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บทคัดย่อ 

มะเร็งปากมดลูก เป็นมะเร็งที่พบมากในผู้หญิงทั่วโลก แม้ว่าจะมีวิธีการรักษาได้หลากหลาย

วิธีแต่มักมีผลข้างเคียงที่ไม่พึงประสงค์ ในขณะที่สารสกัดจากสมุนไพรบางชนิดมีฤทธิ์ต้านทานมะเร็ง

แต่มีผลข้างเคียงน้อยลง มีรายงานว่าสารสกัดจากใบแปะตำปึง (Gynura procumbens (Lour.) 

Merr.) มีความสามารถในการต้านมะเร็งเต้านมและมะเร็งกระดูกได้และอาจส่งผลข้างเคียงต่อผู้ป่วย

น้อย งานวิจัยนี้จึงศึกษาผลของสารสกัดจากใบแปะตำปึงที่ได้จากแหล่งต่าง ๆ และเทียบระหว่างใบ

อ่อนและใบแก่ต่อการมีชีวิตของเซลล์มะเร็งปากมดลูกชนิด C33a และ SiHa และการแสดงออกของ

ยีน BCL2 และ BAX ที่เก่ียวข้องกับกระบวนการอะพอพโทซิส ผลการศึกษาพบว่าสารสกัดจากใบแปะ

ตำปึงจากสามแหล่งคือ ชัยภูมิ ชลบุรี กรุงเทพฯ มีผลต่อการมีชีวิตของเซลล์ในเซลล์มะเร็งปากมดลูก

ทั้งสองชนิดแตกต่างกัน โดยสารสกัดจากใบแปะตำปึงมีฤทธิ์ในการลดการมีชีวิตของเซลล์ SiHa ได้

มากที ่สุดคือสารสกัดจากใบแปะตำปึงอ่อนจากจังหวัดกรุงเทพฯ ซึ ่ง มีค่า LC50 เท่ากับ 625.47 

ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร และสารสกัดจากใบแก่จากจังหวัดชลบุรีมีฤทธิ์ลดการมีชีวิตของเซลล์ C33a ได้

มากที่สุด โดยมีค่า LC50 เท่ากับ 143.43 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร อย่างไรก็ตาม พบว่าสารสกัดจากใบ

แปะตำปึงไม่มีผลต่อการแสดงออกของยีน BCL2 และยีน BAX ในเซลล์มะเร็งปากมดลูกทั้งสองชนิด

อย่างมีนัยสำคัญ ข้อมูลที่ได้จากการศึกษาครั้งนี้สามารถนำไปเป็นพื้นฐานของการพัฒนายารักษา

มะเร็งปากมดลูกต่อไปในอนาคต 
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Abstract 

 Cervical cancer is one of the most common cancers in women worldwide. 

Although there are many methods of treatment, there are often undesirable side 

effects. While some herbal extracts have anti-cancer effects, they have fewer side 

effects. Gynura procumbens (Lour.) Merr.) extract has been reported to have anticancer 

activity in breast cancer cells and bone cancer cells, and may cause fewer side effects. 

This study studied the effects of extract from purple passion vine leaves from different 

sources: Chaiyaphum, Chonburi, Bangkok and compared young and old leaves, on the 

viability and the expression of BCL2 and BAX genes related to apoptosis of SiHa and 

C33a cervical cancer cells. The results showed that extracts from purple passion vine 

leaves from three sources had different effects on cell viability in both types of cervical 

cancer cells. The most effective extract in reducing the viability of SiHa cells was 

obtained from an extract from the young leaves from Bangkok, which had an LC50 

value of 625.47 Pg/mL. The extract from the old leaves from Chonburi had the lowest 

LC50 in C33a cells with the LC50 value of 143.43 Pg/mL. However, the purple passion 

vine leaf extract did not significantly change gene expression of BCL2 and BAX genes 

in C33a and SiHa cells. The information obtained from this study can be used as a 

basis for future development of cervical cancer drugs. 

 

Keywords: cervical cancer, purple passion vine leaf extract, apoptosis, gene 

expression 
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บทที่ 1 

บทนำ 

ความเป็นมาและความสำคัญ 

มะเร็งปากมดลูก เป็นมะเร็งที่พบมากเป็นอันดับที่ 2 ของมะเร็งทั้งหมดในผู้หญิงไทย (อรพิน 

พวกแก้ว และคณะ, 2558) มีสาเหตุที ่ทำให้เกิดโรคได้หลายประการ เช่น การติดเชื ้อ Human 

papillomavirus และการกลายพันธุ์ แม้ว่าจะมีวิธีการรักษาโรคมะเร็งได้หลากหลายวิธีแต่มักมี

ผลข้างเคียง เช่น การรักษาด้วยยาเคมีบำบัดซึ ่งมี ฤทธิ์ย ับยั้งการแบ่งตัวของเซลล์มะเร็งทำให้

เซลล์มะเร็งตาย แต่ขณะเดียวกันยาสามารถออกฤทธิ์ต่อเซลล์ปกติที่มีการแบ่งตัวในอวัยวะต่าง ๆ ทั่ว

ร่างกาย เช่น เซลล์ผม เซลล์ไขกระดูก และเซลล์เยื่อบุต่าง ๆ ดังนั้นยาเคมีบำบัดจึงมีผลข้างเคียง เช่น 

ผมร่วง เม็ดเลือดแดงต่ำ เยื่อบุช่องปากอักเสบ (สมถวิล ลูกรักษ์ และคณะ, 2556) ทำให้เกิดความ

สนใจเกี่ยวกับสรรพคุณทางยาของสมุนไพรที่มีอยู่ในประเทศไทยที่นิยมนำมารักษามะเร็ง  ซึ่งหนึ่งใน

สมุนไพรที่ได้รับความนิยม คือ ใบของต้นแปะตำปึง 

Gynura procumbens (Lour.) Merr. (แปะตำปึง แป๊ะตำปึง หรือ จักรนารายณ์) เป็นพืช

วงศ์ Asteraceae เป็นสมุนไพรดั้งเดิมที่มีชื่อเสียงในเอเชียตะวันออกเฉียงใต้ โดยเฉพาะในประเทศ

อินโดนีเซีย มาเลเซีย และไทย สามารถเติบโตได้ดีที่พื้นที่ที่มีแสงแดดรำไร (Mou and Dash, 2016) 

โดยในประเทศไทยมีการใช้ใบแปะตำปึง เป็นวัตถุดิบประกอบอาหารและใช้รับประทานเป็นผักสด 

โดยเชื ่อว ่าเป็นพืชที ่สามารถรักษาอาการป่วยได้หลายโรค (Kaewseejan, Sutthikhum and 

Siriamornpun, 2015)  

โครงงานนี้ สนใจผลของสารสกัดของใบแปะตำปึงต่อเซลล์มะเร็งปากมดลูก โดยได้เลือกใช้

เซลล์ 2 ชนิด คือ เซลล์ C33a ที่เกิดจากกลายพันธุ์ของยีนที่เกี่ยวข้องกับวัฏจักรเซลล์ ทำให้ยับยั้งการ

ทำงานของ tumor suppressor และยับยั้งการเกิดอะพอพโทซิส และเซลล์ชนิด SiHa ที่เกิดจากการ

ติดเชื้อ Human papillomavirus (Yee et al.,1985) ซึ่งหากสารสกัดของใบแปะตำปึงมีผลต่อการมี

ชีวิตของเซลล์มะเร็งปากมดลูก ก็อาจจะเกิดจากการเปลี่ยนแปลงของกระบวนการอะพอพโทซิส ซึ่ง

เป็นกระบวนการที่มีความสำคัญต่อระบบการทำงานในการกำจัดเซลล์ที่ผิดปกติหรือเสื่อมสภาพ 

รวมถึงเซลล์มะเร็ง (Malaguarnera., 2004; Zhivotovsky and Kroemer, 2004) ซึ่งมียีนที่เก่ียวข้อง

กับกระบวนการนี้หลายชนิด เช่น ยีน BAX ซ่ึงเป็นยีนที่ส่งเสริมให้เกิดกระบวนการอะพอพโทซิส และ

ยีน BCL2 ซ่ึงเป็นยีนที่ยับยั้งกระบวนการดังกล่าว (Grace et al., 2003; Klapsinou et al., 2015) 

โครงงานวิจัยนี้สนใจศึกษาผลของใบแปะตำปึงต่อการเกิดกระบวนการอะพอพโทซิส โดย

วิเคราะห์การมีชีวิตและการแสดงออกของยีน BCL2 และ ยีน BAX ในเซลล์มะเร็งปากมดลูกชนิด 

C33a และ SiHa ซึ ่งการศึกษานี ้จะเป็นพื ้นฐานของการศึกษาผลของใบแปะตำปึงในการรักษา

โรคมะเร็งปากมดลูกและเป็นการเพิ่มมูลค่าให้กับสมุนไพรชนิดนี้ต่อไป 
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วัตถุประสงค์ 

เพื่อวิเคราะห์ผลของสารสกัดจากใบแปะตำปึง (G. procumbens (Lour.) Merr.) ต่อการ

แสดงออกของยีนที่เก่ียวกับอะพอพโทซิสและการมีชีวิตของเซลล์มะเร็งปากมดลูก 

 ประโยชน์ที่คาดว่าจะได้รับ 

1. ทราบผลของสารสกัดจากใบแปะตำปึงต่อการมีชีวิตของเซลล์มะเร็งปากมดลูก 

2. ทราบผลของสารสกัดจากใบแปะตำปึงต่อการแสดงออกของยีนที่เกี่ยวข้องกับกระบวนการ   

อะพอพโทซิสของเซลล์มะเร็งปากมดลูก 
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บทที่ 2 

เอกสารและงานวิจัยที่เกี่ยวข้อง 

 

มะเร็งปากมดลูก 

 มะเร็งเป็นสาเหตุของการเสียชีวิตที ่พบมากที่สุดในพื้นที่ส่วนใหญ่ของโลกเป็นอันดับ 1 

(Momenimovahed et al., 2017) และมะเร็งปากมดลูกยังคงจัดอยู่ในกลุ่มโรคท่ีพบมากท่ัวโลก จาก

ข้อมูลในปีค.ศ. 2018 พบว่าอยู่ในอันดับที่ 14 ของมะเร็งทั้งหมดและเป็นอันดับที่ 4 ของผู้หญิงทั่วโลก 

(Brisson and Drolet, 2019) มีหลายปัจจัยที่เป็นสาเหตุของการเกิดมะเร็งปากมดลูกแต่ปัจจัยสำคัญ

คือการติดเชื้อ High risk human papillomavirus (HR-HPV) (เจตน์ วันแต่ง, อุษา ถนอมเงิน และ

วรางคณา อ่อนทรวง, 2557) human papillomavirus (HPV) เป็นหนึ่งในการติดเชื้อไวรัสที่พบบ่อย

ที่สุดของระบบสืบพันธุ์และทำให้เกิดมะเร็งหลายชนิดทั้งในเพศชายและเพศหญิง (Bergot et al., 

2011) รวมทั้งเป็นไวรัสชนิดแรกที่กระตุ้นให้เกิดการก่อมะเร็งที่สัมพันธ์กับมะเร็งปากมดลูก (Wang, 

Huang and Zhang, 2018) มีหลักฐานบ่งชี้ว่า HR-HPV ยับยั้งการเกิดกระบวนการอะพอพโทซิสหรือ

การตายของเซลล ์ ได ้  (Fuentes-González et al., 2013; Rautava and Syrjänen, 2012) โดย

มะเร็งปากมดลูกแบ่งออกเป็นระยะดังนี้ (Bhatla et al., 2019) 

1. ระยะ I : ตรวจพบความผิดปกติของเซลล์ได้หรือพิสูจน์ได้ว่าเป็นมะเร็งที่บริเวณปากมดลูก

แต่ยังไม่แพร่กระจาย แบ่งได้เป็น 7 ระยะย่อย คือ IA1 IA2 IB1 IB2 และ IB3 

2. ระยะ II : เซลล์มะเร็งแพร่กระจายไปนอกมดลูก แต่ยังไม่แพร่กระจายไปยังช่องคลอด

ส่วนล่างหรือผนังอุ้งเชิงกราน ซึ่งแบ่งได้เป็น 2 ระยะย่อย คือ IIA IIB 

3. ระยะ III : เซลล์มะเร็งแพร่กระจายไปถึงส่วนล่างของช่องคลอดและผนังอุ้งเชิงกรานหรือเกิด

ภาวะ hydronephrosis ไตไม่สามารถทำงานได้อย่างปกติ หรือเกิดการเปลี่ยนแปลงของต่อม

น้ำเหลืองในอุ้งเชิงกรานและบริเวณหลอดเลือดแดงใหญ่เอเออร์ตา ซึ่งแบ่งได้เป็น 3 ระยะย่อย 

คือ IIIA IIIB IIIC 

4. ระยะ IV : มะเร็งแพร่กระจายไปยังเยื่อบุกระเพาะปัสสาวะ ทวารหนักและอวัยวะข้างเคียง

หรือแพร่กระจายไปยังอวัยวะที่อยู่ไกลออกไป ซึ่งแบ่งได้เป็น 2 ระยะย่อย คือ IVA IVB 
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การรักษาโรคมะเร็งปากมดลูก  

 การรักษาโรคมะเร็งปากมดลูกขึ้นอยู่กับปัจจัยหลายประการ ได้แก่ ชนิดและระยะของโรค

ผลข้างเคียงของการรักษาและสุขภาพโดยรวมของผู้ป่วย การเลือกรับการรักษาขึ้นอยู่กับการตัดสินใจ

ของผู ้ป่วยและแพทย์ร่วมกัน วิธีการรักษาทั่วไปที ่ใช้ในการรักษาโรคมะเร็งมีดังนี้  (Cancer.Net 

Editorial Board. 2019 : online; The American Cancer Society medical and editorial 

content team. 2020 : online) 

1. การผ่าตัด 

การผ่าตัดคือการตัดชิ้นเนื้อบริเวณที่มะเร็งออกไป หากมีการลุกลามมากต้องทำการผ่าตัด

มดลูกออกไป ภาวะแทรกซ้อนหรือผลข้างเคียงจากการผ่าตัดแตกต่างกันไปขึ้นอยู่กับขอบเขต

ของมะเร็งและข้ันตอนผ่าตัด อาจมีการติดเชื้อ ส่งผลต่อสมรรถภาพทางเพศ 

2. การฉายรังสี 

การรักษาด้วยการฉายรังสีคือการใช้รังสีเอกซ์พลังงานสูงหรืออนุภาคอื่น ๆกำจัดเซลล์มะเร็ง 

ในมักใช้วิธีการนี้รวมกับเคมีบำบัดในปริมาณต่ำ หลังจากการผ่าตัดหรือร่วมกับการบำบัดโดย

ใช้ยา ผลข้างเคียงคือ เหนื่อยล้า ผิวหนังบริเวณฉายเปลี่ยนไป ปวดท้อง ลำไส้อุดตัน ผู้ป่วยที่

ได้ร ับรังสีส ูญเสียความสามารถในการตั ้งครรภ์ ช่องคลอดอาจสูญเสียความยืดหยุ่น 

ผลข้างเคียงส่วนใหญ่มักหายทันทีฟหลังจากสิ้นสุดการรักษา  

3. การบำบัดโดยใช้ยา 

เป็นการใช้ยาเพ่ือกำจัดเซลล์มะเร็งโดยให้ยาทางกระแสเลือดซึ่งกระจายได้ทั่วร่างกายโดยมี 3 

ประเภท ดังนี้ 

เคมีบำบัด ปกติใช้วิธีการนี้เพื่อยับยั้งเซลล์มะเร็งไม่ให้เพิ่มขึ้น ผลข้างเคียงคือ 

เหนื่อยล้า คลื่นไส้ อาเจียน ผมร่วง และเบื่ออาหาร 

การบำบัดแบบตรงจุด คือ การรักษาที่ยีนเป้าหมาย โปรตีน หรือสภาพแวดล้อมที่ทำให้

เก ิดมะเร ็งการรักษานี ้ย ับย ั ้งการเจร ิญและแพ่กระจายของ

เซลล์มะเร็ง  

ภูมิคุ้มกันบำบัด คือ การใช้ยาเพื่อกระตุ้นระบบภูมิคุ้มกันในแต่ละบุคคลเพ่ือทำลาย

เซลล์มะเร็งได้อย่างมีประสิทธิภาพ สามารถใช้ในการรักษามะเร็ง

ปากมดลูกที่แพร่กระจายหรือกลับมาเป็นซ้ำได้  
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ผลของการสกัดใบแปะตำปึงต่อเซลล์มะเร็ง 

Gynura procumbens (Lour.) Merr. เป็นพืชวงศ์ Asteraceae เป็นไม้ยืนต้นขนาดเล็กสูง

ประมาณ 1-3 เมตร ลำต้นอวบและใบเป็นรูปไข่รีหรือรูปใบหอก ดอกมีสีเหลืองยาว 1-1.5 เซนติเมตร 

(ภาพที่ 1) (Rahman and Al Asad, 2013) นิยมนำมาบริโภคและมีการพิสูจน์ทางวิทยาศาสตร์แล้ว

ว่าปลอดภัยสำหรับการบริโภค (Rosidah, Sadikun and Asmawi, 2008) นอกจากนี้ ยังใช้กันอย่าง

แพร่หลายในการรักษาอาการความดันโลหิตสูง เบาหวาน มะเร็ง รูมาตอยด์ โรคผิวหนังที่เกิดจากการ

ติดเชื ้อไวรัส โรคติดเชื ้อทางเดินปัสสาวะ โรคไต มีฤทธิ์ต้านการอักเสบ (Afandi, Sadikun and 

Ismail, 2014; Iskander et al., 2002; Wong et al., 2015) เป็นต้น 

มีงานวิจัยเกี่ยวกับสารสกัดเอทานอลจากใบแปะตำปึงว่ามีประสิทธิภาพในการต้านมะเร็ง 

โดยช่วยป้องกันการเกิดมะเร็งและลดการเพิ่มจำนวนของเซลล์มะเร็งเต้านม ในระยะเริ่มต้นในหนู

ทดลองเพศเมีย ซึ่งเป็นมะเร็งที่เกิดจากการเหนี่ยวนำของสารก่อมะเร็ง DMBA โดยมีกลไกลดการ

แสดงออกของเอนไซม์ cytochrome P-450 ซึ ่งเหนี ่ยวนำให้สารบางชนิดเป็นสารก่อมะเร็งได้ 

(Afandi et al., 2014; Gofur, Hamid and Listyorini, 2015) สามารถยับยั้งการแพร่กระจายและ

กระตุ้นให้เกิดการตายของเซลล์มะเร็งกระดูกชนิด U2-OS โดยยับยั้ง nuclear factor kappa B (NF-

kB) (Wang et al., 2013) ซึ ่งมีอิทธิพลต่อการทำงานของไมโทคอนเดรียภายในเซลล์ (Albensi, 

2019) และมีงานวิจัยพบว่าสารสกัดใบแปะตำปึงมีฤทธิ์เป็นพิษต่อเซลล์มะเร็งปากมดลูกชนิด  HeLa 

โดยยับยั้งการเพิ่มจำนวนและเหนี่ยวนำให้เกิดอะพอพโทซิส (Meiyanto and Septisetyani, 2005) 

และยับยั้งการเพิ่มจำนวนเซลล์มะเร็งเต้านมชนิด MDA-MB-231 (Hew, Khoo and Gam, 2013) 

องค์ประกอบทางเคมีของสารที ่พบในใบแปะตำปึงที ่ คือสารประกอบฟีนอลิค เช่น p-

hydroxybenzoic acid และ syringic acid และสารประกอบฟลาโวนอยด์ เช่น kaempferol และ 

myricetin (Kaewseejan et al., 2015) นอกจากน ี ้ย ังพบ saponins, tannins, terpenoid และ 

sterol glycosides (Akowuah, Sadikun and Mariam, 2002; Kaewseejan, Puangpronpitag 

and Nakornriab, 2012; Zahra et al., 2011) 
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ภาพที่ 1 ลักษณะของต้นแปะตำปึง a. ต้นแปะตำปึง (Mou and Dash, 2016) b. ดอกของต้นแปะ

ตำปึง (Lwin and Lwin, 2011) 

การตายของเซลล์ 

 การตายของเซลล์ หมายถึง กระบวนการเสื่อมสภาพของเซลล์ที่ไม่สามารถกลับคืนสู่สภาพ

ปกติได้โดยเกิดจากกระบวนการตามธรรมชาติของเซลล์เก่าและถูกแทนที่ด้วยเซลล์ใหม่หรือเกิดจาก

ปัจจัยต่างๆ เช่น โรค การบาดเจ็บ หรือความผิดปกติภายในเซลล์ (Galluzzi L et al., 2012) ซึ่ง

รูปแบบการตายของเซลล์สามารถจำแนกได้ตามเกณฑ์ทางสัณฐานวิทยา เช่น การตายของเซลล์

แบบอะพอพโทซิส การตายแบบเนโครซิส เป็นต้น (Giampietri, Paone and D’Alessio, 2014) 

กระบวนการอะพอพโทซิส 

 อะพอพโทซิส คือ การตายของเซลล์ที่มีแบบแผน (programmed cell death) ในรูปแบบที่

เกี่ยวข้องกับการแสดงออกของยีนและโปรตีนหลายชนิดสำหรับการกำจัดเซลล์ต่าง ๆ ที่ไม่ต้องการ

หรือทำหน้าที่ผิดปกติ (Renehan et al., 2001) และเป็นกระบวนการสำคัญในสภาวะสมดุลของเซลล์ 

การพัฒนาของสิ่งมีชีวิตในแต่ละเซลล์ (Galluzzi et al., 2007) ซึ่งเซลล์ที่กำลังตายจะแสดงให้ถึงการ

รวมตัวกันของนิวเคลียส ดีเอ็นเอสลายเป็นชิ ้นเล็ก ๆ (DNA fragmentation) และเซลล์เกิดการ

กระจายตัวเป็น apoptotic body เซลล์จะนำเสนอ phosphatidylserine ไว้บนเยื่อหุ้มพลาสมา โดย

a. 

b. 
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มีเซลล์เม็ดเลือดขาวจดจำสัญญาณนี้ (ภาพที่ 2) (Montero and Letai, 2018) โดยมีวิถีอะพอพโทซิส 

2 วิถ ีคือ วิถีภายใน (intrinsic pathway) และวิถีภายนอก (extrinsic pathway) (ภาพที่ 3) 

วีถีภายในจะถูกใช้เมื่อเซลล์มีความเสียหายของดีเอ็นเอจากการได้รับรังสีเอกซ์หรือได้รับแสง 

UV สารเคมีบำบัด  อาศัยไมโทคอนเดรียเป็นตัวกลางสำคัญ เมื่อมีสัญญาณจากโปรตีนที่ทำให้เกิด

กระบวนการตายส่งสัญญาณไปที่ไมโทคอนเดรีย เกิดการสูญเสียประสิทธิภาพของเยื่อหุ้มไมโทคอนเด

รียและหลั่งโปรตีนไซโตโครม ซี (Cytochrome C) และโปรตีน SMAC/DIABLO จากช่องว่างระหว่าง

เยื่อหุ้มชั้นในและชั้นนอกของไมโทคอนเดรียเข้าสู่ไซโตซอล ซึ่งโปรตีนไซโตโครม ซี จับกับ APAF-1 

และ Pro-caspase9 เพื่อสร้าง Apoptosome เพื่อกระตุ้น Caspase9 ตามด้วยการกระตุ้นการส่ง

ส ัญญาณของ Caspase3 นำไปส ู ่การเก ิดกระบวนการตายแบบอะพอพโทซ ิส และโปรตีน 

SMAC/DIABLO ทำหน้าที่ยับยั้งการทำงานของ IAPs ที่เป็นโปรยับยั้งการทำงานของ Caspase9 ซึ่ง

เป็นผลจากยีน BAX BCL2 และ TP53 เป็นตัวควบคุมวิถีนี้ (Akhtar and Bokhari. 2020 : online; 

Montero and Letai, 2018) 

ส่วนวิถีภายนอกเกิดเมื่อ death receptors (DRs) เช่น tumor necrosis factor receptor 

(TNFR), Fas receptor, DR3, TNF-related apoptosis-inducing ligand เป็นต้น ถูกกระตุ ้นด้วย

การจับของลิแกนด์ที่จำเพาะซึ่งประกอบไปด้วย adaptor proteins และ initiator caspase ที่อยู่

ภายในไซโทพลาสซึมกลายเป็นสารประกอบโปรตีนเชิงซ้อน Death-inducing signaling complex 

(DISC) อยู ่บนเซลล์เป้าหมาย ทำให้เกิดการกระตุ ้นการส่งสัญญาณของ Caspase และนำไปสู่

กระบวนการอะพอพโทซิส (ปกป้อง ประยงค์, นาถธิดา วีระปรียากูร และสหพัฒน์ บรัศว์รักษ์, 2550) 

โปรตีนกลุ่ม Bcl2 (Bcl2 family proteins) เป็นกลุ่มโปรตีนหลักที่ควบคุมการตายของเซลล์

แบบอะพอพโทซิสทั้งวิถีภายในและวิถีภายนอก ซึ่งสามารถแบ่งกลุ่มโปรตีนออกเป็น 3 กลุ่มย่อย คือ 

กลุ่มต้านอะพอพโทซิส (Bcl2-like proteins) เช่น BCL2, BCL-XL, MCL-1, BCL-W และ A-1 กลุ่ม

ส่งเสริมอะพอพโทซิส (BAX-like proteins) เช่น BAX, BAK, BOK และ BIK (Youle and Strasser, 

2008)  และกลุ่มส่งเสริมการตายของเซลล์ (BH3-only proteins) เช่น BAD, BID, BIM, NOXA และ 

PUMA ในกลุ่มนี้สามารถยับยั้งกลุ่มต้านอะพอพโทซิสและกระตุ้นกลุ่มส่งเสริมอะพอพโทซิสเพ่ือ

กระตุ้นการตายของเซลล์ (Kuwana et al., 2005) 
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ภาพที่ 2 ลักษณะของเซลล์ระหว่างเกิดกระบวนการอะพอพโทซิส (Kumar et al., 2010) เมื่อเริ่ม

กระบวนการอะพอพโทซิสเซลล์จะแสดงถึงการรวมตัวกันของนิวเคลียส (nucleus condensation) 

และดีเอ็นเอสลายเป็นชิ้นเล็ก ๆ จากนั้นเซลล์เกิดการกระจายตัวเป็น apoptotic body และเซลล์เม็ด

เลือดขาวทำหน้าที่กลืนกิน apoptotic body ด้วยกระบวนการฟาโกไซโทซิส 



9 
 

 

ภาพที่ 3 วิถีอะพอพโทซิส วิถีภายนอก (extrinsic pathway) มี Death receptor จับกับ ligand จะ

กระตุ้นให้เกิดกระบวนการอะพอพโทซิส และวิถีภายใน (intrinsic pathway) เมื่อเกิดความเสียหาย

ต่อดีเอ็นเอ ทำให้เกิดการควบคุมกลุ่มยีน BCL-2 ทำให้ไมโทคอนเดรียหลั่งโปรตีนไซโตโครม ซี 

(Cytochrome C) (Elkholi, Floros and Chipuk, 2011)  

ยีนที่เกี่ยวข้องกับอะพอพโทซิส (Wang et al., 2016) 

ยีน B-cell lymphoma 2 (BCL2) เป็นยีนในกลุ่มที่ยับยั้งการตายของเซลล์ในกระบวนการ 

(anti-apoptotic genes) ซึ่งโปรตีนที่ได้จากยีน BCL2 ส่วนใหญ่จะอยู่ในเยื่อหุ้มนิวเคลียส เยื่อหุ้มไม

โทคอนคอนเดรียและเอนโดพลาสมิกเรติคูลัม สามารถรักษาเสถียรภาพการทำงานของเยื่อหุ้มไมโท

คอนเดรียและยับยั้งการถ่ายโอนของโปรตีนที่ทำให้เกิดการตายได้ 

ยีน BCL2 associated X (BAX) เป็นยีนในกลุ่มที่ส่งเสริมให้เกิดกระบวนการตายของเซลล์  

(pro-apoptotic gene) ซึ่งโปรตีนที่ได้จากยีน BAX ส่วนใหญ่จะอยู่ในไซโตพลาสซึมเมื่อได้รับการ

กระตุ้น โปรตีนจะถ่ายโอนไปยังไมโทคอนเดรียทำให้ไมโทคอนเดรียมีการทำงานและศักยภาพลดลง 

และเกิดการปล่อยอะพอพโทติก เฟกเตอร์ (apoptotic factor) ไปยังนิวเคลียส จับกับดีเอ็นเอ 

เหนี่ยวนำให้เกิดการตายของเซลล์ขึ้น 
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ภาพที่ 4 ยีน BAX ส่งเสริมให้เกิดกระบวนการตายของเซลล์ (pro-apoptosis) ซึ่งมีผลทำให้เกิดการ

ปลดปล่อยโปรตีนไซโตโครม ซี (Cytochrome C) และยีน BCL2 ยับยั้งกระบวนการตายของเซลล์โดย

ยับยั้งตัวกระตุ้นและการทำงานของกลุ่มยีนที่ส่งเสริมการเกิดกระบวนการตายของเซลล์ (Montero 

and Letai, 2018) 

 เซลล์มะเร็งมีหลากหลายวิธีที่สามารถหลบหลีกการตายของเซลล์ได้ เช่น ยับยั้งการทำงาน

ของโปรตีน Caspase ยับยั้งตัวกระตุ้นที่ทำให้เกิดการตายของเซลล์มะเร็งหรือการควบคุมการเกิด

กระบวนอะพอพโทซิสผิดปกติ มีการแสดงออกของยีน BCL2 มากขึ้นและลดการแสดงออกของยีน 

BAX  ทำให้เซลล์มะเร็งสามารถยับยั้งการเกิดกระบวนการอะพอพโทซิส เพิ่มจำนวนเซลล์มะเร็งและ

สะสมการกลายพันธ์ต่อไป (Adams and Cory, 1998; Lopez and Tait, 2015)  ดังนั้นวิธีหนึ่งใน

การรักษามะเร็งคือการควบคุมและยับยั้งการเจริญเติบโตของเซลล์มะเร็งด้วยกระบวนการอะพอพโท

ซิส และมียาต้านมะเร็งหลายชนิดที่มีเป้าหมายเป็นกระบวนการอะพอพโทซิส  สารสกัดที่สามารถชัก

นำให้เกิดกระบวนการอะพอพโทซิสหรือสามารถเพิ ่มการแสดงออกของยีน BAX และลดการ

แสดงออกของยีน BCL2 (Hassan et al., 2014) จึงเป็นแนวทางสำคัญในการนำสารสกัดมาศึกษา

และพัฒนายาสำหรับการรักษาโรคมะเร็งต่อไป  

 การศึกษาครั้งนี้จึงสนใจฤทธิ์ทางชีวภาพของสารสกัดเอทานอลจากใบแปะตำปึงที่มีคุณสมบัติ

ในการต้านเซลล์มะเร็งผ่านกระบวนการอะพอพโทซิสโดยศึกษาการมีชีวิตของเซลล์และการแสดงออก

ของยีนที่เกี ่ยวข้องกับกระบวนการอะพอพโทซิสหลังได้รับสารสกัดเอทานอลจากใบแปะตำปึงใน

เซลล์มะเร็งปากมดลูกชนิด SiHa และ C33a การศึกษาครั้งนี้อาจเป็นประโยชน์ในการค้นพบการ

รักษารูปแบบใหม่ในเซลล์มะเร็งปากมดลูก  
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บทที่ 3 

วัสดุ อุปกรณ์และวิธีการดำเนินการ 

วัสดุอุปกรณ์ที่ใช้ดำเนินการ 

1. ตู้อบสำหรับอบตัวอย่างใบพืช  

2. เครื่องชั่งน้ำหนักสาร (Sartorius BL610 Precision Balance, USA) 

3. เครื่องปั่นสำหรับบดตัวอย่างใบพืช 

4. กระดาษกรอง (Whatman No.1 filter paper) 

5. เครื่องเขย่าสาร รุ่น 3017 (GFL, Germany) 

6. ตู้แช่อุณหภูมิ -20 qC 

7. ตู้แช่อุณหภูมิ -80 qC 

8. เครื่องระเหยแอลกอฮอลร์ุ่น N-1001V-W (Eyela, USA) 

9. ตู้สำหรับเลี้ยงเซลล์ (CO2 incubator) 

10. อ่างน้ำควบคุมอุณหภูมิ  

11. Microplate reader (Molecular Devices, USA) 

12. ไมโครเพลท 96 หลุม (Corning, USA) 

13. ไมโครปิเปต (Gilson, France) 

14. กล้องจุลทรรศน์แบบหัวกลับ (inverted microscope) 

15. เครื่องวัดการดูดกลืนแสง (SpectraMax M3 Microplate reader, Molecular Devices, 

USA)  

16. เครื่องปั่นเหวี่ยง (Hettich, Zentrifugen D-78532 Tuttlingen, Germany) 

17. เครื่อง Real time PCR รุ่น CFX96TM (BIO-RAD, USA) 

 

สารเคมีและตัวอย่างที่ใช้ในการดำเนินการ 

1. ตัวอย่างพืชและสารเคมีสำหรับสกัดสารจากใบแปะตำปึง 

1. ใบอ่อนและใบแก่แปะตำปึงสด  

2. 95% ethanol  

2. สารเคมีสำหรับใช้ในการเลี้ยงเซลล์ 

1. Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM) (GIBCO, USA) 

2. Fetal Bovine Serum (FBS) (GIBCO, USA) 

3. 0.25% (w/v) Trypsin- 0.53 mM EDTA solution (GIBCO, USA) 

4. Phosphate Buffered Saline (PBS) (GIBCO, USA) 
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5. Dimethyl sulfoxide (DMSO) (GIBCO, USA) 

6. Antibiotic-Actinomycotic (GIBCO, USA) 

3. สารเคมีสำหรับการตรวจสอบการมีชีวิต 

1. AlamarBlue (Gold Biotechnology, USA) 

2. Etoposide (Sigma Aldrich, USA) 

4. สารเคมีสำหรับการสกัดอาร์เอ็นเอ และศึกษาการแสดงออกของยีน  

1. ชุดการสกัดอาร์เอ็นเอ สำเร็จรูป (RNeasy Mini Kit, Qiagen, Germany) 

2. ชุดน้ำยาสำหรับปฏิกิริยา reverse transcription (cDNA Synthesis,Kit, 

Biotechrabbit, USA) 

3. ชุดสารเคมีสำหรับ Real-time PCR  

4X CAPITALTM qPCR Probe Master Mix (Biotechrabbit, USA) 

ไพรเมอร์ 

Nuclease-free water 

 

วิธีการดำเนินงาน 

1. การเตรียมตัวอย่างและรวบรวมตัวอย่างใบ 

จัดซื้อต้นไม้ตัวอย่างจากร้านค้าสมุนไพรในจังหวัดชัยภูมิ ชลบุรี และกรุงเทพฯ นำมาปลูกต่อ 

ระบุชนิดพันธุ์และนำตัวอย่างแห้งเก็บรักษา ณ พิพิธภัณฑ์พืช ศาสตราจารย์กสิน สุวตะพันธ์ โดย

ปริญญานุช กลิ่นรัตน์เป็นผู้ระบุ โดยใช้วิธีอ้างอิงจากหนังสือการเก็บและรักษาตัวอย่างพรรณไม้ 

(ทวีศักดิ์ บุญเกิดและคณะ, 2530) จากนั้นเก็บตัวอย่างใบอ่อน (ใบที่ 2-3 จากปลายยอด) และใบโต

เต็มที่ (ใบที่ 6-7 จากปลายยอด) จากต้นแปะตำปึงจังหวัดกรุงเทพฯ ด้วยตนเองและให้ร้านค้าเก็บ

ตัวอย่างใบอ่อน ใบแก่ต้นแปะตำปึงจังหวัดชัยภูมิ ชลบุรี 

2. การสกัดสารจากใบแปะตำปึง 

นำใบแปะตำปึงที่รวบรวมได้มาอบที่อุณหภูมิ 60 qC (แยกเป็นตัวอย่างใบอ่อน และตัวอย่าง

ใบแก่ และแหล่งที่มาของตัวอย่าง) จนกว่าน้ำหนักคงที่แล้วนำมาบดด้วยเครื่องปั่น นำผงใบที่ได้สกัด

ด้วยมาเซอเรชัน (Maceration) ด้วยอัตราส่วน 1:3 (ปริมาณผงใบแปะตำปึง :95% เอทานอล ; w/v) 

หมักเป็นเวลา 24 ชั่วโมง ด้วยเครื่องเขย่า 150 รอบต่อนาที หลังจากนั้นกรองผงใบแปะตำปึงด้วย

กระดาษกรอง Whatman No.1 แล้วนำผงจากการกรองมาสกัดใหม่ด้วยวิธีการเดิม 1 ครั้ง แล้วเก็บ

ของเหลวในแต่ละครั้งรวมกัน (ดัดแปลงจาก Assa et al., 2014) นำไประเหยแอลกอฮอล์ที่อุณหภูมิ 
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70 qC นำสารที่ได้ไปอบที่อุณหภูม ิ60 qC จนกว่าน้ำหนักคงที่แล้วเก็บสารที่ได้แช่ที่อุณหภูมิ -20 qC 

เพ่ือใช้ในการทดลองต่อไป 

3. การเลี้ยงเซลล์มะเร็งปากมดลูก 

เล ี ้ยงเซลล ์มะเร ็ งปากมดล ูกชน ิด SiHa และ C33a จาก American Type Culture 

Collection (ATCC) ซึ่งได้รับความอนุเคราะห์จาก รองศาสตราจารย์ ดร. ปฐมวดี ญาณทัศนีย์จิต 

แล้วนำมาเลี ้ยงในอาหารเลี ้ยงเซลล์ชนิด Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM) ที ่มี 

Fetal Bovine Serum (FBS) 10% (v/v) และย าปฏ ิ ช ี ว น ะ  Antibiotic-Antimycotic 1% (v/v) 

ภายในตู้เลี้ยงเซลล์อุณหภูมิ 37 ºC และมีก๊าซคาร์บอนไดออกไซด์ 5%  

4. การตรวจสอบผลของสารสกัดจากใบแปะตำปึงต่อการมีชีวิตของเซลล์ 

นำเซลล์ SiHa และ C33a ใส่ลงใน 96-well plate ให้แต่ละหลุมมีจำนวนเซลล์เริ ่มต้น

ประมาณ 6,000 เซลล์  บ ่มในต ู ้ เล ี ้ ยง เซลล ์  (CO2 Incubator) อ ุณหภ ูม ิ  37qC และม ีก ๊ าซ

คาร์บอนไดออกไซด์ 5% เป็นเวลา 48 ชั่วโมง ทำการทดสอบฤทธิ์ของสารสกัดทั้งหมด 4 ความเข้มข้น

ช่วง 125 – 1250 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร อย่างน้อย 3 ซ้ำ โดยเจือจางใน DMSO แล้วบ่มเป็นเวลา 24 

ชั ่วโมงและ 48 ชั ่วโมง แล้วนำมาทดสอบการมีชีว ิตของเซลล์โดยใช้สาร AlamarBlue (Gold 

Biotechnology, USA) ในการตรวจสอบลงในแต่ละหลุม บ่ม 24 ชั่วโมงแล้วนำไปวัดค่าการดูดกลืน

แสงด้วยเครื่อง microplate reader (Molecular Devices, USA) โดยใช้ความยาวคลื่น emission 

ที่ 570 และ excited ที่ 595 นาโนเมตร ใช้สารละลาย etoposide เป็นสารควบคุมบวก จากนั้น

นำเสนอกราฟระหว่างเปอร์เซ็นต์การมีชีวิต (% cell viability) กับความเข้มข้นของสารสกัด โดยใช้

สูตร % Viability = (Test OD/ Control OD) x 100 (Rengasamy, 2018) โดยวัดเปอร์เซ็นต์การมี

ชีวิตที่ 24 48 ชั่วโมงและคำนวณค่าความเป็นพิษ LC50 ที่มีต่อเซลล์มะเร็งปากมดลูก 

5. การเตรียมเซลล์มะเร็งปากมดลูกเพ่ือนำมาสกัดอาร์เอ็นเอ 

เลี้ยงเซลล์ในภาชนะเลี้ยงเซลล์ (T75 ฟลาสก)์ ให้เซลล์มีปริมาณ 80-90% ของภาชนะแล้วดูด

อาหารเลี้ยงเซลล์เก่าออก เตรียมความเข้มข้นที่ LC50 ของสารสกัดจากใบแปะตำปึงที่ได้จากการ

ทดลองที่ความเข้มข้น 758.58 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร สำหรับ SiHa และ 200.47 ไมโครกรัมต่อ

มิลลิลตรสำหรับ C33a ซึ่งเป็นสารสกัดจากใบแปะตำปึงจังหวัดชัยภูมิ แล้วใส่อาหารเลี้ยงเซลล์ใหม่บ่ม

เป็นเวลา 48 ชัว่โมง เทอาหารเลี้ยงเซลล์เก่าท้ิง ใช้ cell scraper ขูดเซลล์เก็บในหลอดทดลองปริมาตร 

1.5 มิลลิลิตร แล้วนำมาใช้สำหรับสกัดอาร์เอ็นเอ 
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6. ไพรเมอร์สำหรับยีน BCL2 และ BAX 

ในการศึกษาผลของสารสกัดจากใบแปะตำปึงที่มีต่อการแสดงออกของยีน ได้ใช้ ไพรเมอร์

สำหรับยีน BCL2 BAX ที่เป็นยีนเป้าหมายและยีน GAPDH สำหรับ reference gene โดยมีลำดับ    

น ิวคล ี โอไทด ์ด ั งนี้  BCL2: For 5’- TCGCCCTGTGGATGACTGA – 3’; Rev 5’-CAGAGACAGCC 

AGGAGAAATCA-3’ BAX: For 5’-TGGCAGCTGACATGTTTTCTGAC-3’; Rev 5’-TCACCCA 

ACCACCCTGGTCTT-3’; GAPDH: For 5′-GGTCGGAGTCAACGGATTTGG TCG-3’; Rev 5′-

CCTCCGACGCCTGCTTCACCAC-3′ ตามที่รายงานโดย Karaliotas  et al. (2015) และ Tarze et 

al. (2007) 

7. การสกัดอาร์เอ็นเอ 

นำเซลล์จากข้อ 5 มาสกัดอาร์เอ็นเอ โดยล้างคอลัมน์ด้วยน้ำที่ปราศจากเอนไซม์ RNase 

ปริมาตร 30 ไมโครลิตรแล้วนำไปปั่นเหวี่ยงที่ความเร็วมากกว่า 8000g เป็นเวลา 1 นาที ทำซ้ำอีก 1 

ครั้งปรับปริมาตรเป็น 20 ไมโครลิตร และใช้ชุดสกัดอาร์เอ็นเอสำเร็จรูป (Rneasy Mini Kit (Qiagen, 

Germany) ตามวิธีทีท่างบริษัทแนะนำ หลังจากนั้นเก็บอาร์เอ็นเอในตู้แช่อุณหูมิ -80 qC 

8. การสังเคราะห์ complementary DNA  (cDNA) 

นำ RNA ที่สกัดได้มาเป็นแม่แบบในการสังเคราะห์สายคอมพลีเมนทารีดีเอ็นเอ (cDNA) ด้วย

ชุดน้ำยา cDNA Synthesis Kit (Biotechchrabbit, USA) เริ่มจาก PCR grade water 7 ไมโครลิตร 

ผสม 5x RT buffer 4 ไมโครลิตร แล้วเติม dNTP Mix (10 ไมโครโมลาร์) 2 ไมโครลิตร ผสม Oligo 

dT (10 ไมโครโมลาร์) 0.5 ไมโครลิตร ตามด้วย RNase inhibitor 0.5 ไมโครลิตร RevertUPTM 

Reverse Transcriptase 1 ไมโครลิตร และ RNA template 50 นาโนกรัม นำไปบ่มที่อุณหภูมิ 55 

qC เป็นเวลา 60 นาที จากนั้นยับยั้งการทำงานของเอนไซม์ที่อุณหภูมิ 99 qC เป็นเวลา 6 นาที และ

นำไปเก็บที่อุณหภูมิ -20 qC สำหรับการทดลองตรวจหาระดับการแสดงออกของยีนต่อไป 

9. การตรวจหาระดับการแสดงออกของยีน BCL2 และ BAX ด้วยกระบวนการ Real-time 

reverse transcription-qPCR (Karaliotas  et al., 2015) 

เพ่ิมปริมาณ DNA ในปฏิกิริยา โดยเริ่มจาก initiation denaturation ที่อุณหภูมิ 95 qC เป็น

เวลา 3 นาที เพ่ือแยกสาย cDNA แล้วตามด้วย denaturation ที่อุณหภูมิ 95 qC เป็นเวลา 10 วินาที 
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annealing/extension ที่อุณหภูมิ 60 qC เป็นเวลา 30 วินาที จำนวน 40 รอบแล้วจึงรักษาอุณหภูมิ

ที่ 4 qC  

10. วิเคราะห์ระดับการแสดงออกของยีน BCL2 และ BAX  

ศึกษาการแสดงออกของยีน ด้วยวิธี 2-ΔΔCt  (Delta-Delta Ct method) โดยเปรียบเทียบค่า 

Ct ของยีนเป้าหมาย คือ ยีน BAX BCL2 และ GAPDH เป็น reference gene และคำนวณระดับการ

แสดงออกของยีนระหว่างเซลล์มะเร็งปากมดลูกในกลุ่มทดลองและกลุ่มควบคุม ตามสมการของ Livak 

and Schmittgen, 2001 ดังนี้ 

Fold difference = 2--ΔΔCt     

   = 2-ΔCt (Test) – ΔCt (calibrator)) 

   = 2-[(Ct (target, test) – Ct (ref, test)) – (Ct (target, calibrator) – Ct (ref, calibrator))] 

เมื่อ Ct (target, test) คือ Ct ของยีนเป้าหมายจากเซลล์ที่ได้รับสารทดลอง Ct (ref, test) คือ 

Ct ของยีนควบคุมจากเซลล์ที่ได้รับสารทดลอง Ct (target, calibrator) คือ Ct ของยีนเป้าหมายจาก

เซลล์ที่ไม่ได้รับสารทดลอง  Ct (ref, calibrator) คือ Ct ของยีนควบคุมจากเซลล์ที่ไม่ได้รับการสาร

ทดลอง 
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บทที่ 4 

ผลการทดลอง 

 

ระบุชนิดพันธุ์ต้นแปะตำปึง 

ระบุชนิดพันธุ์และนำตัวอย่างแห้งเก็บรักษา ณ พิพิธภัณฑ์พืช ศาสตราจารย์กสิน    สุวตะ

พันธ์ โดยคุณปริญญนุช กลิ่นรัตน์ ได้ระบุชนิดพันธุ์เป็น Gynura procumbens (Lour.) Merr. ซึ่ง

เป็นตัวอย่างต้นไม้จากจังหวัดชัยภูมิ 

ผลการเตรียมตัวอย่างและการสกัดสารจากใบแปะตำปึง 

รวบรวมตัวอย่างใบจากต้นแปะตำปึง (ภาพที่ 5) นำมาอบด้วยอุณหูมิ 60 qC (ภาพที่ 6 ก.) 

และนำผงใบ (ภาพที่ 6 ข.) มาสกัดสารด้วยวิธีการมาเซอเรชัน ได้ตัวอย่างสารละลายสีเขียวเข้ม (ภาพ

ที่ 7) และนำไประเหยแอลกอฮอล์ที่อุณหภูมิ 70 qC  ได้ตัวอย่างสารสกัดทั้งหมด คือ สารสกัดใบแปะ

ตำปึงจังหวัดชลบุรี สารสกัดใบแปะตำปึงจังหวัดชัยภูมิ สารสกัดใบแปะตำปึงจังหวัด ที่มีลักษณะสี

เขียวเข้ม กลิ่นฉุน และเหนียวข้น (ภาพที่ 8)  
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ภาพที่ 5 ตัวอย่างต้นแปะตำปึง ก) จังหวัดชัยภูมิ ข) จังหวัดชลบุรี ค) ตัวอย่างใบแปะตำปึง 
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ภาพที่ 7 สารละลายผงใบแปะตำปึงที่สกัดด้วยมาเซอเรชัน และกรองผงใบแปะตำปึงด้วยกระดาษ

กรอง Whatman No.1 

  

 

 

ก. ข. 

ภาพที่ 6 ตัวอย่างใบแปะตำปึงอ่อนแห้งจังหวัดชัยภูมิ ก) ตัวอย่างใบหลังจากอบที่อุณหภูมิ 60 qC  

ข) ตัวอย่างใบหลังจากนำมาบดด้วยเครื่องปั่น 
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ภาพที่ 8 ตัวอย่างสารสกัดท่ีได้จากระเหยแอลกอฮอล์ที่อุณหภูมิ 70 qC 

การสกัดใบแปะตำปึงด้วยอัตราส่วนเอทานอล (ปริมาณผงใบแปะตำปึง:95% แอลกอฮอล์ ; 

w:v) 1:3 โดยใช้วิธีการมาเซอเรชัน พบว่าผลผลิต (% yield ; W/W) จากใบแปะตำปึงแก่และอ่อนแต่

ละจังหวัดอยู่ในช่วง 4.00 – 6.00 % (ภาพที่ 10) โดยใช้ปริมาณผงใบตามตารางที่ 4 

 

ภาพที่ 9 ผลผลิต (% yield ; W/W) ของสารสกัดจากใบแปะตำปึงแก่และอ่อนจากแหล่งต่าง ๆ 
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ผลการทดลองสารสกัดจากใบแปะตำปึงที่มีต่อเซลล์มะเร็งปากมดลูก 

จากการบ่มเซลล์มะเร็งปากมดลูกชนิด SiHa และ C33a ด้วยสารสกัดจากใบแปะตำปึงแก่

และอ่อนที่ความเข้มข้นช่วง 125 – 1250 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร เป็นเวลา 24 และ 48 ชั่วโมง พบว่า

สารสกัดจากใบแปะตำปึงมีความสามารถในการลดการมีชีวิตของเซลล์มะเร็งปากมดลูกได้ทั้งสองชนิด 

โดยแสดงผลการลดการมีชีวิตของเซลล์เป็นร้อยละการมีชีวิตของเซลล์มะเร็งปากมดลูกที่ความเข้มข้น

ต่าง ๆ ดังตารางที่ 1 และ 2  

ตารางท่ี 1 ผลร้อยละการมีชีวิตของเซลล์มะเร็งปากมดลูกชนิด SiHa เมื่อบ่มด้วยสารสกัดจากใบแปะ

ตำปึงโดยแยกใบแก่ ใบอ่อนและแหล่งที่มา เป็นเวลา 24 และ 48 ชั่วโมง ที่ความเข้มข้น 125 – 1250 

ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร 

 

 

 

 

 

 

สารสกัด ระยะเวลาบ่ม (ชั่วโมง) 

ความเข้มข้น (Pg/mL) 

ร้อยละการมีชีวิตของเซลล์มะเร็งปากมดลูก 

125 250 500 750 1000 1250 

ใบแก่จากชัยภูม ิ 24 109.16 109.22 97.57 - 82.83 - 

48 100.80 96.53 68.23 - 37.96 - 

ใบอ่อนจากชัยภูมิ 24 107.80 109.35 111.06 - 98.47  

48 102.95 102.18 101.94 - 94.30 - 

ใบแก่จากชลบุรี 24 - - 96.61 74.80 2.31 0.93 

48 102.44 76.10 33.85 - 1.64 - 

ใบอ่อนจากชลบุรี 24 - - 107.69 98.97 33.14 0.26 

48 - - 105.2 92.31 12.92 2.65 

ใบแก่จากกรุงเทพ 24 98.39 94.91 78.98 - 48.90 - 

48 94.78 84.68 63.75 - 39.22 - 

ใบอ่อนจากกรุงเทพ 24 101.76 97.47 67.60 - 13.62 - 

48 106.96 82.91 59.44 - 14.19 - 
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ตารางท่ี 2 ผลร้อยละการมีชีวิตของเซลล์มะเร็งปากมดลูกชนิด C33a เมื่อบ่มด้วยสารสกัดจากใบแปะ

ตำปึงโดยแยกใบแก่ ใบอ่อนและแหล่งที่มา เป็นเวลา 24 และ 48 ชั่วโมง ที่ความเข้มข้น 125 – 1250 

ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร 

 

  

สารสกัด ระยะเวลาบ่ม (ชั่วโมง) 

ความเข้มข้น (Pg/mL) 

ร้อยละการมีชีวิตของเซลล์มะเร็งปากมดลูก 

125 250 500 750 1000 1250 

ใบแก่จากชัยภูม ิ 24 66.56 53.87 28.81 - 3.39 - 

48 59.17 47.79 27.74 - 0.00 - 

ใบอ่อนจากชัยภูมิ 24 58.25 48.30 33.72 - 3.77 - 

48 78.23 48.73 27.44 - 0.95 - 

ใบแก่จากชลบุรี 24 52.49 39.69 33.89 - 0.79 - 

48 95.20 76.44 15.88 - 0.00 - 

ใบอ่อนจากชลบุรี 24 58.68 55.54 18.48 - 1.09 - 

48 10.09 40.27 7.35 - 1.05 - 

ใบแก่จากกรุงเทพ 24 73.60 71.20 52.50 - 14.80 - 

48 82.78 71.27 43.98 - 5.15 - 

ใบอ่อนจากกรุงเทพ 24 98.97 87.12 60.79 - 4.43 - 

48 69.11 44.26 25.68 - 1.79 - 
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สรุปผลการทดลองเปอร์เซ็นการมีชีวิตของเซลล์ที่ลดลงครึ่งหนึ่ง (LC50) 

 จากผลการทดลองผลการมีชีวิตของเซลล์มะเร็งปากมดลูกที่บ่มด้วยสารสกัดจากใบแปะตำปึง

พบว่าสารสกัดจากใบแปะตำปึงสามารถลดการมีชีวิตของเซลล์มะเร็งปากมดลูกทั้งชนิด SiHa และ 

C33a ได้ และสามารถหาค่าเปอร์เซ็นการมีชีวิตของเซลล์ที่ลดลงครึ่งหนึ่ง (LC50) มีเพียงสารสกัดจาก

ใบแปะตำปึงอ่อนจังหวัดชัยภูมิไม่มีความสามารถในการลดการมีชีวิตของเซลล์มะเร็งปากมดลูกชนิด 

SiHa ได้ สำหรับเซลล์มะเร็งปากมดลูกชนิด SiHa ค่า LC50 ที่ดีที ่สุดอยู่ที่ 625.47 ไมโครกรัมต่อ

มิลลิลิตร โดยใช้สารสกัดจากใบแปะตำปึงอ่อนจังหวัดกรุงเทพที่บ่มเป็นเวลา 48 ชั่วโมง และสำหรับ

เซลล์มะเร็งปากมดลูกชนิด C33a ค่า LC50 ที่ดีที่สุดอยู่ที่ 143.43 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร โดยใช้สาร

สกัดจากใบแปะตำปึงแก่จังหวัดชลบุรีที่บ่มเป็นเวลา 24 ชั่วโมง (ตารางที ่3) 

ตารางที ่ 3 ความเข้มข้นของสารสกัดจากใบแปะตำปึงโดยแยกใบแก่ ใบอ่อน แหล่งที ่มาและ

ระยะเวลาบ่ม ที่สามารถลดการมีชีวิตของเซลล์มะเร็งปากมดลูกชนิด SiHa และ C33a ครี่งหนึ่ง 

 

สารสกัดจากใบแปะตำปึง 

ระยะเวลาบ่ม 

(ชั่วโมง) 

LC50 (ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร) 

SiHa C33a 

ใบแก่จากชัยภูมิ 24 - 302.55 

48 816.11 223.75 

ใบอ่อนจากชัยภูมิ 24 - 240.47 

48 - 330.00 

ใบแก่จากชลบุรี 24 831.01 143.43 

48 650.25 440.01 

ใบอ่อนจากชลบุรี 24 939.20 230.09 

48 895.86 184.63 

ใบแก่จากกรุงเทพฯ 24 989.18 512.28 

48 796.50 477.72 

ใบอ่อนจากกรุงเทพฯ 24 661.34 586.66 

48 625.47 259.13 
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การแสดงออกของยีนที่เกี่ยวข้องกับกระบวนการอะพอพโทซิส 

 จากการศึกษาผลการแสดงออกของยีนในเซลล์ชนิด SiHa และ C33a ระหว่างกลุ่มควบคุม

และกลุ่มทดลองที่บ่มด้วยสารสกัดจาดใบแปะตำปึงที่ความเข้มข้น LC50 ที่ความเข้มข้น 758.58 

ไมโครกรัมต่อมิลลิตร สำหรับเซลล์ชนิด SiHa และที่ความเข้มข้น 200.47 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร 

สำหรับเซลล์ชนิด C33a เป็นเวลา 48 ชั่วโมง ด้วยวิธีการ Realtime-PCR พบว่าเซลล์มะเร็งปากมดลูก

ชนิด SiHa และ C33a มีการเพิ ่มการแสดงออกของยีน BCL2 และ BAX โดยกลุ ่มทดลองมีการ

แสดงออกของยีน BCL2 มากกว่ากลุ่มควบคุม 5.68 เท่า และ 3.03 เท่าตามลำดับ (ภาพที ่10) และมี

การแสดงออกของยีน BAX มากกว่ากลุ่มควบคุม 7.73 เท่า และ 6.89 เท่าตามลำดับ (ภาพที่ 11) 

และเมื่อคิดวิเคราะห์ทางสถิติด้วย independent sample t-test โดยใช้ Sig. ที่ 0.05 (ความเชื่อมั่น

ที่ 95%) พบว่าการแสดงออกของยีน BCL2 และ BAX ที่เพิ่มขึ้นในทั้งเซลล์มะเร็งปากมดลูกทั้งสอง

ชนิด ซ่ึงไม่มีความแตกต่างกันอย่างมีนัยสำคัญเมื่อเปรียบเทียบกลุ่มควบคุม 

 

 

ภาพที่ 10 การแสดงออกของยีน BCL2 จากตัวอย่างเซลล์มะเร็งปากมดลูกชนิด SiHa และ C33a 

(error bar = ส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐาน) 
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ภาพที่ 11 การแสดงออกของยีน BAX จากตัวอย่างเซลล์มะเร็งปากมดลูกชนิด SiHa และ C33a 

(error bar = ส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐาน) 

 อัตราส่วนผลการแสดงออกของยีน BAX ต่อการแสดงออกของยีน BCL2 ในเซลล์ชนิด SiHa 

และ C33a ระหว่างกลุ่มควบคุมและกลุ่มทดลอง พบว่าเซลล์มะเร็งปากมดลูกชนิด SiHa มีการเพ่ิม

อัตราส่วนผลการแสดงออกของยีน BAX ต่อการแสดงออกของยีน BCL2 โดยกลุ่มทดลองมีอัตราส่วน

มากกว่ากลุ่มควบคุม 1.36 เท่า– และในเซลล์มะเร็งปากมดลูกชนิด C33a มีอัตราส่วนมากกว่ากลุ่ม

ควบคุม 2.27 เท่า (ภาพที่ 12) และเม่ือคิดวิเคราะห์ทางสถิติด้วย independent sample t-test โดย

ใช้ Sig. ที่ 0.05 (ความเชื ่อมั ่นที ่ 95%) พบว่าอัตราส่วนผลการแสดงออกของยีน BAX ต่อการ

แสดงออกของยีน BCL2 เพ่ิมข้ึนในทั้งเซลล์มะเร็งปากมดลูกท้ังสองชนิด ซึ่งไม่มีความแตกต่างกันอย่าง

มีนัยสำคัญเมื่อเปรียบเทียบกลุ่มควบคุม 
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ภาพที่ 12 อัตราส่วนผลการแสดงออกของยีน BAX ต่อการแสดงออกของยีน BCL2 จากตัวอย่าง

เซลล์มะเร็งปากมดลูกชนิด SiHa และ C33a (error bar = ส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐาน) 

สารสกัดจากใบแปะตำปึงมีความสามารถในการชักนำให้เกิดการตายด้วยกระบวนการอะ

พอพโทซิสได้ เนื ่องจากมีการแสดงออกของยีน BAX มากกว่าการแสดงออกของยีน BCL2 และ

อัตราส่วนผลการแสดงออกของยีน BAX ต่อการแสดงออกของยีน BCL2 ในเซลล์ชนิด SiHa และ 

C33a ในกลุ่มทดลองมากกว่ากลุ่มควบคุม ซึ่งยีน BAX เป็นยีนที่ชักนำให้เกิดกระบวนการอะพอพโท

ซิสได้และยีน BCL2 เป็นยีนที่ยับยั้งการเกิดกระบวนการอะพอพโทซิส 
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บทที่ 5 

อภิปรายและสรุปผลการทดลอง 

 

Gynura procumbens (Lour.) Merr. หรือ แปะตำปึงมักนิยมนำมาบริโภคเป็นสมุนไพรใน

รักษาโรคต่าง ๆ ซึ่งมีการศึกษาก่อนหน้า นำใบแปะตำปึงมาสกัดด้วยวิธีการมาเซอเรชัน โดยเลือกใช้เอ

ทานอล มาทดสอบการมีชีวิตของเซลล์มะเร็งพบว่าสารสกัดใบแปะตำปึงมีฤทธิ์เป็นพิษสามารถยับยั้ง

การแพร่กระจายและกระตุ้นให้เกิดการตายของเซลล์มะเร็งกระดูกชนิด U2-OS โดยยับยั้ง nuclear 

factor kappa B (NF-kB) (Wang et al., 2013) ซึ่งมีอิทธิพลต่อการทำงานของไมโทคอนเดรียภายใน

เซลล์ (Albensi, 2019) และมีความสามารถในการลดการมีชีว ิตของเซลล์มะเร็งลำไส้ใหญ่และ

เซลล์มะเร็งเต้านมได้ (Nurulita, Meiyanto and Sugiyanto, 2011) ซึ่งสอดคล้องกับงานวิจัยนี้ที่สาร

สกัดจากใบแปะตำปึงมีความสามารถในการลดการมีชีวิตของเซลล์มะเร็งชนิด SiHa และ C33a ได้ 

ทั้งนี้สารสกัดจากใบแปะตำปึงยังไม่สามารถนำไปประยุกต์สำหรับการนำมาผลิตยารักษามะเร็ง

เนื่องจากงานวิจัยนี้ไม่มีการศึกษาผลของสารสกัดจากใบแปะตำปึงต่อการมีชีวิตของเซลล์มนุษย์ปกติ  

จึงต้องมีการศึกษาต่อไปในเซลล์มนุษย์ปกติชนิดอื่น ๆ เพื่อวิเคราะห์ความปลอดภัยต่อการนำมา

ประยุกต์เป็นยารักษาต่อไป 

โดยสารประกอบฟีนอลิกและฟลาโวนอยด์ มีผลต่อการมีชีวิตของเซลล์มะเร็งหลายชนิด 

(Hazafa A. et al., 2020; Wahle K. W. et al., 2010) ซึ่งการใช้เอทานอลเป็นตัวทำละลายในการ

สกัดสารจากใบแปะตำปึงจะให้ปริมาณสารประกอบฟีนอลิกและฟลาโวนอยด์มากกว่าการสกัดด้วยน้ำ 

(Afandi et al., 2014) และการใช้เมทานอลนั้นเป็นสารที่มีความเป็นพิษสูงเมื่อเทียบกับเอทานอล 

(Pohanka, 2016) ซึ่งในการศึกษานี้ การทดลองสกัดใบแปะตำปึงด้วยวิธีมาเซอเรชัน อัตราส่วน 1:3 

(ปริมาณผงใบแปะตำปึง:95% แอลกอฮอล์ ; w:v) โดยแยกใบแก่และใบอ่อนแต่ละแหล่ง พบว่าได้ผล

ผลิตร้อยละประมาณ 4.00  - 6.00  ซึ่งขนาดของผงใบที่เล็กลงและใช้เวลาในการแช่ผงใบเพ่ิมขึ้นมีผล

ต่อการเพ่ิมปริมาณผลผลิต (Hainorita H. et al., 2016) 

 จากผลการทดสอบผลของสารสกัดที่มีต่อเซลล์ปากมดลูกจากใบแปะตำปึงแก่และใบแปะตำ

ปึงอ่อน ที่สกัดด้วยวิธีการมาเซอเรชัน โดยใช้เอทานอลนำมาใช้ทดสอบความเป็นพิษ LC50 แก่

เซลล์มะเร็งปากมดลูกด้วยวิธี AlamarBlue assay พบว่าสารสกัดจากใบแปะตำปึงแก่จากจังหวัด

ชัยภูมิมีความสามารถในการลดการมีชีวิตของเซลล์มะเร็งปากมดลูกชนิด SiHa และใบแปะตำปึงอ่อน

ไม่มีผลต่อการลดการมีชีวิตของเซลล์มะเร็งปากมดลูกชนิด SiHa แสดงว่าอายุของใบมีผลต่อการลดลง



26 
 

ของเปอร์เซ็นการมีชีวิตของเซลล์ ซึ ่งอายุของใบอาจมีผลต่อปริมาณสารประกอบฟีนอลิกและ

สารประกอบฟลาโวนอยด์ที่มีผลต่อการลดลงของเปอร์เซ็นการมีชีวิตของเซลล์ นอกจากนี้พบว่าสาร

สกัดจากใบตำปึงอ่อนในจังหวัดชลบุรีและกรุงเทพฯ  ยังมีความสามารถในการลดการมีชีวิตของ

เซลล์มะเร็งปากมดลูกชนิด SiHa ทั้งนีไ้ด้มีการศึกษาว่าอายุของใบ ระยะเวลาการเก็บเก่ียว อุณหภูมิใน

แต่ละพื ้นที ่ปล ูก ปร ิมาณธาตุอาหารภายในดิน ม ีผลต่อปร ิมาณสารประกอบฟีนอลิกและ

สารประกอบฟลาโวนอยด์ (ภาวิณี อารีศรีสม และคณะ, 2561; เสาวภา ชูมณี และรุจิรา คุ้มทรัพย์, 

2563; Anwar, K. et al., 2017) เนื่องจากสารประกอบฟีนอลิกในพืชส่วนใหญ่จะถูกผลิตขึ้นเมื่อพืช

เกิดความเครียด ดังนั้นพืชที่เจอกับปัจจัยดังกล่าวที่ไม่เหมาะสม จะนำไปสู่กลไกการตอบสนองต่อ

ความเครียดของพืช (Ali, 2014) อีกทั้งยังขึ้นอยู่กับอายุของใบในพืชในแต่ละชนิดซึ่งได้มีการศึกษา

ก่อนหน้าว่าใบแก่ของมะนาวโห่มีการสะสมปริมาณสารประกอบฟีนอลิกมากกว่าใบอ่อน โดยระยะใบ

แก่เป็นระยะที่ใบมีอายุมาก จึงมีการสะสมสารประกอบฟีนอลิกมากกว่าใบระยะอื่น ๆ (ภานุวัฒน์ สี

พันธ์ และคณะ, 2560) ซึ่งมคีวามขัดแย้งกับการศึกษาสารประกอบฟีนอลิกใบแบล็กเบอร์รี่ที่ใบอ่อนมี

ปริมาณสารประกอบฟีนอลิกมากที่สุด (Wang and Lin, 2000) 

 ดังนั้นการทดลองสารสกัดจากใบแปะตำปึงแต่ละแหล่งอาจส่งผลต่อสารที่มีผลต่อการลดการ

มีชีวิตของเซลล์มะเร็งปากมดลูกได้ ด้วยตัวอย่างใบแปะตำปึงจังหวัดชัยภูมิได้ถูกปลูกบนภูเขา ตัวอย่าง

จากจังหวัดชลบุรีเป็นตัวอย่างจากโรงเพาะปลูก และตัวอย่างจากจังหวัดกรุงเทพฯเป็นตัวอย่างที่ปลูก

เอง จากผลค่า LC50 พบว่าเซลล์มะเร็งปากมดลูกชนิด SiHa ค่า LC50 ที่ดีที่สุดเป็นสารสกัดจากใบแปะ

ตำปึงอ่อนจังหวัดกรุงเทพ และสำหรับเซลล์มะเร็งปากมดลูกชนิด C33a ค่า LC50 ที่ดีที่สุดคือสารสกัด

จากใบแปะตำปึงแก่จังหวัดชลบุรี สมมติฐานได้ว่าสารสกัดจากใบแปะตำปึงจากจังหวัดกรุงเทพฯและ

จังหวัดชลบุรี เกิดความเครียดจากสภาพแวดล้อมที่ไม่เหมาะสมจากการเพราะปลูกเองซึ่งเป็นปัจจัยที่

ทำให้มีผลต่อการผลิตสารที่มีผลต่อการมีชีวิตของเซลล์มะเร็งปากมดลูกภายในพืช ซ่ึงต่างจากการปลูก

บนภูเขาตามธรรมชาติที่เป็นตัวอย่างจากชัยภูมิ 

แม้ว่าสารสกัดจากใบแปะตำปึงแก่จากจังหวัดชัยภูมิมีความสามารถในการลดการมีชีวิตของ

เซลล์มะเร็งปากมดลูกชนิด SiHa ได้มากกว่าสารสกัดจากใบแปะตำปึงอ่อน ด้วยเหตุปัจจัยอายุของใบ 

ทั ้งนี ้ปริมาณผงใบที่ใช้สำหรับการสกัดสารนั ้นแตกต่างจากปริมาณผงใบจากจังหวัดชลบุรีและ

กรุงเทพฯ แม้ว่ามีอัตราส่วน 1:3 เท่ากัน โดยขนาดของขวดที่ใช้สำหรับการเขย่าสารมีขนาดเท่ากันซึ่ง

อาจส่งผลต่อการละลายของสารที่มีผลต่อการลดการมีชีวิตของเซลล์มะเร็งปากมดลูก ทำให้สารสกัด

จากใบแปะตำปึงอ่อนไม่ส่งผลต่อการลดการมีชีวิตของเซลล์มะเร็งชนิด SiHa ในการทดลองนี้ได้ และมี

เพียงสารสกัดจากกรุงเทพฯที่เก็บตัวอย่างใบสดด้วยตนเองจึงทำให้ยังไม่สามารถยืนยันได้ว่าอายุของ

ใบแก่และใบอ่อนมีผลต่อมีชีวิตของเซลล์มะเร็งปากมดลูกชนิด C33a และ SiHa ได้อย่างชัดเจน 
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 จากผลการทดสอบการมีชีวิตที่สารสกัดจากใบแปะตำปึงจังหวัดชัยภูมิมีความสามารถในการ

ลดการมีชีวิตของเซลล์มะเร็งปากมดลูกชนิด C33a ลงได้ทั้งในใบแก่และใบอ่อน เนื่องจากต้นกำเนิด

การเกิดมะเร็งปากมดลูกในทั้ง 2 ชนิด มีความแตกต่างกัน โดยมีการศึกษาผลของการใช้ยาเคมีบำบัด

ต่อการมีชีวิตของเซลล์มะเร็งปากมดลูก SiHa และ C33a พบว่ามีการลดการมีชีวิตของเซลล์จะมีความ

แตกต่างกันขึ้นอยู่กับชนิดเซลล์และชนิดของยาเคมีบำบัด (Filippova, M. et al., 2014; Saxena, A. 

et al., 2005) ซี่งสอดคล้องกับผลการทดลองในงานวิจัยนี้ที่เซลล์ทั้ง 2 ชนิดมีการตอบสนองที่แตกต่าง

กัน 

 การแสดงออกของยีนที่เกี่ยวกับอะพอพโทซิสหรือกระบวนการตายของเซลล์ จะมีผลต่อการมี

ชีวิตของเซลล์ของเซลล์ได้เนื่องจากเป็นกระบวนการสำคัญในสภาวะสมดุลจำนวนของเซลล์  ในการ

ทดลองครั้งนี้พบว่าผลการแสดงออกของมีการเพิ่มแสดงออกของทั้งยีน BCL2 ที่เป็นยีนยับยั้งการเกิด

กระบวนการอะพอพโทซิสและยีน BAX ที่เป็นยีนกระตุ ้นการเกิดกระบวนการอะพอพโทซิส ใน

เซลล์มะเร็งปากมดลูกชนิด SiHa และ C33a โดยการยับยั้งเกิดกระบวนการอะพอพโทซิสของยีน 

BCL2 อาจไม่สอดคล้องกับการเกิดกระบวนอะพอพโทซิสเสมอไป ซึ่งมีงานวิจัยผลของโคเคนต่อเซลล์

สมองในหนู โดยให้อาหารที่ผสมโคเคนให้กับหนูทดลองที่ตั้งครรภ์ พบว่าเซลล์สมองของลูกหนูเกิด

กระบวนการอะพอพโทซิสและเมื่อทดสอบผลการแสดงออกของยีนพบว่ามีการเพ่ิมการแสดงออกของ

ยีน BCL2 หลังจากให้อาหารที่ผสมโคเคน (Xiao, D. and Zhang, L., 2008.)  

 จากผลการแสดงออกของยีน BAX และอัตราส่วนการแสดงออกของยีน BAX ต่อการ

แสดงออกของยีน BCL2 ในกลุ่มทดลองมีการแสดงออกและอัตราส่วนมากกว่ากลุ่มควบคุม แม้ว่าผล

การทดสอบทางสถิติไม่มีความแตกต่างกันอย่างนัยสำคัญ แต่มีแนวโน้มที่ผลของสารสกัดจากใบแปะ

ตำปึงมีผลต่อการชักนำการเกิดกระบวนการอะพอพโทซิสในวิถีภายในได้ ทั้งนี้ในวิถีภายนอกยังไม่

สามารถบอกได้เนื่องจากงานวิจัยไม่มีการทดสอบโปรตีนหรือการแสดงออกของยีนที่เกี่ยวข้องกับวิถี

ภายนอก เช่น TNF-α ซึ่งเป็นลิแกนด์ที่สามารถจับกับ TNFR ได ้

 ในการศึกษาครั ้งนี ้ใช้สารสกัดใบแปะตำปึงแก่จากจังหวัดชัยภูมิ สำหรับทดลองผลการ

แสดงออกของยีน เนื่องจากสารสกัดจากใบแปะตำปึงแก่มีความสามารถในการลดการมีชีวิตของเซลล์

มากกว่าใบอ่อนในเซลล์มะเร็งปากมดลูกชนิด SiHa แต่มีความสามารถในการลดการมีชีวิตของ

เซลล์มะเร็งปากมดลูกชนิด C33a ได้ทั้งในใบแก่และใบอ่อน ดังนั้นจึงสนใจสารสกัดจากใบแปะตำปึง

แก่จังหวัดชัยภูมิที่อาจมีต่อผลการแสดงออกของยีน BAX และ BCL2 ในเซลล์มะเร็งปากมดลูกชนิด 

SiHa และ C33a ที่แตกต่างกัน ทั้งนี้การเลือกสารสกัดที่ใช้สำหรับดูการแสดงออกคือ สารสกัดที่มีค่า 
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LC50 น้อยที่สุดหรือมีประสิทธิภาพในการลดการมีชีวิตของเซลล์ได้มากที่สุด เพื่อดูประสิทธิภาพของ

สารสกัดว่ามีผลต่อการลดหรือเพ่ิมการแสดงออกของยีน BAX และ BCL2 อย่างไร 

 การศึกษาในอนาคตควรใช้เทคนิคอ่ืน ๆ ร่วมด้วย เช่น ใช้อัตราส่วนอื่น ๆ ในการสกัดสารจาก

ใบแปะตำปึง การใช้เครื่องแก๊สโครมาโทกราฟีแมสสเปกโทรเมทรี (gas spectrophotometry) เพ่ือ

วิเคราะห์ถึงองค์ประกอบของสารและระบุสารที ่มีฤทธิ์ทางชีวภาพในแปะตำปึงที ่สามารถยับยั้ง

เซลล์มะเร็งได้ รวมถึงควรทำกับเซลล์มะเร็งชนิดอื่น ๆ ว่าเป็นพิษต่อเซลล์หรือ ไม่นอกเหนือจากการ

ทดสอบในครั ้งนี้  ควบคุมปัจจัยแวดล้อมสำหรับการปลูกพืชที ่นำมาสกัดสาร เพื ่อให้เห ็นถึง

ประสิทธิภาพของสารสกัดในการลดการมีชีวิตของเซลล์มะเร็งได้ชัดเจนมากขึ้น และศึกษายีนที่

เกี ่ยวข้องกับกระบวนการอะพอพโทซิสเพิ ่มเติม เช่น BAK BOK BCL-XL (Montero and Letai, 

2018) เพ่ือยืนยันผลของสารสกัดใบแปะตำปึงที่มีต่อยีนที่ทำให้เกิดกระบวนการอะพอพโทซิส 
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ภาคผนวก ก 

 

ผลผลิตที่ได้จากการสกัดใบแปะตำปึง 

 

ตารางท่ี 4 ปริมาณผลผลิตที่ได้จากการสกัดใบแปะตำปึง 

 

  

ชนิดใบแปะตำปึงจากแหล่งต่าง ๆ ปริมาณผงใบแปะตำปึง (กรัม) ปริมาณสารสกัด (กรัม) ร้อยละผลผลิต (w/v) 

ใบแก่จากชัยภูม ิ 20.08 1.05 5.24 

ใบอ่อนจากชัยภูมิ 20.05 0.89 4.46 

ใบแก่จากชลบุรี 5.00 0.23 4.62 

ใบอ่อนจากชลบุรี 10.03 0.51 5.10 

ใบแก่จากกรุงเทพฯ 14.74 0.84 5.96 

ใบอ่อนจากกรุงเทพฯ 9.03 0.48 5.32 
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ภาคผนวก ข 

 

สูตรอาหารสำหรับเลี้ยงเซลล์มะเร็งปากมดลูก 

 

Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM) 

1. ผง Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM) 1 ซอง ผสมน้ำกลั่นปริมาณ 1 ลิตร ในขวด

ปริมาตร 1000 มิลลิลิตร 

2. ชั่งปริมาณผงโซเดียมไฮโดรเจนคาบอเนตเพ่ือปรับ pH ลงในขวด 

3. นำไปอาหาร DMEM ไปกรองด้วยเครื่องกรองสุญญากาศ 

4. เก็บไว้ในตู้เย็นสำหรับการเตรียมอาหาร complete DMEM 

Complete DMEM 

 1. แบ่งอาหาร DMEM 89 มิลลิลิตร ลงในขวดปริมาตร 100 มิลลิลิตร 

 2. เติม Fetal bovine serum (FBS) ปริมาณ 10 มิลลิลิตร 

 3. เติม Antibiotic-Antimycotic ปริมาณ 1 มิลลิลิตร 
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ภาคผนวก ค 

 

การวัดระดับการแสดงออกของยีน 

 

ขั้นตอนการสกัด RNA 

1. เตรียมตัวอย่างเซลล์ลงในหลอดทดลอง 1.5 มิลลิลิตร เติม Buffer RLT ปริมาณ 350 ไมโครลิตร 

ผสมให้เข้ากัน 

2. เติมเอทานอลปรับปริมาตรให้มีความเข้มข้นเอทานอล 70% ผสมให้เข้ากัน 

3. ดูดสารละลายเอทานอลลงในคอลัมน์ 700 ไมโครลิตร นำไปปั่นเหวี่ยงที่ 8000g เป็นเวลา 15 

วินาที เทสารละลายภายในหลอดทดลองทิ้ง 

4. เติม Buffer RW1 ปริมาณ 700 ไมโครลิตรลงในคอลัมน์ นำไปปั่นเหวี่ยงที่ 8000g เป็นเวลา 15 

วินาที เทสารละลายภายในหลอดทดลองทิ้ง 

5 เติม Buffer RPE ปริมาณ 500 ไมโครลิตรลงในคอลัมน์ นำไปปั่นเหวี่ยงที่ 8000g เป็นเวลา 15 

วินาที แล้วเทสารละลายภายในหลอดทดลองทิ้ง 

6. เติม Buffer RPE ปริมาณ 500 ไมโครลิตรลงในคอลัมน์ นำไปปั่นเหวี่ยงที่ 8000g เป็นเวลา 2 นาที 

แล้วเทสารละลายภายในหลอดทดลองทิ้ง 

7. เติม RNase-free water ปริมาณ 50 ไมโครลิตร นำไปปั่นเหวี่ยงที่ 8000g เป็นเวลา 1 นาที 

8. เก็บสารละลายภายในหลอดทดลองที่อุณหูมิ 80qC และใช้สำหรับในการทดลองขั้นต่อไป 

 

ตารางท่ี 5 สารเคมีสำหรับการสังเคราะห์ cDNA 

ชนิดสาร ความเข้มข้นสุดท้าย ปริมาตร (Pl) 

PCR Grade Water  7  

5x Reverse Transcriptase Buffer 1x 4  

dNTP mix 1 mM 2  

Oligo (dT)12-18 0.25 mM 0.5  

RNase Inhibitor 1 U/Pl 0.5 

RevertUPTM II Reverse Transcriptase 10 U/Pl 1  

RNA template 50 – 500 ng 5 

 ปริมาตรรวม 20 
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ตารางท่ี 6 สารเคมีสำหรับเทคนิค Real-time PCR  

ชนิดของสาร ความเข้มข้นสุดท้าย ปริมาตร (Pl) 

cDNA 1 – 10 ng 2.0 

Forward primer (10 PM) 100 nM 0.4 

Reverse primer (10 PM) 100 nM 0.4 

4X CAPITALTM qPCR Probe Master Mix 1x 5.0 

Nuclease free water  12.2 

 ปริมาตรรวม 20 

 

ตารางท่ี 7 สภาวะที่ใช้สำหรับการวัดระดับการแสดงออกของยีนด้วยวิธีการ Real-time PCR 

ขั้นตอน อุณหภูมิ (qC) เวลา จำนวน 

Initiation 95 3 นาที 1 

Denaturation 95 10 วินาที 
40 

Annealing/Extension 60 30 วินาที 
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ภาคผนวก ง 

 

กราฟแสดงผลการมีชีวิตของเซลล์มะเร็งปาดมดลูก 

 

 
ภาพที่ 13 ผลของสารสกัดจากใบแปะตําปึงแก่และอ่อนจากจังหวัดชัยภูมิต่อการมีชีวิตของ 

เซลล์มะเร็งปากมดลูกชนิด SiHa ที่บ่มเป็นเวลา 24 ชั่วโมง 

 

 
ภาพที่ 14 ผลของสารสกัดจากใบแปะตําปึงแก่และอ่อนจากจังหวัดชัยภูมิต่อการมีชีวิตของ 

เซลล์มะเร็งปากมดลูกชนิด SiHa ที่บ่มเป็นเวลา 48 ชั่วโมง 
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ภาพที่ 15 ผลของสารสกัดจากใบแปะตําปึงแก่และอ่อนจากจังหวัดชลบุรีต่อการมีชีวิตของ 

เซลล์มะเร็งปากมดลูกชนิด SiHa ที่บ่มเป็นเวลา 24 ชั่วโมง 

 

 
ภาพที่ 16 ผลของสารสกัดจากใบแปะตําปึงแก่และอ่อนจากจังหวัดชลบุรีต่อการมีชีวิตของ 

เซลล์มะเร็งปากมดลูกชนิด SiHa ที่บ่มเป็นเวลา 48 ชั่วโมง 

 

y = -0.1438x + 169.5

R² = 0.8842

y = -0.1553x + 195.86

R² = 0.9318

0.00

20.00

40.00

60.00

80.00

100.00

120.00

400.0 500.0 600.0 700.0 800.0 900.0 1000.0 1100.0 1200.0 1300.0

ร้อ
ยล

ะก
าร

มีช
ีวิต

ขอ
งเ

ซล
ล์

ความเข้มข้นของสารสกัด (ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร)

ใบแก่ ใบอ่อน 

y = -0.1379x + 139.67

R² = 0.9929

y = -0.1546x + 188.5

R² = 0.8899

0.00

20.00

40.00

60.00

80.00

100.00

120.00

200.0 400.0 600.0 800.0 1000.0 1200.0 1400.0

ร้อ
ยล

ะก
าร

มีช
ีวิต

ขอ
งเ

ซล
ล์

ความเข้มข้นของสารสกัด (ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร)

ใบแก่ ใบอ่อน



41 
 

 
ภาพที่ 17 ผลของสารสกัดจากใบแปะตําปึงแก่และอ่อนจากจังหวัดกรุงเทพต่อการมีชีวิตของ 

เซลล์มะเร็งปากมดลูกชนิด SiHa ที่บ่มเป็นเวลา 24 ชั่วโมง 

 

 
ภาพที่ 18 ผลของสารสกัดจากใบแปะตําปึงแก่และอ่อนจากจังหวัดกรุงเทพต่อการมีชีวิตของ 

เซลล์มะเร็งปากมดลูกชนิด SiHa ที่บ่มเป็นเวลา 48 ชั่วโมง 
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ความเข้มข้นของสารสกัด (ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร)

ใบแก่ ใบอ่อน
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ภาพที่ 19 ผลของสารสกัดจากใบแปะตําปึงแก่และอ่อนจากจังหวัดชัยภูมิต่อการมีชีวิตของ 

เซลล์มะเร็งปากมดลูกชนิด C33a ที่บ่มเป็นเวลา 24 ชั่วโมง 

 

 
ภาพที่ 20 ผลของสารสกัดจากใบแปะตําปึงแก่และอ่อนจากจังหวัดชัยภูมิต่อการมีชีวิตของ 

เซลล์มะเร็งปากมดลูกชนิด C33a ที่บ่มเป็นเวลา 48 ชั่วโมง 
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ภาพที่ 21 ผลของสารสกัดจากใบแปะตําปึงแก่และอ่อนจากจังหวัดชลบุรีต่อการมีชีวิตของ 

เซลล์มะเร็งปากมดลูกชนิด C33a ที่บ่มเป็นเวลา 24 ชั่วโมง 

 

 
ภาพที่ 22 ผลของสารสกัดจากใบแปะตําปึงแก่และอ่อนจากจังหวัดชลบุรีต่อการมีชีวิตของ 

เซลล์มะเร็งปากมดลูกชนิด C33a ที่บ่มเป็นเวลา 48 ชั่วโมง 
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ความเข้มข้นของสารสกัด (ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร)

ใบแก่ ใบอ่อน
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ความเข้มข้นของสารสกัด (ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร)

ใบแก่ ใบอ่อน
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ภาพที่ 23 ผลของสารสกัดจากใบแปะตําปึงแก่และอ่อนจากจังหวัดกรุงเทพฯต่อการมีชีวิตของ 

เซลล์มะเร็งปากมดลูกชนิด C33a ที่บ่มเป็นเวลา 24 ชั่วโมง 

 

 
ภาพที่ 24 ผลของสารสกัดจากใบแปะตําปึงแก่และอ่อนจากจังหวัดกรุงเทพฯต่อการมีชีวิตของ 

เซลล์มะเร็งปากมดลูกชนิด C33a ที่บ่มเป็นเวลา 48 ชั่วโมง 
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ความเข้มข้นของสารสกัด (ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร)
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