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ผลของสารสกัดหยาบเอทานอลจากผลของ 
ราชดัด (Brucea amarissma) ต่อความเป็นพิษต่อเซลล์ 

และการแสดงออกของโปรตีนวิล์มทูเมอร์วัน 
ในเซลล์มะเร็งเม็ดเลือดขาวเพาะเลี้ยงชนิด K562
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Effect of crude ethanolic extract of Ratchadat (Brucea amarissima) fruit on cell 
cytotoxicity and Wilms’ tumor 1 protein expression in K562 leukemic cell line

Abstract

Introduction: Leukemia is a hematologic cancer. It is characterized by the uncontrolled production of blood 
cells. It has been shown that leukemic cells overexpressed WT1 gene level compared to normal blood cells. 
Ratchadat (Brucea amarissima) is a herb that its fruits have been used in traditional Chinese medicine to 
treat malaria, amoebiasis as well as cancers. 

Objective: The purpose of this study is to investigate the cytotoxicity effect of crude ethanolic Ratchadat 
fruit extract on K562 cells and the effect of non-cytotoxic dose on Wilms’tumor 1 (WT1) protein expression. 

Materials and methods: The cytotoxicity of crude ethanolic Ratchadat fruit extract on K562 cells was 
determined by MTT assay. The WT1 protein levels were examined by Western blot analysis. 

Results: The crude ethanolic Ratchadat fruit extract showed cytotoxic effect on K562 cells with the inhibitory 
concentration at 50% growth (IC50) value of 1.6±0.18 µg/mL but did not affect PBMCs. Non-cytotoxic dose 
(IC20) value (0.6±0.03 µg/mL) of crude extract decreased WT1 protein levels at the various time periods of 
24, 48, and 72 hours by 16, 38, and 43%, respectively. In addition, at 48 hours of incubation with various 
doses (0.4, 0.6, and 0.8 µg/mL) could reduce WT1 protein levels by 12, 37, and 45%, respectively. 

Conclusions: The crude ethanolic extract of Ratchadat fruit could induce cell cytotoxicity and reduce WT1 
protein expression in a dose- and time-dependent manner. However, it did not affect PBMCs. It also exhibited 
strong anti-cancer properties higher than vincristine (chemotherapeutic drug) for 16.5 fold.
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บทคัดย่อ

บทน�ำ: มะเร็งเม็ดเลือดขาว เป็นโรคมะเร็งทางโลหิตวิทยาซึ่งเกิดจากการสร้างเซลล์เม็ดเลือดที่ไม่สามารถควบคุมได้ และ
พบว่าเซลล์มะเร็งเม็ดเลือดขาวมีการแสดงออกของยีนวิล์มทูเมอร์วัน เพิ่มสูงขึ้นเมื่อเทียบกับเซลล์เม็ดเลือดปกติ ราชดัด 
(Brucea amarissima) เป็นสมุนไพรและมีรายงานการใช้ผลของราชดัดในการแพทย์แผนจีนโบราณส�ำหรับรักษามาลาเรีย บิด 
และ มะเร็ง

วตัถปุระสงค์: งานวจิยันีม้วีตัถปุระสงค์เพือ่ศกึษาความเป็นพษิของสารสกดัหยาบจากผลราชดัดด้วยเอทานอลต่อเซลล์มะเร็ง
เม็ดเลอืดขาวชนิดเพาะเลีย้งชนดิ K562 และผลของความเข้มข้นของสารทีไ่ม่เป็นพษิต่อเซลล์ต่อการแสดงออกของโปรตีนวล์ิม
ทูเมอร์วัน

วสัดแุละวิธกีาร: ศกึษาความเป็นพิษของสารสกดัหยาบจากผลราชดดัทีส่กดัด้วยเอทานอลต่อการเจรญิเตบิโตของเซลล์มะเร็ง
เม็ดเลือดขาว K562 โดยวิธี MTT และศึกษาการแสดงออกของโปรตีนวิล์มทูเมอร์วันด้วยวิธี Western blot 

ผลการศกึษา: สารสกดัหยาบจากผลราชดดัทีส่กดัด้วยเอทานอลทีร่ะดบัความเข้มข้น 1.6±0.18 ไมโครกรมัต่อมลิลลิติร สามารถ
ท�ำลายเซลล์มะเร็งเม็ดเลือดขาวเพาะเลี้ยงชนิด K562 ได้ร้อยละ 50 (IC

50
) แต่ไม่มีผลต่อ PBMCs และระดับความเข้มข้นที่ไม่

เป็นพิษต่อเซลล์ (IC
20
) ของสารสกัดหยาบ (0.6±0.03 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร) สามารถลดระดับการแสดงออกของโปรตีนวิล์ม

ทูเมอร์วันในช่วงเวลา 24, 48 และ 72 ชั่วโมง ได้ร้อยละ 16, 38 และ 43 ตามล�ำดับ นอกจากนี้ผลของความเข้มข้นของสารสกัด
หยาบที่ระดับ 0.4, 0.6 และ 0.8 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ที่ 48 ชั่วโมง สามารถลดระดับการแสดงของโปรตีนวิล์ทูเมอร์วันได้
ร้อยละ 12, 37 และ 45 ตามล�ำดับ 

สรุปผลการศึกษา: สารสกัดหยาบจากผลราชดัดที่สกัดด้วยเอทานอลเหนี่ยวน�ำให้เกิดพิษต่อเซลล์และลดการแสดงออกของ
โปรตนีวล์ิมทเูมอร์วนัเป็นไปตามความเข้มข้น และระยะเวลาทีเ่พิม่ขึน้ อย่างไรกต็ามการศกึษายังพบว่าสารสกดัหยาบไม่มพีษิ
ต่อเซลล์เม็ดเลือดขาวนิวเคลียสเดี่ยวจากคนปกติ และยังมีฤทธิ์ต้านมะเร็งดีกว่ายาวินคริสติน (ยาต้านมะเร็ง) เป็น 16.5 เท่า
วารสารเทคนิคการแพทย์เชียงใหม่ 2557; 47(1): 45-52

ค�ำรหัส: ความเป็นพิษต่อเซลล์ วิธีเอ็มทีที โปรตีนวิล์มทูเมอร์วัน  ราชดัด  เซลล์มะเร็งเม็ดเลือดขาวเพาะเลี้ยงชนิด K562

บทน�ำ

ราชดัดเป็นพืชสมุนไพรวงศ์เดียวกับสีฟันคนทาและ
ประทัดใหญ่ พบในป่าโปร่งทุกภาคของประเทศไทย โดยมีชื่อ
อืน่ทีใ่ช้เรียกแตกต่างกนัไปในแต่ละภาค เช่น ทางภาคใต้เรยีก
ว่า กะดดัหรือฉะดัด ภาคกลางเรยีกว่า ดคีน ตราดเรยีกว่าพญา
ดาบหัก เชียงใหม่เรียกว่า กาจับหลัก หรือมะดีควาย มีชื่อ
วิทยาศาสตร์ว่า Brucea amarissima (Lour.) Merr อยู่ในวงศ์ 
Simaroubaceae มีลักษณะเป็นไม้พุ่มใหญ่สูงประมาณ 2-3 
เมตร ทรงพุ่มโปร่ง ใบประกอบแบบขนนก มีก้านใบยาว เรียง
สลบัอยูห่่างๆ ใบย่อยแต่ละใบเป็นรปูไข่แกมรปูใบหอก หรอืรปู
ร ีปลายแหลม ขอบจกั มขีนนุม่ๆ ทัง้ 2 ด้านดอกเลก็ๆ สีน�ำ้ตาล
แกมแดง ออกดอกเป็นช่อยาวที่ซอกใบ ผลรูปไข่ปลายแหลม 
ขนาดเล็ก เมื่อแห้งมีสีน�้ำตาลเข้มเกือบด�ำ ผิวย่นคล้ายเมล็ด
มะละกอแห้ง (รูปที่ 1) ปัจจุบันมีการปลูกตามสวนสมุนไพร
เกอืบทกุแห่ง เนือ่งจากผลราชดดัสามารถน�ำมาใช้เป็นยารกัษา
โรคบิด แก้ท้องเสีย และแก้ไข้ได้ดี นอกจากน้ีส่วนใบยังใช้
ถอนพษิสตัว์กดัต่อยด้วย ในปัจจบุนัมกีารสนบัสนนุการค้นคว้า
ตัวยาจากสารสกัดสมุนไพรหรือพืชผักพื้นบ้าน เพื่อมาท�ำการ
รักษามะเร็งมากขึ้น1 จากการศึกษาท่ีผ่านมีการรายงานเกี่ยว

กับสารสกัดจากราชดัดที่มีฤทธิ์ใน การรักษามะเร็ง เช่น สาร
ออกฤทธิ์ brusatol ซึ่งเป็นสารท่ีสกัดได้จากผลของราชดัด
สามารถส่งเสรมิการพฒันาการของเซลล์ (cell differentiation) 
ในเซลล์มะเรง็เมด็เลอืดขาวเพาะเลีย้งชนดิ HL60 ให้กลายเป็น
ตวัแก่โดยกระตุน้การท�ำงานของโปรตนี NF-κB ท�ำให้เกดิการ
เคลื่อนย้ายของ NF-κB เข้าไปในนิวเคลียสแล้วส่งเสริมให้เกิด
การพัฒนาการของเซลล์2 นอกจากนี้ ยังมีการรายงานว่าสาร 
flavone และ chrysoeriol ที่สกัดมาจากส่วนใบและก้านของ
ราชดัด สามารถท�ำลายเซลล์มะเรง็เมด็เลือดขาวเพาะเลีย้งชนดิ 
HL-60 และมีบทบาทใน การเพิ่มระดับของ reactive oxygen 

Figure 1 Brucea amarissima25
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species (ROS) ซึ่งช่วยเสริมฤทธิ์ยาเคมีบ�ำบัดในการรักษา
มะเรง็เม็ดเลอืดขาวเรือ้รงัชนดิ CLL3 ต่อมาได้มรีายงานว่าสาร 
quassinoids จากผลราชดัดสามารถยับยั้งโรคมะเร็งเม็ดเลือด
ขาวชนิด lymphocytic leukemia ในหลอดทดลองได้4 
อย่างไรกต็าม ยังไม่มกีารศกึษาเกีย่วกบัฤทธิข์องผลราชดดัใน
ลักษณะของการยับยั้งการเจริญเติบโตเซลล์มะเร็งเม็ดเลือด
ขาวเรือ้รงัชนดิ CML รวมทัง้การศกึษาการยบัยัง้ในโปรตีนเป้า
หมายที่เกี่ยวข้องกับการแบ่งตัวของเซลล์มะเร็ง ดังนั้นจึงเป็น
ที่น่าสนใจ อย่างยิ่งที่จะศึกษาในมะเร็งเม็ดเลือดขาวชนิด
ดงักล่าว รวมถงึการศกึษาในระดบัอณชูวีโมเลกลุ ในการยบัยัง้
การแสดงออกของโปรตนี วล์ิมทเูมอร์วนั ซึง่เป็นโปรตนีทีม่กีาร
แสดงออกทีเ่พิม่ขึน้ใน ผูป่้วยมะเรง็เม็ดเลอืดขาวและใช้เป็นตวั
บ่งชี้ทางชีวภาพในตรวจและติดตามการรักษาในผู้ป่วยมะเร็ง
เม็ดเลือดขาว5

ยนีวล์ิมทเูมอร์วัน (Wilms’ tumor 1 gene หรอื WT1 gene) 
เป็นยีนที่ก�ำหนดการสร้างโปรตีนวิล์มทูเมอร์วัน ท�ำหน้าที่
เกีย่วข้องกบักระบวนการเจรญิเตบิโตและพฒันาการของเซลล์
ชนิดต่างๆ เมื่อเปรียบเทียบกับเซลล์ปกติซึ่งมีการแสดงออก
ในระดบัน้อยๆ6,7  โดยพบว่ามะเรง็เมด็เลอืดขาว เป็นมะเรง็เมด็
เลือดที่มีการแสดงออกของยีนวิล์มทูเมอร์วัน8 เพิ่มสูงขึ้นใน
เซลล์เม็ดเลือดตัวอ่อนของผู้ป่วยมะเร็งเม็ดเลือดขาวเกือบทุก
ชนิด7 นอกจากน้ี ยังมีรายงานว่าระดับการแสดงออกของ
ยีนวิล์มทูเมอร์วันใน CD34+ leukemic cells มีค่าที่สูงกว่า
ระดับการแสดงออกใน CD34+ normal cells อย่างน้อย
ประมาณ 10 เท่า9 สามารถตรวจพบระดับการแสดงออกของ
ยีนวิล์มทูเมอร์วันในเซลล์เม็ดเลือดขาวตัวอ่อนทั้งในกระแส
เลอืดและไขกระดกูในระดบัทีต่�ำ่มากและมรีะดบัลดต�ำ่ลงเรือ่ยๆ 
เมื่อเซลล์เกิดกระบวนการพัฒนาของเซลล์ ไปเป็นเซลล์เม็ด
เลือดตัวเต็มวัย10,11 อย่างไรก็ตาม โปรตีนวิล์มทูเมอร์จะมีการ
แสดง ออกเพิ่มขึ้นในผู้ป่วยมะเร็งเม็ดเลือดขาว5,12 โดยพบว่า 
โปรตนี วล์ิมทเูมอร์วันมส่ีวนเกีย่วข้องกบัการแสดงออกของยนี
ที่ท�ำหน้าท่ีในกระบวนการแบ่งตัวเพิ่มจ�ำนวนของเซลล์ (cell 
proliferation) การพัฒนาของเซลล์และกระบวนการตายแบบ 
อะพอพโตซีส (cell apoptosis) ของเซลล์มะเร็งเม็ดเลือด
ขาว13,14 นอกจากนี้ยังพบว่าระดับการแสดงออกของยีนวิล์ม
ทเูมอร์วนัยงัเพ่ิมสงูขึน้ในผูป่้วยมะเรง็เมด็เลอืดขาวกลุม่ทีก่ลบั
มาเป็นโรคอีกครั้ง (relapse case) จากการรายงานนี้แสดงให้
เห็นว่าการแสดงออกของยีนวิล์มทูเมอร์วันมีความส�ำคัญต่อ
การเกิดโรคมะเร็งเม็ดเลือดขาว ดังนั้นการแสดงออกของ
ยนีวล์ิมทเูมอร์วนัจงึถกูน�ำมาใช้เป็นตวับ่งชีท้างชวีภาพในการ
ตรวจสอบการด�ำเนินของโรคได้5 การศึกษาน้ีมีวัตถุประสงค์
เพื่อศึกษาฤทธิ์ของสารสกัดหยาบผลราชดัดที่สกัดด้วย
เอทานอลต่อความเป็นพษิต่อและการยบัยัง้การแสดงออกของ
โปรตีนวิล์มทูเมอร์วันในเซลล์มะเร็งเม็ดเลือดขาวเพาะเลี้ยง
ชนิด K562 โดยวิธี Western blot

วัสดุและวิธีการ
1. การเพาะเลี้ยงเซลล์มะเร็งเม็ดเลือดขาวชนิด K562

เซลล์มะเร็งเม็ดเลือดขาวเพาะเลี้ยงชนิด K562 (human 
chronic myeloid leukemia) ได้รับความอนุเคราะห์จาก 
ดร.ฉายสุรีย์ ศุภวิไล (สถานบันวิจัยวิทยาศาสตร์สุขภาพ 
มหาวิทยาลัยเชียงใหม่) เพาะเล้ียงในอาหารเล้ียงเซลล์ชนิด 
RPMI 1640 (GIBCO BRL, Paisley, UK) ที่มีส่วนผสมของ 
HEPES ความเข้มข้น 10 mM, L-glutamine ความเข้มข้น 
1 mM, penicillin ความเข้มข้น 100 U/mL, streptomycin ความ
เข้มข้น 100 µg/mL และ fetal bovine serum (FBS) ร้อยละ 10 
ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส มีคาร์บอนไดออกไซด์ ร้อยละ 5 
และมีความชื้นสัมพัทธ์ร้อยละ 80

2. การเตรียมเม็ดเลือดขาวชนิดนิวเคลียสเดี่ยว (peripheral 

blood mononuclear cells; PBMCs)

เจาะเลือดอาสาสมัครสุขภาพดีจากเส้นเลือดด�ำปริมาตร 
8 mL ใส่ลงในหลอดแยกเซลล์ PBMCs ส�ำเร็จรูป (BD 
vacutainer CPT) ปั่นแยกเซลล์ที่ความเร็ว 1,800xg เป็นเวลา 
30 นาที หลังจากนั้นดูดเก็บเซลล์ PBMCs แล้วปั่นล้างด้วย 
sterile PBS จ�ำนวน 3 ครั้งๆ ละ 10 นาที ที่ความเร็ว 300xg 
หลังจากนั้นเก็บเซลล์เพื่อท�ำการทดสอบต่อไป

3. สารสกัดหยาบจากผลราชดัดที่สกัดด้วยเอทานอลที่ใช้ในการ

ทดสอบ

สารสกดัหยาบจากผลราชดดัทีส่กดัด้วยเอทานอลร้อยละ 
95 ซึ่งได้รับความอนุเคราะห์จากผู้ช่วยศาสตราจารย์ ดร. 
เกียรติทวี ชูวงศ์โกมล ภาควิชาชีวเคมี คณะวิทยาศาสตร์ 
มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร์

4. การศึกษาความเป็นพิษของสารสกัดหยาบจากผลราชดัดต่อ

เซลล์มะเร็งเม็ดเลือดขาวเพาะเลี้ยงชนิด K562 และเซลล์เม็ดเลือด

ขาวชนิดนิวเคลียสเดี่ยว (PBMCs)

ศึกษาความเป็นพิษของสารสกัดหยาบจากผลราชดัดต่อ
เซลล์มะเร็งเม็ดเลือดขาวเพาะเลี้ยงชนิด K562 โดยวิธี MTT 
[3-(4,5 dimethylthiazol-2-yl)-5 diphenyltetrazolium bromide] 
โดยใช้เซลล์มะเร็งเม็ดเลือดขาวเพาะเลี้ยงชนิด K562 เริ่มต้น
เท่ากับ 1x105 cells/mL ส�ำหรับเซลล์เม็ดเลือดขาวชนิด
นวิเคลียสเดีย่ว ใช้เซลล์ความเข้มข้นเท่ากบั 2.5x106 cells/mL 
เพาะเลี้ยงใน 96-well tissue culture plate ที่มีอาหารเลี้ยง
เซลล์ชนดิ RPMI 1640 ทีม่ ี10% FBS ปรมิาตร 100 µL ต่อหลมุ 
บ่มในตู้อบ 37 องศาเซลเซียส คาร์บอนไดออกไซด์ ร้อยละ 5 
เป็นเวลา 24 ชัว่โมง เมือ่ครบเวลาเติมอาหารเลีย้งเซลล์ทีม่ส่ีวน
ผสมของสารสกัดหยาบจากผลราชดัดท่ีความเข้มข้น ตั้งแต่ 
0 ถึง 50 µg/mL โดยในชุดควบคุม (vehicle control; VC) เติม
อาหารเลีย้งเซลล์ทีม่เีฉพาะ dimethyl sulfoxide (DMSO) ความ
เข้มข้นสุดท้ายเป็นร้อยละ 0.2 เลี้ยงเซลล์นาน 48 ชั่วโมง 
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เมื่อครบเวลาเติมสารละลาย MTT ความเข้มข้น 5 mg/mL 
ปริมาตร 20 µL แล้วบ่มต่ออีก 4 ชั่วโมง เมื่อครบเวลาเทส่วน
ใสทิ้งเติม DMSO เพื่อละลายผลึกฟอร์มาซาน (formazan) 
ทีเ่กดิขึน้ วดัค่าการดดูกลนืแสงทีค่วามยาวคลืน่ 540 และ 620 
nm โดยในแต่ละความเข้มข้นท�ำซ�้ำ 3 หลุม และแต่ละการ
ทดลองท�ำ 3 ซ�้ำ ในช่วงเวลาที่แตกต่างกัน การค�ำนวณร้อยละ
ของการมีชีวิตของเซลล์ (%cell viability) โดยเทียบกับค่าการ
ดูดกลืนแสงในหลุมควบคุม ดังสมการ

ร้อยละการมีชีวิตของเซลล์ (%cell viability) = (ค่าการดูด
กลืนแสงของชุดทดสอบ / ค่าการดูดกลืนแสงของชุดควบคุม) 
X 100

5. การศึกษาผลของสารสกัดหยาบจากผลราชดัดที่สกัดด้วยเอทา

นอลต่อการยับยั้งการแสดงออกของโปรตีน วิล์มทูเมอร์วันในเซลล์

มะเร็งเม็ดเลือดขาวเพาะเลี้ยงชนิด K562 ด้วยวิธี Western blot

ใช้เซลล์ 2.0x105 cells/mL กลุม่ทดสอบเติมสารสกดัหยาบ
จากผลราชดัดด้วยเอทานอลในความเข้มข้นท่ีไม่เป็นพิษต่อ
เซลล์ (IC

20
) ในขณะที่กลุ่มควบคุมเติมเฉพาะ DMSO ที่ความ

เข้มข้นร้อยละเท่ากับความเข้มข้นของ DMSO ท่ีใช้ในกลุ่ม
ทดสอบโดยในการทดลองครั้งนี้มีร้อยละของ DMSO สูงสุด 
เท่ากับ 0.0032 น�ำเซลล์ K562 ที่ผ่านการทดสอบมาท�ำการ
สกัดโปรตีนรวมด้วยน�้ำยา RIPA และหาปริมาณโปรตีนที่สกัด
ได้ด้วยวิธี Folin-Lowry หลังจากนั้นจึงน�ำโปรตีนที่สกัดได้จาก
แต่ละการทดลองปริมาณ 50 µg มาแยกโปรตีนด้วยวิธี SDS-
PAGE และตรวจสอบการแสดงออกของโปรตนีวล์ิมทเูมอร์วัน
โดยวิธี Western blot โดยใช้ rabbit polyclonal anti-WT1 
antibody (Santa Cruz Biotechnolygy, california, USA) และ 
goat anti-rabbit IgG HRP conjugate (Promega, Madison, 
USA) ตามล�ำดับและใช้ rabbit polyclonal anti-GAPDH 

antibody (Santa Cruz Biotechnolygy California, USA) และ 
goat anti-rabbit IgG HRP conjugate (Promega, Madison, 
USA) ตามล�ำดบั เป็นโปรตีนควบคมุปรมิาณ (internal control) 
ตรวจสอบผลโดยใช้ SuperSignal West Pico Trial Kit 
(PIERCE, Rockford, IL USA) วัดความเข้มของแถบโปรตีน
ที่ได้โดยใช้เครื่อง scan densitometer จากการทดลองนี้จะได้
แถบของโปรตีนวิล์มทูเมอร์วันและ GAPDH ที่มีขนาดเท่ากับ 
48-54 kDa และ 37 kDa ตามล�ำดับ

การวิเคราะห์ข้อมูล

ผลการทดลองแสดงในรูปของ mean±sem ระดับการ
แสดงออกโปรตนีวล์ิมทเูมอร์วนัท�ำการวเิคราะห์ความแตกต่าง
ทางสถิติโดยใช้ one-way ANOVA โดยแต่ละการทดลองท�ำ 
3 ซ�้ำในช่วงเวลาที่แตกต่างกัน

ผลการศึกษา
1. ฤทธิ์ของสารสกัดหยาบผลราชดัดต่อการยับยั้งการเจริญ

เติบโตของเซลล์มะเร็งเม็ดเลือดขาวเพาะเลี้ยงชนิด K562 และเซลล์

เม็ดเลือดขาวชนิดนิวเคลียสเดี่ยว

จากการศึกษาพบว่าสารสกัดหยาบจากผลราชดัดท่ีสกัด
ด้วยเอทานอลมคีวามเป็นพิษต่อเซลล์มะเรง็เมด็เลือดขาวเพาะ
เลี้ยงชนิด K562 เมื่อเปรียบเทียบกับชุดควบคุม โดยสารสกัด
หยาบผลราชดัดแสดงค่าความเป็นพษิต่อเซลล์มะเรง็เมด็เลอืด
ขาวเพาะเลี้ยงชนิด K562 โดยมีค่า IC50 เท่ากับ1.6±0.18 µg/
mL และแสดงค่าทีไ่ม่เป็นพษิต่อเซลล์มะเรง็เมด็เลอืดขาวเพาะ
เลี้ยงชนิด K562 มีค่า IC20 เท่ากับ 0.6±0.03 µg/mL (รูปที่ 2 
และ ตารางที่ 1)

Figure 2 Cytotoxicity of crude Brucea amarissima fruit extract on K562 cell line and PBMCs (n=5) by MTT assay. Data are the mean 
±sem of three independent experiments.
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นอกจากนี้ยังได้ศึกษาถึงคุณสมบัติความจ�ำเพาะในการ
ความเป็นพษิต่อเซลล์มะเรง็เมด็เลอืดขาวแต่ไม่มคีวามเป็นพษิ
ต่อเซลล์เม็ดเลือดขาวนิวเคลียสเด่ียวจากคนปกติ จากการ
ศกึษาพบว่า ทีร่ะดบัความเข้มข้นของสารสกดัหยาบผลราชดัด 
ที่ระดับความเข้มข้น 1.6 µg/mL ท�ำให้เซลล์มะเร็งเม็ดเลือด
ขาวเพาะเลีย้งชนดิ K562 มชีวีติรอดร้อยละ 50 ในขณะทีเ่ซลล์
เมด็เลอืดขาวนวิเคลยีสเดีย่วจากคนปกตมิชีวีติรอด ร้อยละ 98 
(รูปที่ 2) ดังนั้นการศึกษานี้แสดงให้เห็นว่าสารสกัดหยาบจาก
ผลราชดัดมีความจ�ำเพาะในการท�ำลายเซลล์มะเร็งเม็ดเลือด
ขาว โดยไม่ท�ำลายเซลล์เม็ดเลือดขาวนิวเคลียสเดี่ยว คนปกติ 
โดยสารสกดัหยาบผลราชดดัมคีวามจ�ำเพาะต่อเซลล์มะเรง็เมด็
เลือดขาว เป็น 57.6 เท่า เมื่อเปรียบเทียบกับเซลล์เม็ดเลือด
ขาวนิวเคลียสเดี่ยว ท่ีระดับความเข้มข้นท่ีเป็นพิษต่อเซลล์
มะเร็งเม็ดเลือดขาวที่ร้อยละ 50 (ตารางที่ 1)

2. การเปรียบเทียบของสารสกัดหยาบจากผลราชดัดกับยาเคมี

บ�ำบัดชนิดวินคริสติน (vincristine)

เม่ือเปรยีบเทยีบฤทธิข์องสกดัหยาบผลราชดดั ด้วยเอทา
นอลกบัยาเคมีบ�ำบดัชนดิวนิครสิตนิซึง่เป็นยาทีส่กดัได้จากราก
แพงพวยฝรั่ง15 และนิยมใช้ในการรักษาผู้ป่วยมะเร็งเม็ดเลือด
ขาว พบว่าสารสกัดหยาบจากผลราชดัดที่ระดับความเข้มข้น 
1.6 µg/mL สามารถท�ำลายเซลล์มะเรง็เมด็เลอืดขาวเพาะเลีย้ง

Table 1 Cytotoxicity of crude Brucea amarissima fruit 
extract K562 cell line and PBMCs

Experiment IC
20
 (µg/mL) IC

50
 (µg/mL)

K562 cell line 0.6±0.03 1.6±0.18

PBMCs 17.6±6.30 92.2±7.83

PBMCs : K562 ratio 29.3 57.6

ชนิด K562 ได้ร้อยละ 50 ในขณะที่สารมาตรฐาน vincristine 
ใช้ระดับความเข้มข้นเท่ากับ 26.4 µg/mL จึงสามารถท�ำลาย
เซลล์มะเร็งเม็ดเลือดขาวเพาะเลี้ยงชนิด K562 ได้ร้อยละ 50 
(รปูท่ี 3) จากผลการทดลองนีแ้สดงให้เหน็ว่าสารสกดัหยาบผล
ราชดดัมคีวามเป็นพษิต่อเซลล์มะเรง็เมด็เลือดขาวได้ดกีว่ายา
เคมีบ�ำบัดชนิดวินคริสตินเท่ากับ 16.5 เท่า (ตารางที่ 2) ชี้ให้
เหน็ว่าสารสกดัหยาบผลราชดดัมคีวามเป็นพษิต่อเซลล์มะเร็ง
เม็ดเลือดขาวได้ดีกว่ายาเคมีบ�ำบัดชนิดวินคริสติน

3. ฤทธิ์ของสารสกัดหยาบผลราชดัดต่อการลดระดับการ

แสดงออกโปรตีนวิล์มทูเมอร์วันในเซลล์มะเร็งเม็ดเลือดขาวเพาะ

เลี้ยงชนิด K562

สารสกัดหยาบผลราชดัดด้วยเอทานอลท่ีระดับความ
เข้มข้นทีไ่ม่เป็นพษิต่อเซลล์มะเรง็เมด็เลอืดขาวเพาะเลีย้งชนดิ 
K562 (IC

20
) ที่ความเข้มข้น 0.6 µg/mL สามารถลดระดับการ

แสดงออกของโปรตีนวล์ิมทเูมอร์วนัได้ตามระยะเวลาทีท่ดสอบ 
24, 48 และ 72 ชัว่โมง เท่ากบัร้อยละ 16, 38 และ 43 ตามล�ำดบั 
(รูปที่ 4) ซึ่งเวลาที่ 48 และ 72 ชั่วโมง ของการเพาะเลี้ยงร่วม
กันระหว่างสารสกัดหยาบกับเซลล์มะเร็งเม็ดเลือดขาวเพาะ
เลี้ยงชนิด K562 และมีนัยส�ำคัญทางสถิติ ที่ค่าความเชื่อม่ัน
ร้อยละ 95 (p<0.05) นอกจากนี้ระยะเวลาที่ท�ำการทดสอบ 48 
ชั่วโมง ยังแสดงให้เห็นฤทธ์ิของสารสกัดหยาบจากผลราชดัด
สามารถยับยั้งการแสดงออกของโปรตีนวิล์มทูเมอร์วันได้ตาม
ความเข้มข้นที่เพิ่มมากขึ้น (0.4, 0.6 และ 0.8 µg/mL) โดย
ยับยั้งการแสดงออกของโปรตีนได้ร้อยละ 12, 37 และ 45 
(รปูที ่5) โดยทีค่วามเข้มข้นของสารสกดัหยาบผลราชดดัที ่0.6 
และ 0.8 µg/mLสามารถลดระดับการแสดงออกของโปรตีน 
วล์ิมท-ูเมอร์วนั ได้อย่างมนียัส�ำคญัทางสถติิ ทีค่่าความเชือ่มัน่
ที่ร้อยละ 95 (p<0.05)

Figure 3 Cytotoxicity of crude Brucea amarissima fruit extract and vincristine on K562 cell line. Data are the mean value±sem of three 
independent experiments.
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วิจารณ์และสรุปผลการศึกษา

จากการศึกษาความเป็นพิษของสารสกัดหยาบจากผล
ราชดัดที่สกัดด้วยเอทานอลต่อเซลล์มะเร็งเม็ดเลือดขาวเพาะ
เลี้ยงชนิด K562 และเซลล์เม็ดเลือดขาวชนิดนิวเคลียสเดี่ยว 
(PBMCs) พบว่าสารสกัดหยาบจากผลราชดัดมีความเป็นพิษ
ต่อเซลล์มะเรง็เมด็เลอืดขาวเพาะเลีย้งชนดิ K562 โดยมค่ีา IC

50
 

เท่ากับ 1.6 µg/mL ผลการศึกษาน้ีมีความสอดคล้องกับการ
ศึกษาสารออกฤทธิ์ที่ส�ำคัญ quassinoids จากผลราชดัด
สามารถยับยั้งโรคมะเร็งเม็ดเลือดขาวชนิด lymphocytic 
leukemia ในหลอดทดลองได้4 นอกจากนี้ ยังมีรายงานว่าสาร 
bruceosides C ที่สกัดได้จากผลของราชดัด มีความเป็นพิษ
ต่อเซลล์มะเร็งเพาะเล้ียงชนิด KB, A-549, RPMI และ TE-
67116 และพบการฉีดสารที่มีน�้ำมันจากราชดัดเป็นส่วนผสม
เข้าเส้นโลหิตด�ำในผู้ป่วยมะเร็งท่ีปอดมีการกระจายของเซลล์
มะเรง็เข้าสู่สมองพบว่ามอีาการดขีึน้17 รวมถงึการพบว่า น�ำ้มนั
ที่สกัดได้จากเมล็ดของราชดัดสามารถเหน่ียวน�ำให้เกิดการ

ตายแบบอะพอพโตสิสได้ในเซลล์มะเร็งเม็ดเลือดขาวชนิด
เฉียบพลันโดยอาศัย death receptors และการส่งสัญญาณ
ผ่านไมโตคอนเดรยี (mitochondrial-related pathways)18 และ
สามารถเหนีย่วน�ำให้เกดิการตายแบบอะพอพโตสสิได้ในเซลล์
มะเร็งเพาะเลี้ยงชนิด pancreatic adenocarcinoma 
โดยอาศัยการท�ำงานของโปรตีนแคสเปส 3 (caspase 3)19 
นอกจากนี้ ในระดับความเข้มข้น 0.6 µg/mL ซึ่งไม่เป็นพิษต่อ
เซลล์มะเร็งเม็ดเลือดขาวเพาะเลี้ยงชนิด K562 สามารถยับยั้ง
การแสดงออกของโปรตีนวิล์มทูเมอร์วัน ได้ตามระยะเวลาที่
เพิ่มขึ้น (24, 48 และ 72 ชั่วโมง) และตามความเข้มข้นที่เพิ่ม
สูงขึ้น (0.4, 0.6 และ 0.8 µg/mL) ซึ่งสอดคล้องกับรายงานที่มี
การศึกษาสารสกัดบริสุทธ์ิเคอร์คิวมิน สามารถลดระดับการ
แสดงออกของโปรตีนวิล์มทูเมอร์วัน ได้ตามความเข้มข้น และ
ระยะเวลาที่เพิ่มสูงขึ้นในเซลล์มะเร็งเม็ดเลือดขาวเพาะลี้ยง
ชนิด K562 และ Molt420-22 และในเซลล์มะเร็งเม็ดเลือดขาวที่
ได้จากผู้ป่วยมะเร็งเม็ดเลือดขาวชนิดเฉียบพลันและเรื้อรัง23

Table 2 Comparison of crude Brucea amarissima fruit extract and vincristine on K562 cell line

Experiment IC
20
 (µg/mL) IC

50
 (µg/mL)

Crude Brucea amarissima fruit extract 0.6±0.03 1.6±0.18

Vincristine 0.7±0.17 26.4±3.67

Vincristine : Crude Brucea amarissima fruit extract ratio 1.2 16.5

Figure 4  Effect of crude Brucea amarissima fruit extract on WT1 
protein expression in K562 cell line. The WT1 protein expression 
level was assessed by immunoblotting after treatment with 0.6 
µg/mL crude Brucea amarissima fruit extract for 24, 48 and 72 
hours. GAPDH was used as loading control. Densitometry was 
used to quantify the protein levels and graphed as the percentage 
of vehicle control. Data are the mean value±sem of three 
independent experiments. Asterisks (*) denote value that were 
significantly different from the vehicle control (p<0.05).

Figure 5 Effect of crude Brucea amarissima fruit extract on WT1 
protein expression in K562 cell line. The WT1 protein expression 
level was assessed by immunoblotting after treatment with various 
doses of crude Brucea amarissima fruit extract for 48 hours. 
GAPDH was used as loading control. Densitometry was used to 
quantify the protein levels and graphed as the percentage of vehicle 
control. 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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การศึกษาฤทธิ์การต้านมะเร็งของสารสกัดหยาบผล
ราชดัดต่อความจ�ำเพาะกับเซลล์มะเร็ง โดยศึกษากับเซลล์
เมด็เลอืดขาวชนดินวิเคลยีสเดีย่วจากคนปกต ิพบว่า สารสกดั
หยาบผลราชดัดมีฤทธิ์ต้านมะเร็งท่ีมีความจ�ำเพาะต่อเซลล์
มะเร็งเม็ดเลือดขาวเพาะเลี้ยงชนิด K562 และมีความเป็นพิษ
น้อยต่อเซลล์เม็ดเลือดขาวชนิดนิวเคลียสเดี่ยว โดยมีความ
จ�ำเพาะต่อเซลล์มะเรง็เมด็เลอืดขาวเพาะเลีย้งชนดิ K562 เป็น 
57.6 เท่า เมือ่เปรยีบเทยีบกบัเซลล์เมด็เลอืดขาวชนดินวิเคลยีส
เดีย่วจากคนปกตซิึง่สอดคล้องกบัการรายงานทีพ่บว่าสารสกดั
ราชดัดมีความเป็นพิษต่อเซลล์ cervical squamous cell 
carcinoma ที่ความเข้มข้น 2 µg/mL แต่ไม่มีผลต่อเซลล์ปกติ 
(primary human keratinocytes; PHKs) ซึ่งระดับความเข้ม
ข้นที่ 35 µg/mLจึงจะแสดงความเป็นพิษต่อเซลล์ PHKs24 

นอกจากนี้ยังแสดงให้เห็นว่าสารสกัดหยาบผลราชดัดมีฤทธิ์
ต้านมะเร็งที่ดีกว่ายาเคมีบ�ำบัดวินครีสติน 16.5 เท่า

ระดับความเข้มข้นท่ีไม่เป็นพิษต่อเซลล์มะเร็งเม็ดเลือด
ขาวเพาะเลี้ยงชนิด K562 ยังสามารถลดระดับการแสดงออก
ของโปรตีนวิล์มทูเมอร์วันได้ทั้งระยะเวลาและความเข้มข้นที่
เพิ่มสูงขึ้น ดังนั้นฤทธ์ิของสารสกัดหยาบจากผลราชดัดอาจมี
ผลรบกวนกระบวนการในการสงัเคราะห์โปรตนีของโปรตีนวล์ิม
ทเูมอร์วนั ส่งผลท�ำให้การแสดงออกของโปรตนีวล์ิมทเูมอร์วัน

ลดลง หรอือาจจะรบกวนการส่งสญัญาณ (signal transduction) 
ภายในเซลล์และยับย้ังการแสดงออกของยีนวิล์มทูเมอร์วัน 
ซึง่มผีลกระทบต่อการเพิม่จ�ำนวนของเซลล์มะเรง็เมด็เลอืดขาว
เพาะเลี้ยงชนิด K562 เนื่องจากยีนและโปรตีนวิล์มทูเมอร์วัน 
มีความเก่ียวข้องกับกระบวนการเพิ่มจ�ำนวนของเซลล์14 
อย่างไรก็ตาม จึงเป็นที่น่าสนใจในการศึกษาถึงระดับการ
แสดงออกของยนีวล์ิมทเูมอร์วนัในระดบั mRNA และศกึษาเชิง
ลกึของสารสกดับรสิทุธิจ์ากผลราชดดัต่อการลดอตัราการเจริญ
เติบโตของเซลล์มะเร็งเม็ดเลือดขาวและเซลล์มะเร็งชนิดอ่ืนๆ 
รวมถึงการศึกษากลไกของสารสกัดจากผลราชดัดบริสุทธิ์ 
ต่อการยับยั้งการแสดงออกของโปรตีนวิล์มทูเมอร์วัน เพื่อน�ำ
ไปสู่การพัฒนาเป็นยารักษามะเร็งต่อไปในอนาคต
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