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ผลของสารสกดัหยาบเอทานอลจากใบมะรมุ (Moringa oleifera Lam.)  

ต่อการยบัยัง้การแสดงออกของโปรตีนวิลม์ทเูมอร ์1 ในเซลลม์ะเรง็เมด็เลือดขาวชนิด K562
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on Wilms’ tumor 1 protein expression in K562 leukemic cell line
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Abstract

Introduction: Natural products have been studied for an alternative leukemia treatment. The Moringa oleifera Lam. 

has been reported to mediate chemo-preventive effects by enhancing antioxidant status.  However, cytotoxicity of 

Moringa oleifera Lam. extract has not been reported yet in leukemic cell lines.

Objective: To study anti-leukemic properties of Moringa oleifera Lam. leave extract in K562 cell line.
 

Materials and methods: Cytotoxicity of crude Moringa oleifera Lam. leave extract was determined by MTT assay. 

The WT1 protein level were examined by Western blot analysis. All data was analyzed statistically by one-way 

ANOVA.

Results: Crude ethanolic extract of Moringa oleifera Lam. leaves exhibited distinctly cytotoxic effect on K562 cells 

with IC50 of 220±22 µg/mL and non-cytotoxic dose (IC20) of 55±5 µg/mL. Result also showed that WT1 protein 

level after treated with crude ethanolic Moringa oleifera Lam. leave extract, in various incubation time (24, 48, and 

72 hours), were decreased by 21, 37, and 61% respectively. In addition, at 48 hours of incubation with various  

concentrations (45, 55, and 65 µg/mL) WT1 protein reduced by 32, 48, and 68% respectively.  However, crude 

Moringa oleifera Lam. leave extract at IC20 clearly showed that it did not affect cell morphology. Importantly, crude 

ethanolic Moringa oleifera leave extract did not affect PBMCs (576.9 µg/mL).

Conclusion: Crude ethanolic Moringa oleifera Lam. leave extract could inhibit cell proliferation and reduce WT1 protein 

level in a dose- and time-dependent manner. Therefore, it can be concluded that crude Moringa oleifera Lam. leave 

extract involved in down-regulation of translational process of WT1 protein expression in K562 cells. These results 

indicated that Moringa oleifera Lam. leave extract could be a promising plant that should be further on studied 

as an alternative choice for leukemia treatment.
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บทคดัย่อ

บทน�า: ผลติภณัฑจ์ากธรรมชาตถิกูศกึษาเพือ่ทางเลอืกใหมร่กัษามะเรง็เมด็เลอืดขาว มรีายงานวา่มะรมุสามารถป้องกนัมะเรง็ 

โดยออกฤทธิต์า้นอนุมลูอสิระ แต่ยงัไมม่รีายงานความเป็นพษิของสารสกดัมะรมุกบัเซลลม์ะเรง็เมด็เลอืดขาวมาก่อน

วตัถปุระสงค:์ เพือ่ศกึษาฤทธิต์า้นมะเรง็เมด็เลอืดขาวของสารสกดัใบมะรมุต่อเซลลม์ะเรง็เมด็เลอืดขาวชนิด K562

วิธีการ: ศกึษาความเป็นพษิของสารสกดัหยาบใบมะรมุดว้ยวธิ ีMTT และการตรวจระดบัโปรตนีวลิม์ทเูมอร ์1 โดยวธิ ีWestern 

blot วเิคราะหข์อ้มลูทางสถติโิดย One-way ANOVA 

ผลการทดสอบ: สารสกดัหยาบเอทานอลใบมะรุมมคีวามเป็นพษิต่อเซลล์ K562 โดยยบัยัง้การเจรญิเตบิโตของเซลล์

รอ้ยละ 50 (IC50) เทา่กบั 220±22 µg/mL และความเขม้ขน้ทีไ่มเ่ป็นพษิต่อเซลล ์(IC20) เทา่กบั 55±5 µg/mL พบวา่เมือ่เลีย้งเซลล์

รว่มกบัสารสกดัหยาบใบมะรมุเป็นระยะเวลา 24, 48 และ 72 ชัว่โมง การแสดงออกของโปรตนีวลิม์ทเูมอร ์1 ลดลงรอ้ยละ 21, 

37 และ 61 ตามล�าดบั นอกจากน้ียงัพบว่าที่ 48 ชัว่โมง ความเขม้ขน้สารสกดัหยาบที่ 45, 55, และ 65 µg/mL สามารถ

ลดระดบัโปรตนีวลิม์ทเูมอร ์1 ไดร้อ้ยละ 32, 48 และ 68 ตามล�าดบั อยา่งไรกต็าม สารสกดัหยาบใบมะรมุทีค่วามเขม้ขน้ IC20 

ไม่มผีลกระทบต่อลกัษณะทางสณัฐานวทิยาของเซลล์ และที่ส�าคญัสารสกดัหยาบเอทานอลใบมะรุม ไม่มผีลกระทบต่อ

เซลลเ์มด็เลอืดขาวนิวเคลยีสเดีย่วคนปกต ิ(576.9 µg/mL)

สรปุ: สารสกดัหยาบเอทานอลใบมะรมุสามารถยบัยัง้การเจรญิเตบิโตและลดปรมิาณของโปรตนีวลิม์ทเูมอร ์1 ตามระยะเวลา

และความเข้มข้นที่เพิม่สูงขึ้น กล่าวได้ว่าสารสกดัหยาบใบมะรุมอาจเกี่ยวข้องกบัการควบคุมการแสดงออกออกของ

โปรตนีวลิม์ทเูมอร ์ 1 ในเซลล ์ K562 จากผลการศกึษาน้ีชีใ้หเ้หน็วา่สารสกดัหยาบใบมะรมุมแีนวโน้มทีจ่ะใชเ้ป็นอกีทางเลอืกหน่ึง

ของการรกัษาโรคมะเรง็เมด็เลอืดขาว

วารสารเทคนิคการแพทยเ์ชยีงใหม ่2559; 49(1): 53-64

Keywords: ความเป็นพษิต่อเซลล ์ วธิ ีMTT  โปรตนีวลิม์ทเูมอร ์1  มะรมุ  เซลลม์ะเรง็เมด็เลอืดขาว K562

มะรุม มีชื่อสามัญว่า horseradish tree และมีชื่อ

วทิยาศาสตรว์า่ Moringa oleifera Lam. อยูใ่นวงศ ์ Moringaceae  

เป็นพชืผกัพื้นบ้านของไทย เรยีกชื่อแตกต่างกนัไปตามแต่ 

ละท้องถิ่น ภาคกลางเรียกว่า “มะรุม” ภาคอีสานเรียกว่า  

“ผกัอฮีมุ หรอื บกัฮุม้” ภาคเหนือเรยีกวา่ “บะคอ้นกอ้ม” มะรมุ

มคีณุประโยชน์ทัง้ทางดา้นอาหาร ยา และอุตสาหกรรม1 เป็น

ไม้ยนืต้นที่โตเร็ว ทนแล้ง ปลูกง่ายในเขตร้อน อาจเติบโต

มคีวามสงูไดถ้งึ 4 เมตร และออกดอกภายในปีแรกทีป่ลกู ใบ

เป็นใบประกอบแบบขนนก 3 ชัน้ มีความยาวประมาณ 

20-40 เซนตเิมตร ออกเรยีงแบบสลบั ใบย่อยยาวประมาณ 

1-3 เซนตเิมตร ลกัษณะใบเป็นรปูไข ่ ปลายใบและฐานใบมน 

ผวิใบดา้นลา่งสอีอ่นกวา่และมขีนเลก็น้อยขณะทีใ่บยงัออ่น ใบ

มีรสหวานมนั ออกดอกในฤดูหนาว ลักษณะดอกเป็นช่อ 

สขีาว กลบีเรยีง ม ี5 กลบี กลบีดอกม ี5 กลบีแยกกนั ดอกมี

รสขม หวาน มนัเลก็น้อย ผลเป็นฝักยาว เปลอืกสเีขยีวมสีว่น

บทน�า คอดและส่วนมนเป็นระยะๆ ตามยาวของฝัก ฝักยาว 20-50 

เซนตเิมตร ฝักมรีสหวาน เมลด็เป็นรปูสามเหลีย่ม มปีีกบาง

หุม้ 3 ปีก เสน้ผา่ศนูยก์ลางของเมลด็ประมาณ 1 เซนตเิมตร 

สรรพคุณของมะรุมในต�ารายาพื้นบ้านใช้ใบเป็นยาพอกแผล

ชว่ยหา้มเลอืด ท�าใหน้อนหลบั เป็นยาระบาย ขบัปสัสาวะ และ

ช่วยแก้ไข้1 มรีายงานว่าสารสกดัจากใบมะรุมที่สกดัด้วยน�้า 

สามารถเหน่ียวน�าการตายแบบอะพอพโทสสิ (apoptosis)  

และยบัยัง้การเจรญิเตบิโตของเซลลม์ะเรง็ปอดชนิดเพาะเลีย้ง 

A5492 นอกจากน้ี สารสกดัหยาบเอทานอลจากรากมะรมุทีร่ะดบั

ความเขม้ขน้ 60 µg/mL สามารถท�าลายเซลลม์ะเรง็เมด็เลอืดขาว

ที่แยกได้จากผู้ป่วยมะเร็งเม็ดเลือดขาวเฉียบพลันชนิด

มยัอลิอยด ์ (AML) ไดร้อ้ยละ 513 และยงัมรีายงานวา่สารสกดั

หยาบจากใบมะรุมที่สกดัด้วยเอทานอลรอ้ยละ 80 สามารถ

ยบัยัง้การแบ่งตวั (proliferation) ของเซลล์มะเรง็ล�าไสช้นิด 

HCT15 SW48 และ SW480 ศกึษาดว้ยวธิ ีMTT โดยมคีา่ IC50  

เทา่กบั 264.83±23.33, 102.40±16.08 และ 197.20±32.52 µg/mL  
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บทคดัย่อ

บทน�า: ผลติภณัฑจ์ากธรรมชาตถิกูศกึษาเพือ่ทางเลอืกใหมร่กัษามะเรง็เมด็เลอืดขาว มรีายงานวา่มะรมุสามารถป้องกนัมะเรง็ 

โดยออกฤทธิต์า้นอนุมลูอสิระ แต่ยงัไมม่รีายงานความเป็นพษิของสารสกดัมะรมุกบัเซลลม์ะเรง็เมด็เลอืดขาวมาก่อน

วตัถปุระสงค:์ เพือ่ศกึษาฤทธิต์า้นมะเรง็เมด็เลอืดขาวของสารสกดัใบมะรมุต่อเซลลม์ะเรง็เมด็เลอืดขาวชนิด K562

วิธีการ: ศกึษาความเป็นพษิของสารสกดัหยาบใบมะรมุดว้ยวธิ ีMTT และการตรวจระดบัโปรตนีวลิม์ทเูมอร ์1 โดยวธิ ีWestern 

blot วเิคราะหข์อ้มลูทางสถติโิดย One-way ANOVA 

ผลการทดสอบ: สารสกดัหยาบเอทานอลใบมะรุมมคีวามเป็นพษิต่อเซลล์ K562 โดยยบัยัง้การเจรญิเตบิโตของเซลล์

รอ้ยละ 50 (IC50) เทา่กบั 220±22 µg/mL และความเขม้ขน้ทีไ่มเ่ป็นพษิต่อเซลล ์(IC20) เทา่กบั 55±5 µg/mL พบวา่เมือ่เลีย้งเซลล์

รว่มกบัสารสกดัหยาบใบมะรมุเป็นระยะเวลา 24, 48 และ 72 ชัว่โมง การแสดงออกของโปรตนีวลิม์ทเูมอร ์1 ลดลงรอ้ยละ 21, 

37 และ 61 ตามล�าดบั นอกจากน้ียงัพบว่าที่ 48 ชัว่โมง ความเขม้ขน้สารสกดัหยาบที่ 45, 55, และ 65 µg/mL สามารถ

ลดระดบัโปรตนีวลิม์ทเูมอร ์1 ไดร้อ้ยละ 32, 48 และ 68 ตามล�าดบั อยา่งไรกต็าม สารสกดัหยาบใบมะรมุทีค่วามเขม้ขน้ IC20 

ไม่มผีลกระทบต่อลกัษณะทางสณัฐานวทิยาของเซลล์ และที่ส�าคญัสารสกดัหยาบเอทานอลใบมะรุม ไม่มผีลกระทบต่อ

เซลลเ์มด็เลอืดขาวนิวเคลยีสเดีย่วคนปกต ิ(576.9 µg/mL)
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โปรตนีวลิม์ทเูมอร ์ 1 ในเซลล ์ K562 จากผลการศกึษาน้ีชีใ้หเ้หน็วา่สารสกดัหยาบใบมะรมุมแีนวโน้มทีจ่ะใชเ้ป็นอกีทางเลอืกหน่ึง

ของการรกัษาโรคมะเรง็เมด็เลอืดขาว
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Keywords: ความเป็นพษิต่อเซลล ์ วธิ ีMTT  โปรตนีวลิม์ทเูมอร ์1  มะรมุ  เซลลม์ะเรง็เมด็เลอืดขาว K562

มะรุม มีชื่อสามัญว่า horseradish tree และมีชื่อ

วทิยาศาสตรว์า่ Moringa oleifera Lam. อยูใ่นวงศ ์ Moringaceae  

เป็นพชืผกัพื้นบ้านของไทย เรยีกชื่อแตกต่างกนัไปตามแต่ 

ละท้องถิ่น ภาคกลางเรียกว่า “มะรุม” ภาคอีสานเรียกว่า  

“ผกัอฮีมุ หรอื บกัฮุม้” ภาคเหนือเรยีกวา่ “บะคอ้นกอ้ม” มะรมุ
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1-3 เซนตเิมตร ลกัษณะใบเป็นรปูไข ่ ปลายใบและฐานใบมน 

ผวิใบดา้นลา่งสอีอ่นกวา่และมขีนเลก็น้อยขณะทีใ่บยงัออ่น ใบ
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สขีาว กลบีเรยีง ม ี5 กลบี กลบีดอกม ี5 กลบีแยกกนั ดอกมี

รสขม หวาน มนัเลก็น้อย ผลเป็นฝักยาว เปลอืกสเีขยีวมสีว่น

บทน�า คอดและส่วนมนเป็นระยะๆ ตามยาวของฝัก ฝักยาว 20-50 

เซนตเิมตร ฝักมรีสหวาน เมลด็เป็นรปูสามเหลีย่ม มปีีกบาง

หุม้ 3 ปีก เสน้ผา่ศนูยก์ลางของเมลด็ประมาณ 1 เซนตเิมตร 

สรรพคุณของมะรุมในต�ารายาพื้นบ้านใช้ใบเป็นยาพอกแผล

ชว่ยหา้มเลอืด ท�าใหน้อนหลบั เป็นยาระบาย ขบัปสัสาวะ และ

ช่วยแก้ไข้1 มรีายงานว่าสารสกดัจากใบมะรุมที่สกดัด้วยน�้า 

สามารถเหน่ียวน�าการตายแบบอะพอพโทสสิ (apoptosis)  

และยบัยัง้การเจรญิเตบิโตของเซลลม์ะเรง็ปอดชนิดเพาะเลีย้ง 

A5492 นอกจากน้ี สารสกดัหยาบเอทานอลจากรากมะรมุทีร่ะดบั

ความเขม้ขน้ 60 µg/mL สามารถท�าลายเซลลม์ะเรง็เมด็เลอืดขาว

ที่แยกได้จากผู้ป่วยมะเร็งเม็ดเลือดขาวเฉียบพลันชนิด

มยัอลิอยด ์ (AML) ไดร้อ้ยละ 513 และยงัมรีายงานวา่สารสกดั

หยาบจากใบมะรุมที่สกดัด้วยเอทานอลรอ้ยละ 80 สามารถ

ยบัยัง้การแบ่งตวั (proliferation) ของเซลล์มะเรง็ล�าไสช้นิด 

HCT15 SW48 และ SW480 ศกึษาดว้ยวธิ ีMTT โดยมคีา่ IC50  

เทา่กบั 264.83±23.33, 102.40±16.08 และ 197.20±32.52 µg/mL  
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1. การเพาะเลี้ยงเซลลม์ะเรง็เมด็เลือดขาวชนิด K562

 เซลลม์ะเรง็เมด็เลอืดขาวชนิด K562 (human chronic 

myeloid leukemia) ไดร้บัความอนุเคราะหจ์าก ดร.ฉายสรุยี ์ศุภวไิล 

(สถานบนัวจิยัวทิยาศาสตรส์ุขภาพ มหาวทิยาลยัเชยีงใหม่) 

เพาะเลี้ยงในอาหารเลี้ยงเซลล์ชนิด RPMI 1640 (GIBCO 

BRL, Paisley, UK) ทีม่สีว่นผสมของ HEPES ความเขม้ขน้ 

10 mM, L-glutamine ความเข้มข้น 1 mM, penicil l in  

ความเขม้ขน้ 100 U/mL, streptomycin ความเขม้ขน้ 100 µg/mL 

และ heat inactivated fetal bovine serum (FBS) รอ้ยละ 

10 ทีอุ่ณหภูม ิ 37 oC คารบ์อนไดออกไซด ์ รอ้ยละ 5 และมี

ความชืน้สมัพทัธร์อ้ยละ 85

2. การเตรียมเมด็เลือดขาวชนิดนิวเคลียสเด่ียว (Peripheral 

blood mononuclear cells; PBMCs) 

 เจาะเลอืดจากอาสาสมคัรสขุภาพดปีรมิาตร 8 mL ใสล่ง

ในหลอดแยกเซลล ์PBMCs ส�าเรจ็รปู (BD vacutainer CPT) 

ป ัน่แยกเซลลท์ีค่วามเรว็ 1,800Xg เป็นเวลา 30 นาท ีหลงัจาก

นัน้ดูดเก็บเซลล์ PBMCs ปั่นล้างด้วย sterile PBS จ�านวน  

3 ครัง้ๆ ละ 10 นาท ีทีค่วามเรว็ 300Xg หลงัจากนัน้เกบ็เซลล ์

เพือ่ทดสอบในขัน้ตอนต่อไป งานวจิยัไดร้บัการรบัรองจรยิธรรม

การวจิยั เลขที ่อ. 075/2554

3.  สารสกดัหยาบใบมะรมุด้วยเอทานอลท่ีใช้ในการทดสอบ

 ใบมะรุมที่ ใช้ ในการทดสอบได้มาจากตลาดสด 

จงัหวดัสมุทรปราการ มกีารตรวจสอบเอกลกัษณ์ของพชืโดย

อาจารยเ์บญจวรรณ สมบรูณ์สขุ (สาขาวชิาเภสชักรรม เภสชัเวท  

โรงเรียนแพทย์แผนโบราณวดัพระเชตุพนฯ และโรงเรียน

เพญ็แขแพทยแ์ผนไทย)  เกบ็รกัษาตวัอยา่งไวท้ีค่ณะเทคนิคการแพทย ์

มหาวทิยาลยัหวัเฉียวเฉลมิพระเกยีรต ิ อบใบมะรุมทีอุ่ณหภูม ิ

50oC นาน 24 ชัว่โมง หลงัจากนัน้บดใหเ้ป็นชิน้เลก็ๆ และน�า

ส่วนผงของใบมะรุมที่บดได้จ�านวน 500 กรัม หมักใน 

เอทานอลความเขม้ขน้รอ้ยละ 95 เป็นเวลา 3 วนั กรองเกบ็

ส่วนสารละลาย ส่วนกากที่เหลอืแช่ในเอทานอลรอ้ยละ 95 

นาน 3 วนั หมกัซ�า้อกี 2 รอบ หลงัจากนัน้ระเหยเอทานอลออก 

ดว้ยเครือ่ง rotary evaporator ท�าใหแ้หง้ดว้ยเครือ่ง freeze 

dryer เก็บสารสกดัหยาบ (crude extract) ไวท้ี่ -20oC เพื่อ

การทดสอบต่อไป 

วสัดแุละวิธีการ

ตามล�าดบั4 จากการศกึษาสารที่แยกได้จากใบมะรุม พบว่า 

มสีารประกอบทีส่�าคญั 3 ชนิด คอื crypto-chlorogenic acid,  

isoquercetin และ astragalin5 โดย chlorogenic acid และ 

อนุพนัธส์ามารถยบัยัง้สารอนุมลูอสิระ และมฤีทธิท์างเภสชัวทิยา 

เช่น ลดระดบัการสะสมไขมนัในตบั ลดความอว้น และยบัยัง้

การอักเสบเฉียบพลนัของปอด6-9 ส่วน isoquercetin และ  

astragalin มฤีทธิเ์ป็นสารตา้นอนุมลูอสิระ และตา้นการอกัเสบ

ทางดา้นผวิหนงั10,11

อย่างไรก็ตาม การศึกษาฤทธิข์องใบมะรุมกับการ

ต้านมะเรง็เมด็เลอืดขาวมอียู่น้อยมากในปจัจุบนั ดงันัน้จงึ

เ ป็นที่ น่ าสนใจอย่ า งมากในการศึกษาความ เ ป็นพิษ

ของสารสกดัหยาบใบมะรุมต่อมะเร็งเม็ดเลือดขาว รวมถึง

การศึกษาในระดับอณูชีวโมเลกุล ในการลดปริมาณของ 

โปรตนีวลิม์ทเูมอร ์1 ซึง่เป็นโปรตนีทีม่ปีรมิาณเพิม่ขึน้ในผูป้ว่ย

มะเรง็เมด็เลอืดขาวและใชเ้ป็นตวับ่งชีท้างชวีภาพในการตรวจ

และตดิตามการรกัษาในผูป้ว่ยมะเรง็เมด็เลอืดขาว12

ยนีวลิ์มทูเมอร์ 1 (Wilms’ tumor 1 gene หรอื WT1 

gene) เป็นยีนที่ก�าหนดการสร้างโปรตีนวิล์มทูเมอร์ 1 ซึ่ง

ท�าหน้าทีเ่กีย่วขอ้งกบักระบวนการเจรญิเตบิโตและพฒันาการ 

ของเซลลช์นิดต่าง  ๆ เมือ่เปรยีบเทยีบกบัเซลลป์กตซิึง่มกีารแสดงออก 

ในระดบัที่น้อย13,14 มะเรง็เมด็เลอืดขาวมกีารแสดงออกของ 

ยนีวลิม์ทเูมอร ์1 เพิม่สงูขึน้15 โดยเฉพาะในเซลลเ์มด็เลอืดตวัออ่น 

ของผู้ป่วยมะเร็งเม็ดเลือดขาวเกือบทุกชนิด14 นอกจากน้ี 

ยงัมรีายงานว่ายนีวลิ์มทูเมอร ์1 ในเซลล์มะเรง็เมด็เลอืดขาว 

ชนิด CD34+ มกีารแสดงออกทีส่งูกวา่เซลลต์วัออ่นตน้ก�าเนิดปกต ิ

ชนิด CD34+ อย่างน้อยประมาณ 10 เท่า16 โดยปกติแล้ว  

สามารถตรวจพบการแสดงออกของยีนวิล์มทูเมอร์ 1 ใน 

เซลล์เม็ดเลือดขาวตวัอ่อนทัง้ในกระแสเลือดและไขกระดูก 

ในระดบัทีต่�่ามาก และพบวา่มรีะดบัลดต�่าลงเรือ่ยๆ เมือ่เซลล์

พฒันาเป็นเซลล์เม็ดเลือดตวัแก่17,18 อย่างไรก็ตาม โปรตีน 

วลิม์ทเูมอร ์1 จะมปีรมิาณเพิม่ขึน้ในผูป้ว่ยมะเรง็เมด็เลอืดขาว12,19 

โปรตนีวลิม์ทเูมอร ์ 1 มสีว่นเกีย่วขอ้งกบัการแสดงออกของยนี

ที่เกี่ยวข้องกับการแบ่งตัวของเซลล์ การพฒันาของเซลล ์ 

และกระบวนการตายแบบอะพอพโทสิสของเซลล์มะเรง็ 

เมด็เลอืดขาว20,21 นอกจากน้ีระดบัการแสดงออกของยนีวลิม์ทเูมอร ์1  

ยงัเพิม่สูงขึน้ในผูป้่วยมะเรง็เมด็เลอืดขาวกลุ่มที่กลบัมาเป็น

โรคซ�้าอกีครัง้ (relapse case) จากรายงานน้ีแสดงใหเ้หน็วา่ 

การแสดงออกของยนีวลิม์ทูเมอร ์1 มคีวามส�าคญัต่อการเกดิ

โรคมะเรง็เมด็เลอืดขาว ดงันัน้การแสดงออกของยนีวลิม์ทเูมอร ์ 1  

จงึถูกใชเ้ป็นตวับ่งชีท้างชวีภาพในการตดิตามการด�าเนินของ

โรคได้12 การศึกษาน้ีจึงมีวตัถุประสงค์เพื่อศึกษาฤทธิข์อง

สารสกดัหยาบเอทานอลจากใบมะรุมต่อความเป็นพิษและ

การยับยัง้การแสดงออกของโปรตีนวิล์มทู เมอร์  1 ใน

เซลลม์ะเรง็เมด็เลอืดขาวชนิด K562 โดยวธิ ีWestern blot
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4. การศึกษาความเป็นพิษของสารสกดัหยาบใบมะรมุต่อ

เซลลม์ะเรง็เมด็เลือดขาวชนิด K562 และเซลลเ์มด็เลือด

ขาวชนิดนิวเคลียสเด่ียว (PBMCs) คนปกติ

 ศกึษาความเป็นพษิของสารสกดัหยาบจากใบมะรุมที่

เตรยีมไดจ้ากขอ้ที ่ 3 ต่อเซลลม์ะเรง็เมด็เลอืดขาวชนิด K562 

โดยวธิ ีMTT [3-(4,5 dimethylthiazol-2-yl)-5 diphenyltetrazolium  

bromide] โดยใช้เซลล์มะเร็งเม็ดเลือดขาวชนิด K562 

เริม่ต้นเท่ากบั 1x105 cells/mL ส�าหรบัเซลล์เมด็เลอืดขาว

ชนิดนิวเคลยีสเดีย่ว (PBMCs) ใชเ้ซลลค์วามเขม้ขน้เท่ากบั 

3.5x106 cells/mL เพาะเลีย้งเซลลใ์น 96-well tissue culture 

plate ใน 10%FBS RPMI 1640 ปรมิาตร 100 µL/well บม่ใน 

ตูอ้บ 37 oC ทีม่คีารบ์อนไดออกไซด ์รอ้ยละ 5 เป็นเวลา 24 ชัว่โมง 

ครบเวลาเตมิอาหารเลีย้งเซลลท์ีม่สีว่นผสมของสารสกดัหยาบ

ใบมะรมุทีค่วามเขม้ขน้ต่างๆ ปรมิาตร 100 µL โดยชดุควบคมุ 

(vehicle control หรอื VC) เตมิอาหารเลีย้งเซลลท์ีม่เีฉพาะ 

dimethyl sulfoxide (DMSO) ความเขม้ขน้สุดท้าย 0.4% 

เลีย้งเซลลน์าน 48 ชัว่โมง ครบเวลาดดูอาหารเลีย้งเซลลอ์อก

จ�านวนหลุมละ 100 µL หลงัจากนัน้เตมิสารละลาย MTT ความ

เขม้ขน้ 5 mg/mL ปรมิาตร 10 µL/well บม่ต่ออกี 4 ชัว่โมง เมือ่

ครบเวลาเทส่วนใสทิง้ใหเ้หลอืแต่ผลกึทีก่น้หลุม เตมิ DMSO 

ปรมิาตร 150 µL/well เพือ่ละลายผลกึฟอรม์าซาน (formazan) 

ทีเ่กดิขึน้ วดัคา่การดดูกลนืแสงทีค่วามยาวคลืน่ 540 และ 620 nm 

เป็น reference wavelength แต่ละความเขม้ขน้ท�าซ�้า 3 หลมุ 

และแต่ละการทดลองท�า 3 ซ�้า ในช่วงเวลาที่แตกต่างกัน 

การค�านวณรอ้ยละของการมชีวีติของเซลล ์(% cell viability) 

โดยเทยีบกบัคา่การดดูกลนืแสงในหลุมควบคมุ ดงัสมการ

                รอ้ยละการมชีวีติของเซลล ์   (% cell       viability) = (คา่การดดูกลนืแสง 

ของชดุทดสอบ/คา่การดดูกลนืแสงของชดุควบคมุ) x100

5. การศึกษาผลของสารสกดัหยาบใบมะรุมต่อปริมาณ

ของโปรตีนวิล์มทูเมอร ์ 1 ในเซลล์มะเรง็เมด็เลือดขาว

ชนิด K562 ด้วยวิธี Western blot 

 เลีย้งเซลลค์วามเขม้ขน้ 4.0x105 cells/mL ปรมิาตร 5 mL 

ในจานเลี้ยงเซลล์ขนาดเสน้ผ่าศูนย์กลาง 9 cm ชุดทดสอบ

เตมิสารสกดัหยาบจากใบมะรมุความเขม้ขน้ทีไ่มเ่ป็นพษิต่อเซลล ์

(IC20) ปรมิาตร 5 mL ชดุควบคมุเตมิ DMSO ทีค่วามเขม้ขน้

รอ้ยละเท่ากบัความเขม้ขน้ของ DMSO ที่ใช้ในกลุ่มทดสอบ 

โดยในการทดลองครัง้น้ีมรีอ้ยละของ DMSO สงูสุด เท่ากบั 

0.022 น�าเซลล ์ K562 ทีผ่า่นการทดสอบมาสกดัโปรตนีดว้ย

น�้ายา RIPA และหาปรมิาณโปรตนีทีส่กดัไดด้ว้ยวธิ ี Lowry 

น�าโปรตนีปรมิาณ 50 µg มาแยกด้วยวธิ ีSDS-PAGE และ

ตรวจสอบปรมิาณโปรตนีวลิม์ทเูมอร ์ 1 โดยวธิ ี Western blot 

โดยใช ้ rabbit polyclonal anti-WT1 antibody (Santa Cruz 

Biotechnolygy, California, USA) และ goat anti-rabbit IgG 

HRP conjugated antibody (Promega, Madison, USA) 

ตามล�าดบั ใช ้ rabbit polyclonal anti-GAPDH antibody (Santa 

Cruz Biotechnolygy California, USA) และ goat anti-rabbit 

IgG HRP conjugated antibody (Promega, Madison, USA)  

ตามล�าดบั เป็นโปรตีนควบคุมปรมิาณ (internal control)  

ตรวจสอบผลโดยใช้ SuperSignal West Pico Trial Kit 

(PIERCE, Rockford, IL USA) วดัความเขม้ของแถบโปรตนี

ทีไ่ดโ้ดยใชเ้ครื่อง scan densitometer (LiDE 210, canon, 

USA) จากการทดลองน้ีจะได้แถบของโปรตนีวลิ์มทูเมอร์ 1 

และ GAPDH ทีม่ขีนาดเทา่กบั 48-54 kDa และ 37 kDa ตามล�าดบั 

การวิเคราะหข้์อมลู

 ผลการทดลองแสดงในรูปของ Mean±Sem ปรมิาณ

ของโปรตนีวลิม์ทเูมอร ์ 1 วเิคราะหค์วามแตกต่างทางสถติโิดยใช ้

one-way ANOVA โดยแต่ละการทดลองท�า 3 ซ�้าในชว่งเวลา

ทีแ่ตกต่างกนั

ผลการศึกษา

1. ความเป็นพิษของสารสกัดหยาบจากใบมะรุมต่อ

เซลลม์ะเรง็เมด็เลือดขาวชนิด K562 และเซลลเ์มด็เลือดขาว

ชนิดนิวเคลียสเด่ียว (PBMCs) ของคนปกติ

 จากการศกึษาพบวา่สารสกดัหยาบจากใบมะรมุมคีวาม

เป็นพษิต่อเซลลม์ะเรง็เมด็เลอืดขาวชนิด K562 เมือ่เปรยีบเทยีบ

กบัชดุควบคมุ โดยสารสกดัหยาบใบมะรมุแสดงคา่ความเป็นพษิ

ต่อเซลลม์ะเรง็เมด็เลอืดขาวชนิด K562 โดยมคีา่ IC50 เทา่กบั 

220±22 µg/mL และแสดงคา่ทีไ่มเ่ป็นพษิต่อเซลลม์ะเรง็เมด็เลอืดขาว

เพาะเลีย้งชนิด K562 มคีา่ IC20 เทา่กบั 55±5 µg/mL (รปูที ่2)
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4. การศึกษาความเป็นพิษของสารสกดัหยาบใบมะรมุต่อ

เซลลม์ะเรง็เมด็เลือดขาวชนิด K562 และเซลลเ์มด็เลือด

ขาวชนิดนิวเคลียสเด่ียว (PBMCs) คนปกติ

 ศกึษาความเป็นพษิของสารสกดัหยาบจากใบมะรุมที่

เตรยีมไดจ้ากขอ้ที ่ 3 ต่อเซลลม์ะเรง็เมด็เลอืดขาวชนิด K562 

โดยวธิ ีMTT [3-(4,5 dimethylthiazol-2-yl)-5 diphenyltetrazolium  

bromide] โดยใช้เซลล์มะเร็งเม็ดเลือดขาวชนิด K562 

เริม่ต้นเท่ากบั 1x105 cells/mL ส�าหรบัเซลล์เมด็เลอืดขาว

ชนิดนิวเคลยีสเดีย่ว (PBMCs) ใชเ้ซลลค์วามเขม้ขน้เท่ากบั 

3.5x106 cells/mL เพาะเลีย้งเซลลใ์น 96-well tissue culture 

plate ใน 10%FBS RPMI 1640 ปรมิาตร 100 µL/well บม่ใน 

ตูอ้บ 37 oC ทีม่คีารบ์อนไดออกไซด ์รอ้ยละ 5 เป็นเวลา 24 ชัว่โมง 

ครบเวลาเตมิอาหารเลีย้งเซลลท์ีม่สีว่นผสมของสารสกดัหยาบ

ใบมะรมุทีค่วามเขม้ขน้ต่างๆ ปรมิาตร 100 µL โดยชดุควบคมุ 

(vehicle control หรอื VC) เตมิอาหารเลีย้งเซลลท์ีม่เีฉพาะ 

dimethyl sulfoxide (DMSO) ความเขม้ขน้สุดท้าย 0.4% 

เลีย้งเซลลน์าน 48 ชัว่โมง ครบเวลาดดูอาหารเลีย้งเซลลอ์อก

จ�านวนหลุมละ 100 µL หลงัจากนัน้เตมิสารละลาย MTT ความ

เขม้ขน้ 5 mg/mL ปรมิาตร 10 µL/well บม่ต่ออกี 4 ชัว่โมง เมือ่

ครบเวลาเทส่วนใสทิง้ใหเ้หลอืแต่ผลกึทีก่น้หลุม เตมิ DMSO 

ปรมิาตร 150 µL/well เพือ่ละลายผลกึฟอรม์าซาน (formazan) 

ทีเ่กดิขึน้ วดัคา่การดดูกลนืแสงทีค่วามยาวคลืน่ 540 และ 620 nm 

เป็น reference wavelength แต่ละความเขม้ขน้ท�าซ�้า 3 หลมุ 

และแต่ละการทดลองท�า 3 ซ�้า ในช่วงเวลาที่แตกต่างกัน 

การค�านวณรอ้ยละของการมชีวีติของเซลล ์(% cell viability) 

โดยเทยีบกบัคา่การดดูกลนืแสงในหลุมควบคมุ ดงัสมการ

                รอ้ยละการมชีวีติของเซลล ์   (% cell       viability) = (คา่การดดูกลนืแสง 

ของชดุทดสอบ/คา่การดดูกลนืแสงของชดุควบคมุ) x100

5. การศึกษาผลของสารสกดัหยาบใบมะรุมต่อปริมาณ

ของโปรตีนวิล์มทูเมอร ์ 1 ในเซลล์มะเรง็เมด็เลือดขาว

ชนิด K562 ด้วยวิธี Western blot 

 เลีย้งเซลลค์วามเขม้ขน้ 4.0x105 cells/mL ปรมิาตร 5 mL 

ในจานเลี้ยงเซลล์ขนาดเสน้ผ่าศูนย์กลาง 9 cm ชุดทดสอบ

เตมิสารสกดัหยาบจากใบมะรมุความเขม้ขน้ทีไ่มเ่ป็นพษิต่อเซลล ์

(IC20) ปรมิาตร 5 mL ชดุควบคมุเตมิ DMSO ทีค่วามเขม้ขน้

รอ้ยละเท่ากบัความเขม้ขน้ของ DMSO ที่ใช้ในกลุ่มทดสอบ 

โดยในการทดลองครัง้น้ีมรีอ้ยละของ DMSO สงูสุด เท่ากบั 

0.022 น�าเซลล ์ K562 ทีผ่า่นการทดสอบมาสกดัโปรตนีดว้ย

น�้ายา RIPA และหาปรมิาณโปรตนีทีส่กดัไดด้ว้ยวธิ ี Lowry 

น�าโปรตนีปรมิาณ 50 µg มาแยกด้วยวธิ ีSDS-PAGE และ

ตรวจสอบปรมิาณโปรตนีวลิม์ทเูมอร ์ 1 โดยวธิ ี Western blot 

โดยใช ้ rabbit polyclonal anti-WT1 antibody (Santa Cruz 

Biotechnolygy, California, USA) และ goat anti-rabbit IgG 

HRP conjugated antibody (Promega, Madison, USA) 

ตามล�าดบั ใช ้ rabbit polyclonal anti-GAPDH antibody (Santa 

Cruz Biotechnolygy California, USA) และ goat anti-rabbit 

IgG HRP conjugated antibody (Promega, Madison, USA)  

ตามล�าดบั เป็นโปรตีนควบคุมปรมิาณ (internal control)  

ตรวจสอบผลโดยใช้ SuperSignal West Pico Trial Kit 

(PIERCE, Rockford, IL USA) วดัความเขม้ของแถบโปรตนี

ทีไ่ดโ้ดยใชเ้ครื่อง scan densitometer (LiDE 210, canon, 

USA) จากการทดลองน้ีจะได้แถบของโปรตนีวลิ์มทูเมอร์ 1 

และ GAPDH ทีม่ขีนาดเทา่กบั 48-54 kDa และ 37 kDa ตามล�าดบั 

การวิเคราะหข้์อมลู

 ผลการทดลองแสดงในรูปของ Mean±Sem ปรมิาณ

ของโปรตนีวลิม์ทเูมอร ์ 1 วเิคราะหค์วามแตกต่างทางสถติโิดยใช ้

one-way ANOVA โดยแต่ละการทดลองท�า 3 ซ�้าในชว่งเวลา

ทีแ่ตกต่างกนั

ผลการศึกษา

1. ความเป็นพิษของสารสกัดหยาบจากใบมะรุมต่อ

เซลลม์ะเรง็เมด็เลือดขาวชนิด K562 และเซลลเ์มด็เลือดขาว

ชนิดนิวเคลียสเด่ียว (PBMCs) ของคนปกติ

 จากการศกึษาพบวา่สารสกดัหยาบจากใบมะรมุมคีวาม

เป็นพษิต่อเซลลม์ะเรง็เมด็เลอืดขาวชนิด K562 เมือ่เปรยีบเทยีบ

กบัชดุควบคมุ โดยสารสกดัหยาบใบมะรมุแสดงคา่ความเป็นพษิ

ต่อเซลลม์ะเรง็เมด็เลอืดขาวชนิด K562 โดยมคีา่ IC50 เทา่กบั 

220±22 µg/mL และแสดงคา่ทีไ่มเ่ป็นพษิต่อเซลลม์ะเรง็เมด็เลอืดขาว

เพาะเลีย้งชนิด K562 มคีา่ IC20 เทา่กบั 55±5 µg/mL (รปูที ่2)
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 นอกกจากน้ียงัได้ศึกษาความเป็นพษิต่อเซลล์มะเร็ง 

เมด็เลอืดขาว โดยทดสอบกบัเซลลเ์มด็เลอืดขาวนิวเคลยีสเดีย่ว 

ของคนปกติ พบว่าที่ระดบัความเขม้ขน้ของสารสกดัหยาบ

ของใบมะรมุเทา่กบั 220 µg/mL เซลลม์ะเรง็เมด็เลอืดขาวชนิด  

K562 มชีวีติรอ้ยละ 50 ในขณะทีเ่ซลลเ์มด็เลอืดขาวนิวเคลยีสเดีย่ว 

จากคนปกตมิชีวีติรอ้ยละ 100 (รูปที่ 1) ดงันัน้การศกึษาน้ี 

แสดงให้เห็นว่าสารสกดัหยาบจากใบมะรุมสามารถท�าลาย

เซลลม์ะเรง็เมด็เลอืดขาว โดยไมเ่ป็นพษิต่อเซลลเ์มด็เลอืดขาว

นิวเคลยีสเดีย่วคนปกติ
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Figure 2  Effect of crude Moringa oleifera Lam. leaves extract on WT1 protein expression in K562 cell line. WT1 protein expression level was 

assessed by immunoblotting after treatment with 55 µg/mL crude Moringa oleifera Lam. leaves extract for 24, 48, and 72 hours. GAPDH 

was used as a loading control (A). Densitometry was used to quantify the protein levels and presented as the percentage of vehicle control 

(B). Data are the mean value±sem of three independent experiments. Asterisks (*) denote value that were significantly different from vehicle 

control (p<0.05).
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Figure 1  Cytotoxicity of crude Moringa oleifera Lam. leaves extract on K562 cells and PBMCs (n=5) by MTT assay. Data are mean value±sem of 

three independent experiments.

2. ฤทธ์ิของสารสกดัหยาบใบมะรมุในระยะเวลาท่ีแตกต่างกนั 

ต่อการลดปริมาณโปรตีนวิล์มทูเมอร์ 1 และรูปร่าง

สณัฐานวิทยาของเซลลม์ะเรง็เมด็เลือดขาวชนิด K562

 จากการศกึษาความพษิของสารสกดัหยาบจากใบมะรมุ 

พบวา่มคีวามเป็นพษิต่อเซลลม์ะเรง็เมด็เลอืดขาวชนิด K562 

โดยมคีา่ (IC50) เทา่กบั 220±22 µg/mL เมือ่ศกึษาผลของสาร

สกดัหยาบใบมะรุมทีร่ะดบัความเขม้ขน้ทีไ่ม่เป็นพษิต่อเซลล ์

(IC20) คอื 55 µg/mL ต่อการลดปรมิาณของโปรตนีวลิม์ทเูมอร ์1 

ทีเ่วลา 24, 48 และ 72 ชัว่โมง ดว้ยวธิ ี Western blot พบวา่ 

สารสกัดหยาบจากใบมะรุม สามารถลดปริมาณโปรตีน 

วลิ์มทูเมอร์ 1 ได้ตามระยะเวลาที่เพิม่ขึน้ โดยมปีรมิาณของ 

โปรตีนวลิ์มทูเมอร์ 1 ที่ปรบัเทยีบค่ากบัปรมิาณของโปรตีน 

GAPDH แล้วเท่ากับร้อยละ 79, 63 และ 39 ตามล�าดับ  

เมือ่เปรยีบเทยีบกบัชดุควบคมุ โดยระยะเวลาที ่48 และ 72 ชัว่โมง  

สามารถลดปริมาณของโปรตีนวิล์มทูเมอร์ 1 อย่างมีนัย 

ส�าคัญทางสถิติ ที่ค่าความเชื่อมัน่ร้อยละ 95, p<0.05  

เมือ่เปรยีบเทยีบกบัชดุควบคมุ (รปูที ่2) ดงันัน้สามารถสรปุไดว้า่ 

สารสกดัหยาบใบมะรมุสามารถลดปรมิาณของโปรตนีวลิม์ทเูมอร ์ 1  

ตามระยะเวลาที่เพิม่ในการทดสอบ อย่างไรก็ตาม ไม่มผีล

ต่อการเปลีย่นแปลงรูปร่างของเซลล์มะเรง็เมด็เลอืดขาวชนิด 

K562 (รปูที ่ 3) โดยสณัฐานของเซลลย์งัปกตคิอื ขอบเรยีบ 

เซลลร์ปูรา่งกลม ไมม่ ีvacuole และ ไมม่ ีpseudopods
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Figure 1  Cytotoxicity of crude Moringa oleifera Lam. leaves extract on K562 cells and PBMCs (n=5) by MTT assay. Data are mean value±sem of 

three independent experiments.

2. ฤทธ์ิของสารสกดัหยาบใบมะรมุในระยะเวลาท่ีแตกต่างกนั 

ต่อการลดปริมาณโปรตีนวิล์มทูเมอร์ 1 และรูปร่าง

สณัฐานวิทยาของเซลลม์ะเรง็เมด็เลือดขาวชนิด K562

 จากการศกึษาความพษิของสารสกดัหยาบจากใบมะรมุ 

พบวา่มคีวามเป็นพษิต่อเซลลม์ะเรง็เมด็เลอืดขาวชนิด K562 

โดยมคีา่ (IC50) เทา่กบั 220±22 µg/mL เมือ่ศกึษาผลของสาร

สกดัหยาบใบมะรุมทีร่ะดบัความเขม้ขน้ทีไ่ม่เป็นพษิต่อเซลล ์

(IC20) คอื 55 µg/mL ต่อการลดปรมิาณของโปรตนีวลิม์ทเูมอร ์1 

ทีเ่วลา 24, 48 และ 72 ชัว่โมง ดว้ยวธิ ี Western blot พบวา่ 

สารสกัดหยาบจากใบมะรุม สามารถลดปริมาณโปรตีน 

วลิ์มทูเมอร์ 1 ได้ตามระยะเวลาที่เพิม่ขึน้ โดยมปีรมิาณของ 

โปรตีนวลิ์มทูเมอร์ 1 ที่ปรบัเทยีบค่ากบัปรมิาณของโปรตีน 

GAPDH แล้วเท่ากับร้อยละ 79, 63 และ 39 ตามล�าดับ  

เมือ่เปรยีบเทยีบกบัชดุควบคมุ โดยระยะเวลาที ่48 และ 72 ชัว่โมง  

สามารถลดปริมาณของโปรตีนวิล์มทูเมอร์ 1 อย่างมีนัย 

ส�าคัญทางสถิติ ที่ค่าความเชื่อมัน่ร้อยละ 95, p<0.05  

เมือ่เปรยีบเทยีบกบัชดุควบคมุ (รปูที ่2) ดงันัน้สามารถสรปุไดว้า่ 

สารสกดัหยาบใบมะรมุสามารถลดปรมิาณของโปรตนีวลิม์ทเูมอร ์ 1  

ตามระยะเวลาที่เพิม่ในการทดสอบ อย่างไรก็ตาม ไม่มผีล

ต่อการเปลีย่นแปลงรูปร่างของเซลล์มะเรง็เมด็เลอืดขาวชนิด 

K562 (รปูที ่ 3) โดยสณัฐานของเซลลย์งัปกตคิอื ขอบเรยีบ 

เซลลร์ปูรา่งกลม ไมม่ ีvacuole และ ไมม่ ีpseudopods
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Figure 3  Effect of crude Moringa oleifera Lam. leaves extract on K562 cell morphology. K562 cell morphology  was observed under inverted 

microscopy after treatment with 0.022% DMSO (A) or 55 µg/mL crude Moringa oleifera Lam. leaves extract for 24 (B), 48 (C), and 72 hours 

(D), respectively. 

 

3. ฤทธ์ิของสารสกดัหยาบใบมะรมุท่ีระดบัความเข้มข้นต่างๆ 

ต่อปริมาณโปรตีนวิลม์ทเูมอร ์1 และรปูร่างสณัฐานวิทยา

ของเซลลม์ะเรง็เมด็เลือดขาวชนิด K562

 จากการศกึษาก่อนหน้าน้ีพบว่าสารสกดัหยาบจากใบ

มะรมุสามารถลดปรมิาณของโปรตนีวลิม์ทเูมอร ์1 ไดต้ามระยะ

เวลาที่ทดสอบและไม่มผีลต่อการเปลี่ยนแปลงสณัฐานวทิยา

ของเซลลม์ะเรง็เมด็เลอืดขาวชนิด K562 ดงันัน้ คณะผูว้จิยั

จงึได้ศกึษาถึงผลของระดบัความเขม้ขน้ของสารสกดัหยาบ

ใบมะรุมต่อการลดปรมิาณของโปรตีนและการเปลี่ยนแปลง 

รปูร่างสณัฐานวทิยาของเซลล ์ โดยใชร้ะดบัความเขม้ขน้ทีไ่ม่

เป็นพษิต่อเซลล ์คอื 45, 55 และ 65 µg/mL และใชเ้วลาเลีย้ง

รว่มกนันาน 48 ชัว่โมง ดว้ยวธิ ีWestern blot และศกึษารปูรา่ง

สณัฐานวทิยาของเซลลภ์ายใตก้ลอ้งจลุทรรศน์ชนิด inverted 

microscopy พบวา่สารสกดัหยาบใบมะรมุสามารถลดปรมิาณ

ของโปรตนีวลิม์ทเูมอร ์ 1 ในเซลล ์ K562 ไดต้ามความเขม้ขน้ 

ที่เพิม่ขึ้น โดยลดระดบัของโปรตีนวลิ์มทูเมอร์ 1 หลงัปรบั

เทยีบคา่กบัโปรตนี GAPDH คอืรอ้ยละ 34, 48 และ 69 ตาม

ล�าดบั เมือ่เปรยีบเทยีบกบัชดุควบคมุ โดยทัง้ 3 ความเขม้ขน้ 

(45, 55 และ 65 µg/mL) มแีตกต่างอยา่งมนียัส�าคญัทางสถติ ิ

ทีร่ะดบัความเชื่อมัน่รอ้ยละ 95, p<0.05 เมื่อเปรยีบเทยีบกบั

ชดุควบคมุ (รปูที ่4) นอกจากน้ี การศกึษาในครัง้น้ีไดแ้สดงให ้

เห็นว่าสารสกัดหยาบจากใบมะรุมสามารถลดปริมาณของ 

โปรตนีวลิม์ทเูมอร ์ 1 ตามความเขม้ขน้ทีเ่พิม่มากขึน้ แต่ไมม่ี

ผลต่อรปูรา่งทางสณัฐานวทิยาของเซลล ์K562 (รปูที ่5)
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Figure 4  Effect of crude Moringa oleifera Lam. leaves extract on WT1 protein expression in K562 cell line. WT1 protein expression level was 

assessed by immunoblotting after treatment with various doses of crude Moringa oleifera Lam. leaves extract for 48 hours. GAPDH was 

used as a loading control (A). Densitometry was used to quantify the protein levels and presented as the percentage of vehicle control (B). 

Data are the mean value±sem of three independent experiments. Asterisks (*) denote value that were significantly different from the vehicle 

control (p<0.05).
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Figure 5  Effect of crude Moringa oleifera Lam. leaves extract on K562 cell line morphology. Cell morphology  of K562 cell line was observed under 

inverted microscopy after treatment with 0.026% DMSO (A) or crude Moringa oleifera Lam. leaves extract as 45 µg/mL (B), 55 µg/mL 

(C) and 65 µg/mL (D)

 การวจิยัน้ีเป็นการศกึษาในเซลล์มะเร็งเมด็เลอืดขาว

ชนิด K562 ซึง่เป็นเซลลม์ะเรง็เมด็เลอืดขาวทีไ่ดม้าจากผูป้ว่ย

มะเรง็เมด็เลอืดขาวชนิด CML เซลลม์ะเรง็เมด็เลอืดขาวชนิด 

K562 มีปริมาณของโปรตีนวิล์มทูเมอร์ 1 ในระดับสูงกว่า 

เซลลม์ะเรง็เมด็เลอืดขาวชนิด Molt4 ซึง่ไดจ้ากผูป้ว่ยมะเรง็เมด็เลอืดขาว 

ชนิด ALL22 ดงันัน้การวจิยัน้ีจงึใช้เซลล์มะเรง็เมด็เลอืดขาว 

ชนิด K562 เป็นเซลล์ต้นแบบในการศึกษา เน่ืองจากเมื่อ

ทดลองเกีย่วกบัฤทธิข์องสารสกดัหยาบใบมะรุมต่อระดบัของ

โปรตนีวลิม์ทเูมอร ์ 1 พบวา่ผลการของสารสกดัหยาบใบมะรมุ

ต่อการลดปริมาณของโปรตีนวิล์มทูเมอร์ 1 ที่ช ัดเจน23 

การศึกษาความเป็นพิษของสารสกัดหยาบจากใบมะรุม

พบวา่มคีวามเป็นพษิต่อเซลลม์ะเรง็เมด็เลอืดขาวชนิด K562 

(220±22 µg/mL) แต่ไมม่คีวามเป็นผลต่อเซลล ์PBMCs ปกต ิ

วิจารณ์และสรปุผลการศึกษา (ค่า IC50 ของ PBMCs เท่ากบั 884.6 µg/mL) นอกจากน้ี 

ยงัพบว่าสารสกดัหยาบจากใบมะรุมสามารถลดปรมิาณของ

โปรตนีวลิม์ทูเมอร ์1 ในเซลลม์ะเรง็เมด็เลอืดขาวชนิด K562 

โปรตนีวลิม์ทเูมอร ์1 เป็นดชันีบง่ชีม้ะเรง็เมด็เลอืดขาว มรีายงาน

การศึกษาพบว่าการแสดงออกของยีนน้ีมีผลโดยตรงกับ

การแบง่ตวัของเซลล ์ (cell proliferation) โปรตนีวลิม์ทเูมอร ์ 1  

จะเพิม่ปรมิาณขึน้ในผูป้ว่ยทีเ่ป็นลวิคเีมยี นอกจากน้ียงัพบวา่ 

การแสดงออกของยนีวลิม์ทเูมอร ์1 ประมาณ 1,000-10,000 เทา่ 

เมื่อเทยีบกบัไขกระดูกปกตแิละเซลล์เมด็เลอืดปกต ิจากการ

ศกึษาพบว่าสารสกดัหยาบใบมะรุมทีร่ะดบัความเขม้ขน้ทีไ่ม ่

เป็นพษิ (IC20) ต่อเซลล ์ และใชใ้นการศกึษากลไกการเปลีย่น 

ในระดับโมเลกุลภายในเซลล์24 เป็นความเข้มข้นที่ไม่ได ้

เหน่ียวน�าให้เกิดการตายเข้ามาเกี่ยวข้องกับการแปลผล 

การทดลอง โดยฤทธิท์ี่ไม่เป็นพิษต่อเซลล์น้ีส่งผลยับยัง้ 
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การแสดงออกของยนีวลิม์ทเูมอร ์ 1 ท�าใหก้ารแบง่ตวัเพิม่ของ 

เซลลน์ัน้ลดลง จากการศกึษาน้ีพบวา่เซลลม์ะเรง็เมด็เลอืดเมด็ขาว 

ชนิด K562 เมือ่เลีย้งรว่มกบัสารสกดัหยาบใบมะรมุ ทีค่วาม

เขม้ขน้ 45, 55 และ 65 µg/mL นาน 48 ชัง่โมง มจี�านวนเซลลท์ี่

มชีวีติลดลงรอ้ยละ 8, 18 และ 35 ตามล�าดบั เมือ่เปรยีบเทยีบ

กบัชดุควบคมุ การลดระดบัของโปรตนีวลิม์ทเูมอร ์ 1 เป็นไป

ตามระยะเวลาและตามความเขม้ขน้ทีเ่พิม่มากขึน้ (atime- and 

dose-dependent manner) นอกจากน้ียงัมกีารดสูณัฐานวทิยา

ของเซลล์ว่าความเขม้ขน้ทีใ่ชใ้นการทดสอบส่งผลท�าใหเ้ซลล์

ตายหรอืไม ่ การศกึษาสณัฐานวทิยาของเซลลเ์ป็นการทดสอบ

เบื้องต้นว่าความเข้มข้นที่ใช้เป็นความเข้มข้นที่ไม่เป็นพิษ

ต่อเซลล ์ ไมท่�าใหเ้ซลลต์ายแบบอะพอพโทสสิ25 หากเซลลม์ี

การเปลีย่นแปลงรปูรา่ง เชน่ ม ี vacuole หรอืม ีpseudopods 

แสดงว่าความเขม้ขน้ที่ใช้อาจเป็นพษิต่อเซลล์ ท�าใหเ้ซลล์มี

การตายแบบอะพอพโทสสิ ในการศกึษาน้ีพบวา่ความเขม้ขน้ 

ของสารสกดัหยาบใบมะรุมที่ใช้ไม่มผีลต่อการเปลี่ยนแปลง 

รูปร่างของเซลล์ และไม่ท�าให้เซลล์ตายแบบอะพอพโทสสิ 

โดยการสงัเกตสณัฐานวทิยาของเซลลภ์ายใตก้ลอ้งจุลทรรศน์ 

เปรยีบเทยีบกบัเซลลใ์นชุดควบคุม เคยมรีายงานวา่สารสกดั

มะรุมที่สกัดด้วยน�้ ามีฤทธิ ต์้ านการแบ่ งตัวของ เซลล ์

(anti-proliferation) สามารถเหน่ียวน�าใหเ้ซลลม์ะเรง็ช่องปาก 

ของมนุษย์ชนิด KB เกิดการตายแบบอะพอพโทสิส 26  

นอกจากน้ีสาร niaziminin และ thiocarbamate จากใบมะรมุ

ยงัมฤีทธิต์้านมะเร็ง (anti-cancer) โดยยบัยัง้การส่งเสรมิ

การเกดิมะเรง็โดยเชือ้ไวรสั Epstein-Barr27,28 และมรีายงาน

ว่าสารสกัดหยาบราชดัดที่สกัดด้วยเอทานอลแสดงความ

เป็นพษิ (IC50) ต่อเซลล์มะเรง็เมด็เลอืดขาวชนิด K562 ที่

ความเขม้ขน้เท่ากบั 1.6±0.2 µg/mL โดยระดบัความเขม้ขน้ 

ที่ไม่เป็นพษิ (IC20) ที่ 0.6 µg/mL สามารถลดปรมิาณของ 

โปรตนีวลิ์มทูเมอร ์ 1 ในเซลล์มะเรง็เมเ็ลอืดขาวชนิด K562  

ได้ตามความเข้มข้นและระยะเวลาที่ เพิ่มขึ้น 29 ดังนั ้น  

จากการศึกษาทั ้งหมด น้ีจึง เ ป็นที่ น่ าสนใจอย่ า งมาก

ถงึฤทธิต์า้นมะเรง็ของใบมะรมุ ซึง่แสดงใหเ้หน็อยา่งชดัเจนใน

ความเป็นพษิต่อเซลล์มะเรง็เมด็เลอืดขาวและสามารถยบัยัง้

การแสดงออกโปรตนีวลิ์มทูเมอร์ 1 ในเซลล์มะเรง็เมด็เลอืด

ชนิด K562 นบัเป็นการรายงานครัง้แรก นอกจากน้ี ขอ้มลูทีไ่ด ้

ยังแสดงให้เห็นเด่นชัดว่าความเข้มข้นของสารสกัดจาก 

ใบมะรุมที่สามารถลดปรมิาณของโปรตีนวลิ์มทูเมอร์ 1 ได ้ 

ไม่มีความเป็นพิษต่อเซลล์เม็ดเลือดขาวนิวเคลียสเดี่ยว 

จากคนปกต ิอยา่งไรกต็าม ควรมกีารศกึษาระดบัการแสดงออก 

ของยนีวลิม์ทเูมอร ์1 และวเิคราะหถ์งึคณุสมบตัขิองสารส�าคญั

ที่อยู่ในสารสกัดจากใบมะรุมโดยการแยกวิเคราะห์ส่วน

ประกอบส�าคญัหรอืสารออกฤทธิ ์ รวมถงึศกึษากลไกการออกฤทธิ ์

ในการตา้นมะเรง็เมด็เลอืดขาว
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(anti-proliferation) สามารถเหน่ียวน�าใหเ้ซลลม์ะเรง็ช่องปาก 

ของมนุษย์ชนิด KB เกิดการตายแบบอะพอพโทสิส 26  

นอกจากน้ีสาร niaziminin และ thiocarbamate จากใบมะรมุ

ยงัมฤีทธิต์้านมะเร็ง (anti-cancer) โดยยบัยัง้การส่งเสรมิ

การเกดิมะเรง็โดยเชือ้ไวรสั Epstein-Barr27,28 และมรีายงาน

ว่าสารสกัดหยาบราชดัดที่สกัดด้วยเอทานอลแสดงความ

เป็นพษิ (IC50) ต่อเซลล์มะเรง็เมด็เลอืดขาวชนิด K562 ที่

ความเขม้ขน้เท่ากบั 1.6±0.2 µg/mL โดยระดบัความเขม้ขน้ 

ที่ไม่เป็นพษิ (IC20) ที่ 0.6 µg/mL สามารถลดปรมิาณของ 

โปรตนีวลิ์มทูเมอร ์ 1 ในเซลล์มะเรง็เมเ็ลอืดขาวชนิด K562  

ได้ตามความเข้มข้นและระยะเวลาที่ เพิ่มขึ้น 29 ดังนั ้น  

จากการศึกษาทั ้งหมด น้ีจึง เ ป็นที่ น่ าสนใจอย่ า งมาก

ถงึฤทธิต์า้นมะเรง็ของใบมะรมุ ซึง่แสดงใหเ้หน็อยา่งชดัเจนใน

ความเป็นพษิต่อเซลล์มะเรง็เมด็เลอืดขาวและสามารถยบัยัง้

การแสดงออกโปรตนีวลิ์มทูเมอร์ 1 ในเซลล์มะเรง็เมด็เลอืด

ชนิด K562 นบัเป็นการรายงานครัง้แรก นอกจากน้ี ขอ้มลูทีไ่ด ้

ยังแสดงให้เห็นเด่นชัดว่าความเข้มข้นของสารสกัดจาก 

ใบมะรุมที่สามารถลดปรมิาณของโปรตีนวลิ์มทูเมอร์ 1 ได ้ 

ไม่มีความเป็นพิษต่อเซลล์เม็ดเลือดขาวนิวเคลียสเดี่ยว 

จากคนปกต ิอยา่งไรกต็าม ควรมกีารศกึษาระดบัการแสดงออก 

ของยนีวลิม์ทเูมอร ์1 และวเิคราะหถ์งึคณุสมบตัขิองสารส�าคญั

ที่อยู่ในสารสกัดจากใบมะรุมโดยการแยกวิเคราะห์ส่วน

ประกอบส�าคญัหรอืสารออกฤทธิ ์ รวมถงึศกึษากลไกการออกฤทธิ ์

ในการตา้นมะเรง็เมด็เลอืดขาว
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