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 มะเร็งเม็ดเลือดขาว เปนโรคมะเร็งที่เกิดจากความผิดปกติทางกระบวนการในการสรางเซลล
เม็ดเลือด และในการรักษากอใหเกิดผลขางเคียงเกิดข้ึนมากมาย ดวยเหตุนี้การรักษาดวยสมุนไพรจึง
เปนทางเลือกหนึง่ในการรักษาโรคมะเร็งเม็ดเลือดขาว เพื่อลดผลขางเคียงที่เกิดข้ึน พลูคาวจัดเปน
สมุนไพรทีม่ีสรรพคุณในการยับยั้งการเจริญเติบโตของเซลลมะเร็งและการตานการอักเสบ สารออก
ฤทธิท์ี่พบในพลูคาวมีหลายชนิด เชน ฟลาโวนอยด และอัลคาลอยด ซึ่งเคอรเซติน เคอรซิตริน และ
ไฮเปอริน เปนฟลาโวนอยดที่พบในพลูคาว การวจิัยคร้ังนี้ไดทาํการสกัดพลูคาวดวยน้าํกล่ันและ
แอลกอฮอลพบวา การสกัดดวยแอลกอฮอลจะใหปริมาณของสารฟลาโวนอยดมากกวาการสกัดดวย

น้ํา คือ สารสกัดพลูคาวดวยแอลกอฮอลมีปริมาณสารฟลาโวนอยด 224.902.80 mg QE/g dried 

H.cordata ในขณะที่สารสกดัพลูคาวดวยน้ํามีปริมาณสารฟลาโวนอยด 130.794.89 mg QE/g dried 

H.cordata โดยสารสกัดพลูคาว เคอรเซติน เคอรซิตริน และไฮเปอริน สามารถยบัยั้งการเจริญเติบโต
ของเซลลมะเร็งเม็ดเลือดขาวเพาะเล้ียง Jurkat และ U937 โดยการกระตุนใหเกิดการตายแบบอะโพโท

ซิส ซึ่งจะไดคา IC50 อยูระหวาง 386.2-445.1 g/ml ในสารสกัดพลูคาว และ 60.5-75.6 g/ml ใน
สารฟลาโวนอยด นอกจากนี้ เมื่อทาํการศึกษาไซโตไคนที่เกี่ยวของพบวา สารสกัดพลูคาวและสารฟลา
โวนอยด โดยเฉพาะสารสกัดพลูคาวท่ีสกัดดวยแอลกอฮอล และสารเคอรเซติน จะใหผลในการลด
ปริมาณของไซโตไคนที่มีบทบาทในกระบวนการสรางเซลลเม็ดเลือด (IL-2, G-CSF และ GM-CSF) 

และการอักเสบ (IL-6, IL-10, IL-13, IL-17, IFN-, MIP-1 และ TNF-) อยางชัดเจน ดังนัน้ พลูคาว
อาจจะเปนสมนุไพรอีกชนิดหนึง่ที่สามารถนํามาใชในการรักษามะเร็งเมด็เลือดขาว 
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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 224.902.80 mg QE/g dried H.cordata while 

total flavonoid of H.cordata water extract was 130.794.89 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 

ความเปนมาและความสําคัญของปญหา 

โรคมะเร็งเม็ดเลือดขาว (Leukemia) เปนโรคมะเร็งที่พบไดในประชากรทุกเพศ ทุกวัย ใน
ประเทศไทย เชนเดียวกับในหลายประเทศทั่วโลก และเปนโรคที่พบบอย 10 อันดับแรกของ
โรคมะเร็งที่ผูปวยมาพบแพทย [1] และโรคมะเร็งเม็ดเลือดขาวเปนโรคที่ตองไดรับการรักษาเปน
ระยะเวลานาน ในดานการรักษาจะแตกตางกันไปตามชนิดของมะเร็งเม็ดเลือดขาว และสภาพของ
ผูปวย โดยมีเปาหมายในการรักษาเพื่อควบคุมใหโรคสงบ (Remission) และปองกันการกลับมา
เปนใหม (Relapse) ในวิธีการรักษานั้น วิธีที่ไดผลมากที่สุดวิธีหนึ่ง  คือ การใชเคมีบําบัด 
(Chemotherapy) [2] ซึ่งปจจุบันมียาหลายชนิดที่นํามาใช แตก็ไดผลดีกับมะเร็งเม็ดเลือดขาวบาง
ชนิด และยาเคมีบําบัดไมสามารถกระจายไปไดถึงอวัยวะบางสวน เชน สมองและน้ําไขสันหลัง ซึ่ง
เปนอวัยวะที่มะเร็งเม็ดเลือดขาวสามารถแพรกระจายไปได จึงทําใหตองมีการใชรังสีรักษา 
(Radiotherapy) [2] รวมกับยาเคมีบําบัด ในการรักษาดวยยาเคมีบําบัดและรังสีรักษาจะมี
ผลขางเคียงกับคนไข และอาจทําใหเกิดมะเร็งข้ึนไดภายหลังจากโรคสงบและหยุดยา โดยยาเคมี
บําบัดมุงที่จะทําลายเซลลมะเร็งเม็ดเลือดขาวที่มีการเพิ่มจํานวนไดรวดเร็ว แตก็จะมีการทําลาย
เซลลปกติของคนไขเชนเดียวกับเซลลมะเร็ง อีกทั้งยังทําใหผูปวยมีอาการคลื่นไส อาเจียน เบ่ือ
อาหาร และการใชรังสีรักษาก็มีผลขางเคียง คือ บริเวณที่ไดรับการฉายแสงจะมีอาการแหง ขนหรือ
ผมบริเวณนั้นรวง สงผลกระทบตอสภาพจิตใจของผูปวย นอกจากนี้อาจทําการปลูกถายไขกระดูก 
(Bone marrow transplantation) รวมถึงการรักษาโดยการใชการปลูกถายเซลลตนกําเนิด (Stem 
cell transplantation) รวมกับการรักษา เพื่อใหผูปวยมีโอกาสหายขาดมากข้ึน แตการปลูกถายไข
กระดูกคอนขางยุงยาก ตองใชไขกระดูกหรือเซลลตนกําเนิดที่มีความเขากันไดกับผูปวย และมี
ผลขางเคียงในการรักษา คือ มีโอกาสเกิดโรคแทรกซอนสูง จึงไดมีการพัฒนาการรักษาเกิดข้ึนอีก
หลาย ๆ วิธี จนกระทั่งในปจจุบันมีการนําการรักษาทางเลือก (Alternative medicine) มารวมใน
การรักษาผูปวย ซึ่งหนึ่งในวิธีการรักษาทางเลือกนั่นก็คือ การนําสมุนไพร (Herbal therapy) 
มารวมใชในการรักษา เพื่อชวยใหผูปวยมีการหายขาดของโรคดียิ่งข้ึน และเนื่องจากสมุนไพรเปน
ผลิตภัณฑจากธรรมชาติ จึงทําใหผูปวยรูสึกวาไดรับผลขางเคียงจากยาลดลง [3, 4] 

ดังนั้น งานวิจัยคร้ังนี้จึงสนใจที่จะศึกษาหาฤทธิ์การตานการเจริญเติบโตของมะเร็งเม็ด
เลือดขาวของสารสกัดจากพลูคาว โดยมุงเนนในดานการลดการเจริญเติบโต และการเหนี่ยวนําให
เกิดการตายของเซลลมะเร็งเม็ดเลือดขาว รวมไปถึงการแสดงออกของไซโตไคนสําคัญ ในการเพิ่ม
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จํานวนของเซลลที่เซลลมะเร็งเม็ดเลือดขาวจะหล่ังออกมา [5-10] เชน 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 จะทําใหทราบถึงบทบาทของพลูคาวที่มีตอเซลลมะเร็งเม็ดเลือดขาว 

วัตถุประสงคของการวิจัย 

1. เพื่อทดสอบหาฤทธิ์ทางชีวภาพในการยับยั้งโรคมะเร็งเม็ดเลือดขาวของสารสกัดพลูคาว 
และสารฟลาโวนอยด 

2. เพื่อศึกษากลไกในการเหนี่ยวนําใหเซลลมะเร็งเม็ดเลือดขาวเกิดการตาย 

3. เพื่อศึกษาฤทธ์ิการตานการอักเสบของสารสกัดพลูคาวและสารฟลาโวนอยด 

ขอบเขตของการวิจัย 

งานวิจัยนี้จะทําการศึกษาฤทธิ์ของสารสกัดจากพลูคาว และฟลาโวนอยดที่มีการรายงาน
วาพบในพลูคาว 3 ชนิด ในการยับยั้งการเจริญเติบโตของเซลลมะเร็งเม็ดเลือดขาวเพาะเล้ียง โดย
จะประเมินจากการวัดจากการลดปริมาณของเซลลมะเร็งเม็ดเลือดขาวเพาะเล้ียง และการหล่ังไซ

โตไคน เชน IL-1,  IL-2, IL-6 และ TNF- ของเซลลมะเร็งเม็ดเลือดขาวเพาะเล้ียง โดย
ทําการศึกษาในเซลลมะเร็งเม็ดเลือดขาวเพาะเลี้ยง 2 ชนิด คือ Jurkat และ U937 ซึ่งเปน
การศึกษาในลักษณะ In vitro model 

ขอจํากัดของการวิจัย 

 1.  การศึกษาวิจัยคร้ังนี้เปนการทดสอบในเซลลมะเร็งเม็ดเลือดขาวเพาะเล้ียง 

 2. ปริมาณของสารสกัดที่ได อาจจะแตกตางกันไปตามวิธีการสกัด 

 3. ผลของสารสกัดพลูคาวที่ไดจากการทดสอบนั้น เปนผลที่ไดจากพลูคาวที่ทําการเก็บ ณ 
สถานที่เดียว และในชวงเวลาเดียว 

ประโยชนที่คาดวาจะไดรับ 

1. สามารถนําพลูคาวไปรวมใชในการรักษามะเร็งเม็ดเลือดขาว 
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2. ทราบถึงบทบาทของพลูคาวในการยับยั้งเซลลมะเร็งเม็ดเลือดขาว 

3. องคความรูใหมที่เกิดข้ึนสามารถนําไปตอยอดการวิจัยในอนาคต 

4. สามารถนําความรูไปพัฒนาและสงเสริมผลิตภัณฑจากธรรมชาติ เพื่อลดการนําเขายา
และผลิตภัณฑเสริมอาหารจากตางประเทศซึ่งมีราคาแพง 
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บทที่  2 

เอกสารและงานวิจัยที่เก่ียวของ 

เอกสารและงานวิจัยที่เกี่ยวของ 

โรคมะเร็งเม็ดเลือดขาว [2, 11, 12] 

  โรคมะเร็งเม็ดเลือดขาว เปนโรคมะเร็งระบบโลหิตที่ไดรับการคนพบมายาวนาน
นับรอยป โดยในป ค.ศ.1827 ไดรายงานผูปวยรายแรก โดย Armand Velpeau ศัลยแพทยชาว
ฝร่ังเศส โรคมะเร็งเม็ดเลือดขาวเปนโรคที่เกิดจากความผิดปกติของกระบวนการในการสรางเซลล
เม็ดเลือด (hematopoiesis) ในไขกระดูก ทําใหมีการสรางเซลลเม็ดเลือดผิดปกติออกมามาก จน
ไปรบกวนการสรางเซลลเม็ดเลือดปกติ ทําใหเกิดความผิดปกติของปริมาณและการทํางานของ
เซลลเม็ดเลือดชนิดอ่ืน ๆ ในรางกาย และสามารถเกิดข้ึนไดกับเซลลในหลายระดับ ต้ังแตเซลลตน
กําเนิด (pluripotent hematopoietic stem cell) เซลลตนกําเนิดเฉพาะสาย (myeloid stem cell 
or lymphoid stem cell) เซลลตนกําเนิดเฉพาะบางประเภท (committed progenitor) จนไปถึง 
เซลลที่มีลักษณะที่เจริญเต็มที่แลว (mature cell) โดยเซลลมะเร็งเม็ดเลือดขาวนั้น จะมี
ความสามารถในการเจริญเติบโต และการไมตายตามกลไกธรรมชาติ (apoptosis) เมื่อมีการ
ดําเนินของโรค จะทําใหเซลลเม็ดเลือดที่มีความผิดปกติเคล่ือนที่เขาสูกระแสเลือด และกระจายไป
ยังอวัยวะตาง ๆ 

ประเภทของมะเร็งเม็ดเลือดขาว [2, 13, 14] 

 ในการจําแนกชนิดของมะเร็งเม็ดเลือดขาว สามารถจําแนกไดตามระยะเวลาที่ผูปวยมี
อาการ อาการทางคลินิก และการดําเนินของโรค ออกเปน 2 กลุม คือ 

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

โดยเกิดจากมีการแบงตัวของเซลลเม็ดเลือดสูงข้ึน หรือมีการแบงตัวที่ไมสามารถหยุดลง
ได หรือมีการหยุดของการพัฒนา (differentiation) ของเซลล ก็จะเกิดการเสียสมดุลของการผลิต
เซลลเม็ดเลือด เซลลที่แบงตัวไมยอมหยุดนี้จะมีปริมาณเพิ่มมากข้ึนเร่ือย ๆ จนมากกวาเซลลชนิด
อ่ืนในไขกระดูก และเม่ือมีการพัฒนาของเซลลหยุดลง เซลลตัวออนก็จะมีปริมาณมาก จึงเรียกวา 
เปนมะเร็งเม็ดเลือดขาวชนิดเฉียบพลัน 

 



 
 

5 

2. มะเร็งเม็ดเลือดขาวชนิดเร้ือรัง (chronic leukemia) [1, 14]  

 มะเร็งของเซลลเม็ดเลือดบางประเภทที่ทําใหเกิดการสรางเซลลเม็ดเลือดตัวออน (blast 
cells) และเซลลเม็ดเลือดตัวแก (mature cells) เปนจํานวนมาก โดยที่สัดสวนของ blast cells ใน
ไขกระดูกไมไดมากผิดปกติ จะเรียกวา มะเร็งเม็ดเลือดขาวชนิดเร้ือรัง 

 ในการเกิดมะเร็งเม็ดเลือดขาวท้ังชนิดเฉียบพลัน และเร้ือรัง ยังสามารถแบงไดตามชนิด
ของเซลลเม็ดเลือดขาว ไดแก 

Lymphocytic leukemia คือ มีการพบเซลลผิดปกติในสาย lymphoid ไดแก 
Lymphocytes และ plasma cells เปนจํานวนมากในกระแสเลือด 

Myelocytic leukemia คือ มีการพบเซลลผิดปกติในสาย myeloid ไดแก neutrophils, 
eosinophils, basophils, monocytes, เม็ดเลือดแดง (erythrocytes) และเกล็ดเลือด (platelets) 
เพิ่มมากข้ึนในกระแสเลือด 

กลาวโดยสรุป โรคมะเร็งเม็ดเลือดขาวจะสามารถจําแนกชนิดไดเปนประเภท ๆ ดังตอไปนี้ 

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

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

 สาเหตุของการเกิดมะเร็งเม็ดเลือดขาวนั้น มักจะเกิดจากการเปลี่ยนแปลงทางพันธุกรรม 
โดยจะทําใหเกิดการทําลาย DNA ของ cells ทั้งการเกิด chromosome translocation หรือ เกิด
การ mutation โดยที่มะเร็งเม็ดเลือดขาวชนิดหนึ่ง อาจะเกิดความผิดปกติของพันธุกรรมไดหลาย ๆ 
ชนิด การทําลาย DNA นั้น อาจเกิดจากหลาย ๆ ปจจัย ซึ่งอาจจะสรุปไดดังตอไปนี้ คือ 

 1. สารกอมะเร็ง (Chemical carcinogens)  คือ สารเคมีที่ทําใหเกิดการเปล่ียนแปลงของ
ยีนภายในเซลล โดยเมื่อไดรับสารเคมีเขาไปในรางกาย สารเคมีเหลานี้จะไปจับกับสารภายในเซลล 
เชน DNA, RNA และโปรตีน ทําใหเกิดความผิดปกติในการ replication, transcription และ 
translation เมื่อไดรับเปนระยะเวลานาน ๆ ก็จะกอใหเกิดโรคมะเร็งเม็ดเลือดขาวตางชนิดกันไป 
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 2.  รังสี (Ionizing radiation) คือ รังสีทําใหเกิดการทําลายของสารพันธุกรรม ทั้งจากรังสี
เอง และจากการที่รังสีไปทําปฏิกิริยากับน้ําในเซลลทําใหเกิด free radicals (hydroxyl 

radical,OH) และ free radicals จะไปทําลายสารพันธุกรรม จนทําใหเกิดกลายเปนมะเร็งเม็ด
เลือดขาวในที่สุด จากการที่รางกายไมสามารถซอมแซมความผิดปกตินั้นได 

 3.  ความผิดปกติของโครโมโซม  (Chromosomal aberration) คือ ความผิดพลาดในการ
สรางโครโมโซม รวมถึงในโรคทางพันธุกรรมบางชนิด เชน โรค Down’s symdrome จะทําใหเกิด
ความเสี่ยงในการที่จะเกิดโรคมะเร็งเม็ดเลือดขาวมากกวาปกติ 10 – 20 เทา เนื่องจากความไม
เสถียรของสารพันธุกรรม และการที่รางกายไมสามารถซอมแซมความผิดปกติที่เกิดจากการทาํลาย
ของ DNA ได ซึ่งในปจจุบันก็ไดมีการตรวจพบความผิดปกติของโครโมโซมหลายชนิดที่มี
ความจําเพาะตอมะเร็งเม็ดเลือดขาว เชน Philadelphia (Ph) chromosome 

 4. ไวรัส (viruses) คือ ไวรัสบางชนิดสามารถสอดแทรกยีนของไวรัสไปในระหวางยีนตาง 
ๆ ของเซลลเม็ดเลือดขาว ทําใหขอมูลทางพันธุกรรมมีความผิดปกติไป เชน human T-cell 
leukemia virus (HTLV) ซึ่งเปนไวรัสที่ทําใหเกิดโรค adult T-cell leukemia ในคน 

 5. เคมีบําบัด ที่ใชในการรักษาโรคมะเร็ง ก็อาจจะทําใหเกิดการทําลายของ DNA และเพิ่ม
ปจจัยเส่ียงในการทําใหเกิดโรคมะเร็งชนิดอ่ืน รวมถึงโรคมะเร็งเม็ดเลือดขาวดวย 

6. สารอาหาร การที่รางกายขาดสารอาหารที่จําเปนในการสรางสารพันธุกรรม เชน folic 
acid และ vitamin B12 ก็เปนอีกสาเหตุหนึ่งที่ทําใหเกิดการทําลายของ DNA โดยอาจจะเปน
สาเหตุรวมกับ การไดรับสารเคมี หรือการไดรับรังสี จนทําใหกอใหเกิดโรคมะเร็งเม็ดเลือดขาวข้ึนได 

โดยสาเหตุตาง ๆ เหลานี้จะทําใหเกิดความเปล่ียนแปลงของยีน ทําใหพันธุกรรมของเซลล
มีความผิดปกติ จนทําใหเซลลสูญเสียความสามารถในการควบคุมการแบงตัว เกิดการเพิ่มจํานวน
มากข้ึนไมหยุด และนําไปสูการเกิดมะเร็งในที่สุด 

อาการของมะเร็งเม็ดเลือดขาว [1, 2, 19] 

 อาการของผูปวยที่เปนมะเร็งเม็ดเลือดขาว ข้ึนอยูกับจํานวน และตําแหนงที่มะเร็งเม็ด
เลือดขาวไปอยู โดยผูปวยมะเร็งเม็ดเลือดขาวชนิดเร้ือรังอาจจะไมมีอาการ สวนใหญตรวจพบจาก
การตรวจสุขภาพประจําป และผูปวยมะเร็งเม็ดเลือดขาวชนิดเฉียบพลัน มักมาดวยอาการปวดหัว 
คล่ืนไส หนามืด เวียนศีรษะ มีไข ติดเชื้อบอย รูสึกออนแรง เหนื่อยงาย น้ําหนักลด มีเลือดออกงาย 
เลือดจาง และซีด ซึ่งอาการเหลานี้ไมจําเพาะเจาะจงที่จะบอกไดวาเปนมะเร็งเม็ดเลือดขาว 
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จําเปนตองมีการซักประวัติ รวมไปถึงการตรวจรางกายอยางละเอียด เพื่อที่จะทําการวินิจฉัยแยก
โรคมะเร็งเม็ดเลือดขาวออกจากโรคอ่ืน 

 อาการของมะเร็งเม็ดเลือดขาวชนิดเฉียบพลัน [19] 

 ในมะเร็งเม็ดเลือดขาวชนิดเฉียบพลันชนิด AML มักจะตรวจพบในผูใหญ สวนในมะเร็ง
เม็ดเลือดขาวชนิดเฉียบพลันชนิด ALL มักจะพบบอยในเด็ก ผูปวยที่เปนมะเร็งเม็ดเลือดขาวชนิด
เฉียบพลันสวนใหญมักจะมีอาการเปนมาไมนาน  โดยอาการที่สําคัญของผูปวยมะเร็งเม็ดเลือด
ขาวชนิดเฉียบพลัน ไดแก อาการของ bone marrow failure ซึ่งเปนผลจากการที่ไขกระดูกเกิด
ความลมเหลวในกระบวนการผลิตเม็ดเลือด ทําใหเซลลที่ผลิตออกมานั้น ไมสามารถเจริญเปนตัว
แกได สงผลใหเซลลเม็ดเลือดขาวปกติมีจํานวนนอยลง ทําใหเกิดภาวะติดเชื้อไดงาย ผูปวยอาจจะ
มาดวยอาการเจ็บคอ ไข ไอและหอบ เกิดการอักเสบ และหากมีการติดเชื้อที่รุนแรง อาจะทําใหมี
การติดเชื้อในกระแสเลือด และเมื่อไขกระดูกมีเซลลมะเร็งเม็ดเลือดขาวเพิ่มข้ึน ก็จะสงผลตอการ
ผลิตเม็ดเลือดชนิดอ่ืนดวย ทําใหการสรางเม็ดเลือดแดงและเกล็ดเลือดลดลง  เกิดอาการซีด 
ออนเพลีย เวียนศีรษะ หนามืด เปนลม หัวใจเตนเร็ว มีอาการเลือดออกผิดปกติ มีจุดเลือดออก
ตามผิวหนัง มีจ้ําเลือดหรือจ้ําเขียว และในบางรายอาจจะมีอาการที่เซลลมะเร็งแพรกระจายไปยัง
อวัยวะตาง ๆ (leukemic infiltration) ได 

 อาการของมะเร็งเม็ดเลือดขาวชนิดเร้ือรัง [19] 

  ผูปวยมะเร็งเม็ดเลือดขาวชนิดเร้ือรังมักจะมีการดําเนินของโรคเปนเวลานาน อาจตรวจพบ
โดยบังเอิญจากการตรวจสุขภาพประจําป หรือตรวจรางกายทั่วไป โดยที่ผูปวยไมมีอาการใด ๆ 
อาการที่มักจะพบไดบอยในผูปวยมะเร็งเม็ดเลือดขาวชนิดเร้ือรังชนิด CML นั้น คือ อาการแนน
ทอง อึดอัด รับประทานอาหารไดนอยลง จากการที่มามมีขนาดโตจนไปเบียดกระเพาะอาหาร รวม
ไปถึงอาจมีอาการเจ็บบริเวณชายโครงซายรวมดวย บางรายอาจจะมาดวยเร่ืองเลือดออกผิดปกติ 
ทั้งที่ปริมาณของเกล็ดเลือดไมตํ่า เนื่องจากเกิดความผิดปกติของการทํางานของเกล็ดเลือด 
(platelet dysfunction)  สวนผูปวยมะเร็งเม็ดเลือดขาวชนิดเร้ือรังชนิด CLL มักมีอาการตอม
น้ําเหลืองโตขนาดเล็ก ๆ เฉพาะบางตําแหนง ไปจนถึงตอมน้ําเหลืองโตขนาดใหญทั่วรางกาย อาจ
มีตับมามโต และตอมน้ําเหลืองในชองทองโต บางรายมาดวยอาการซีด ออนเพลีย หรือมีเลือดออก
ผิดปกติ ผูปวยมีโอกาสติดเช้ือไดงาย จากการทํางานที่ผิดปกติของเม็ดเลือดขาว 
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การวินิจฉัยโรคมะเร็งเม็ดเลือดขาว [2, 11, 20]  

 เนื่องจากอาการของมะเร็งเม็ดเลือดขาว มีอาการที่คลายกับโรคอ่ืน ๆ จึงทําใหตองมีการ
วินิจฉัยแยกโรคมะเร็งเม็ดเลือดขาว ออกจากโรคอ่ืน ๆ โดยจําเปนจะตองอาศัยการซักประวัติ และ
การตรวจรางกายอยางละเอียด  และมักเร่ิมตนทําการตรวจทางหองปฏิบัติการ โดยการตรวจความ
สมบูรณของเม็ดเลือด (complete blood count, CBC) เพื่อที่จะไดคาที่สําคัญในการนําไปวินิจฉัย 
ไดแก 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) โดยจะพบวามีระดับของเม็ดเลือดขาวที่สูงผิดปกติ หรือตํ่าลง 
พรอม ๆ กับการที่พบระดับของเม็ดเลือดแดงและเกล็ดเลือดที่ตํ่าลงดวย โดยหากมีระดับของเม็ด
เลือดขาวที่สูงผิดปกติ จะตองทําการตรวจสอบเซลลเม็ดเลือดขาวที่สูงข้ึนนั้นวาเปนเซลลเม็ดเลือด
ขาวประเภทใด และเปนเซลลระยะตัวออน หรือตัวแก และเพื่อเปนการยืนยันผลของการตรวจนั้น 
จะทําการเจาะไขกระดูกเพื่อใหไดผลการวินิจฉัยที่แนนอน โดยจะทําการประเมินปริมาณของเซลล
ทั้งหมดในไขกระดูก และประเมินวามีจํานวนของเซลลชนิดใดที่เห็นไดอยางเดนชัด ซึ่งจะพบเซลล
ที่มีความผิดปกติ (abnormal blast cells) มากกวา 5% โดยมีหลักเกณฑในการจําแนกมีหลาย
หลักเกณฑ โดยในที่นี้จะกลาวถึง French-American-British (FAB) classification และ WHO 
classification 2008 

FAB classification [14, 21] 

 เปนการจําแนกชนิดของมะเร็งเม็ดเลือดขาวในระยะแรก โดยใชลักษณะและการติดสีของ
เซลลที่ดูดวยกลองจุลทรรศน ซึ่งจะทําใหสามารถแยกชนิดของมะเร็งเม็ดเลือดขาวได ตอมามีการ
นํา cytochemistry classification ซึ่งเปนการตรวจหาสารเคมีภายในเซลล ไดแก เอนไซม และ 
lipids บนผิวเซลล มาชวยในการจําแนกชนิดของ leukemia และมีการใช immunologic 
classification ซึ่งเปนการตรวจหา surface markers ที่อยูบนผิวของเซลลเม็ดเลือดตาง ๆ เขามา
ชวยในการจําแนกชนิดของมะเร็งเม็ดเลือดขาว โดยอาศัย monoclonal antibody ที่มี
ความจําเพาะตอ surface markers เหลานั้น ซึ่งจะทําใหสามารถแยกชนิดของมะเร็งเม็ดเลือดขาว
ชนิดเฉียบพลันออกไดเปน Acute lymphoblastic leukemia (ALL) และ Acute myeloid 
leukemia (AML) ซึ่งยังสามารถแยกชนิดยอยลงไปไดอีก คือ 

1. ALL แบงออกไดเปน L1, L2 และ L3 
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2. AML แบงออกไดเปน M0, M1, M2, M3, M4, M5, M6 และ M7 

ตารางที่ 1 ความแตกตางระหวาง myeloblast และ lymphoblast [14] 

 Myeloblast Lymphoblast 

สัดสวนของ nucleus ตอ 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 เปนปน ๆ(clumped) 

0-1 2-5 อัน อัน 

มี ไมมี 

มี/ไมม ี ไมมี 

ฟาเทา (blue-gray) ฟา (blue) 

+ 

+ 

- 

+/- 

+/- 

- 

- 

+/- 

- 

- 

Acute lymphoblastic leukemia (ALL) [14, 21] 

   

รูปท่ี 1 ลักษณะของมะเร็งเม็ดเลือดขาวชนิด ALL [22] 
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 L1 subtype 

 สวนใหญจะพบเซลลขนาดเล็ก ขนาดเทา ๆ กัน ลักษณะ nuclear chromatin จะมี
ลักษณะละเอียดเหมือนกันในคนไขรายเดียวกัน และมีการกระจายกันดี รูปรางของ nucleus มี
ลักษณะกลม มักจะไมเห็น nucleoli มี cytoplasm นอย 

 L2 subtype 

 เซลลที่พบจะมีขนาดใหญประมาณ 2 เทาของ small lymphocyte และพบเซลลมีขนาด
ตาง ๆ กัน ลักษณะของ nuclear chromatin ที่หลากหลายทั้งละเอียดและไมละเอียดในคนไขราย
เดียวกัน ลักษณะของ nucleus มีความหลากหลาย พบ nucleoli และพบมีความหลากหลายของ
ปริมาตรของ cytoplasm ดวย 

 L3 subtype 

 เซลลที่พบจะมีขนาดใหญ nuclear chromatin มีลักษณะ homogenous และมีเนื้อ
ละเอียด nucleus มีรูปรางปกติ cytoplasm มีปริมาตรมากปานกลาง และอยูรอบ nucleus และ
พบ cytoplasmic vacuolation ที่เดนชัด 

Acute myeloid leukemia (AML) [14, 21] 

 
รูปท่ี 2 ลักษณะของมะเร็งเม็ดเลือดขาวชนิด AML [23] 

 M0 หรือ Myeloblastic leukemia with minimal maturation 

เปน AML ที่ไมพบลักษณะของ myeloid differentiation จากการดูดวยกลองจุลทรรศน 
แตการตรวจดวย cytochemistry และ flow cytometry พบวามีการแสดงออกของ myeloid 
antigen ประกอบดวย blast cells มากกวา 30% ของเซลลที่เปน non-erythroid cells โดยblasts 



 
 

11 

นอยกวา 3% ติดสี MPO, SBB หรือ Naphthol-ASD-chloroacetate esterase ตรวจพบ CD33, 
CD13/CD117, CD34 และอาจพบ TdT และตองไมพบ Auer rod 

 M1 หรือ Myeloblastic leukemia without cytologic maturation หรือ Undifferentiated 
leukemia 

 เซลลใน bone marrow จะมี granulocytic differentiation  โดยจะพบ blast cell 
มากกวา 90% ของเซลลที่เปน non-erythroid cells และบางสวนจะพบ azurophilic granules 

และ/หรือ Auer rods และ blast  3% ติดสี MPO, SBB โดยที่ maturation ของ cells จะไม
มากกวานั้น กลาวคือ พบ promyelocyte, monocyte หรือ mature granulocyte รวมกันนอยกวา 
10% การตรวจทาง immunophenotyping พบการแสดงออกของ myeloid antigen ตัวใดตัวหนึ่ง 
เชน CD13, CD33, CD 117 โดยพบ CD34 และ HLA-DR รวมดวยเปนสวนใหญ 

 M2 หรือ Myeloblastic leukemia with significant maturation 

 ลักษณะที่แตกตางจาก M1 คือ จะพบ cells ที่มี maturation ต้ังแตระยะ promyelocyte 
โดยทั่วไปจะพบ aurophilic granules จํานวนมาก หรือพบ Auer rods ซึ่งจะพบ blast cells 30-

90% โดย blast  3% ติดสี MPO หรือ SBB มีการพบ granulocytic series มากกวา 10% และ
พบ monocytic series นอยกวา 20% การตรวจทาง immunophenotyping พบการแสดงออกของ 
CD34, HLA-DR และ CD13 

 M3 หรือ Hypergranular promyelocytic leukemia 

 พบ promyelocytes เปนสวนใหญ  มี promyelocytes และ/หรือ blast  30% พบการ
ติดสี MPO หรือ SBB มาก มี heavy granulation ใน cytolplasm พบ granules เม็ดใหญ มี Auer 
rods เปนกลุม (faggots) กระจายอยู การตรวจทาง immunophenotyping พบการแสดงออกของ 
CD13 และ CD117 แตไมพบ CD34 และ HLA-DR 

 M3 var หรือ Hypogranular promyelocytic leukemia 

 เปน M3 ที่ผิดปกติ โดยมี granules นอยกวาปกติ แตในความเปนจริงเกิดจากการที่มี 
granules ที่มีขนาดเล็กละเอียดมาก คลายฝุนละออง จนมักมองไมเห็นดวยกลองจุลทรรศน มีการ
ติดสีของ MPO หรือ SBB  
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 M4 หรือ Myelomonocytic leukemia 

 พบ blast cells มากกวา 30% โดยพบทั้ง myeloblast, monoblast และ promonocyte มี 
granulocytic และ monocytic differentiation ในสัดสวนที่แตกตางกัน โดยพบมากกวา 30% แต
นอยกวา 80% พบ promonocytes และ monocytes มากกวา 20% ของ nucleated cells ใน 
bone marrow การตรวจทาง immunophenotyping พบการแสดงออกของ CD13, CD33, CD65 
และ CD15 ในกลุมเซลลสาย myeloid สวนในกลุม monocytic lineage พบการแสดงออกของ 
CD14, Cd4, CD11b, CD11c, CD64, CD68, CD36 และ CD163 

 M4eo หรือ Myelomonocytic leukemia with eosinophilia 

 จะมีลักษณะเชนเดียวกับ M4 แตจะพบ eosinophilia รวมดวย โดยจะมีจํานวน 
eosinophil มากกวา 5% และมีลักษณะ immature และมี granules เปน basophilic  

M5 หรือ Monocytic leukemia 

 ตองพบเซลลมะเร็งเม็ดเลือดขาวในสาย monocytic lineage อยางนอยรอยละ 80 ในไย
กระดูก โดยนับรวม monoblast, promonocyte และ monocyte สามารถแบงออกไดเปน 2 กลุม 
คือ 

M5a หรือ Poorly differentiated (monoblastic) จะพบลักษณะของ blast cells ใน bone 
marrow โดยพบ monoblasts มากกวา 80% ติดสี nonspecific esterase (NSE) และถูกยับยั้งได
ดวย NaF และไมติดสี MPO หรือ SBB การตรวจทาง immunophenotyping พบเซลลสาย 
myeloid ที่ติด CD13, CD33, CD65, CD15 และ HLA-DR และอาจพบ CD34, CD117 ไดบาง 
และตรวจพบ monocytic marker คือ CD14, CD4, Cd11b, CD11c, Cd64, Cd68, CD36 และ 
CD163 

M5b หรือ Differentiated จะพบ promonocytes เปนสวนใหญ monoblasts นอยกวา 
80% สวนใหญเปน promonocytes มีการติดสี NSE และถูกยับยั้งไดดวย NaF และอาจมีการติดสี 
MPO หรือ SBB ไดบาง การตรวจทาง immunophenotyping พบเซลลสาย 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 มากกวา 50% ของ nucleated cells ทั้งหมดใน bone 
marrow โดยจะพบ myeloblasts มากกวา 30% และมีลักษณะของ erythroblasts ที่ผิดปกติ 
โดยเฉพาะ nucleus จะมีหลาย lobes และขนาดของ lobes ก็จะแตกตางกัน ติดสี PAS 

M7 หรือ Megakaryoblastic leukemia 

เปน leukemia ของ megakaryocytes โดยพบ megakaryoblasts มากกวา 30% จาก
การตรวจ morphology หรือตรวจ immunophenotyping พบ CD41 และ CD61 และมักมี 
myelofibrosis การทํา bone marrow biopsy จะทําใหชวยสามารถวินิจฉัยได 

สําหรับมะเร็งเม็ดเลือดขาวชนิดเร้ือรังนั้น จะสามารถจําแนกไดเปน 2 ชนิด คือ chronic 
myelogenous leukemia (CML) และ chronic lymphocytic leukemia (CLL) 

Chronic myelogenous leukemia (CML) [14] 

 
รูปท่ี 3 ลักษณะมะเร็งเม็ดเลือดขาวชนิด CML [24] 

เปนโรคมะเร็งเม็ดเลือดขาวเร้ือรังที่พบวา สามารถเกิดจากความผิดปกติของโครโมโซม
และยีนได คือ Philadelphia (Ph) chromosome และ BCR-ABL1 fusion gene โดยเปนโรคที่มี
การดําเนินโรคจากระยะเร้ือรัง (chronic phase) ไปเปนระยะตาง ๆ คือ accelerated phase (AP) 
และ blast phase (BP) สําหรับการวินิจฉัยนั้นจะพบเม็ดเลือดขาวหลายระยะในกระแสเลือด 
ต้ังแต ระยะ blast ไปจนถึง segmented neutrophil โดยในระยะเร้ือรังจะพบ blast และ 
promyelocyte จํานวนไมมาก โดยพบ blast นอยกวา 2% ในเลือด และนอยกวา 5% ในไขกระดูก 
เซลลสวนใหญที่พบในระยะเร้ือรังจะเปน myelocyte และ segmented neutrophil และอาจพบ
ปริมาณของ basophil, eosinophil และ monocyte เพิ่มข้ึนไดเล็กนอย เกล็ดเลือดจะคอนขางสูง 
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การตรวจไขกระดูกจะพบ hypercellular marrow with granulocyte hyperplasia มี Myeloid 
(M): Erythroid (E) ratio สูง megakaryocyte มีรูปรางผิดปกติ 

ในการวินิจฉัยวาผูปวยจะมีการเปลี่ยนแปลงจากระยะเร้ือรังไปสูระยะสุดทายจําเปนตอง
อาศัยเกณฑดังนี้ 

ลักษณะที่พบในระยะ accelerated phase 

- มีการเพิ่มข้ึนของ WBC (>10 x 109/ลิตร) หรือมามมีขนาดใหญข้ึน โดยไมมีการ
ตอบสนองตอการรักษา 

- มี persistant thrombocytosis (>1,000 x 109/ลิตร) โดยยาไมสามารถที่จะควบคุมได 
- มี persistant thrombocytopenia (<100 x 109/ลิตร) โดยที่ไมเกี่ยวกับการรักษา 
- มี clonal cytogenetic evolution 
- มี basophil ต้ังแต 20% ข้ึนไปในเลือด 
- มี blast จํานวน 10-19% ในเลือดหรือในไขกระดูก 

ลักษณะที่พบในระยะ blast phase 

- มีจํานวนของ blast ต้ังแต 20% ข้ึนไปในเลือดหรือในไขกระดูก 
- มีการรวมกลุมของ blast ในลักษณะ large aggregate ในไขกระดูก 
- เกิด extramedullary blast proliferation 

Chronic lymphocytic leukemia (CLL) [14, 25] 

 
รูปท่ี 4 ลักษณะของมะเร็งเม็ดเลือดขาวชนิด CLL [26] 

เปนโรคมะเร็งเม็ดเลือดขาวชนิดเร้ือรังที่เช่ือวาเกิดจากความผิดปกติของกระบวนการตาย
แบบ apoptosis มากกวามีการเพิ่มจํานวนจากการแบงตัวของเซลลมากผิดปกติ โดยมีเกณฑใน
การวินิจฉัยโรคนี้ คือ ตองพบ lymphocyte ในกระแสเลือด อยางนอย 5 x 109/ลิตร เปนเวลานาน 
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และ lymphocyte ที่พบจะตองมีลักษณะเปน mature cell โดยพบเซลลที่เปนระยะ 
prolymphocyte นอยกวา 55% และมีการพบ lymphocyte อยางนอย 30% ในไขกระดูก และพบ
การแสดงออกของ B-cell marker อยางนอย 1 ชนิด ไดแก CD19, CD20, CD23 รวมกับ T-cell 
marker คือ CD5 และพบการแสดงออกของ kappa หรือ lambda ซึ่งเปนการแสดงออกของ B-
cell clonality รวมไปถึงมี surface immunoglobulin ในระดับตํ่า โดยในการตรวจเลือดในผูปวย 
CLL จะพบ lymphocyte ขนาดเล็กถึงปานกลาง นิวเคลียสเกือบเต็มเซลล chromatin มีลักษณะ 
clumped ไมพบ nucleolus  

 และในโรคมะเร็งเม็ดเลือดขาวนั้น หากแบงตามเซลลที่เกิดโรคก็จะแบงยอยออกไปไดอีก 
ดังตารางที่ 2  
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ตารางที่ 2 ชนิดของมะเร็งเม็ดเลือดขาวตามชนิดของเซลลที่เกิดโรค [14] 

ชนิดของมะเร็งเม็ดเลือดขาว ชนิดของเซลลที่เกิดโรค 

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 องคการอนามัยโลกไดพยายามแบงชนิดของมะเร็งระบบโลหติตามพยาธิ
กําเนิด โดยทําการจัดกลุมโรคใหมตามเซลลที่ทําใหเกิดโรค และลักษณะเฉพาะทางคลินิกที่
สัมพันธกับเซลล ทําใหมะเร็งเม็ดเลือดขาว ไดถูกกระจายออกไปอยูกับหลายกลุมโรค โดยมะเร็ง
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เม็ดเลือดขาวชนิดเฉียบพลันหลายชนิดจะถูกแยกออกไปรวมกับโรคอ่ืนในกลุม acute leukemia, 
myeloproliferative neoplasms (MPN) และ myelodysplastic/myeloproliferartive neoplasms 
(MDS/MPN) โดยใน WHO classification 2008 จะทําการแบงชนิดของโรคออกเปนกลุมดังตาราง
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 (ตอ) 

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 (ตอ) 

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 (ตอ) 

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 (ตอ) 

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 (ตอ) 

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 

 โดยในกลุมของมะเร็งเม็ดเลือดขาวชนิดเฉียบพลันชนิด AML นั้น AML-M0 ถึง M7 ยกเวน 
M3 ไดถูกจัดตาม WHO classification 2008 ใหอยูในกลุม AML-not otherwise specified และ 
AML ที่มีความผิดปกติของโครโมโซมนั้นไดถูกจัดใหอยูในกลุม Acute myeloid leukemia with 
recurrent genetic abnormalities และทําการปรับลดเกณฑในการวินิจฉัยแยก AML จาก MDS 
โดยลดจํานวน blast ลง จาก 30% เปน 20% ของ non-erythroid cells ในไขกระดูก 

 เมื่อทําการเปรียบเทียบมะเร็งเม็ดเลือดขาวตามการแบงกลุมตาม FAB classification กับ
การแบงกลุมตาม WHO classification 2008 จะไดกลุมใหมดังตารางที่ 4 
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ตารางที่ 4 ชนิดของมะเร็งเม็ดเลือดขาวแบงกลุมตาม 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 จะเห็นไดวา ไดมีการแบงแยกชนิดของ leukemia ออกไปเปนกลุมตาง ๆ 
โดย Chronic myelogenous leukemia ไดถูกจัดไปอยูในกลุมของ Myeloproliferative 
neoplasms และ Myelodysplastic/myeloproliferative neoplasms สวน Chronic lymphocytic 
leukemia (CLL) จะถูกจัดไปอยูในกลุม Mature B-cell neoplasms สวน acute leukemia ในสวน
ของ Acute myeloid leukemia (AML) จะอยูในสวนของ AML and related precursor 
neoplasms และ Acute lymphoblastic leukemia (ALL) หรือ Burkitt leukemia จะจัดอยูในกลุม
ของ Precursor lymphoid neoplasms ยกเวน ALL-L3 จะถูกจัดไปอยูในกลุมของ Mature B-cell 
neoplasms เชนเดียวกับ CLL 

พลูคาว [29] 

 
รูปท่ี 5 ลักษณะของตนพลูคาว [30] 

  พลูคาว มีชื่อทางวิทยาศาสตรวา Houttuynia cordata Thunb. จัดเปนพืชในวงศ 
Saruraceae และมีชื่อเรียกอ่ืน ๆ คือ ผักกานตอง ผักเขาตอง ผักคาวทอง ผักคาวตอง พลูคาว 
(ไทย), chinese lizard tail, houttuynia (ทั่วไป), yu xing cao (จีน) พบไดทั่วไปในทวีปเอเชียต้ังแต
เทือกเขาหิมาลัยไปจนถึงเวียดนาม รวมทั้งประเทศไทยและญ่ีปุน [30] ลักษณะของตนพลูคาวเปน
พืชลมลุก มีกลิ่นคาว ลําตนใตดินเปนปลองส้ันๆ สีนวล ตามขอมีรากออกโดยรอบ ลําตนที่อยูเหนือ
ดินสูง 10-30 เซนติเมตร ใบเด่ียว ออกเวียนหรือออกสลับ แผนใบรูปไขกวาง 2.5-7.5 เซนติเมตร 
ยาว 3-9 เซนติเมตร ปลายใบแหลมมาก โคนใบรูปหัวใจ หรือรูปไต ขอบใบเรียบ เสนใบออกที่โคน
ใบ 5-7 เสน มีขนส้ันๆตามโคนใบแผนใบบนสีเขียวเขมกวาใตใบ ชอดอกออกตามยอด หรือซอกใบ
ใกลยอด รูปทรงกระบอกกวาง กวาง 5-8 มิลลิเมตร ยาว 2-2.5 เซนติเมตร มีกลีบประดับสีขาว 4 
กลีบ รูปรี หรือรูปไขกลับแกมขอบขนาด กวาง 5-7 มิลลิเมตร ยาว 1-2 เซนติเมตร รองรับโคนชอ 
กานชอยาว 1-2 เซนติเมตร  ชอดอกประกอบดวยดอกเล็กๆจํานวนมาก เรียงตัวแนนตามความยาว
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ของแกนชอ ดอกแตละดอกไมมีกานดอก ไมมีกลีบดอก มีเฉพาะเกสรเพศผู 3 อัน ยาวประมาณ 6 
มิลลิเมตร อับเรณูสีเหลือง ดอกออกมากในเดือนพฤษภาคมถึงสิงหาคม 

สารออกฤทธิ์ที่พบในพลูคาว มีหลายชนิด ไดแก essential oil, alkaloids และ flavonoids 

Essential oils [31] เชน -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] เชน Aristolactam A, Aristolactam B, Aristolactam A II, Piperolactam 
A, Norcepharadione B, Cepharadione B และ Splendidine ดังรูปที่ 6 

Flavonoids [33, 34] เชน Quercetin, Quercitrin, Hyperin และ Rutin  

 

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

จากการศึกษาที่ผานมาคาดวา พลูคาวสามารถใชในการรักษามะเร็งทางเดินอาหาร 
มะเร็งหลอดอาหาร มะเร็งกระเพาะอาหาร มะเร็งลําไส [29, 35, 36] มะเร็งทางเดินหายใจ มะเร็ง
ปากมดลูก มะเร็งเตานม มะเร็งปอด รักษาอาการขางเคียงที่เกิดจากการใชรังสีรักษา และเคมี
บําบัด ยับยั้งและทําลายเซลลมะเร็งเม็ดเลือดขาว [3, 4, 29] ยับยั้งการอักเสบและเพิ่มภูมิ
ตานทาน [37-39] ยับยั้งการติดเชื้อ [31, 40, 41]  ตอตานอนุมูลอิสระ [42-44] โดยพลูคาวจะทํา
ใหเกิดการตายแบบ apoptosis โดยการไปกระตุน mitochondria ใหหล่ัง cytochrome C เพื่อให
ไปกระตุน caspase-9 และ caspase-3 ตอไป จนเกิดการตายแบบ apoptosis ในที่สุด 
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ตารางที่ 5 องคประกอบของ 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 องคประกอบของ 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] 

  ฟลาโวนอยดเปนสารประกอบจําพวกโพลีฟนอล (polyphenol) ที่พบมากที่สุดใน
พืช โดยเฉพาะผักและผลไม และอาหารที่มีพืชเปนสวนประกอบ โดยมีสวนประกอบหลักของ
โครงสร า ง เป น  3-คาร บอน เ ช่ื อมกับวงแหวนไพแรน  ห รือวงแหวนไพรอน  เ รี ยกว า 
phenylbenzopyrone structure (C6-C3-C6)  

 

รูปท่ี 8 ลักษณะโครงสรางพื้นฐานของสารฟลาโวนอยด [46]  

ฟลาโวนอยดยังสามารถแบงออกได ตามลักษณะเปดของวงแหวนไพแรน B หรือ C 
ออกเปนกลุม ๆ ไดทั้งหมด 6 กลุม 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 ลักษณะโครงสรางของสารฟลาโวนอยดชนิดตาง ๆ [45] 
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คุณสมบัติของฟลาโวนอยด [45, 47] 

จากการศึกษาทีผานมาพบวา สารฟลาโวนอยดนั้นมีคุณสมบัติทางดานชีวภาพในหลาย ๆ 
ดาน กลาวคือ 

- ตอตานอนุมูลอิสระ (anti-oxidant) โดยฟลาโวนอยดจะให H กับอนุมูลอิสระ (RO) 
และจะมีการให H แกอนุมูลอิสระอีกคร้ัง หรือเกิดพันธะไฮโดรเจนภายในฟลาโวนอยด [48] 

 

 

รูปท่ี 10 คุณสมบัติโครงสรางของสารฟลาโวนอยดในการตานอนุมูลอิสระ [48, 49] 

- ตอตานอาการอักเสบ [50] โดยจะไปลดการทํางานของเอนไซม cyclooxygenase 
และ lipoxygenase [47] และลดการสังเคราะหของ eicosanoids [51] เชน prostaglandin ที่มี
สวนเกี่ยวของกับการตอบสนองทางภูมิคุมกันของรางกาย และยังไปยับยั้งการ phosphorylation 
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ของ IB เพื่อไมให NF-B เขาสูนิวเคลียส เพื่อสังเคราะห nitric oxide (NO) และ 
cyclooxygenase ที่เกี่ยวของกับการอักเสบ [52] 

 

รูปท่ี 11  การตานการอักเสบของสารฟลาโวนอยด [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)  

 

- ตอตานอาการแพ โดยจะไปยับยั้งการสงสัญญาณของ IL-12 ในการกระตุนใหเกิดการ
แพ โดยจะไปยับยั้ง JAK-STAT pathway [53] 
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รูปท่ี 12 การยับยั้ง JAK-STAT signaling pathway โดย quercetin [53] 

- ควบคุมการเจริญเติบโตของเซลลมะเร็ง โดยจากการที่สารฟลาโวนอยดมีคุณสมบัติ

เปน anti-oxidant ที่จะไปลดปริมาณของ RO ที่เกี่ยวของกับกระบวนการ carcinogensis [47] 
จะไปยับยั้งการกระตุนการเพิ่มจํานวนของ growth factors, ยับยั้งการทํางานของเอนไซม 
tyrosine kinase  [54] และกระตุนการแสดงออกของ Bax และ Bak ในการกระตุน mitochondrial 
ใหปลอย cytochrome c ทําใหเกิดการเกิด caspase-9 และ caspase-3 และลดการแสดงออก
ของ Bcl-2, Bcl-XL ซึ่งเปนตัวยับยั้งการเกิด apoptosis รวมไปถึงยับยั้ง DNA topoisomerase I/II 
และควบคุม cell cycle ทําใหเกิดการหยุดการเจริญเติบโตอยูที่ระยะใดระยะหน่ึงใน cell cycle ทาํ
ใหเซลลมะเร็งไมสามารถเจริญเติบโตได และยังไปยับยั้งกระบวนการในการกอใหเกิดมะเร็ง [55-
57] 
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รูปท่ี 13 การยับยั้งการทาํงานของเอนไซม tyrosine kinase ของสารฟลาโวนอยด [54] 

Flavonoids จะไปยับยั้งการทํางานของเอนไซม tyrosine kinase ใน signaling 
parthways ตาง ๆ ทําใหโปรตีนที่เกี่ยวของในการเจริญของเซลลมะเร็งนั้นลดลง ซึ่ง
เปนกลไกอยางหนึ่งในการควบคุมและรักษาโรคมะเร็ง 
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รูปท่ี 14 การกระตุนการเกิด apoptosis ของสารฟลาโวนอยด [58] 

 

 

รูปท่ี 15 การยับยั้งกระบวนการกอใหเกดิมะเร็งของสารฟลาโวนอยด [57] 
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สารฟลาโวนอยดที่พบมากในพลูคาว 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) เปนสารฟลาโวนอยดที่จัดอยูใน
กลุม flavonols ซึ่ง quercitrin และ hyperin เปนอนุพันธของ quercetin โดย quercitrin เปน 
glycosides form ของ quercetin และน้ําตาล deoxy rhamnose [59] และ hyperin เปน 3-O-
galactoside ของ quercetin 

 

รูปท่ี 16 โครงสรางของสาร Quercetin [60] 

 

รูปท่ี 17 โครงสรางของสาร Quercitrin [59] 

 

รูปท่ี 18 โครงสรางของสาร Hyperin [61] 

http://en.wikipedia.org/wiki/Galactoside
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 จากการศึกษาที่ผานมาพบวา quercetin นั้นจะมีคุณสมบัติเชนเดียวกับสารในกลุมฟลา
โวนอยด คือ ยับยั้งอนุมูลอิสระ [62] สามารถควบคุมการเจริญเติบโตของเซลลมะเร็ง โดย การ
เหนี่ยวนําใหมะเร็งเม็ดเลือดขาวตาย ยับยั้งการทํางานของ DNA topoisomerase I รวมไปถึงการ
ยับยั้งในกระบวนการกอใหเกิดมะเร็ง และยังไปกระตุนใหมีการหล่ังของ cytochrome c ใหเกดิการ
สราง caspase 9  และ caspase 3 และยับยั้งการสราง calmodulin [51, 55-57, 63-65], ยับยั้ง
การอักเสบ โดยการไปลดการกระตุน และควบคุมการเพิ่มจํานวนของ lymphocyte [50, 66], 
ยับยั้งอาการแพโดยการไปยับยั้งสัญญาณของ IL-12 โดยผานทาง JAK-STAT signaling 
pathway [53] 

  ไซโตไคน (Cytokines) [67, 68] 

ไซโตไคนเปนโปรตีนขนาดเล็กที่มีบทบาทในการติดตอ และปฏิสัมพันธกัน
ระหวางเซลล ซึ่งประกอบไปดวย interleukins (IL), colony stimulating factors (CSF), tumor 
necrosis factors (TNF) และ interferons (IFN) โดยไซโตไคนมีบทบาทในการกระตุนระบบ
ภูมิคุมกัน และการควบคุมการเจริญเติบโตของเซลล ซึ่งไซโตไคนสามารถทําหนาที่ทั้งในการ
กระตุนและการยับยั้ง โดยแบงบทบาทออกไดดังนี้ 

- pleiotropy คือ ไซโตไคนชนิดเดียวกันที่ออกฤทธิ์ในเซลลตางชนิดกัน ทําใหเซลลนั้น
แสดงออกไมเหมือนกัน 

- redundancy คือ ไซโตไคนตางชนิดกันที่สามารถออกฤทธ์ิใหเซลลชนิดหนึ่งแสดงออก
เหมือนกัน 

- synergy คือ ไซโตไคน 2 ชนิดที่เสริมฤทธ์ิในการกระตุนหรือยับยั้งกัน 

- antagonism คือ ไซโตไคน 2 ชนิด ที่ตานฤทธ์ิในการกระตุนหรือยับยั้งกัน 
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รูปท่ี 19  การทํางานและการปฏิสัมพันธกนัระหวางไซโตไคนตอกระบวนการสรางเม็ด
เลือด [67] 

 โดย CSF และ IL เปนไซโตไคนที่ควบคุมในเชิงบวก โดยยับยั้งการเกิด apoptosis และ
กระตุนใหมีการเพิ่มจํานวนและพัฒนาของเซลล ในขณะที่ไซโตไคนที่ควบคุมในเชิงลบ คือ TNF 

และ transforming growth factor  ซึ่งทําหนาที่ในดานตรงกันขามกับ CSF และ IL 

 IL-1 [7-9, 69, 70] 

IL-1 เปนไซโตไคนชนิดหนึ่งในกลุม IL-1 สรางจากเซลล mononuclear phagocytes, 
fibroblasts, keratinocytes และ T และ B lymphocytes และจัดอยูในกลุมของ proinflammatory 
cytokines ที่มีบทบาทในดานการกอใหเกิดการอักเสบ รวมไปถึงมีบทบาทเกี่ยวของกับการ
เจริญเติบโตของเซลลเม็ดเลือดปกติ และเซลลมะเร็งเม็ดเลือดขาว โดยการกระตุนเซลลตัวเองและ
เซลลรอบขางใหมีการเพิ่มจํานวนของเซลล 

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

IL-2 เปนไซโตไคนที่มีหนาที่ในการควบคุมการเจริญเติบโตของเซลลเม็ดเลือด โดยเฉพาะ
เซลลเม็ดเลือดขาวชนิด lymphocyte สรางจากเซลล activated T helper cells เปนสวนใหญ โดย
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การกระตุนการแสดงออกของ NF-B และ IL-2 receptor รวมทั้งยังมีบทบาทสําคัญในระบบ
ภูมิคุมกัน โดยควบคุมพัฒนาการของ T cell, B ell รวมไปถึง natural killer cell (NK cell) และยัง
ทําหนาที่เปน autocrine growth factor อีกดวย 

IL-4 [70, 72, 73] 

IL-4 สรางจาก CD4+ T helper cells, mast cells และ basophils โดยเหนี่ยวนําการ 
differentiation ของ CD4+ T cells ใหเปน T helper 2 (TH2) cells และยับยั้งการพัฒนาของ TH1 
cells และยังทําหนาที่เปน growth factor ของ B cell, T cell และ mast cell รวมไปถึงกระตุนการ
สราง collagen และ IL-6 อีกทั้ง IL-4 ยังสามารถกระตุนใหเกิดอาการแพ และมีบทบาทสําคัญใน
การควบคุม IgE 

IL-5 [70, 74-76] 

IL-5 สรางจาก CD4+ T helper cells และ NK cells โดยเกี่ยวของกับการเพิ่มจํานวนและ
การ differentiation ของ eosinophils ในโรคที่เกี่ยวของกับการอักเสบ และสามารถเพ่ิมการ
กระตุนการเพิ่มจํานวนของ B cells รวมไปถึงกระตุน cytotoxicity ของ T cell และ IL-5 ยัง
สามารถกระตุนการ differentiation ของ TH2 cells  

IL-6 [7, 70, 77] 

IL-6 เปนไซโตไคนที่สรางจากเซลลหลายชนิดทั้ง mononuclear phagocytes, T cells 

รวมไปถึง fibroblasts โดยจะถูกเหนี่ยวนําใหมีการสรางจาก IL-1, TNF- และ platelet derived 
growth factor (PDGF) มีคุณสมบัติเปน proinflammatory cytokines และ anti-inflammatory 
cytokines ดวยเชนเดียวกัน ข้ึนอยูกับสภาวะแวดลอม และยังมีบทบาทเกี่ยวของกับการ
เจริญเติบโตของเซลลเม็ดเลือด โดยทํางานรวมกับ CSF และ IL-3 ในการกระตุนใหมีการเพิ่ม
จํานวนของเซลลเม็ดเลือด 

IL-7 [70, 78, 79] 

IL-7 เปนไซโตไคนที่สรางจาก bone marrow และ thymic stromal cell โดยกระตุนการ
พัฒนาของ pre-B และ pre-T cells และทําหนาที่เปน growth factor สําหรับ B cells, T cells 
และ thymocytes และควบคุมระบบ homeostasis ของ T cells รวมไปถึงเหนี่ยวนําใหเกิดการ
ตอบสนองทางภูมิคุมกันแบบ type I  
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IL-8 [70, 80-82] 

IL-8 หรือ CXCL-8 เปนไซโตไคนที่สรางจาก mononuclear phagocytes, antigen 
activated T cells, endothelial และ epithelial cells รวมไปถึง neutrophils ทําหนาที่เปน 
chemotactic ในการเคลื่อนที่และกระตุน neutrophils โดยทําให neutrophils มีการแสดงออกของ 
cell-surface adhesion molecule เพิ่มมากข้ึน และควบคุมการทํางานของเม็ดเลือดขาวใน
กระบวนการอักเสบ อีกทั้ง IL-8 ยังมีคุณสมบัติกระตุน angiogenic responses ทําใหเกิดการเพิ่ม
จํานวนและการอยูรอดของเซลล endothelial และเซลลมะเร็ง และยังเกี่ยวของกับการแพรกระจาย
ของมะเร็ง 

IL-10 [70, 83] 

IL-10 เปนไซโตไคนที่ทําหนาที่ยับยั้งการสราง IFN- ของ activated T cells โดยสามารถ
สรางจาก TH2 cells และยับยั้งการทํางานของ TH1 cells โดยการยับยั้งการสราง TH1 cytokines 
และยังสามารถทําหนาที่เปน co-differentiation factor สําหรับ cytotoxic T cells และ co-
factors ในการเจริญเติบโตของ T cells และ IL-10 สามารถยับยั้งการเกิด apoptosis โดยการ
กระตุนการทํางานของ phosphatidylinositol 3’-kinase (PI3K) 

IL-12 [70, 84, 85] 

IL-12 หรือ natural killer cell stimulatory factor (NKSF) และ cytotoxic lymphocyte 
maturation factor (CLMF) ทําหนาที่กระตุนการสรางและการทํางานของ cytotoxic T cells และ 
lymphokine-activated killer (LAK) cells และเหนี่ยวนําการเพิ่มจํานวนของ activated T cells 
และ NK cells โดย IL-12 จะมีบทบาทสําคัญในการเกิดการอักเสบแบบ cell-mediated และทําให
เกิดปฏิกิริยาทางภูมิคุมกันในการตอตานมะเร็ง และทําใหเซลลมะเร็งตายแบบ apoptosis โดยการ
กระตุนการแสดงออกของ Fas 

IL-13 [70, 72, 86] 

IL-13 สรางจาก TH2 cells ทําหนาที่เปน anti-inflammatory โดยจะไปยับยั้งการสรางของ 

inflammatory cytokines เชน IL-1, TNF-, IL-8 และ IL-6 และ IL-13 จะสามารถกระตุนการ
เพิ่มจํานวนและการ differentiation ของ monocyte และ  B lymphocytes รวมไปถึงรวมกับ IL-4 
ในการกระตุนการแสดงออกของ major histocompatability complex  (MHC) class II 
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IL-17 [70, 87] 

IL-17 เปนไซโตไคนที่สรางจาก activated T cells ทําหนาที่ในการกระตุนการสราง IL-6 
และ IL-8 และกระตุนการแสดงออกของ Inter-Cellular Adhesion Molecule 1 (ICAM-1) และยัง
มีบทบาทในการควบคุมการตอบสนองทางภูมิคุมกัน และเหนี่ยวนําใหมีการสราง cytokines ที่
เกี่ยวของกับการควบคุมการอักเสบ 

G-CSF [70, 88] 

G-CSF  หรือ granulocyte-colony stimulating factor จัดเปนไซโตไคนที่เกี่ยวของกับ
กระบวนการสรางเม็ดเลือด ทําใหเกิดการเพิ่มจํานวนและการ differentiation ของ hematopoietic 
progenitor cells โดยสรางจาก monocytes, T cells, fibroblasts และ endothelials ที่ถูกกระตุน
ดวย IL-1 และ TNF โดยสามารถกระตุน neutrophils 

GM-CSF [70, 89] 

GM-CSF หรือ granulocyte/macrophage-colony stimulating factor เปนไซโตไคนที่
เกี่ยวของกับกระบวนการสรางเม็ดเลือด โดยสรางจาก monocytes, T cells, fibroblasts และ 
endothelials ที่ถูกกระตุนดวย IL-1 และ TNF โดยจะไปกระตุน neutrophils และการทํางานของ 
eosinophils และ mononuclear phagocytes และชวยฟนฟูการตอบสนองทางภูมิคุมกันแบบ 
innate ในคนไขที่ไดรับการกดภูมิคุมกันดวย glucocorticoid 

IFN- [70, 72, 90] 

IFN- หรือ interferon- เปนไซโตไคนที่จัดอยูในกลุม type II interferon มีคุณสมบัติเปน 
anti-viral โดยไปรบกวนการ replication ของ virus ซึ่งสรางจาก activated T cells และ NK cells 
ทําหนาที่ในการกระตุนการแสดงออกของ MHC class I และ II ของ nucleated cells และกระตุน
การทํางานของ mononuclear phagocytes อีกทั้งยังสามารถกระตุนการเพ่ิมการแสดงออกของ 

IL-13 receptor 2 (IL-13R2) บนผิวเซลล และการเพิ่มการแสดงออกของ chemokines ทั้ง 

MCP-1, MIP-1 รวมไปถึงยับยั้งการเจริญเติบโตของเซลล 

MCP-1 [70, 91, 92] 

MCP-1 หรือ monocyte chemoattractant protein-1 หรือ CCL-2 จัดเปน chemokines 
ที่กระตุนการเคล่ือนที่และการทํางานของ neutrophils และยังกระตุนให monocytes เคล่ือนที่ผาน 
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endothelial และ epithelial cells ไปยังบริเวณที่มีการอักเสบ และมีบทบาทสําคัญในการเกิด 
acute inflammation สรางจาก monocytes โดยการกระตุนของ inflammatory cytokines 

MIP-1 [70, 93, 94] 

MIP-1 หรือ macrophage inflammatory protein-1 หรือ CCL-4 จัดอยูในกลุมของ 
chemotactic cytokines ทําหนาที่ในการกระตุนการเคล่ือนที่และการทํางานของ neutrophils 
และยังสามารถกระตุนการเคล่ือนที่ของ monocytes และ T lymphocytes อีกทั้งยังกระตุนการ
ตอบสนองทางภูมิคุมกัน และกระตุนให T cells หล่ัง IL-4 และ IL-6 และยังมีการศึกษาพบวา 

MIP-1 จะเหนี่ยวนําการตายแบบ apoptosis ของ pre-B cells  

TNF- [7, 95, 96] 

TNF- เปนไซโตไคนอีกตัวหนึ่งในกลุม proinflammatory cytokines ที่มีบทบาทสําคัญ
ในระบบภูมิคุมกันและกอใหเกิดการอักเสบ และยังเกี่ยวของกับกระบวนการเจริญเติบโตของเซลล

เม็ดเลือด โดยจะไปกระตุนใหเกิดการสราง CSF และ IL-6 ข้ึน รวมไปถึง TNF- สามารถกระตุน
ใหเกิดการมีชีวิตรอด และการตายแบบ apoptosis ของเซลลได  

จากการศึกษาที่ผานมาพบวา ไซโตไคนที่กลาวมาในกลุมขางตนนั้น จะมีบทบาทท้ังใน
การควบคุมการเจริญเติบโตของเซลลเม็ดเลือดปกติ รวมไปถึงเซลลมะเร็งเม็ดเลือดขาว [5, 97, 98
] และกระตุนการอักเสบ ซึ่งพบวาสาร propranolol จะยับยั้งการเกิดมะเร็ง โดยจะไปลดปริมาณ
ของ vascular endothelial growth factor (VEGF) และ matrix metalloproteinase-2 (MMP-2) 
activity ซึ่งจะเก่ียวของในกระบวนการ angiogenesis ซึ่งเปนกระบวนการที่สําคัญที่จะทําให
มะเร็งมีการเจริญเติบโตและลุกลามตอไป [99] และสาร Leptomycin B จะไปควบคุมการทํางาน

ของ NF-B ซึ่งมีบทบาทในการสราง cytokines, การเจริญเติบโตและการอยูรอดของเซลล โดย

จะไปเพิ่มการสะสมของ IB ที่จะไปจับกับ NF-B ทําให NF-B ไมสามารถเขาไปใน nucleus 
เพื่อที่จะกระตุนการ transcription ของยีนที่เกี่ยวของ [100, 101] ทําใหมีการสรางไซโตไคนลดลง 
ซึ่งเปนผลทําใหเกิดการเพิ่มจํานวนและการเจริญเติบโตของเซลลมะเร็งเม็ดเลือดขาวลดลง 
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บทที่  3 

วิธีดําเนินการวิจัย 

กลุมตัวอยางท่ีใชในการทดสอบ 

1. ตัวอยางเซลลมะเร็งเม็ดเลือดขาวเพาะเล้ียงที่ใชในการทดสอบ 

เซลลมะเร็งเม็ดเลือดขาวเพาะเล้ียงที่นํามาใชในการทดสอบมี 2 ชนิด คือ 

1.1 เซลลมะเร็งเม็ดเลือดขาวเพาะเล้ียง Jurkat (human acute T cell leukemia) 

 

รูปท่ี 20 ลักษณะของเซลลมะเร็งเม็ดเลือดขาวเพาะเล้ียง Jurkat (100x) 

1.2  เซลลมะเร็งเม็ดเลือดขาวเพาะเล้ียง U937 (human chronic myelogenous 
leukemia cell) 

 

รูปท่ี 21 ลักษณะของเซลลมะเร็งเม็ดเลือดขาวเพาะเล้ียง U937 (100x) 
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2. ตัวอยางสมุนไพรที่ใชในการทดสอบ 

สมุนไพรที่นํามาใชในการทดสอบ คือ พลูคาว โดยทําการเก็บรวบรวมตัวอยางพลูคาว
จากอําเภอเมือง จังหวัดลําพูน ในเดือนพฤศจิกายน 2553 และนํามาทําการยืนยันชนิดของพลูคาว
โดยหนวยปฏิบัติการวิจัยพรรณไมประเทศไทย ภาควิชาพฤกษศาสตร คณะวิทยาศาสตร 
จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย (Herbarium number 013435 (BCU)) 

 

เครื่องมือที่ใชในการวิจัย 

-20C freezer     Sanyo, ญี่ปุน 

-80C deep freezer    ilshin Lab, เนเธอแลนด  

4C refrigerator    Mitsubishi, ญ่ีปุน 

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, สวิสเซอรแลนด 

Autoclave     Tomy, ญ่ีปุน 

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, ญ่ีปุน 

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

CO2 incubator     Thermo scientific, สหรัฐอเมริกา 

Cryovial tube 2.0 ml    Nunc, เดนมารก   

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, ญ่ีปุน 

Laminar flow     Faster, อิตาลี 

Light microscope    Olympus, ญ่ีปุน 

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, ฟนแลนด 

pH meter     Mettler Toledo, สวิสเซอรแลนด 

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 

 

สารเคมีที่ใชในการวิจัย 

 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 แตไมรวมรากมาทําการลางใหสะอาด และผ่ึงลมใหแหง จากนั้น
นําไปอบที่อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส จนพลูคาวแหง จะไดลักษณะดังรูปที่ 22 และนํามาบดให
ละเอียด เพื่อที่จะนํามาทําการสกัดตอไป 

 
รูปท่ี 22 ลักษณะของพลูคาวท่ีผานการอบแหง 

 การสกัดพลูคาวเพื่อนํามาใชในการวิจัย จะทําการสกัด 2 แบบ คือ การสกัดดวยน้ํา และ
การสกัดดวยแอลกอฮอล 

1.1 การสกัดพลูคาวดวยน้ํา (water extract) โดยทําการสกัดและดัดแปลงวิธีการ
บางสวนจาก Han และคณะ [102] โดยมีวิธีการสกัดดังนี้ 

 นําพลูคาวแหงจํานวน 50 กรัม มาทําการแชลงในน้ํากล่ันที่อุณหภูมิ 70 องศา
เซลเซียส จํานวน 500 มิลลิลิตร เปนเวลา 5 ชั่วโมง เม่ือครบเวลา 5 ชั่วโมง นํามากรองดวยผาขาว
บาง จะไดสารสกัดที่มีลักษณะดังรูปที่ 23 และนําไปแชแข็งที่อุณหภูมิ -80 องศาเซลเซียส เพื่อ
เตรียมที่จะทําการระเหิดใหแหง (lyophilization) ตอไป 
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รูปท่ี 23 ลักษณะของสารสกัดพลูคาวที่ผานการสกัดดวยน้ํา 

1.2 การสกัดพลูคาวดวยเอทิลแอลกอฮอล 95% (ethanolic extract) โดยทําการสกัดและ
ดัดแปลงวิธีการบางสวนจาก Ampasavate และคณะ [103] โดยมีวิธีการสกัดดังนี้ 

  นําพลูคาวแหงจํานวน 50 กรัม มาทําการแชลงในเอทิลแอลกอฮอล 95% ที่
อุณหภูมิหอง จํานวน 500 มิลลิลิตร เปนเวลา 3 วัน เมื่อครบเวลา 3 วัน นํามากรองดวยผาขาวบาง 
จะไดสารสกัดที่มีลักษณะดังรูปที่ 24 จากน้ันนําไปทําการ evaporation ดวยเคร่ือง rotary 
evaporator ซึ่งเปนเคร่ืองเตรียมสารใหเขมขน โดยใชการกล่ันสารละลายที่อุณหภูมิตํ่าและความ
ดันตํ่า ที่อุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียส เพื่อทําการแยกเอาแอลกอฮอลออกจากสารสกัด แลวจึงนําไป
แชแข็งที่อุณหภูมิ -80 องศาเซลเซียส เพื่อเตรียมที่จะทําการระเหิดใหแหงตอไป 

 

รูปท่ี 24 ลักษณะของสารสกัดพลูคาวที่ผานการสกัดดวย 95% แอลกอฮอล 
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1.3 การระเหิดสารสกัดพลูคาว ดวยวิธี lyophilization โดยนําสารสกัดพลูคาวที่ผานการ
แชแข็งที่อุณหภูมิ -80 องศาเซลเซียส มาเขาเคร่ือง Freeze dryer ซึ่งเปนเคร่ืองเตรียมสารใหแหง 
โดยไมทําใหสารเสียคุณสมบัติ ที่อาศัยหลักการเปล่ียนสถานะของตัวอยางจากของแข็งใหเกิดการ
ระเหิดกลายเปนไอ โดยทําการระเหิดจนกวาสารสกัดจะแหง แลวทําการเก็บสารสกัดแหงที่ไดที่
อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส 

1.4 การหาปริมาณ percent yield (%yield) ของสารสกัดจากพลูคาว โดยทําการช่ังสาร
สกัดแหงที่ไดหลังจากการทําการระเหิด และนํามาคํานวณหา % yield จากสูตร 

  % yield =  น้ําหนักของสารสกัดแหง x 100  

        น้ําหนักของพลูคาวแหง 

2. การตรวจวัดปริมาณของสารฟลาโวนอยด 

 การตรวจวัดปริมาณของสารฟลาโวนอยดในสารสกัดพลูคาว จะทําการตรวจวัดดวยวิธี 
Aluminium chloride colorimetric assay 

 การตรวจวัดปริมาณของสารฟลาโวนอยดจะทําตามวิธีของ Kim และคณะ [104, 105] 
โดย aluminium chloride จะทําปฏิกิริยากับ C-4 keto group และ C-3 หรือ C-5 hydroxyl group 
ของฟลาโวนอยดกลุม flavones และ flavonols เกิดเปนสารประกอบ complex ที่ทนตอกรดที่มีสี
เขียว และ aluminium chloride จะทําปฏิกิริยากับ ortho-dihydroxyl group ในวงแหวน A- หรือ 
B- ของฟลาโวนอยด เกิดเปนสารประกอบ complex ที่ไมทนตอกรด ที่มีสีเขียว ที่จะแปรผันตาม
ปริมาณของสารฟลาโวนอยดที่มีอยูในสารสกัด โดยการตรวจวิธีนี้ใช quercetin เปนสารมาตรฐาน 

คาปริมาณของสารฟลาโวนอยดทั้งหมดจะรายงานในหนวย g เมื่อเทียบกับ quercetin ตอ

น้ําหนักของสารสกัดพลูคาวแหง (g QE/mg dried H.cordata extract) และหนวย mg เมื่อ
เทียบกับ quercetin ตอน้ําหนักของพลูคาวแหง (mg QE/g dried H.cordata) 

2.1.1 ทําการเตรียมสารละลายกอนการทดลอง ดังนี้ 

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

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

- สารละลาย sodium hydroxide (NaOH) ความเขมขน 1 M 
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- สารมาตรฐาน quercetin ความเขมขน 1000, 500, 250, 125, 62.5, 31.25, 15.625 

และ 7.8125 g/ml  

 2.1.2 ผสมสารสกัดพลูคาวที่ความเขมขน 1 mg/ml จํานวน 0.2 มิลลิลิตร กับน้ํา distilled 
deionized water จํานวน 0.8 มิลลิลิตร และเติม NaNO2 5% w/v จํานวน 0.06 มิลลิลิตร เปน
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 และนําไปวัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคล่ืน 510 นาโนเมตร ดวยเคร่ือง UV/VIS 
spectrophotometer นําคาที่ไดไปเปรียบเทียบหาคาปริมาณของสารฟลาโวนอยด โดยทําการ
เปรียบเทียบจากกราฟมาตรฐาน quercetin 

ตารางที่ 8 ข้ันตอนการตรวจหาปริมาณของสารฟลาโวนอยดดวยวิธี 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 

ผสมใหเขากนัและต้ังทิง้ไวทีอุ่ณหภูมิหองเปนเวลา 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 

ผสมใหเขากนัและนําไปวัดคาการดูดกลืนแสง (Abs.) ที่ความยาวคล่ืน 510 นาโนเมตรของสาร
มาตรฐาน และสารกัดพลูคาว เปรียบเทียบกับ blank 
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3. การเพาะเลี้ยงเซลลมะเร็งเม็ดเลือดขาวเพาะเลี้ยง 

 3.1 การเพาะเล้ียงเซลล 

 เซลลมะเร็งเม็ดเลือดขาวเพาะเล้ียง 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) และเพาะเล้ียงเซลลในตูอบเพาะเล้ียง CO2 ที่อุณหภูมิ 37 องศา
เซลเซียส โดยมีความเขมขนของกาซคารบอนไดออกไซด 5% 

 3.2 การเตรียมเซลลมะเร็งเม็ดเลือดขาวเพาะเล้ียง 

 นําเซลลมะเร็งเม็ดเลือดขาวเพาะเล้ียงมาทําการเปล่ียนอาหารเล้ียงเซลล และนําไป
เพาะเล้ียงเซลลในตูอบเพาะเล้ียง CO2 ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส โดยมีความเขมขนของกาซ
คารบอนไดออกไซด 5% เปนเวลา 1 วันกอนนํามาทําการทดสอบ จากนั้นนําเซลลที่ผานการ
เพาะเล้ียง 1 วัน มาทําการนับจํานวนเซลล โดยใช hemocytometer ในการนับ โดยจะทําการนับ
เซลลในชอง A, B, C และ D ดังรูปที่ 25 แลวทําการคํานวณเพื่อใหไดปริมาณเซลลตอมิลลิลิตร 
และทําการดูเปอรเซ็นตเซลลที่มีชีวิตรอดดวย trypan blue ซึ่งจะตองไดเปอรเซ็นตเซลลที่มีชีวิต
รอดมากกวา 90 % จึงจะสามารถนํามาใชทําการทดสอบได โดยเซลลที่มีชีวิตรอดจะไมติดสี 
trypan blue ในขณะที่เซลลตายจะติดสี trypan blue และสามารถคํานวณหาเปอรเซ็นตเซลลที่มี
ชีวิตรอดไดจากสูตร 

   % cell viability  = viable cells  x 100 

       total cells 

  เมื่อไดปริมาณเซลลที่มีทั้งหมด แลวนํามาทําใหเซลลมีปริมาณ 500,000 เซลล/
มิลลิลิตร 
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รูปท่ี 25 ลักษณะตารางของ hemocytometer [106] 

4. การเตรียมสารสกัดพลูคาวและสารฟลาโวนอยด 

 นําสารสกัดพลูคาวแหงจํานวน 5 มิลลิกรัม ละลายใน RPMI-1640 จํานวน 1 มิลลิลิตร 
เพื่อใหไดความเขมขน 5 mg/ml เพื่อที่จะทําการเจือจางในอัตราสวน 1 : 2 ดวย RPMI-1640 

เพื่อใหไดความเขมขน 5000, 2500, 1250, 625,312.5,156.25 และ 78.125 g/ml ตามลําดับ 

 นําสารฟลาโวนอยดจํานวน 1 มิลลิกรัม ละลายใน RPMI-1640 จํานวน 1 มลิลิลิตร เพือ่ให
ไดความเขมขน 1 mg/ml เพื่อที่จะทําการเจือจางในอัตราสวน 1 : 2 ดวย RPMI-1640 เพื่อใหได

ความเขมขน 1000, 500, 250, 125, 62.5, 31.25 และ 15.625 g/ml ตามลําดับ 

5. การประเมินฤทธิ์ทางชีวภาพในการยับยั้งการแบงเซลลของเซลลมะเร็งเม็ดเลือดขาว
เพาะเลี้ยง 

 การประเมินฤทธิ์ทางชีวภาพในการยับยั้งการแบงเซลลของเซลลมะเร็งเม็ดเลือดขาวเพาะ 
เล้ียงของสารสกัดพลูคาวและสารฟลาโวนอยด จะทําการทดสอบ 2 วิธีคือ วิธี XTT assay และวิธี 
microscopic analysis 

 5.1 ทําการเตรียมสารละลายกอนการทดลอง ดังนี้ 

 - สาร XTT ที่ความเขมขน 1 mg/ml ที่มี phenazinemethosulfate (PMS) 1% 

 5.2 การประเมินฤทธ์ิทางชีวภาพในการยับยั้งการแบงเซลลของเซลลมะเร็งเม็ดเลือดขาว
เพาะเล้ียงของสารสกัดพลูคาวและสารฟลาโวนอยด โดยวิธี XTT assay 
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 การประเมินฤทธ์ิทางชีวภาพดวยวิธี XTT assay จะทําการทดสอบและดัดแปลงวิธีของ 
Chiang และคณะ [107] เปนการประเมินฤทธ์ิทางชีวภาพของสารสกัดพลูคาว และสารฟลาโว
นอยดในการเหนี่ยวนําใหเซลลมะเร็งเม็ดเลือดขาวเพาะเล้ียงเกิดการตาย ดวยวิธี XTT assay ซึ่ง
อาศัยหลักการของเอนไซม mitochondrial dehydrogenase ภายในเซลลที่มีชีวิต จะทําการรีดิวซ
สาร XTT (2,3-Bis(2-methoxy-4-nitro-5-sulfophenyl)-2H-tetrazolium-5-carboxanilide inner 
salt) ที่มีสีเหลือง โดยเปล่ียน tetrazolium salt ของ XTT ใหเปน formazan ที่มีสีสม ซึ่งสามารถ
ละลายน้ําได โดยมีวิธีการทดสอบดังนี้ 

 ทําการทดสอบในจานเพาะเลี้ยงชนิด 96 หลุม (96 well plate) โดยใสเซลลที่มีปริมาณ

เซลล 500,000 เซลล/มิลลิลิตร ลงไปในแตละหลุม ๆ ละ 90 l และเติมสารสกัดพลูคาวและสาร 

ฟลาโวนอยดที่ความเขมขนตาง ๆ ลงไปในแตละหลุม ๆ ละ 10 l โดยใช RPMI-1640 เปน 
negative control และ vincristine เปน positive control จากนั้นนําเซลลไปเพาะเล้ียงในตูอบ
เพาะเล้ียง CO2 ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส โดยมีความเขมขนของกาซคารบอนไดออกไซด 5% 

เปนเวลา 2 วัน เม่ือครบกําหนดเวลา 2 วัน นํามาเติม XTT working solution ลงไปหลุมละ 20 l 
และนําไปเพาะเล้ียงในตูอบเพาะเล้ียง CO2 ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส โดยมีความเขมขนของ
กาซคารบอนไดออกไซด 5% เปนเวลา 4 ชั่วโมง เมื่อครบ 4 ชั่วโมง นําไปวัดคาการดูดกลืนแสงที่
ความยาวคล่ืน 450 และ 690 นาโนเมตร ดวยเคร่ือง ELISA plater reader นํามาคํานวณหาคา 
%cell viability จากสูตร และหาคา 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 ดวยเอนไซม mitochondrial dehydrogenase [108] 

 

รูปท่ี 27 การรีดิวซสาร XTT ใหกลายเปน formazan [108] 

 5.3 การประเมินฤทธ์ิทางชีวภาพในการยับยั้งการแบงเซลลของเซลลมะเร็งเม็ดเลือดขาว
เพาะเล้ียงของสารสกัดพลูคาวและสารฟลาโวนอยด โดยวิธี microscopic analysis 

 การประเมินฤทธิ์ทางชีวภาพดวยวิธี microscopic analysis เปนการทดสอบทดสอบฤทธิ์
ทางชีวภาพของสารสกัดพลูคาวและสารฟลาโวนอยด โดยดูจากปริมาณเซลล และลักษณะที่
สามารถมองเห็นภายใตกลองจุลทรรศนของเซลลมะเร็งเม็ดเลือดขาวเพาะเลี้ยง โดยมีวิธีทําการ
ทดสอบดังนี้ 

 ทําการทดสอบในจานเพาะเลี้ยงชนิด 96 หลุม (96 well plate) โดยใสเซลลที่มีปริมาณ

เซลล 500,000 เซลล/มิลลิลิตร ลงไปในแตละหลุม ๆ ละ 90 l และเติมสารสกัดพลูคาวและสาร 
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ฟลาโวนอยดที่ความเขมขนตาง ๆ ลงไปในแตละหลุม ๆ ละ 10 l โดยใช RPMI-1640 เปน 
negative control และ vincristine เปน positive control จากนั้นนําเซลลไปเพาะเล้ียงในตูอบ
เพาะเล้ียง CO2 ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส โดยมีความเขมขนของกาซคารบอนไดออกไซด 5% 
เปนเวลา 2 วัน เมื่อครบกําหนดเวลา 2 วัน นํามาดูดวยกลองจุลทรรศน เพื่อดูลักษณะความ
แตกตางที่เกิดข้ึนของเซลลมะเร็งเม็ดเลือดขาวเพาะเล้ียง เปรียบเทียบกับ negative และ positive 
control 

6. การตรวจวัดปริมาณไซโตไคนของเซลลมะเร็งเม็ดเลือดขาวเพาะเลี้ยงในอาหารเลี้ยง
เซลล 

 การตรวจวัดปริมาณไซโตไคนที่เซลลมะเร็งเม็ดเลือดขาวเพาะเล้ียงหล่ังออกมา โดยทําการ
ทดสอบ 2 วิธี คือ วิธี ELISA และวิธี bead-based multiplex sandwich immunoassays (Bio-
Plex) 

 6.1 การตรวจวัดปริมาณไซโตไคนดวยวิธี ELISA 

 การตรวจวัดปริมาณไซโตไคนดวยวิธี ELISA เปนการตรวจวัดปริมาณไซโตไคนโดยอาศัย
หลักการของ antigen-antibody โดย coat บริเวณกนหลุมของ plate ดวย capture antibody และ
จึงเติมส่ิงสงตรวจ เพื่อให antibody จับกับ antigen ซึ่งก็คือ ไซโตไคนที่อยูในส่ิงสงตรวจ แลวจึงทํา
การเติม antibody อีกตัวหนึ่ง ซึ่งก็คือ detection antibody ที่มีการติดฉลากดวย biotin เพื่อใหจับ
กับไซโตไคนที่เราตองการวัดปริมาณ แลวจึงเติม streptavidin ที่ conjugated กับ horseradish 
peroxidase (HRP) เพื่อให streptavidin จับกับ biotin และจึงเติม substrate เพื่อให 
horseradish peroxidase ทําปฏิกิริยาและเกิดสีข้ึน และจึงนําไปวัดดวยเคร่ือง ELISA plate 

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

 ทําการทดสอบในจานเพาะเล้ียงชนิด 6 หลุม (6 well plate) โดยใสเซลลที่มีปริมาณเซลล 
500,000 เซลล/มิลลิลิตร/หลุม และทําการทดสอบฤทธ์ิของสารสกัดพลูคาว และสารฟลาโวนอยด 
โดยการเติมสารสกัดพลูคาว และสารฟลาโวนอยดลงไปในจานเพาะเล้ียงชนิด 6 หลุม ใหมีความ

เขมขนสุดทายเทากับ 350 g/ml สําหรับสารสกัดพลูคาว (คาความเขมขนตํ่ากวา IC50) และ 50 

g/ml สําหรับสารฟลาโวนอยด (คาความเขมขนตํ่ากวา IC50) และนําเซลลไปเพาะเลี้ยงในตูอบ
เพาะเล้ียง CO2 ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส โดยมีความเขมขนของกาซคารบอนไดออกไซด 5% 
เปนเวลา 6 ชั่วโมง เมื่อครบกําหนดเวลา นํามากระตุนดวย PMA 12.5 ng/ml และ PHA 250 
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ng/ml เปนเวลา 24 ชั่วโมง สําหรับเซลลมะเร็งเม็ดเลือดขาวเพาะเล้ียง Jurkat และกระตุนดวย 

LPS 1 g/ml เปนเวลา 6 ชั่วโมง สําหรับเซลลมะเร็งเม็ดเลือดขาวเพาะเล้ียง U937 เมื่อครบ
กําหนดเวลานํามาเก็บน้ําใส (supernatant) โดยนําไปปนเหว่ียงใหตกตะกอนดวยเคร่ือง 
microcentrifuge ที่ความเร็วรอบ 13,200 รอบตอนาที เปนเวลา 10 นาที หากยังไมนําไปทําการ
ทดสอบใหนําไปเก็บที่อุณหภูมิ -80 องศาเซลเซียสจนกวาจะทําการทดสอบ 

 และในการทําการวัดปริมาณไซโตไคนดวยวิธี ELISA จะทําการ coat จานเพาะเล้ียงชนิด 
96 หลุมดวย capture antibody เปนเวลา 1 คืน เมื่อครบเวลา นํามาทําการลางจานเพาะเล้ียง
ชนิด 96 หลุม ดวย wash buffer 3 คร้ัง และนําเอา supernatant มาทําการเติมลงในหลุมที่ทําการ 

coat ดวย capture antibody ไวแลว หลุมละ 100 l นําไปวางบน plate shaker เปนเวลา 2 
ชั่วโมง เม่ือครบกําหนดเวลา ทําการลางดวย wash buffer 3 คร้ัง แลวจึงเติม detection antibody 

ลงไปในแตละหลุม ๆ ละ 100 l นําไปวางบน plate shaker เปนเวลา 2 ชั่วโมง เมื่อครบ
กําหนดเวลา ทําการลางดวย wash buffer 3 คร้ัง แลวจึงเติม streptavidin-HRP ลงไปในแตละ

หลุม ๆ ละ 100 l นําไปวางบน plate shaker เปนเวลา 20 นาที โดยไมใหโดนแสง เมื่อครบ
กําหนดเวลา ทําการลางดวย wash buffer 3 คร้ัง และเติม substrate ลงไปในแตละหลุม ๆ ละ 

100 l นําไปวางบน plate shaker เปนเวลา 20 นาที โดยไมใหโดนแสง เมื่อครบกําหนดเวลา เติม 

stop solution (2N H2SO4) ลงไปในแตละหลุม ๆ ละ 50 l และนําไปวัดคาการดูดกลืนแสงที่
ความยาวคล่ืน 450 และ 540 นาโนเมตร ดวยเคร่ือง ELISA plate reader นํามาอานคาปริมาณ
ของไซโตไคนจากกราฟมาตรฐาน 

 6.2 การตรวจวัดปริมาณไซโตไคนดวยวิธี Bio-Plex 

 การตรวจวัดปริมาณไซโตไคนดวยวิธี Bio-Plex เปนวิธีการตรวจวัดปริมาณไซโตไคน โดย
ใชหลักการ bead-based multiplex sandwich immunoassay ที่สามารถตรวจวัดไซโตไคนหลาย
ชนิดไดในคร้ังเดียว โดย capture antibody จะทําการ coat ติดกับ bead ที่มีสีแดงของสี 
fluorescence และสีของ infrared อยู ซึ่งจะมีอัตราสวนของสีทั้ง 2 ชนิดแตกตางกันออกไปตามแต
ละชนิดของไซโตไคน โดย bead ที่มี capture antibody จะจับกับไซโตไคนในส่ิงสงตรวจที่จําเพาะ
กันใน plate และใช detection antibody ที่ conjugated กับ biotin มาจับกับไซโตไคนอีกคร้ังหนึ่ง 
และใชstreptavidin ที่มีการ conjugated กับ phycoerythrin (PE) จับกับ biotin และทําการวัด
ปริมาณของไซโตไคน โดยใชเคร่ือง Bio-Plex เพื่อทําการวัดสีแดงและสี infrared เพื่อแยกชนิดของ
ไซโตไคน และวัดสีเขียวของ PE เพื่อวัดปริมาณของไซโตไคน และในการวิจัยคร้ังนี้จะทําการวัด
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ระดับไซโตไคนดวยวิธี 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
ทดสอบฤทธ์ิในการยับยั้งการหล่ังไซโตไคนของสารสกัดพลูคาวและสารฟลาโวนอยด 

 ทําการทดสอบฤทธ์ิของสารสกัดพลูคาว และสารฟลาโวนอยด โดยทําการเติมสารสกัด
พลูคาว และสารฟลาโวนอยดลงไปในจานเพาะเลี้ยงชนิด 6 หลุม ใหมีความเขมขนสุดทายเทากับ 

350 g/ml สําหรับสารสกัดพลูคาว (คาความเขมขนตํ่ากวา IC50) และ 50 g/ml สําหรับสาร 
ฟลาโวนอยด (คาความเขมขนตํ่ากวา IC50) โดยการนําเซลลไปเพาะเล้ียงในตูอบเพาะเล้ียง CO2 ที่
อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส โดยมีความเขมขนของกาซคารบอนไดออกไซด 5% เปนเวลา 6 ชั่วโมง 
เม่ือครบกําหนดเวลา นํามาทําการกระตุนดวย PMA 12.5 ng/ml และ PHA 250 ng/ml เปนเวลา 

24 ชั่วโมง สําหรับเซลลมะเร็งเม็ดเลือดขาวเพาะเล้ียง Jurkat และกระตุนดวย LPS 1 g/ml เปน
เวลา 6 ชั่วโมง สําหรับเซลลมะเร็งเม็ดเลือดขาวเพาะเล้ียง U937 เมื่อครบกําหนดเวลานํามาเกบ็น้าํ
ใส (supernatant) โดยนําไปปนเหวี่ยงใหตกตะกอนดวยเคร่ือง microcentrifuge ที่ความเร็วรอบ 
13,200 รอบตอนาที เปนเวลา 10 นาที หากยังไมนําไปทําการทดสอบใหนําไปเก็บที่อุณหภูมิ -80 
องศาเซลเซียสจนกวาจะทําการทดสอบ 

 และในการทําการวัดปริมาณไซโตไคนดวยวิธี Bio-Plex จะทําการ prewet filter plate 

เพื่อใหบริเวณ filter ที่กนหลุมเปยก ดวย assay buffer ปริมาณ 100 l แลวจึงทําการ filter เอา 
assay buffer ออกจาก plate จากนั้นเติมเม็ด bead ที่ coat ดวย antibody ตอ cytokines ลงไป 

ปริมาณ 50 l และนําไป incubate และ shake เปนเวลา 30 นาที เม่ือครบกําหนดเวลา นํามาทํา

การ filter wash ดวย wash buffer ปริมาณ 100 l จํานวน 3 คร้ัง และทําการเติม standard หรือ

ส่ิงสงตรวจลงไปในหลุม ๆ ละ 50 l แลวจึงทําการ seal plate แลว incubate และ shake ที่ 
1100 รอบตอนาทีเปนเวลา 30 วินาที และที่ 300 รอบตอนาทีเปนเวลา 30 นาที ที่อุณหภูมิหอง 

และหามโดนแสง เม่ือครบกําหนดเวลา ทําการ filter wash ดวย wash buffer ปริมาณ 100 l 

จํานวน 3 คร้ัง แลวจึงเติม detection antibody ลงไปในแตละหลุม ๆ ละ 25 l และทําการ seal 
plate แลว incubate และ shake ที่ 1100 รอบตอนาทีเปนเวลา 30 วินาที และที่ 300 รอบตอนาที
เปนเวลา 30 นาที ที่อุณหภูมิหอง และหามโดนแสง เม่ือครบกําหนดเวลา ทําการ filter wash ดวย 

wash buffer ปริมาณ 100 l จํานวน 3 คร้ัง แลวเติม streptavidin-PE ลงไปในแตละหลุม ๆ ละ 

50 l และทําการ seal plate แลว incubate และ shake ที่ 1100 รอบตอนาทีเปนเวลา 30 วินาที 
และที่ 300 รอบตอนาทีเปนเวลา 10 นาที ที่อุณหภูมิหอง และหามโดนแสง เมื่อครบกําหนดเวลา 
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ทําการ filter wash ดวย wash buffer ปริมาณ 100 l จํานวน 3 คร้ัง จากนั้นเติม assay buffer 

ลงไปในแตละหลุม ๆ ละ 125 l แลวทําการ seal plate แลว incubate และ shake ที่ 1100 รอบ
ตอนาทีเปนเวลา 30 วินาที นําแผน seal ออก และนําไปวัดดวยเคร่ือง Bio-Plex ในทันที 

การวิเคราะหขอมูล 

1. การทดสอบปริมาณของสารสกัดพลูคาวแหง และปริมาณสารฟลาโวนอยดจะ

แสดงผลเปนคาเฉลี่ยคาความคลาดเคล่ือนมาตรฐาน (MeanSEM) และทําการทดสอบทาง
สถิติโดยคํานวณหาความแตกตางกันของการสกัดพลูคาวทั้ง 2 วิธีดวยสถิติ independent 
student’s t-test 

2. การประเมินฤทธิ์ทางชีวภาพ ในการยับยั้งการแบงเซลลของเซลลมะเร็งเม็ดเลือด
ขาวเพาะเล้ียงของสารสกัดพลูคาวและสารฟลาโวนอยด โดยวิธี XTT assay จะแสดงผลเปน

คาเฉลี่ยคาความคลาดเคล่ือนมาตรฐาน (MeanSEM) 

3. การตรวจวัดระดับไซโตไคนที่เซลลมะเร็งเม็ดเลือดขาวเพาะเล้ียงหล่ังออกมา ใน

อาหารเลี้ยงเซลลจะแสดงผลเปนคาเฉล่ียคาความคลาดเคล่ือนมาตรฐาน (MeanSEM) และ
ทําการทดสอบทางสถิติ โดยคํานวณหาความแตกตางกันระหวางคาระดับไซโตไคนของเซลลที่ถูก
กระตุนเพียงอยางเดียว เปรียบเทียบกับคาระดับไซโตไคนของเซลลที่ถูกกระตุนและไดรับสารสกัด
พลูคาวและสารฟลาโวนอยด ดวยสถิติ one-way ANOVA 
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บทที่  4 

ผลการวิเคราะหขอมูล 

ผลการวิเคราะห 

 1. ผลการสกัดสารจากพลูคาว 

ลักษณะของสารสกัดพลูคาวที่ไดจากการสกัดดวยน้ํา จะไดสารสกัดที่มีลักษณะ
เปนผงสีเขียวออน ในขณะที่สารสกัดพลูคาวที่ทําการสกัดดวย 95% แอลกอฮอล จะมีลักษณะเปน
ผงสีเขียวเขม ดังรูปที่ 28 

   
รูปท่ี 28 ลักษณะของสารสกัดแหงจากพลูคาวที่ผานการสกัดดวย 1.น้ํา, 2. 95% แอลกอฮอล 

ปริมาณสารสกัดพลูคาวแหงที่ไดจากการสกัดดวยน้าํ และแอลกอฮอลจะมีคา
เทากับ 7.05 และ 7.14 กรัมตามลําดับ และเม่ือคํานวณหาปริมาณ % yield ก็จะไดคาเทากับ 
14.10% สําหรับการสกัดดวยน้ํา และ 14.28% สําหรับการสกัดดวย 95% แอลกอฮอล  

ตารางที่ 9 ปริมาณของสารสกัดจากพลูคาว 

น้ําหนักของสารสกัดแหง (กรัม) % yield วิธสีกัด 

สกัดดวยน้าํ 7.05 14.10 

สกัดดวย95% แอลกอฮอล 7.14 14.28 
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2. ปริมาณของสารฟลาโวนอยดในสารสกัดพลูคาว 

เมื่อทําการตรวจวัดปริมาณสารฟลาโวนอยดของสารสกัดพลูคาวทั้ง 2 วิธี พบวา สารสกัด

พลูคาวที่ทําการสกัดดวยน้ํา จะมีคาปริมาณสารฟลาโวนอยดเทากับ 927.5834.66 g QE/g 

dried H.cordata extract หรือเทากับ 130.794.89 mg QE/g dried H.cordata และปริมาณ
สาร ฟลาโวนอยดของสารสกัดพลูคาวที่ทําการสกัดดวย 95% แอลกอฮอลเทากับ 

1574.9019.56 g QE/g dried H.cordata extract หรือเทากับ 224.902.80 mg QE/g 
dried H.cordata 

ตารางที ่10 ปริมาณของสารฟลาโวนอยดในสารสกัดพลูคาว 

สารฟลาโวนอยดตอสารสกัด 

(g QE/g dried H.cordata extract) 

สารฟลาโวนอยดตอพลูคาว 

(mg QE/g dried H.cordata) 

วิธีการสกัด 

1 2 เฉลี่ย 1 2 เฉลี่ย 

น้ํา 892.92 962.24 927.5834.66 125.90 135.68 130.794.89 

95%แอลกอฮอล 1594.46 1555.34 1574.9019.56 227.69 222.10 224.902.80 

 3. ผลการทดสอบฤทธิ์ทางชีวภาพของสารสกัดพลูคาวและสารฟลาโวนอยด 

 เม่ือทดสอบเซลล Jurkat และ U937 ดวยสาร vincristine, สารสกัดพลูคาว และสารฟลา
โวนอยดทั้ง 3 ชนิด คือ quercetin, quercitrin และ hyperin เปรียบเทียบกับเซลลที่ไมไดรับสารใด 
ๆ เปนเวลา 48 ชัว่โมง ไดผลการทดสอบ ดังนี้ 

3.1 ผลการทดสอบฤทธิ์ทางชีวภาพของสารสกัดพลูคาวและสารฟลาโวนอยด
โดยวิธี XTT assay 

 เม่ือครบกําหนดเวลา และนําเซลลไปทดสอบฤทธิ์ทางชีวภาพโดยวิธี XTT assay ไดคา
ตาง ๆ ที่สรางกราฟเพื่อที่จะหาคา IC50 โดยกราฟที่ไดมีลักษณะดังรูปที่ 29 และ 30 
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รูปท่ี 29 กราฟระหวางสารสกัดพลูคาวและสารฟลาโวนอยดกับ % cell viability ของ Jurkat.         
 เมื่อทาํการทดสอบผลของสารสกัดพลูคาวและสารฟลาโวนอยดในการยับยัง้การเพิ่ม 
 จํานวนของเซลล Jurkat. ก. quercetin ข. quercitrin ค. hyperin ง. สารสกัดพลูคาว 
 ที่สกัดดวยน้าํ จ. สารสกัดพลูคาวที่สกัดดวยแอลกอฮอล 95%  
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รูปท่ี 30 กราฟระหวางสารสกัดพลูคาวทีส่กัดดวยแอลกอฮอลกับ %cell viability ของ U937 
 เมื่อทาํการทดสอบผลของสารสกัดพลูคาวและสารฟลาโวนอยดในการยับยัง้การเพิ่ม 
 จํานวนของเซลล U937. ก. quercetin ข. quercitrin ค. hyperin ง. สารสกัดพลูคาว 
 ที่สกัดดวยน้าํ จ. สารสกัดพลูคาวที่สกัดดวยแอลกอฮอล 95% 
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 เมื่อไดกราฟจะทําการอานคาจากกราฟ โดยจะอานจากคาความเขมขนที่ทําใหปริมาณ
ของเซลลลดลงคร่ึงหนึ่ง (50% cell viability) ก็จะไดคาของ IC50 ของสาร ดังตารางที่ 11 และ 12 

ตารางที่ 11 คา IC50 ของสารฟลาโวนอยดและสารสกัดพลูคาวในเซลล Jurkat 

 คา IC50 (g/ml) 

 1 2 3 เฉล่ีย 

Quercetin 63.2 69.3 73.0 68.502.86 

Quercitrin 69.4 78.1 71.8 73.102.59 

Hyperin 79.1 71.4 76.3 75.602.25 

สารสกัดพลูคาวที่สกัดดวยน้ํา 449.1 453.8 432.4 445.106.49 

สารสกัดพลูคาวที่สกัดดวยแอลกอฮอล 413.4 395.2 401.3 403.305.35 

 

ตารางที ่12 คา IC50 ของสารฟลาโวนอยดและสารสกัดพลูคาวในเซลล U937 

 คา IC50 (g/ml) 

 1 2 3 เฉล่ีย 

Quercetin 54.7 64.3 62.5 60.502.95 

Quercitrin 66.7 76.1 67.5 70.103.01 

Hyperin 77.3 71.6 76.4 75.101.77 

สารสกัดพลูคาวที่สกัดดวยน้ํา 425.7 403.2 420.3 416.406.78 

สารสกัดพลูคาวที่สกัดดวยแอลกอฮอล 393.4 375.9 389.3 386.205.28 
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3.2 ผลการทดสอบฤทธิ์ทางชีวภาพของสารสกัดพลูคาวและสารฟลาโวนอยด
โดยวิธี microscopic analysis 

เมื่อทําการตรวจดูเซลลดวยวิธี microscopic analysis พบวา เซลลที่ไมไดรับสารใด ๆ 
(negative) จะมีปริมาณของเซลลเปนจํานวนมาก ในขณะที่เซลลที่ไดรับสาร vincristine 
(positive) จะมีปริมาณของเซลลลดลงอยางเห็นไดชัด ในขณะที่เซลลเมื่อไดรับสารสกัดพลูคาว 
และสารฟลาโวนอยดในปริมาณที่สูง จะมีการลดลงของจํานวนเซลลมากกวาเซลลที่ไดรับสารใน
ปริมาณที่ตํ่า เมื่อเปรียบเทียบกับเซลลที่ไมไดรับสารใด ๆ อยางเห็นไดชัด ดังรูปที่ 31-42 

ก.   ข.  

รูปท่ี 31 ลักษณะของเซลล Jurkat 

 ก. ไมไดรับสาร (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. รับสารสกดัพลูคาวที่สกดัดวยน้าํ 500 g/ml ข. รับสารสกัดพลคูาวที่สกัดดวย

น้ํา 100 g/ml 
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ก.   ข.  

รูปท่ี 36 ลักษณะของเซลล Jurkat 

ก. รับสารสกดัพลูคาวที่สกดัดวยแอลกอฮอล 500 g/ml ข. รับสารสกัดพลูคาวท่ี

สกัดดวยแอลกอฮอล 100 g/ml 

ก.   ข.  

รูปท่ี 37 ลักษณะของเซลล U937 

ก. ไมไดรับสาร (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. รับสารสกดัพลูคาวที่สกดัดวยน้าํ 500 g/ml ข. รับสารสกัดพลคูาวที่สกัด ดวย

น้ํา 100 g/ml 
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ก.   ข.  

รูปท่ี 42 ลักษณะของเซลล U937 

ก. รับสารสกัดพลูคาวที่สกัดดวยแอลกอฮอล 500 g/ml ข. รับสารสกัดพลูคาวทีส่กัด

ดวยแอลกอฮอล 100 g/ml 

 4. ผลการตรวจวัดปริมาณไซโตไคนในอาหารเลี้ยงเซลล 

 4.1 ผลการตรวจวัดปริมาณไซโตไคนดวยวิธี ELISA 

 เม่ือทําการเติมสารสกัดพลูคาวและสารฟลาโวนอยด ที่ความเขมขน 350 g/ml สําหรับ

สารสกัดพลูคาว และ 50 g/ml สําหรับสารฟลาโวนอยด (ระดับตํ่ากวา IC50) และทําการกระตุน
เซลล Jurkat ดวย PMA/PHA พบวา เม่ือกระตุนเซลล Jurkat ดวย PMA/PHA เพียงอยางเดียวจะ

ทําใหมีปริมาณของ IL-2 เทากับ 869.4626.41 pg/ml และเมื่อทําการกระตุนเซลล Jurkat ดวย 
PMA/PHA ภายหลังการเติมสารสกัดพลูคาวและสารฟลาโวนอยดพบปริมาณของ IL-2 เทากับ 

139.278.11 pg/ml สําหรับสาร quercetin, 665.587.06 pg/ml สําหรับสาร quercitrin, 

693.694.06 pg/ml สําหรับสาร hyperin, 479.483.84 pg/ml สําหรับสารสกัดพลูคาวจากน้ํา 

และ 253.107.84 pg/ml สําหรับสารสกัดพลูคาวจาก 95% แอลกอฮอล ดังตารางที่ 13 

 และเม่ือกระตุนเซลล Jurkat ดวย PMA/PHA จะทําใหมีปริมาณของ TNF- เทากับ 

107.8325.39 pg/ml และเม่ือทําการกระตุนเซลล Jurkat ดวย PMA/PHA ภายหลังการเติมสาร

สกัดพลูคาวและสารฟลาโวนอยดพบปริมาณของ TNF- เทากับ 28.534.04 pg/ml สําหรับสาร 

quercetin, 76.1217.71 pg/ml สําหรับสาร quercitrin, 81.9920.37 pg/ml สําหรับสาร 

hyperin, 88.5122.66 pg/ml สําหรับสารสกัดพลูคาวจากน้ํา และ 35.267.72 pg/ml สําหรับ
สารสกัดพลูคาวจาก 95% แอลกอฮอล ดังตารางที่ 14 
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 เม่ือทําการเติมสารสกัดพลูคาวและสารฟลาโวนอยด ที่ความเขมขน 350 g/ml สําหรับ

สารสกัดพลูคาว และ 50 g/ml สําหรับสารฟลาโวนอยด (ระดับตํ่ากวา IC50) และทําการกระตุน
เซลล U937 ดวย LPS พบวา เม่ือกระตุนเซลล U937 ดวย LPS เพียงอยางเดียวจะทําใหมีปริมาณ

ของ IL-6 เทากับ 96.726.87 pg/ml และเมื่อทําการกระตุนเซลล U937 ดวย LPS ภายหลังการ

เติมสารสกัดพลูคาวและสารฟลาโวนอยดพบปริมาณของ IL-6 เทากับ 12.770.65 pg/ml 

สําหรับสาร quercetin, 71.145.04 pg/ml สําหรับสาร quercitrin, 70.487.58 pg/ml สําหรับ

สาร hyperin, 83.415.23 pg/ml สําหรับสารสกัดพลูคาวจากน้ํา และ 253.107.84 pg/ml 
สําหรับสารสกัดพลูคาวจาก 95% แอลกอฮอล ดังตารางที่ 15 

 และเมื่อกระตุนเซลล U937 ดวย LPS จะทําใหมีปริมาณของ TNF- เทากับ 

1531.2286.86 pg/ml และเม่ือทําการกระตุนเซลล U937 ดวย LPS ภายหลังการเติมสารสกัด

พลูคาวและสารฟลาโวนอยดพบปริมาณของ TNF- เทากับ 667.3184.70 pg/ml สําหรับสาร 

quercetin, 1660.4479.27 pg/ml สําหรับสาร quercitrin, 1647.0792.16 pg/ml สําหรับสาร 

hyperin, 1477.7177.80 pg/ml สําหรับสารสกัดพลูคาวจากน้ํา และ 964.9360.41 pg/ml 
สําหรับสารสกัดพลูคาวจาก 95% แอลกอฮอล ดังตารางที่ 16 

 โดยในการตรวจวัดระดับไซโตไคน IL-6 ในเซลล Jurkat และไซโตไคน IL-2 ในเซลล U937 
ไมสามารถตรวจวัดไดดวยวิธี 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 13.310.81 

Positive control 826.12 917.26 864.99 869.4626.41 

Quercetin  155.45 130.24 132.12 139.278.11* 

Quercitrin  663.75 678.61 654.38 665.587.06* 

Hyperin  690.37 701.76 688.93 693.694.06* 

สารสกัดพลูคาวจากน้ํา  479.57 472.78 486.08 479.483.84* 

สารสกัดพลูคาวจากแอลกอฮอล  239.92 267.06 252.32 253.107.84* 

* มีความแตกตางกันที่ระดับนัยสําคัญทางสถิติ ที่ระดับ p  0.05 เมื่อเปรียบเทียบกับ positive 
control (ไดรับสาร PMA/PHA เพียงอยางเดียว) 
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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 20.762.02 

Positive control 126.63 57.59 139.28 107.8325.39 

Quercetin  31.96 20.48 33.15 28.534.04* 

Quercitrin  84.94 42.00 101.40 76.1217.71 

Hyperin  90.97 43.08 111.93 81.9920.37 

สารสกัดพลูคาวจากน้ํา  108.23 43.30 113.99 88.5122.66 

สารสกัดพลูคาวจากแอลกอฮอล  48.12 21.41 36.25 35.267.72* 

* มีความแตกตางกันที่ระดับนัยสําคัญทางสถิติ ที่ระดับ p  0.05 เมื่อเปรียบเทียบกับ positive 
control (ไดรับสาร PMA/PHA เพียงอยางเดียว) 
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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 27.840.43 

Positive control 102.38 83.05 104.74 96.726.87 

Quercetin 13.96 11.72 12.64 12.770.65* 

Quercitrin 73.53 61.46 78.42 71.145.04* 

Hyperin 80.80 55.70 74.94 70.487.58* 

สารสกัดพลูคาวจากน้ํา 92.47 74.34 83.41 83.415.23 

สารสกัดพลูคาวจากแอลกอฮอล 19.60 15.70 18.92 18.071.20* 

* มีความแตกตางกันที่ระดับนัยสําคัญทางสถิติ ที่ระดับ p  0.05 เมื่อเปรียบเทียบกับ positive 
control (ไดรับสาร LPS เพียงอยางเดียว) 
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ตารางที่ 16 ปริมาณ TNF- ที่ตรวจวัดจากอาหารเล้ียงเซลล U937 

 TNF- (pg/ml) 

 1 2 3 เฉลี่ย 

Negative control 519.48 524.17 497.45 513.738.25 

Positive control 1624.38 1611.62 1357.65 1531.2286.86 

Quercetin 696.57 797.19 508.17 667.3184.70* 

Quercitrin 1738.80 1740.61 1501.90 1660.4479.27 

Hyperin 1728.78 1749.29 1463.14 1647.0792.16 

สารสกัดพลูคาวจากน้ํา 1531.11 1577.58 1324.44 1477.7177.80 

สารสกัดพลูคาวจากแอลกอฮอล 962.30 107.86 861.65 964.9360.41* 

* มีความแตกตางกันที่ระดับนัยสําคัญทางสถิติ ที่ระดับ p  0.05 เมื่อเปรียบเทียบกับ positive 
control (ไดรับสาร LPS เพียงอยางเดียว) 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

77 

 

รูปท่ี 43 กราฟปริมาณของไซโตไคนที่หล่ังออกมาจากเซลล Jurkat วิธี ELISA 

เซลล Jurkat ถูกกระตุนดวย PMA/PHA ในภาวะที่ไดรับหรือไมไดรับสารสกัด
พลูคาวและสารฟลาโวนอยด โดยทําซํ้า 3 คร้ัง (n=3) 

* มีความแตกตางกันที่ระดับนัยสําคัญทางสถิติ ที่ระดับ p  0.05 เมื่อ
เปรียบเทียบกับ positive control 
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รูปท่ี 44  กราฟปริมาณของไซโตไคนที่หล่ังออกมาจากเซลล U937 วิธี ELISA 

เซลล U937 ถูกกระตุนดวย LPS ในภาวะที่ไดรับหรือไมไดรับสารสกัดพลูคาวและ
สารฟลาโวนอยด โดยทําซํ้า 3 คร้ัง (n=3) 

* มีความแตกตางกันที่ระดับนัยสําคัญทางสถิติ ที่ระดับ p  0.05 เมื่อ
เปรียบเทียบกับ positive control 

 4.2 ผลการตรวจวัดปริมาณไซโตไคนดวยวิธี Bio-Plex 

 ในการตรวจวัดปริมาณของไซโตไคนดวยวิธี Bio-Plex ไดจัดกลุมของไซโตไคนตามหนาที่
หลักของไซโตไคน โดยแบงกลุมเปน hematopoietic cytokines หรือไซโตไคนที่ทําหนาที่เกี่ยวของ
กับกระบวนการสรางเซลลเม็ดเลือด  ซึ่งก็ คือ  IL-2, G-CSF และ  GM- 
CSF และ inflammatory cytokines หรือไซโตไคนที่ทําหนาที่เกี่ยวของกับการอักเสบ ซึ่งก็คือ IL-

1, IL-4, IL-6, IL-8, IL-10, IL-12, IL-13, IL-17, IFN-, MCP-1, MIP-1 และ TNF- สวน IL-
5 และ IL-7 ไมสามารถตรวจวัดปริมาณไซโตไคนเม่ือทําการกระตุนเซลล Jurkat และ U937 เม่ือ
กระตุนเซลล Jurkat ดวย PMA/PHA พบวา PMA/PHA สามารถกระตุนใหเซลล 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 ดวยสารสกัดพลูคาวและสารฟลาโวนอยดกอนทําการกระตุนเซลลดวย PMA/PHA พบวามี
การยับยั้งการหล่ังไซโตไคนของเซลล Jurkat ดังตารางที่ 17 และ 18 และตรวจวัดปริมาณไซโตไคน

เม่ือกระตุนเซลล U937 ดวย LPS จะพบวาสามารถกระตุนใหมีการหล่ังไซโตไคน IL-1, IL-2, IL-

6, IL-10, G-CSF, GM-CSF, IFN- และ TNF- และสารสกัดพลูคาวและสารฟลาโวนอยดจะ
สามารถยับยั้งการหล่ังไซโตไคนของเซลล U937 ได ดังตารางที่ 19 และ 20 แต IL-8, MCP-1 และ 

MIP-1 ในเซลล U937 มีปริมาณสูงจนไมสามารถตรวจวัดปริมาณได 

ตารางที่ 17 ปริมาณของ hematopoietic cytokines ที่ตรวจวัดจากอาหารเล้ียงเซลล Jurkat 

 โดยทําซํ้า 3 คร้ัง (n=3) 

 Jurkat (pg/ml) 

 IL-2 GM-CSF 

Negative control 3.460.07 1.100.18 

Positive control 3516.70727.05 30.704.16 

Quercetin 7.921.20* 3.571.57* 

Quercitrin 2193.62300.14 21.012.32 

Hyperin 1175.02709.25* 12.816.63* 

สารสกัดพลูคาวจากน้ํา 1610.40124.89* 21.360.73 

สารสกัดพลูคาวจากแอลกอฮอล 58.0033.48* 3.460.01* 

* มีความแตกตางกันที่ระดับนัยสําคัญทางสถิติ ที่ระดับ p  0.05 เมื่อเปรียบเทียบกับ positive 
control (ไดรับสาร PMA/PHA เพียงอยางเดียว) 
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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 0.240.07 <0.10 <1.26 0.380.15 <4.56 

Positive 533.8518.49 82.8720.10 4.110.42 72.0633.60 362.438.10 209.5319.09 

Quercetin 440.6443.01 0.530.27* 1.300.65* <1.26 0.810.16* 10.785.41* 

Quercitrin 452.8845.97 27.117.71* 1.680.84* 37.6818.71 226.689.50* 107.018.22* 

Hyperin 428.7649.2 23.7712.83* 0.210.11* 18.979.49 156.9359.78* 67.6233.15* 

สารสกัดจาก
น้ํา 

469.6519.32 37.967.82 1.680.84* 42.8011.40 185.126.00* 151.482.66 

สารสกัดจาก
แอลกอฮอล 

427.7736.46 1.761.54* <0.10* 4.593.33 15.1611.10* 66.587.55* 

* มีความแตกตางกันที่ระดับนัยสําคัญทางสถิติ ที่ระดับ p  0.05 เมื่อเปรียบเทียบกับ positive 
control (ไดรับสาร PMA/PHA เพียงอยางเดียว) 
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รูปท่ี 45  กราฟปริมาณของไซโตไคนที่หล่ังออกมาจากเซลล Jurkat วิธี Bio-Plex 

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

 เซลล Jurkat ถูกกระตุนดวย PMA/PHA ในภาวะที่ไดรับหรือไมไดรับสารสกัด
พลูคาวและสารฟลาโวนอยด โดยทําซํ้า 3 คร้ัง (n=3) 

* มีความแตกตางกันที่ระดับนัยสําคัญทางสถิติ 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 8.630.65 7.880.39 5.640.97 

Positive control 13.881.63 14.692.15 9.382.74 

Quercetin 6.370.98* 4.500.57* 5.411.83 

Quercitrin 11.700.55 13.991.21 8.651.25 

Hyperin 13.850.36 14.711.44 8.030.90 

สารสกัดพลูคาวจากน้ํา 12.380.10 14.941.67 9.891.26 

สารสกัดพลูคาวจากแอลกอฮอล 11.340.73 10.051.01 5.681.57 

* มีความแตกตางกันที่ระดับนัยสําคัญทางสถิติ ที่ระดับ p  0.05 เมื่อเปรียบเทียบกับ positive 
control (ไดรับสาร LPS เพียงอยางเดียว) 
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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  71.912.46 55.824.64 6.470.44 69.200 595.10120.12 

Positive 148.9138.20 214.2036.50 16.840.38 161.1721.06 2707.15208.97 

Quercetin 81.714.28 22.164.62* 2.920.12* 69.128.42* 465.5474.73* 

Quercitrin 89.710.42 160.1311.19 17.790.89 159.554.58 3109.48219.85 

Hyperin 91.022.37 153.5925.28 16.720.76 162.313.66 3200.66141.11 

สารสกัดจาก
น้ํา 

99.140.37 202.8625.20 12.720.02* 153.089.23 2928.12202.88 

สารสกัดจาก
แอลกอฮอล 

96.983.43 40.395.97* 4.090.52* 97.761.99* 1375.2887.17* 

* มีความแตกตางกันที่ระดับนัยสําคัญทางสถิติ ที่ระดับ p  0.05 เมื่อเปรียบเทียบกับ positive 
control (ไดรับสาร LPS เพียงอยางเดียว) 
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รูปท่ี  46  กราฟปริมาณของไซโตไคนที่หล่ังออกมาจากเซลล U937 วิธี Bio-Plex 

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

 เซลล U937 ถูกกระตุนดวย PMA/PHA ในภาวะที่ไดรับหรือไมไดรับสารสกัด
พลูคาวและสารฟลาโวนอยด โดยทําซํ้า 3 คร้ัง (n=3) 

* มีความแตกตางกันที่ระดับนัยสําคัญทางสถิติ ที่ระดับ p  0.05 เมื่อ
เปรียบเทียบกับ positive control 
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บทที่  5 

สรุปผลการวิจัย อภิปรายผล และขอเสนอแนะ 

สรุปและอภิปรายผลการวิจัย 

โรคมะเร็งเม็ดเลือดขาวเปนโรคมะเร็งของกระบวนการสรางเซลลเม็ดเลือดที่ตอง
ไดรับการรักษาติดตอกันเปนเวลานาน ซึ่งในการรักษานั้นจะเกิดผลขางเคียงของการใชเคมีบําบัด 
และรังสีรักษา และในปจจุบันการรักษาดวยสมุนไพร ซึ่งก็เปนหนึ่งในการรักษาทางเลือกมารวมใช
ในการรักษาเพื่อชวยลดผลขางเคียงจากการรักษา ทั้งนี้จากการศึกษาของ Chang และคณะ [3] 
การศึกษาของ Ramos และคณะ [57] และการศึกษาของ Moqattash และ Lutton [67] ทําให
คณะผูวิจัยสนใจผลของพลูคาว และสารฟลาโวนอยดที่พบในพลูคาวที่มีตอมะเร็งเม็ดเลือดขาวใน
การชักนําใหเกิดการตายแบบ apoptosis และการหล่ังไซโตไคนที่เกี่ยวของของเซลลมะเร็งเม็ด
เลือดขาว 

จากผลการศึกษาโดยการสกัดพลูคาวทั้ง 2 วิธี คือการสกัดดวยน้ําและการสกัด
ดวยแอลกอฮอล 95% พบวา ปริมาณของสารสกัดที่ไดมีน้ําหนักใกลเคียงกัน แตมีลักษณะของสีที่
แตกตางกัน โดยสีของสารสกัดพลูคาวที่สกัดดวยน้ําออนกวาสีของสารสกัดพลูคาวที่สกัดดวย
แอลกอฮอล 95% และมีปริมาณของสารฟลาโวนอยดที่มีอยูในสารสกัดพลูคาวแตกตางกันไป 
โดยสารสกัดพลูคาวที่ทําการสกัดดวยน้ําจะมีปริมาณของสารฟลาโวนอยดในปริมาณที่นอยกวา 
สารสกัดพลูคาวที่ทําการสกัดดวย 95% แอลกอฮอล แสดงใหเห็นวา แอลกอฮอลมีคุณสมบัติใน
สกัดสารฟลาโวนอยดจากพลูคาวไดดีกวาน้ําและนาจะเปนวิธีที่เปนทางเลือกในการสกัดสารฟลา
โวนอยด 

ผลการศึกษาการทดสอบฤทธ์ิทางชีวภาพของสารสกัดพลูคาว และสารฟลาโว
นอยดตอเซลลมะเร็งเม็ดเลือดขาวเพาะเล้ียง พบวา สารสกัดพลูคาวและสารสกัดฟลาโวนอยดจะ
สามารถยับยั้งการเพิ่มจํานวนเซลล U937 ไดดีกวาเซลล Jurkat เมื่อใชสารสกัดในปริมาณที่
เทากัน และสารฟลาโวนอยดจะใหผลยับยั้งการเพิ่มจํานวนของเซลลมะเร็งเม็ดเลือดขาวเพาะเล้ียง
ไดดีกวาสารสกัดพลูคาว และในสวนของสารฟลาโวนอยดนั้น quercetin ใหผลดีที่สุด ตามมาดวย 
quercitrin และ hyperin ตามลําดับ และในสารสกัดพลูคาวจะพบวา สารสกัดพลูคาวที่สกัดดวย
แอลกอฮอล 95% ใหผลการยับยั้งการเพิ่มจํานวนของเซลลมะเร็งเม็ดเลือดขาวเพาะเลี้ยงไดดีกวา
สารสกัดพลูคาวที่สกัดดวยน้ํา ซึ่งสอดคลองกับการทดสอบดวยวิธี microscopic analysis ที่พบวา 
ในสารสกัดพลูคาวและสารฟลาโวนอยดที่ความเขมขนตํ่าสามารถยับยั้งการเพ่ิมจํานวนของ
เซลลมะเร็งเม็ดเลือดขาวไดนอยกวาสารสกัดพลูคาวและสารฟลาโวนอยดที่ความเขมขนสูง และ
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ผลที่ไดจากการทดสอบฤทธิ์ทางชีวภาพของสารสกัดพลูคาวก็สอดคลองกับปริมาณของสารฟลาโว
นอยดที่ตรวจพบจากสารสกัดพลูคาวทั้ง 2 วิธี คือ การสกัดดวยแอลกอฮอล 95% ไดปริมาณของ
สารฟลาโวนอยดมากกวาการสกัดดวยน้ํา ทําใหสามารถยับยั้งการเพิ่มจํานวนของเซลลมะเร็งเม็ด
เลือดขาวไดดีกวา จากผลการทดลองท่ีไดก็สอดคลองกับการศึกษาของ Lamson และคณะ [109] 
และการศึกษาของ Casagrande และคณะ [110] รวมไปถึงการศึกษาของ Seremet และคณะ 
[111] พบวา สารฟลาโวนอยดและสารสกัดพลูคาวสามารถยับยั้งให cell cycle ของเซลลมะเร็ง
หยุดอยูใน G1/S phase และ G2/M phase โดยควบคุมการทํางานของเอนไซม cyclin-
dependent-kinases 1 (CDK 1) ทําใหเซลลไมสามารถแบงตัวเพิ่มจํานวนได และจากการศึกษา
ของ Jang และคณะ [56] พบวา สาร quercitrin ในพลูคาวยับยั้งการทํางานของเอนไซม DNA 
topoisomerase I activity ทําใหไมสามารถเกิดการ replication และ transcription ตอไป และ
การศึกษาของ Wang และคณะ [63] พบวา สารฟลาโวนอยดยับยั้งการแสดงออกของ Bcl-2 และ 
Bcl-XL ซึ่งเปนตัวยับยั้งการเกิด apoptosis และไปกระตุนการแสดงออกของ Bax และ Bak  ซึ่ง
กระตุนให mitochondria ปลอย cytochrome c ไปกระตุน APAF-1 ทําใหเกิดการเพิ่มข้ึนของ 
caspase-9 ซึ่งทําใหเกิดการเพิ่มจํานวนของ caspase-3 กอใหเกิดการ apoptosis ตอไป และจาก
การศึกษาของ Brusselmans และคณะ [112] พบวา สารฟลาโวนอยดสามารถยับยั้งการทํางาน
ของเอนไซม fatty acid synthase ที่สราง end product คือ palmitate ที่ไปยับยั้งคุณสมบัติ 
cytotoxic ของสารฟลาโวนอยด และการศึกษาของ Huang และคณะ [113] และการศึกษาของ 
Levitzki และคณะ [114] พบวา สารฟลาโวนอยดสามารถยับยั้งการทํางานของเอนไซม 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
ใหสงผลในการยับยั้งการเพิ่มจํานวนของเซลลมะเร็งเม็ดเลือดขาว 

เมื่อคณะผูวิจัยทําการตรวจวัดปริมาณไซโตไคนดวยวิธี ELISA พบวา สารสกัด
พลูคาว และสารฟลาโวนอยดใหผลในการยับยั้งการหลั่งไซโตไคนของเซลลมะเร็งเม็ดเลือดขาวใน
อาหารเล้ียงเซลลไดในระดับที่แตกตางกัน โดยในสวนของสารฟลาโวนอยดนั้น พบวา สารฟลาโว
นอยดทั้ง 3 ชนิดคือ quercetin, quercitrin และ hyperin และสารสกัดพลูคาวจะสามารถยับยั้ง
การหล่ัง IL-2 ของเซลล Jurkat ได ในขณะที่มีเพียงสาร quercetin และสารสกัดพลูคาวที่ทําการ

สกัดดวย 95% แอลกอฮอลเทานั้นที่สามารถยับยั้งการหล่ัง TNF- ของเซลล Jurkat ได และใน
เซลล U937 สารฟลาโวนอยดทั้ง 3 ชนิดสามารถยับยั้งการหล่ัง IL-6 ไดในขณะที่สารสกัดพลูคาวที่

สกัดดวย 95% แอลกอฮอลเทานั้นที่สามารถยับยั้งการหลั่งของ IL-6 และ TNF- ได และเม่ือ
ผูวิจัยทําการตรวจวัดระดับไซโตไคนดวยวิธี Bio-Plex พบวาสาร quercetin สามารถยับยั้งการหล่ัง



 89 
 

ไซโตไคนไดดีที่สุด เมื่อเทียบกับสารฟลาโวนอยดอีก 2 ชนิด และสารสกัดพลูคาวที่สกัดดวย 95% 
แอลกอฮอลจะยับยั้งการหล่ังไซโตไคนไดดีกวาสารสกัดพลูคาวท่ีสกัดดวยน้ํา ซึ่งผลที่ไดก็
สอดคลองกับปริมาณของสารฟลาโวนอยดที่พบในสารสกัดทั้ง 2 ชนิด โดยจากการศึกษาของ 
Khalaf และคณะ [119] และการศึกษาของ Schafer และคณะ [120] พบวา การหล่ังไซโตไคนของ

เซลล Jurkat โดยการกระตุน PMA/PHA เกิดจากการทํางานของ NF-B และ activated protein-
1 (AP-1) และจาก PI3K และ MAPK signaling pathway [121, 122] จากการศึกษาของ Nakata 
และคณะ [123] พบวา การหล่ังไซโตไคนของเซลล U937 เกิดจากการกระตุนการทํางานของ NF-

B, PI3K และ MAPK signaling pathway ซึ่งผลจากการทดลองที่ไดจะสอดคลองกับการศึกษา
ของ Shin และคณะ [124] ที่วา การยับยั้งการหล่ังไซโตไคนของสารสกัดพลูคาว เปนการยับยั้ง 
cyclooyxgenase II (COX II)-prostaglandin E2 (PGE2) pathway และจากการศึกษาของ Hou 
และคณะ [54] พบวา สารฟลาโวนอยดจะยับยั้งการทํางานของเอนไซม tyrosine kinases ทําให

ลดการแสดงออกของ NF-B และ AP-1  และการศึกษาของ Choi และคณะ [125] พบวา สาร

สกัดพลูคาวสามารถยับยั้ง TNF- ในการกระตุนการทํางานของ COX II และจากการศึกษาของ 

Boots และคณะ [126] พบวา quercetin ลดการสรางไซโตไคนจากการกระตุนของ TNF- ได 
และเนื่องจากไซโตไคนบางชนิด คือ IL-10 และ IL-13 ที่มีคุณสมบัติเปน anti-inflammatory นั้น มี
ปริมาณของไซโตไคนลดลงดวย เนื่องมาจากผลของสาร ฟลาโวนอยดในการยับยั้งการสรางไซโต
ไคนจากกระบวนการขางตนได และเมื่อทําการเปรียบเทียบผลของปริมาณไซโตไคนจากการ
ตรวจวัดดวยวิธี ELISA และวิธี Bio-Plex พบวา วิธี Bio-Plex สามารถตรวจวัดปริมาณของไซโต
ไคนหลายชนิดที่ไมสามารถตรวจวัดปริมาณไซโตไคนดวยวิธี ELISA ได เนื่องมาจากวิธี ELISA นั้น 
เปนวิธีการวัดการเกิดสีที่เกิดจากการทําปฏิกิริยาของเอนไซม horseradish peroxidase และสีที่
เกิดข้ึนนั้นวัดความแตกตางของสีจากการวัดคาการดูดกลืนแสง จึงตองมีความแตกตางของสีใน
ระดับหนึ่ง จึงจะสามารถทําการตรวจวัดดวยวิธีนี้ได แตในวิธี Bio-Plex นั้น เปนการตรวจวัด
ปริมาณของไซโตไคนจากปริมาณของสี fluorescence ซึ่งจะเรืองแสงและตรวจวัดผานเคร่ืองได
โดยตรง ไมตองผานการทําปฏิกิริยาใด ๆ กอน และเปนการตรวจวัดดวยการใชแสงเลเซอรในการ
ตรวจวัด ซึ่งจะมีความไวมากกวาการตรวจวัดดวยวิธี ELISA 

ขอเสนอแนะ 

จากผลการวิจัยคร้ังนี้พบวา พลูคาวซ่ึงเปนพืชสมุนไพรพื้นถิ่นทางภาคเหนือของ
ประเทศไทยสามารถนํามาเปนอีกทางเลือกหนึ่งในการรักษาโรคมะเร็งเม็ดเลือดขาว โดยเม่ือทํา
การสกัดพลูคาว ควรทําการสกัดดวยแอลกอฮอล เพื่อที่จะใหไดปริมาณของสารฟลาโวนอยดใน
ปริมาณที่สูงกวาการสกัดดวยน้ําโดยสารฟลาโวนอยดในพลูคาวนั้นมีผลอยางชัดเจนในการยับยั้ง
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โรคมะเร็งเม็ดเลือดขาว และลดระดับปริมาณของไซโตไคนหลายชนิดที่ เกี่ยวของกับการ
เจริญเติบโต และ การอักเสบของเซลลมะเร็งเม็ดเลือดขาว 
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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 ใหเปน 7.4 แลวจึงเติม
distilled water ใหครบ 1000 มิลลิลิตร 
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แบบรายงานผลการพิสูจนชนิดของพลูคาว 
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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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Hu IL-2 (38)
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รูปท่ี 52 กราฟมาตรฐานของ IL-2 วิธี Bio-Plex 
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รูปท่ี 53 กราฟมาตรฐานของ IL-4 วิธี Bio-Plex 

 
 
 



 112 

 

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 
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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 

 
 
 



 117 

 

Hu MIP-1b (18)
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รูปท่ี 64 กราฟมาตรฐานของ MIP-1 วธิี Bio-Plex 
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รูปท่ี 65 กราฟมาตรฐานของ TNF- วิธ ีBio-Plex 
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ประวัติผูเขียนวิทยานิพนธ 
 
 นายจตุรวัฒน  ปวีณวงศชั ย เกิด เ ม่ือวันที่  13  มกราคม  พ .ศ .  2523  ที่ จั งหวัด
กรุงเทพมหานคร สําเร็จการศึกษา วิทยาศาสตรบัณฑิต (เทคนิคการแพทย) จากคณะสหเวช
ศาสตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย และเขาศึกษาตอในระดับปริญญาโท ในหลักสูตรวิทยาศาสตร
มหาบัณฑิต  สาขาวิชาวิทยาศาสตรโลหิตวิทยาคลินิก  คณะสหเวชศาสตร  จุฬาลงกรณ
มหาวิทยาลัย และไดรับทุนคาลงทะเบียนเรียน และทุนอุดหนุนผูชวยสอน จากคณะสหเวชศาสตร 
จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย 
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