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บทคดัย่อ 
มะเร็งเต้านมเป็นโรคที่พบมากในเพศหญิง ซึ่งการรกัษาท าได้ยากและมคี่าใช้จ่ายสูง พืชสมุนไพรจึงเป็น

ทางเลอืกหนึ่งที่เหมาะสมต่อการน ามาใช้ในการรกัษามะเรง็เต้านม โดยเฉพาะอย่างยิ่งทบัทมิที่มกีารบนัทกึถึงการ
น ามาใชเ้ป็นพชืสมุนไพรรกัษาโรค งานวจิยัในครัง้นี้เพื่อศกึษาสารสกดัเปลอืกทบัทมิดว้ยน ้าในหลายมุมมองทีเ่กีย่วขอ้ง
กบัเซลลม์ะเรง็เตา้นมเอม็ซเีอฟ-7 ทีข่าดการแสดงออกของ caspase-3 โดยเฉพาะอย่างยิง่ต่อฤทธิย์บัยัง้การแบง่ตวัเพิม่
จ านวน การแตกหักของดีเอ็นเอ และการตายที่ถูกชักน าโดยโปรตีนที่เกี่ยวข้องกับอะพอพโทซิส ได้แก่ bcl-2, 
procaspase-9, procaspase-7 และ poly (ADP-ribose) polymerase (PARP) ผลการศึกษา พบว่า สารสกัดเปลือก
ทบัทิมด้วยน ้าสามารถยบัยัง้การแบ่งตัวเพิ่มจ านวนของเซลล์เอ็มซีเอฟ-7 ในรูปแบบที่ขึ้นอยู่กบัความเข้มข้นและ
ระยะเวลา ซึง่สงัเกตไดจ้ากการยบัยัง้การแบ่งตวัเพิม่จ านวนเซลลเ์อม็ซเีอฟ-7 ผ่านอะพอพโทซสิ โดยอะพอพโทซสิที่
เกิดขึ้นนี้เกี่ยวข้องกับการลดลงของโปรตีน bcl-2, procaspase-9 และ procaspase-7 และกระตุ้นกิจกรรมการตัด
โมเลกุลของ PARP นอกจากนี้ การแสดงออกของโปรตนีเหล่านี้มคีวามเกีย่วขอ้งกบัการเปลีย่นแปลงรูปร่างของเซลล ์
และการแตกหกัของดเีอน็เอในเซลล์เอม็ซเีอฟ-7 ด้วย สรุปได้ว่าสารสกดัเปลอืกทบัทมิด้วยน ้ามฤีทธิย์บัยงัการเพิ่ม
จ านวนเซลลม์ะเรง็เต้านมเอม็ซเีอฟ-7 โดยการชกัน าให้เกดิการแตกหกัของดเีอน็เอ และชกัน าใหเ้กดิการตายแบบอะ
พอพโทซสิ ผ่านการแสดงออกของโปรตนีทีเ่กีย่วขอ้งกบัอะพอพโทซสิ 
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Abstract 
 Breast cancer is more common in females, which this illness needs special care and treatment that 
makes them expensive. Medicinal plants, especially pomegranates, offer another choice to deal with the 
impacts of critical illnesses with lower costs of the treatment, which the utilization have been documented in 
traditional medicine. In this research, pomegranate peel water extract (PWE) was explored for many 
perspectives associating with the caspase-3-deficient MCF-7 breast cancer cells, particularly on the 
antiproliferative effects, DNA fragmentation, and apoptotic protein-induced cell death such as bcl-2, procaspase-
9, procaspase-7, and poly (ADP-ribose) polymerase (PARP). The result found that PWE could inhibit the MCF-
7 cell proliferation in a dose- and time-dependent manner, which was seen from an induction of antiproliferation 
on MCF-7 cells via apoptosis. This apoptosis correlated with the reductions of bcl-2 , procaspase-9 , and 
procaspase-7, and the activation of cleaved-PARP molecule activity. Moreover, these protein expressions 
associated with morphological change and DNA fragmentation in the MCF-7 cells. In conclusion, the PWE 
showed an inhibitory effect on proliferation of MCF-7 breast cancer cells by inducing DNA fragmentation and 
apoptosis through the expression of influencing apoptotic proteins.  
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บทน า 
 มะเรง็เต้านมพบเป็นสาเหตุการเสยีชวีติมาก
เป็นอนัดบัสองของเพศหญิงที่เสยีชวีติจากโรคมะเรง็ 
[1] และพบว่าเพศหญงิในทวปีเอเชยีมแีนวโน้มการเป็น
มะเรง็เต้านมเพิม่ขึน้อย่างรวดเรว็เมื่อเปรยีบเทยีบกบั
เพศหญิงในแถบตะวนัตก โดยมีสาเหตุส าคญัมาจาก
การเปลี่ยนแปลงรูปแบบการด ารงชวีิต และอาหารที่
ไดร้บัอยู่เป็นประจ าของประชากร [2] และอาจมสีาเหตุ
มาจากปัจจยัต่าง ๆ ของแต่ละบุคคลทีม่อีทิธพิลต่อการ
พัฒนาการของโรค เช่น พันธุกรรม อายุ ระดับของ
ฮอร์โมน และระบบภูมิคุ้มกัน เป็นต้น การรักษา
โรคมะเร็งทางการแพทย์ในปัจจุบนัมหีลายวิธ ีได้แก่ 
การผ่าตดั การใชร้งัส ีการใช้สารเคมบี าบดั และการใช้
หลายวธิรี่วมกนัในการรกัษา ขึน้อยู่กบัพยาธสิภาพของ
โรคและสภาพร่างกายของผูป่้วย [3], [4] โดยวธิรีกัษา
จากการใช้สารเคมีบ าบดัเป็นวิธีที่เข้าถึงพื้นที่เติบโต
ของเซลล์มะเร็งได้รวดเร็วหลังจากได้รับสารเคมี
สงัเคราะห์ตามขนาดและจ านวนครัง้ที่ให้ ดงันัน้ สาร
จากธรรมชาตหิลายชนิดจงึมโีครงสร้างที่เหมาะสมต่อ
การออกฤทธิย์ ับยัง้การเพิ่มจ านวนและยับยัง้การ
พฒันาของโรคมะเรง็ได้ [5] มรีายงานว่าสารสกดัจาก
พืชหลายชนิดที่เป็นที่รู้จกักนัดขีองประเทศไทย เช่น 

จกิน ้า ติว้ขน และผกัแขยง [6] หรอืสารสกดัจากเปลอืก
ผลไม้ เช่น มังคุด [7] ต่างมีฤทธิช์่วยยบัยัง้การเพิ่ม
จ านวนของเซลล์มะเร็งเต้านมได้ ท าให้ปัจจุบัน
ประชากรส่วนใหญ่ทัว่โลกต่างหนัมานิยมรบัประทาน
พชืผกัและผลไม้ชนิดต่าง ๆ เพื่อช่วยส่งเสรมิสุขภาพ
ร่างกายให้แขง็แรงและช่วยป้องกนัการเกดิโรคมะเรง็
กนัมากขึน้  
 ทบัทมิ (pomegranate) มชีื่อทางวทิยาศาสตร์
ว่ า  Punica granatum Linn. อยู่ ในวงศ์ Punicaceae 
เป็นพชืพื้นเมอืงที่มตี้นก าเนิดจากเอเชยีกลางบรเิวณ
ประเทศอิหร่านและอฟักานิสถาน ก่อนแพร่กระจาย
ไปสู่แถบเมดเิตอรเ์รเนียน และสู่ภูมภิาคตะวนัออกของ
ทวีปเอเชีย ปัจจุบนัมีการน าทบัทิมมาปลูกเพื่อใช้ผล
ทับทิมเป็นผลไม้ทางการค้าในหลายประเทศ เช่น 
อนิเดยี จนี ญี่ปุ่ น และไทย [8], [9] และหลายประเทศ
ยงันิยมน าส่วนประกอบของทบัทิม ได้แก่ น ้าทบัทิม 
ราก เปลอืกล าต้น เปลอืกผล และเมลด็ มาใช้เป็นพชื
สมุนไพรเพื่อรกัษาอาการต่าง ๆ เช่น แกอ้าการจุกเสยีด 
อาการทางล าไส ้แก้ท้องร่วง แก้บดิ ขบัระดู ขบัพยาธ ิ
คลายกลา้มเนื้อ ขบัลม ขบัปัสสาวะ และขบัน ้านม เป็นตน้ 
[10], [11] ซึง่ทบัทมิมอีงคป์ระกอบของฟีนอล (phenols) 
แ ละ โพลี ฟี นอล  (polyphenols)  หลายก ลุ่ม  เช่ น 
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กรดไฮดรอกซีเบนโซอิก  (hydroxybenzoic acids) 
กรดไฮดรอกซีซินนามิก (hydroxycinnamic acids) 
กรดเอลลาจกิ (ellagic acid) ฟลาแวน-3-ออล (flavan-
3-ols) ฟลาโวนอล (flavonols) ฟลาโวน (flavones) 
แอนโทไซยานิน (anthocyanins) แอนโทไซยานิดิน 
(anthocyanidins) และเอลลาจแิทนนิน (ellagitannins) 
[9], [12], [13] โดยพบว่าสารสกดัจากเปลอืกผลทบัทมิ
มีปริม าณของสารพฤกษเคมี  (phytochemicals) 
มากกว่า และสามารถพบสารพฤกษเคมีส าคัญใน
กลุ่มฟลาโวนอยด์ (flavonoids) และเอลลาจแิทนนินห
ลายชนิดทีไ่ม่พบจากส่วนอื่นของทบัทมิ ได้แก่ แคมพ์
เฟอรอล (kaempferrol) ไซยานิดิน (cyanidin) รูติน 
(rutin) ลูทอีโอลิน (luteolin) เดลฟินิดิน (delphinidin) 
พีลาร์โกนิดิน (pelargonidin) พูนิคาลิน (punicalin)  
พนูิคาลาจนิ (punicalagin) พดีนัคลูาจนิ (pedunculagin) 
คาซอรนิิน (casuarinin) เทลลมิาแกรนดนิ (tellimagrandin) 
แกลลาจิลไดแลคทัน (gallagyldilacton) และกรานาติน 
(granatin) [13-17]  

มรีายงานพบว่าเปลือกผลทบัทมิมฤีทธิต์้าน
ออกซเิดชนั (antioxidant activity) โดยสารสกดัเปลอืก
ทบัทมิด้วยเอทานอลมฤีทธิต์้านออกซเิดชนัใกล้เคียง
กบัคาเทชนิ (catechin) ซึง่เป็นสารมาตรฐานเมื่อทดสอบ 
โดยวิธี DPPH (2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl radical 
method) และวธิ ีFRAP (ferric reducing antioxidant power 
assay) และสารสกดัยงัมผีลช่วยลดความเสยีหายของผวิหนงั
หนูแรทหลังจากได้รับแสงยูวีบี (UVB; ultraviolet B) 
[18-19] และสารจากทบัทมิยงัสามารถมฤีทธิย์บัยัง้การ
แบ่งตวัเพิม่จ านวน (proliferation) ของเซลล์มะเรง็ได้
หลายชนิด เช่น มะเร็งต่อมลูกหมากสายพนัธุ์ PC-3, 
LnCap และ DU-145 [20-22 ] มะเร็งปอดสายพันธุ์ 
A549 [23] มะเรง็ล าไสส้ายพนัธุ ์HT-29 และ HCT116 
[24], [25] และมะเรง็เต้านมสายพนัธุ์ MDA-MB-231, 
MDA-MB-435 และ MCF-7 [26], [27] โดยกรดเอลลา
จกิและเอลลาจแิทนนินทีพ่บในสารสกดัเปลอืกทบัทมิมี
ผลชกัน าเซลลม์ะเรง็ล าไส ้Caco-2 ใหเ้กดิอะพอพโทซสิ 
(apoptosis) ได ้[28]  

อะพอพโทซสิเป็นกระบวนการท าลายตวัเอง
ของเซลลอ์ย่างเป็นระบบ เป็นกลไกส าคญัทีเ่กดิขึน้เพื่อ
ตอบสนองต่อการรกัษาสภาวะสมดุลในการด ารงชวีติ

ของเซลล์ ในกระบวนการเกิดอะพอพโทซิสมีการ
ประสานงานร่วมกนักบัเอนไซมห์ลายชนิด โดยเฉพาะ 
caspases ชนิดต่าง ๆ ที่เป็นกลุ่มของเอนไซม์พวก 
cysteine proteases ไ ด้ แ ก่  caspase-2 , caspase-8, 
caspase-9, caspase-10, caspase-11 และ caspase-12 
ซึง่เอนไซมเ์หล่านี้มบีทบาทส าคญัในการท าหน้าทีย่่อย
สารตัง้ต้นและชักน าให้เกิดอะพอพโทซิส โดยมี 
procaspases ซึ่งยังไม่พร้อมท างาน จัดเป็นโมเลกุล
เบื้องต้นของ caspases เมื่อ procaspases ถูกกระตุ้น
ให้มีการเปลี่ยนแปลงโครงสร้างไปเป็น caspases ที่
พร้อมท าหน้าที่  ท าให้ปริมาณของ  procaspases 
ภายในเซลลม์รีะดบัลดลง เซลลท์ีเ่กดิอะพอพโทซิสจะ
แสดงคุณลกัษณะทีส่ าคญับางประการ เช่น การรวมตวั
อัดแน่นของโครมาติน (chromatin condensation)  
การแตกหักของดีเอ็นเอ (DNA fragmentation) และ
ก า รตัด โ ม เ ลกุ ล โ ป รตีน ขอ ง  poly (ADP-ribose) 
polymerase (PARP) ที่เป็นเอนไซม์ส าหรบัใช้ในการ
ซ่อมแซมดีเอ็นเอ อย่างไรก็ตาม ภายในเซลล์ยังมี
โปรตีนบางชนิดที่มีบทบาทในการยับยัง้การเกิดอะ
พอพโทซสิ และสนับสนุนการรอดชวีติของเซลล ์ไดแ้ก่ 
bcl-2 ดังนัน้ เมื่อเซลล์ที่จะเข้าสู่กระบวนการของอะ
พอพโทซสิ ปรมิาณของ bcl-2 ภายในเซลลจ์ะมรีะดบัที่
ลดน้อยลง [29-31] สอดคลอ้งกบังานวจิยัทีไ่ดร้ายงาน
ว่าสารสกดัจากเปลอืกทบัทมิดว้ยเอทานอลมผีลชกัน า
ให้เซลล์มะเร็งเต้านมเอ็มซีเอฟ-7 (MCF-7) ให้เกิด 
อะพอพโทซิสผ่ านการลดปริมาณของโม เลกุ ล 
procaspase-9, procaspase-7 และ bcl-2 ภายในเซลล ์
และยกระดบัการตดัโมเลกุล PARP ใหเ้พิม่มากขึน้ [32] 
และยงัมรีายงานว่าสารสกดัจากเปลอืกทบัทมิดว้ยน ้า 
มีปริมาณสารฟีนอลิก (phenolics) และฟลาโวนอยด์ 
คดิเป็น 0.84 และ 0.67 เท่า ของสารสกดัจากเปลือก
ทบัทมิดว้ยเอทานอล และมคีุณสมบตัติ้านออกซเิดชนั
โดยวธิ ีDPPH และวธิ ีFTC (ferric thiocyanate assay) 
ไม่ต่างกนัอย่างมนีัยส าคญัทางสถติ ิและยงัพบว่า สาร
สกัดจากเปลือกทับทิมด้วยน ้ ามีฤทธิย์ ับยัง้การเพิ่ม
จ านวนของเซลลม์ะเรง็เตา้นมเอม็ซเีอฟ-7 อกีดว้ย [33] 
 จากรายงานขา้งต้นแสดงให้เหน็ว่าสารสกดั
จากเปลือกทับทิมด้วยน ้ ามีสารพฤกษเคมีเ ป็น
องค์ประกอบอยู่ในปรมิาณสูง มฤีทธิต์้านออกซเิดชนั
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ใกล้เคยีงกบัสารสกดัจากเปลอืกทบัทมิด้วยเอทานอล 
และยงัมฤีทธิย์บัยัง้การเพิม่จ านวนของเซลลม์ะเรง็เตา้
นมเอม็ซเีอฟ-7 ดว้ย อย่างไรกต็าม ยงัไม่มรีายงานผล
ของสารสกัดเปลือกทับทิมด้วยน ้ าต่อการชักน าให้
เซลลม์ะเรง็เตา้นมตายผ่านกระบวนการอะพอพโทซสิ- 
นอกจากนี้ หากการสกดัเปลอืกทบัทมิดว้ยน ้าสามารถ
มฤีทธิต่์อการชกัน าการตายผ่านกระบวนการอะพอพ-
โทซิส จะช่วยท าให้ประหยัดค่าใช้จ่ายในการสกัด 
ตลอดจนประชาชนทัว่ไปสามารถประยุกต์เตรยีมสาร
สกดัดว้ยตนเองได ้ดงันัน้ งานวจิยันี้มวีตัถุประสงคเ์พื่อ
ศกึษาอทิธพิลของสารสกดัเปลอืกทบัทมิทีส่กดัดว้ยน ้า
ที่มีผลต่อการยับยัง้การแบ่งตัว เพิ่มจ านวนของ
เซลล์มะเร็งเต้านมเอ็มซีเอฟ-7 ผ่านการตายแบบอะ
พอพโทซสิ โดยศกึษาจากการแตกหกัของดเีอน็เอ และ
ระดบัการแสดงออกของโปรตนีที่เกีย่วขอ้งกบัการเกดิ 
อะพอพโทซิส ได้แก่ procaspase-9, procaspase-7, 
PARP และ bcl-2 ซึ่งความรู้ที่ได้จากการศึกษานี้จะ
เป็นประโยชน์ส าหรบัการพฒันาสารสกดัเปลอืกทบัทมิ
ด้วยน ้าในทางเภสชัต่อการป้องกนัโรคมะเร็งเต้านม
ต่อไป 
 
วสัดแุละวิธีการ 
สารเคมีท่ีใช้ในการศึกษา 
 Dulbecco’s modified Eagle’s medium: 
nutrient mixture F-1 2  (DMEM/F1 2 ), fetal bovine 
serum (FBS), penicillin/streptomycin และ resazurin 
จ า ห น่ า ย โ ดย  GIBCO, Thermo Fisher Scientific 
Corporation (Waltham, MA, USA), 3 -  [4 ,  5 -
dimethylthiazol-2-yl]-2, 5-denyl tetrazolium bromide 
(MTT) และ Hoechst 33342 จ าหน่ายโดย Molecular 
Probes, Thermo Fisher Scientific Corporation 
(Waltham, WI, USA), agarose ได้มาจาก Promega 
Corporation (Madison, USA), ethidium bromide ไ ด้
จ า ก  Bio-Rad Laboratories, Inc. (Hercules, CA, 
USA), RNaseA ไดจ้าก Amresco (Solon, OH, USA), 
DNA ladder และ  Genomic DNA extraction kit ไ ด้
จ า ก  RBC Bioscience Corp. (Taipei, Taiwan), 
monoclonal antibodies (cleaved PARP-1: sc-56196, 
procaspase-9: sc-70505, procaspase-7: sc-28295, 

bcl-2 : sc-7 3 8 2  และ actin: sc-8432 ) , secondary 
antibody ( horseradish peroxidase-conjugated goat 
anti-mouse IgG-HRP: sc-2005), chemiluminescent 
substrate และ CL-XPosure film ได้จาก Santa Cruz 
Biotechnology (Dallas, TX, USA) และสารเคมีอื่น ๆ 
นอกจากนี้ทีใ่ชใ้นการศกึษา เป็นเกรดคุณภาพส าหรบั
ใชใ้นการวเิคราะห ์ 
 

การเตรียมสารสกดัทบัทิม 
 ทบัทมิทีใ่ชใ้นการศกึษาเป็นผลสุกทบัทมิไทย
ที่ปลูกในพื้นที่จ ังหวัดสระบุรี และได้ถูกจ าแนกตาม
ตัวอย่างพืชหมายเลข 080252 ของหอพรรณไม้  
กรมอุทยานแห่งชาต ิสตัวป่์า และพนัธุพ์ชื เริม่จากน า
ผลทบัทิมมาล้างท าความสะอาด คดัแยกเฉพาะส่วน
เปลอืกของผลทบัทมิก่อนน าเขา้ตู้อบ น าเปลอืกแหง้มา
บดให้ละเอยีด จากนัน้น าผงป่นเปลอืกทบัทิมไปสกดั
ด้วยซอกเลต (soxhlet extraction) โดยใช้น ้ากลัน่เป็น
ตวัท าละลาย การสกดัใชร้ะยะเวลา 24 ชัว่โมง น าสาร
สกดัทีไ่ดไ้ปกรองผ่านกระดาษกรองเบอร ์1 (Whatman 
no.1)  จากนั ้นน ามาท าให้แห้งแบบแช่ เยือกแข็ง 
(lyophilization) สารสกดัแหง้น าไปเกบ็รกัษาทีอุ่ณหภมู ิ
-80 องศาเซลเซยีส จนกระทัง่น ามาใชท้ าการวจิยั 
 

การเพาะเล้ียงเซลลม์ะเรง็เต้านม 
 เซลล์มะเร็งเต้านมเอ็มซีเอฟ -7 (human 
breast cancer MCF-7 cells) จากสถาบัน American 
Type Culture Collection (ATCC) น ามาเพาะเลีย้งดว้ย
อาหารชนิด Dubecco’s Modified Eagle’s Medium: 
Nutrient Mixture F-12 (DMEM/F-12) ทีม่ ีfetal bovine 
serum (FBS) เขม้ขน้ 10 เปอรเ์ซน็ต์ และยาปฏชิวีนะ
เพนิซิลลิน/สเตรปโตมยัซิน (penicillin/streptomycin) 
เขม้ขน้ 1 เปอรเ์ซน็ต์ ในตู้บ่มภายใต้คารบ์อนไดออกไซด์  
5 เปอรเ์ซน็ต์ ทีอุ่ณหภูม ิ37 องศาเซลเซยีส เป็นระยะ 
เวลา 2 - 3 วนั ก่อนน ามาใชง้าน 
 

ตรวจสอบฤทธ์ิของสารสกัดต่อการมีชีวิตของ
เซลลม์ะเรง็เต้านมด้วยวิธี MTT 
 ส า ร  3 -[4 ,5 -dimethylthiazol-2 -yl]-2 ,5 -
diphenyl tetrazolium bromide (MTT) ที่ ใ ช้ วัด ก า ร
แบ่งตวัเพิม่จ านวนของเซลล์มะเรง็เต้านมเอม็ซเีอฟ-7 
โดยอาศยัหลกัการของการเปลีย่นแปลงสจีากสเีหลือง
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ของสารละลาย  MTT สู่ สีม่ ว งของฟอร์ม าซาน 
( formazan) ซึ่งเกิดจากกระบวนการของเอนไซม์
ภายในเซลล์ที่มีชีวิต โดยค่าการดูดกลืนแสงที่ลดลง
บ่งชี้ถึงเซลล์มีชีวิตที่มีจ านวนลดลง [34] เซลล์ได้รับ
การเพาะเลี้ยงในภาชนะเพาะเลี้ยงชนิด 96 ช่อง (96-
well plate) ให้แต่ละช่องมเีซลลจ์ านวน 10,000 เซลล์/
ช่ อ ง  ใ นอ าห า ร เ ลี้ ย ง เ ซลล์  DMEM/F-12 ที่ เ ติม
ส่วนประกอบต่าง ๆ สมบูรณ์ และน าไปบ่มในตูบ้่มเป็น
ระยะเวลา 24 ชัว่โมง เตรยีมสารสกดัเปลอืกทบัทมิดว้ย
น ้าที่ใช้ทดสอบในอาหารเลี้ยงเซลล์ให้มคีวามเขม้ขน้
ระดับต่าง ๆ โดยกลุ่มควบคุมใช้ dimethyl sulfoxide 
เข้มข้น 0.01 เปอร์เซ็นต์ เมื่อท าการทดสอบให้ดูด
อาหารเลี้ยงเซลล์ในภาชนะออก และแทนที่ด้วยสาร
สกัดความเข้มข้น 400, 500 และ 600 ไมโครกรัม/
มิลลิลิตร ก่อนน าไปบ่มในตู้บ่ม และน ามาตรวจสอบ
หลังจากทดสอบเป็นระยะเวลา 6, 12, 18 และ 24 
ชัว่โมง ในการตรวจสอบใหดู้ดสารสกดัในอาหารเลีย้ง
เซลลอ์อก ก่อนแทนทีด่ว้ยสารละลาย MTT (เขม้ขน้ 5 
ไมโครกรมั/มลิลลิติร ของฟอสเฟตบฟัเฟอร์) ปรมิาตร 
100 ไมโครลิตร/ช่อง และน าไปบ่มต่อเป็นระยะเวลา  
4 ชัว่โมง จากนัน้ดูดสารละลาย MTT ทิ้ง และเติม 
dimethyl sulfoxide เข้มข้น 100 เปอร์เซ็นต์ ปริมาตร 
150 ไมโครลิตร/ช่อง จากนัน้น าภาชนะเพาะเลี้ยงไป
เขย่าบนเครื่องสัน่เพื่อละลายผลกึสมี่วงทีต่กตะกอนอยู่ 
และน าไปหาค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น  
570 นาโนเมตร ก่อนน าไปค านวณหาค่าเปอร์เซ็นต์
ของเซลล์ที่มีชีวิต (percent of cell viability) และค่า
ความเขม้ขน้ของสารสกัดที่สามารถยบัยัง้การแบ่งตวั
เพิ่ม จ านวน ได้  50 เปอร์ เ ซ็นต์  ( 50% inhibitory 
concentration; IC50)  
 

ตรวจสอบฤทธ์ิของสารสกดัต่อการมีชีวิตของ
เซลลม์ะเรง็เต้านมด้วยวิธีรีซาซูริน  

สารรซีาซูรนิ (resazurin) ที่ใช้วดัการแบ่งตวั
เพิม่จ านวนของเซลลม์ะเรง็เต้านม โดยอาศยัหลกัการ
ของการเปลีย่นแปลงสจีากสมี่วงของสารละลายรซีาซูรนิ 
สู่สแีดงของสารละลายรโีซรูฟิน (resorufin) ซึง่เกดิจาก
ปฏกิริยิารดีกัชนัที่เกี่ยวข้องกบัการเมแทบอลซิมึของ
เซลลท์ีม่ชีวีติ ดงันัน้ ค่าการดูดกลนืแสงทีล่ดลงบ่งชีถ้งึ
เซลล์มีชีวิตที่มีจ านวนลดลง [35] เซลล์เพาะเลี้ยงใน

ภาชนะเพาะเลีย้งชนิด 96 ช่อง มคีวามหนาแน่นเทา่กบั 
10,000 เซลล์/ช่อง ในอาหารเลี้ยงเซลล์ DMEM/F-12 
ที่เติมส่วนประกอบต่าง ๆ สมบูรณ์ น าไปบ่ม เป็น
ระยะเวลา 24 ชัว่โมง เตรียมสารสกัดทดสอบความ
เขม้ขน้ต่าง ๆ ในอาหารเลีย้งเซลล ์เมื่อท าการทดสอบ
ใหดู้ดอาหารเลีย้งเซลลใ์นภาชนะออก และแทนทีด่ว้ย
สารสกดัความเขม้ขน้ 400, 500 และ 600 ไมโครกรมั/
มลิลลิติร น าไปบ่มในตูบ้่ม และน ามาตรวจสอบหลงัการ
ทดสอบเป็นระยะเวลา 6, 12, 18 และ 24 ชัว่โมง  
ในการตรวจสอบให้ดูดสารสกัดในอาหารเลี้ยงเซลล์
ออก ก่อนแทนทีด่้วยสารละลายรซีาซูรนิ (เขม้ขน้ 100 
ไมโครลติร/มลิลลิติร ของ DMEM/F-12 ที่ไม่ใส่ FBS) 
น าไปบ่มต่อเป็นระยะเวลา 2 ชัว่โมง จากนัน้น าไปหา
ค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 600 นาโนเมตร 
ก่อนน าไปค านวณหาค่าเปอร์เซน็ต์ของเซลล์ที่มีชีวิต 
และค่าความเขม้ขน้ของสารสกดัที่สามารถยบัยัง้การ
แบ่งตวัเพิม่จ านวนได ้50 เปอรเ์ซน็ต ์(IC50) 

 

การแตกหกัของดีเอน็เอเซลลม์ะเรง็เต้านม 
 เซลล์มะเรง็เต้านมที่ใช้ทดสอบเพาะเลี้ยงใน
ภาชนะชนิด T75 (T75 flask) โดยมีจ านวนเซลล์
เท่ากบั 2.4 x 106 เซลล/์ภาชนะ เมื่อเริม่ทดสอบใหดู้ด
อาหารเลี้ยงเซลล์ทิ้ง เติมสารสกดัเปลอืกทบัทมิระดบั
ความเข้มข้นต่าง ๆ ที่ละลายในอาหารเลี้ยงเซลล์ 
DMEM/F-12 ลงในภาชนะเพาะเลี้ยง น าไปบ่มต่อในตู้
เพาะเลี้ยง และน ามาตรวจสอบหลงัจากทดสอบเป็น
ระยะเวลา 12, 18 และ 24 ชัว่โมง เมื่อครบระยะเวลา
ท าการเก็บเซลล์น าไปปั ่นเหวี่ยง ล้างเซลล์ด้วย
ฟอสเฟตบฟัเฟอร์ และน าไปปัน่เหวีย่ง จากนัน้ท าการ
สกดัแยกดเีอน็เอของเซลลม์ะเรง็เต้านมโดยใช้ชุดแยก 
จีโนมิกดีเอ็นเอ (Genomic DNA extraction kit) เติม 
RNaseA (ความเขม้ขน้ 10 มลิลกิรมั/มลิลลิติร) ลงใน
ตวัอย่างทดสอบ ตัง้ทิง้ไวท้ีอุ่ณหภูมหิอ้งเป็นระยะเวลา 
30 นาที น าดีเอ็นเอที่ตกตะกอนไปปั ่นเหวี่ยงที่
ความเร็ว 13,000 รอบ/นาที เป็นระยะเวลา 3 นาที 
ก่ อนน า ไปชะล้า งด้วยบัฟ เฟอร์  ( elution buffer) 
ตวัอย่างดเีอน็เอบรสิุทธิเ์จอืจางในบฟัเฟอร์ (Tris-HCl 
EDTA buffer) และน าไปหาปริมาณความเขม้ขน้ของ
แต่ละตัวอย่าง จากนัน้ท าการตรวจสอบการแตกหัก
ของดเีอน็เอโดยวธิอีเิลก็โทรโฟรซีสิ (electrophoresis) 
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ก าหนดปริมาณดีเอ็นเอเท่ากับ 2 ไมโครกรัม/ช่อง  
ให้เกดิการแยกดเีอน็เอในเจลอะกาโรส (1% agarose 
gel) เป็นระยะเวลา 90 นาที น าแผ่นเจลอะกาโรสไป
ตรวจสอบภายใต้แสงยู วีฟลูออ เรส เซนต์  (UV 
fluorescent light) และบนัทกึภาพ 
 

การแสดงออกของโปรตีนของเซลลม์ะเรง็เต้านม
โดยวิธี Western blotting 

เซลล์มะเรง็เต้านมเพาะเลี้ยงในภาชนะชนิด 
T75 ใหม้จี านวนเซลลเ์ท่ากบั 2.4 x 106 เซลล/์ภาชนะ 
เมื่อเริม่ทดสอบใหด้ดูอาหารเลีย้งเซลลท์ิง้ เตมิสารสกดั
เปลือกทับทิมระดับความเข้มข้น 500 ไมโครกรัม/
มลิลลิติร ของอาหารเลีย้งเซลล ์ลงในภาชนะเพาะเลี้ยง 
น าไปบ่มต่อในตู้ เพาะเลี้ยง และน ามาตรวจสอบ
หลังจากทดสอบเป็นระยะเวลา 12, 16, 20 และ 24
ชัว่โมง เมื่อครบเวลาที่ก าหนด ท าการเก็บเซลล์และ
ล้างเซลล์ด้วยบฟัเฟอร์ ก่อนท าให้เซลล์แตกใน RIPA 
บัฟ เฟอร์  (radioimmunoprecipitation assay buffer) 
เป็นระยะเวลา 60 นาที น าไปปัน่เหวี่ยงที่ความเร็ว 
13,000 รอบ/นาท ีเป็นระยะเวลา 10 นาท ีน าโปรตนีที่
ได้จากเซลล์ไปวิเคราะห์หาปริมาณโดยวิธี Bradford 
[36] โปรตนีของแต่ละตวัอยา่ง 30 ไมโครกรมั ถูกน าไป
แยกโปรตีนบน sodium dodecyl sulfate polyacrylamide 
gel electrophoresis (12% SDS-PAGE) ผ่านกระแส 
ไฟฟ้าที ่100 โวลต์ เป็นระยะเวลา 90 นาท ีก่อนน ามา
ท าการยา้ยโปรตนีจากแผ่นเจล SDS-PAGE ไปยงัแผน่
เมม เบรน poly vinylidene difluoride (PVDF) ผ่ าน
กระแสไฟฟ้าที ่100 โวลต ์ทีอุ่ณหภูม ิ4 องศาเซลเซยีส 
เป็นระยะเวลา 90 นาท ีน าแผ่นเมมเบรน PVDF ไปแช่
ใ น  2% (w/v) bovine serum albumin ใน  Tween20-
Tris buffered saline (TTBS) ที่ อุณหภู มิห้ อ ง  เ ป็ น
ระยะเวลา 60 นาท ีน าแผ่นเมมเบรน PVDF ไปบ่มดว้ย 
first antibodies ของ anti-mouse monoclonal antibodies 
ได้แก่ PARP (เจอืจาง 1 : 500), procaspase-9 (เจอืจาง 
1 : 500), procaspase-7 (เจือจาง 1 : 1,000), bcl-2 
(เจือจาง 1 : 1,000) และ actin (เจือจาง 1 : 500) ที่
อุณหภูม ิ4 องศาเซลเซยีส เป็นระยะเวลา 24 ชัว่โมง 
น าแผ่นเมมเบรน PVDF ไปล้างด้วย TTBS และ 
น า ไ ปบ่ ม ด้ ว ย  secondary antibody (horseradish 
peroxidase-conjugated goat anti-mouse antibody) 

ที่เจือจางในอตัราส่วน 1 ต่อ 20,000 เป็นระยะเวลา  
1 ชัว่โมง และน ามาล้างด้วย TTBS จากนัน้ตรวจหา
แถบโปรตีนโดยเติมสาร Super Signal West Pico 
chemiluminescent substrate ที่ อุณหภู มิห้ อ ง เ ป็น
ระยะเวลา 5 นาท ีแถบโปรตนีไดร้บัการบนัทกึภาพลง
บนฟิลม ์CL-XPosure ในหอ้งมดื [37]   

 

การวิเคราะหท์างสถิติ 
 ขอ้มลูจากการทดลองจ านวน 4 ซ ้า แสดงเป็น
ค่าเฉลี่ย (mean) ± ค่าความคลาดเคลื่อนมาตรฐาน 
(standard error of mean)  ความแตกต่างค่า เฉลี่ย
หลายกลุ่มทดสอบใช้การวิเคราะห์ความแปรปรวน 
(analysis of variance) ในการเปรียบเทียบค่าเฉลี่ยที
ละคู่ ใช้วิธีเปรียบเทียบพหุคูณแอลเอสดี ( least-
significant different; LSD) ความแตกต่างค่าเฉลี่ย
ระหว่างสองกลุ่มที่เป็นอิสระต่อกนัใช้การวิเคราะห์ที
เทสท ์(t-test) ระดบันัยส าคญัทีใ่ชใ้นการทดลองระบุที่ 
0.05 (p < 0.05) 
 
ผลการศึกษา 
ฤทธ์ิของสารสกดัต่อการมีชีวิตของเซลลม์ะเรง็เต้านม 
 การศกึษาความเป็นพษิของสารสกดัเปลือก
ทับทิมด้วยน ้าที่มีต่อเซลล์มะเร็งเต้านมเอ็มซีเอฟ-7 
เมื่อให้สารสกัดที่ระดับความเข้มข้น 300 - 500 
ไมโครกรมั/มลิลลิติร เป็นระยะเวลา 24 ชัว่โมง พบว่า 
เซลล์เอม็ซเีอฟ-7 มกีารแบ่งตวัเพิม่จ านวนในภาชนะ
เพาะเลีย้งลดน้อยลง และมลีกัษณะรปูร่างเปลีย่นแปลง
ไป เมื่อเปรยีบเทยีบกบักลุ่มควบคุม (ภาพ 1) และเมื่อ
ตรวจสอบผลของสารสกดัความเขม้ขน้ 400, 500 และ 
600 ไมโครกรมั/มลิลลิติร ต่อการมชีวีติของเซลลด์ว้ย
วิธี MTT และรีซาซูริน หลังจากการให้สารสกัดเป็น
ระยะเวลา 6 – 24 ชัว่โมง พบว่า สารสกดัมฤีทธิย์บัยัง้
การแบ่งตวัเพิม่จ านวนของเซลลเ์อม็ซเีอฟ-7 โดยฤทธิ ์
ยบัยัง้การแบ่งตวัของเซลลเ์อม็ซเีอฟ-7 มคีวามสมัพนัธ์
โดยตรงกบัระดบัความเข้มข้นของสารสกดัที่เพิ่มขึน้
อย่างมีนัยส าคัญ (p < 0.05) (ตาราง 1) เมื่อน ามา
วิเคราะห์หาค่าความเขม้ข้นของสารสกดัที่ยบัยัง้การ
แบ่งตวัเพิม่จ านวนของเซลลเ์อม็ซเีอฟ-7 50 เปอรเ์ซน็ต ์
(IC50) พบว่า การทดสอบด้วยวิธี MTT มีค่า IC50 ที่
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เวลา 6, 12, 18 และ 24 ชัว่โมง เท่ากบั 1,004.35 ± 66
.70, 513.73 ± 23.19, 481.33 ± 21.79 และ 459.90 ± 
15.90 ไมโครกรมั/มลิลลิติร ตามล าดบั เมื่อทดสอบวธิรีี
ซาซูริน มีค่า IC50 ที่เวลา 6, 12, 18 และ 24 ชัว่โมง 
เท่ากบั 1,175.80 ± 55.39, 1,044.10 ± 42.69, 660.60 
± 20.51 และ 589.45 ± 16.21 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร 

ตามล าดบั (ตาราง 1) เมื่อน าค่า IC50 จากการทดสอบ
ทัง้สองวิธี ที่ระยะเวลา 12, 18 และ 24 ชัว่โมง มา
เปรียบเทียบกัน พบว่า ค่า IC50 ที่ได้จากวิธี MTT 
แสดงฤทธิย์บัยัง้การแบ่งตวัเพิม่จ านวนของเซลลเ์อม็- 
ซีเอฟ-7 แตกต่างอย่างมีนัยส าคัญ (p < 0.05) เมื่อ
เปรยีบเทยีบกบัค่าทีไ่ดจ้ากวธิรีซีาซรูนิ  

 

 
 

 
 

ภาพ 1 การเจริญของเซลล์มะเร็งเต้านมเอ็มซีเอฟ-1 หลังจากได้รับสารสกัดเปลือกทับทิมด้วยน ้าเป็นระยะเวลา  
24 ชัว่โมง บนัทกึภาพภายใต้ก าลงัขยาย 40 เท่า ภาพ 1 ก เซลลเ์อม็ซเีอฟ-7 ทีไ่ม่ไดร้บัสารสกดั (กลุ่มควบคุม) และ
ภาพ 1 ข - ง เซลลเ์อม็ซเีอฟ-7 ทีไ่ดร้บัสารสกดัความเขม้ขน้ 300, 400 และ 500 ไมโครกรมั/มลิลลิติร ตามล าดบั 
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ตาราง 1 เปอรเ์ซน็ต์ของเซลลม์ะเรง็เตา้นมเอม็ซเีอฟ-7 ทีม่ชีวีติ เมื่อทดสอบดว้ยวธิ ีMTT และรซีาซูรนิ หลงัไดร้บัสาร
สกดัเปลอืกทบัทมิดว้ยน ้าความเขม้ขน้ต่าง ๆ และความเขม้ขน้ของสารสกดัทีส่ามารถยบัยัง้เซลลเ์พิม่จ านวนทีม่ชีวีติได ้
50 เปอรเ์ซน็ต ์(IC50) เป็นระยะเวลา 6 - 24 ชัว่โมง 
 

วิธีทดสอบ ความเข้มข้น เปอรเ์ซน็ตข์องเซลลท่ี์มีชีวิต 
 (ไมโครกรมั) 6 ชัว่โมง 12 ชัว่โมง 18 ชัว่โมง 24 ชัว่โมง 

MTT 400  93.17 ± 2.26ข 67.03 ± 1.50ค 62.93 ± 7.24ค 69.71 ± 1.08ค 

 500   88.57 ± 2.62กข 50.25 ± 2.42ข 39.67 ± 2.19ข 30.18 ± 4.36ข 

 600  83.30 ± 3.00ก 32.02 ± 5.97ก 23.66 ± 0.64ก 20.68 ± 1.28ก 

IC50  1,004.35 ± 66.70 513.73 ± 23.19* 481.33 ± 21.79* 459.90 ± 15.90* 
รซีาซรูนิ 400 90.08 ± 4.14 92.96 ± 1.03ข 94.58 ± 4.24ค 93.07 ± 0.77ค 

 500 82.17 ± 4.96  90.24 ± 1.26กข 81.03 ± 1.66ข 87.58 ± 1.22ข 

 600 78.30 ± 4.99 81.37 ± 1.50ก 61.12 ± 2.09ก 54.73 ± 2.17ก 

IC50  1,175.80 ± 55.39 1,044.10 ± 42.69 660.60 ± 20.51 589.45 ± 16.21 
 

พยญัชนะ (ก, ข และ ค) ทีต่่างกนัในสดมภ์ของแต่ละวธิทีดสอบ แสดงความแตกต่างอย่างมนีัยส าคญัทางสถติ ิ(p < 0.05) 
ของเปอรเ์ซน็ต์เซลลท์ีม่ชีวีติในแต่ละความเขม้ขน้ จากการวเิคราะหค์วามแปรปรวนและเปรยีบเทยีบพหุคูณ และดอกจนั 
(*) แสดงความแตกต่างของความเขม้ขน้ทีม่ผีลยบัยัง้เซลล์เพิม่จ านวนที่มชีวีติได ้50 เปอรเ์ซน็ต์ อย่างมนีัยส าคญัทาง
สถติ ิ(p < 0.05) ระหว่างวธิทีดสอบ MTT และรซีาซรูนิ ทีร่ะยะเวลา 6 - 24 ชัว่โมง จากการเปรยีบเทยีบค่าเฉลีย่ระหวา่ง
สองกลุ่ม 
 
ฤทธ์ิของสารสกดัต่อการแตกหกัของดีเอน็
เอ
เซลลม์ะเรง็เต้านม 
 ในการศกึษาการแตกหกัของดเีอน็เอสามารถ
พจิารณาไดจ้ากลกัษณะทีป่รากฏบนแผ่นเจลอะกาโรส 
จากการศึกษาพบว่า สารสกดัจากเปลือกทบัทิมเมื่อ
เพิม่ระดบัความเขม้ขน้ มผีลชกัน าใหเ้ซลลเ์อม็ซเีอฟ-7 
มกีารแบ่งตวัเพิม่จ านวนลดลง (ภาพ 1 ข – ง) หลงัจาก
ได้รบัสารเป็นระยะเวลา 24 ชัว่โมง และมเีปอร์เซ็นต์

ของเซลล์มีชีวิตลดลง ซึ่งแปรผันโดยตรงกับระดับ
ความเข้มข้นที่เพิ่มขึ้น (ตาราง 1) สอดคล้องกบัการ
แตกหกัของดเีอน็เอในเซลล์มะเรง็เต้านมเอม็ซเีอฟ-7 
ที่เพิ่มขึ้น เมื่อได้รับสารสกัดในระดับความเข้มข้นที่
สงูขึน้เมื่อเปรยีบเทยีบกบักลุ่มควบคุม (ภาพ 2) โดยมี
การแตกหักของดีเอ็นเอมากที่สุดเมื่อให้สารสกัดที่
ระดับความเข้มข้น 600 ไมโครกรมั/มิลลิลิตร ในทุก
ช่วงเวลา (12 - 24 ชัว่โมง) 
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ภาพ 2 การแตกหกัของดเีอน็เอในเซลลม์ะเรง็เตา้นมเอม็ซเีอฟ-7 ทีไ่ดร้บัสารสกดัเปลอืกทบัทมิดว้ยน ้าความเขม้ขน้ต่าง ๆ  
ทีร่ะยะเวลา 12 - 24 ชัว่โมง ดเีอน็เอมารค์เกอร ์10,000 bp (เลน มก) เซลลเ์อม็ซเีอฟ-7 ทีไ่ม่ไดร้บัสารสกดั (เลนที ่1) 
และเซลลเ์อม็ซเีอฟ-7 ทีไ่ดร้บัสารสกดัความเขม้ขน้ 400 - 600 ไมโครกรมั/มลิลลิติร ทีร่ะยะเวลา 12 ชัว่โมง (เลนที ่2 - 4) 
18 ชัว่โมง (เลนที ่5 - 7) และ 24 ชัว่โมง (เลนที ่8 - 10)  
 
ฤทธ์ิของสารสกดัต่อกิจกรรมของโปรตีนในการ
ตายแบบอะพอพโทซิส  
 จากการศึกษาฤทธิย์ ับยัง้การแบ่งตัวเพิ่ม
จ านวนของเซลลม์ะเรง็เต้านมเอม็ซเีอฟ-7 ทีไ่ดร้บัสาร
สกัดเปลือกทับทิมเข้มข้น 500 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร 
เป็นระยะเวลา 24 ชัว่โมง (ภาพ 1 ง) และความเขม้ขน้
ของสารสกัดเปลือกทับทิมที่ยับยัง้การแบ่งตัวเพิ่ม
จ านวนของเซลล์มะเรง็ได้ 50 เปอร์เซน็ต์ (IC50) ด้วย
วิธี MTT ที่ระยะเวลา 12 - 24 ชัว่โมง มีค่า IC50 อยู่
ในช่วง 513.73 - 459.90 ไมโครกรมั/มลิลลิติร (ตาราง 1) 
เป็นเหตุให้ผู้วิจ ัยเลือกใช้สารสกัดเปลือกทับทิม 
ความเขม้ขน้ 500 ไมโครกรมั/มลิลลิติร เป็นระยะเวลา 

12 - 24 ชัว่โมง ในการศึกษาฤทธิข์องสารสกัดต่อ
กิจกรรมของโปรตีนที่เกี่ยวข้องกับการตายแบบอะ
พอพโทซิสในเซลล์เอ็มซีเอฟ-7 โดยมี actin เป็น
โปรตีนควบคุมการโหลดให้แต่ละเลนมีมาตรฐาน
เดยีวกนัในการทดสอบด้วยวธิ ีWestern blotting จาก
การศึกษาพบว่า สารสกัดสามารถชักน าให้เกิดการ
เปลีย่นแปลงของอะพอพโทตกิโปรตีนของเซลลเ์อม็ซ-ี
เอฟ-7 เมื่อเทยีบกบักลุ่มควบคุม (ภาพ 3) โดยโปรตนี 
bcl-2 , procaspase-9  แ ล ะ  procaspase-7  ข อ ง
เซลลเ์อม็ซเีอฟ-7 มกีจิกรรมลดระดบัลงตามระยะเวลา
ที่เพิ่มขึ้น ในขณะที่โปรตีน PARP ของเอ็มซีเอฟ-7  
มกีารสญูเสยีสภาพตามระยะเวลาทีเ่พิม่ขึน้ (ภาพ 3)  
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ภาพ 3 การแสดงออกของโปรตนี PARP, procaspase-9, procaspase-7 และ bcl-2 ของเซลลม์ะเรง็เตา้นมเอม็ซเีอฟ-7 
ที่ได้รบัสารสกดัเปลอืกทบัทมิดว้ยน ้าความเขม้ขน้ 500 ไมโครกรมั/มลิลลิิตร ที่ระยะเวลาต่าง ๆ เซลล์เอม็ซเีอฟ-7 ที่
ไม่ไดร้บัสารสกดั (เลนที ่1) และเซลลเ์อม็ซเีอฟ-7 ทีไ่ดร้บัสารสกดัทีร่ะยะเวลา 12 - 24 ชัว่โมง (เลนที ่2 - 5)  
 

วิจารณ์ 
 ผลจากการศึกษาแสดงให้เห็นว่า สารสกัด
เปลอืกทบัทมิดว้ยน ้าความเขม้ขน้ต่าง ๆ สามารถยบัยัง้
การเจรญิเตบิโตของเซลลม์ะเรง็เต้านมเอม็ซเีอฟ-7 และ
แตกต่างอย่างมนีัยส าคญัเมื่อให้สารสกดัที่ระดบัความ
เข้มข้นสูงขึ้น (ภาพ 7 และตาราง 7) สอดคล้องกับ
รายงานที่แสดงถึงฤทธิข์องทับทิมต่อการยับยั ้ง
เซลลม์ะเรง็เต้านมสายพนัธุ ์MDA-MB-231, MDA-MB-
435 และเอม็ซเีอฟ-7 [26, 27] เหน็ไดว้่าสารสกดัเปลอืก
ทบัทมิดว้ยน ้ามสี่วนประกอบของสารพฤกษเคมจี านวน
มาก โดยสารสกัดที่ใช้ทดสอบในการทดลองนี้  ได้
ท าการศกึษาวเิคราะห์หาปรมิาณสารประกอบฟีนอลกิ
และฟลาโวนอยด ์ทีพ่บในสารสกดัเปลอืกทบัทมิดว้ยน ้า
และเอทานอล 70 เปอรเ์ซน็ต์ มาก่อนแลว้ [33] โดยสาร
สกัดด้วยน ้ ามีปริมาณของฟีนอลิกเท่ากับ 380.54 ± 
5.87 ไมโครกรมัสมมูลกรดแกลลิก/มิลลิกรมัสารสกัด 
และมีปริมาณของฟลาโวนอยด์เท่ากบั 26.04 ± 0.93 
ไมโครกรัมสมมูลคาเทชิน/มิลลิกรัมสารสกัด ซึ่ง
ปริมาณฟีนอลิกและฟลาโวนอยด์ที่ได้คิดเป็น 84.64 
และ 67.74 เปอรเ์ซน็ต์ ของสารสกดัดว้ยเอทานอล และ
สารสกัดเปลือกทับทิมด้วยน ้ ายังสามารถยับยัง้การ

แบ่งตวัเพิม่จ านวนเซลลม์ะเรง็เตา้นมเอม็ซเีอฟ-7 ไดอ้กี
ดว้ย โดยมคี่า IC50 เท่ากบั 471.80 ± 4.37 ไมโครกรมั/
มลิลลิติร เมื่อทดสอบด้วยวธิ ีMTT หลงัได้รบัสารสกดั
เป็นเวลา 24 ชัว่โมง [33] และสารสกัดเปลือกทบัทิม
ด้วยเอทานอล 70 เปอร์เซน็ต์ มฤีทธิย์บัยัง้การแบ่งตวั
เพิ่มจ านวนของเซลล์เอ็มซีเอฟ-7 เมื่อทดสอบด้วยวธิ ี
MTT [32] สอดคล้องกับผลที่ได้รายงานในการศึกษา
ครัง้นี้ (ตาราง 1) Manasathien และ Indrapichate [32] 
ยงัไดร้ายงานว่าสารสกดัเปลอืกทบัทมิดว้ยเอทานอล 70 
เปอร์เซ็นต์ ชกัน าการตายของเซลล์เอ็มซีเอฟ-7 ผ่าน
กระบวนการอะพอพโทซสิ โดยฤทธิข์องสารสกดัทีม่ต่ีอ
เซลลเ์อม็ซเีอฟ-7 อาจเกีย่วขอ้งกบัสารฟีนอกลกิต่าง ๆ 
ที่พบในเปลอืกทบัทมิ ได้แก่ กรดไฮดรอกซเีบนโซอิก 
กรดไฮดรอกซีซนินามกิ ฟลาแวน-3-ออล ฟลาโวนอล 
ฟลาโวน แอนโทไซยานิน แอนโทไซยานิดนิ และเอลลา
จิกแทนนิน [9, 12, 13] ที่ออกฤทธิช์่วยเสริมกันใน
บทบาทยบัยัง้เซลลม์ะเรง็เต้านม ซึง่มรีายงานยนืยนัถงึ
บทบาทของฟลาโวนอยด์ชนิดต่าง ๆ ในเปลือกทบัทมิ 
ช่วยเสรมิฤทธิก์นัในการยบัยัง้การเจรญิของเซลลม์ะเรง็
เต้านม [38] นอกจากนี้มรีายงานการศกึษาผลของสาร
สกัดทับทิมที่มีต่อเซลล์เดอร์มัลไฟโบรบลาสต์ปกติ 
(Normal human dermal fibroblasts) พบว่า ไม่แสดง
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ความเป็นพษิ และมฤีทธิก์ระตุ้นการแบ่งตวัเพิม่จ านวน
ของเซลล ์ตามระดบัความเขม้ขน้ของสารสกดัทีใ่ห ้[39] 
ดังนัน้ ผลจากการศึกษานี้แสดงให้เห็นว่า สารสกัด
เปลือกทับทิมด้วยน ้ ามีฤทธิย์ ับยัง้การแบ่งตัวเพิ่ม
จ านวนของเซลล์มะเรง็เต้านมเอม็ซเีอฟ-7 และมคีวาม
ปลอดภยัเมื่อใชใ้นระดบัทีเ่หมาะสม  

หนึ่งในลกัษณะส าคญัของกระบวนการเกดิอะ
พอพโทซิส ได้แก่ การแตกหักของดีเอ็นเอ ผลจาก
การศกึษาแสดงให้เหน็ว่า สารสกดัเปลอืกทบัทมิด้วย
น ้าสามารถชกัน าใหเ้กดิการแตกหกัของดเีอน็เอภายใน
เซลล์มะเรง็เต้านมเอม็ซเีอฟ-7 ในรูปแบบสมัพนัธ์กบั
ระดบัความเขม้ขน้ (ภาพ 2) มรีายงานว่าสารแอนโทไซ
ยานิน กรดเอลลาจกิ พูนิคาลาจนิ และเอลลาจกิแทน
นิน ซึ่งเป็นสารที่พบในเปลอืกทบัทิม มบีทบาทชกัน า
ให้เกดิอะพอพโทซสิกบัเซลล์มะเรง็ HT-29, HT-115, 
HCT-116 และ Caco-2 [25], [28], [40] อย่างไรกต็าม 
เซลล์เอ็มซีเอฟ-7 ไม่มีการแสดงออกของโปรตีน 
caspase-3 ซึ่งเป็นเอนไซม์ส าคัญของกระบวนการ
เกิดอะพอพโทซิส เนื่องจากกิจกรรมของ caspase-3 
ชกัน าให้โครมาตนิมกีารรวมตวัอดัแน่น ตดัโครงสรา้ง
โมเลกุล PARP และเกดิการแตกหกัของดเีอน็เอ [41] 
ดงันัน้ การแตกหกัของดเีอน็เอเซลล์เอม็ซเีอฟ-7 อาจ
เกดิจากโมเลกุลโปรตนีอื่นทีท่ าหน้าทีเ่ป็นเอนไซม ์โดย
มรีายงานว่า นอกจาก caspase-3 แลว้ยงัม ีcaspase-
7 ทีส่ามารถชกัน าใหด้เีอน็เอเกดิการแตกหกัได ้ซึง่ทัง้ 
caspase-3 และ  caspase-7 มีผลลดกิจกรรมของ 
ICAD ( Inhibitor of caspase-3 activated DNase) ท า
ให้ช่วยสนับสนุนการแตกหักของดีเอ็นเอได้ [42] 
นอกจากนี้ PARP ยงัมบีทบาทส าคญัในการท าหน้าที่
เป็นเอนไซม์เพื่อใช้ในการซ่อมแซมดเีอน็เอทีเ่สยีหาย 
ซึง่ความสามารถในการท าหน้าทีซ่่อมแซมของ PARP 
จะสูญเสียไปในการเกิดอะพอพโทซิส เนื่ องจาก 
caspases ที่มีบทบาทเป็นเอนไซม์เช่นเดียวกนัจะไป
ตัด โครงสร้ า งของ  PARP ที่ เ ป็นซับส เตรทของ 
caspase-3 และ caspase-7 [43] ซึ่งเมื่อเซลล์เอ็มซี-
เอฟ-7 ได้รบัสารสกดัด้วยน ้า แสดงให้เห็นถึงการตดั
โครงสร้างของ PARP ท าให้มีการแสดงออกลดลง
เปลี่ยนแปลงไปตามระยะเวลา (ภาพ 3) การเปลีย่นแปลง
โครงสร้าง PARP ที่เกิดขึ้นนี้เป็นลักษณะส าคญัทาง

ชี ว เ ค มี ที่ บ่ ง ชี้ ถึ ง กิ จ ก ร ร ม ข อ ง  caspase-7  
ทีน่ าไปสู่การแตกหกัของดเีอน็เอ และการเกดิอะพอพ-
โทซิส สอดคล้องกับที่มีรายงานว่า สารสกัดเปลือก
ทบัทมิดว้ยเอทานอล 70 เปอรเ์ซน็ต ์สามารถชกัน าใหม้ี
การตดัโครงสรา้งของ PARP ท าให ้PARP มรีะดบัการ
แสดงออกลดลง และน าไปสู่การแตกหกัของดเีอน็เอใน
เซลลเ์อม็ซเีอฟ-7 [32] ดงันัน้ ผลจากการศกึษาแสดงให้
เหน็ว่า สารสกดัจากเปลอืกทบัทมิด้วยน ้ามฤีทธิช์กัน า
การแตกหกัของดเีอน็เอในเซลลม์ะเรง็เตา้นมเอม็ซเีอฟ-
7 ซึง่เป็นหนึ่งในกลไกการเกดิอะพอพโทซสิ 

ผลจากการศกึษาแสดงใหเ้หน็ถงึบทบาทของ
สารสกัดเปลือกทับทิมด้วยน ้ าความเข้มข้น 500 
ไมโครกรมั/มลิลลิติร ทีร่ะยะเวลา 12 - 24 ชัว่โมง สาร
สกดัสามารถชกัน าให้กจิกรรมของโปรตีนที่เกี่ยวขอ้ง
กบัอะพอพโทซสิภายในเซลลม์ะเรง็เตา้นมเอม็ซเีอฟ-4 
เปลี่ยนแปลงไป เมื่อเปรียบเทียบกับกลุ่มควบคุม  
(ภาพ 3) เซลลป์กตโิดยทัว่ไป การแสดงออกของ bax 
gene เป็นกลไกหนึ่งที่ส าคัญในการชักน าให้เกิดอะ
พอพโทซสิ โดยโปรตีน bax ที่อยู่ในไซโทซอลเมื่อถูก
กระตุ้นจะเปลีย่นโครงสรา้ง และเคลื่อนทีไ่ปยงัเมมเบร
นของไมโทคอนเดรยี ท าใหเ้มมเบรนสญูเสยีศกัยภาพ 
และโปรตีน bax ยงัมีผลในการยบัยัง้การท างานของ 
bcl-2 gene ด้วย [44] ดงันัน้ หากมกีารแสดงออกของ
โปรตนี bax ในระดบัสงูจงึมผีลท าใหก้ารแสดงออกของ
โปรตีน bcl-2 ลดน้อยลง อย่างไรก็ตาม เซลล์เอ็มซี
เอฟ-7 มกีารแสดงออกของโปรตีน bax ต ่า เนื่องจาก
เซลลไ์ม่มกีารแสดงออกของโปรตนี caspase-3 ซึง่เป็น
โปรตนีส าคญัในขัน้ตอนการตดัดเีอน็เอในกระบวนการ
เกดิอะพอพโทซสิ และเมื่อเกดิการแตกหกัของดเีอน็จงึ
ไปมผีลต่อ p53 gene ให้มกีารแสดงออกเพิม่ขึน้ และ
โปรตนี p53 จงึไปมผีลต่อโครงสรา้งของ bax ในไซโทซอล  
[41], [45], [46] ท าให้เซลล์เอ็มซเีอฟ-7 ที่มรีะดบัของ
โปรตนี bax ต ่า จงึมกีารแสดงออกของโปรตีน bcl-2 ใน
ระดบัสูง และขดัขวางการเกดิอะพอพโทซสิของเซลล์ 
[44] คล้ายกับ เซลล์มะเร็งชนิดต่าง ๆ ส่วนใหญ่ 
ที่มีโปรตีน bcl-2 อยู่ ในระดับสูง เนื่ องจาก bcl-2  
มบีทบาทช่วยสนับสนุนใหเ้ซลลอ์ยู่รอด และยบัยัง้การ
เกดิอะพอพโทซสิ ในขณะทีโ่ปรตนี bax มบีทบาทช่วย
เร่งให้เกิดอะพอพโทซิส [31] มีรายงานว่า Tumor 
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necrosis factor-α และอีพิแกลโลคาเทชินแกลเลท 
( epigallocatechin-3 - gallate; EGCG)  ชั ก น า ใ ห้  
reactive oxygen species (ROS) มีระดับสูงขึ้น และ
ลดศกัยภาพของเยื่อหุ้มไมโทคอนเดรีย ซึ่งเกี่ยวขอ้ง
กบัการชกัน าใหเ้กดิอะพอพโทซสิในเซลล์เอม็ซเีอฟ-7 
[47, 48] ในการตอบสนองต่อความเสยีหายหรอืความ
กดดนัทีรุ่นแรง โปรตนี bax จะเคลื่อนทีอ่อกจากพืน้ผวิ
ไมโทคอนเดรยี และท าใหโ้ปรตนี bcl-2 สญูเสยีบทบาท
หน้าที่ เหตุการณ์ลกัษณะเช่นนี้จะน าไปสู่การสูญเสยี
ศักยภาพของเยื่อหุ้มไมโทคอนเดรีย และมีการไหล
ทะลกัของไซโทโครมซ ี(cytochrome c) ออกจากไมโท
คอนเดรีย [49] ดงันัน้ เซลล์เอ็มซีเอฟ-7 ที่ได้รบัสาร
สกัดเปลือกทับทิมด้วยน ้ าจึงลดการแสดงออกของ
โปรตีน bcl-2 ตามระยะเวลาการทดสอบที่เพิ่มขึ้น 
(ภาพ 3) และท าให้มีการตายของเซลล์เอ็มซีเอฟ-7 
เพิ่มมากขึ้น (ตาราง 1) สอดคล้องกบัที่มีรายงานว่า 
สารสกดัเปลอืกทบัทมิดว้ยเอทานอล 70 เปอรเ์ซน็ต์ มี
ฤทธิล์ดการแสดงออกของโปรตีน bcl-2 และชกัน าให้
เซลลเ์อม็ซเีอฟ-7 ตายแบบอะพอพโทซสิ [32] มหีลาย
รายงานยนืยนัว่าสารพฤกษเคมจีากทบัทมิชกัน าใหเ้กดิ
การตายแบบอะพอพโทซิส ผ่านการเพิ่มกจิกรรมของ 
bax และลดการแสดงออกของ bcl-2 ในเซลลม์ะเรง็ชนิด
ต่าง ๆ เช่น เซลลม์ะเรง็ล าไส ้Caco-2 มะเรง็ปอด A549 
lung มะเรง็ต่อมลกูหมาก PC-3 และมะเรง็เตา้นม MDA-
MB-435 เป็นตน้ [23], [27], [28], [50]  
 จากการสูญเสยีศกัยภาพของเยื่อหุ้มไมโท-
คอนเดรยี ท าใหเ้กดิการรัว่ไหลของไซโทโครมซจีากไม
โทคอนเดรีย ซึ่งไซโทโครมซีจะไปมีกิจกรรมกับ 
apoptosis protease activating factor 1  ( apaf-1) 
จากนั ้นมีกิจกรรมร่วมกับ procaspase-9 เกิดเป็น
โมเลกุลของอะพอพโทโซม  (apoptosome) โดยอะ
พอพโทโซมเป็นโมเลกุลส าคัญในการกระตุ้นให้เกิด
กิจกรรมของโปรตีน caspase-3, caspase-6 และ 
caspase-7 และเกิดกระบวนการเพื่อด าเนินไปสู่การ
ตายแบบอะพอพโทซสิ [51, 52] มรีายงานการทดสอบ
กรดเอลลาจกิ เอลลาจแิทนนิน โปรแอนโทไซยานิดนิ 
และอีพิแกลโลคาเทชนิแกลเลท กบัเซลล์มะเรง็ล าไส้ 
Caco-2 มะเร็งต่อมลูกหมาก PC-3 และมะเร็งเต้านม 
MDA-MB-231 พบ ว่ า  ส า ร เ ห ล่ า นี้ มี ฤ ท ธิ ์ชั ก น า

เซลล์มะเร็งให้เกิดอะพอพโทซิสจากช่องทางการ
กระตุ้นกิจกรรมของ caspase-9 [27], [28], [50] โดย
เอลลาจิแทนนิน  และอีพิแกลโลคาเทชินแกลเลท 
สามารถชกัน าเซลล์เอม็ซเีอฟ-7 ให้เกดิอะพอพโทซสิ
ผ่านตวัเริม่ตน้ของ caspase-9 [28], [47] สอดคลอ้งกบั
ทีม่รีายงานว่า สารสกดัเปลอืกทบัทมิดว้ยเอทานอล 70 
เปอร์ เ ซ็นต์  ท า ให้ โ ป รตีน  procaspase-9 มีก า ร
แสดงออกลดลงตามระยะเวลา 12-24 ชัว่โมง ของการ
ทดสอบ [32] ดงันัน้ เซลลเ์อม็ซเีอฟ-7 ทีไ่ดร้บัสารสกดั
เปลอืกทบัทมิด้วยน ้าจงึมรีะดบัโปรตนี procaspase-9 
ลดลงตามระยะเวลาการทดสอบที่เพิ่มขึ้น (ภาพ 3) 
และส่งผลชกัน าเซลลเ์อม็ซเีอฟ-7 เกดิการตายแบบอะ
พอพโทซสิ  
 โปรตีน caspases ต่าง ๆ ที่แพร่กระจาย
ภายในเซลล์ มผีลต่อการเปลี่ยนแปลงลกัษณะรูปร่าง
ของเซลล์จากขัน้ตอนการเกิดอะพอพโทซิส โดย 
caspases มีบทบาทเป็นเอนไซม์เฉพาะส าหรับซับ 
สเตรตส าคญัต่าง ๆ รวมถงึโปรตนีทีเ่ป็นส่วนประกอบ
โครงสร้างของเซลล์ เช่น c-fodrin, gelsolin, PARP, 
p2 1 -activated kinase, focal adhesion kinase และ 
DFF45 [43,53-55] โปรตีน caspase-9 ท าหน้าที่เป็น
เอนไซม์ในช่วงระยะต้นของการเกิดอะพอพโทซิส  
ซึ่งมีบทบาทไปกระตุ้น caspase-3, caspase-6 และ 
caspase-7 ที่ท าหน้าที่เป็นเอนไซม์ในช่วงระยะหลงั
ของการเกดิอะพอพโทซสิ เป็นที่ทราบว่า caspase-3 
เป็นเอนไซม์หลกัที่ส าคญัการเกิดอะพอพโทซิส เช่น 
ส่งผลต่อการจดัเรียงไซโทสเกเลตอน การรวมตวัอนั
แน่นของโครมาทนิ การตดั PARP และการแตกหกัของ
ดเีอน็เอ อย่างไรกต็าม มรีายงานว่า หนูถีบจกัรทีข่าด
การแสดงออกของโปรตีน caspase-3 มผีลกระทบต่อ
จ านวนของเซลลแ์ละการอยู่รอดเพยีงเลก็น้อย ส่วนใน
หนูถบีจกัรทีข่าดการแสดงออกของโปรตนี caspase-3 
และ caspase-7 พบว่า หนูตายหลงัเกดิเนื่องจากความ
ผิดปกติของหวัใจ [56-58] เอนไซม์ caspase-3 และ 
caspase-7 มีประสทิธิภาพในการตดัซบัสเตรตที่เป็น 
DEVD-based peptide, ROCK I, RhoGDI, c-fodrin, 
PARP และ ICAD ได้ใกล้เคยีงกนั [43], [59] Mc Gee 
et al. [59] ได้เสนอว่า caspase-7 เกี่ยวข้องกบักลไก
ของ pyrrolo-1,5-benzoxazepine ในการชกัน าอะพอพโทซสิ
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ของเซลล์เอ็มซีเอฟ-7 และยังพบว่ากิจกรรมของ 
caspase-7 ในเซลล์เอ็มซีเอฟ-7 สามารถมีแนวโน้ม
เพิม่ขึน้ 3 - 5 เท่า จากระดบัปกติ เมื่อได้รบัสารสกดั
จากมะขามป้อม [60] สอดคลอ้งกบัผลการศกึษาในครัง้
นี้ที่พบว่า สารสกดัเปลือกทบัทิมด้วยน ้ามีผลกระตุ้น
การเปลี่ยนแปลงของ procaspase-9 ไปสู่ caspase-9 
ที่เป็นเอนไซม์ในระยะต้นของอะพอพโทซิส และ
เอนไซม์ caspase-9 มีบทบาทในการเปลี่ยนแปลง
โครงสร้าง procaspase-7 ให้เป็น caspase-7 ซึ่งเป็น
เอนไซม์ในระยะหลงัของอะพอพโทซิส ดงันัน้ ระดบั
โปรตีน procaspase-7 จึงลดลงตามระยะเวลาการ
ทดสอบที่เพิม่ขึน้ (ภาพ 3) และมผีลชกัน าเซลล์เอม็ซี
เอฟ-7 ที่ขาดการแสดงออกของ caspase-3 ให้ตาย
แบบอะพอพโทซสิ สอดคล้องกบัรายงานทีพ่บว่า สาร
สกดัเปลอืกทบัทมิดว้ยเอทานอล 70 เปอรเ์ซน็ต์ ท าให้
โปรตีน procaspase-7 มีการแสดงออกลดลงตาม
ระยะเวลาการทดสอบทีเ่พิม่ขึน้ และมคีวามสมัพนัธก์บั
การตดัโมเลกุลของ PARP ทีเ่ป็นซบัสเตรท [32] 
 การศึกษาในครัง้นี้แสดงว่า สารสกดัเปลือก
ทบัทิมด้วยน ้ามคีุณสมบตัิในการต้านเซลล์มะเร็งเต้า
นมเอม็ซเีอฟ-7 โดยสารสกดัดว้ยน ้าสามารถแสดงฤทธิ ์
ยับยัง้การแบ่งตัวเพิ่มจ านวนของเซลล์  ชักน าการ
แตกหกัของดเีอน็เอ และชกัน าการตายแบบอะพอพโท
ซิส ผ่านการแสดงออกของโปรตีนที่เกี่ยวข้องกับ
ขัน้ตอนการเกิดอะพอพโทซิสในเซลล์เอ็มซีเอฟ-7 ที่
ขาดการแสดงออกของเอนไซม์ caspase-3 โดยสาร
สกดัด้วยน ้ามีบทบาทต่อการลดปริมาณของ bcl-2 ที่
ช่ วยสนับส นุนการอยู่ ร อด  กระ ตุ้นการ เปลี่ ยน 
procaspase-9 ไปเป็น caspase-9 ทีม่บีทบาทต่อเนื่อง
ไปกระตุ้น procaspase-7 ให้เปลี่ยนโครงสร้างไปเป็น 
caspase-7 ที่มีบทบาทเป็นเอนไซม์ และสามารถตัด
ซับสเตรท เช่น PARP ส่งให้ PARP สูญเสียความ 
สามารถในการซ่อมแซมดีเอ็นเอ ดังนัน้ สารสกัด
เปลือกทบัทิมด้วยน ้าสามารถชกัน าอะพอพโทซิสใน
เซลล์เอ็มซีเอฟ-7 และยิ่งเป็นที่น่าสนใจในการน า
เปลอืกทบัทมิซึง่เป็นวสัดุเหลอืทิง้จากกระบวนการแปร
รูปน ้าผลไมม้าเพิม่มลูค่าทางการตลาด และง่ายต่อการ
น าเปลอืกทบัทมิมาใชป้ระโยชน์ ในฐานะของสารต้าน
มะเรง็จากธรรมชาติ อย่างไรกต็าม การศกึษาสารสกดั

จากเปลือกทบัทมิในอนาคต ควรจะทดสอบฤทธิข์อง
สารสกดัทีม่ผีลต่อเซลลเ์ต้านมปกตดิว้ย เพื่อจะช่วยให้
อธบิายถงึการน าสารสกดัไปใชป้ระโยชน์ไดช้ดัเจนมาก
ยิง่ขึน้ 
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