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บทคัดย่อไทย  
 ความเข้มข้นและระยะเวลาท่ีเลี้ยงร่วมกับคาร์ดานอลส่งผลต่อ Cytotoxicity ของ BT474 cells เมื่อ
สังเกตลักษณะทางสัณฐานวิทยาโดยใช้กล้องจุลทรรศน์แบบใช้แสง พบการหดตัวและการหลุดลอยของเซลล์ คาร์
ดานอลทําให้เกิด Cell cycle arrest ที่ระยะย่อย G1 ในขณะที่ Doxorubicin ทําให้เกิด Cell cycle arrest ที่
ระยะย่อย G2/M พบการตายของเซลล์แบบ Late apoptosis (27.2 ± 1.1%) และ Necrosis (25.4 ± 1.4%) 
หลังจากการเลี้ยงร่วม 72 ช.ม. ในขณะที่ Doxorubicin ทําให้เกิดการตายของเซลล์แบบ Apoptosis (4.3 ± 
0.4%) และ Necrosis (35.8 ± 13.0%) นอกจากน้ียังพบว่าคาร์ดานอลเปลี่ยนแปลงระดับการแสดงออกของยีน
ที่เก่ียวข้องกับ Apoptosis (เพ่ิมการแสดงออกของ DR5 และ Bcl-2 แต่ลดการแสดงออกของ Mcl-1, MADD 
และ c-FLIPP) และการแบ่งเซลล์ (เพ่ิมการแสดงออกของ p21 และ E2FI แต่ลดการแสดงออกของ Cyclin D1, 
cyclin E, CDK4 และ CDK2), รวมท้ังเพ่ิมระดับของ p21 p-ERK, p-JNK และ p-p38 แต่ลด Cyclin D จึงทํา
ให้เซลล์หยุดอยู่ในระยะพัก G1 ของวัฏจักร  



 
 

 

 

 

 
บทคัดย่ออังกฤษ 

Cardanol induced a time- and dose-dependent cytotoxicity along with cell shrinkage 
and detachment from substratum by light microscopy. Cardanol caused cell cycle arrest at 
the G1 subphase (as opposed to at the G2/M subphase seen with doxorubicin) and cell death 
by late apoptosis, with both late apoptosis (27.2 ± 1.1%) and necrosis (25.4 ± 1.4%) being 
found in cardanol treated cells after 72 h, compared to a lower proportion of apoptosis (4.3 ± 
0.4%) and higher proportion of necrosis (35.8 ± 13.0%) induced by doxorubicin. Moreover, 
cardanol changed the transcript expression levels of genes involved in the control of 
apoptosis (increased DR5 and Bcl-2 expression and decreased Mcl-1, MADD and c-FLIPP) and 
cell division (increased p21 and E2FI and decreased cyclin D1, cyclin E, CDK4 and CDK2 
expression), as well as increasing the level of p21 p-ERK, p-JNK and p-p38 and decreasing 
cyclin D. This accounts for the failure to progress from the G1 to the S subphase.  
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1) บทนํา   
 ผลิตภัณฑ์ของผึ้งมีหลายชนิด ได้แก่ นํ้าผึ้ง นมผึ้ง เกสรผึ้ง ไขผึ้ง พิษผึ้งและพรอพอลิส ในส่วนของฤทธิ์
ทางชีวภาพ พบว่าพรอพอลิสมีฤทธ์ิทางชีวภาพหลาย ๆ ชนิดที่น่าสนใจ จึงนิยมนาํมาใช้ในทางการแพทย์แผน
โบราณ องค์ประกอบทางเคมีและคณุสมบัติต่าง ๆ ของพรอพอลิสขึ้นอยู่กับสภาพทางภูมิศาสตร์ ชนิดของผึ้ง 
ชนิดของพืชอาหาร เป็นต้น โดยทั่วไปพรอพอลิสมีลักษณะเป็นยางเหนียวมีสีนํ้าตาลเข้ม พรอพอลิสที่ได้จากต้น  
Poplar (Populus nigra L.) ประกอบด้วย ยางจากพืช (50%), ไข (30%), นํ้ามัน (10%), เกสรดอกไม้ (5%) 
และองค์ประกอบอ่ืน ๆ (5%) [1]  

พรอพอลิสมีฤทธ์ิทางชีวภาพหลาย ๆ ชนิด เช่น ฤทธ์ิต้านแบคทีเรีย ฤทธ์ิต้านไวรัส ฤทธ์ิต้านการอักเสบ 
และฤทธ์ิต้านออกซิเดชัน [2-5] ซึ่งพบว่าทั้งสารสกัดอย่างหยาบและสารประกอบมีฤทธ์ิที่ดีทั้งสองชนิด และให้ผล
ที่ดีทั้งในระดับ in vitro หรือ in vivo ยกตัวอย่างเช่น หนู mice  เพศผู้แบบ BALB/c ได้รับสารสกัดอย่างหยาบ
ด้วยเอทานอล (CEE) ของ Brazillian green propolis (200 mg/kg ของนํ้าหนักตัว) เป็นเวลา 3 วัน ผลพบว่า
หนูมีระบบภูมิคุ้มกันที่ดีขึ้น มีการแสดงออกของยีน Toll-like receptor (TLR)-2 และ TLR-4 ที่สูงขึ้น และมี
การสร้าง Pro-inflammatory interleukin (IL)-1 และ IL-6 ที่มากข้ึนใน Macrophages และ Spleenocyte 
cells [6] นอกจากน้ียังพบว่าพรอพอลิสทําให้มีการแสดงออกของ TLR-4 และกลุม่ของ ฏifferentiation 

(CD)80 ใน Human monocytes และเพ่ิมระดับการแสดงออกของ Tumor necrosis factor (TNF)- และ 
IL-10 ในลักษณะที่แปรผันตามความเข้มขน้ของสาร [7] ถ้า TLR-4 ถูกยับย้ัง ผลพบว่าการผลิต Cytokine จะ
ลดลง  

พรอพอลิสมีสารประกอบทางเคมีอยู่ประมาณ 50 ชนิด ซึ่งส่วนใหญ่เป็นพวก Polyphenolic, 
flavonoids และ Fatty acids [8] ยกตัวอย่างเช่น Baccharin ที่แยกได้จาก Brazillian propolis สามารถ
ยับย้ัง Aldo-keto reductase 1C3 (AKR1C3) ซึ่งมีความเกี่ยวข้องกับการด้ือยา Castration ของ Prostate 
cancer [9] นอกจากน้ียังพบว่า ในหนู Mice ซึ่งได้รับ Caffeic acid phenethyl ester (CAPE) ซึ่งเป็น
สารประกอบที่สําคัญในพรอพอลิส ทีม่ีความเข้มข้น 5 μM/kg โดยวิธี Intraperitoneal injection สามารถ
อาการกังวลลงได้ พบว่ามีการเกิด p38MAPK phosphorylation ที่ลดลง ซึ่งส่งผลให้เกิดการทํางานของ 
Glucocorticoid receptor ที่มากข้ึน [10] 
 Propoelix™ ซึ่งเป็นสารสกัดด้วยนํ้าของพรอพอลิสใช้รักษาผู้ป่วยที่เป็นไข้เลือดออกได้ดี [11] ผู้ป่วย
จํานวน 63 คน ที่ได้รับ . Propoelix™ ขนาด 200 mg/แคปซลู จํานวน 2 แคปซลู จํานวน 3 ครัง้ต่อวัน เป็น
เวลา 7 วัน จะฟ้ืนไข้ได้เร็วอย่างมีนัยสําคัญในวันที่ 3 และวันที่ 6 ตามลําดับ   
 มีการรายงานถึงกลไกในระดับโมเลกุลของสารประกอบทางเคมีในพรอพอลิส ยกตัวอย่างเช่น CAPE 
(25 μM) สามารถชักนํา Apoptosis ใน HeLa cervical cancer cell line (ME 180) หลังเลี้ยงร่วมกันเป็น
ระยะเวลา 8 ช่ัวโมง และชักนํา Cell cycle arrest ที่ระยะย่อย S และ G2/M subphases, พบการแสดงออกที่
สูงข้ึนของ E2F-1 target gene, cyclin A, cyclin E, apoptosis protease activating of factor-1 (Apaf-1) 
และ Myeloid leukemia cell differentiation protein (Mcl-1) แต่มีการแสดงออกของ Cyclin B ที่ลดลง 
[12] 



 
 

 

 

 

 นอกเหนือจากน้ี ยังพบว่า Chrysin สามารถลดระดับของ Pro-inflammatory cytokines IL-1β และ 
IL-6 ในนํ้าเลือดในหนู Rat ที่มีอาการของ Type 2 diabetic โดยการชักนําด้วยอาหารที่มีไขมันสูง / 

streptozotocin เน่ืองจาก Pro-inflammatory cytokines ซึ่งรวมถึง TNF-α มีบทบาทสําคัญต่อการต้าน 
Insulin resistance และการตอบสนองทางการอักเสบ, chrysin จึงเป็นเป้าหมายใหม่ในการใช้รักษา Type 2 
diabetes [13]  

 
คาร์ดานอล ซึง่เป็นสารประกอบ Phenolic มักพบใน Cashew tree (Anacardiaceae) family ถูก

รายงานการค้นพบมาก่อนหน้าน้ีแล้วในพรอพอลิสของผึ้งพันธ์ุ Apis mellifera [14] มีฤทธ์ิในการต้านการ
อักเสบ ต้านแบคทีเรีย และต้านออกซิเดชัน [15-17] แต่อย่างไรก็ตามบทบาทการทํางานในระดับโมเลกุลยังไม่มี
การรายงานถึง ในงานวิจัยน้ี เลือกใช้ BT-474 cell line ซึ่งเป็นมะเร็งเต้านมเป็นต้นแบบในการศึกษา เน่ืองจาก
เป็นสาเหตุการตายของผู้หญิงไทยในระดับต้น ๆ [18]  

เน่ืองจากคาร์ดานอลไม่สามารถหาซื้อได้ตามท้องตลาด ในการทดลองน้ีจึงต้องทําการสกัดบริสุทธ์ิเอง 
ตามวิธีที่เคยรายงานมาแล้วก่อนหน้าน้ี [14] ในงานวิจยัน้ีให้ความสําคัญกับการเปลี่ยนแปลงทางสัณฐานวิทยาซึ่ง
สังเกตได้โดยใช้กล้องจุลทรรศน์แบบใช้แสง ศึกษา Cytotoxic activity โดยใช้ 3-(4,5-dimethyl-thiazol-2-
yl)2,5-diphenyl-tetrazolium bromide (MTT) assay และการเกิด Cell cycle arrest, apoptosis และ 
Necrosis ด้วยวิธี Flow cytometric analysis ร่วมกับการย้อมเซลล์ด้วยสี Annexin V และ Propidium (PI) 
พร้อมกับดูการเปลี่ยนแปลงการแสดงออกของยีนที่เก่ียวข้องกับการตายของเซลล์และวัฏจักรของเซลล์โดยใช้
เทคนิค Quantitative reverse transcriptase polymerase chain reaction (qRT-PCR) และ Western 
blot analyses และท้ายสดุได้มีการเสนอกลไกในระดับโมเลกุลของการทํางานของคาร์ดานอลท่ีมีต่อ BT-474 
cell line  

 
2) วัตถุประสงค์ของโครงการ 

2.1  ศึกษาฤทธิ์ของพรอพอลิสของผึ้งพันธ์ุที่มีต่อการยับย้ังการเพิ่มจํานวนของเซลล์มะเร็งเต้านม BT- 
474 

2.2 การตรวจสอบรูปแบบการตายของเซลล์มะเร็งเต้านม BT-474 พร้อมทั้งระยะในวัฏจักรของเซลล์ 
ที่ถูกยับย้ังด้วยพรอพอลิส 

2.3 ศึกษากลไกของพรอพอลิสในการยับย้ังเซลลม์ะเร็งเต้านม BT-474  
 
3) วิธีดําเนินการวิจัย และแผนการปฏิบัติงาน  
  การเก็บตัวอย่าง 
 ทําการเก็บพรอพอลิสของผึ้งพันธ์ุจากจังหวัดน่าน แล้วทําการห่อด้วยแผ่นอลูมิเนียมฟอยล์เพ่ือป้องกัน
แสง เก็บรักษาที่อุณหภูมิ -20 oC 
 
  



 
 

 

 

 

การสกัดบริสุทธ์ิพรอพอลิส 
 การสกัดด้วยตัวทําละลายแบบแยกส่วน 
 นําพรอพอลิส (90 กรัม) มาละลายใน  400 มล. ของ 80% (v/v) เมทานอล เขย่าที่ 100 รอบต่อนาที, 
15 oC, เป็นเวลา 18 ช่ัวโมง แล้วทําการป่ันเหว่ียงที่ 4930 g, 20 oC เป็นเวลา 15 นาที นําส่วนใสไปทําการ
ระเหยโดยใช้ Rotary evaporator (Buchi rotavapor R-114) เมื่อแห้งจะได้ Crude MeOH extract (CME) 
นําตะกอนมาผสมกับ 400 มล. ของ Dichloromethane (CH2Cl2) แลว้เขย่าต่อที่ 100 รอบต่อนาที, 15 oC, 
เป็นเวลา 18 ช่ัวโมง แล้วทําการป่ันเหว่ียงที่ 4930 g, 20 oC เป็นเวลา 15 นาที เก็บส่วนใสแล้วนํามาทําการ
ระเหยโดยใช้ Rotary evaporator เมื่อแห้งจะได้ Crude CH2Cl2 extract (CDE) ต่อจากน้ันนําตะกอนไป
ละลายใน 400 มล. ของ Hexane, เขย่าที่ 100 รอบต่อนาที, 15 oC, เป็นเวลา 18 ช่ัวโมง หลังจากการป่ัน
เหว่ียงที่ 4930 g, 20 oC เป็นเวลา 15 นาที นําส่วนใสไประเหยโดยใช้ Rotary evaporator เมื่อแห้งจะได้ 
Crude hexane extract (CHE), นํา CME, CDE และ CHE ไปช่ัง สังเกตลักษณะที่ได้ แล้วนําไปตรวจสอบ 
Antiproliferative activity และเก็บรักษาไว้ในที่มืด ที ่-20 oC 
  
 โครมาโตกราฟี 

Quick column chromatography 
 ทําการบรรจุ silica gel 60 G (0.063-0.2 mm) ลงใน Sintered glass (ขนาดความจุ 250 มล.) ใช้ป๊ัม
สูญญากาศในการช่วยอัดเจลให้แน่น ผสม Crude extract กับ Silica gel 60 จนกระทั่งผสมเป็นเน้ือเดียวกัน
และไม่เหนียว ต่อจากน้ันนําของผสมไปวางทางด้านบนของคอลัมน์ วางช้ินกระดาษกรอง (Whatman, 110 
mm in Ø) บนของผสม หลังจากน้ันวางสําลีทางด้านบนของกระดาษกรอง เติม 1.5 ลิตรของตัวทําละลาย
ต่อไปน้ี (500 มล. / ครั้ง, 3x) hexane 25% (v/v) , CH2Cl2 -hexane 50% (v/v), CH2Cl2 - hexane 75% 
(v/v), CH2Cl2 100% (v/v), MeOH - CH2Cl2 4% (v/v), และ MeOH - CH2Cl2 30% (v/v) ลงในคอลัมน์
ตามลําดับ เก็บ Fractions, สังเกตรูปแบบของสารประกอบทางเคมีของทุก Fractions ด้วย Thin layer 
chromatography (TLC), นํา Fraction ที่มีรูปแบบบน TLC ที่เหมือนกันมารวมกัน แล้วนําไประเหยและช่ังน
นํ้าหนัก บันทกึลักษณะของสารที่ได้ แล้วนําไปตรวจสอบ Antiproliferative activity ด้วย MTT assay  
  

Adsorption chromatography 
นํา Silica gel 60 (90 กรัม) มาผสมกับ Hexane (250 มล.) บรรจุลงในคอลัมน์ แล้วนํา Fraction ที่มี

ฤทธ์ิจาก Quick column chromatography มาผสมกับ Silica gel 60 (5-7 กรัม) จนกระทั่งของผสมไม่
เหนียว ปล่อยทิ้งไว้ให้แห้งทีอุ่ณหภูมิห้อง แล้วนําไปบรรจุลงบนด้านบนของคอลัมน์ คลุมด้วยสําลี ทําการชะด้วย 
500 มล. ของ 100% (v/v) hexane, 50% (v/v) CH2Cl2-hexane, 75% (v/v) CH2Cl2-hexane และ 100% 
(v/v) MeOH ตามลําดับ เก็บ Fractions (ขนาด 2.5 ml) แล้วตรวจสอบรูปแบบขององค์ประกอบทางเคมีแต่ละ 
Fraction โดย TLC, จากผลบน TLC plate, นํา Fraction ที่มี Cardanol มารวมกัน แล้วทําการระเหย ช่ังสาร
ที่ได้  
  



 
 

 

 

 

Thin layer chromatography (TLC) 
ใช้วิธีน้ีเพ่ือตรวจสอบความบริสุทธ์ิของตัวอย่าง ทําการตัด TLC plate (a silica coated plate, 

Merck) ให้มีขนาด 5 ×5 cm2 ขีดเส้นทางด้านล่างของแผ่นโดยให้สูงจากขอบล่างขึ้นมา 0.5 ซม. ด้วยดินสอ ใช้ 
Capillary tube ถ่ายสารตัวอย่างลงบนเส้นที่ขีด โดยให้มีลักษณะเป็นจุด ถ้าตัวอย่างเหนียวข้นเกินไป ก็สามารถ
ละลายตัวอย่างได้ด้วยตัวทําละลาย จากน้ันจุ่ม TLC plate ลงใน Solvent chamber, โดยใช้ 100% (v/v) 
CH2Cl2 เป็น Mobile phase, เมื่อองค์ประกอบทางเคมีเคลื่อนที่เกือบถงึด้านบนของ TLC plate ก็ทําการดึง
แผ่นออกจาก Chamber, ทิ้งไว้ให้แห้งที่อุณหภูมิห้อง สงัเกตรูปแบบขององค์ประกอบทางเคมีบน TLC plate 
ภายใต้รังสี U.V. 
 

การพิสูจน์โครงสร้างของสาร 
ทําการวิเคราะห์โครงสร้างทางเคมีขององค์ประกอบใน Fraction ที่มีฤทธ์ิและบริสุทธ์ิด้วย Mass 

Spectrometry (MS)  
 

  การเลี้ยงเซลลม์ะเร็งและวัดอัตราการเจริญของเซลล์มะเรง็ 
Cell culture 

 ได้รับ Breast cancer BT-474 cell line (ATCC no. HTB 20) มาจากสถาบันวิจัยเทคโนโลยีชีวภาพ
และพันธุวิศวกรรมพันธุศาสตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย แล้วทําการเลี้ยงในอาหาร Roswell Park Memorial  
 
Institute (RPMI) 1640 ที่ม ี5% (v/v) fetal calf serum (FCS), ทําการ Seed cells โดยทําการย้าย 1 x 105 
เซลลล์งใน 5 มล. ของอาหารที่อยู่ในฟลาสก์ขนาด 25-cm2 แล้วทําการบ่มที่ 37 oC ที่มี 5% (v/v) CO2 ทําการ 
Re-passage เมื่อความหนาแน่นของเซลล์ (Confluency) ถึง 70-80%  
 

Cytotoxicity test  
      ใช้ 3-(4,5-dimethyl-thiazol-2-yl)2,5-diphenyl-tetrazolium bromide (MTT) assay เป็นตัว
ตรวจสอบ ทําการ Seed BT-474 cell line (5x103 เซลล์ใน 200 μl ของอาหาร) ลงในแต่ละหลุมของ 96 well 
plate ทําการบ่มที่ 37 oC ที่มี 5% (v/v) CO2 เป็นเวลา 24 ช.ม. ทําการละลาย Cardanol ด้วย 
Dimethylsulfoxide (DMSO) เพ่ือเป็น Stock concentration, หลังจากน้ันใส่ 2 μl ของ Cardanol ลงไปใน 
แต่ละหลุมโดยให้มีความเข้มข้นสุดท้ายเป็น 100, 10, 1, 0.1, 0.01, และ 0.001 μg/ml, ตามลําดับ ใช้ DMSO 
(2 μl / หลุม) เป็นตัวควบคุม บ่มเซลล์ต่ออีก 72 ช่ัวโมง หลังจากน้ันเติม 10 μl ของ 5 mg/ml ของ MTT 
solution ลงไปในแต่ละหลมุ แล้วบ่มต่ออีก 4 ช่ัวโมง หลังจากน้ันทําการย้ายสารละลายออก เติมสารละลายที่
ประกอบด้วย 150 μl ของ DMSO และ 25 μl ของ 0.1 M glycine ลงไปในแต่ละหลุมเพ่ือละลาย Formazan 
crystal, ทําการวัดค่าการดูดกลืนแสงที ่ 540 nm โดยใช้ Microplate reader, แล้วคําณวนหาเปอร์เซนต์ของ
การอยู่รอดของเซลล์ โดยคําณวนจากสูตรต่อไปนี้  
 



 
 

 

 

 

เปอร์เซนต์ของการอยู่รอดของเซลล ์= (ค่าการดูดกลืนแสงของตัวอย่าง/ค่าการดูดกลืนแสงของตัวควบคุม)x100 
 
ทั้งน้ีกําหนดให้การอยู่รอดของเซลล์ในกลุ่มควบคุมมีเปอร์เซนต์การอยู่รอดเป็น 100%, ทําการวาดกราฟ

โดยกําหนดให้แกน Y แสดงเปอร์เซนต์การอยู่รอดของเซลล์ และแกน X แสดงความเข้มข้นของ Cardanol, ทํา
การลากเส้นในแนวนอนจากตําแหน่งของ 50% บนแกน Y จนกระทั่งถึงเส้นกราฟ แล้วลากเส้นกราฟลงมาใน
แนวต้ังจนสัมผสัแกน X, จุดตัดบนแกน X แสดงค่า IC50 value ของ Cardanol  

 
Growth curve  

      ทําการเตรียม Untreated BT-474 cells และ Treated BT-474 cells (โดยใช้ความเข้มข้นที่ค่า IC50 
value), ใช้ MTT assay เพท่อตรวจสอบผล ทําการวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ 540 nm ทุก ๆ 1, 2, 3, 5, และ 7 
วัน วาดกราฟท่ีแสดงเปอร์เซนต์การอยู่รอดของเซลล์ (แกน Y) และเวลา (แกน X) ทาํการเปรียบเทียบแนวโน้ม
ของเส้นกราฟระหว่างตัวอย่างและตัวควบคุม ทําการทดลอง 3 ซ้ํา  
 

สัณฐานของเซลล ์  
เตรียมเซลล ์ 3 กลุ่ม (2 x 105 เซลล/์มล.) กลุ่มที่ 1 คือ ตัวควบคุม กลุ่มที ่ 2 เซลลท์ี่เลี้ยงร่วมกับ 30 

μg/ml ของ Cardanol และกลุ่มที ่3 เซลลท์ี่เลี้ยงร่วมกับ 0.5 μg/ml ของ Doxorubicin (Positive control), 
สังเกตสัณฐานของเซลล์ในทกุกลุ่ม ทุก ๆ ระยะการบ่มที่ 0, 24, 48, และ 72 ช.ม. โดยใช้ Inverted 
microscope (Ziess) ที่เช่ือมต่อกับ Digital camera (Cannon EOS 7D)  
   

การตรวจสอบ Apoptosis และ Necrosis  
ทําการเลี้ยง BT-474 cells (3–5 x 106 cells/ml) ใน CM ที่มีการเติม (i) DMSO ใช้เป็นตัวควบคุม, 

(ii) 30 μg/ml คาร์ดานอล และ (iii) 0.5 μg/ml doxorubicin (ตัวควบคุมแบบบวก) เมื่อถึงเวลาบ่มที่ต้องการ 
ทําการเก็บเซลล์ โดยการป่ันเหว่ียง (3,000 x g, 4 oC เป็นเวลา 10 นาท)ี ล้างเซลล์ด้วย 1 ml ของ 1 x  
 
phosphate buffer saline (PBS) ที่เย็น และทําการเก็บเซลล ์ ละลายตะกอนใน 50 μl ของ 1 x binding 
buffer pH 7.4 (10 mM Hepes, 140 mM NaCl และ 2.5 mM CaCl2) ทําการย้อมสีเซลล์ด้วย 1 μl ของ 
Annexin V (Alexa Fluor 488 conjugate, cat. # A13201, Life Technologies)  และ 5 μl ของ 1 mg/ml 
propidium iodide (PI) (P4864, Sigma Aldrich) ในที่มืด ที่อุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 30 นาที แลว้วิเคราะห์ผล
ด้วย Flow cytometry  
 

การตรวจหา Cell cycle arrest  
ทําการเลี้ยง BT-474 cells (1–100 x 106 cells/ml) ในอาหาร CM ที่มีการเติม (i) DMSO ใช้เป็นตัว

ควบคุม, (ii) 30 μg/ml คาร์ดานอล และ (iii) 0.5 μg/ml doxorubicin (ตัวควบคุมแบบบวก) เป็นเวลา 24, 48 
และ 72 ชม. ทําการเก็บเซลล์ตามท่ีระบุข้างต้น ละลายตะกอนเซลล์ใน 500 μl PBS ที่เย็นและ 200 μl 70% 
(v/v) เอทานอลท่ี -20 oC เป็นเวลา 1 คืนหรือแช่นํ้าแข็งเป็นเวลา 4 ช.ม. ทําการเก็บเซลล์เหมือนกันที่ระบุไว้



 
 

 

 

 

ข้างต้น ละลายตะกอนเซลล์ด้วย 250 μl PBS ที่มี 0.1 mg/ml RNAse ทําการบ่มที่ 37 oC เป็นเวลา 30 นาที 
หลังจากเก็บเซลล ์ละลายเซลล์ด้วย 12.5 μl ของ 1 mg/ml PI ทําการบ่มที่อุณหภูมหิ้อง ในทีม่ืด เป็นเวลา 30 
นาที แล้ววิเคราะห์ผลด้วย Flow cytometry ทําการแปลผลในรูปแบบของ (1) sub G1 phase (apoptotic 
cells), (ii) G1 phase (diploid chromosome content), (iii) S phase (DNA synthesis) และ (iv) G2/M 
subphase (double diploid) 
 

การเปลี่ยนแปลงการแสดงออกของยีน  
ในระดับ Transcription  
ทําการเลี้ยง BT-474 cells (1–100 x 106 cells/ml) ในอาหาร CM ที่มีการเติม (i) DMSO ใช้เป็นตัว

ควบคุม, (ii) 30 μg/ml คาร์ดานอล และ (iii) 0.5 μg/ml doxorubicin (ตัวควบคุมแบบบวก) เป็นเวลา 72 ช.
ม. แล้วทําการเก็บเซลล ์ทําการสกัด Total RNA ด้วย RNeasy Plus Mini Kit (Cat. # 74134, Qiagen) ทํา
การชะ RNA ด้วย 20 μl RNase-free H2O และวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ 260 และ 280 nm (A260 และ A280 
ตามลําดับ คําณวนหาความเข้มข้นของ RNA ตามสมการต่อไปน้ี  

 

ความเข้มข้นของ RNA (μg/ml) = (A260) x dilution factor x (40)   
 

ความบริสุทธ์ิของ RNA ที่สกัดได้ คําณวนจาก A260/A280 ratio เก็บรักษา RNA ที่สกัดได้ที่ -20 oC  
 ศึกษาระดับการแสดงออกของยีนโดยใช้ qRT-PCR เลือกศึกษายีน 2 กลุ่ม กลุม่แรกเป็น Death 
receptor group ที่เกี่ยวข้องกับ Apoptosis ได้แก่ B-cell lymphoma-2 (Bcl-2), Mcl-1, mitogen 
activating protein-kinase activating death domain (MADD), cellular FLICE-like inhibitory 
protein (c-FLIP) และ Human death receptor 5 (DR5) กลุ่มที ่ 2 ได้แก่ ยีนที่เก่ียวข้องกับ Cell cycle 
ได้แก่ p21, cyclin D1, cyclin E, cyclin A, cyclin-dependent kinase 4 (CDK4), CDK6 และ CDK2 

เตรียมปฏิกิริยาโดยใช้ One Step SYBR PrimeScript RT-PCR Kit II (cat. # TKR-R-RR064A, 
Takara) แต่ละปฏิกิริยา (20 μl สําหรับปริมาตรสุดท้าย) ประกอบด้วย Total RNA (10 ng), 10 μl 2x one 
step SYBR RT-PCR buffer, 1 μl Prime Script 1 step enzyme mix, 0.5 μl ของแต่ละ Forward และ 
Reverse PCR primer (20 μM stock) และ RNase-free d-H2O รายละเอียดของ Forward และ Reverse 
primers อยู่ในตารางที่ 1 ภาวะที่ PCR ทํางาน คือ 95 ˚C เป็นเวลา 15 นาที ตามด้วย 40 รอบของ 94 ˚C เป็น
เวลา 15 วินาที, x oC เป็นเวลา 30 วินาที และ 72 ˚C เป็นเวลา 30 วินาที ค่า x แสดงไว้ในตารางที่ 1 ระดับ 
 
การแสดงออกของยีนเปรียบเทียบกับระดับการแสดงออกของ ß-actin ซึ่งใช้เป็นตัวควบคุม คําณวนหาระดับการ
แสดงออกของยีนโดยใช้ Crossing point (Cp) ดังสมการต่อไปนี้  
 

ระดับการแสดงออก = 2(Cp actin-Cp target)     

 

ค่า Cp value มีความสัมพัน์กับตัวต้นแบบเริ่มต้นและบ่งบอกถึงระดับการแสดงออกของ mRNA [19]



 
 

 

 

 

ตารางที่ 1 แสดง Forward and reverse primers (5’  3’) ที่ใช้ใน qRT-PCR. 

 
Gene Nucleotide sequence of F primer  Nucleotide sequence of R primer  Annealing temp. (oC) Reference 

ß-actin GACCTGACTGACTACCTCATGA AGCATTTGCGGTGGACGATGGAG 55 Lirdprapamongkol et al. [19] 

MADD TCAACCCACTCATCTATGGCAATG GCGGAATTGAAGAACCGTACCA 60 Li et al. (2011) 

c-FLIP CCAGAGTGTGTATGGTGTGGAT TCTCCCATGAACATCCTCCTGAT 60 Li et al. (2011) 

Bcl2 TGGGATGCGGGAGATGTG CGGGATGCGGCTGGAT 60 Li et al. (2011) 

Mcl1 AGCAGAGGAGGAGGAGGAC  GCCTGCTCCCGAAGGTA 55 Lirdprapamongkol et al. (2013) 

DR5 TGCTGCTCAAGTGGCGC GGCATCCAGCAGATGGTTG 60 Pillai et al. (2011) 

P21 CACTCCAAACGCCGGCTGATCTTC TGTAGAGCGGGCCTTTGAGGCCCTC 55 Weglarz et al. (2006) 

E2F1 GCCACTGACTCTGCCACCA GGACAACAGCGGTTCTTGCT 60 Galanti et al. (2008) 

Cyclin A GAAGACGAGACGGGTTGCA AGGAGGAACGGTGACATGCT 60 Galanti et al. (2008) 

Cyclin D1 AATGACCCCGCACGATTTC TCAGGTTCAGGCCTTGCAC 60 Ullmannova et al. (2003) 

Cyclin E TTCTTGAGCAACACCCTCTTCTGCAGCC TCGCCATATACCGGTCAAAGAAATCTTGTGCC 58 Potemski et al. (2006) 

CDK2 TTTGGAGTCCCTGTTCGTAC TGCGATAACAAGCTCCGTCC 58 Chiang et al. (2010) 

CDK4 CTTTGACCTGATTGGGCTGC GGAGAGGTGGGAGGGGAATG 58 Chiang et al. (2010) 

CDK6 TCTTGCTCCAGTCCAGCTAC AGCAATCCTCCACAGCTCTG 60 Ullmannova et al. (2003) 



 
 

 

 

 

ในระดับโปรตีน  
ใช้วิธีการของ Western blot analysis โดยปรับปรุงวิธีจาก Lirdprapamongkol et al. [20] ทําการ

เลี้ยง BT-474 cells (1–100 x 106 cells/ml) ในอาหาร CM ที่มีการเติม (i) DMSO ใช้เป็นตัวควบคุม, (ii) 30 
μg/ml คาร์ดานอล และ (iii) 0.5 μg/ml doxorubicin (ตัวควบคุมแบบบวก) เป็นเวลา ช.ม. ทําการเก็บเซลล์
และ Lyse ด้วย 150 μl radioimmunoprecipitation assay buffer ที่ประกอบด้วย 1x halt protease 
phosphatase และ phosphatase inhibitor cocktail ที่ม ีEDTA (catalog# 78440, Thermo Scientific, 
USA), บนนํ้าแข็ง วัดความเข้มข้นของโปรตีนด้วยวิธี Bradford assay  

ทําการ Load 20 μg โปรตีนลงในแต่ละหลมุของ Sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel 
(SDS-PAGE) ที่มี 7 และ 4% (w/v) acrylamide separating และ stacking gel ตามลําดับ หลงัจากการทํา 
Electrophoresis ที่ 15 mA เป็นเวลา 105 นาที จึงทาํการย้ายโปรตีนสู่ Immobilon-P nylon membrane 
(Millipore, Beaford, MA, USA) ด้วยวิธี Electroblotting ที่ 100 V เป็นเวลา 90 นาที ทําการ Blocked ด้วย 
3% (w/v) bovine serum albumin (BSA) พร้อมเขย่าเบา ๆ ที่อุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 1 ช.ม. ทําการ Probe 
ด้วย Primary antibodies (Cell Signaling Technology) ที่เจือจางใน 3% (w/v) BSA ให้เป็น 1: 1000 
(ยกเว้น anti-pERK ที่ทําให้เจือจางเป็น 1: 5000) เป็นระยะเวลา 1 คืนที่ 4 oC ในทีม่ืด ล้าง Membrane ด้วย 
1x TBS/T, pH 7.6 (20 mM Tris และ 137 mM NaCl) ทําการบ่มร่วมกับ Horseradish peroxidase-
conjugated secondary antibody (catalog# W4021 and W4011, Promega, USA) ใน TBS/T ที่ม ี5% 
(w/v) skim milk (1: 10000 mouse, 1: 5000 rabbit) พร้อมเขย่าเบา ๆ ที่อุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 1 ช.ม. ดู
ผลโดยใช้ Western bright ECL reagents (Advansta, Menlo Park, CA, USA) และ Image Quant LAS 
4,000 mini instrument (GE Healthcare Life Sciences) 

การวิเคราะห์ทางสถิติ  
นําเสนอผลในรูปแบบของค่าเฉลี่ย ± ค่าเบ่ียงเบนมาตรฐาน (1 S.D.) ในแต่ละการทดลองมีการทําซ้ํา 3 

ครั้ง ทําการวิเคราะห์ข้อมูลด้วย One way analysis of variance (ANOVA) ตามด้วย Tukey’s test โดยมีค่า
ความแตกต่างอย่างมีนัยสําคัญที่ p < 0.05 ทุกการวิเคราะห์ใช้ SPSS program version 19.0  
 
4) สถานที่ทําการวิจัยและเก็บข้อมูล  
 พ้ืนที่ จังหวัดน่าน 
5) ผลการดําเนินงาน 
  สารสกัดอย่างหยาบของพรอพอลิสจาก A. mellifera 

หลังจากทําการสกัดพรอพอลิสของ A. mellifera (90 กรัม) ด้วยตัวทําละลายอินทรีย์ 3 ชนิด (MeOH, 
CH2Cl2, และ hexane), ผลการทดลองที่ได้แสดงในตารางที่ 2 ซึ่งแสดงให้เห็นว่า Yield ที่สูงที่สุดได้จาก CHE 
(21,600 mg), สีของเม็ดสีถกูกําจัดทิ้งใน CHE จึงทําให้เห็นว่าตัวอย่างน้ีมีสีนํ้าตาลที่จางลง ในขณะที่ตัวอย่างที่
เหลือยังคงมีสีนํ้าตาลที่ยังเข้มอยู่ ถึงแม้ว่า Crude extract ทั้งหมดแสดง Antiproliferative activity ต่อ BT-
474, แต่ CDE มีฤทธ์ิสูงที่สุด (IC50 = 29.97 ± 6.17 g/ml) ดังน้ันจึงนํา CDE ไปทําให้บริสุทธ์ิต่อไปโดยใช้โคร
มาโตกราฟี   



 
 

 

 

 

 
ตารางที่ 2 แสดงลักษณะและ IC50 value ของ Crude extract (CME, CDE, และ CHE) 
 

Crude extract นํ้าหนัก 
(mg) 

% yield ของ
พรอพอลิส 

ลักษณะ IC50 (μg/ml) 

CME 600 0.33 ข้นเหนียวและมีสีนํ้าตาลเข้ม 38.26 ± 4.28 
CDE 1,540 1.71 ข้นเหนียวและมีสีนํ้าตาลอ่อน 29.97 ± 6.17 
CHE 21,600 24 สีเหลืองอ่อน 39.18 ± 6.27 

 
 

ผลของ Cardanol  
เน่ืองจาก CDE (1,540 mg) มีฤทธ์ิสูงสุด จึงทําการสกัดบริสุทธ์ิต่อโดยใช้ Quick column 

chromatography และ Adsorption chromatography, พิสูจน์ว่าเป็น Cardanol โดยพิจารณาจาก Rf 
value บน TLC plate และค่า Spectrum ของ Mass spectrometry, ผลพบว่าได้ Cardanol ที่บริสุทธ์ิ 0.52 
mg จากพรอพอลิสเริ่มต้นที ่ 90 กรัม คําณวนได้ IC50 value ที่ 15.57 ± 1.73 μg/ml (รูปที ่ 1) โดยมีค่า
ใกล้เคียงกับที่เคยรายงานไว้ใน Teerasripreecha et al. (2012), ซึ่งเคยรายงานไว้ว่ามี IC50 value ของ 
Cardanol ที่สามารถยับย้ังการเพ่ิมจํานวนของ BT-474 cell lines ที่ 13.95 ± 0.9 μg/ml 

 

 
 

รูปท่ี 1 แสดง IC50 value ของ Cardanol ที่มีต่อ BT 474 cell line 



 
 

 

 

 

 
Growth curve  
การเติบโตของ Untreated BT-474 cells และ Treated BT-474 cells ที่ความเขม้ข้นต่าง ๆ ของ 

Cardanol (0.001-100 μg/ml) แสดงในรปูที่ 2, เมื่อพิจารณาทั้ง 4 ระยะของ Growth curve, จะเห็นได้ว่า
เปอร์เซนต์ของการอยู่รอดของเซลล์ถูกบันทกึเร่ิมจาก Lag phase ไปจนถึง Log phase เพราะหลังจากน้ันจะ
เร่ิมเห็นการตายของเซลล์ที่อยู่ในกลุ่ม Treated BT-474 cells, พบว่า Cardanol ที่ความเข้มข้น 100 μg/ml มี
ฤทธ์ิต้านการเพ่ิมจํานวนของ BT-474 ดีที่สุด ในภาพรวมจะเห็นได้ว่า Cardanol มีฤทธ์ิยับย้ังในลักษณะที่ขึ้นอยู่
กับเวลาและความเข้มข้น  

 
 

 
 
รูปท่ี 2 Growth curve of untreated and treated BT-474 cell line.  

 
การเปลี่ยนแปลงทางสัณฐานของ BT-474 cells 
ทําการบ่ม Untreated BT-474 cells และ Cardanol treated BT-474 cells (IC50 value conc.) 

เป็นเวลา 96 ช.ม. ทําการบันทึกการเปลี่ยนแปลงทางสัณฐานของเซลล์ทุก ๆ 24 ช.ม. ผลของการเปลี่ยนแปลง
แสดงในรูปที่ 4, ในภาพรวมของ Untreated BT-474 cells, สังเกตเห็นว่าเซลล์ยังคงมีชีวิตอยู่ มีรูปร่างแบน
และยึดติดกับพ้ืนผิว แต่สณัฐานของ Cardanol treated cells มีการเปลี่ยนแปลงที่แตกต่างกันออกไป 
โดยเฉพาะแตกต่างจากกลุ่มควบคุม หลังการบ่ม 24 ช.ม. สังเกตเห็นเซลล์ลอย เกิดการหดตัวของเซลล์ หลังจาก
การบ่ม 48 ช.ม. สังเกตเห็นเซลลม์ารวมกันเป็นกลุ่มขนาดใหญ ่และหลังจากการบ่ม 72 ช.ม. เห็นจํานวนเซลล์
น้อยลงมาก  สําหรับการทดลองนี้ ใช้ Doxorubicin (0.5 μg/ml), ซึ่งเป็น Chemotherapeutic drug, มาเป็น 
Positive control, สัณฐานของ Doxorubicin treated BT-474 cells มีการเปลี่ยนแปลงจากกลุม่ควบคุมเป็น
อย่างมาก แต่มีลักษณะของการเปลี่ยนแปลงที่คล้ายกับ Cardanol treated BT-474 cells, แต่อย่างไรก็ตาม
สังเกตเห็นการรวมกันเป็นกลุ่มเล็ก ๆ ของเซลล ์มีรูปร่างคล้ายชมพู่ สังเกตได้ชัดเจนว่ามีจํานวนเซลล์ที่มีชีวิตอยู่
น้อยลงมาก (รปูที่ 3) 



 
 

 

 

 

 
 

ตัวอย่าง บ่ม 24 ช.ม. บ่ม 48 ช.ม. บ่ม 72 ช.ม. บ่ม 96 ช.ม. 
Control  

 
 
 

   

Cardanol  
 
 
 

   

Doxorubicin  
 
 
 

   

 
รูปท่ี 3 แสดงสัณฐานของ Cardanol treated BT-474 cells หลังการบ่มที ่ 24, 48, 72, และ 96 ช.ม. ใช้
กําลังขยายที่ 200x, ภาพมาจากการทําการทดลอง 3 ซ้ํา   
 

การชักนําให้เกิด Apoptosis และ Necrosis 
ทําการย้อมสีเซลล์โดยใช้ Annexin V และ PI แล้วสังเกตผลด้วย Flow cytometry ผลแสดงดังในรปูที่ 

4 พบเซลล์มีชีวิตอยู่มากในกลุ่มควบคุม (98 % ที่ 24 ช.ม. ถึง 78 % ที่ 72 ช.ม.) พบการตายแบบ Apoptosis 
บ้างเล็กน้อย ในทางตรงกันข้ามเซลล์ที่เลี้ยงร่วมกับคาร์ดานอลมีการตายแบบ Late apoptosis จํานวนมากท่ี 
72 ช.ม. (27.2 ± 1.1 %) ในขณะที่พบว่าเซลล์ที่เลี้ยงร่วมกับ Doxorubicin มีการตายแบบ Necrosis เริ่มต้ังแต่ 
48 ช.ม. และพบการตายที่มากข้ึนหลังจาก 72 ช.ม. (35.8 ± 13.0%)  

 
 
 
 
 
 



 
 

 

 

 

 
 

รูปท่ี 4 การชกันําใหเ้กิดการตายแบบ Apoptosis และ Necrosis ใน BT-474 cells เมื่อทําการเลี้ยงใน CM ที่
มีแต่ DMSO (กลุ่มควบคุม), 30 μg/ml คาร์ดานอล และ 0.5 μg/ml doxorubicin เป็นระยะเวลา (A) 24 ช.ม., 
(B) 48 ช.ม. และ (C) 72 ช.ม. เคร่ืองหมาย “**” แสดงความแตกต่างอย่างมีนัยสําคัญ (p < 0.01) ระหว่างกลุ่ม
ควบคุมและ Treated cells แสดงข้อมูลในรูปแบบของค่าเฉลี่ย ± ค่าเบ่ียงเบนมาตรฐาน (1 SD) ทําการทดลอง
ซ้ํา 3 ครั้ง 
 

Cell cycle arrest 
ในวัฏจักรของเซลลใ์นระยะ Interphase มีระยะย่อย G1, S และ G2/M ซึ่งสามารถประเมินได้จาก 

DNA content ซึ่งวิเคราะห์ได้จาก Flow cytometry หลังย้อมสีเซลล์ด้วย PI ได้ผลการทดลองดังแสดงใน
ตารางที่  3 

ในกลุ่มควบคุมหลัง 24–72 ช.ม. พบเซลล์ประมาณ 17–19.3 % อยู่ในระยะย่อย G2/M และ 66–71.5 
% อยู่ในระยะ G1 ของวัฏจักรของเซลล ์ ในกลุ่มที่เซลล์เลี้ยงร่วมกับคาร์ดานอลพบว่ามีเซลล์อยู่ในระยะย่อย G1 
มากกว่ากลุ่มควบคุมในทั้ง 3 ช่วงเวลา คือ จาก 66.2 % ถึง 72.9 %, 67.2 % ถึง 74.6 % และ 71.5 % ถึง 
80.7 % ที่ 24, 48 และ 72 ช.ม. ตามลําดับ ดังน้ันจึงสามารถกล่าวได้ว่าคาร์ดานอลชักนําให้เกิด Cell cycle 
arrest ของ BT-474 cells ที่ระยะย่อย G1 นอกจากน้ียังพบว่า Doxorubicin ช่วยเพ่ิมให้เซลล์อยูใ่นระยะย่อย 
G2/M เพ่ิมมากข้ึนเมื่อเปรียบเทียบกับกลุ่มควบคุมในทั้ง 3 ช่วงเวลา คือ จาก 19.3 % ถึง 20.6 %, 20.1 % ถึง 
30.0 %, และ 17.0 % ถึง 41.3 % ที่ 24, 48 และ 72 ช.ม. ตามลําดับ จึงกล่าวได้ว่า Doxorubicin ชักนําให้
เกิด Cell cycle arrest ของ BT-474 cells ที่ระยะย่อย G2/M  



 
 

 

 

 

ตารางที ่3 สรปุเปอร์ของเซลล์ที่อยู่ในระยะย่อย Interphase 

Subphase  Control  Cardanol treated cells  Doxorubicin treated cells 

24 h 48 h 72 h  24 h 48 h 72 h  24 h 48 h 72 h 

Early G1 1.1 ± 0.7 1.3 ± 0.9 1.1 ± 1.0  1.7 ± 1.2 2.5 ± 0.6 2.0 ± 1.3  2.0 ± 0.9 3.5 ± 1.1 5.3 ± 3.9 

G1 66.2 ± 11.4 67.2 ± 6.3 71.5 ± 8.7  72.9 ± 10.2 74.6 ± 3.4 80.7 ± 4.1  59.5 ± 11.5 46.9 ± 3.4 31.8 ± 7.9 

S 10.2 ± 1.1 7.7 ± 0.5 7.3 ± 1.7  8.5 ± 4.5 6.5 ± 7.2 5.8 ± 2.2  13.9 ± 1.8 14.4 ± 7.2 14.0 ± 2.2 

G2 / M 19.3 ± 10.2 20.1 ± 6.5 17.0 ± 8.2  14.3 ± 6.7 13.2 ± 8.2 9.2 ± 5.8  20.6 ± 10.4 30.0 ± 8.2 41.3 ± 1.4 

ข้อมูลแสดงในรูปแบบของค่าเฉลี่ย ± ค่าเบ่ียงเบนมาตรฐาน (1 SD) ข้อมูลมาจากการทดลอง 3 ซ้ํา  

การเปลี่ยนแปลงระดับการแสดงออกของยีน  
สืบเน่ืองมาจากคาร์ดานอลชักนําให้เกิดการตายของ BT-474 cells แบบ Late apoptosis หลังเลีย้ง

ร่วม 72 ช.ม. จึงทําการสกัด Total RNA จาก BT-474 cells ที่ช่วงเวลาดังกล่าว เพ่ือนํามาศึกษาระดับการ
แสดงออกของยีนที่เก่ียวข้องกับ Apoptosis และวัฏจักรของเซลล์โดยใช้ qRT-PCR  

เมื่อมาพิจารณายีนในกลุ่มที่เก่ียวข้องกับ Apoptosis พบว่าเซลล์ที่เลี้ยงร่วมกับคาร์ดานอลมีระดับการ
แสดงออกของยีน DR5 และ Bcl-2 ที่สูงขึน้ แต่มรีะดับการแสดงออกของยีน Mcl-1, MADD และ c-FLIP ที่
ลดลง ในส่วนของเซลล์ที่เลี้ยงร่วมกับ Doxorubicin มีระดับการแสดงออกของยีน Bcl-2 ที่สูงขึน้ แต่มีการ
แสดงออกของยีน Mcl-1, MADD, c-FLIP และ DR5 ที่ลดลง (รูปที่ 5A) 

เมื่อมาพิจารณายีนในกลุ่มที่เกี่ยวข้องกับและวัฏจักรของเซลล์ พบว่าเซลลท์ี่เลี้ยงร่วมกับคาร์ดานอลมี
ระดับการแสดงออกของยีน p21 และ E2F1 ที่สูงขึ้นแต่มีระดับการแสดงออกของยีน cyclin D1, cyclin E, 
CDK4 และ CDK2 ที่ลดลง ในขณะที่เซลล์ที่เลี้ยงร่วมกับ Doxorubicin มีระดับการแสดงออกของยีน E2F1, 
p21, cyclin E, cyclin A, CDK4, CDK6 และ CDK2 ที่สงูข้ึน (รูปที่ 5B)  
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รูปท่ี 5 การเปล่ียนแปลงระดับการแสดงออกของยีนในกลุม่ (A) death receptor group (ควบคุม Apoptosis) 
และ (B) วัฏจักรของเซลล ์ ข้อมูลแสดงในรูปของค่าเฉลี่ย ± ค่าเบ่ียงเบนมาตรฐาน (1 SD) มาจากการทําการ
ทดลอง 3 ครั้ง ความแตกต่างอย่างมีนัยสําคัญระหว่างกลุ่มควบคุมกับ Treated cells แสดงโดยใช้ (**) เมื่อ p 
< 0.01 และ (*) เมื่อ p < 0.05  
 

การเปลี่ยนแปลงระดับของโปรตีน  
ทําการวัดระดับของโปรตีน ERK, JNK และ p38 MAPK รวมทั้งรูปแบบที่ถูก Phosphorylated 

(active) ของโปรตีนดังกล่าว (p-ERK, p-JNK and p-P38) รวมท้ัง p21 และ Cyclin D1 ใน BT-474 cells ที่
เลี้ยงร่วมกับ 30 μg/ml คาร์ดานอล หรือ 0.5 μg/ml Doxorubicin หลังจากระยะการเลี้ยง 24 ช.ม. (รูปที่ 6) 
ผลพบว่าคาร์ดานอลสามารถกระตุ้น ERK, JNK และ p38 MAPK ได้ ซึ่งส่งผลให้มีการเพ่ิมระดับของ p21 และ 
cyclin D1 ทั้งน้ีในภาพรวม กล่าวได้ว่าระยะพักในระยะย่อย G1 ซึ่งถกูชักนําโดยคาร์ดานอลน้ันเป็นผลมาจาก
การกระตุ้นของ MAPK-p21 pathway 
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รูปท่ี 6 Western blot analysis เพ่ือแสดงระดับโปรตีนใน BT-474 cells ในอาหาร CM ที่มรการเติม DMSO 
เท่าน้ัน (กลุ่มควบคุม) หรือเลี้ยงร่วมกับ 30 μg/ml คาร์ดานอล หรือ 0.5 μg/ml doxorubicin เป็นเวลา 24 ช.
ม. ทําการทดลองซ้ํา 3 ครั้ง  
 
6) สรุปและวิจารณ์ผลการศึกษา 

พรอพอลิสของ Apis mellifera ที่เก็บจากจังหวัดน่าน เมื่อนํามาสกัดด้วยตัวทําละลายอินทรีย์ 3 ชนิด 
คือ MeOH, CH2Cl2, และ Hexane จะได้ CME, CDE, และ CHE, ทั้งน้ีพบว่า CDE มฤีทธ์ิ Antiproliferative 
activity ต่อเซลล์มะเร็งเต้านม BT-474 cells ได้ดีที่สุด โดยมี IC50 value เท่ากับ 29.97 ± 6.17 μg/ml 

CDE ถูกนําไปสกัดบริสุทธ์ิโดยใช้ Quick column chromatography และ Adsorption 
chromatography, จนกระทั่งในที่สุดได้ Cardanol ที่บริสทุธ์ิ ทั้งน้ีพิจารณาจาก Rf value เมื่อทํา Thin layer 

Control      Cardanol     Doxorubicin 



 
 

 

 

 

chromatography และจากการทํา Mass spectrometry, จากการทํา MTT assay, พบว่า Cardanol มี IC50 

value ที่ 15.57  1.73 μg/ml 
 
สําหรับการตรวจสอบ Growth curve, หลังการบ่ม Cardanol treated cells ที่ความเข้มข้นต่าง ๆ 

ในช่วง 0.001 - 100 μg/ml เป็นระยะเวลา 7 วัน ผลที่ได้แสดงให้เห็นว่า Cardanol มีผลในการยับย้ังการเติบโต
ของ BT-474 cells ในรูปแบบที่ขึ้นอยู่กับเวลาและความเขม้ข้น  

เมื่อทําการสังเกตสัณฐานของ Untreated BT-474 cells และ Cardanol treated BT-474 cells, ผล
พบว่ารูปร่างของเซลล์ทั้ง 2 กลุ่มมีความแตกต่างกัน ในกลุ่ม Cardanol treated BT-474 cells, สังเกตเห็นการ
ลอยของเซลล ์การหดตัว การรวมเป็นกลุ่มขนาดใหญ่และการลดจํานวนลงอย่างมากของเซลล ์ 

หลังจากการเลี้ยง BT-474 cells ร่วมกับคาร์ดานอล 72 ช.ม. พบการตายของเซลล์ในช่วง Late 
apoptosis จากการพิจารณาระดับการแสดงออกของยีนกับโปรตีนที่เก่ียวข้องกับ Apoptosis และ Cell 
proliferation สามารถกล่าวได้ว่า MAPK ควบคุมระยะพักของเซลล์ที่ระยะย่อย G1โดยเก่ียวข้องกับ p21  

ในภาพของการสรุป จึงสามารถเสนอกลไกการทํางานของคาร์ดานอลท่ีมีต่อ BT-474 cells ได้ดังในรูป
ที่ 7 อธิบายได้ว่าคาร์ดานอลเพ่ิมการเกิด Phosphorylation ของ ERK, JNK และ p38 MAPK ซึง่นําไปสู่การ
กระตุ้น p21, ทั้งน้ี p21 ที่ถกูกระตุ้นสามารถยับย้ัง CDK4/cyclin D และ cyclin E/CDK2 และป้องกันการเกิด 
Hyperphosphorylation ของโปรตีน Retinoblastoma อันส่งผลใหร้ะงับ DNA synthesis และป้องกันการ
เคลื่อนที่ของเซลล์เข้าสู่ระยะย่อย S จึงเข้าสู่ระยะพักท่ีระยะย่อย G1  



 
 

 

 

 

 

 
รูปที่ 7 โมเดลแสดงกลไกการทํางานของคาร์ดานอลที่สามารถชักนํา Cell cycle arrest ที่ระยะย่อย G1 และนําไปสู่การตายของเซลล์ใน BT-474 cancer cells 
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