงออกของยีน CK-19 โดยการแสดงออกของยีน CK-

19 จะลดลงในเซลล์มะเร็งที่ได้รับสาร -mangostin เช่นเดียวกันกับ เซลล์มะเร็งที่ได้รับยา Taxol และผลที่ได้

มีแนวโน้มเดียวกันกับการตรวจวัดโดยการวัดด้วย ค่าสัดส่วนของ Bax/Bcl-2  จึงเป็นการช่วยยืนยัน ศักยภาพ

ของสาร -mangostin จากมังคุด ที่จะน ามาใช้เป็นสารต้านมะเร็งได้ 

 ยีน Cytokeratin-19 (CK-19) มีการน ามาใช้เป็นตัวตรวจวินิจฉัยมะเร็ง ในการศึกษานี้ได้ท าการตรวจวัด

การแสดงออกของยีน CK-19 ในเซลล์มะเร็งที่ได้รับสาร -mangostin ที่ความเข้มข้นต่างๆ มาทดสอบด้วยวิธี 

real time one step RT-PCR ต่อไป  

 ในการศึกษาพบว่า -mangostin มีบทบาทต่อการแสดงออกของยีน CK-19 โดยการแสดงออกของยีน 

CK-19 จะลดลงในเซลล์มะเร็งที่ได้รับสาร -mangostin เช่นเดียวกันกับ เซลล์มะเร็งที่ได้รับยา Taxol และผล

ที่ได้มีแนวโน้มเดียวกันกับการตรวจวัดโดยการวัดด้วย ค่าสัดส่วนของ Bax/Bcl-2  จึงเป็นการช่วยยืนยัน 

ศักยภาพของสาร -mangostin จากมังคุด ที่จะน ามาใช้เป็นสารต้านมะเร็งได้ 

5.3  Immunomodulation ของสาร -mangostin 

 ในการทดลองนี้ต้องการศึกษาผลของสาร -mangostin ที่มีต่อเม็ดเลือดขาวชนิดโมโนนิวเคลียส ได้แก่  

T-lymphocytes, B-lymphocytes และ NK cells โดย NK-cells ท าหน้าที่เป็นด่านแรกในการตอบสนองต่อ
สิ่งแปลกปลอม ขณะที่ T-cells และ B-cells มีส่วนส าคัญในการตอบสนองทางภูมิคุ้มกันขั้นต่อมา จากการ
ทดลองพบว่าความเข้มข้นของสารที่น ามาทดสอบ (1, 2 และ 4 µg/ml) ส่งผลท าลายเซลล์น้อย (เซลล์รอดชีวิต
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มากกว่า 80%) และท้ังสามความเข้มข้นนี้มีผลเพ่ิม T-cells (CD3+) เพียงเล็กน้อย; ความเข้มข้นที่ต่ าที่สุด (1 
µg/ml) ท าให้เปอร์เซ็นต์ CD3+ เพ่ิมสูงมากกว่าความเข้มข้น 2 และ 4 µg/ml ตามล าดับ และแม้จะท าการ
กระตุ้น PBMCs ด้วยสาร ConA ที่มีฤทธิ์ในการกระตุ้น T-cells กลับไม่ท าให้เปอร์เซ็นต์ CD3+ เพ่ิมข้นมากนัก 

ส่วนการเติมสาร -mangostin ลงไปพร้อมกับการกระตุ้นของ ConA ก็ไม่ได้ส่งผลเพ่ิมระดับ CD3+ ให้มากขึ้น

ไปกว่าการกระตุ้นด้วย ConA เพียงอย่างเดียว ในทางตรงกันข้าม -mangostin กลับส่งผลลดระดับเปอร์เซ็นต์
ของ CD19+ และ CD16+56+ ลง แสดงว่าสารนี้มีฤทธิ์ในการท าลาย B- และ NK-cells และเม่ือ PBMCs ได้รับ

สาร -mangostin พร้อมกับ ConA ระดับเปอร์เซ็นต์ของ CD19+ ยิ่งลดต่ าลงกว่าเดิม แสดงว่าสาร -
mangostin มีฤทธิ์ร่วมกับ ConA ในการท าลาย B-cells มากขึ้น ในส่วนของการหลั่ง cytokines พบว่า 

PBMCs ที่ได้รับสาร -mangostin แม้ว่าจะเพ่ิมการหลั่ง IL-1β และ TNF- ที่มีบทบาทส าคัญเกี่ยวกับการ

อักเสบเล็กน้อยแต่ไม่มีนัยส าคัญอย่างไร แสดงว่าสาร -mangostin ไม่ท าให้เซลล์เกิดการอักเสบ และไม่มีผล
ในการยับยั้งหรือเสริมฤทธิ์กับ ConA ที่ความเข้มข้น 10 µg/ml ส่วน IL-2 นั้นตามปกติจะหลั่งจาก γδT cells, 

activated conventional CD4+ และ CD8+ T cell [3] แต่การให้สาร -mangostin แก่ PBMCs ไม่ท าให้
ระดับ IL-2 เพ่ิมข้ึนซึ่งสอดคล้องกับระดับ T-cells (CD3+) ที่ไม่เกิดการเปลี่ยนแปลงแตกต่างไปจากกลุ่มควบคุม

ลบ แต่สาร -mangostin กลับมีฤทธิ์ยับยั้ง ConA ไม่ให้ PBMCs หลั่ง IL-2 มากขึ้นอีก แสดงว่าสาร -
mangostin มีฤทธิ์ยับยั้งฤทธิ์ของ ConA ในการกระตุ้น γδT cells, activated conventional CD4+ และ 
CD8+ T cell อย่างไรก็ตามการศึกษานี้ยังมีจ านวนตัวอย่างที่ใช้ทดสอบน้อยอยู่ ควรท าการเพิ่มจ านวนตัวอย่างที่
ใช้ทดสอบและท าการศึกษากลไกต่างๆเพ่ิมเติม 

6. สรุปผลการวิจัยและข้อเสนอแนะ ให้สรุปเรื่องราวในการวิจัยพร้อมทั้งเสนอแนะเกี่ยวกับการวิจัยในขั้น
ต่อไปตลอดจนประโยชน์ในทางประยุกต์ของผลงานที่ได้ 

แนวโน้มของการศึกษาเพื่อการประยุกต์ใช้ต่อในอนาคต  

พบว่าสาร -mangostin มฤีทธิ์ในการยับยั้งการแบ่งตัวของเซลล์มะเร็งชนิดต่าง ๆ มีค่า ED50 µg/ml 

แตกต่างกันระหว่าง 5.45-18.98 µg/ml และบางเซลล์ -mangostin จะมีฤทธิ์ที่ดีกว่ายาควบคุม และพบว่ามี
ฤทธิ์ antioxidation ตลอดจนผลที่ได้ท่ีเกี่ยวกับการเกิด apoptosis โดยผลที่ได้จากการตรวจวัด ค่าสัดส่วนของ 

Bax/Bcl-2 และ cytokeratin expression  เป็นการช่วยยืนยันศักยภาพของสาร -mangostin จากมังคุด ที่
จะน ามาใช้เป็นสารต้านมะเร็งได้ จึงเชื่อมั่นว่าควรท าการศึกษา antitumor activities in vivo ของสารบริสุทธิ์ 

-mangostin ตามท่ีได้เคยศึกษาได้ผลดีจากสาร crude methanolic extract ชองมังคุดที่เป็บสารตั้งต้นใน

การแยกสารบริสุทธิ์ -mangostin ซึ่งอยู่ในระหว่างรอผลการพิจารณาโครงการขอทุนจาก วช. ส าหรับปี 2556 

เพ่ือศึกษาผล antitumor ของสาร -mangostin ในหนู ก่อนน าข้อมูลมาใช้ต่อไปในการศึกษาทางคลินิก 
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