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บทคัดย่อ 

มะเร็งปากมดลูก เป็นหนึ่งในสาเหตุหลักในการเสียชีวิตของผู้หญิงทั่วโลก โดยสาเหตุหลักในการ

เกิดมะเร็งปากมดลูก คือ การติดเชื้อไวรัสชนิด Human papillomavirus (HPV) การรักษามะเร็งปาก

มดลูกในปัจจุบันส่งผลข้างเคียงกับผู้ป่วย จึงมีการศึกษาเกี่ยวกับการใช้สมุนไพรในการรักษามะเร็งมากขึ้น

เนื่องจากมีสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพที่มีความสามารถในการต่อต้านมะเร็งและส่งผลข้างเคียงต่อผู้ป่วยน้อย 

ในงานวิจัยนี้จึงศึกษาสารสกัดจากเมล็ดจันทน์เทศ (Myristica fragrans Houtt.) เพ่ือศึกษาคุณสมบัติ ผล

ต่อการมีชีวิตและการแสดงออกของยีนที่เกี่ยวข้องกับการอะพอพโทซิสโดยศึกษาในเซลล์มะเร็งปากมดลูก 

2 ชนิดคือ SiHa และC33a ผลการศึกษาคุณสมบัติของสารพบว่าการสกัดเมล็ดจันทน์เทศด้วย 95% เอ

ทานอล อัตราส่วน 1:30 ให้ผลผลิตสูงที่สุดคือ 15.40±1.13% ส่วนปริมาณสารประกอบฟีนอลลิกและ

ปริมาณสารต้านอนุมูลอิสระในอัตราส่วน 1:10 ให้ค่ามากที่สุดคือ 29.40±1.22 ไมโครกรัมกรดแกลลิก/

น้ำหนักแห้ง และ 58.21±0.39% ตามลำดับ เมื่อบ่มเซลล์ด้วยสารสกัดที่ความเข้มข้น 0 ถึง 10 มิลลิกรัม

ต่อมิลลิลิตร เป็นเวลา 48 ชั่วโมง พบว่าความเข้มข้นที่ทำให้เซลล์ตายไปครึ่งหนึ่ง (LC50) ในเซลล์ชนิด 

SiHa และ C33a อยู่ที่ 2.49 และ 3.84 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตรตามลำดับ นอกจากนี้พบว่าการบ่มเซลล์ 

C33a ด้วยสารสกัดจากเมล็ดจันทน์เทศลดการแสดงออกของยีน BCL2 อย่างมีนัยสำคัญทางสถิติ แต่ไม่

เปลี่ยนแปลงการแสดงออกของยีน BAX และสารสกัดไม่มีผลต่อการแสดงออกของยีนทั้ง 2 ในเซลล์ SiHa 

ในการศึกษาครั้งนี้แสดงผลของสารสกัดจากเมล็ดจันทน์เทศที่มีต่อการมีชีวิตของเซลล์มะเร็งปากมดลูก ซึ่ง

อาจนำไปสู่การทดลองในสิ่งมีชีวิตและพัฒนายาต้านมะเร็งต่อไปในอนาคต 
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คำสำคัญ มะเร็งปากมดลูก จันทน์เทศ อะพอพโทซิส การแสดงออกของยีน 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



vii 
 

Title Effects of extracts from nutmeg (Myristica fragrans Houtt.) to 

cervical cancer cells 

Student name Nantawat Satthawiwat 

Program Genetics 

Department Botany 

Advisor Assist. Prof. Dr. Rachaneekorn Tammachote 

Co-advisor Assoc. Prof. Dr. Sehanat Prasongsuk 

Academic year 2019 

 

Abstract 
Cervical cancer is one of the leading causes of death in women worldwide. The 

major cause of cervical cancer is Human papillomavirus (HPV) infection. Current treatments 

for cervical cancer lead to negative side effects. ,Therefore, medicinal plants have been 

studied for cancer treatment because they have bioactive compounds that have anti-

cancer activity and cause less negative side effects. In this study, extracts from nutmeg 

(Myristica fragrans Houtt.) seed was analyzed for its properties, effects on cell viability and 

expression of apoptosis-related gene in two cervical cancer cell lines, SiHa and C33a. The 

results showed that the highest yield, 15.40±1.13%, was achieved when extracted with 

95% ethanol at 1:30 ratio. The highest phenolic compound component and antioxidation 

activity were achieved when extracted at 1:10 ratio, with 29.40±1.22 µ g GAE/gDW and 

58.21±0.39%, respectively. When cells were incubated with nutmeg extract ranging from 

0 to 10 mg/ml for 48 hours, the lethal concentration (LC50) in SiHa and C33a were 2.49 

and 3.48 mg/ml respectively. Moreover, when C33a cells were treated by nutmeg extract, 

the expression level of BCL2, but not BAX, was significantly decreased. The nutmeg extract 

didn’t affect gene expression in SiHa cells. This study showed effects of nutmeg seed 
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extract to cervical cancer cell viability and gene expression. This information can be further 

investigated in vivo and developed as a new anti-cancer drug. 

 

Keywords cervical cancer, nutmeg, apoptosis, gene expression 
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บทที่ 1 

บทนำ 

 มะเร็งปากมดลูก (cervical cancer) เป็นสาเหตุหลักในการเสียชีวิตของผู้หญิงทั่วโลก (Ghim, 

Basu, and Jenson, 2014) โดยมีรายงานจาก  World Health Organization (WHO) International 

Agency for Research on Cancer (IARC) ว่ามะเร็งเป็นสาเหตุการเสียชีวิตในผู้หญิงเป็นลำดับต้น ๆ 

พบว่าในปีค.ศ. 2008 มีผู้หญิงทั่วโลกที่ป่วยเป็นโรคมะเร็ง 529 ,800 รายและเสียชีวิตไป 275,100 ราย 

สำหรับประเทศที่กำลังพัฒนาพบผู้ที่ป่วยเสียชีวิตจำนวนมากจากมะเร็งปากมดลูกรองจากมะเร็งเต้านม 

(Torre et al., 2017) สำหรับ HPV Information Centre รายงานว่าประเทศไทยในปี ค.ศ. 2018 มี

ผู้ป่วยใหม่ป่วยเป็นมะเร็งปากมดลูก 8 ,622 ราย และมะเร็งปากมดลูกนี้ยังเป็นสาเหตุการเสียชีวิตจาก

โรคมะเร็งที่มีอายุช่วง 15-44 ปีเป็นลำดับที่ 2 โดยสาเหตุการเกิดโรคมะเร็งปากมดลูก คือ ปัจจัยทาง

สิ ่งแวดล้อม เช่น การติดเชื ้อไวรัสชนิด Human papillomavirus (HPV) (Stone et al., 2014) และ 

ปัจจัยทางพันธุกรรมโดยเกิดจากความผิดปกติของพันธุกรรม เช่น ระดับเมทิลเลชันในสารพันธุกรรม เช่น 

ยีน CCNA1 (โชติพร ชเลิศเพ็ชร์, อภิวัฒน์ มุทิรางกูร และปฐมวดี ญาณทัศนีย์จิต, 2558) ยีน FAM19A4, 

GHSR, PHACTR3, PRDM14, SST และ ZIC1 (Snoek et al., 2019) 

       ก่อนหน้านี้ มีงานวิจัยที่รายงานเกี่ยวกับสมุนไพรที่มีฤทธิ์ต้านมะเร็งปากมดลูก เช่น สะเดา  

(Azadirachta indica) (Moga et al., 2018) มะขามป้อม (Phyllanthus emblica) (Zhu et al., 2013) 

ฟ้าทะลายโจร (Andrographis paniculate) (Ekalaksananan et al., 2015) และจันทน์เทศ (Myristica 

fragrans Houtt.)  (Thoung et al., 2013) ซึ่งจันทน์เทศเป็นพืชในวงศ์ Myristicaceae สามารถพบได้

ทั่วไปในภูมิภาคเขตร้อน เช่น สาธารณรัฐประชาชนจีน มาเลเซีย เวียดนาม และไทย พบได้ทั่วไปใน

ส่วนผสมของอาหารและยา สารสกัดจากจันทน์เทศมีสารประกอบทางชีวภาพที่สามารถต้านแบคทีเรีย 

ต้านไวรัส ต้านอนุมูลอิสระ และสามารถต้านโรคมะเร็งได้ ซึ่งมีรายงานมาว่า สารสกัดจากเมล็ดจันทน์เทศ

มีฤทธิ์เป็นพิษกับเซลล์มะเร็งของมนุษย์โดยผ่านกระบวนการอะพอพโทซิส (Wukirsari et al., 2016)  
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 กระบวนอะพอพโทซิส เป็นการทำงานของเซลล์เพ่ือควบคุมสมดุลของกระบวนการแบ่งเซลล์ โดย

ในงานวิจัยนี้จะสนใจไปที่การแสดงออกของยีน BCL2 เนื่องจากยีนนี้เป็น anti-apoptosis และยีน BAX 

เป็น pro-apoptosis ซึ่งมีบทบาทในการควบคุมวิถีอะพอพโทซิส คือ เมื่อมีการแสดงออกของยีน BCL2 

ลดลงและยีน BAX มีการแสดงออกมากข้ึนส่งผลให้มีการหลั่งของสารที่สามารถชักนำให้เกิดอะพอพโทซิส

จากเยื่อหุ้มไมโตคอนเดรียชั้นนอกออกมายังไซโตซอล ในที่สุดจะสามารถชักนำให้เกิดอะพอพโทซิสได้ 

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

แสดงออกของยีน BCL2 สามารถทำให้เกิดกระบวนการอะพอพโทซิสในเซลล์มะเร็งปากมดลูกชนิด SiHa 

(Ng, Yazan, and Ismail, 2011) เซลล์มะเร็งช่องปาก (Rengasamy et al., 2018) และการเพิ่มขึ้นของ

อัตราส่วน BAX/BCL2 นำไปสู่กระบวนการอะพอพโทซิส (Zhu et al., 2015) การศึกษานี้สนใจศึกษาการ

แสดงออกของยีน BCL2 และ ยีน BAX ในเซลล์มะเร็งปากมดลูกชนิด C33a และ SiHa เพื่อศึกษาผลของ

จันทน์เทศต่อการเกิดกระบวนการอะพอพโทซิส (apoptosis) ซึ่งการศึกษานี้จะเป็นพ้ืนฐานของการศึกษา

ผลของจันทน์เทศในการรักษามะเร็งปากมดลูกและเป็นการเพ่ิมมูลค่าให้กับสมุนไพรชนิดนี้ 

 

วัตถุประสงค์ของการศึกษา 

 เพ่ือศึกษาผลของสารสกัดจากจันทน์เทศที่มีต่อเซลล์มะเร็งปากมดลูกในด้านกระบวนการอะพอพโทซิส 
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บทที่ 2 

การตรวจสอบเอกสารที่เกี่ยวข้อง 

2.1 มะเร็งปากมดลูก 

มะเร็งปากมดลูกเป็นโรคที่พบมากและนำไปสู่การเสียชีวิตของผู้หญิงทั่วโลกเป็นลำดับที่ 3  

(Ferlay et al., 2010) มะเร ็งปากมดลูกมีสาเหตุมาจากการติดเช ื ้อไวร ัสชนิด high risk human 

papillomavirus (HR-HPV) มากกว่า 90% (Munoz et al., 2003) โดย The International Federation 

of Gynecology and Obstetrics หรือ FIGO แบ่งระยะของมะเร็งปากมดลูกออกเป็น 4 ระยะ (Bhatla 

et al., 2019) คือ 

ระยะที่ 0 : เมื่อพบความผิดปกติของเซลล์ภายในปากมดลูก หรือท่ีเรียกว่า carcinoma in situ 

ระยะที่ 1 : เมื่อมีการพิสูจน์แล้วว่าเป็นมะเร็งที่ปากมดลูกเท่านั้น 

ระยะที่ 2 : เมื่อมะเร็งมีการรุกรานในปากมลูกยังไม่รุกรานไปที่ผนังเชิงกราน (pelvic wall)   

    หรือไม่รุกรานเกิน 1 ใน 3 ของช่องคลอด (lower third of the vagina) 

ระยะที่ 3 : เมื่อมะเร็งรุกรานไปยังผนังเชิงการ และ/หรือรุกรานไปเกิน 1 ใน 3 ของช่องคลอด    

    และ/หรือรุกรานไปยังอวัยวะอ่ืน 

ระยะที่ 4 : เมื่อมะเร็งปากมดลูกรุกรานไปยังกระเพาะปัสสาวะ ไส้ตรง หรือส่วนอื่น ๆ ของ    

    ร่างกาย 

2.2 วิธีในการรักษามะเร็งปากมดลูก (Reedy, 2019 : online) 

2.2.1 การรักษามะเร็งด้วยการแพทย์แผนปัจจุบัน 

 การรักษามะเร็งขึ้นอยู่กับหลายปัจจัย เช่น ระยะและขนาดมะเร็ง อายุของผู้ป่วย และปัจจัยอ่ืนๆ

วิธีในการรักษามะเร็ง เช่น 

  2.2.1.1 การผ่าตัด  

 ข้อดี   การผ่าตัดเป็นการตัดชิ้นเนื้อที่เป็นมะเร็งออกไปโดยทำการตัดมดลูกออกไป 

 ข้อเสีย การผ่าตัดใช้เวลาในการรักษาตัว 4-6 สัปดาห์นอกจากนี้ทำให้สูญเสียโอกาสการมีบุตร 
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2.2.1.2 การฉายรังสี  

 ข้อดี   การฉายรังสีสามารถฆ่าเซลล์มะเร็งได้ 

 ข้อเสีย การฉายรังสีมีผลข้างเคียงมาก เช่น ท้องเสีย คลื่นไส้ และมีการเปลี่ยนไปของผิวหนัง 

  2.2.1.3 การรับยาเคมีบำบัด 

 ข้อดี   ยาสามารถกระจายได้ทั่วร่างกายซึ่งเหมาะกับมะเร็งระยะรุกราน 

ข้อเสีย ยามีผลข้างเคียง เช่น ทำลายเซลล์ปกติ เหนื่อยง่าย ผมร่วง 

  2.2.1.4 การได้รับการรักษาอย่างตรงจุด  

 ข้อดี   ยามีความจำเพาะกับการรักษา 

 ข้อเสีย ยามีผลทำให้เหนื่อยง่าย ลดความอยากอาหาร และส่งผลใหความดันสูง 

2.3 จันทน์เทศกับการรักษามะเร็ง 

สมุนไพรถูกนำมาใช้อย่างยาวนานในการบรรเทาและรักษาโรค มีการค้นพบเกี่ยวกับสารที่มีฤทธิ์

ทางชีวภาพในพืชสมุนไพร โดยเฉพาะสารกลุ่มฟีนอลิก (phenolic compounds) มีคุณสมบัติในการต้าน

มะเร็ง ต้านเชื้อแบคทีเรีย และช่วยเสริมสร้างภูมิคุ้มกัน (Chirathaworn et al., 2007)   

จันทน์เทศ (M. fragrans) เป็นพืชในวงศ์ Myristicaceae เป็นไม้ยืนต้นไม่ผลัดใบ ต้นจันทน์เทศ

สามารถสูงได้ตั ้งแต่ 5-13 เมตร (ภาพที่ 2.1 a). ดอกของจันทน์เทศมีสีเหลืองอ่อน เป็นทรงระฆังคว่ำ 

(bell-shaped) เป็นดอกแยกเพศแต่สามารถพบดอกเพศผู้และดอกเพศเมียในต้นเดียวกัน (ภาพท่ี 2.1 b)  

มีลักษณะผลเป็นแบบผลสด (fleshy fruit) (ภาพที่ 2.1 c) ภายในมีเมล็ด ที่มีสีน้ำตาลม่วง (purplish-

yellow) (ภาพที่ 2.1 d) และมีส่วนหุ้มเมล็ดเรียกว่า รก (mace) มีสีแดงสด (ภาพที่ 2.1 e) (Jaiswal et 

al., 2009)  

องค์ประกอบทางเคมีของจันทน์เทศที่ถูกค้นพบคือสารกลุ่ม alkyl benzene เช่น myristicin, 

elemicin, safrole และอื ่นๆ นอกจากนี ้ย ังพบสารกล ุ ่ม terpene, alpha-pinene, beta-pinene, 

myristic acid และtrimyristin ส่วนเมล็ดจันทน์เทศมีน้ำมันหอมระเหย (essential oil) ประมาณร้อยละ 

10 ซ ึ ่ งประกอบด้วยสารกล ุ ่ม terpene hydrocarbon เช ่น sabinene, pinene, limonene และ

myrcene เป ็นต ้น  นอกจากน ี ้ ย ั งพบสารท ี ่ เป ็นอน ุพ ันธ ์ ของกล ุ ่ ม  terpene และสารกลุ่ ม 

phenylpropanoids (Jaiswal et al., 2009) 
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ภาพที่ 2.1 ลักษณะของต้นจันทน์เทศ a ต้นจันทน์เทศ, b ดอกของต้นจันทน์เทศ, c ผลสดของต้น

จันทน์เทศ, d เมล็ดจันทน์เทศแห้ง, e ลักษณะของรก (mace ) หุ้มเมล็ด (ดัดแปลงจาก Asgarpanah 

and Kazemivash, 2012) 
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 สารสกัดจากเมล็ดจันทน์เทศมีฤทธิ์ในการยับยั้งมะเร็ง  (anti-cancer) ในหลอดทดลองโดยได้มี

การทดลองกับเซลล์มะเร็งในมนุษย์ 7 ชนิด ได้แก่ มะเร็งสมองส่วนกลางชนิด SF-295 มะเร็งลำไส้ชนิด 

Colon 502713 และ Colon 205 มะเร็งตับชนิด Hep-2 มะเร็งปอดชนิด A-529 มะเร็งร ังไข่ชนิด 

OVCAR-5 และมะเร ็ งต ่อมล ูกหมากชน ิด  PC-5 (Prakash and Gupta, 2013)  การช ักนำให ้ เกิด

กระบวนการอะพอพโทซิสเป็นหนึ่งในกระบวนการสำคัญในการต้านเซลล์มะเร็ง โดยสารประกอบใน

ธรรมชาติรวมถึงพืช สามารถชักนำให้เกิดกระบวนการอะพอพโทซิสและไปกีดขวางวิถีหลายวิถีใน

เซลล์มะเร็ง (Safarzadeh, Sandoghchian and Baradaran, 2014)  

2.4 กระบวนการอะพอพโทซิส 

2.4.1 ความหมายของกระบวนการอะพอพโทซิส 

 อะพอพโทซิส (apoptosis) เป็นการตายของเซลล์ (programmed cell death) อย่างมีแบบ

แผนซึ่งมียีนที่มีบทบาทในการในการควบคุมกระบวนการนี้ กระบวนการอะพอพโทซิสที่ความสำคัญใน

การรักษาสมดุลของสิ่งมีชีวิตหลายเซลล์อีกทั้งยังมีบทบาทในการพัฒนาของสิ่งมีชีวิตหลายเซลล์ โดยเมื่อ

เกิดกระบวนการอะพอพโทซิสจะพบลักษณะของเซลล์ดังนี้ (ปกป้อง ประยงค์ และคณะ, 2007) 

1.การสูญเสียปริมาตรของเซลล์ (loss of cell volume)  

2.การรวมกันของนิวเคลียส (nucleus condensation)  

3.การรวมกลุ่มกันของโครมาตินและดีเอ็นเอสลายเป็นชิ้นเล็กๆ (chromatin aggregation and    

  DNA fragmentation) (ภาพท่ี 2.2)  
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ภาพที่ 2.2 ลักษณะของเซลล์ระหว่างกระบวนการอะพอพโทซิส (ที่มา Guerin et al., 2006) 

 กระบวนการอะพอพโทซิสส่งผลให้เกิดการเปลี่ยนแปลงของเซลล์จะเกิดขึ้นหลั งกระบวนการส่ง

สัญญาณภายในเซลล์ (cell signaling) และกระบวนการที่เอ็นไซม์ caspase เป็นตัวกลาง (caspase-

mediated events) ซึ่งถูกควบคุมโดยโปรตีน แบ่งโปรตีนได้เป็น โปรตีนที่ทำให้เกิดกระบวนการตายของ

เซลล์ (proapoptotic proteins) และโปรตีนที ่ยั ้งการเกิดกระบวนการตายของเซลล์(antiapoptotic 

proteins) (ปกป้อง ประยงค์ และคณะ, 2007) 

2.4.2 วิถีอะพอพโทซิส 

 วิถีอะพอพโทซิสมี 2 วิถีในการทำให้เกิดการตายของเซลล์คือ  

2.4.2.1 วิถีภายนอก (extrinsic pathway) (ภาพที่ 2.3 a) วิถีนี้เกิดเมื่อตัวรับบนเยื่อหุ้ม

เซลล์ในกลุ ่มของ death receptors เช ่น Fas receptor (FasR), Tumor necrosis factor receptor 

(TNFR) เป็นต้นจับกับลิแกนด์ที่จำเพาะ เกิดโครงสร้างที่เรียกว่า death-inducing signaling complex 

(DISC) โครงสร้างนี้จะไปกระตุ้นให้เกิดการตายของเซลล์ (ปกป้อง ประยงค์ และคณะ, 2007)  
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2.4.2.2 วิถีภายใน (intrinsic pathway) (ภาพที ่ 2.3 b) วิถีนี ้มีไมโตคอนเดรียเป็น

ตัวกลางสำคัญในการเกิดกระบวนการ กล่าวคือเมื่อมีสัญญาญจากโปรตีนที่ทำให้เกิดกระบวนการตายส่ง

สัญญาณไปที่ไมโตคอนเดรียจะเกิดการหลั่งโปรตีนที่เรียกว่า ไซโทโครม ซี (Cytochrome c) จากช่องว่าง

ระหว่างเยื่อหุ้มชั้นในและชั้นนอกของไมโตคอนเดรียมาที่ไซโตซอล ซึ่งมีปฏิสัมพันธ์กับโปรตีนอีกหลายชนิด

ก่อให้เกิด อะพอพโทโซม (apoptosome) ซึ่งจะส่งสัญญาณเหนี่ยวนำให้เกิดการตายของเซลล์ในที่สุด 

(Ashe and Berry, 2003) 

ดังนั้นกระบวนการอะพอพโทซิสจึงเป็นกลไกหลักในการกำจัดเซลล์มะเร็งผ่านการทำงานโดย

ควบคุมการแสดงออกของโปรตีนผ่านอะพอพโททิกยีน (apoptotic genes) ที่มีความหลากหลาย (Al-

Fatlawi et al., 2015) กลุ ่มผ ู ้ว ิจ ัยจ ึงสนใจไปที ่การปลดปล่อยของโปรอะพอพโททิก เฟกเตอร์  

(proapoptotic factors) จากไมโตคอนเดรียที่ควบคุมโดยโปรอะพอพโททิก โปรตีน (proapoptotic 

proteins) และ แอนติอะพอพโททิก โปรตีน (antiapoptotic proteins) (De Giffoni De Carvalho et 

al., 2019) ซึ่งหนึ่งในกระบวนการพื้นฐานของกลไกอะพอพโทซิสก็คือการลดการทำงานของ BCL2 และ

เพ่ิมการทำงานของ BAX (Mehnath et al., 2018) 
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ภาพที่ 2.3 วิถีอะพอพโทซิส (apoptosis pathway) a.วิถีภายนอก (extrinsic pathway) เมื่อdeath 

receptor จับกับ death ligand ในภาพคือ DR4/DR5 และ TRAIL ตามลำดับจะกระตุ้นให้เกิก

กระบวนการอะพอพโทซิส b.วิถีภายใน (intrinsic pathway) เมื่อมีสัญญาณให้ไมโตคอนเดรียปลดปล่อย

ไซโทโครม ซี ก่อให้เกิดโครงสร้าง อะพอพโทโซม แล้วทำให้เกิดอะพอพโทซิสในที่สุด (ท่ีมา ปกป้อง 

ประยงค์ และคณะ, 2007) 
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2.6 ยีนที่เกี่ยวข้อง (Tzif et al., 2011) 

2.6.1 ยีน B-cell lymphoma 2 (BCL2)  

 ยีน BCL2 เป็นยีนในกลุ่มการต้านการตายของเซลล์เมื่อผ่านกระบวนการแปลรหัสพันธุกรรมจะได้

โปรตีน BCL2 ซึ่งสามารถพบโปรตีนนี้ได้ที่เยื่อหุ้มเซลล์ของไมโตคอนเดรีย ทำหน้าที่ยับยั้งกระบวนการ

ตายของเซลล์โดยป้องกันการปลดปล่อยของอะพอพโทเจนิกโมเลกุล (apoptogenic molecules) จากไม

โตคอนเดรียซึ่งนำไปสู่กระบวนการตายของเซลล์  

2.6.2 ยีน BCL2 associated X (BAX) 

 ยีน BAX เป็นยีนในกลุ่มที่ทำให้เกิดการตายของเซลล์เมื่อผ่านกระบวนการแปลรหัสพันธุกรรมจะ

ได้โปรตีน BAX ซึ่งสามารถเข้าไปในไมโตคอนเดรียแล้วชักนำให้เกิดการปลดปล่อยอะพอพโทเจนิก แฟก

เตอร์ (apoptogenic factors) เช่น ไซโทโครม ซี แล้วชักนำให้เกิดการตายในที่สุด  

 การศึกษาครั้งนี้จึงสนใจที่ฤทธิ์ทางชีวภาพของจันทน์เทศท่ีมีคุณสมบัติในการต้านเซลล์มะเร็งผ่าน

กระบวนการอะพอพโทซิสโดยศึกษาการมีชีวิตของเซลล์ และการแสดงออกของยีนที ่เกี ่ยวข้องกับ

กระบวนการอะพอพโทซิสหลังได้รับสารสกัดจาดเมล็ดจันทน์เทศในเซลล์มะเร็งปากมดลูกชนิด SiHa และ 

C33a การศึกษาครั้งนี้อาจเป็นประโยชน์ในการค้นพบการรักษารูปแบบใหม่ในเซลล์มะเร็งปากมดลูก 
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บทที่ 3 

วัสดุ อุปกรณ์ และวิธีดำเนินงาน 

3.1 วัสดุ อุปกรณ์ 

1. ตู้สำหรับอบตัวอย่างพืช 

2. เครื่องชั่งน้ำหนักสาร 

3. กระดาษกรอง (Whatman No.1 filter paper) 

4. เครื่องระเหยแอลกอฮอร์ (rotary evaporator) 

5. ไมโครปิเปต (micropipette) ขนาด P2 (0.2-2 µl), ขนาด P20 (2-20 µl), ขนาด P100 (10-

100 µl), ขนาด P200 (20-200 µl), ขนาด P1000 (100-1000 µl), 

6. ไมโครปิเปตทิป (micropipette tip) ขนาด 10 µl, 200 µl และ 1000 µl 

7. กล้องจุลทรรศน์แบบหัวกลับ (inverted microscope) 

8. ตู้สำหรับเลี้ยงเซลล์ (CO2 incubator) 

9. เครื่องวัดการดูดกลืนแสง (spectrophotometer) 

10. อ่างน้ำควบคุมอุณหภูมิ (water bath) 

11. ตู้แช่แข็งอุณหภูมิ -20 ºC 

12. ตู้แช่แข็งอุณหภูมิ -80 ºC 

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

3.2 สารเคมีที่ใช้ 

     1.สารเคมีที่ใช้ในการสกัดสารจากเมล็ดลูกจันทน์เทศ 

1. เมล็ดลูกจันทน์เทศปริมาณ 5 กิโลกรัม ต.แหลมทราย อ.หลังสวน จ.ชุมพร 

 2. 95% Ethanol 

     2 สารเคมีที่ใช้ในการเลี้ยงเซลล์ 

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

2. Fetal Bovine Serum (FBS) (GIBCO, USA) 
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3. 0.25% Trypsin-EDTA (GIBCO, USA) 

4. Phosphate Buffered Saline (PBS) (GIBCO, USA) 

5. Dimethyl sulfoxide (DMSO) (GIBCO, USA) 

6. Antibiotic-Actinomycotic (GIBCO, USA) 

7. AlamarBlue (Gold Biotechnology, USA) 

3. สารเคมีที่ใช้ในการสกัด RNA และศึกษาการแสดงออกของยีน 

 1. ชุดสกัด RNA สำเร็จรูป (RNeasy Mini Kit, Qiagen, Germany) 

 2. ชุด reverse transcription (cDNA Synthesis Kit, Qiagen, Germany) 

 3. สารเคมีทำ Real-time PCR (CAPITAL qPCR Green Mix LRox, Biotechrabbit,    

              Germany) 

3.3 วิธีดำเนินงาน 

3.3.1 เก็บรวบรวมเมล็ดจันทน์เทศแห้งระหว่างเดือนเมษายนถึงมิถุนายน พ.ศ.2562 จาก ต.

แหลมทราย อ.หลังสวน จ.ชุมพรปริมาณ 5 กิโลกรัม ตัวอย่างเมล็ดดังภาพที่ 3.1และ 3.2 ระบุชนิดพันธุ์

จันทน์เทศจากหนังสือรูปวิธาน Flora of Thailand volume 7 (De Wilde, W.J.J.O., 2002) และทำ

ตัวอย่างจันทน์เทศโดยใช้ตัวอย่างใบแก่ประมาณ 9 ใบที่ติดอยู ่กับกิ ่งไม้ เพื ่อเก็บเข้าพิพิธภัณฑ์พืช 

ศาสตราจารย์กสิน สุวตะพันธุ์ โดยอ้างอิงจากหนังสือการเก็บและรักษาตัวอย่างพันธุ์ไม้ (ทวีศักดิ์ บุญเกิด 

และคณะ, 2530)  

 

 

 

 

  

ภาพที่ 3.1 เมล็ดจันทน์เทศแห้ง 
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ภาพที่ 3.2 ผงเมล็ดจันทน์เทศแห้ง 

3.3.2 สกัดสารจากเมล็ดจันทน์เทศ  

     นำส่วนของเมล็ดที่เก็บรวบรวมได้มาอบที่อุณหภูมิ 60 ºC จนน้ำหนักคงที่แล้วนำมาบด

ให้ละเอียดดังภาพที่3.2 นำผงที่ได้ไปสกัดด้วยวิธีมาเซอเรชัน (Maceration) ด้วยอัตราส่วน 1:10 

1:20 และ1:30 (ปริมาณผงจันทน์เทศ:95% แอลกอฮอล์ ; w:v) เป็นเวลา 24 ชั่วโมง โดยใช้

เครื่องเขย่า หลังจากนั้นกรองผงจันทน์เทศด้วยกระดาษกรอง Whatman No.1 เก็บของเหลวที่

ได้ในแต่ละอัตราส่วนแยกกัน แล้วนำผงจากการกรองมาสกัดใหม่อีก 2 ครั้ง  แล้วเก็บของเหลวใน

แต่ละอัตราส่วนรวมกัน (ดัดแปลงจาก Assa et al., 2014) นำไประเหยแอลกอฮอล์ที่อุณหภูมิ 

70 ºC เป็นระยะเวลา 3 วัน เก็บสารที่ได้ในตู้แช่อุณหภูมิ -20 ºC และมืด เพ่ือใช้ในครั้งต่อไป  

3.3.3 การเลี้ยงเซลล์มะเร็งปากมดลูกชนิด SiHa และ C33a 

เลี ้ยงเซลล์มะเร็งปากมดลูกชนิด SiHa และ C33a จาก American Type Culture 

Collection (ATCC) ซึ่งได้รับความอนุเคราะห์จาก รศ.ดร. ปฐมวดี ญาณทัศนีย์จิต แล้วนำมา

เลี ้ยงในอาหารเลี ้ยงเซลล์ชนิด Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM) ที่มี Fetal 

Bovine Serum (FBS) 10% (v/v) และยาปฏิชีวนะ Antibiotic-Antimycotic 1% (v/v) ภายใน

ตู้เลี้ยงเซลล์อุณหภูมิ 37 ºC และมีก๊าซคาร์บอนไดออกไซด์ 5% 
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3.3.4 ศึกษาปริมาณสารประกอบฟีนอลลิกโดยใช้วิธี F-C assay  

การทดลองนี้ดัดแปลงจาก Pientaweeratch, Panapisal, and Tansirikongkol, 2016

โดยนำสารสกัดทั้ง 3 อัตราส่วน โดยใช้อัตราส่วนละ 20 ไมโครลิตร ผสมกับสารละลาย Folin-

Ciocalteu ปริมาณ 100 ไมโครลิตร ที่ความเข้มข้น 10 %v/v แล้วบ่มเป็นเวลา 5 นาที หลังจาก

นั้นเติมโซเดียมคาร์บอเนตปริมาณ 80 ไมโครลิตร ที่ความเข้มข้น 75 กรัมต่อลิตร แล้วเขย่า

เล็กน้อยหลังจากนั ้นนำไปบ่มเป็นเวลา 120 นาทีภายใต้อุณหภูมิห้องและปราศจากแสง 

สารละลายจากตัวอย่างจะมีความเข้มข้นสุดท้ายเป็น 500 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ส่วนสารละลาย

มาตราฐานกรดแกลลิก (gallic acid) จะมีความเข้มข้น 0 ถึง 100 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร เมื่อบ่ม

เสร็จ ปฏิกิริยาจะถูกวัดที่ความยาวคลื่น 760 nm สารละลายแบลงค์คือ 1 % DMSO-น้ำกลั่น 

สารละลายควบคุมบวกคือกรดแกลลิก ปริมาณฟีนอลิกในแต่ละสารละลายตัวอย่างจะถูกคำนวณ

จากสมการถดถอยเชิงเส้นจากกราฟสารละลายมาตราฐานกรดแกลลิกซึ่งจะแสดงในรูปแบบของ 

ม ิลล ิกร ัมเท ียบเท ่ากรดแกลล ิก/กร ัมของน ้ำหน ักแห ้งของสารสก ัด ( mg gallic acid 

equivalent/gram of dried weight of extract : GAE/gDW) 

3.3.5 ศึกษาปริมาณสารต้านอนุมูลอิสระโดยใช้วิธี DPPH assay  

    นำสารละลายตัวอย่างปริมาตร 15 ไมโครลิตร ผสมกับสารละลายDPPH ปริมาตร 150 

ไมโครลิตรที่ความเข้มข้น 100 µMในเมทานอลแล้วบ่มเป็นเวลา 30 นาทีภายใต้อุณหภูมิห้องและ

ปราศจากแสง (ดัดแปลงจาก Lin et al., 2014) หลังจากบ่มนำไปวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ความ

ยาวคลื่น 512 nm สารละลายควบคุมบวกคือ สารละลายกรดแอสคอร์บิก (ascorbic acid) ที่มี

ความเข้มข้นตั้งแต่ 0 ถึง 1000 ไมโครกันมต่อมิลลิลิตร ใน 1% DMSO-เมทานอล แล้วนำไป

คำนวณค่าเปอร์เซ็นการต้านอนุมูลอิสระ (Percentage of antioxidant activity (AA%)) ตาม

สมการ (Choi et al., 2005) 

AA% = (1 −
Abs of sample 

Abs of control
)  𝑥 100 

           Abs of sample คือค่าการดูดกลืนแสงของสารละลายตัวอย่าง 

         Abs of control คือค่าการดูดกลืนแสงของสารละลายตัวควบคุม 
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3.3.6 ศึกษาการมีชีวิตของเซลล์ 

นำเซลล์ SiHa และ C33a ลง 96-well plate โดยให้แต่ละหลุมมีจำนวนเซลล์เริ ่มต้น

ประมาณ 1.2x104 เซลล์ โดยบ่มในตู้เลี้ยงเซลล์ (CO2 incubator) อุณหภูมิ 37 ºC และมีก๊าซ

คาร์บอนไดออกไซด์ 5% เป็นเวลา 48 ชั่วโมง เตรียมสารละลายจันทน์เทศท่ีความเข้มข้นตั้งแต่ 0 

- 10 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ปริมาตร 20 ไมโครลิตร แล้วตามด้วยสารละลาย cDMEM ปริมาตร 

180 ไมโครลิตร แล้วบ่มอีก 48 ชั่วโมง แล้วนำมาทดสอบการมีชีวิตของเซลล์โดยใช้สารละลายใน

การตรวจสอบคือ alamarBlue (Gold Biotechnology, USA) ลงในแต่ละหลุมปริมาตร 100 

ไมโครลิตร บ่ม 1 ชั ่วโมงแล้วนำไปวัดค่าการดูดกลืนแสงด้วยเครื ่อง microplate reader 

(Molecular Devices, USA) โดยใช้ความยาวคลื ่นในช่วง emission ที่ 570 และ excited ที่ 

600 nm ตามลำดับ ใช้สารละละลาย etoposide เป็นสารควบคุมบวก 

3.3.7 การเตรียมเซลล์มะเร็งปากมดลูกเพ่ือใช้สกัดอาร์เอ็นเอ 

เลี้ยงเซลล์ในภาชนะเลี้ยงเซลล์ (T75 flask) ปล่อยให้เซลล์มีปริมาณ 80-90 เปอร์เซ็น 

ของภาชนะเลี้ยงเซลล์ล้วจึงดูดอาหารเลี้ยงเซลล์เก่าออก เตรียมความเข้นข้นของสารสกัดจาก 

เมล็ดจันทน์เทศมาใช้ในการทดลองโดย เซลล์มะเร็งปากมดลูกชนิด SiHa ใช้ความเข้มข้น 2.49 

มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ส่วนเซลล์มะเร็งปากมดลูกชนิด C33a ใช้ความเข้มข้น 3.84 มิลลิกรัมต่อ 

มิลลิลิตร ปริมาตร 1.7 มิลลิลิตร แล้วใส่อาหารเลี้ยงเซลล์ปริมาตร 15.3 มิลลิลิตร หลังจากนั้นจึง 

บ่มเป็นเวลา 48 ชั่วโมง เทอาหารเลี้ยงเซลล์เก่าท้ิง แล้วใช้ cell scraper เพ่ือขูดเซลล์แล้วเก็บใน 

หลอดปริมาตร 1.5 มิลลิลิตร เก็บท่ี -20 ºC เพ่ือสกัดอาร์เอ็นเอต่อไป 

3.3.8 การออกแบบไพรเมอร์ 

 ใช้ไพรเมอร์ของยีน BCL2 และ BAX ที่ถูกออกแบบโดย Karaliotas and et al., 2015  

และยีน GAPDH ที่ถูกออกแบบโดย Sintuwanon and Tammachote, 2013 ดังตารางที่ 3.1 
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3.3.9 การสกัดอาร์เอ็นเอ 

นำเซลล์ที่ 3.3.7 มาสกัดอาร์อ็นเอ โดยใช้ RNeasy Mini Kit (Qiagen, Germany) ตาม

วิธีที่แนะนำโดยบริษัท ชะคอลัมน์ด้วยน้ำที่ปราศจากเอนไซม์  RNase ปริมาตร 30 ไมโครลิตร 

แล้วนำไปปั่นเหวี ่ยงที่ความเร็วมากกว่า 8000g เป็นเวลา 1 นาที ทำซ้ำอีก 1 ครั้ง แต่ปรัป

ปริมาตรเป็น 20 ไมโครลิตร หลังจากนั้นเก็บ RNA ในตูแ้ช่อุณหภูมิ -80 ºC 

3.3.10 การสังเคราะห์ cDNA 

นำ RNA ที่สกัดได้มาเป็นแม่แบบในการสังเคราะห์สายคอมพลีเมนทารีเอ็นเอ (cDNA)  

ด้วยชุด cDNA synthesis kit (biotechrabbit, USA) (ตารางท่ี 3.2) เริ่มโดย RNA 50 นาโนกรัม

ต่อไมโครลิตร ต่อ 1 ปฏิกิริยา ผสมกับPCR grade water ปริมาตร 7 ไมโครลิตร แล้วเติม 5x 

Reverse transcriptase buffer ปริมาตร 4 ไมโครลิตรผสมกับ dNTP Mix 2 ไมโครลิตร ผสม

กับไพรเมอร์(Oligo dT) ปริมาร 0.5 ไมโครลิตร แล้วเติมRNase inhibitor และ RevertUPTM II 

Reverse Transcriptase ปริมาตร 0.5 และ 1 ไมโครลิตร ตามลำดับ หลังจากนั้นนำไปบ่มที่

อุณหภูมิ 55 ºC เป็นเวลา 60 นาทีและยับยั้งเอนไซม์ที่อุณหภูมิ 99 ºC เป็นเวลา 5 นาที นำไป

เก็บท่ีไว้ที่อุณหภูมิ -20 ºC เพ่ือใช้ต่อไป 

3.3.11 ศึกษาการแสดงออกของยีนด้วยกระบวนการ Real-time reverse transcription PCR  

                    (qRT-PCR) (Karaliotas et al., 2015) 

  เพ่ิมปริมาณ DNA ในปฏิกิริยา PCR มีองค์ประกอบดังตารางที่ 3.3 โดยเริ่มจาก  

Initiation denaturation ที่อุณหภูมิ 95 ºC เป็นเวลา 3 นาที เพ่ือแยกสาย cDNA แล้วตามด้วย 

denaturation ที่อุณหภูมิ 95 ºC เป็นเวลา 10 วินาที แล้วในขั ้น Annealing/Extension ที่

อุณหภูมิ 60 ºC เป็นเวลา 30 วินาที จำนวน 40 รอบแล้วจึงรักษาอุณหภูมิไว้ที่ 4 ºC ดังตารางที่ 

3.4  
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ตารางที่ 3.1 ลำดับนิวคลีโอไทด์และความเข้มข้นของไพรเมอร์ 

ยีน 
ลำดับนิวคลีโอไทด์ของไพรเมอร์ 

ความเข้มข้นของ
ไพรเมอร์ 

ขนาด (bp) 

BCL2 F : TCGCCCTGTGGATGACTGA  10 µM 134 
R : CAGAGACAGCCAGGAGAAATCA 10 µM 

BAX F : TGGCAGCTGACATGTTTTCTGAC 10 µM 195 
R : TCACCCAACCACCCTGGTCTT 10 µM 

GAPDH F :  GAAGGTGAAGGTCGGAGTC 10 µM 226 

R : GAAGATGGTGATGGGATTTC 10 µM 

 

3.3.12 วิเคราะห์ระดับการแสดงออกของยีนด้วยวิธี 2-∆∆Ct 

ศึกษาการแสดงออกของย ีนด ้วย comparative quantification ด ้วยว ิธ ี  2 -∆∆Ct 

เปรียบเทียบค่า Ct ของยีนเป้าหมาย คือ ยีนBAX และ BCL2 กับ GAPDH เป็น reference gene 

และคำนวณการระดับแสดงออกของยีนระหว่างเซลล์มะเร็งในกลุ่มทดลองและกลุ่มควบคุม ตาม

สมการของ Livak and Schmittgen, 2001 ดังนี้ 

Fold difference = 2-∆∆Ct 

    = 2-(∆Ct (test) - ∆Ct (calibrator)) 

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

 เมื่อ Ct (target, test) คือ Ct ของยีนเป้าหมายจากเซลล์ที่ได้รับการ treatment Ct (ref, test) 

คือ Ct ของยีนควบคุมจากเซลล์ที่ได้รับการ treatment Ct (target, calibrator) คือ Ct ของยีนเป้าหมาย

จากเซลล์ที่ไม่ได้รับการ treatment Ct (ref, calibrator) คือ Ct ของยีนควบคุมจากเซลล์ที่ไม่ได้รับการ 

treatment 
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บทที่ 4 

ผลการทดลอง 

4.1 ระบุชนิดพันธุ์จันทน์เทศ  

ระบุชนิดพันธุ์ว่าเป็น Myristica fragrans และเก็บตัวอย่างใบไว้ในพิพิธภัณฑ์พืช 

ศาสตราจารย์กสิน สุวตะพันธุ์ H.B. No. 016524 (BCU) (ภาพที่4.1) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพที ่4.1 ตัวอย่างจันทน์เทศ H.B. No.016524  

ในพิพิธภัณฑ์พืช ศาสตราจารย์กสิน สุวตะพันธุ์ 
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4.2 ผลการสกัดสารจากเมล็ดจันทน์เทศ 

การสกัดเมล็ดจันทน์เทศด้วยอัตราส่วนเอทานอลที่แตกต่างกัน (ปริมาณผงจันทน์เทศ:95% 

แอลกอฮอล์ ; w:v) คือ 1:10 1:20 และ1:30 โดยใช้วิธีมาเซอเรชัน (Maceration) พบว่าผลผลิต 

(% yield) ของอ ัตราส ่วน 1:10 ผลผล ิตม ีค ่า 12.29±0.61% อ ัตราส ่วน1:20 ผลผลิต 

14.07±0.49% และ 1:30 มีผลผลิต 15.40±1.13% (ภาพท่ี4.2) 

 

 

 

 

 

 

  

 

ภาพที ่4.2 ผลผลิต (% yield) ของสารสกัดจากเมล็ดจันทน์เทศท่ีอัตราส่วนต่างๆ 

 (error bar = standard deviation) 

 

 

 

 

 

 



20 
 

0

5

10

15

20

25

30

35

1:10 1:20 1:30

ปร
ิมา

ณส
าร

ปร
ะก

อบ
ฟีน

อล
ิก

(µ
g G

AE
/g

DW
)

อัตราส่วนของสารสกัดจากจันทน์เทศ (g/L)

a

b

c

4.3 ผลการทดสอบคุณสมบัติของสารสกัด 

4.3.1 ปริมาณสารประกอบฟีนอลลิกโดยใช้วิธี F-C assay 

จากการทดสอบการต้านอนุมูลอิสระพบว่าสารสกัดจากจันทน์เทศในอัตราส่วน 1:10 มี

ค่าอยู ่ที ่ 29.40±1.22 µg GAE/gDW ตามด้วยอัตราส่วน 1:20 มีค่าอยู ่ที่ 15.48±1.57 µg 

GAE/gDW และอัตราส่วน 1:30 มีค่าอยู่ที่ 1.15±0.15 µg GAE/gDW (ภาพท่ี4.3) 

          

 

 

  

 

  

 

 

 

 

 

ภาพที่ 4.3 ปริมาณสารประกอบฟีนอลิก (µg GAE/g DW) ในสารที่สกัดจากเมล็ดจันทน์เทศ 

ค่าแต่ละค่าแสดงโดยใช่ค่าเฉลี่ย ± ส่วนเบี่ยงเบนมาตราฐาน (n=3) และ ตัวอักษรต่างกันคือมีค่าเฉลี่ย

แตกต่างกันอย่างมีนัยสำคัญทางสถิติที่ค่าความเชื่อมั่น 95% 
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4.3.2 ปริมาณสารต้านอนุมูลอิสระโดยใช้วิธี DPPH assay 

จากการทดสอบการต้านอนุมูลอิสระพบว่าสารสกัดจากจันทน์เทศมีช่วงเปอร์เซ็นการ

ต้านอยู่ที่ 43.97±0.90 จนถึง 58.21 ± 0.39% โดยที่อัตราส่วน 1:10 พบค่าเฉลี่ยเปอร์เซ็นการ

ต้านอนุมูลอิสระอยู ่ที่ 58.21±0.39% 1:20 มีค่า 43.97±0.91และอัตราส่วน 1:30 มีค่า 

49.78±0.59% (ภาพท่ี4.4) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพที่ 4.4 ฤทธิ์เปอร์เซ็นการต้านอนุมูลอิสระ(%AA)ในของแต่ละอัตราส่วนของสารสกัด 

ค่าแต่ละค่าแสดงโดยใช่ค่าเฉลี่ย ± ส่วนเบี่ยงเบนมาตราฐาน (n=3) และ ตัวอักษรต่างกันคือมีค่าเฉลี่ย

แตกต่างกันอย่างมีนัยสำคัญทางสถิติที่ค่าความเชื่อมั่น 95% 
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4.4 การเพาะเลี้ยงเซลล์ 

 เลี ้ยงเซลล์มะเร็งปากมดลูกชนิด SiHa และ C33a (ภาพที่ 4.5 และ 4.6 ตามลำดับ) 

เซลล์ชนิด SiHa เป็นเซลล์ที่มีการติดเชื้อไวรัส Human papilloma virus (HPV16) ส่วนเซลล์ชนิด 

C33a เป็นเซลล์ที่ไม่มีการติดเชื้อไวรัส Human papilloma virus 

4.3.1 เซลล์ชนิด SiHa  

 

 

 

 

 

 

ภาพที่ 4.5 เซลล์มะเร็งขนิด SiHa ที่กำลังขยาย 20X 

4.3.2 เซลล์ชนิด C33a  

 

 

 

 

 

 

 

ภาพที่ 4.6 เซลล์มะเร็งขนิด C33a ที่กำลังขยาย 20X 
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4.5 ผลการทดสอบสารสกัดที่มีต่อเซลล์มะเร็งปากมดลูก 

4.5.1 การมีชีวิตของเซลล์มะเร็งปากมดลูก 

จากการทดลองบ่มเซลล์ด้วยสารสกัดจากจันทน์เทศที่ความเข้มข้น 0 0.1 0.5 1 5 7.5 

10 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร เป็นเวลา 48 ชั่วโมง พบว่าการมีชีวิตของเซลล์มะเร็งปากมดลูกชนิด 

SiHa มีเปอร์เซ็นการมีชีวิตของเซลล์ลดลงและมีเปอร์เซ็นการมีชีวิตของเซลล์ที่ลดลงครึ่งหนึ่ง 

(LC50) อยู่ที่ความเข้มข้นของสารสกัดจากจันทน์เทศ 2.49 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร มีสมการเส้นตรง

คือ y = 97.21 – 18.95x มีค่า R2  อยู่ที่ 0.968 (ภาพที่ 4.7) ส่วนเซลล์มะเร็งปากมดลูกชนิด 

C33a มีเปอร์เซ็นการมีชีวิตของเซลล์ลดลงและมีเปอร์เซ็นการมีชีวิตของเซลล์ที่ลดลงครึ่งหนึ่ง  

(LC50) อยู่ที่ความเข้มข้นของสารสกัดจากจันทน์เทศ 3.84 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร มีสมการเส้นตรง

คือ y = 121.75 – 18.67x มีค่า R2  อยู่ที ่0.835 (ภาพที่ 4.8)  

 

 

 

 

 

 

 

ภาพที่ 4.7 ผลของสารสกัดเมล็ดจันทน์เทศต่อการมีชีวิตของเซลล์มะเร็งปากมดลูกชนิด SiHa 

สมการเส้นตรงคือ 𝑦 = 97.21 − 18.95𝑥 
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ภาพที่ 4.8 ผลของสารสกัดเมล็ดจันทน์เทศต่อการมีชีวิตของเซลล์มะเร็งปากมดลูกชนิด C33a 

สมการเส้นตรงคือ 𝑦 = 121.75 − 18.67𝑥 
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4.5.2 การแสดงออกของยีนที่เกี่ยวข้องกับกระบวนการอะพอพโทซิส 

จากการศึกษาการระดับการแสดงออกของยีนของเซลล์ชนิด SiHa และ C33a ระหว่างกลุ่ม

ควบคุมและกลุ่มทดลองที่ได้รับสารสกัดจากจันทน์เทศที่ความเข้มข้น LC50 ป็นเวลา 24 ชั่วโมงด้วยวิธี 

Real-time PCR การศึกษาในเซลล์ SiHa ที่ได้รับสารสกัดจันทน์เทศ ที่ความเข้มข้น LC50 (2.49 mg/ml) 

มีการแสดงออกของยีน BAX อยู่ที่ 33.1% ± 23.6 ส่วนการแสดงออกของยีน BCL2 มีการแสดงออก อยู่

ที่ 776% ± 86.7 ส่วนการศึกษาในเซลล์ C33a ที่ได้รับสารสกัดจันทน์เทศ ที่ความเข้มข้น LC50 (3.84 

mg/ml) มีการแสดงออกของยีน BAX อยู ่ท ี ่  2.1% ± 3.4 ส่วนการแสดงออกของยีน BCL2 มีการ

แสดงออก อยู่ที่ 0.9% ± 1.5 (ภาพที่ 4.9) และเมื่อนำไปวิเคราะห์ทางสถิติด้วย Independent sample 

t-test โดยใช้ P value ที่ 0.05 พบว่าระหว่างการแสดงออกของยีน BAX ของกลุ่มควบคุมและกลุ่ม

ทดลองพบว่า เซลล์ SiHa มีการลดการแสดงออก 0.67 เท่าซึ่งแตกต่างกันอย่างมีนัยสำคัญทางสถิติ ส่วน

เซลล์ C33a มีการลดการแสดงออก 0.98 เท่าซึ ่งแตกต่างกันอย่างมีนัยสำคัญทางสถิติ  และในการ

วิเคราะห์การแสดงออกของยีน BCL2 ระหว่างกลุ่มควบคุมและกลุ่มทดสอบ พบว่าในเซลล์ SiHa มีการ

เพิ ่มการแสดงออก 6.7 เท่าแต่ไม่แตกต่างอย่างมีนัยสำคัญทางสถิติ ส่วนเซลล์  C33a มีการลดการ

แสดงออก 0.91 เท่าซึ่งแตกต่างกันอย่างมีนัยสำคัญทางสถิติ (ตารางที่ 4.1) เมื่อทำการเปรียบเทียบ

ระหว่างการแสดงออกของยีน BAX และ BCL2 ระหว่างเซลล์ที่ได้รับการทดสอบพบว่าเซลล์ชนิด SiHa มี

การลดการแสดงออกของยีน BAX และเพิ่มการแสดงออกของยีน BCL2 ในเซลล์ชนิด C33a มีการเพ่ิม

การแสดงออกของยีน BAX และลดการแสดงออกของยีน BCL2 (ภาพท่ี 4.10) 
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ภาพที่ 4.9 การแสดงออกของยีนจากตัวอย่างเซลล์มะเร็งปากมดลูกในกลุ่มควบคุมและกลุ่มทดสอบ (A) 

และ(B) ชนิด SiHa (C) และ(D) ชนิด C33a  
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ตารางที่ 4.1 สรุปผลการแสดงออกของยีน 

ชนิดของเซลล์ ยีน p-value ทิศทางการแสดงออก 

SiHa 
BAX P<0.05 แสดงออกลดลง 0.67 เท่า 

BCL2 P>0.05 ไม่แตกต่างระหว่างกลุ่มควบคุมและกลุ่มทดลอง 

C33a 
BAX P<0.05 แสดงออกลดลง 0.98 เท่า 

BCL2 P<0.05 แสดงออกลดลง 0.91 เท่า 

 

 

 

 

 

 

 

 

   

 

 

 

ภาพที่ 4.10 การแสดงออกของยีน เมื่อทำการเปรียบเทียบในกลุ่มทดสอบ 
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บทที่ 5 

อภิปรายผลการทดลอง และสรุปผล 

สารสกัดเมล็ดจ ันทน์เทศด้วยเอทานอลถูกใช้ในการทดสอบความเป็นพิษ LC50 (Lethal 

concentration) แก่เซลล์มะเร็งปากมดลูกด้วยวิธี MTT assay แสดงว่าสารสกัดในครั้งนี้มีความสามารถ

ในการทำให้เซลล์มะเร็งลดลงไปครึ่งหนึ่ง จากงานวิจัยก่อนหน้านี้พบว่าสารสกัดจากจันทน์เทศมีคุณสมบัติ

ในด้านความเป็นพิษแก่เซลล์(Al-Jumaily and Al-Massody, 2012) นอกจากนี ้สารสกัดจากเมล็ด

จันทน์เทศถูกใช้ในการทดสอบความเป็นพิษแก่เซลล์มะเร็งทั้ง 7 ชนิดด้วยวิธี SRB assay พบความสามารถ

ของสารสกัดที่เป็นพิษต่อเซลล์มากกว่า 50% (Prakash and Gupta, 2013) ซึ่งสอดคล้องกับงานวิจัยนี้ที่

สามารถหาความเข้มข้นของสารสกัดของเมล็ดจันทน์เทศท่ีส่งผลต่อความเป็นพิษกับเซลล์มะเร็งปากมดลูก

ชนิด SiHa และC33a ซ่ึงสอดคล้องกับการศึกษาในครั้งนี้ 

สารสกัดจากต้นฟีเวอร์ฟิว (Tanacetum parthenium) มีค่า LC50 อยู่ที ่ 8.42±0.76 µM ใน

เซลล์ชนิด SiHa และสารสกัดจากฟ้าทะลายโจร (Andrographis paniculata) มีค่า LC50 อยู่ที่ 152.34 

และ142.26 µM ในเซลล์ C33a และSiHa ตามลำดับ แสดงว่าสารสกัดจากสมุนไพรมีฤทธิ์ทางชีวภาพที่

ทำให้เซลล์มะเร็งลดลงไปครึ่งหนึ่ง และสามารถชักนำให้เกิดกระบวนการตายของเซลล์ได้ (Al-Fatlawi et 

al., 2015 และ Ekalaksananan et al., 2015) เหมือนกับสารสกัดจากจันทน์เทศที่ได้ศึกษาในครั้งนี้  

ในการศึกษาครั้งนี้พบว่าในเซลล์ชนิด SiHa มีการลดการแสดงออกของยีน BAX และ เพิ่มการ

แสดงออกของยีน BCL2 ซึ่งอาจเกดิจากการที่เซลล์ชนิด SiHa เป็นเซลล์ที่มีการติดเชื้อของไวรัส (HPV16) 

ซึ่งจะมีการแสดงออกของโปรตีน E6 ทำหน้าที่ยับยั้งโปรตีน p53 ส่งผลให้ไม่มีการแสดงออกของยีน BAX 

และลดการแสดงออกของยีน BCL2 ให้ผลตรงกันข้ามกับเซลล์ชนิด C33a มีการเพิ่มการแสดงออกของยีน 

Bax และลดการแสดงออกของยีน BCL2 ซึ่งอนุมานได้ว่าสารสกัดไปมีผลทำให้เพิ่มการทำงานของโปรตีน 

p53 ส่งผลให้มีการเพิ ่มการแสดงออกของยีน ยีน BAX และลดการแสดงออกของยีน BCL2 นำไปสู่

กระบวนการอะพอพโทซิส (Paul and Kundu, 2017) ซึ่งใกล้เคียงกับงานวิจัยที่กล่าวว่า สารสกัด Butein 

จากสม ุนไพรจ ีนม ีการลดการแสดงออกของย ีน BAX และเพ ิ ่มการแสดงออกของย ีน BCL-XL 

(antiapoptotic gene) ในเซลล์ SiHa ส่วนในเซลล์ C33a พบว่าการเพ่ิมแสดงออกของยีน BAX มากกว่า 

BCL-XL (Yang et al., 2018) 
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การศึกษาในอนาคตควรใช้เทคนิคอื ่นๆเข้ามาร่วมด้วย เช่น การใช้ แก๊สโครมาโทกราฟี-

แมสสเปกโทรเมทรี เพื ่อวิเคราะห์ถึงองค์ประกอบสาร และหาสารที ่มีฤทธิ ์ทางชีวภาพในการยับยั้ง

เซลล์มะเร็ง รวมถึงควรทำการทดสอบสารสกัดกับเซลล์มะเร็งปากมดลูกปกติด้วยว่าเป็นพิษต่อเซลล์

หรือไม่ นอกจากนี้ควรมีการศึกษาผลของสารต่อการเพิ่มจำนวนของเซลล์ผ่านกระบวนการ BrdU assay 

และศึกษายีนที ่เกียวข้องกับกระบวนการตายของเซลล์เพิ ่มเติม  เช่น p53 BAK และ XIAP (ปกป้อง 

ประยงค์, 2550) เพ่ือเป็นการยืนยันผลการทดลองท่ีเกี่ยวข้องกับกระบวนการตายของเซลล์  

สรุปว่าจากการทดลองสกัดหยาบเมล็ดจันทน์เทศด้วยวิธี maceration พบว่าอัตราส่วน 1:30 (ผง

จันทน์เทศ:แอลกอฮอล์) ให้ร้อยละผลได้สูงที่สุด แตป่ริมาณสารประกอบฟีนอลิกและความสามารถในการ

ต้านสารอนุมูลอิสระพบว่าอัตราส่วน 1 :10 ให้ผลดีที่สุด เมื่อนำไปทดสอบความสามารถในการยับยั้ง

เซลล์มะเร็งปากมดลูกชนิด SiHa และ C33a พบว่ามีค่า LC50 อยู่ที่ 2.49 และ 3.84 mg/ml ตามลำดับ 

และจากการศึกษาการแสดงออกของยีนที่เกี่ยวข้องกับกระบวนการอะพอพโทซิสพบว่าส่งผลให้มีการ

แสดงออกของยีน BAX ลดลง แต่ไม่มีผลต่อยีน BCL2 ในเซลล์ SiHa และลดการแสดงออกของยีน BAX 

และ BCL2 ในเซลล์ C33a 
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ภาคผนวก ก 

1.สูตรและวีธีการเตรียมอาหารเลี้ยงเซลล์ 

1. เตรียมผง Dulbecco's Modified Eagle Medium (DMEM) 1 ซอง แล้วเทลงขวดปริมาตร 1000 ml

ที่มีน้ำท่ีผ่านการautoclave 900 ml เขย่าให้เข้ากัน 

2. ชั่งผงโซเดียมไฮโดรเจนคาร์บอเนตปริมาณท่ีขึ้นกับสูตรของแต่ละบริษัท ลงในขวดข้อ1 

3. ปรัปปริมาตรให้ได้ 1000 ml 

4. นำไปกรอกด้วยเครื่องกรอง 

5. เก็บเพ่ือใช้ต่อไป 

2.การเตรียม Complete DMEM (100 ml) 

1. เติมDMEM จากที่เตรียมไว้ ปริมาตร 94 ml ลงในขวด 100 ml 

2. เติม Fetal bovine serum (FBS) ปริมาตร 5 ml ลงในขวดข้อ1 

3. เติม Antibiotic-Antimycotic (100x) 1 ml 
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3.Cell trypsinization 

 2.1 เทอาหารเลี้ยงเซลล์(media) เก่าในflaskเลี้ยงเซลล์ทิ้งไป 

 2.2 ล้างflask ด้วยสารละลาย Phosphate buffer saline(PBS) 3 ml 

 2.3 เติมสารละลาย trypsin 0.25% 1.5 ml 

 2.4 บ่มที่ 37 °C และ 5% CO2 เป็นเวลา 10 นาที 

 2.5 นำflask มาส่องด้วยกล้องจุลทรรศน์ หากเซลล์ไม่หลุดให้เคาะเล็กน้อย ดูดสารละลายที่มี  

     เซลล์อยู่ใส่หลอด 1.5 ml แล้วนำไปปั่นเหวี่ยง 400 rpm 1.30 นาที 

 2.5 ใส่ mediaใหม่ ในflask ใหม่  

2.6 นำหลอด 1.5 mlหลังจากปั่นเหวี่ยงเทส่วนใสทิ้งไป พร้อมเติม media 1 ml 

2.7 ใช้ไมโครปิเปต ผสมเซลล์กับ media ให้เข้ากับแล้วแบ่งใส่ flask ตามต้องการ 

4.การนับเซลล์โดยใช้ Hemocytometer 

 3.1 นำสารละลายที่มีเซลล์อยู่ 10 µl ผสมกับสารละลาย trypan blue stain 10 µl 

 3.2 นำสารที่ผสมเข้ากันดีแล้วมา 10 µlใส่ใน hemocytometer glass 

 3.3 นับจำนวนเซลล์โดยใช้กล้องจุลทรรศน์ โดยใช้เครื่องนับจำนวน 

 3.4 คำนวณปริมาณเซลล์ต่อมิลลิลิตร 

  ปริมาณเซลล์ต่อมิลลิลิตร (
𝑐𝑒𝑙𝑙𝑠

𝑚𝑙
)  =  

จำนวนเซลล์รวมใน 4 ช่อง

4
 × 2 ×  104 

 3.5 คำนวณปริมาณสารละลายที่บรรจุปริมาณเซลล์ที่ต้องการใช้ 

  ปริมาณสารละลาย (𝑚𝑙)  =  
ปริมาณเซลล์ที่ต้องการ

ปริมาณเซลล์ต่อมิลลลิิตร
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ตารางที่ 3.2 สารที่ใช้ในการสังเคราะห์ cDNA 

ชนิดของสาร ความเข้มข้นสุดท้าย ปริมาตร(µl) 
RNA template 500ng 5 
RevertUPTM II Reverse Transcriptase 10 U/µl 1 
5x Reverse Transcriptase Buffer 1x 4 
Oligo (dT)12-18  0.25 µM 0.5 
RNase Inhibitor 1 U/ µl 0.5 
dNTP Mix 1 mM(each dNTP) 2 
PCR Grade Water - ปรับให้ได้ปริมาตรรวม 20 

ปริมาตรรวม 20 
 

ตารางที ่3.3 สารที่ใช้ในการทำ Real-time PCR 

ชนิดของสาร ความเข้มข้นสุดท้าย ปริมาตร(µl) 
cDNA 100ng 1.5 
10 µM Forward primer 100 nM 0.2 
10 µM Reverse primer 100 nM 0.2 
4x CAPITAL qPCR Green Mix 1x 5 
Nuclease free water  ปรับให้ได้ปริมาตรรวม 20  

ปริมาตรรวม 20 
 

ตารางที่ 3.4 สภาวะที่ใช้ในการทำ Real-time PCR 

ขั้นตอน อุณหภูมิ (ºC) เวลา จำนวนรอบ 
Initial activation 95 3 นาที 1 
Denaturation 95 10 วินาที 

40 
Annealing/Extension 60 30 วินาที 
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