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 มะเร็งเม็ดเลือดขาว เปนโรคมะเร็งที่เกิดจากความผิดปกติทางกระบวนการในการสรางเซลล
เม็ดเลือด และในการรักษากอใหเกิดผลขางเคียงเกิดข้ึนมากมาย ดวยเหตุนี้การรักษาดวยสมุนไพรจึง
เปนทางเลือกหนึง่ในการรักษาโรคมะเร็งเม็ดเลือดขาว เพื่อลดผลขางเคียงที่เกิดข้ึน พลูคาวจัดเปน
สมุนไพรทีม่ีสรรพคุณในการยับยั้งการเจริญเติบโตของเซลลมะเร็งและการตานการอักเสบ สารออก
ฤทธิท์ี่พบในพลูคาวมีหลายชนิด เชน ฟลาโวนอยด และอัลคาลอยด ซึ่งเคอรเซติน เคอรซิตริน และ
ไฮเปอริน เปนฟลาโวนอยดที่พบในพลูคาว การวจิัยคร้ังนี้ไดทาํการสกัดพลูคาวดวยน้าํกล่ันและ
แอลกอฮอลพบวา การสกัดดวยแอลกอฮอลจะใหปริมาณของสารฟลาโวนอยดมากกวาการสกัดดวย

น้ํา คือ สารสกัดพลูคาวดวยแอลกอฮอลมีปริมาณสารฟลาโวนอยด 224.902.80 mg QE/g dried 

H.cordata ในขณะที่สารสกดัพลูคาวดวยน้ํามีปริมาณสารฟลาโวนอยด 130.794.89 mg QE/g dried 

H.cordata โดยสารสกัดพลูคาว เคอรเซติน เคอรซิตริน และไฮเปอริน สามารถยบัยั้งการเจริญเติบโต
ของเซลลมะเร็งเม็ดเลือดขาวเพาะเล้ียง Jurkat และ U937 โดยการกระตุนใหเกิดการตายแบบอะโพโท

ซิส ซึ่งจะไดคา IC50 อยูระหวาง 386.2-445.1 g/ml ในสารสกัดพลูคาว และ 60.5-75.6 g/ml ใน
สารฟลาโวนอยด นอกจากนี้ เมื่อทาํการศึกษาไซโตไคนที่เกี่ยวของพบวา สารสกัดพลูคาวและสารฟลา
โวนอยด โดยเฉพาะสารสกัดพลูคาวท่ีสกัดดวยแอลกอฮอล และสารเคอรเซติน จะใหผลในการลด
ปริมาณของไซโตไคนที่มีบทบาทในกระบวนการสรางเซลลเม็ดเลือด (IL-2, G-CSF และ GM-CSF) 

และการอักเสบ (IL-6, IL-10, IL-13, IL-17, IFN-, MIP-1 และ TNF-) อยางชัดเจน ดังนัน้ พลูคาว
อาจจะเปนสมนุไพรอีกชนิดหนึง่ที่สามารถนํามาใชในการรักษามะเร็งเมด็เลือดขาว 
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Leukemia is a hematopoietic cancer and the treatment has many side effects. For 

this reason, herbal therapy is an alternative treatment for leukemia to reduce the side 
effects. Plucao or Houttuynia cordata Thunb., medicinal herb, has anti-cancer and anti-
inflammatory activities. It has many active components such as flavonoids and alkaloids. 
Quercetin, quercitrin and hyperin are flavonoids founded in Plucao. In this study, we 
extracted Plucao by distilled deionized water and alcohol and found that H.cordata 
ethanolic extract had total flavonoid content more than H.cordata water extract. Total 

flavonoid of H.cordata ethanolic extract was 224.902.80 mg QE/g dried H.cordata while 

total flavonoid of H.cordata water extract was 130.794.89 mg QE/g dried H.cordata. 
H.cordata extract, quercetin, quercitrin and hyperin could inhibit the proliferation of Jurkat 
and U937 leukemic cell lines. The half maximal inhibitory concentration (IC50) values of  

H.cordata extract and flavonoids were in the range of 386.2-445.1 g/ml and 60.5-75.6 

g/ml, respectively. In addition, our cytokines study found that H.cordata extract and 
flavonoids especially H.cordata ethanolic extract and quercetin substantially reduced the 
hematopoietic and inflammatory cytokines. Therefore, we conclude that H.cordata may be 
one of alternative medicinal herbs for leukemic treatment. 
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บทที่  1 

บทนํา 

ความเปนมาและความสําคัญของปญหา 

โรคมะเร็งเม็ดเลือดขาว (Leukemia) เปนโรคมะเร็งที่พบไดในประชากรทุกเพศ ทุกวัย ใน
ประเทศไทย เชนเดียวกับในหลายประเทศทั่วโลก และเปนโรคที่พบบอย 10 อันดับแรกของ
โรคมะเร็งที่ผูปวยมาพบแพทย [1] และโรคมะเร็งเม็ดเลือดขาวเปนโรคที่ตองไดรับการรักษาเปน
ระยะเวลานาน ในดานการรักษาจะแตกตางกันไปตามชนิดของมะเร็งเม็ดเลือดขาว และสภาพของ
ผูปวย โดยมีเปาหมายในการรักษาเพื่อควบคุมใหโรคสงบ (Remission) และปองกันการกลับมา
เปนใหม (Relapse) ในวิธีการรักษานั้น วิธีที่ไดผลมากที่สุดวิธีหนึ่ง  คือ การใชเคมีบําบัด 
(Chemotherapy) [2] ซึ่งปจจุบันมียาหลายชนิดที่นํามาใช แตก็ไดผลดีกับมะเร็งเม็ดเลือดขาวบาง
ชนิด และยาเคมีบําบัดไมสามารถกระจายไปไดถึงอวัยวะบางสวน เชน สมองและน้ําไขสันหลัง ซึ่ง
เปนอวัยวะที่มะเร็งเม็ดเลือดขาวสามารถแพรกระจายไปได จึงทําใหตองมีการใชรังสีรักษา 
(Radiotherapy) [2] รวมกับยาเคมีบําบัด ในการรักษาดวยยาเคมีบําบัดและรังสีรักษาจะมี
ผลขางเคียงกับคนไข และอาจทําใหเกิดมะเร็งข้ึนไดภายหลังจากโรคสงบและหยุดยา โดยยาเคมี
บําบัดมุงที่จะทําลายเซลลมะเร็งเม็ดเลือดขาวที่มีการเพิ่มจํานวนไดรวดเร็ว แตก็จะมีการทําลาย
เซลลปกติของคนไขเชนเดียวกับเซลลมะเร็ง อีกทั้งยังทําใหผูปวยมีอาการคลื่นไส อาเจียน เบ่ือ
อาหาร และการใชรังสีรักษาก็มีผลขางเคียง คือ บริเวณที่ไดรับการฉายแสงจะมีอาการแหง ขนหรือ
ผมบริเวณนั้นรวง สงผลกระทบตอสภาพจิตใจของผูปวย นอกจากนี้อาจทําการปลูกถายไขกระดูก 
(Bone marrow transplantation) รวมถึงการรักษาโดยการใชการปลูกถายเซลลตนกําเนิด (Stem 
cell transplantation) รวมกับการรักษา เพื่อใหผูปวยมีโอกาสหายขาดมากข้ึน แตการปลูกถายไข
กระดูกคอนขางยุงยาก ตองใชไขกระดูกหรือเซลลตนกําเนิดที่มีความเขากันไดกับผูปวย และมี
ผลขางเคียงในการรักษา คือ มีโอกาสเกิดโรคแทรกซอนสูง จึงไดมีการพัฒนาการรักษาเกิดข้ึนอีก
หลาย ๆ วิธี จนกระทั่งในปจจุบันมีการนําการรักษาทางเลือก (Alternative medicine) มารวมใน
การรักษาผูปวย ซึ่งหนึ่งในวิธีการรักษาทางเลือกนั่นก็คือ การนําสมุนไพร (Herbal therapy) 
มารวมใชในการรักษา เพื่อชวยใหผูปวยมีการหายขาดของโรคดียิ่งข้ึน และเนื่องจากสมุนไพรเปน
ผลิตภัณฑจากธรรมชาติ จึงทําใหผูปวยรูสึกวาไดรับผลขางเคียงจากยาลดลง [3, 4] 

ดังนั้น งานวิจัยคร้ังนี้จึงสนใจที่จะศึกษาหาฤทธิ์การตานการเจริญเติบโตของมะเร็งเม็ด
เลือดขาวของสารสกัดจากพลูคาว โดยมุงเนนในดานการลดการเจริญเติบโต และการเหนี่ยวนําให
เกิดการตายของเซลลมะเร็งเม็ดเลือดขาว รวมไปถึงการแสดงออกของไซโตไคนสําคัญ ในการเพิ่ม
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จํานวนของเซลลที่เซลลมะเร็งเม็ดเลือดขาวจะหล่ังออกมา [5-10] เชน Interleukin (IL)-1,  IL-2, 

IL-6, IL-10, IL-13, IL-17, Interferon (IFN)-, Granulocyte-colony stimulating factor (G-
CSF), Granulocyte macrophage colony-stimulating factor (GM-CSF), Macrophage 

inflammatory protein (MIP)-1 และ Tumor Necrosis Factor (TNF)- หากการวิจัยในคร้ังนี้
ประสบความสําเร็จ จะทําใหทราบถึงบทบาทของพลูคาวที่มีตอเซลลมะเร็งเม็ดเลือดขาว 

วัตถุประสงคของการวิจัย 

1. เพื่อทดสอบหาฤทธิ์ทางชีวภาพในการยับยั้งโรคมะเร็งเม็ดเลือดขาวของสารสกัดพลูคาว 
และสารฟลาโวนอยด 

2. เพื่อศึกษากลไกในการเหนี่ยวนําใหเซลลมะเร็งเม็ดเลือดขาวเกิดการตาย 

3. เพื่อศึกษาฤทธ์ิการตานการอักเสบของสารสกัดพลูคาวและสารฟลาโวนอยด 

ขอบเขตของการวิจัย 

งานวิจัยนี้จะทําการศึกษาฤทธิ์ของสารสกัดจากพลูคาว และฟลาโวนอยดที่มีการรายงาน
วาพบในพลูคาว 3 ชนิด ในการยับยั้งการเจริญเติบโตของเซลลมะเร็งเม็ดเลือดขาวเพาะเล้ียง โดย
จะประเมินจากการวัดจากการลดปริมาณของเซลลมะเร็งเม็ดเลือดขาวเพาะเล้ียง และการหล่ังไซ

โตไคน เชน IL-1,  IL-2, IL-6 และ TNF- ของเซลลมะเร็งเม็ดเลือดขาวเพาะเล้ียง โดย
ทําการศึกษาในเซลลมะเร็งเม็ดเลือดขาวเพาะเลี้ยง 2 ชนิด คือ Jurkat และ U937 ซึ่งเปน
การศึกษาในลักษณะ In vitro model 

ขอจํากัดของการวิจัย 

 1.  การศึกษาวิจัยคร้ังนี้เปนการทดสอบในเซลลมะเร็งเม็ดเลือดขาวเพาะเล้ียง 

 2. ปริมาณของสารสกัดที่ได อาจจะแตกตางกันไปตามวิธีการสกัด 

 3. ผลของสารสกัดพลูคาวที่ไดจากการทดสอบนั้น เปนผลที่ไดจากพลูคาวที่ทําการเก็บ ณ 
สถานที่เดียว และในชวงเวลาเดียว 

ประโยชนที่คาดวาจะไดรับ 

1. สามารถนําพลูคาวไปรวมใชในการรักษามะเร็งเม็ดเลือดขาว 
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2. ทราบถึงบทบาทของพลูคาวในการยับยั้งเซลลมะเร็งเม็ดเลือดขาว 

3. องคความรูใหมที่เกิดข้ึนสามารถนําไปตอยอดการวิจัยในอนาคต 

4. สามารถนําความรูไปพัฒนาและสงเสริมผลิตภัณฑจากธรรมชาติ เพื่อลดการนําเขายา
และผลิตภัณฑเสริมอาหารจากตางประเทศซึ่งมีราคาแพง 
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บทที่  2 

เอกสารและงานวิจัยที่เก่ียวของ 

เอกสารและงานวิจัยที่เกี่ยวของ 

โรคมะเร็งเม็ดเลือดขาว [2, 11, 12] 

  โรคมะเร็งเม็ดเลือดขาว เปนโรคมะเร็งระบบโลหิตที่ไดรับการคนพบมายาวนาน
นับรอยป โดยในป ค.ศ.1827 ไดรายงานผูปวยรายแรก โดย Armand Velpeau ศัลยแพทยชาว
ฝร่ังเศส โรคมะเร็งเม็ดเลือดขาวเปนโรคที่เกิดจากความผิดปกติของกระบวนการในการสรางเซลล
เม็ดเลือด (hematopoiesis) ในไขกระดูก ทําใหมีการสรางเซลลเม็ดเลือดผิดปกติออกมามาก จน
ไปรบกวนการสรางเซลลเม็ดเลือดปกติ ทําใหเกิดความผิดปกติของปริมาณและการทํางานของ
เซลลเม็ดเลือดชนิดอ่ืน ๆ ในรางกาย และสามารถเกิดข้ึนไดกับเซลลในหลายระดับ ต้ังแตเซลลตน
กําเนิด (pluripotent hematopoietic stem cell) เซลลตนกําเนิดเฉพาะสาย (myeloid stem cell 
or lymphoid stem cell) เซลลตนกําเนิดเฉพาะบางประเภท (committed progenitor) จนไปถึง 
เซลลที่มีลักษณะที่เจริญเต็มที่แลว (mature cell) โดยเซลลมะเร็งเม็ดเลือดขาวนั้น จะมี
ความสามารถในการเจริญเติบโต และการไมตายตามกลไกธรรมชาติ (apoptosis) เมื่อมีการ
ดําเนินของโรค จะทําใหเซลลเม็ดเลือดที่มีความผิดปกติเคล่ือนที่เขาสูกระแสเลือด และกระจายไป
ยังอวัยวะตาง ๆ 

ประเภทของมะเร็งเม็ดเลือดขาว [2, 13, 14] 

 ในการจําแนกชนิดของมะเร็งเม็ดเลือดขาว สามารถจําแนกไดตามระยะเวลาที่ผูปวยมี
อาการ อาการทางคลินิก และการดําเนินของโรค ออกเปน 2 กลุม คือ 

 1. มะเร็งเม็ดเลือดขาวชนิดเฉียบพลัน (acute leukemia) [1, 14] 

โดยเกิดจากมีการแบงตัวของเซลลเม็ดเลือดสูงข้ึน หรือมีการแบงตัวที่ไมสามารถหยุดลง
ได หรือมีการหยุดของการพัฒนา (differentiation) ของเซลล ก็จะเกิดการเสียสมดุลของการผลิต
เซลลเม็ดเลือด เซลลที่แบงตัวไมยอมหยุดนี้จะมีปริมาณเพิ่มมากข้ึนเร่ือย ๆ จนมากกวาเซลลชนิด
อ่ืนในไขกระดูก และเม่ือมีการพัฒนาของเซลลหยุดลง เซลลตัวออนก็จะมีปริมาณมาก จึงเรียกวา 
เปนมะเร็งเม็ดเลือดขาวชนิดเฉียบพลัน 
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2. มะเร็งเม็ดเลือดขาวชนิดเร้ือรัง (chronic leukemia) [1, 14]  

 มะเร็งของเซลลเม็ดเลือดบางประเภทที่ทําใหเกิดการสรางเซลลเม็ดเลือดตัวออน (blast 
cells) และเซลลเม็ดเลือดตัวแก (mature cells) เปนจํานวนมาก โดยที่สัดสวนของ blast cells ใน
ไขกระดูกไมไดมากผิดปกติ จะเรียกวา มะเร็งเม็ดเลือดขาวชนิดเร้ือรัง 

 ในการเกิดมะเร็งเม็ดเลือดขาวท้ังชนิดเฉียบพลัน และเร้ือรัง ยังสามารถแบงไดตามชนิด
ของเซลลเม็ดเลือดขาว ไดแก 

Lymphocytic leukemia คือ มีการพบเซลลผิดปกติในสาย lymphoid ไดแก 
Lymphocytes และ plasma cells เปนจํานวนมากในกระแสเลือด 

Myelocytic leukemia คือ มีการพบเซลลผิดปกติในสาย myeloid ไดแก neutrophils, 
eosinophils, basophils, monocytes, เม็ดเลือดแดง (erythrocytes) และเกล็ดเลือด (platelets) 
เพิ่มมากข้ึนในกระแสเลือด 

กลาวโดยสรุป โรคมะเร็งเม็ดเลือดขาวจะสามารถจําแนกชนิดไดเปนประเภท ๆ ดังตอไปนี้ 

- Acute myelogenous leukemia (AML) 
- Acute lymphocytic leukemia (ALL) 
- Chronic myelogenous leukemia (CML) 
- Chronic lymphocytic leukemia (CLL) 

สาเหตุของมะเร็งเม็ดเลือดขาว [1, 2, 11, 15-18] 

 สาเหตุของการเกิดมะเร็งเม็ดเลือดขาวนั้น มักจะเกิดจากการเปลี่ยนแปลงทางพันธุกรรม 
โดยจะทําใหเกิดการทําลาย DNA ของ cells ทั้งการเกิด chromosome translocation หรือ เกิด
การ mutation โดยที่มะเร็งเม็ดเลือดขาวชนิดหนึ่ง อาจะเกิดความผิดปกติของพันธุกรรมไดหลาย ๆ 
ชนิด การทําลาย DNA นั้น อาจเกิดจากหลาย ๆ ปจจัย ซึ่งอาจจะสรุปไดดังตอไปนี้ คือ 

 1. สารกอมะเร็ง (Chemical carcinogens)  คือ สารเคมีที่ทําใหเกิดการเปล่ียนแปลงของ
ยีนภายในเซลล โดยเมื่อไดรับสารเคมีเขาไปในรางกาย สารเคมีเหลานี้จะไปจับกับสารภายในเซลล 
เชน DNA, RNA และโปรตีน ทําใหเกิดความผิดปกติในการ replication, transcription และ 
translation เมื่อไดรับเปนระยะเวลานาน ๆ ก็จะกอใหเกิดโรคมะเร็งเม็ดเลือดขาวตางชนิดกันไป 



 
 

6 

 2.  รังสี (Ionizing radiation) คือ รังสีทําใหเกิดการทําลายของสารพันธุกรรม ทั้งจากรังสี
เอง และจากการที่รังสีไปทําปฏิกิริยากับน้ําในเซลลทําใหเกิด free radicals (hydroxyl 

radical,OH) และ free radicals จะไปทําลายสารพันธุกรรม จนทําใหเกิดกลายเปนมะเร็งเม็ด
เลือดขาวในที่สุด จากการที่รางกายไมสามารถซอมแซมความผิดปกตินั้นได 

 3.  ความผิดปกติของโครโมโซม  (Chromosomal aberration) คือ ความผิดพลาดในการ
สรางโครโมโซม รวมถึงในโรคทางพันธุกรรมบางชนิด เชน โรค Down’s symdrome จะทําใหเกิด
ความเสี่ยงในการที่จะเกิดโรคมะเร็งเม็ดเลือดขาวมากกวาปกติ 10 – 20 เทา เนื่องจากความไม
เสถียรของสารพันธุกรรม และการที่รางกายไมสามารถซอมแซมความผิดปกติที่เกิดจากการทาํลาย
ของ DNA ได ซึ่งในปจจุบันก็ไดมีการตรวจพบความผิดปกติของโครโมโซมหลายชนิดที่มี
ความจําเพาะตอมะเร็งเม็ดเลือดขาว เชน Philadelphia (Ph) chromosome 

 4. ไวรัส (viruses) คือ ไวรัสบางชนิดสามารถสอดแทรกยีนของไวรัสไปในระหวางยีนตาง 
ๆ ของเซลลเม็ดเลือดขาว ทําใหขอมูลทางพันธุกรรมมีความผิดปกติไป เชน human T-cell 
leukemia virus (HTLV) ซึ่งเปนไวรัสที่ทําใหเกิดโรค adult T-cell leukemia ในคน 

 5. เคมีบําบัด ที่ใชในการรักษาโรคมะเร็ง ก็อาจจะทําใหเกิดการทําลายของ DNA และเพิ่ม
ปจจัยเส่ียงในการทําใหเกิดโรคมะเร็งชนิดอ่ืน รวมถึงโรคมะเร็งเม็ดเลือดขาวดวย 

6. สารอาหาร การที่รางกายขาดสารอาหารที่จําเปนในการสรางสารพันธุกรรม เชน folic 
acid และ vitamin B12 ก็เปนอีกสาเหตุหนึ่งที่ทําใหเกิดการทําลายของ DNA โดยอาจจะเปน
สาเหตุรวมกับ การไดรับสารเคมี หรือการไดรับรังสี จนทําใหกอใหเกิดโรคมะเร็งเม็ดเลือดขาวข้ึนได 

โดยสาเหตุตาง ๆ เหลานี้จะทําใหเกิดความเปล่ียนแปลงของยีน ทําใหพันธุกรรมของเซลล
มีความผิดปกติ จนทําใหเซลลสูญเสียความสามารถในการควบคุมการแบงตัว เกิดการเพิ่มจํานวน
มากข้ึนไมหยุด และนําไปสูการเกิดมะเร็งในที่สุด 

อาการของมะเร็งเม็ดเลือดขาว [1, 2, 19] 

 อาการของผูปวยที่เปนมะเร็งเม็ดเลือดขาว ข้ึนอยูกับจํานวน และตําแหนงที่มะเร็งเม็ด
เลือดขาวไปอยู โดยผูปวยมะเร็งเม็ดเลือดขาวชนิดเร้ือรังอาจจะไมมีอาการ สวนใหญตรวจพบจาก
การตรวจสุขภาพประจําป และผูปวยมะเร็งเม็ดเลือดขาวชนิดเฉียบพลัน มักมาดวยอาการปวดหัว 
คล่ืนไส หนามืด เวียนศีรษะ มีไข ติดเชื้อบอย รูสึกออนแรง เหนื่อยงาย น้ําหนักลด มีเลือดออกงาย 
เลือดจาง และซีด ซึ่งอาการเหลานี้ไมจําเพาะเจาะจงที่จะบอกไดวาเปนมะเร็งเม็ดเลือดขาว 
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จําเปนตองมีการซักประวัติ รวมไปถึงการตรวจรางกายอยางละเอียด เพื่อที่จะทําการวินิจฉัยแยก
โรคมะเร็งเม็ดเลือดขาวออกจากโรคอ่ืน 

 อาการของมะเร็งเม็ดเลือดขาวชนิดเฉียบพลัน [19] 

 ในมะเร็งเม็ดเลือดขาวชนิดเฉียบพลันชนิด AML มักจะตรวจพบในผูใหญ สวนในมะเร็ง
เม็ดเลือดขาวชนิดเฉียบพลันชนิด ALL มักจะพบบอยในเด็ก ผูปวยที่เปนมะเร็งเม็ดเลือดขาวชนิด
เฉียบพลันสวนใหญมักจะมีอาการเปนมาไมนาน  โดยอาการที่สําคัญของผูปวยมะเร็งเม็ดเลือด
ขาวชนิดเฉียบพลัน ไดแก อาการของ bone marrow failure ซึ่งเปนผลจากการที่ไขกระดูกเกิด
ความลมเหลวในกระบวนการผลิตเม็ดเลือด ทําใหเซลลที่ผลิตออกมานั้น ไมสามารถเจริญเปนตัว
แกได สงผลใหเซลลเม็ดเลือดขาวปกติมีจํานวนนอยลง ทําใหเกิดภาวะติดเชื้อไดงาย ผูปวยอาจจะ
มาดวยอาการเจ็บคอ ไข ไอและหอบ เกิดการอักเสบ และหากมีการติดเชื้อที่รุนแรง อาจะทําใหมี
การติดเชื้อในกระแสเลือด และเมื่อไขกระดูกมีเซลลมะเร็งเม็ดเลือดขาวเพิ่มข้ึน ก็จะสงผลตอการ
ผลิตเม็ดเลือดชนิดอ่ืนดวย ทําใหการสรางเม็ดเลือดแดงและเกล็ดเลือดลดลง  เกิดอาการซีด 
ออนเพลีย เวียนศีรษะ หนามืด เปนลม หัวใจเตนเร็ว มีอาการเลือดออกผิดปกติ มีจุดเลือดออก
ตามผิวหนัง มีจ้ําเลือดหรือจ้ําเขียว และในบางรายอาจจะมีอาการที่เซลลมะเร็งแพรกระจายไปยัง
อวัยวะตาง ๆ (leukemic infiltration) ได 

 อาการของมะเร็งเม็ดเลือดขาวชนิดเร้ือรัง [19] 

  ผูปวยมะเร็งเม็ดเลือดขาวชนิดเร้ือรังมักจะมีการดําเนินของโรคเปนเวลานาน อาจตรวจพบ
โดยบังเอิญจากการตรวจสุขภาพประจําป หรือตรวจรางกายทั่วไป โดยที่ผูปวยไมมีอาการใด ๆ 
อาการที่มักจะพบไดบอยในผูปวยมะเร็งเม็ดเลือดขาวชนิดเร้ือรังชนิด CML นั้น คือ อาการแนน
ทอง อึดอัด รับประทานอาหารไดนอยลง จากการที่มามมีขนาดโตจนไปเบียดกระเพาะอาหาร รวม
ไปถึงอาจมีอาการเจ็บบริเวณชายโครงซายรวมดวย บางรายอาจจะมาดวยเร่ืองเลือดออกผิดปกติ 
ทั้งที่ปริมาณของเกล็ดเลือดไมตํ่า เนื่องจากเกิดความผิดปกติของการทํางานของเกล็ดเลือด 
(platelet dysfunction)  สวนผูปวยมะเร็งเม็ดเลือดขาวชนิดเร้ือรังชนิด CLL มักมีอาการตอม
น้ําเหลืองโตขนาดเล็ก ๆ เฉพาะบางตําแหนง ไปจนถึงตอมน้ําเหลืองโตขนาดใหญทั่วรางกาย อาจ
มีตับมามโต และตอมน้ําเหลืองในชองทองโต บางรายมาดวยอาการซีด ออนเพลีย หรือมีเลือดออก
ผิดปกติ ผูปวยมีโอกาสติดเช้ือไดงาย จากการทํางานที่ผิดปกติของเม็ดเลือดขาว 
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การวินิจฉัยโรคมะเร็งเม็ดเลือดขาว [2, 11, 20]  

 เนื่องจากอาการของมะเร็งเม็ดเลือดขาว มีอาการที่คลายกับโรคอ่ืน ๆ จึงทําใหตองมีการ
วินิจฉัยแยกโรคมะเร็งเม็ดเลือดขาว ออกจากโรคอ่ืน ๆ โดยจําเปนจะตองอาศัยการซักประวัติ และ
การตรวจรางกายอยางละเอียด  และมักเร่ิมตนทําการตรวจทางหองปฏิบัติการ โดยการตรวจความ
สมบูรณของเม็ดเลือด (complete blood count, CBC) เพื่อที่จะไดคาที่สําคัญในการนําไปวินิจฉัย 
ไดแก ฮีโมโกลบิน (hemoglobin), ฮีมาโตคริต (hematocrit), จํานวนเม็ดเลือดแดง (red blood 
cell count), จํานวนเม็ดเลือดขาว (white blood cell count), จํานวนของเกล็ดเลือด (platelet 
count) และชนิดของเม็ดเลือดขาว (differential count) รวมไปถึงลักษณะที่ผิดปกติของเม็ดเลือด
แดง (red blood cell morphology) โดยจะพบวามีระดับของเม็ดเลือดขาวที่สูงผิดปกติ หรือตํ่าลง 
พรอม ๆ กับการที่พบระดับของเม็ดเลือดแดงและเกล็ดเลือดที่ตํ่าลงดวย โดยหากมีระดับของเม็ด
เลือดขาวที่สูงผิดปกติ จะตองทําการตรวจสอบเซลลเม็ดเลือดขาวที่สูงข้ึนนั้นวาเปนเซลลเม็ดเลือด
ขาวประเภทใด และเปนเซลลระยะตัวออน หรือตัวแก และเพื่อเปนการยืนยันผลของการตรวจนั้น 
จะทําการเจาะไขกระดูกเพื่อใหไดผลการวินิจฉัยที่แนนอน โดยจะทําการประเมินปริมาณของเซลล
ทั้งหมดในไขกระดูก และประเมินวามีจํานวนของเซลลชนิดใดที่เห็นไดอยางเดนชัด ซึ่งจะพบเซลล
ที่มีความผิดปกติ (abnormal blast cells) มากกวา 5% โดยมีหลักเกณฑในการจําแนกมีหลาย
หลักเกณฑ โดยในที่นี้จะกลาวถึง French-American-British (FAB) classification และ WHO 
classification 2008 

FAB classification [14, 21] 

 เปนการจําแนกชนิดของมะเร็งเม็ดเลือดขาวในระยะแรก โดยใชลักษณะและการติดสีของ
เซลลที่ดูดวยกลองจุลทรรศน ซึ่งจะทําใหสามารถแยกชนิดของมะเร็งเม็ดเลือดขาวได ตอมามีการ
นํา cytochemistry classification ซึ่งเปนการตรวจหาสารเคมีภายในเซลล ไดแก เอนไซม และ 
lipids บนผิวเซลล มาชวยในการจําแนกชนิดของ leukemia และมีการใช immunologic 
classification ซึ่งเปนการตรวจหา surface markers ที่อยูบนผิวของเซลลเม็ดเลือดตาง ๆ เขามา
ชวยในการจําแนกชนิดของมะเร็งเม็ดเลือดขาว โดยอาศัย monoclonal antibody ที่มี
ความจําเพาะตอ surface markers เหลานั้น ซึ่งจะทําใหสามารถแยกชนิดของมะเร็งเม็ดเลือดขาว
ชนิดเฉียบพลันออกไดเปน Acute lymphoblastic leukemia (ALL) และ Acute myeloid 
leukemia (AML) ซึ่งยังสามารถแยกชนิดยอยลงไปไดอีก คือ 

1. ALL แบงออกไดเปน L1, L2 และ L3 
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2. AML แบงออกไดเปน M0, M1, M2, M3, M4, M5, M6 และ M7 

ตารางที่ 1 ความแตกตางระหวาง myeloblast และ lymphoblast [14] 

 Myeloblast Lymphoblast 

สัดสวนของ nucleus ตอ cytoplasm (N:C ratio) ตํ่า สูง 

Chromatin 

Nucleolus 

Granule 

Auer rod 

Cytoplasm 

Myeloperoxidase (MPO) 

Sudan Black B (SBB) 

Periodic acid-Schiff (PAS) 

Naphthol-ASD-chloroacetate esterase 

Nonspecific esterase 

ละเอียด เปนปน ๆ(clumped) 

0-1 2-5 อัน อัน 

มี ไมมี 

มี/ไมม ี ไมมี 

ฟาเทา (blue-gray) ฟา (blue) 

+ 

+ 

- 

+/- 

+/- 

- 

- 

+/- 

- 

- 

Acute lymphoblastic leukemia (ALL) [14, 21] 

   

รูปท่ี 1 ลักษณะของมะเร็งเม็ดเลือดขาวชนิด ALL [22] 
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 L1 subtype 

 สวนใหญจะพบเซลลขนาดเล็ก ขนาดเทา ๆ กัน ลักษณะ nuclear chromatin จะมี
ลักษณะละเอียดเหมือนกันในคนไขรายเดียวกัน และมีการกระจายกันดี รูปรางของ nucleus มี
ลักษณะกลม มักจะไมเห็น nucleoli มี cytoplasm นอย 

 L2 subtype 

 เซลลที่พบจะมีขนาดใหญประมาณ 2 เทาของ small lymphocyte และพบเซลลมีขนาด
ตาง ๆ กัน ลักษณะของ nuclear chromatin ที่หลากหลายทั้งละเอียดและไมละเอียดในคนไขราย
เดียวกัน ลักษณะของ nucleus มีความหลากหลาย พบ nucleoli และพบมีความหลากหลายของ
ปริมาตรของ cytoplasm ดวย 

 L3 subtype 

 เซลลที่พบจะมีขนาดใหญ nuclear chromatin มีลักษณะ homogenous และมีเนื้อ
ละเอียด nucleus มีรูปรางปกติ cytoplasm มีปริมาตรมากปานกลาง และอยูรอบ nucleus และ
พบ cytoplasmic vacuolation ที่เดนชัด 

Acute myeloid leukemia (AML) [14, 21] 

 
รูปท่ี 2 ลักษณะของมะเร็งเม็ดเลือดขาวชนิด AML [23] 

 M0 หรือ Myeloblastic leukemia with minimal maturation 

เปน AML ที่ไมพบลักษณะของ myeloid differentiation จากการดูดวยกลองจุลทรรศน 
แตการตรวจดวย cytochemistry และ flow cytometry พบวามีการแสดงออกของ myeloid 
antigen ประกอบดวย blast cells มากกวา 30% ของเซลลที่เปน non-erythroid cells โดยblasts 
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นอยกวา 3% ติดสี MPO, SBB หรือ Naphthol-ASD-chloroacetate esterase ตรวจพบ CD33, 
CD13/CD117, CD34 และอาจพบ TdT และตองไมพบ Auer rod 

 M1 หรือ Myeloblastic leukemia without cytologic maturation หรือ Undifferentiated 
leukemia 

 เซลลใน bone marrow จะมี granulocytic differentiation  โดยจะพบ blast cell 
มากกวา 90% ของเซลลที่เปน non-erythroid cells และบางสวนจะพบ azurophilic granules 

และ/หรือ Auer rods และ blast  3% ติดสี MPO, SBB โดยที่ maturation ของ cells จะไม
มากกวานั้น กลาวคือ พบ promyelocyte, monocyte หรือ mature granulocyte รวมกันนอยกวา 
10% การตรวจทาง immunophenotyping พบการแสดงออกของ myeloid antigen ตัวใดตัวหนึ่ง 
เชน CD13, CD33, CD 117 โดยพบ CD34 และ HLA-DR รวมดวยเปนสวนใหญ 

 M2 หรือ Myeloblastic leukemia with significant maturation 

 ลักษณะที่แตกตางจาก M1 คือ จะพบ cells ที่มี maturation ต้ังแตระยะ promyelocyte 
โดยทั่วไปจะพบ aurophilic granules จํานวนมาก หรือพบ Auer rods ซึ่งจะพบ blast cells 30-

90% โดย blast  3% ติดสี MPO หรือ SBB มีการพบ granulocytic series มากกวา 10% และ
พบ monocytic series นอยกวา 20% การตรวจทาง immunophenotyping พบการแสดงออกของ 
CD34, HLA-DR และ CD13 

 M3 หรือ Hypergranular promyelocytic leukemia 

 พบ promyelocytes เปนสวนใหญ  มี promyelocytes และ/หรือ blast  30% พบการ
ติดสี MPO หรือ SBB มาก มี heavy granulation ใน cytolplasm พบ granules เม็ดใหญ มี Auer 
rods เปนกลุม (faggots) กระจายอยู การตรวจทาง immunophenotyping พบการแสดงออกของ 
CD13 และ CD117 แตไมพบ CD34 และ HLA-DR 

 M3 var หรือ Hypogranular promyelocytic leukemia 

 เปน M3 ที่ผิดปกติ โดยมี granules นอยกวาปกติ แตในความเปนจริงเกิดจากการที่มี 
granules ที่มีขนาดเล็กละเอียดมาก คลายฝุนละออง จนมักมองไมเห็นดวยกลองจุลทรรศน มีการ
ติดสีของ MPO หรือ SBB  
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 M4 หรือ Myelomonocytic leukemia 

 พบ blast cells มากกวา 30% โดยพบทั้ง myeloblast, monoblast และ promonocyte มี 
granulocytic และ monocytic differentiation ในสัดสวนที่แตกตางกัน โดยพบมากกวา 30% แต
นอยกวา 80% พบ promonocytes และ monocytes มากกวา 20% ของ nucleated cells ใน 
bone marrow การตรวจทาง immunophenotyping พบการแสดงออกของ CD13, CD33, CD65 
และ CD15 ในกลุมเซลลสาย myeloid สวนในกลุม monocytic lineage พบการแสดงออกของ 
CD14, Cd4, CD11b, CD11c, CD64, CD68, CD36 และ CD163 

 M4eo หรือ Myelomonocytic leukemia with eosinophilia 

 จะมีลักษณะเชนเดียวกับ M4 แตจะพบ eosinophilia รวมดวย โดยจะมีจํานวน 
eosinophil มากกวา 5% และมีลักษณะ immature และมี granules เปน basophilic  

M5 หรือ Monocytic leukemia 

 ตองพบเซลลมะเร็งเม็ดเลือดขาวในสาย monocytic lineage อยางนอยรอยละ 80 ในไย
กระดูก โดยนับรวม monoblast, promonocyte และ monocyte สามารถแบงออกไดเปน 2 กลุม 
คือ 

M5a หรือ Poorly differentiated (monoblastic) จะพบลักษณะของ blast cells ใน bone 
marrow โดยพบ monoblasts มากกวา 80% ติดสี nonspecific esterase (NSE) และถูกยับยั้งได
ดวย NaF และไมติดสี MPO หรือ SBB การตรวจทาง immunophenotyping พบเซลลสาย 
myeloid ที่ติด CD13, CD33, CD65, CD15 และ HLA-DR และอาจพบ CD34, CD117 ไดบาง 
และตรวจพบ monocytic marker คือ CD14, CD4, Cd11b, CD11c, Cd64, Cd68, CD36 และ 
CD163 

M5b หรือ Differentiated จะพบ promonocytes เปนสวนใหญ monoblasts นอยกวา 
80% สวนใหญเปน promonocytes มีการติดสี NSE และถูกยับยั้งไดดวย NaF และอาจมีการติดสี 
MPO หรือ SBB ไดบาง การตรวจทาง immunophenotyping พบเซลลสาย myeloid ที่ติด CD13, 
CD33, CD65, CD15 และ HLA-DR และตรวจพบ monocytic marker คือ CD14, CD4, Cd11b, 
CD11c, Cd64, Cd68, CD36 และ CD163 
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M6 หรือ Erythroleukemia  

จะพบ erythropoietic cells มากกวา 50% ของ nucleated cells ทั้งหมดใน bone 
marrow โดยจะพบ myeloblasts มากกวา 30% และมีลักษณะของ erythroblasts ที่ผิดปกติ 
โดยเฉพาะ nucleus จะมีหลาย lobes และขนาดของ lobes ก็จะแตกตางกัน ติดสี PAS 

M7 หรือ Megakaryoblastic leukemia 

เปน leukemia ของ megakaryocytes โดยพบ megakaryoblasts มากกวา 30% จาก
การตรวจ morphology หรือตรวจ immunophenotyping พบ CD41 และ CD61 และมักมี 
myelofibrosis การทํา bone marrow biopsy จะทําใหชวยสามารถวินิจฉัยได 

สําหรับมะเร็งเม็ดเลือดขาวชนิดเร้ือรังนั้น จะสามารถจําแนกไดเปน 2 ชนิด คือ chronic 
myelogenous leukemia (CML) และ chronic lymphocytic leukemia (CLL) 

Chronic myelogenous leukemia (CML) [14] 

 
รูปท่ี 3 ลักษณะมะเร็งเม็ดเลือดขาวชนิด CML [24] 

เปนโรคมะเร็งเม็ดเลือดขาวเร้ือรังที่พบวา สามารถเกิดจากความผิดปกติของโครโมโซม
และยีนได คือ Philadelphia (Ph) chromosome และ BCR-ABL1 fusion gene โดยเปนโรคที่มี
การดําเนินโรคจากระยะเร้ือรัง (chronic phase) ไปเปนระยะตาง ๆ คือ accelerated phase (AP) 
และ blast phase (BP) สําหรับการวินิจฉัยนั้นจะพบเม็ดเลือดขาวหลายระยะในกระแสเลือด 
ต้ังแต ระยะ blast ไปจนถึง segmented neutrophil โดยในระยะเร้ือรังจะพบ blast และ 
promyelocyte จํานวนไมมาก โดยพบ blast นอยกวา 2% ในเลือด และนอยกวา 5% ในไขกระดูก 
เซลลสวนใหญที่พบในระยะเร้ือรังจะเปน myelocyte และ segmented neutrophil และอาจพบ
ปริมาณของ basophil, eosinophil และ monocyte เพิ่มข้ึนไดเล็กนอย เกล็ดเลือดจะคอนขางสูง 
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การตรวจไขกระดูกจะพบ hypercellular marrow with granulocyte hyperplasia มี Myeloid 
(M): Erythroid (E) ratio สูง megakaryocyte มีรูปรางผิดปกติ 

ในการวินิจฉัยวาผูปวยจะมีการเปลี่ยนแปลงจากระยะเร้ือรังไปสูระยะสุดทายจําเปนตอง
อาศัยเกณฑดังนี้ 

ลักษณะที่พบในระยะ accelerated phase 

- มีการเพิ่มข้ึนของ WBC (>10 x 109/ลิตร) หรือมามมีขนาดใหญข้ึน โดยไมมีการ
ตอบสนองตอการรักษา 

- มี persistant thrombocytosis (>1,000 x 109/ลิตร) โดยยาไมสามารถที่จะควบคุมได 
- มี persistant thrombocytopenia (<100 x 109/ลิตร) โดยที่ไมเกี่ยวกับการรักษา 
- มี clonal cytogenetic evolution 
- มี basophil ต้ังแต 20% ข้ึนไปในเลือด 
- มี blast จํานวน 10-19% ในเลือดหรือในไขกระดูก 

ลักษณะที่พบในระยะ blast phase 

- มีจํานวนของ blast ต้ังแต 20% ข้ึนไปในเลือดหรือในไขกระดูก 
- มีการรวมกลุมของ blast ในลักษณะ large aggregate ในไขกระดูก 
- เกิด extramedullary blast proliferation 

Chronic lymphocytic leukemia (CLL) [14, 25] 

 
รูปท่ี 4 ลักษณะของมะเร็งเม็ดเลือดขาวชนิด CLL [26] 

เปนโรคมะเร็งเม็ดเลือดขาวชนิดเร้ือรังที่เช่ือวาเกิดจากความผิดปกติของกระบวนการตาย
แบบ apoptosis มากกวามีการเพิ่มจํานวนจากการแบงตัวของเซลลมากผิดปกติ โดยมีเกณฑใน
การวินิจฉัยโรคนี้ คือ ตองพบ lymphocyte ในกระแสเลือด อยางนอย 5 x 109/ลิตร เปนเวลานาน 
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และ lymphocyte ที่พบจะตองมีลักษณะเปน mature cell โดยพบเซลลที่เปนระยะ 
prolymphocyte นอยกวา 55% และมีการพบ lymphocyte อยางนอย 30% ในไขกระดูก และพบ
การแสดงออกของ B-cell marker อยางนอย 1 ชนิด ไดแก CD19, CD20, CD23 รวมกับ T-cell 
marker คือ CD5 และพบการแสดงออกของ kappa หรือ lambda ซึ่งเปนการแสดงออกของ B-
cell clonality รวมไปถึงมี surface immunoglobulin ในระดับตํ่า โดยในการตรวจเลือดในผูปวย 
CLL จะพบ lymphocyte ขนาดเล็กถึงปานกลาง นิวเคลียสเกือบเต็มเซลล chromatin มีลักษณะ 
clumped ไมพบ nucleolus  

 และในโรคมะเร็งเม็ดเลือดขาวนั้น หากแบงตามเซลลที่เกิดโรคก็จะแบงยอยออกไปไดอีก 
ดังตารางที่ 2  
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ตารางที่ 2 ชนิดของมะเร็งเม็ดเลือดขาวตามชนิดของเซลลที่เกิดโรค [14] 

ชนิดของมะเร็งเม็ดเลือดขาว ชนิดของเซลลที่เกิดโรค 

Acute myeloid leukemia (AML) Myeloid stem cell or progenitor cell 

Acute promyelocytic leukemia (APL) Myeloid stem cell 

B-acute lymphoblastic leukemia (B-ALL) Lymphoid stem cell or progenitor cell 

T-acute lymphoblastic leukemia (T-ALL) T-cell progenitor or thymic lymphocyte 

Chronic myelogenous leukemia (CML) Pluripotent hematopoietic stem cell 

Chronic neutrophilic leukemia (CNL) Stem cell with limited lineage potential 

Chronic eosinophilic leukemia (CEL)  Stem cell with limited lineage potential 

Chronic myelomonocytic leukemia (CMML) Myeloid stem cell 

Chronic lymphocytic leukemia (CLL) Antigen-experienced B-cell 

Prolymphocytic leukemia (PLL) Unknown mature B-cell 

Hairy cell leukemia (HCL) Late, activated memory B-cell 

Plasma cell leukemia (PCL) Plasma cell 

T-large granular lymphocyte (T-LGL) leukemia CD8+ T-cell 

Natural killer cell (NK-cell) leukemia NK-cell 

Sezary syndrome CD4+ T-cell 

 

WHO classification 2008 [14, 27, 28] 

  ในป ค.ศ. 2008 องคการอนามัยโลกไดพยายามแบงชนิดของมะเร็งระบบโลหติตามพยาธิ
กําเนิด โดยทําการจัดกลุมโรคใหมตามเซลลที่ทําใหเกิดโรค และลักษณะเฉพาะทางคลินิกที่
สัมพันธกับเซลล ทําใหมะเร็งเม็ดเลือดขาว ไดถูกกระจายออกไปอยูกับหลายกลุมโรค โดยมะเร็ง
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เม็ดเลือดขาวชนิดเฉียบพลันหลายชนิดจะถูกแยกออกไปรวมกับโรคอ่ืนในกลุม acute leukemia, 
myeloproliferative neoplasms (MPN) และ myelodysplastic/myeloproliferartive neoplasms 
(MDS/MPN) โดยใน WHO classification 2008 จะทําการแบงชนิดของโรคออกเปนกลุมดังตาราง
ที่ 3 

ตารางที่ 3 โรค myeloid และ lymphoid neoplasms ตาม WHO classification [27, 28] 

Myeloproliferative neoplasms (MPN) 
Chronic myelogenous leukemia, BCR-ABL1-positive 
Chronic neutrophilic leukemia 
Polycythemia vera 
Primary myelofibrosis 
Essential thrombocythemia 
Chronic eosinophilic leukemia, not otherwise specified 
Mastocytosis 

Cutaneous mastocytosis 
Systemic mastocytosis 
Mast cell leukemia 
Mast cell sarcoma 
Extracutaneous mastocytoma 

Myeloproliferative neoplasm, unclassifiable 
Myeloid and lymphoid neoplasms associated with eosinophilia and abnormalities of PDGFRA, 
PDGFRB or FGFR1 

Myeloid and lymphoid neoplasms with PDGFRA rearrangement 
Myeloid neoplasms with PDGFRB rearrangement 
Myeloid and lymphoid neoplasms with FGFR1 abnormalities 

Myelodysplastic/myeloproliferative neoplasms (MDS/MPN) 
Chronic myelomonocytic leukemia 
Atypical chronic myeloid leukemia, BCR-ABL1-negative 
Juvenile myelomonocytic leukemia 
Myelodysplastic/myeloproliferative neoplasm, unclassifiable 

Provision entity: Refractory anemia with ring sideroblasts and thrombocytosis 
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ตารางที่ 3 (ตอ) 

Myelodysplastic syndromes(MDS) 
Refractory cytopenia with unlineage dysplasia 

Refractory anemia 
Refractory neutropenia 
Refractory thrombocytopenia 

Refractory anemia with ring sideroblasts 
Refractory cytopenia with multilineage dysplasia 
Refractory anemia with excess blasts 
Myelodysplastic syndrome associated with isolated del(5q) 
Myelodysplastic syndrome, unclassifiable 
Childhood myelodysplastic syndrome 

Provision entity: Refractory cytopenia of childhood 
Acute myeloid leukemia and related precursor neoplasms 

Acute myeloid leukemia with recurrent genetic abnormalities 
AML with t(8;21)(q22;q22), RUNX1-RUNX1T1 
AML with inv(16)(p13.1q22) or t(16;16)(p13.1;p22); CBFB-MYH11 
Acute promyelocytic leukemia(APL) with t(15;17)(q22;q12);PML-RARA 
AML with t(9;11)(p22;q23); MLLT3-MLL 
AML with t(6:9)(p23;q34); DEK-NUP214 
AML with inv(3)(q21q26.2) or t(3.3)(q21;q26.2); RPN1-EVl1 
AML (megakaryoblastic) with t(1:22)(p13;q13); RBM15-MKL1 
Provision entity: AML with mutated NPM1 
Provision entity: AML with mutated CEBPA 

Acute myeloid leukemia with myelodysplasia-related changes 
Therapy-related myeloid neoplasms 
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ตารางที่ 3 (ตอ) 

Acute myeloid leukemia and related precursor neoplasms (continued) 
Acute myeloid leukemia, not otherwise specified 

AML with minimal differentiation 
AML without maturation 
AML with maturation 
Acute myelomonocytic leukemia 
Acute monoblastic/monocytic leukemia 
Acute erythroid leukemia 

Pure erythroid leukemia 
Erythroleukemia, erythroid/myeloid 

Acute megakaryoblastic leukemia 
Acute basophilic leukemia 
Acute panmyelosis with myelofibrosis 

Myeloid sarcoma 
Myeloid proliferations related to Down syndrome 

Transient abnormal myelopoiesis 
Myeloid leukemia associated with Down syndrome 

Blastic plasmacytoid dendritic cell neoplasm 
Acute leukemias of ambiguous lineage 

Acute undifferentiated leukemia 
Mixed phenotype acute leukemia with t(9;22)(q34;q11.2); BCR-ABL1 
Mixed phenotype acute leukemia with t(v;11q23); MLL rearranged 
Mixed phenotype acute leukemia, B/myeloid, NOS 
Mixed phenotype acute leukemia, T/myeloid, NOS 

Provision entity : Natural killer (NK) cell lymphoblastic leukemia/lymphoma 
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ตารางที่ 3 (ตอ) 

Precursor lymphoid neoplasms 
B lymphoblastic leukemia/lymphoma 

B lymphoblastic leukemia/lymphoma, NOS 
B lymphoblastic leukemia/lymphoma with recurrent genetic abnormalities 

B lymphoblastic leukemia/lymphoma with t(9;22)(q34;q11.2); BCR-ABL1 
B lymphoblastic leukemia/lymphoma with t(v;11q23); MLL rearranged 
B lymphoblastic leukemia/lymphoma with t(12;21)(p13;q22); TEL-AML1  

(ETV6-RUNX1) 
B lymphoblastic leukemia/lymphoma with hyperdiploidy 
B lymphoblastic leukemia/lymphoma with hypodiploidy (hypodiploid ALL) 
B lymphoblastic leukemia/lymphoma with t(5;14)(q31;q32); IL3-IGH 
B lymphoblastic leukemia/lymphoma with t(1;19)(q23;p13.3); E2A-PAX1 

T lymphoblastic leukemia/lymphoma 
Mature B-cell neoplasms 

Chronic lymphocytic leukemia/small lymphocytic lymphoma 
B-cell prolymphocytic leukemia 
Splenic B-cell marginal zone lymphoma 
Hairy cell leukemia 

Splenic B-cell lymphoma/leukemia, unclassifiable 
Splenic diffuse red pulp small B-cell lymphoma 
Hairy cell leukemia-Variant 

Lymphoplasmacytic lymphoma 
Waldenström macroglobulinemia 

Heavy chain diseases 
Alpha heavy chain disease 
Gamma heavy chain disease 
Mu heavy chain disease 

Plasma cell myeloma 
Solitary plasmacytoma of bone 
Extraosseous plasmacytoma 
Extranodal marginal zone lymphoma of mucosa-associated lymphoid tissue 

(MALT lymphoma) 
Nodal marginal zone lymphoma 
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ตารางที่ 3 (ตอ) 

Mature B-cell neoplasms (continued) 
Pediatric nodal marginal zone lymphoma 
Follicular lymphoma 
Pediatric follicular lymphoma 
Primary cutaneous follicle center lymphoma 
Mantle cell lymphoma 
Diffuse large B-cell lymphoma (DLBCL), NOS 

T-cell/histiocyte rich large B-cell lymphoma 
Primary DLBCL of the CNS 
Primary cutaneous DLBCL, leg-type 
EBV positive DLBCL of the elderly 

DLBCL associated with chronic inflammation 
Lymphomatoid granulomatosis 
Primary mediastinal (thymic) large B-cell lymphoma 
Intravascular large B-cell lymphoma 
ALK positive large B-cell lymphoma 
Plasmablastic lymphoma 
Large B-cell lymphoma arising in HHV8-associated multicentric Castleman disease 
Primary effusion lymphoma 
Burkitt lymphoma 
B-cell lymphoma, unclassifiable, with features intermediate between diffuse large B-cell 

lymphoma and Burkitt lymphoma 
B-cell lymphoma, unclassifiable, with features intermediate between diffuse large B-cell 

lymphoma and classical Hodgkin lymphoma 
Mature T-cell and NK-cell neoplasms 

T-cell prolymphocytic leukemia 
T-cell large granular lymphocytic leukemia 
Chronic lymphoproliferative disorder of NK-cells 
Aggressive NK-cell leukemia 
Systemic EBV positive T-cell lymphoproliferative disease of childhood 
Hydroa vacciniforme-like lymphoma 
Adult T-cell leukemia/lymphoma 
Extranodal NK/T-cell lymphoma, nasal type 
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ตารางที่ 3 (ตอ) 

Mature T-cell and NK-cell neoplasms (continued) 
Enteropathy-associated T-cell lymphoma 
Hepatosplenic T-cell lymphoma 
Subcutaneous panniculitis-like T-cell lymphoma 
Mycosis fungoides 
Sezary syndrome 
Primary cutaneous CD30 positive T-cell lymphoproliferative disorders 
Lymphomatoid papulosis 
Primary cutaneous anaplastic large cell lymphoma 
Primary cutaneous gamma-delta T-cell lymphoma 
Primary cutaneous CD8 positive aggressive epidermotropic cytotoxic T-cell lymphoma 
Primary cutaneous CD4 positive small/medium T-cell lymphoma 
Peripheral T-cell lymphoma, NOS 
Angioimmunoblastic T-cell lymphoma 
Anaplastic large cell lymphoma, ALK positive 
Anaplastic large cell lymphoma, ALK negative 

 โดยในกลุมของมะเร็งเม็ดเลือดขาวชนิดเฉียบพลันชนิด AML นั้น AML-M0 ถึง M7 ยกเวน 
M3 ไดถูกจัดตาม WHO classification 2008 ใหอยูในกลุม AML-not otherwise specified และ 
AML ที่มีความผิดปกติของโครโมโซมนั้นไดถูกจัดใหอยูในกลุม Acute myeloid leukemia with 
recurrent genetic abnormalities และทําการปรับลดเกณฑในการวินิจฉัยแยก AML จาก MDS 
โดยลดจํานวน blast ลง จาก 30% เปน 20% ของ non-erythroid cells ในไขกระดูก 

 เมื่อทําการเปรียบเทียบมะเร็งเม็ดเลือดขาวตามการแบงกลุมตาม FAB classification กับ
การแบงกลุมตาม WHO classification 2008 จะไดกลุมใหมดังตารางที่ 4 
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ตารางที่ 4 ชนิดของมะเร็งเม็ดเลือดขาวแบงกลุมตาม WHO classification 2008 [14] 

ชนิด WHO classification 2008 

Acute myeloid leukemia (AML) AML and related precursor neoplasms 

Acute lymphoblastic leukemia (ALL) Precursor lymphoid neoplasms 

Chronic myelogenous leukemia (CML) Myeloproliferative neoplasms 

Chronic neutrophilic leukemia (CNL) Myeloproliferative neoplasms 

Chronic eosinophilic leukemia (CEL) Myeloproliferative neoplasms 

Chronic myelomonocytic leukemia (CMML) Myelodysplastic/myeloproliferative 
neoplasms 

Juvenile myelomonocytic leukemia (JMML) Myelodysplastic/myeloproliferative 
neoplasms 

Chronic lymphocytic leukemia (CLL) Mature B-cell neoplasms 

Hairy cell leukemia (HCL) Mature B-cell neoplasms 

B-prolymphocytic leukemia (B-PLL) Mature B-cell neoplasms 

Burkitt leukemia variant (ALL-L3) Mature B-cell neoplasms 

T-prolymphocytic leukemia (T-PLL) Mature T-cell & NK-cell neoplasms 

T-cell large granular lymphocytic (T-LGL) 
leukemia 

Mature T-cell & NK-cell neoplasms 

Aggressive NK-cell leukemia Mature T-cell & NK-cell neoplasms 

Mast cell leukemia (MCL) Myeloproliferative neoplasms 

Plasma cell leukemia (PCL) Plasma cell myeloma 

Adult T-cell leukemia/lymphoma (ATLL) Mature T-cell & NK-cell neoplasms 
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จากตารางที่ 4 จะเห็นไดวา ไดมีการแบงแยกชนิดของ leukemia ออกไปเปนกลุมตาง ๆ 
โดย Chronic myelogenous leukemia ไดถูกจัดไปอยูในกลุมของ Myeloproliferative 
neoplasms และ Myelodysplastic/myeloproliferative neoplasms สวน Chronic lymphocytic 
leukemia (CLL) จะถูกจัดไปอยูในกลุม Mature B-cell neoplasms สวน acute leukemia ในสวน
ของ Acute myeloid leukemia (AML) จะอยูในสวนของ AML and related precursor 
neoplasms และ Acute lymphoblastic leukemia (ALL) หรือ Burkitt leukemia จะจัดอยูในกลุม
ของ Precursor lymphoid neoplasms ยกเวน ALL-L3 จะถูกจัดไปอยูในกลุมของ Mature B-cell 
neoplasms เชนเดียวกับ CLL 

พลูคาว [29] 

 
รูปท่ี 5 ลักษณะของตนพลูคาว [30] 

  พลูคาว มีชื่อทางวิทยาศาสตรวา Houttuynia cordata Thunb. จัดเปนพืชในวงศ 
Saruraceae และมีชื่อเรียกอ่ืน ๆ คือ ผักกานตอง ผักเขาตอง ผักคาวทอง ผักคาวตอง พลูคาว 
(ไทย), chinese lizard tail, houttuynia (ทั่วไป), yu xing cao (จีน) พบไดทั่วไปในทวีปเอเชียต้ังแต
เทือกเขาหิมาลัยไปจนถึงเวียดนาม รวมทั้งประเทศไทยและญ่ีปุน [30] ลักษณะของตนพลูคาวเปน
พืชลมลุก มีกลิ่นคาว ลําตนใตดินเปนปลองส้ันๆ สีนวล ตามขอมีรากออกโดยรอบ ลําตนที่อยูเหนือ
ดินสูง 10-30 เซนติเมตร ใบเด่ียว ออกเวียนหรือออกสลับ แผนใบรูปไขกวาง 2.5-7.5 เซนติเมตร 
ยาว 3-9 เซนติเมตร ปลายใบแหลมมาก โคนใบรูปหัวใจ หรือรูปไต ขอบใบเรียบ เสนใบออกที่โคน
ใบ 5-7 เสน มีขนส้ันๆตามโคนใบแผนใบบนสีเขียวเขมกวาใตใบ ชอดอกออกตามยอด หรือซอกใบ
ใกลยอด รูปทรงกระบอกกวาง กวาง 5-8 มิลลิเมตร ยาว 2-2.5 เซนติเมตร มีกลีบประดับสีขาว 4 
กลีบ รูปรี หรือรูปไขกลับแกมขอบขนาด กวาง 5-7 มิลลิเมตร ยาว 1-2 เซนติเมตร รองรับโคนชอ 
กานชอยาว 1-2 เซนติเมตร  ชอดอกประกอบดวยดอกเล็กๆจํานวนมาก เรียงตัวแนนตามความยาว
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ของแกนชอ ดอกแตละดอกไมมีกานดอก ไมมีกลีบดอก มีเฉพาะเกสรเพศผู 3 อัน ยาวประมาณ 6 
มิลลิเมตร อับเรณูสีเหลือง ดอกออกมากในเดือนพฤษภาคมถึงสิงหาคม 

สารออกฤทธิ์ที่พบในพลูคาว มีหลายชนิด ไดแก essential oil, alkaloids และ flavonoids 

Essential oils [31] เชน -Myrcene, trans--Ocimene, n-Decanal, Methyl nonyl 
ketone, Bornyl acetate, n-Decanoic acid, Acetic acid geraniol ester, Caryophyllene, 4-
Tridecanone และ Docosanoic acid, ethyl ester ดังตารางที่ 5 

Alkaloids [32] เชน Aristolactam A, Aristolactam B, Aristolactam A II, Piperolactam 
A, Norcepharadione B, Cepharadione B และ Splendidine ดังรูปที่ 6 

Flavonoids [33, 34] เชน Quercetin, Quercitrin, Hyperin และ Rutin  

 

รูปท่ี 6 โครงสรางทางเคมีของสาร alkaloids ที่พบในพลูคาว                                                   
1. Aristolactam B, 2. Piperolactam A, 3. Aristolactam A, 4. Norcepharadione B,       
5. Cepharadione B และ 6. Splendidine [32] 

จากการศึกษาที่ผานมาคาดวา พลูคาวสามารถใชในการรักษามะเร็งทางเดินอาหาร 
มะเร็งหลอดอาหาร มะเร็งกระเพาะอาหาร มะเร็งลําไส [29, 35, 36] มะเร็งทางเดินหายใจ มะเร็ง
ปากมดลูก มะเร็งเตานม มะเร็งปอด รักษาอาการขางเคียงที่เกิดจากการใชรังสีรักษา และเคมี
บําบัด ยับยั้งและทําลายเซลลมะเร็งเม็ดเลือดขาว [3, 4, 29] ยับยั้งการอักเสบและเพิ่มภูมิ
ตานทาน [37-39] ยับยั้งการติดเชื้อ [31, 40, 41]  ตอตานอนุมูลอิสระ [42-44] โดยพลูคาวจะทํา
ใหเกิดการตายแบบ apoptosis โดยการไปกระตุน mitochondria ใหหล่ัง cytochrome C เพื่อให
ไปกระตุน caspase-9 และ caspase-3 ตอไป จนเกิดการตายแบบ apoptosis ในที่สุด 

 



 
 

26 

ตารางที่ 5 องคประกอบของ essential oils ที่พบในพลูคาว [31] 

-pinene 
Camphene 
Sabinene 

-pinene 

-Myrcene 

-Terpinene 
Cymene 
D-Limonene 

trans--Ocimene 

-Terpinene 
2-Nonanone 
2-Carene 

-Linalool 
Perillen 

cis--Ocimene 
Nanonol 
4-Terpineol 

-Terpineol 
n-Decanol 
trans-Pinocarvyl acetate 
Decanol 
Carvacrol 
Methyl nonyl ketone 
Bornyl acetate 
2-Decanol 
Dodecene 
Undecanal 

-cyclogeraniol acetate 

Neodihydro carveol 
n-Decanoic acid 
Acetic acid geraniol ester 
3- methylene-undecane 
Lauraldehyde 
Caryophyllene 

-Farnesene 
4-Tridecanone 
Patchoulene 

-Farnesene 
Tetradecanoic acid 
Trans-Nerolidol 
Ethyl tridecanoate 
Caryophyllene oxide 

2,6-Dimethyl-3,5,7-octatriene-2-ol 
2,6-Dimethyl-2,7-octadiene-1,6-diol 
7-Methoxy-3,7-dimethyl-octanol 

4,4,6,6-Tetramethyl-bicyclo[3.1.0]hex-2-ene 
Phenylcarbamic acid, 9-bromononyl ester 
Docosanoic acid, ethyl ester 

ตารางที่ 6 องคประกอบของ bioactive components ที่พบในพลูคาว [34] 

Chlorogenic acid 

Quercetin-3-O--D-galactopyranosyl-7-O--D-glucopyranoside 

Quercetin-3-O--L-rhamnopyranosyl-7-O--D-glucopyranoside 
Rutin 
Hyperin 
Quercitrin 
Piperpolactam A 
Aristolactam B 

Cepharadione B 



 
 

27 

 
รูปท่ี 7 การเกดิ apoptosis จากการเหนี่ยวนาํของสารสกัดพลูคาว [36] 

ฟลาโวนอยด [45] 

  ฟลาโวนอยดเปนสารประกอบจําพวกโพลีฟนอล (polyphenol) ที่พบมากที่สุดใน
พืช โดยเฉพาะผักและผลไม และอาหารที่มีพืชเปนสวนประกอบ โดยมีสวนประกอบหลักของ
โครงสร า ง เป น  3-คาร บอน เ ช่ื อมกับวงแหวนไพแรน  ห รือวงแหวนไพรอน  เ รี ยกว า 
phenylbenzopyrone structure (C6-C3-C6)  

 

รูปท่ี 8 ลักษณะโครงสรางพื้นฐานของสารฟลาโวนอยด [46]  

ฟลาโวนอยดยังสามารถแบงออกได ตามลักษณะเปดของวงแหวนไพแรน B หรือ C 
ออกเปนกลุม ๆ ไดทั้งหมด 6 กลุม คือ flavones, flavanols, isoflavones, flavonols, flavanones 
และ flavanonols 
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ตารางที่ 7 การจําแนกชนิดของสารฟลาโวนอยด [45] 

Flavonoid subgroup Representative flavonoids 
Flavonols  Kaempherol, myricetin, quercetin, rutin 
Flavones Apigenin, chrysin, luteolin 
Isoflavones Daidzein, genistein, glycitein, formononetin 
Flavanols Catechin, gallocatechin 
Flavanones Eriodictyol, hesperitin, naringenin 
Flavanonols Taxifolin 

 

 
รูปท่ี 9 ลักษณะโครงสรางของสารฟลาโวนอยดชนิดตาง ๆ [45] 
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คุณสมบัติของฟลาโวนอยด [45, 47] 

จากการศึกษาทีผานมาพบวา สารฟลาโวนอยดนั้นมีคุณสมบัติทางดานชีวภาพในหลาย ๆ 
ดาน กลาวคือ 

- ตอตานอนุมูลอิสระ (anti-oxidant) โดยฟลาโวนอยดจะให H กับอนุมูลอิสระ (RO) 
และจะมีการให H แกอนุมูลอิสระอีกคร้ัง หรือเกิดพันธะไฮโดรเจนภายในฟลาโวนอยด [48] 

 

 

รูปท่ี 10 คุณสมบัติโครงสรางของสารฟลาโวนอยดในการตานอนุมูลอิสระ [48, 49] 

- ตอตานอาการอักเสบ [50] โดยจะไปลดการทํางานของเอนไซม cyclooxygenase 
และ lipoxygenase [47] และลดการสังเคราะหของ eicosanoids [51] เชน prostaglandin ที่มี
สวนเกี่ยวของกับการตอบสนองทางภูมิคุมกันของรางกาย และยังไปยับยั้งการ phosphorylation 
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ของ IB เพื่อไมให NF-B เขาสูนิวเคลียส เพื่อสังเคราะห nitric oxide (NO) และ 
cyclooxygenase ที่เกี่ยวของกับการอักเสบ [52] 

 

รูปท่ี 11  การตานการอักเสบของสารฟลาโวนอยด [52] 

(ERK, extracellular signal-regulated kinases; JNK, c-Jun N-terminal 
kinase; SOD, superoxide dismutase;  GPx, glutathione peroxidase; 
CAT, catalase; COX-2, cyclooxygenase; i-NOS, inducible nitric oxide 
synthase และ CRP, c-reactive protein)  

 

- ตอตานอาการแพ โดยจะไปยับยั้งการสงสัญญาณของ IL-12 ในการกระตุนใหเกิดการ
แพ โดยจะไปยับยั้ง JAK-STAT pathway [53] 
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รูปท่ี 12 การยับยั้ง JAK-STAT signaling pathway โดย quercetin [53] 

- ควบคุมการเจริญเติบโตของเซลลมะเร็ง โดยจากการที่สารฟลาโวนอยดมีคุณสมบัติ

เปน anti-oxidant ที่จะไปลดปริมาณของ RO ที่เกี่ยวของกับกระบวนการ carcinogensis [47] 
จะไปยับยั้งการกระตุนการเพิ่มจํานวนของ growth factors, ยับยั้งการทํางานของเอนไซม 
tyrosine kinase  [54] และกระตุนการแสดงออกของ Bax และ Bak ในการกระตุน mitochondrial 
ใหปลอย cytochrome c ทําใหเกิดการเกิด caspase-9 และ caspase-3 และลดการแสดงออก
ของ Bcl-2, Bcl-XL ซึ่งเปนตัวยับยั้งการเกิด apoptosis รวมไปถึงยับยั้ง DNA topoisomerase I/II 
และควบคุม cell cycle ทําใหเกิดการหยุดการเจริญเติบโตอยูที่ระยะใดระยะหน่ึงใน cell cycle ทาํ
ใหเซลลมะเร็งไมสามารถเจริญเติบโตได และยังไปยับยั้งกระบวนการในการกอใหเกิดมะเร็ง [55-
57] 
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รูปท่ี 13 การยับยั้งการทาํงานของเอนไซม tyrosine kinase ของสารฟลาโวนอยด [54] 

Flavonoids จะไปยับยั้งการทํางานของเอนไซม tyrosine kinase ใน signaling 
parthways ตาง ๆ ทําใหโปรตีนที่เกี่ยวของในการเจริญของเซลลมะเร็งนั้นลดลง ซึ่ง
เปนกลไกอยางหนึ่งในการควบคุมและรักษาโรคมะเร็ง 
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รูปท่ี 14 การกระตุนการเกิด apoptosis ของสารฟลาโวนอยด [58] 

 

 

รูปท่ี 15 การยับยั้งกระบวนการกอใหเกดิมะเร็งของสารฟลาโวนอยด [57] 
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สารฟลาโวนอยดที่พบมากในพลูคาว คือ Quercetin, Quercitrin และ Hyperin [33] โดย
Quercetin (2-(3,4-Dihydroxyphenyl)-3,5,7-trihydroxy-4H-1-benzopyran-4-one, 3,3′,4′,5,6-
Pentahydroxyflavone), quercitrin และ hyperin (hyperoside) เปนสารฟลาโวนอยดที่จัดอยูใน
กลุม flavonols ซึ่ง quercitrin และ hyperin เปนอนุพันธของ quercetin โดย quercitrin เปน 
glycosides form ของ quercetin และน้ําตาล deoxy rhamnose [59] และ hyperin เปน 3-O-
galactoside ของ quercetin 

 

รูปท่ี 16 โครงสรางของสาร Quercetin [60] 

 

รูปท่ี 17 โครงสรางของสาร Quercitrin [59] 

 

รูปท่ี 18 โครงสรางของสาร Hyperin [61] 

http://en.wikipedia.org/wiki/Galactoside
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 จากการศึกษาที่ผานมาพบวา quercetin นั้นจะมีคุณสมบัติเชนเดียวกับสารในกลุมฟลา
โวนอยด คือ ยับยั้งอนุมูลอิสระ [62] สามารถควบคุมการเจริญเติบโตของเซลลมะเร็ง โดย การ
เหนี่ยวนําใหมะเร็งเม็ดเลือดขาวตาย ยับยั้งการทํางานของ DNA topoisomerase I รวมไปถึงการ
ยับยั้งในกระบวนการกอใหเกิดมะเร็ง และยังไปกระตุนใหมีการหล่ังของ cytochrome c ใหเกดิการ
สราง caspase 9  และ caspase 3 และยับยั้งการสราง calmodulin [51, 55-57, 63-65], ยับยั้ง
การอักเสบ โดยการไปลดการกระตุน และควบคุมการเพิ่มจํานวนของ lymphocyte [50, 66], 
ยับยั้งอาการแพโดยการไปยับยั้งสัญญาณของ IL-12 โดยผานทาง JAK-STAT signaling 
pathway [53] 

  ไซโตไคน (Cytokines) [67, 68] 

ไซโตไคนเปนโปรตีนขนาดเล็กที่มีบทบาทในการติดตอ และปฏิสัมพันธกัน
ระหวางเซลล ซึ่งประกอบไปดวย interleukins (IL), colony stimulating factors (CSF), tumor 
necrosis factors (TNF) และ interferons (IFN) โดยไซโตไคนมีบทบาทในการกระตุนระบบ
ภูมิคุมกัน และการควบคุมการเจริญเติบโตของเซลล ซึ่งไซโตไคนสามารถทําหนาที่ทั้งในการ
กระตุนและการยับยั้ง โดยแบงบทบาทออกไดดังนี้ 

- pleiotropy คือ ไซโตไคนชนิดเดียวกันที่ออกฤทธิ์ในเซลลตางชนิดกัน ทําใหเซลลนั้น
แสดงออกไมเหมือนกัน 

- redundancy คือ ไซโตไคนตางชนิดกันที่สามารถออกฤทธ์ิใหเซลลชนิดหนึ่งแสดงออก
เหมือนกัน 

- synergy คือ ไซโตไคน 2 ชนิดที่เสริมฤทธ์ิในการกระตุนหรือยับยั้งกัน 

- antagonism คือ ไซโตไคน 2 ชนิด ที่ตานฤทธ์ิในการกระตุนหรือยับยั้งกัน 



 
 

36 

 

รูปท่ี 19  การทํางานและการปฏิสัมพันธกนัระหวางไซโตไคนตอกระบวนการสรางเม็ด
เลือด [67] 

 โดย CSF และ IL เปนไซโตไคนที่ควบคุมในเชิงบวก โดยยับยั้งการเกิด apoptosis และ
กระตุนใหมีการเพิ่มจํานวนและพัฒนาของเซลล ในขณะที่ไซโตไคนที่ควบคุมในเชิงลบ คือ TNF 

และ transforming growth factor  ซึ่งทําหนาที่ในดานตรงกันขามกับ CSF และ IL 

 IL-1 [7-9, 69, 70] 

IL-1 เปนไซโตไคนชนิดหนึ่งในกลุม IL-1 สรางจากเซลล mononuclear phagocytes, 
fibroblasts, keratinocytes และ T และ B lymphocytes และจัดอยูในกลุมของ proinflammatory 
cytokines ที่มีบทบาทในดานการกอใหเกิดการอักเสบ รวมไปถึงมีบทบาทเกี่ยวของกับการ
เจริญเติบโตของเซลลเม็ดเลือดปกติ และเซลลมะเร็งเม็ดเลือดขาว โดยการกระตุนเซลลตัวเองและ
เซลลรอบขางใหมีการเพิ่มจํานวนของเซลล 

IL-2 [5, 6, 10, 70, 71] 

IL-2 เปนไซโตไคนที่มีหนาที่ในการควบคุมการเจริญเติบโตของเซลลเม็ดเลือด โดยเฉพาะ
เซลลเม็ดเลือดขาวชนิด lymphocyte สรางจากเซลล activated T helper cells เปนสวนใหญ โดย
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การกระตุนการแสดงออกของ NF-B และ IL-2 receptor รวมทั้งยังมีบทบาทสําคัญในระบบ
ภูมิคุมกัน โดยควบคุมพัฒนาการของ T cell, B ell รวมไปถึง natural killer cell (NK cell) และยัง
ทําหนาที่เปน autocrine growth factor อีกดวย 

IL-4 [70, 72, 73] 

IL-4 สรางจาก CD4+ T helper cells, mast cells และ basophils โดยเหนี่ยวนําการ 
differentiation ของ CD4+ T cells ใหเปน T helper 2 (TH2) cells และยับยั้งการพัฒนาของ TH1 
cells และยังทําหนาที่เปน growth factor ของ B cell, T cell และ mast cell รวมไปถึงกระตุนการ
สราง collagen และ IL-6 อีกทั้ง IL-4 ยังสามารถกระตุนใหเกิดอาการแพ และมีบทบาทสําคัญใน
การควบคุม IgE 

IL-5 [70, 74-76] 

IL-5 สรางจาก CD4+ T helper cells และ NK cells โดยเกี่ยวของกับการเพิ่มจํานวนและ
การ differentiation ของ eosinophils ในโรคที่เกี่ยวของกับการอักเสบ และสามารถเพ่ิมการ
กระตุนการเพิ่มจํานวนของ B cells รวมไปถึงกระตุน cytotoxicity ของ T cell และ IL-5 ยัง
สามารถกระตุนการ differentiation ของ TH2 cells  

IL-6 [7, 70, 77] 

IL-6 เปนไซโตไคนที่สรางจากเซลลหลายชนิดทั้ง mononuclear phagocytes, T cells 

รวมไปถึง fibroblasts โดยจะถูกเหนี่ยวนําใหมีการสรางจาก IL-1, TNF- และ platelet derived 
growth factor (PDGF) มีคุณสมบัติเปน proinflammatory cytokines และ anti-inflammatory 
cytokines ดวยเชนเดียวกัน ข้ึนอยูกับสภาวะแวดลอม และยังมีบทบาทเกี่ยวของกับการ
เจริญเติบโตของเซลลเม็ดเลือด โดยทํางานรวมกับ CSF และ IL-3 ในการกระตุนใหมีการเพิ่ม
จํานวนของเซลลเม็ดเลือด 

IL-7 [70, 78, 79] 

IL-7 เปนไซโตไคนที่สรางจาก bone marrow และ thymic stromal cell โดยกระตุนการ
พัฒนาของ pre-B และ pre-T cells และทําหนาที่เปน growth factor สําหรับ B cells, T cells 
และ thymocytes และควบคุมระบบ homeostasis ของ T cells รวมไปถึงเหนี่ยวนําใหเกิดการ
ตอบสนองทางภูมิคุมกันแบบ type I  
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IL-8 [70, 80-82] 

IL-8 หรือ CXCL-8 เปนไซโตไคนที่สรางจาก mononuclear phagocytes, antigen 
activated T cells, endothelial และ epithelial cells รวมไปถึง neutrophils ทําหนาที่เปน 
chemotactic ในการเคลื่อนที่และกระตุน neutrophils โดยทําให neutrophils มีการแสดงออกของ 
cell-surface adhesion molecule เพิ่มมากข้ึน และควบคุมการทํางานของเม็ดเลือดขาวใน
กระบวนการอักเสบ อีกทั้ง IL-8 ยังมีคุณสมบัติกระตุน angiogenic responses ทําใหเกิดการเพิ่ม
จํานวนและการอยูรอดของเซลล endothelial และเซลลมะเร็ง และยังเกี่ยวของกับการแพรกระจาย
ของมะเร็ง 

IL-10 [70, 83] 

IL-10 เปนไซโตไคนที่ทําหนาที่ยับยั้งการสราง IFN- ของ activated T cells โดยสามารถ
สรางจาก TH2 cells และยับยั้งการทํางานของ TH1 cells โดยการยับยั้งการสราง TH1 cytokines 
และยังสามารถทําหนาที่เปน co-differentiation factor สําหรับ cytotoxic T cells และ co-
factors ในการเจริญเติบโตของ T cells และ IL-10 สามารถยับยั้งการเกิด apoptosis โดยการ
กระตุนการทํางานของ phosphatidylinositol 3’-kinase (PI3K) 

IL-12 [70, 84, 85] 

IL-12 หรือ natural killer cell stimulatory factor (NKSF) และ cytotoxic lymphocyte 
maturation factor (CLMF) ทําหนาที่กระตุนการสรางและการทํางานของ cytotoxic T cells และ 
lymphokine-activated killer (LAK) cells และเหนี่ยวนําการเพิ่มจํานวนของ activated T cells 
และ NK cells โดย IL-12 จะมีบทบาทสําคัญในการเกิดการอักเสบแบบ cell-mediated และทําให
เกิดปฏิกิริยาทางภูมิคุมกันในการตอตานมะเร็ง และทําใหเซลลมะเร็งตายแบบ apoptosis โดยการ
กระตุนการแสดงออกของ Fas 

IL-13 [70, 72, 86] 

IL-13 สรางจาก TH2 cells ทําหนาที่เปน anti-inflammatory โดยจะไปยับยั้งการสรางของ 

inflammatory cytokines เชน IL-1, TNF-, IL-8 และ IL-6 และ IL-13 จะสามารถกระตุนการ
เพิ่มจํานวนและการ differentiation ของ monocyte และ  B lymphocytes รวมไปถึงรวมกับ IL-4 
ในการกระตุนการแสดงออกของ major histocompatability complex  (MHC) class II 
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IL-17 [70, 87] 

IL-17 เปนไซโตไคนที่สรางจาก activated T cells ทําหนาที่ในการกระตุนการสราง IL-6 
และ IL-8 และกระตุนการแสดงออกของ Inter-Cellular Adhesion Molecule 1 (ICAM-1) และยัง
มีบทบาทในการควบคุมการตอบสนองทางภูมิคุมกัน และเหนี่ยวนําใหมีการสราง cytokines ที่
เกี่ยวของกับการควบคุมการอักเสบ 

G-CSF [70, 88] 

G-CSF  หรือ granulocyte-colony stimulating factor จัดเปนไซโตไคนที่เกี่ยวของกับ
กระบวนการสรางเม็ดเลือด ทําใหเกิดการเพิ่มจํานวนและการ differentiation ของ hematopoietic 
progenitor cells โดยสรางจาก monocytes, T cells, fibroblasts และ endothelials ที่ถูกกระตุน
ดวย IL-1 และ TNF โดยสามารถกระตุน neutrophils 

GM-CSF [70, 89] 

GM-CSF หรือ granulocyte/macrophage-colony stimulating factor เปนไซโตไคนที่
เกี่ยวของกับกระบวนการสรางเม็ดเลือด โดยสรางจาก monocytes, T cells, fibroblasts และ 
endothelials ที่ถูกกระตุนดวย IL-1 และ TNF โดยจะไปกระตุน neutrophils และการทํางานของ 
eosinophils และ mononuclear phagocytes และชวยฟนฟูการตอบสนองทางภูมิคุมกันแบบ 
innate ในคนไขที่ไดรับการกดภูมิคุมกันดวย glucocorticoid 

IFN- [70, 72, 90] 

IFN- หรือ interferon- เปนไซโตไคนที่จัดอยูในกลุม type II interferon มีคุณสมบัติเปน 
anti-viral โดยไปรบกวนการ replication ของ virus ซึ่งสรางจาก activated T cells และ NK cells 
ทําหนาที่ในการกระตุนการแสดงออกของ MHC class I และ II ของ nucleated cells และกระตุน
การทํางานของ mononuclear phagocytes อีกทั้งยังสามารถกระตุนการเพ่ิมการแสดงออกของ 

IL-13 receptor 2 (IL-13R2) บนผิวเซลล และการเพิ่มการแสดงออกของ chemokines ทั้ง 

MCP-1, MIP-1 รวมไปถึงยับยั้งการเจริญเติบโตของเซลล 

MCP-1 [70, 91, 92] 

MCP-1 หรือ monocyte chemoattractant protein-1 หรือ CCL-2 จัดเปน chemokines 
ที่กระตุนการเคล่ือนที่และการทํางานของ neutrophils และยังกระตุนให monocytes เคล่ือนที่ผาน 
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endothelial และ epithelial cells ไปยังบริเวณที่มีการอักเสบ และมีบทบาทสําคัญในการเกิด 
acute inflammation สรางจาก monocytes โดยการกระตุนของ inflammatory cytokines 

MIP-1 [70, 93, 94] 

MIP-1 หรือ macrophage inflammatory protein-1 หรือ CCL-4 จัดอยูในกลุมของ 
chemotactic cytokines ทําหนาที่ในการกระตุนการเคล่ือนที่และการทํางานของ neutrophils 
และยังสามารถกระตุนการเคล่ือนที่ของ monocytes และ T lymphocytes อีกทั้งยังกระตุนการ
ตอบสนองทางภูมิคุมกัน และกระตุนให T cells หล่ัง IL-4 และ IL-6 และยังมีการศึกษาพบวา 

MIP-1 จะเหนี่ยวนําการตายแบบ apoptosis ของ pre-B cells  

TNF- [7, 95, 96] 

TNF- เปนไซโตไคนอีกตัวหนึ่งในกลุม proinflammatory cytokines ที่มีบทบาทสําคัญ
ในระบบภูมิคุมกันและกอใหเกิดการอักเสบ และยังเกี่ยวของกับกระบวนการเจริญเติบโตของเซลล

เม็ดเลือด โดยจะไปกระตุนใหเกิดการสราง CSF และ IL-6 ข้ึน รวมไปถึง TNF- สามารถกระตุน
ใหเกิดการมีชีวิตรอด และการตายแบบ apoptosis ของเซลลได  

จากการศึกษาที่ผานมาพบวา ไซโตไคนที่กลาวมาในกลุมขางตนนั้น จะมีบทบาทท้ังใน
การควบคุมการเจริญเติบโตของเซลลเม็ดเลือดปกติ รวมไปถึงเซลลมะเร็งเม็ดเลือดขาว [5, 97, 98
] และกระตุนการอักเสบ ซึ่งพบวาสาร propranolol จะยับยั้งการเกิดมะเร็ง โดยจะไปลดปริมาณ
ของ vascular endothelial growth factor (VEGF) และ matrix metalloproteinase-2 (MMP-2) 
activity ซึ่งจะเก่ียวของในกระบวนการ angiogenesis ซึ่งเปนกระบวนการที่สําคัญที่จะทําให
มะเร็งมีการเจริญเติบโตและลุกลามตอไป [99] และสาร Leptomycin B จะไปควบคุมการทํางาน

ของ NF-B ซึ่งมีบทบาทในการสราง cytokines, การเจริญเติบโตและการอยูรอดของเซลล โดย

จะไปเพิ่มการสะสมของ IB ที่จะไปจับกับ NF-B ทําให NF-B ไมสามารถเขาไปใน nucleus 
เพื่อที่จะกระตุนการ transcription ของยีนที่เกี่ยวของ [100, 101] ทําใหมีการสรางไซโตไคนลดลง 
ซึ่งเปนผลทําใหเกิดการเพิ่มจํานวนและการเจริญเติบโตของเซลลมะเร็งเม็ดเลือดขาวลดลง 
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บทที่  3 

วิธีดําเนินการวิจัย 

กลุมตัวอยางท่ีใชในการทดสอบ 

1. ตัวอยางเซลลมะเร็งเม็ดเลือดขาวเพาะเล้ียงที่ใชในการทดสอบ 

เซลลมะเร็งเม็ดเลือดขาวเพาะเล้ียงที่นํามาใชในการทดสอบมี 2 ชนิด คือ 

1.1 เซลลมะเร็งเม็ดเลือดขาวเพาะเล้ียง Jurkat (human acute T cell leukemia) 

 

รูปท่ี 20 ลักษณะของเซลลมะเร็งเม็ดเลือดขาวเพาะเล้ียง Jurkat (100x) 

1.2  เซลลมะเร็งเม็ดเลือดขาวเพาะเล้ียง U937 (human chronic myelogenous 
leukemia cell) 

 

รูปท่ี 21 ลักษณะของเซลลมะเร็งเม็ดเลือดขาวเพาะเล้ียง U937 (100x) 
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2. ตัวอยางสมุนไพรที่ใชในการทดสอบ 

สมุนไพรที่นํามาใชในการทดสอบ คือ พลูคาว โดยทําการเก็บรวบรวมตัวอยางพลูคาว
จากอําเภอเมือง จังหวัดลําพูน ในเดือนพฤศจิกายน 2553 และนํามาทําการยืนยันชนิดของพลูคาว
โดยหนวยปฏิบัติการวิจัยพรรณไมประเทศไทย ภาควิชาพฤกษศาสตร คณะวิทยาศาสตร 
จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย (Herbarium number 013435 (BCU)) 

 

เครื่องมือที่ใชในการวิจัย 

-20C freezer     Sanyo, ญี่ปุน 

-80C deep freezer    ilshin Lab, เนเธอแลนด  

4C refrigerator    Mitsubishi, ญ่ีปุน 

6 well cell culture plate    Corning, สหรัฐอเมริกา 

24 well cell culture plate   Corning, สหรัฐอเมริกา 

96 well cell culture plate   Corning, สหรัฐอเมริกา 

Analytical balance    Mettler Toledo, สวิสเซอรแลนด 

Autoclave     Tomy, ญ่ีปุน 

Autopipette 0.5-10 l    Gilson, ฝร่ังเศส 

Autopipette 10-100 l    Gilson, ฝร่ังเศส 

Autopipette 101-1000 l   Gilson, ฝร่ังเศส 

Beaker (50, 100, 250, 500, 1000 ml)  Schott Duran, เยอรมนี 

Bio-Plex system    BIO-RAD, สหรัฐอเมริกา 
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Cell culture flask (25 cm3)   Corning, สหรัฐอเมริกา 

Centrifuge     Kokusan, ญ่ีปุน 

Centrifuge tube (5, 14, 50 ml)   Falcon, สหรัฐอเมริกา 

CO2 incubator     Thermo scientific, สหรัฐอเมริกา 

Cryovial tube 2.0 ml    Nunc, เดนมารก   

Cylinder (100, 1000 ml)   Witeg Diffico, เยอรมนี 

Differential counter    Modulus, สหรัฐอเมริกา 

Disposable Serological pipette (5, 10, 25 ml) Corning, สหรัฐอเมริกา 

ELISA plate reader    BioTek, สหรัฐอเมริกา 

Flask (50, 100, 250, 500, 1000 ml)  Schott Duran, เยอรมนี 

Freeze dryer     Thermo Electron Corporation, 

สหรัฐอเมริกา 

 Glass bottles (100, 200, 500, 1000 ml)  Schott Duran, เยอรมนี 

 Hemocytometer    Hausser Scientific, สหรัฐอเมริกา 

 Hot air oven     Memmert, เยอรมนี 

Invented microscope    Olympus, ญ่ีปุน 

Laminar flow     Faster, อิตาลี 

Light microscope    Olympus, ญ่ีปุน 

Liquid Nitrogen tank    Air Liquide, ฝร่ังเศส 

Magnetic stirrer    Daihan LabTech, เกาหลีใต 
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 Microcentrifuge    Eppendorf, เยอรมนี 

Microtube 1.5 ml    Hycon, สหรัฐอเมริกา 

Multichannel pipette 5-50 l    Biohit, ฟนแลนด 

pH meter     Mettler Toledo, สวิสเซอรแลนด 

Plate shaker     Desaga, เยอรมนี 

Rotary evaporator    Heidolph Instruments, เยอรมนี 

Serological pipette (1, 5, 10, 25 ml)  Corning, สหรัฐอเมริกา 

Tip (10, 20, 100, 200, 1000 l)  Sorenson, สหรัฐอเมริกา 

Vacuum pump     GelmanSciences, สหรัฐอเมริกา 

Volumetric flask (100, 1000 ml)  Pyrex, สหรัฐอเมริกา 

Vortex mixer     Labnet, สหรัฐอเมริกา 

Waterbath     Mgw Lauda, เยอรมนี 

 UV/VIS spectrophotometer   PG instruments, สหราชอาณาจักร 

 

สารเคมีที่ใชในการวิจัย 

 Aluminium chloride (AlCl3)   Sigma Aldrich, สหรัฐอเมริกา 

 Bio-Plex PRO magnetic cytokine  BIO-RAD, สหรัฐอเมริกา 

 (17-Plex Panel) 

 Bovine serum albumin (BSA)   Fisher,สหรัฐอเมริกา 

 Dimethyl sulfoxide (DMSO)   Sigma Aldrich, สหรัฐอเมริกา 
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 Di-sodium hydrogen phosphate (Na2HPO4) Merck, เยอรมนี 

 Ethyl alcohol     Merck, เยอรมนี 

 Fetal bovine serum (FBS)   Gibco Invitrogen, สหรัฐอเมริกา 

 Human IL-2 ELISA kit    R&D  diagnostic, สหรัฐอเมริกา 

 Human IL-6 ELISA kit    R&D  diagnostic, สหรัฐอเมริกา 

 Human TNF- kit    R&D  diagnostic, สหรัฐอเมริกา 

 Hydrogen peroxide (H2O2)   R&D  diagnostic, สหรัฐอเมริกา 

 Hyperin     Sigma Aldrich, สหรัฐอเมริกา 

 In vitro toxicology assay kit (TOX2)  Sigma Aldrich, สหรัฐอเมริกา 

 Leucoagglutinin PHA-L (PHA)   Sigma Aldrich, สหรัฐอเมริกา 

 L-glutamine     Gibco Invitrogen, สหรัฐอเมริกา 

 Lipopolysaccharides (LPS)   Sigma Aldrich, สหรัฐอเมริกา 

 Penicillin     E.R. SQUIBB & SONS INC, 
สหรัฐอเมริกา  

 Phorbol 12-myristate 13-acetate (PMA) Sigma Aldrich, สหรัฐอเมริกา 

 Potassium chloride (KCl)   Merck, เยอรมนี 

 Potassium dihydrogen phosphate (KH2PO4) Merck, เยอรมนี 

 Quercetin     Sigma Aldrich, สหรัฐอเมริกา 

 Quercitrin     Sigma Aldrich, สหรัฐอเมริกา 
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 Roswell Park Memorial Institute medium-1640 

 (RPMI-1640)     Gibco Invitrogen, สหรัฐอเมริกา 

 Sodium chloride (NaCl)   Merck, เยอรมนี 

 Sodium hydroxide (NaOH)   Merck, เยอรมนี 

 Sodium nitrite (NaNO2)    Merck, เยอรมนี 

 Streptomycin     General Drugs House, ไทย 

 Sulfuric acid (H2SO4)    Merck, เยอรมนี 

 Tetramethylbenzidine    R&D  diagnostic, สหรัฐอเมริกา 

 Trizma base     Sigma Aldrich, สหรัฐอเมริกา 

 Trypan blue     The British Drug Houses, อังกฤษ 

 Tween20     S.E.supply, ไทย 

 Vincristine     Sigma Aldrich, สหรัฐอเมริกา 
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วิธีการวิจัย 

1. การสกัดพลูคาว 

 นําพลูคาวสดทั้งหมด แตไมรวมรากมาทําการลางใหสะอาด และผ่ึงลมใหแหง จากนั้น
นําไปอบที่อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส จนพลูคาวแหง จะไดลักษณะดังรูปที่ 22 และนํามาบดให
ละเอียด เพื่อที่จะนํามาทําการสกัดตอไป 

 
รูปท่ี 22 ลักษณะของพลูคาวท่ีผานการอบแหง 

 การสกัดพลูคาวเพื่อนํามาใชในการวิจัย จะทําการสกัด 2 แบบ คือ การสกัดดวยน้ํา และ
การสกัดดวยแอลกอฮอล 

1.1 การสกัดพลูคาวดวยน้ํา (water extract) โดยทําการสกัดและดัดแปลงวิธีการ
บางสวนจาก Han และคณะ [102] โดยมีวิธีการสกัดดังนี้ 

 นําพลูคาวแหงจํานวน 50 กรัม มาทําการแชลงในน้ํากล่ันที่อุณหภูมิ 70 องศา
เซลเซียส จํานวน 500 มิลลิลิตร เปนเวลา 5 ชั่วโมง เม่ือครบเวลา 5 ชั่วโมง นํามากรองดวยผาขาว
บาง จะไดสารสกัดที่มีลักษณะดังรูปที่ 23 และนําไปแชแข็งที่อุณหภูมิ -80 องศาเซลเซียส เพื่อ
เตรียมที่จะทําการระเหิดใหแหง (lyophilization) ตอไป 
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รูปท่ี 23 ลักษณะของสารสกัดพลูคาวที่ผานการสกัดดวยน้ํา 

1.2 การสกัดพลูคาวดวยเอทิลแอลกอฮอล 95% (ethanolic extract) โดยทําการสกัดและ
ดัดแปลงวิธีการบางสวนจาก Ampasavate และคณะ [103] โดยมีวิธีการสกัดดังนี้ 

  นําพลูคาวแหงจํานวน 50 กรัม มาทําการแชลงในเอทิลแอลกอฮอล 95% ที่
อุณหภูมิหอง จํานวน 500 มิลลิลิตร เปนเวลา 3 วัน เมื่อครบเวลา 3 วัน นํามากรองดวยผาขาวบาง 
จะไดสารสกัดที่มีลักษณะดังรูปที่ 24 จากน้ันนําไปทําการ evaporation ดวยเคร่ือง rotary 
evaporator ซึ่งเปนเคร่ืองเตรียมสารใหเขมขน โดยใชการกล่ันสารละลายที่อุณหภูมิตํ่าและความ
ดันตํ่า ที่อุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียส เพื่อทําการแยกเอาแอลกอฮอลออกจากสารสกัด แลวจึงนําไป
แชแข็งที่อุณหภูมิ -80 องศาเซลเซียส เพื่อเตรียมที่จะทําการระเหิดใหแหงตอไป 

 

รูปท่ี 24 ลักษณะของสารสกัดพลูคาวที่ผานการสกัดดวย 95% แอลกอฮอล 
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1.3 การระเหิดสารสกัดพลูคาว ดวยวิธี lyophilization โดยนําสารสกัดพลูคาวที่ผานการ
แชแข็งที่อุณหภูมิ -80 องศาเซลเซียส มาเขาเคร่ือง Freeze dryer ซึ่งเปนเคร่ืองเตรียมสารใหแหง 
โดยไมทําใหสารเสียคุณสมบัติ ที่อาศัยหลักการเปล่ียนสถานะของตัวอยางจากของแข็งใหเกิดการ
ระเหิดกลายเปนไอ โดยทําการระเหิดจนกวาสารสกัดจะแหง แลวทําการเก็บสารสกัดแหงที่ไดที่
อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส 

1.4 การหาปริมาณ percent yield (%yield) ของสารสกัดจากพลูคาว โดยทําการช่ังสาร
สกัดแหงที่ไดหลังจากการทําการระเหิด และนํามาคํานวณหา % yield จากสูตร 

  % yield =  น้ําหนักของสารสกัดแหง x 100  

        น้ําหนักของพลูคาวแหง 

2. การตรวจวัดปริมาณของสารฟลาโวนอยด 

 การตรวจวัดปริมาณของสารฟลาโวนอยดในสารสกัดพลูคาว จะทําการตรวจวัดดวยวิธี 
Aluminium chloride colorimetric assay 

 การตรวจวัดปริมาณของสารฟลาโวนอยดจะทําตามวิธีของ Kim และคณะ [104, 105] 
โดย aluminium chloride จะทําปฏิกิริยากับ C-4 keto group และ C-3 หรือ C-5 hydroxyl group 
ของฟลาโวนอยดกลุม flavones และ flavonols เกิดเปนสารประกอบ complex ที่ทนตอกรดที่มีสี
เขียว และ aluminium chloride จะทําปฏิกิริยากับ ortho-dihydroxyl group ในวงแหวน A- หรือ 
B- ของฟลาโวนอยด เกิดเปนสารประกอบ complex ที่ไมทนตอกรด ที่มีสีเขียว ที่จะแปรผันตาม
ปริมาณของสารฟลาโวนอยดที่มีอยูในสารสกัด โดยการตรวจวิธีนี้ใช quercetin เปนสารมาตรฐาน 

คาปริมาณของสารฟลาโวนอยดทั้งหมดจะรายงานในหนวย g เมื่อเทียบกับ quercetin ตอ

น้ําหนักของสารสกัดพลูคาวแหง (g QE/mg dried H.cordata extract) และหนวย mg เมื่อ
เทียบกับ quercetin ตอน้ําหนักของพลูคาวแหง (mg QE/g dried H.cordata) 

2.1.1 ทําการเตรียมสารละลายกอนการทดลอง ดังนี้ 

- สารละลาย sodium nitrite (NaNO2) 5% w/v 

- สารละลาย aluminium chloride (AlCl3) 10% w/v 

- สารละลาย sodium hydroxide (NaOH) ความเขมขน 1 M 
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- สารมาตรฐาน quercetin ความเขมขน 1000, 500, 250, 125, 62.5, 31.25, 15.625 

และ 7.8125 g/ml  

 2.1.2 ผสมสารสกัดพลูคาวที่ความเขมขน 1 mg/ml จํานวน 0.2 มิลลิลิตร กับน้ํา distilled 
deionized water จํานวน 0.8 มิลลิลิตร และเติม NaNO2 5% w/v จํานวน 0.06 มิลลิลิตร เปน
เวลา 5 นาท ี เมื่อครบเวลา ทําการเติม AlCl3 10%w/v จํานวน 0.06 มิลลิลิตร ในนาททีี่ 6 ทาํการ
เติม  NaOH 1M ลงไปจํานวน 0.4 มิลลิลิตร และนํ้า distilled deionized water จํานวน 0.48 
มิลลิลิตร และนําไปวัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคล่ืน 510 นาโนเมตร ดวยเคร่ือง UV/VIS 
spectrophotometer นําคาที่ไดไปเปรียบเทียบหาคาปริมาณของสารฟลาโวนอยด โดยทําการ
เปรียบเทียบจากกราฟมาตรฐาน quercetin 

ตารางที่ 8 ข้ันตอนการตรวจหาปริมาณของสารฟลาโวนอยดดวยวิธี aluminium chloride 
colorimetric assay 

Reagents Blank (ml) Standard (ml) Sample (ml) 

1. สารสกัดพลูคาว - - 0.2 

2. สารมาตรฐาน quercetin - 0.2 - 

3. Distilled deionized water 1 0.8 0.8 

4. NaNO2 5% w/v 0.06 0.06 0.06 

ผสมใหเขากนัและต้ังทิง้ไวทีอุ่ณหภูมิหองเปนเวลา 5 นาท ี

5. AlCl3 10%w/v 0.06 0.06 0.06 

ผสมและต้ังทิง้ไว 1 นาท ี

6. NaOH 1M 0.4 0.4 0.4 

7. Distilled deionized water  0.48 0.48 0.48 

ผสมใหเขากนัและนําไปวัดคาการดูดกลืนแสง (Abs.) ที่ความยาวคล่ืน 510 นาโนเมตรของสาร
มาตรฐาน และสารกัดพลูคาว เปรียบเทียบกับ blank 
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3. การเพาะเลี้ยงเซลลมะเร็งเม็ดเลือดขาวเพาะเลี้ยง 

 3.1 การเพาะเล้ียงเซลล 

 เซลลมะเร็งเม็ดเลือดขาวเพาะเล้ียง Jurkat และ U937 เพาะเลี้ยงในอาหารเลี้ยงเซลล 
Roswell Park Memorial Institute medium (RPMI)-1640 โดยทําการเติม Fetal bovine serum 
(FBS) 10%, L-glutamine 1%  และ Penicillin-Streptomycin 1% (penicillin 100 units/ml และ 

streptomycin 100 g/ml) และเพาะเล้ียงเซลลในตูอบเพาะเล้ียง CO2 ที่อุณหภูมิ 37 องศา
เซลเซียส โดยมีความเขมขนของกาซคารบอนไดออกไซด 5% 

 3.2 การเตรียมเซลลมะเร็งเม็ดเลือดขาวเพาะเล้ียง 

 นําเซลลมะเร็งเม็ดเลือดขาวเพาะเล้ียงมาทําการเปล่ียนอาหารเล้ียงเซลล และนําไป
เพาะเล้ียงเซลลในตูอบเพาะเล้ียง CO2 ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส โดยมีความเขมขนของกาซ
คารบอนไดออกไซด 5% เปนเวลา 1 วันกอนนํามาทําการทดสอบ จากนั้นนําเซลลที่ผานการ
เพาะเล้ียง 1 วัน มาทําการนับจํานวนเซลล โดยใช hemocytometer ในการนับ โดยจะทําการนับ
เซลลในชอง A, B, C และ D ดังรูปที่ 25 แลวทําการคํานวณเพื่อใหไดปริมาณเซลลตอมิลลิลิตร 
และทําการดูเปอรเซ็นตเซลลที่มีชีวิตรอดดวย trypan blue ซึ่งจะตองไดเปอรเซ็นตเซลลที่มีชีวิต
รอดมากกวา 90 % จึงจะสามารถนํามาใชทําการทดสอบได โดยเซลลที่มีชีวิตรอดจะไมติดสี 
trypan blue ในขณะที่เซลลตายจะติดสี trypan blue และสามารถคํานวณหาเปอรเซ็นตเซลลที่มี
ชีวิตรอดไดจากสูตร 

   % cell viability  = viable cells  x 100 

       total cells 

  เมื่อไดปริมาณเซลลที่มีทั้งหมด แลวนํามาทําใหเซลลมีปริมาณ 500,000 เซลล/
มิลลิลิตร 
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รูปท่ี 25 ลักษณะตารางของ hemocytometer [106] 

4. การเตรียมสารสกัดพลูคาวและสารฟลาโวนอยด 

 นําสารสกัดพลูคาวแหงจํานวน 5 มิลลิกรัม ละลายใน RPMI-1640 จํานวน 1 มิลลิลิตร 
เพื่อใหไดความเขมขน 5 mg/ml เพื่อที่จะทําการเจือจางในอัตราสวน 1 : 2 ดวย RPMI-1640 

เพื่อใหไดความเขมขน 5000, 2500, 1250, 625,312.5,156.25 และ 78.125 g/ml ตามลําดับ 

 นําสารฟลาโวนอยดจํานวน 1 มิลลิกรัม ละลายใน RPMI-1640 จํานวน 1 มลิลิลิตร เพือ่ให
ไดความเขมขน 1 mg/ml เพื่อที่จะทําการเจือจางในอัตราสวน 1 : 2 ดวย RPMI-1640 เพื่อใหได

ความเขมขน 1000, 500, 250, 125, 62.5, 31.25 และ 15.625 g/ml ตามลําดับ 

5. การประเมินฤทธิ์ทางชีวภาพในการยับยั้งการแบงเซลลของเซลลมะเร็งเม็ดเลือดขาว
เพาะเลี้ยง 

 การประเมินฤทธิ์ทางชีวภาพในการยับยั้งการแบงเซลลของเซลลมะเร็งเม็ดเลือดขาวเพาะ 
เล้ียงของสารสกัดพลูคาวและสารฟลาโวนอยด จะทําการทดสอบ 2 วิธีคือ วิธี XTT assay และวิธี 
microscopic analysis 

 5.1 ทําการเตรียมสารละลายกอนการทดลอง ดังนี้ 

 - สาร XTT ที่ความเขมขน 1 mg/ml ที่มี phenazinemethosulfate (PMS) 1% 

 5.2 การประเมินฤทธ์ิทางชีวภาพในการยับยั้งการแบงเซลลของเซลลมะเร็งเม็ดเลือดขาว
เพาะเล้ียงของสารสกัดพลูคาวและสารฟลาโวนอยด โดยวิธี XTT assay 
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 การประเมินฤทธ์ิทางชีวภาพดวยวิธี XTT assay จะทําการทดสอบและดัดแปลงวิธีของ 
Chiang และคณะ [107] เปนการประเมินฤทธ์ิทางชีวภาพของสารสกัดพลูคาว และสารฟลาโว
นอยดในการเหนี่ยวนําใหเซลลมะเร็งเม็ดเลือดขาวเพาะเล้ียงเกิดการตาย ดวยวิธี XTT assay ซึ่ง
อาศัยหลักการของเอนไซม mitochondrial dehydrogenase ภายในเซลลที่มีชีวิต จะทําการรีดิวซ
สาร XTT (2,3-Bis(2-methoxy-4-nitro-5-sulfophenyl)-2H-tetrazolium-5-carboxanilide inner 
salt) ที่มีสีเหลือง โดยเปล่ียน tetrazolium salt ของ XTT ใหเปน formazan ที่มีสีสม ซึ่งสามารถ
ละลายน้ําได โดยมีวิธีการทดสอบดังนี้ 

 ทําการทดสอบในจานเพาะเลี้ยงชนิด 96 หลุม (96 well plate) โดยใสเซลลที่มีปริมาณ

เซลล 500,000 เซลล/มิลลิลิตร ลงไปในแตละหลุม ๆ ละ 90 l และเติมสารสกัดพลูคาวและสาร 

ฟลาโวนอยดที่ความเขมขนตาง ๆ ลงไปในแตละหลุม ๆ ละ 10 l โดยใช RPMI-1640 เปน 
negative control และ vincristine เปน positive control จากนั้นนําเซลลไปเพาะเล้ียงในตูอบ
เพาะเล้ียง CO2 ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส โดยมีความเขมขนของกาซคารบอนไดออกไซด 5% 

เปนเวลา 2 วัน เม่ือครบกําหนดเวลา 2 วัน นํามาเติม XTT working solution ลงไปหลุมละ 20 l 
และนําไปเพาะเล้ียงในตูอบเพาะเล้ียง CO2 ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส โดยมีความเขมขนของ
กาซคารบอนไดออกไซด 5% เปนเวลา 4 ชั่วโมง เมื่อครบ 4 ชั่วโมง นําไปวัดคาการดูดกลืนแสงที่
ความยาวคล่ืน 450 และ 690 นาโนเมตร ดวยเคร่ือง ELISA plater reader นํามาคํานวณหาคา 
%cell viability จากสูตร และหาคา IC50 (half maximal inhibitory concentration) จากกราฟ โดย
ทําการทดลองท้ังหมด 3 คร้ัง 

   %cell viability = mean absorbance test x 100 

      mean absorbance control 
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รูปท่ี 26 การ reduction XTT ดวยเอนไซม mitochondrial dehydrogenase [108] 

 

รูปท่ี 27 การรีดิวซสาร XTT ใหกลายเปน formazan [108] 

 5.3 การประเมินฤทธ์ิทางชีวภาพในการยับยั้งการแบงเซลลของเซลลมะเร็งเม็ดเลือดขาว
เพาะเล้ียงของสารสกัดพลูคาวและสารฟลาโวนอยด โดยวิธี microscopic analysis 

 การประเมินฤทธิ์ทางชีวภาพดวยวิธี microscopic analysis เปนการทดสอบทดสอบฤทธิ์
ทางชีวภาพของสารสกัดพลูคาวและสารฟลาโวนอยด โดยดูจากปริมาณเซลล และลักษณะที่
สามารถมองเห็นภายใตกลองจุลทรรศนของเซลลมะเร็งเม็ดเลือดขาวเพาะเลี้ยง โดยมีวิธีทําการ
ทดสอบดังนี้ 

 ทําการทดสอบในจานเพาะเลี้ยงชนิด 96 หลุม (96 well plate) โดยใสเซลลที่มีปริมาณ

เซลล 500,000 เซลล/มิลลิลิตร ลงไปในแตละหลุม ๆ ละ 90 l และเติมสารสกัดพลูคาวและสาร 
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ฟลาโวนอยดที่ความเขมขนตาง ๆ ลงไปในแตละหลุม ๆ ละ 10 l โดยใช RPMI-1640 เปน 
negative control และ vincristine เปน positive control จากนั้นนําเซลลไปเพาะเล้ียงในตูอบ
เพาะเล้ียง CO2 ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส โดยมีความเขมขนของกาซคารบอนไดออกไซด 5% 
เปนเวลา 2 วัน เมื่อครบกําหนดเวลา 2 วัน นํามาดูดวยกลองจุลทรรศน เพื่อดูลักษณะความ
แตกตางที่เกิดข้ึนของเซลลมะเร็งเม็ดเลือดขาวเพาะเล้ียง เปรียบเทียบกับ negative และ positive 
control 

6. การตรวจวัดปริมาณไซโตไคนของเซลลมะเร็งเม็ดเลือดขาวเพาะเลี้ยงในอาหารเลี้ยง
เซลล 

 การตรวจวัดปริมาณไซโตไคนที่เซลลมะเร็งเม็ดเลือดขาวเพาะเล้ียงหล่ังออกมา โดยทําการ
ทดสอบ 2 วิธี คือ วิธี ELISA และวิธี bead-based multiplex sandwich immunoassays (Bio-
Plex) 

 6.1 การตรวจวัดปริมาณไซโตไคนดวยวิธี ELISA 

 การตรวจวัดปริมาณไซโตไคนดวยวิธี ELISA เปนการตรวจวัดปริมาณไซโตไคนโดยอาศัย
หลักการของ antigen-antibody โดย coat บริเวณกนหลุมของ plate ดวย capture antibody และ
จึงเติมส่ิงสงตรวจ เพื่อให antibody จับกับ antigen ซึ่งก็คือ ไซโตไคนที่อยูในส่ิงสงตรวจ แลวจึงทํา
การเติม antibody อีกตัวหนึ่ง ซึ่งก็คือ detection antibody ที่มีการติดฉลากดวย biotin เพื่อใหจับ
กับไซโตไคนที่เราตองการวัดปริมาณ แลวจึงเติม streptavidin ที่ conjugated กับ horseradish 
peroxidase (HRP) เพื่อให streptavidin จับกับ biotin และจึงเติม substrate เพื่อให 
horseradish peroxidase ทําปฏิกิริยาและเกิดสีข้ึน และจึงนําไปวัดดวยเคร่ือง ELISA plate 

reader เพื่อหาปริมาณของไซโตไคน โดยทําการตรวจวัดไซโตไคน IL-2, IL-6 และ TNF- 

 ทําการทดสอบในจานเพาะเล้ียงชนิด 6 หลุม (6 well plate) โดยใสเซลลที่มีปริมาณเซลล 
500,000 เซลล/มิลลิลิตร/หลุม และทําการทดสอบฤทธ์ิของสารสกัดพลูคาว และสารฟลาโวนอยด 
โดยการเติมสารสกัดพลูคาว และสารฟลาโวนอยดลงไปในจานเพาะเล้ียงชนิด 6 หลุม ใหมีความ

เขมขนสุดทายเทากับ 350 g/ml สําหรับสารสกัดพลูคาว (คาความเขมขนตํ่ากวา IC50) และ 50 

g/ml สําหรับสารฟลาโวนอยด (คาความเขมขนตํ่ากวา IC50) และนําเซลลไปเพาะเลี้ยงในตูอบ
เพาะเล้ียง CO2 ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส โดยมีความเขมขนของกาซคารบอนไดออกไซด 5% 
เปนเวลา 6 ชั่วโมง เมื่อครบกําหนดเวลา นํามากระตุนดวย PMA 12.5 ng/ml และ PHA 250 
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ng/ml เปนเวลา 24 ชั่วโมง สําหรับเซลลมะเร็งเม็ดเลือดขาวเพาะเล้ียง Jurkat และกระตุนดวย 

LPS 1 g/ml เปนเวลา 6 ชั่วโมง สําหรับเซลลมะเร็งเม็ดเลือดขาวเพาะเล้ียง U937 เมื่อครบ
กําหนดเวลานํามาเก็บน้ําใส (supernatant) โดยนําไปปนเหว่ียงใหตกตะกอนดวยเคร่ือง 
microcentrifuge ที่ความเร็วรอบ 13,200 รอบตอนาที เปนเวลา 10 นาที หากยังไมนําไปทําการ
ทดสอบใหนําไปเก็บที่อุณหภูมิ -80 องศาเซลเซียสจนกวาจะทําการทดสอบ 

 และในการทําการวัดปริมาณไซโตไคนดวยวิธี ELISA จะทําการ coat จานเพาะเล้ียงชนิด 
96 หลุมดวย capture antibody เปนเวลา 1 คืน เมื่อครบเวลา นํามาทําการลางจานเพาะเล้ียง
ชนิด 96 หลุม ดวย wash buffer 3 คร้ัง และนําเอา supernatant มาทําการเติมลงในหลุมที่ทําการ 

coat ดวย capture antibody ไวแลว หลุมละ 100 l นําไปวางบน plate shaker เปนเวลา 2 
ชั่วโมง เม่ือครบกําหนดเวลา ทําการลางดวย wash buffer 3 คร้ัง แลวจึงเติม detection antibody 

ลงไปในแตละหลุม ๆ ละ 100 l นําไปวางบน plate shaker เปนเวลา 2 ชั่วโมง เมื่อครบ
กําหนดเวลา ทําการลางดวย wash buffer 3 คร้ัง แลวจึงเติม streptavidin-HRP ลงไปในแตละ

หลุม ๆ ละ 100 l นําไปวางบน plate shaker เปนเวลา 20 นาที โดยไมใหโดนแสง เมื่อครบ
กําหนดเวลา ทําการลางดวย wash buffer 3 คร้ัง และเติม substrate ลงไปในแตละหลุม ๆ ละ 

100 l นําไปวางบน plate shaker เปนเวลา 20 นาที โดยไมใหโดนแสง เมื่อครบกําหนดเวลา เติม 

stop solution (2N H2SO4) ลงไปในแตละหลุม ๆ ละ 50 l และนําไปวัดคาการดูดกลืนแสงที่
ความยาวคล่ืน 450 และ 540 นาโนเมตร ดวยเคร่ือง ELISA plate reader นํามาอานคาปริมาณ
ของไซโตไคนจากกราฟมาตรฐาน 

 6.2 การตรวจวัดปริมาณไซโตไคนดวยวิธี Bio-Plex 

 การตรวจวัดปริมาณไซโตไคนดวยวิธี Bio-Plex เปนวิธีการตรวจวัดปริมาณไซโตไคน โดย
ใชหลักการ bead-based multiplex sandwich immunoassay ที่สามารถตรวจวัดไซโตไคนหลาย
ชนิดไดในคร้ังเดียว โดย capture antibody จะทําการ coat ติดกับ bead ที่มีสีแดงของสี 
fluorescence และสีของ infrared อยู ซึ่งจะมีอัตราสวนของสีทั้ง 2 ชนิดแตกตางกันออกไปตามแต
ละชนิดของไซโตไคน โดย bead ที่มี capture antibody จะจับกับไซโตไคนในส่ิงสงตรวจที่จําเพาะ
กันใน plate และใช detection antibody ที่ conjugated กับ biotin มาจับกับไซโตไคนอีกคร้ังหนึ่ง 
และใชstreptavidin ที่มีการ conjugated กับ phycoerythrin (PE) จับกับ biotin และทําการวัด
ปริมาณของไซโตไคน โดยใชเคร่ือง Bio-Plex เพื่อทําการวัดสีแดงและสี infrared เพื่อแยกชนิดของ
ไซโตไคน และวัดสีเขียวของ PE เพื่อวัดปริมาณของไซโตไคน และในการวิจัยคร้ังนี้จะทําการวัด
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ระดับไซโตไคนดวยวิธี Bio-Plex จํานวน 17 ไซโตไคน คือ IL-1, IL-2, IL-4, IL-5, IL-6, IL-7, IL-

8, IL-10, IL-12, IL-13, IL-17, G-CSF, GM-CSF, IFN-, MCP-1, MIP-1 และ TNF- เพื่อ
ทดสอบฤทธ์ิในการยับยั้งการหล่ังไซโตไคนของสารสกัดพลูคาวและสารฟลาโวนอยด 

 ทําการทดสอบฤทธ์ิของสารสกัดพลูคาว และสารฟลาโวนอยด โดยทําการเติมสารสกัด
พลูคาว และสารฟลาโวนอยดลงไปในจานเพาะเลี้ยงชนิด 6 หลุม ใหมีความเขมขนสุดทายเทากับ 

350 g/ml สําหรับสารสกัดพลูคาว (คาความเขมขนตํ่ากวา IC50) และ 50 g/ml สําหรับสาร 
ฟลาโวนอยด (คาความเขมขนตํ่ากวา IC50) โดยการนําเซลลไปเพาะเล้ียงในตูอบเพาะเล้ียง CO2 ที่
อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส โดยมีความเขมขนของกาซคารบอนไดออกไซด 5% เปนเวลา 6 ชั่วโมง 
เม่ือครบกําหนดเวลา นํามาทําการกระตุนดวย PMA 12.5 ng/ml และ PHA 250 ng/ml เปนเวลา 

24 ชั่วโมง สําหรับเซลลมะเร็งเม็ดเลือดขาวเพาะเล้ียง Jurkat และกระตุนดวย LPS 1 g/ml เปน
เวลา 6 ชั่วโมง สําหรับเซลลมะเร็งเม็ดเลือดขาวเพาะเล้ียง U937 เมื่อครบกําหนดเวลานํามาเกบ็น้าํ
ใส (supernatant) โดยนําไปปนเหวี่ยงใหตกตะกอนดวยเคร่ือง microcentrifuge ที่ความเร็วรอบ 
13,200 รอบตอนาที เปนเวลา 10 นาที หากยังไมนําไปทําการทดสอบใหนําไปเก็บที่อุณหภูมิ -80 
องศาเซลเซียสจนกวาจะทําการทดสอบ 

 และในการทําการวัดปริมาณไซโตไคนดวยวิธี Bio-Plex จะทําการ prewet filter plate 

เพื่อใหบริเวณ filter ที่กนหลุมเปยก ดวย assay buffer ปริมาณ 100 l แลวจึงทําการ filter เอา 
assay buffer ออกจาก plate จากนั้นเติมเม็ด bead ที่ coat ดวย antibody ตอ cytokines ลงไป 

ปริมาณ 50 l และนําไป incubate และ shake เปนเวลา 30 นาที เม่ือครบกําหนดเวลา นํามาทํา

การ filter wash ดวย wash buffer ปริมาณ 100 l จํานวน 3 คร้ัง และทําการเติม standard หรือ

ส่ิงสงตรวจลงไปในหลุม ๆ ละ 50 l แลวจึงทําการ seal plate แลว incubate และ shake ที่ 
1100 รอบตอนาทีเปนเวลา 30 วินาที และที่ 300 รอบตอนาทีเปนเวลา 30 นาที ที่อุณหภูมิหอง 

และหามโดนแสง เม่ือครบกําหนดเวลา ทําการ filter wash ดวย wash buffer ปริมาณ 100 l 

จํานวน 3 คร้ัง แลวจึงเติม detection antibody ลงไปในแตละหลุม ๆ ละ 25 l และทําการ seal 
plate แลว incubate และ shake ที่ 1100 รอบตอนาทีเปนเวลา 30 วินาที และที่ 300 รอบตอนาที
เปนเวลา 30 นาที ที่อุณหภูมิหอง และหามโดนแสง เม่ือครบกําหนดเวลา ทําการ filter wash ดวย 

wash buffer ปริมาณ 100 l จํานวน 3 คร้ัง แลวเติม streptavidin-PE ลงไปในแตละหลุม ๆ ละ 

50 l และทําการ seal plate แลว incubate และ shake ที่ 1100 รอบตอนาทีเปนเวลา 30 วินาที 
และที่ 300 รอบตอนาทีเปนเวลา 10 นาที ที่อุณหภูมิหอง และหามโดนแสง เมื่อครบกําหนดเวลา 
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ทําการ filter wash ดวย wash buffer ปริมาณ 100 l จํานวน 3 คร้ัง จากนั้นเติม assay buffer 

ลงไปในแตละหลุม ๆ ละ 125 l แลวทําการ seal plate แลว incubate และ shake ที่ 1100 รอบ
ตอนาทีเปนเวลา 30 วินาที นําแผน seal ออก และนําไปวัดดวยเคร่ือง Bio-Plex ในทันที 

การวิเคราะหขอมูล 

1. การทดสอบปริมาณของสารสกัดพลูคาวแหง และปริมาณสารฟลาโวนอยดจะ

แสดงผลเปนคาเฉลี่ยคาความคลาดเคล่ือนมาตรฐาน (MeanSEM) และทําการทดสอบทาง
สถิติโดยคํานวณหาความแตกตางกันของการสกัดพลูคาวทั้ง 2 วิธีดวยสถิติ independent 
student’s t-test 

2. การประเมินฤทธิ์ทางชีวภาพ ในการยับยั้งการแบงเซลลของเซลลมะเร็งเม็ดเลือด
ขาวเพาะเล้ียงของสารสกัดพลูคาวและสารฟลาโวนอยด โดยวิธี XTT assay จะแสดงผลเปน

คาเฉลี่ยคาความคลาดเคล่ือนมาตรฐาน (MeanSEM) 

3. การตรวจวัดระดับไซโตไคนที่เซลลมะเร็งเม็ดเลือดขาวเพาะเล้ียงหล่ังออกมา ใน

อาหารเลี้ยงเซลลจะแสดงผลเปนคาเฉล่ียคาความคลาดเคล่ือนมาตรฐาน (MeanSEM) และ
ทําการทดสอบทางสถิติ โดยคํานวณหาความแตกตางกันระหวางคาระดับไซโตไคนของเซลลที่ถูก
กระตุนเพียงอยางเดียว เปรียบเทียบกับคาระดับไซโตไคนของเซลลที่ถูกกระตุนและไดรับสารสกัด
พลูคาวและสารฟลาโวนอยด ดวยสถิติ one-way ANOVA 
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บทที่  4 

ผลการวิเคราะหขอมูล 

ผลการวิเคราะห 

 1. ผลการสกัดสารจากพลูคาว 

ลักษณะของสารสกัดพลูคาวที่ไดจากการสกัดดวยน้ํา จะไดสารสกัดที่มีลักษณะ
เปนผงสีเขียวออน ในขณะที่สารสกัดพลูคาวที่ทําการสกัดดวย 95% แอลกอฮอล จะมีลักษณะเปน
ผงสีเขียวเขม ดังรูปที่ 28 

   
รูปท่ี 28 ลักษณะของสารสกัดแหงจากพลูคาวที่ผานการสกัดดวย 1.น้ํา, 2. 95% แอลกอฮอล 

ปริมาณสารสกัดพลูคาวแหงที่ไดจากการสกัดดวยน้าํ และแอลกอฮอลจะมีคา
เทากับ 7.05 และ 7.14 กรัมตามลําดับ และเม่ือคํานวณหาปริมาณ % yield ก็จะไดคาเทากับ 
14.10% สําหรับการสกัดดวยน้ํา และ 14.28% สําหรับการสกัดดวย 95% แอลกอฮอล  

ตารางที่ 9 ปริมาณของสารสกัดจากพลูคาว 

น้ําหนักของสารสกัดแหง (กรัม) % yield วิธสีกัด 

สกัดดวยน้าํ 7.05 14.10 

สกัดดวย95% แอลกอฮอล 7.14 14.28 
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2. ปริมาณของสารฟลาโวนอยดในสารสกัดพลูคาว 

เมื่อทําการตรวจวัดปริมาณสารฟลาโวนอยดของสารสกัดพลูคาวทั้ง 2 วิธี พบวา สารสกัด

พลูคาวที่ทําการสกัดดวยน้ํา จะมีคาปริมาณสารฟลาโวนอยดเทากับ 927.5834.66 g QE/g 

dried H.cordata extract หรือเทากับ 130.794.89 mg QE/g dried H.cordata และปริมาณ
สาร ฟลาโวนอยดของสารสกัดพลูคาวที่ทําการสกัดดวย 95% แอลกอฮอลเทากับ 

1574.9019.56 g QE/g dried H.cordata extract หรือเทากับ 224.902.80 mg QE/g 
dried H.cordata 

ตารางที ่10 ปริมาณของสารฟลาโวนอยดในสารสกัดพลูคาว 

สารฟลาโวนอยดตอสารสกัด 

(g QE/g dried H.cordata extract) 

สารฟลาโวนอยดตอพลูคาว 

(mg QE/g dried H.cordata) 

วิธีการสกัด 

1 2 เฉลี่ย 1 2 เฉลี่ย 

น้ํา 892.92 962.24 927.5834.66 125.90 135.68 130.794.89 

95%แอลกอฮอล 1594.46 1555.34 1574.9019.56 227.69 222.10 224.902.80 

 3. ผลการทดสอบฤทธิ์ทางชีวภาพของสารสกัดพลูคาวและสารฟลาโวนอยด 

 เม่ือทดสอบเซลล Jurkat และ U937 ดวยสาร vincristine, สารสกัดพลูคาว และสารฟลา
โวนอยดทั้ง 3 ชนิด คือ quercetin, quercitrin และ hyperin เปรียบเทียบกับเซลลที่ไมไดรับสารใด 
ๆ เปนเวลา 48 ชัว่โมง ไดผลการทดสอบ ดังนี้ 

3.1 ผลการทดสอบฤทธิ์ทางชีวภาพของสารสกัดพลูคาวและสารฟลาโวนอยด
โดยวิธี XTT assay 

 เม่ือครบกําหนดเวลา และนําเซลลไปทดสอบฤทธิ์ทางชีวภาพโดยวิธี XTT assay ไดคา
ตาง ๆ ที่สรางกราฟเพื่อที่จะหาคา IC50 โดยกราฟที่ไดมีลักษณะดังรูปที่ 29 และ 30 
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รูปท่ี 29 กราฟระหวางสารสกัดพลูคาวและสารฟลาโวนอยดกับ % cell viability ของ Jurkat.         
 เมื่อทาํการทดสอบผลของสารสกัดพลูคาวและสารฟลาโวนอยดในการยับยัง้การเพิ่ม 
 จํานวนของเซลล Jurkat. ก. quercetin ข. quercitrin ค. hyperin ง. สารสกัดพลูคาว 
 ที่สกัดดวยน้าํ จ. สารสกัดพลูคาวที่สกัดดวยแอลกอฮอล 95%  
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รูปท่ี 30 กราฟระหวางสารสกัดพลูคาวทีส่กัดดวยแอลกอฮอลกับ %cell viability ของ U937 
 เมื่อทาํการทดสอบผลของสารสกัดพลูคาวและสารฟลาโวนอยดในการยับยัง้การเพิ่ม 
 จํานวนของเซลล U937. ก. quercetin ข. quercitrin ค. hyperin ง. สารสกัดพลูคาว 
 ที่สกัดดวยน้าํ จ. สารสกัดพลูคาวที่สกัดดวยแอลกอฮอล 95% 
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 เมื่อไดกราฟจะทําการอานคาจากกราฟ โดยจะอานจากคาความเขมขนที่ทําใหปริมาณ
ของเซลลลดลงคร่ึงหนึ่ง (50% cell viability) ก็จะไดคาของ IC50 ของสาร ดังตารางที่ 11 และ 12 

ตารางที่ 11 คา IC50 ของสารฟลาโวนอยดและสารสกัดพลูคาวในเซลล Jurkat 

 คา IC50 (g/ml) 

 1 2 3 เฉล่ีย 

Quercetin 63.2 69.3 73.0 68.502.86 

Quercitrin 69.4 78.1 71.8 73.102.59 

Hyperin 79.1 71.4 76.3 75.602.25 

สารสกัดพลูคาวที่สกัดดวยน้ํา 449.1 453.8 432.4 445.106.49 

สารสกัดพลูคาวที่สกัดดวยแอลกอฮอล 413.4 395.2 401.3 403.305.35 

 

ตารางที ่12 คา IC50 ของสารฟลาโวนอยดและสารสกัดพลูคาวในเซลล U937 

 คา IC50 (g/ml) 

 1 2 3 เฉล่ีย 

Quercetin 54.7 64.3 62.5 60.502.95 

Quercitrin 66.7 76.1 67.5 70.103.01 

Hyperin 77.3 71.6 76.4 75.101.77 

สารสกัดพลูคาวที่สกัดดวยน้ํา 425.7 403.2 420.3 416.406.78 

สารสกัดพลูคาวที่สกัดดวยแอลกอฮอล 393.4 375.9 389.3 386.205.28 
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3.2 ผลการทดสอบฤทธิ์ทางชีวภาพของสารสกัดพลูคาวและสารฟลาโวนอยด
โดยวิธี microscopic analysis 

เมื่อทําการตรวจดูเซลลดวยวิธี microscopic analysis พบวา เซลลที่ไมไดรับสารใด ๆ 
(negative) จะมีปริมาณของเซลลเปนจํานวนมาก ในขณะที่เซลลที่ไดรับสาร vincristine 
(positive) จะมีปริมาณของเซลลลดลงอยางเห็นไดชัด ในขณะที่เซลลเมื่อไดรับสารสกัดพลูคาว 
และสารฟลาโวนอยดในปริมาณที่สูง จะมีการลดลงของจํานวนเซลลมากกวาเซลลที่ไดรับสารใน
ปริมาณที่ตํ่า เมื่อเปรียบเทียบกับเซลลที่ไมไดรับสารใด ๆ อยางเห็นไดชัด ดังรูปที่ 31-42 

ก.   ข.  

รูปท่ี 31 ลักษณะของเซลล Jurkat 

 ก. ไมไดรับสาร (negative control) ข. รับสาร vincristine (positive control) 

ก.   ข.  

รูปท่ี 32 ลักษณะของเซลล Jurkat  

ก. รับสาร quercetin 100 g/ml ข. รับสาร quercetin 10 g/ml  
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ก.   ข.  

รูปท่ี 33 ลักษณะของเซลล Jurkat  

ก. รับสาร quercitrin 100 g/ml ข. รับสาร quercitrin 10 g/ml  

ก.   ข.  

รูปท่ี 34 ลักษณะของเซลล Jurkat  

ก. รับสาร hyperin 100 g/ml ข. รับสาร hyperin 10 g/ml  

ก.   ข.  

รูปท่ี 35  ลักษณะของเซลล Jurkat 

ก. รับสารสกดัพลูคาวที่สกดัดวยน้าํ 500 g/ml ข. รับสารสกัดพลคูาวที่สกัดดวย

น้ํา 100 g/ml 
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ก.   ข.  

รูปท่ี 36 ลักษณะของเซลล Jurkat 

ก. รับสารสกดัพลูคาวที่สกดัดวยแอลกอฮอล 500 g/ml ข. รับสารสกัดพลูคาวท่ี

สกัดดวยแอลกอฮอล 100 g/ml 

ก.   ข.  

รูปท่ี 37 ลักษณะของเซลล U937 

ก. ไมไดรับสาร (negative control) ข. รับสาร vincristine (positive control)  

ก.   ข.  

รูปท่ี 38 ลักษณะของเซลล U937 

 ก. รับสาร quercetin 100 g/ml ข. รับสาร quercetin 10 g/ml 
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ก.   ข.  

รูปท่ี 39 ลักษณะของเซลล U937 

 ก. รับสาร quercitrin 100 g/ml ข. รับสาร quercitrin 10 g/ml 

ก.   ข.  

รูปท่ี 40 ลักษณะของเซลล U937 

 ก. รับสาร hyperin 100 g/ml ข. รับสาร hyperin 10 g/ml 

ก.   ข.  

รูปท่ี 41 ลักษณะของเซลล U937  

ก. รับสารสกดัพลูคาวที่สกดัดวยน้าํ 500 g/ml ข. รับสารสกัดพลคูาวที่สกัด ดวย

น้ํา 100 g/ml 
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ก.   ข.  

รูปท่ี 42 ลักษณะของเซลล U937 

ก. รับสารสกัดพลูคาวที่สกัดดวยแอลกอฮอล 500 g/ml ข. รับสารสกัดพลูคาวทีส่กัด

ดวยแอลกอฮอล 100 g/ml 

 4. ผลการตรวจวัดปริมาณไซโตไคนในอาหารเลี้ยงเซลล 

 4.1 ผลการตรวจวัดปริมาณไซโตไคนดวยวิธี ELISA 

 เม่ือทําการเติมสารสกัดพลูคาวและสารฟลาโวนอยด ที่ความเขมขน 350 g/ml สําหรับ

สารสกัดพลูคาว และ 50 g/ml สําหรับสารฟลาโวนอยด (ระดับตํ่ากวา IC50) และทําการกระตุน
เซลล Jurkat ดวย PMA/PHA พบวา เม่ือกระตุนเซลล Jurkat ดวย PMA/PHA เพียงอยางเดียวจะ

ทําใหมีปริมาณของ IL-2 เทากับ 869.4626.41 pg/ml และเมื่อทําการกระตุนเซลล Jurkat ดวย 
PMA/PHA ภายหลังการเติมสารสกัดพลูคาวและสารฟลาโวนอยดพบปริมาณของ IL-2 เทากับ 

139.278.11 pg/ml สําหรับสาร quercetin, 665.587.06 pg/ml สําหรับสาร quercitrin, 

693.694.06 pg/ml สําหรับสาร hyperin, 479.483.84 pg/ml สําหรับสารสกัดพลูคาวจากน้ํา 

และ 253.107.84 pg/ml สําหรับสารสกัดพลูคาวจาก 95% แอลกอฮอล ดังตารางที่ 13 

 และเม่ือกระตุนเซลล Jurkat ดวย PMA/PHA จะทําใหมีปริมาณของ TNF- เทากับ 

107.8325.39 pg/ml และเม่ือทําการกระตุนเซลล Jurkat ดวย PMA/PHA ภายหลังการเติมสาร

สกัดพลูคาวและสารฟลาโวนอยดพบปริมาณของ TNF- เทากับ 28.534.04 pg/ml สําหรับสาร 

quercetin, 76.1217.71 pg/ml สําหรับสาร quercitrin, 81.9920.37 pg/ml สําหรับสาร 

hyperin, 88.5122.66 pg/ml สําหรับสารสกัดพลูคาวจากน้ํา และ 35.267.72 pg/ml สําหรับ
สารสกัดพลูคาวจาก 95% แอลกอฮอล ดังตารางที่ 14 
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 เม่ือทําการเติมสารสกัดพลูคาวและสารฟลาโวนอยด ที่ความเขมขน 350 g/ml สําหรับ

สารสกัดพลูคาว และ 50 g/ml สําหรับสารฟลาโวนอยด (ระดับตํ่ากวา IC50) และทําการกระตุน
เซลล U937 ดวย LPS พบวา เม่ือกระตุนเซลล U937 ดวย LPS เพียงอยางเดียวจะทําใหมีปริมาณ

ของ IL-6 เทากับ 96.726.87 pg/ml และเมื่อทําการกระตุนเซลล U937 ดวย LPS ภายหลังการ

เติมสารสกัดพลูคาวและสารฟลาโวนอยดพบปริมาณของ IL-6 เทากับ 12.770.65 pg/ml 

สําหรับสาร quercetin, 71.145.04 pg/ml สําหรับสาร quercitrin, 70.487.58 pg/ml สําหรับ

สาร hyperin, 83.415.23 pg/ml สําหรับสารสกัดพลูคาวจากน้ํา และ 253.107.84 pg/ml 
สําหรับสารสกัดพลูคาวจาก 95% แอลกอฮอล ดังตารางที่ 15 

 และเมื่อกระตุนเซลล U937 ดวย LPS จะทําใหมีปริมาณของ TNF- เทากับ 

1531.2286.86 pg/ml และเม่ือทําการกระตุนเซลล U937 ดวย LPS ภายหลังการเติมสารสกัด

พลูคาวและสารฟลาโวนอยดพบปริมาณของ TNF- เทากับ 667.3184.70 pg/ml สําหรับสาร 

quercetin, 1660.4479.27 pg/ml สําหรับสาร quercitrin, 1647.0792.16 pg/ml สําหรับสาร 

hyperin, 1477.7177.80 pg/ml สําหรับสารสกัดพลูคาวจากน้ํา และ 964.9360.41 pg/ml 
สําหรับสารสกัดพลูคาวจาก 95% แอลกอฮอล ดังตารางที่ 16 

 โดยในการตรวจวัดระดับไซโตไคน IL-6 ในเซลล Jurkat และไซโตไคน IL-2 ในเซลล U937 
ไมสามารถตรวจวัดไดดวยวิธี ELISA 
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ตารางที่ 13 ปริมาณ IL-2 ที่ตรวจวัดจากอาหารเล้ียงเซลล Jurkat 

 IL-2 (pg/ml) 

 1 2 3 เฉลี่ย 

Negative control 13.52 11.81 14.61 13.310.81 

Positive control 826.12 917.26 864.99 869.4626.41 

Quercetin  155.45 130.24 132.12 139.278.11* 

Quercitrin  663.75 678.61 654.38 665.587.06* 

Hyperin  690.37 701.76 688.93 693.694.06* 

สารสกัดพลูคาวจากน้ํา  479.57 472.78 486.08 479.483.84* 

สารสกัดพลูคาวจากแอลกอฮอล  239.92 267.06 252.32 253.107.84* 

* มีความแตกตางกันที่ระดับนัยสําคัญทางสถิติ ที่ระดับ p  0.05 เมื่อเปรียบเทียบกับ positive 
control (ไดรับสาร PMA/PHA เพียงอยางเดียว) 
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ตารางที่ 14 ปริมาณ TNF- ที่ตรวจวัดจากอาหารเล้ียงเซลล Jurkat 

 TNF- (pg/ml) 

 1 2 3 เฉลี่ย 

Negative control 18.47 19.01 24.80 20.762.02 

Positive control 126.63 57.59 139.28 107.8325.39 

Quercetin  31.96 20.48 33.15 28.534.04* 

Quercitrin  84.94 42.00 101.40 76.1217.71 

Hyperin  90.97 43.08 111.93 81.9920.37 

สารสกัดพลูคาวจากน้ํา  108.23 43.30 113.99 88.5122.66 

สารสกัดพลูคาวจากแอลกอฮอล  48.12 21.41 36.25 35.267.72* 

* มีความแตกตางกันที่ระดับนัยสําคัญทางสถิติ ที่ระดับ p  0.05 เมื่อเปรียบเทียบกับ positive 
control (ไดรับสาร PMA/PHA เพียงอยางเดียว) 
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ตารางที่ 15 ปริมาณ IL-6 ที่ตรวจวัดจากอาหารเล้ียงเซลล U937 

 IL-6 (pg/ml) 

 1 2 3 เฉลี่ย 

Negative control 28.57 27.10 27.84 27.840.43 

Positive control 102.38 83.05 104.74 96.726.87 

Quercetin 13.96 11.72 12.64 12.770.65* 

Quercitrin 73.53 61.46 78.42 71.145.04* 

Hyperin 80.80 55.70 74.94 70.487.58* 

สารสกัดพลูคาวจากน้ํา 92.47 74.34 83.41 83.415.23 

สารสกัดพลูคาวจากแอลกอฮอล 19.60 15.70 18.92 18.071.20* 

* มีความแตกตางกันที่ระดับนัยสําคัญทางสถิติ ที่ระดับ p  0.05 เมื่อเปรียบเทียบกับ positive 
control (ไดรับสาร LPS เพียงอยางเดียว) 
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ตารางที่ 16 ปริมาณ TNF- ที่ตรวจวัดจากอาหารเล้ียงเซลล U937 

 TNF- (pg/ml) 

 1 2 3 เฉลี่ย 

Negative control 519.48 524.17 497.45 513.738.25 

Positive control 1624.38 1611.62 1357.65 1531.2286.86 

Quercetin 696.57 797.19 508.17 667.3184.70* 

Quercitrin 1738.80 1740.61 1501.90 1660.4479.27 

Hyperin 1728.78 1749.29 1463.14 1647.0792.16 

สารสกัดพลูคาวจากน้ํา 1531.11 1577.58 1324.44 1477.7177.80 

สารสกัดพลูคาวจากแอลกอฮอล 962.30 107.86 861.65 964.9360.41* 

* มีความแตกตางกันที่ระดับนัยสําคัญทางสถิติ ที่ระดับ p  0.05 เมื่อเปรียบเทียบกับ positive 
control (ไดรับสาร LPS เพียงอยางเดียว) 
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รูปท่ี 43 กราฟปริมาณของไซโตไคนที่หล่ังออกมาจากเซลล Jurkat วิธี ELISA 

เซลล Jurkat ถูกกระตุนดวย PMA/PHA ในภาวะที่ไดรับหรือไมไดรับสารสกัด
พลูคาวและสารฟลาโวนอยด โดยทําซํ้า 3 คร้ัง (n=3) 

* มีความแตกตางกันที่ระดับนัยสําคัญทางสถิติ ที่ระดับ p  0.05 เมื่อ
เปรียบเทียบกับ positive control 
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รูปท่ี 44  กราฟปริมาณของไซโตไคนที่หล่ังออกมาจากเซลล U937 วิธี ELISA 

เซลล U937 ถูกกระตุนดวย LPS ในภาวะที่ไดรับหรือไมไดรับสารสกัดพลูคาวและ
สารฟลาโวนอยด โดยทําซํ้า 3 คร้ัง (n=3) 

* มีความแตกตางกันที่ระดับนัยสําคัญทางสถิติ ที่ระดับ p  0.05 เมื่อ
เปรียบเทียบกับ positive control 

 4.2 ผลการตรวจวัดปริมาณไซโตไคนดวยวิธี Bio-Plex 

 ในการตรวจวัดปริมาณของไซโตไคนดวยวิธี Bio-Plex ไดจัดกลุมของไซโตไคนตามหนาที่
หลักของไซโตไคน โดยแบงกลุมเปน hematopoietic cytokines หรือไซโตไคนที่ทําหนาที่เกี่ยวของ
กับกระบวนการสรางเซลลเม็ดเลือด  ซึ่งก็ คือ  IL-2, G-CSF และ  GM- 
CSF และ inflammatory cytokines หรือไซโตไคนที่ทําหนาที่เกี่ยวของกับการอักเสบ ซึ่งก็คือ IL-

1, IL-4, IL-6, IL-8, IL-10, IL-12, IL-13, IL-17, IFN-, MCP-1, MIP-1 และ TNF- สวน IL-
5 และ IL-7 ไมสามารถตรวจวัดปริมาณไซโตไคนเม่ือทําการกระตุนเซลล Jurkat และ U937 เม่ือ
กระตุนเซลล Jurkat ดวย PMA/PHA พบวา PMA/PHA สามารถกระตุนใหเซลล Jurkat หล่ังไซโต

ไคน IL-2, IL-8, IL-13, IL-17, GM-CSF, IFN-, MIP-1 และ TNF- และเมื่อ treat เซลล 
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Jurkat ดวยสารสกัดพลูคาวและสารฟลาโวนอยดกอนทําการกระตุนเซลลดวย PMA/PHA พบวามี
การยับยั้งการหล่ังไซโตไคนของเซลล Jurkat ดังตารางที่ 17 และ 18 และตรวจวัดปริมาณไซโตไคน

เม่ือกระตุนเซลล U937 ดวย LPS จะพบวาสามารถกระตุนใหมีการหล่ังไซโตไคน IL-1, IL-2, IL-

6, IL-10, G-CSF, GM-CSF, IFN- และ TNF- และสารสกัดพลูคาวและสารฟลาโวนอยดจะ
สามารถยับยั้งการหล่ังไซโตไคนของเซลล U937 ได ดังตารางที่ 19 และ 20 แต IL-8, MCP-1 และ 

MIP-1 ในเซลล U937 มีปริมาณสูงจนไมสามารถตรวจวัดปริมาณได 

ตารางที่ 17 ปริมาณของ hematopoietic cytokines ที่ตรวจวัดจากอาหารเล้ียงเซลล Jurkat 

 โดยทําซํ้า 3 คร้ัง (n=3) 

 Jurkat (pg/ml) 

 IL-2 GM-CSF 

Negative control 3.460.07 1.100.18 

Positive control 3516.70727.05 30.704.16 

Quercetin 7.921.20* 3.571.57* 

Quercitrin 2193.62300.14 21.012.32 

Hyperin 1175.02709.25* 12.816.63* 

สารสกัดพลูคาวจากน้ํา 1610.40124.89* 21.360.73 

สารสกัดพลูคาวจากแอลกอฮอล 58.0033.48* 3.460.01* 

* มีความแตกตางกันที่ระดับนัยสําคัญทางสถิติ ที่ระดับ p  0.05 เมื่อเปรียบเทียบกับ positive 
control (ไดรับสาร PMA/PHA เพียงอยางเดียว) 
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ตารางที่ 18 ปริมาณของ inflammatory cytokines ที่ตรวจวัดจากอาหารเล้ียงเซลล Jurkat 

 โดยทําซํ้า 3 คร้ัง (n=3) 

 Jurkat (pg/ml) 

 IL-8 IL-13 IL-17 IFN- MIP-1 TNF- 

Negative  <6.58 0.240.07 <0.10 <1.26 0.380.15 <4.56 

Positive 533.8518.49 82.8720.10 4.110.42 72.0633.60 362.438.10 209.5319.09 

Quercetin 440.6443.01 0.530.27* 1.300.65* <1.26 0.810.16* 10.785.41* 

Quercitrin 452.8845.97 27.117.71* 1.680.84* 37.6818.71 226.689.50* 107.018.22* 

Hyperin 428.7649.2 23.7712.83* 0.210.11* 18.979.49 156.9359.78* 67.6233.15* 

สารสกัดจาก
น้ํา 

469.6519.32 37.967.82 1.680.84* 42.8011.40 185.126.00* 151.482.66 

สารสกัดจาก
แอลกอฮอล 

427.7736.46 1.761.54* <0.10* 4.593.33 15.1611.10* 66.587.55* 

* มีความแตกตางกันที่ระดับนัยสําคัญทางสถิติ ที่ระดับ p  0.05 เมื่อเปรียบเทียบกับ positive 
control (ไดรับสาร PMA/PHA เพียงอยางเดียว) 
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ข.

 

รูปท่ี 45  กราฟปริมาณของไซโตไคนที่หล่ังออกมาจากเซลล Jurkat วิธี Bio-Plex 

ก. IL-2, IL-8, MIP-1 และ TNF- ข. GM-CSF, IL-13, IL-17 และ IFN-   

 เซลล Jurkat ถูกกระตุนดวย PMA/PHA ในภาวะที่ไดรับหรือไมไดรับสารสกัด
พลูคาวและสารฟลาโวนอยด โดยทําซํ้า 3 คร้ัง (n=3) 

* มีความแตกตางกันที่ระดับนัยสําคัญทางสถิติ ที่ระดับ p  0.05 เมื่อ
เปรียบเทียบกับ positive control 
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ตารางที่ 19 ปริมาณของ hematopoietic cytokines ที่ตรวจวัดจากอาหารเล้ียงเซลล U937 

 โดยทําซํ้า 3 คร้ัง (n=3) 

 U937 (pg/ml) 

 IL-2 G-CSF GM-CSF 

Negative control 8.630.65 7.880.39 5.640.97 

Positive control 13.881.63 14.692.15 9.382.74 

Quercetin 6.370.98* 4.500.57* 5.411.83 

Quercitrin 11.700.55 13.991.21 8.651.25 

Hyperin 13.850.36 14.711.44 8.030.90 

สารสกัดพลูคาวจากน้ํา 12.380.10 14.941.67 9.891.26 

สารสกัดพลูคาวจากแอลกอฮอล 11.340.73 10.051.01 5.681.57 

* มีความแตกตางกันที่ระดับนัยสําคัญทางสถิติ ที่ระดับ p  0.05 เมื่อเปรียบเทียบกับ positive 
control (ไดรับสาร LPS เพียงอยางเดียว) 
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ตารางที่ 20 ปริมาณของ inflammatory cytokines ที่ตรวจวัดจากอาหารเล้ียงเซลล U937 

 โดยทําซํ้า 3 คร้ัง (n=3) 

 U937 (pg/ml) 

 IL-1 IL-6 IL-10 IFN- TNF- 

Negative  71.912.46 55.824.64 6.470.44 69.200 595.10120.12 

Positive 148.9138.20 214.2036.50 16.840.38 161.1721.06 2707.15208.97 

Quercetin 81.714.28 22.164.62* 2.920.12* 69.128.42* 465.5474.73* 

Quercitrin 89.710.42 160.1311.19 17.790.89 159.554.58 3109.48219.85 

Hyperin 91.022.37 153.5925.28 16.720.76 162.313.66 3200.66141.11 

สารสกัดจาก
น้ํา 

99.140.37 202.8625.20 12.720.02* 153.089.23 2928.12202.88 

สารสกัดจาก
แอลกอฮอล 

96.983.43 40.395.97* 4.090.52* 97.761.99* 1375.2887.17* 

* มีความแตกตางกันที่ระดับนัยสําคัญทางสถิติ ที่ระดับ p  0.05 เมื่อเปรียบเทียบกับ positive 
control (ไดรับสาร LPS เพียงอยางเดียว) 
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รูปท่ี  46  กราฟปริมาณของไซโตไคนที่หล่ังออกมาจากเซลล U937 วิธี Bio-Plex 

ก. IL-2, G-CSF, GM-CSF และ IL-10 ข. IL-1, IL-6, IFN- และ TNF-   

 เซลล U937 ถูกกระตุนดวย PMA/PHA ในภาวะที่ไดรับหรือไมไดรับสารสกัด
พลูคาวและสารฟลาโวนอยด โดยทําซํ้า 3 คร้ัง (n=3) 

* มีความแตกตางกันที่ระดับนัยสําคัญทางสถิติ ที่ระดับ p  0.05 เมื่อ
เปรียบเทียบกับ positive control 
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บทที่  5 

สรุปผลการวิจัย อภิปรายผล และขอเสนอแนะ 

สรุปและอภิปรายผลการวิจัย 

โรคมะเร็งเม็ดเลือดขาวเปนโรคมะเร็งของกระบวนการสรางเซลลเม็ดเลือดที่ตอง
ไดรับการรักษาติดตอกันเปนเวลานาน ซึ่งในการรักษานั้นจะเกิดผลขางเคียงของการใชเคมีบําบัด 
และรังสีรักษา และในปจจุบันการรักษาดวยสมุนไพร ซึ่งก็เปนหนึ่งในการรักษาทางเลือกมารวมใช
ในการรักษาเพื่อชวยลดผลขางเคียงจากการรักษา ทั้งนี้จากการศึกษาของ Chang และคณะ [3] 
การศึกษาของ Ramos และคณะ [57] และการศึกษาของ Moqattash และ Lutton [67] ทําให
คณะผูวิจัยสนใจผลของพลูคาว และสารฟลาโวนอยดที่พบในพลูคาวที่มีตอมะเร็งเม็ดเลือดขาวใน
การชักนําใหเกิดการตายแบบ apoptosis และการหล่ังไซโตไคนที่เกี่ยวของของเซลลมะเร็งเม็ด
เลือดขาว 

จากผลการศึกษาโดยการสกัดพลูคาวทั้ง 2 วิธี คือการสกัดดวยน้ําและการสกัด
ดวยแอลกอฮอล 95% พบวา ปริมาณของสารสกัดที่ไดมีน้ําหนักใกลเคียงกัน แตมีลักษณะของสีที่
แตกตางกัน โดยสีของสารสกัดพลูคาวที่สกัดดวยน้ําออนกวาสีของสารสกัดพลูคาวที่สกัดดวย
แอลกอฮอล 95% และมีปริมาณของสารฟลาโวนอยดที่มีอยูในสารสกัดพลูคาวแตกตางกันไป 
โดยสารสกัดพลูคาวที่ทําการสกัดดวยน้ําจะมีปริมาณของสารฟลาโวนอยดในปริมาณที่นอยกวา 
สารสกัดพลูคาวที่ทําการสกัดดวย 95% แอลกอฮอล แสดงใหเห็นวา แอลกอฮอลมีคุณสมบัติใน
สกัดสารฟลาโวนอยดจากพลูคาวไดดีกวาน้ําและนาจะเปนวิธีที่เปนทางเลือกในการสกัดสารฟลา
โวนอยด 

ผลการศึกษาการทดสอบฤทธ์ิทางชีวภาพของสารสกัดพลูคาว และสารฟลาโว
นอยดตอเซลลมะเร็งเม็ดเลือดขาวเพาะเล้ียง พบวา สารสกัดพลูคาวและสารสกัดฟลาโวนอยดจะ
สามารถยับยั้งการเพิ่มจํานวนเซลล U937 ไดดีกวาเซลล Jurkat เมื่อใชสารสกัดในปริมาณที่
เทากัน และสารฟลาโวนอยดจะใหผลยับยั้งการเพิ่มจํานวนของเซลลมะเร็งเม็ดเลือดขาวเพาะเล้ียง
ไดดีกวาสารสกัดพลูคาว และในสวนของสารฟลาโวนอยดนั้น quercetin ใหผลดีที่สุด ตามมาดวย 
quercitrin และ hyperin ตามลําดับ และในสารสกัดพลูคาวจะพบวา สารสกัดพลูคาวที่สกัดดวย
แอลกอฮอล 95% ใหผลการยับยั้งการเพิ่มจํานวนของเซลลมะเร็งเม็ดเลือดขาวเพาะเลี้ยงไดดีกวา
สารสกัดพลูคาวที่สกัดดวยน้ํา ซึ่งสอดคลองกับการทดสอบดวยวิธี microscopic analysis ที่พบวา 
ในสารสกัดพลูคาวและสารฟลาโวนอยดที่ความเขมขนตํ่าสามารถยับยั้งการเพ่ิมจํานวนของ
เซลลมะเร็งเม็ดเลือดขาวไดนอยกวาสารสกัดพลูคาวและสารฟลาโวนอยดที่ความเขมขนสูง และ
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ผลที่ไดจากการทดสอบฤทธิ์ทางชีวภาพของสารสกัดพลูคาวก็สอดคลองกับปริมาณของสารฟลาโว
นอยดที่ตรวจพบจากสารสกัดพลูคาวทั้ง 2 วิธี คือ การสกัดดวยแอลกอฮอล 95% ไดปริมาณของ
สารฟลาโวนอยดมากกวาการสกัดดวยน้ํา ทําใหสามารถยับยั้งการเพิ่มจํานวนของเซลลมะเร็งเม็ด
เลือดขาวไดดีกวา จากผลการทดลองท่ีไดก็สอดคลองกับการศึกษาของ Lamson และคณะ [109] 
และการศึกษาของ Casagrande และคณะ [110] รวมไปถึงการศึกษาของ Seremet และคณะ 
[111] พบวา สารฟลาโวนอยดและสารสกัดพลูคาวสามารถยับยั้งให cell cycle ของเซลลมะเร็ง
หยุดอยูใน G1/S phase และ G2/M phase โดยควบคุมการทํางานของเอนไซม cyclin-
dependent-kinases 1 (CDK 1) ทําใหเซลลไมสามารถแบงตัวเพิ่มจํานวนได และจากการศึกษา
ของ Jang และคณะ [56] พบวา สาร quercitrin ในพลูคาวยับยั้งการทํางานของเอนไซม DNA 
topoisomerase I activity ทําใหไมสามารถเกิดการ replication และ transcription ตอไป และ
การศึกษาของ Wang และคณะ [63] พบวา สารฟลาโวนอยดยับยั้งการแสดงออกของ Bcl-2 และ 
Bcl-XL ซึ่งเปนตัวยับยั้งการเกิด apoptosis และไปกระตุนการแสดงออกของ Bax และ Bak  ซึ่ง
กระตุนให mitochondria ปลอย cytochrome c ไปกระตุน APAF-1 ทําใหเกิดการเพิ่มข้ึนของ 
caspase-9 ซึ่งทําใหเกิดการเพิ่มจํานวนของ caspase-3 กอใหเกิดการ apoptosis ตอไป และจาก
การศึกษาของ Brusselmans และคณะ [112] พบวา สารฟลาโวนอยดสามารถยับยั้งการทํางาน
ของเอนไซม fatty acid synthase ที่สราง end product คือ palmitate ที่ไปยับยั้งคุณสมบัติ 
cytotoxic ของสารฟลาโวนอยด และการศึกษาของ Huang และคณะ [113] และการศึกษาของ 
Levitzki และคณะ [114] พบวา สารฟลาโวนอยดสามารถยับยั้งการทํางานของเอนไซม tyrosine 
kinases  โดยยับยั้งการ phosphorylation ของ JAK-STAT [53] PI3K [115] Raf-MEK [54] Akt 
[116] MAPK signaling pathway [117] และ c-AMP independent protein kinases [118] ทํา
ใหสงผลในการยับยั้งการเพิ่มจํานวนของเซลลมะเร็งเม็ดเลือดขาว 

เมื่อคณะผูวิจัยทําการตรวจวัดปริมาณไซโตไคนดวยวิธี ELISA พบวา สารสกัด
พลูคาว และสารฟลาโวนอยดใหผลในการยับยั้งการหลั่งไซโตไคนของเซลลมะเร็งเม็ดเลือดขาวใน
อาหารเล้ียงเซลลไดในระดับที่แตกตางกัน โดยในสวนของสารฟลาโวนอยดนั้น พบวา สารฟลาโว
นอยดทั้ง 3 ชนิดคือ quercetin, quercitrin และ hyperin และสารสกัดพลูคาวจะสามารถยับยั้ง
การหล่ัง IL-2 ของเซลล Jurkat ได ในขณะที่มีเพียงสาร quercetin และสารสกัดพลูคาวที่ทําการ

สกัดดวย 95% แอลกอฮอลเทานั้นที่สามารถยับยั้งการหล่ัง TNF- ของเซลล Jurkat ได และใน
เซลล U937 สารฟลาโวนอยดทั้ง 3 ชนิดสามารถยับยั้งการหล่ัง IL-6 ไดในขณะที่สารสกัดพลูคาวที่

สกัดดวย 95% แอลกอฮอลเทานั้นที่สามารถยับยั้งการหลั่งของ IL-6 และ TNF- ได และเม่ือ
ผูวิจัยทําการตรวจวัดระดับไซโตไคนดวยวิธี Bio-Plex พบวาสาร quercetin สามารถยับยั้งการหล่ัง
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ไซโตไคนไดดีที่สุด เมื่อเทียบกับสารฟลาโวนอยดอีก 2 ชนิด และสารสกัดพลูคาวที่สกัดดวย 95% 
แอลกอฮอลจะยับยั้งการหล่ังไซโตไคนไดดีกวาสารสกัดพลูคาวท่ีสกัดดวยน้ํา ซึ่งผลที่ไดก็
สอดคลองกับปริมาณของสารฟลาโวนอยดที่พบในสารสกัดทั้ง 2 ชนิด โดยจากการศึกษาของ 
Khalaf และคณะ [119] และการศึกษาของ Schafer และคณะ [120] พบวา การหล่ังไซโตไคนของ

เซลล Jurkat โดยการกระตุน PMA/PHA เกิดจากการทํางานของ NF-B และ activated protein-
1 (AP-1) และจาก PI3K และ MAPK signaling pathway [121, 122] จากการศึกษาของ Nakata 
และคณะ [123] พบวา การหล่ังไซโตไคนของเซลล U937 เกิดจากการกระตุนการทํางานของ NF-

B, PI3K และ MAPK signaling pathway ซึ่งผลจากการทดลองที่ไดจะสอดคลองกับการศึกษา
ของ Shin และคณะ [124] ที่วา การยับยั้งการหล่ังไซโตไคนของสารสกัดพลูคาว เปนการยับยั้ง 
cyclooyxgenase II (COX II)-prostaglandin E2 (PGE2) pathway และจากการศึกษาของ Hou 
และคณะ [54] พบวา สารฟลาโวนอยดจะยับยั้งการทํางานของเอนไซม tyrosine kinases ทําให

ลดการแสดงออกของ NF-B และ AP-1  และการศึกษาของ Choi และคณะ [125] พบวา สาร

สกัดพลูคาวสามารถยับยั้ง TNF- ในการกระตุนการทํางานของ COX II และจากการศึกษาของ 

Boots และคณะ [126] พบวา quercetin ลดการสรางไซโตไคนจากการกระตุนของ TNF- ได 
และเนื่องจากไซโตไคนบางชนิด คือ IL-10 และ IL-13 ที่มีคุณสมบัติเปน anti-inflammatory นั้น มี
ปริมาณของไซโตไคนลดลงดวย เนื่องมาจากผลของสาร ฟลาโวนอยดในการยับยั้งการสรางไซโต
ไคนจากกระบวนการขางตนได และเมื่อทําการเปรียบเทียบผลของปริมาณไซโตไคนจากการ
ตรวจวัดดวยวิธี ELISA และวิธี Bio-Plex พบวา วิธี Bio-Plex สามารถตรวจวัดปริมาณของไซโต
ไคนหลายชนิดที่ไมสามารถตรวจวัดปริมาณไซโตไคนดวยวิธี ELISA ได เนื่องมาจากวิธี ELISA นั้น 
เปนวิธีการวัดการเกิดสีที่เกิดจากการทําปฏิกิริยาของเอนไซม horseradish peroxidase และสีที่
เกิดข้ึนนั้นวัดความแตกตางของสีจากการวัดคาการดูดกลืนแสง จึงตองมีความแตกตางของสีใน
ระดับหนึ่ง จึงจะสามารถทําการตรวจวัดดวยวิธีนี้ได แตในวิธี Bio-Plex นั้น เปนการตรวจวัด
ปริมาณของไซโตไคนจากปริมาณของสี fluorescence ซึ่งจะเรืองแสงและตรวจวัดผานเคร่ืองได
โดยตรง ไมตองผานการทําปฏิกิริยาใด ๆ กอน และเปนการตรวจวัดดวยการใชแสงเลเซอรในการ
ตรวจวัด ซึ่งจะมีความไวมากกวาการตรวจวัดดวยวิธี ELISA 

ขอเสนอแนะ 

จากผลการวิจัยคร้ังนี้พบวา พลูคาวซ่ึงเปนพืชสมุนไพรพื้นถิ่นทางภาคเหนือของ
ประเทศไทยสามารถนํามาเปนอีกทางเลือกหนึ่งในการรักษาโรคมะเร็งเม็ดเลือดขาว โดยเม่ือทํา
การสกัดพลูคาว ควรทําการสกัดดวยแอลกอฮอล เพื่อที่จะใหไดปริมาณของสารฟลาโวนอยดใน
ปริมาณที่สูงกวาการสกัดดวยน้ําโดยสารฟลาโวนอยดในพลูคาวนั้นมีผลอยางชัดเจนในการยับยั้ง
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โรคมะเร็งเม็ดเลือดขาว และลดระดับปริมาณของไซโตไคนหลายชนิดที่ เกี่ยวของกับการ
เจริญเติบโต และ การอักเสบของเซลลมะเร็งเม็ดเลือดขาว 
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การเตรยีมสารเคม ี
 
- อาหารเล้ียงเซลล 
 - RPMI-1640     90 มิลลิลิตร 
 - fetal bovine serum    10 มิลลิลิตร 
 - 1% L-glutamine      1 มิลลิลิตร 
 - 100x penicillin-streptomycin     1 มิลลิลิตร 
- สารละลาย 5% w/v NaNO2 
 - NaNO2        5 กรัม 

- distilled deionized water  100 มิลลิลิตร   
- สารละลาย 10% w/v AlCl3 

- AlCl3       10 กรัม 
- distilled deionized water 100 มิลลิลิตร   

- สารละลาย 1M NaOH 
 - NaOH         4 กรัม 

- distilled deionized water  100 มิลลิลิตร  
- สารละลาย XTT 1 mg/ml 
 - XTT         5 มิลลิกรัม 
 - PMS      0.5 มิลลิกรัม 
 - RPMI-1640        5 มิลลิลิตร 
- Phosphate buffer saline 
 - NaCl        8 กรัม 
 - KCl     0.2 กรัม 
 - Na2HPO4             1.15 กรัม 
 - KH2PO4             0.20 กรัม 
 ละลายใน distilled water 800 มิลลิลิตร และทําการปรับ pH ใหเปน 7.4 แลวจึงเติม
distilled water ใหครบ 1000 มิลลิลิตร 
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แบบรายงานผลการพิสูจนชนิดของพลูคาว 
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กราฟมาตรฐาน 
 

 
รูปท่ี 47 กราฟมาตรฐานของ quercetin 
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รูปท่ี 48 กราฟมาตรฐานของ IL-2 วิธี ELISA 

 
รูปท่ี 49 กราฟมาตรฐานของ IL-6 วิธี ELISA 
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รูปท่ี 50 กราฟมาตรฐานของ TNF- วิธ ีELISA 
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รูปท่ี 51 กราฟมาตรฐานของ IL-1 วิธี Bio-Plex 
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รูปท่ี 52 กราฟมาตรฐานของ IL-2 วิธี Bio-Plex 
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รูปท่ี 53 กราฟมาตรฐานของ IL-4 วิธี Bio-Plex 
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Hu IL-6 (19)
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รูปท่ี 54 กราฟมาตรฐานของ IL-6 วิธี Bio-Plex 
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รูปท่ี 55 กราฟมาตรฐานของ IL-8 วิธี Bio-Plex 
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Hu IL-10 (56)
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รูปท่ี 56 กราฟมาตรฐานของ IL-10 วิธี Bio-Plex 

 
 

 

 

Hu IL-12(p70) (75)

1.00 10.00 100.00 1000.00 10000.00 100000.00

Concentration (pg/ml)

0.00

5000.00

10000.00

F
lu

o
re

sc
e

n
ce

 In
te

n
si

ty
 (

F
I)

S1

S2

S3

S4

S5
S6S7S8

 
รูปท่ี 57 กราฟมาตรฐานของ IL-12 วิธี Bio-Plex 
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Hu IL-13 (51)
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รูปท่ี 58 กราฟมาตรฐานของ IL-13 วิธี Bio-Plex 
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รูปท่ี 59 กราฟมาตรฐานของ IL-17 วิธี Bio-Plex 
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Hu G-CSF (57)
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รูปท่ี 60 กราฟมาตรฐานของ G-CSF วิธ ีBio-Plex 
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รูปท่ี 61 กราฟมาตรฐานของ GM-CSF วิธี Bio-Plex 
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Hu IFN-g (21)
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รูปท่ี 62 กราฟมาตรฐานของ IFN- วิธี Bio-Plex 
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รูปท่ี 63 กราฟมาตรฐานของ MCP-1 วิธ ีBio-Plex 
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Hu MIP-1b (18)
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รูปท่ี 64 กราฟมาตรฐานของ MIP-1 วธิี Bio-Plex 
 
 
 

 

Hu TNF-a (36)
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รูปท่ี 65 กราฟมาตรฐานของ TNF- วิธ ีBio-Plex 
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ประวัติผูเขียนวิทยานิพนธ 
 
 นายจตุรวัฒน  ปวีณวงศชั ย เกิด เ ม่ือวันที่  13  มกราคม  พ .ศ .  2523  ที่ จั งหวัด
กรุงเทพมหานคร สําเร็จการศึกษา วิทยาศาสตรบัณฑิต (เทคนิคการแพทย) จากคณะสหเวช
ศาสตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย และเขาศึกษาตอในระดับปริญญาโท ในหลักสูตรวิทยาศาสตร
มหาบัณฑิต  สาขาวิชาวิทยาศาสตรโลหิตวิทยาคลินิก  คณะสหเวชศาสตร  จุฬาลงกรณ
มหาวิทยาลัย และไดรับทุนคาลงทะเบียนเรียน และทุนอุดหนุนผูชวยสอน จากคณะสหเวชศาสตร 
จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย 
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