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บทคดัยอ่ 

โรคมะเรง็ทอ่น้ําดเีป็นโรคมะเรง็ชนิดรุนแรงซึง่มกีารตอบสนองทีไ่ม่ดตี่อยาเคมบีําบดัแบบเดมิ ในปัจจุบนัจงึยงั

มคีวามต้องการการศกึษาพฒันากลยุทธ์ใหม่ๆ สําหรบัการรกัษามะเรง็ชนิดน้ี พชืสมุนไพรและผกัพืน้บ้านเป็นแหล่งที่

สําคญัสําหรบัการนํามาพฒันาเป็นยารกัษามะเรง็ การศกึษาน้ีมวีตัถุประสงค์เพื่อตรวจสอบศกัยภาพในการต้านมะเรง็

ของสารสกดัใบมะรุมด้วยน้ําต่อเซลล์มะเร็งท่อน้ําดขีองมนุษย์ชนิด KKU-100 การศกึษาด้วยวธิ ีMTT assay พบว่า  

สารสกดัใบมะรุมลดความสามารถในการมชีวีติของเซลลม์ะเรง็ โดยมคี่า IC50 เท่ากบั 3.8 ± 0.1 และ 2.6 ± 0.3 mg/mL 

ที่เวลา 24 และ 48 ชัว่โมง ตามลําดับ การตรวจสอบด้วยวิธี Clonogenic assay พบว่าสารสกัดมีฤทธิย์ ับยัง้

ความสามารถในการฟอร์มโคโลนีของเซลล์มะเรง็ได ้นอกจากน้ียงัพบว่า เซลล์ทีไ่ดร้บัสารสกดัใบมะรุมทีค่วามเขม้ขน้  

5 mg/mL มสีดัส่วนของเซลล์ทีเ่กดิการตายแบบอะพอพโทซสิในระยะเริม่ตน้ เท่ากบั 10.5 ± 0.7% และเซลล์ทีเ่กดิการ

ตายแบบอะพอพโทซสิในระยะท้ายรวมกบัการตายแบบ necrosis เท่ากบั 23.7 ± 2.3% ผู้วจิยัได้ทําการศกึษาต่อถงึ

ฤทธิข์องสารสกดัใบมะรุมต่อการเคลื่อนทีแ่ละบุกรุกของเซลล์มะเร็งโดยใชว้ธิ ีWound healing และ invasion assay 

ตามลําดับ ผลการศึกษาพบว่า สารสกัดที่ความเข้มข้น 2 mg/mL สามารถยบัยัง้การเคลื่อนที่และการบุกรุกของ

เซลล์มะเร็งท่อน้ําดไีด้อย่างมนัียสําคญัทางสถิต ิโดยสรุป สารสกดัใบมะรุมออกฤทธิต์้านมะเรง็ท่อน้ําดไีด้ โดยมฤีทธิ ์

ยบัยัง้การเจรญิเตบิโต เหน่ียวนําใหเ้ซลล์มะเรง็ตายแบบอะพอพโทซสิ และยบัยัง้ความสามารถในการแพร่กระจายของ

เซลลม์ะเรง็ 
 

คาํสาํคญั: มะเรง็ท่อน้ําด,ี ฤทธิต์า้นมะเรง็, สารสกดัใบมะรุม, อะพอพโทซสิ, การแพร่กระจาย 
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Abstract 

Cholangiocarcinoma (CCA) is an aggressive malignancy with poor responses to conventional 

chemotherapeutic agents. At present, the development of new strategies for treatment of this deadly disease 

is highly desired. Medicinal herbs and dietary plants provide very attractive approaches in chemotherapy. The 

aim of this study was to determine the potential anticancer effect of Moringa oleifera aqueous leaf extract 

(MOE) against human CCA cells, KKU-100. According to the MTT assay, MOE decreased CCA cell viability 

with the IC50 values of 3.8 ± 0.1 and 2.6 ± 0.3 mg/mL at 24 and 48 h, respectively. MOE also inhibited the 

colony forming capability of the cells as determined by clonogenic assay. Moreover, MOE at 5 mg/mL could 

induce the apoptotic cell death of CCA cells by which the percentage of early apoptotic cells and late 

apoptotic/necrosis cells were 10.5 ± 0.7% and 23.7 ± 2.3%, respectively. The anti-migration and anti-invasive 

effects of the extract were subsequently investigated by wound healing and invasion assay, respectively. The 

results showed that MOE could significantly suppress migratory and invasive abilities of CCA cells. Taken 

together, MOE exhibits potential anticancer activities against CCA by limiting ability of cell to thrive, inducing 

apoptotic cell death and suppressing metastatic ability of CCA cells.   
 

Keywords: Cholangiocarcinoma, Anticancer, Moringa oleifera leaf extract, Apoptosis, Metastasis 

 

บทนํา 

มะเร็งท่อน้ําดี (Cholangiocarcinoma) เป็นมะเร็งที่สามารถพบได้ทุกบริเวณของระบบทางเดินน้ําดี ที่มี

อุบตักิารณ์สูงในแถบภูมภิาคเอเชยีตะวนัออกเฉียงใต ้โดยเฉพาะภาคตะวนัออกเฉียงเหนือของประเทศไทย โดยพบใน

ผูช้าย 135 คน ต่อประชากร 100,000 คน และ ในผูห้ญงิ 48 คนต่อประชากร 100,000 คน ซึง่เป็นอุบตักิารณ์ทีสู่งที่สุด

ในโลก [1] สาเหตุทีส่ําคญัคาดว่าเกดิจากการตดิเชื้อพยาธใิบไมต้บั Opisthorchis viverrini และ Clonorchis sinensis 

ทาํใหเ้กดิการอกัเสบเรือ้รงัในท่อน้ําด ีส่งผลใหเ้น้ือเยือ่บรเิวณนัน้อุดมไปดว้ยสาร cytokines และ growth factors ต่างๆ 

ซึ่งสามารถกระตุ้นกลไกการส่งสญัญาณภายในเซลล์ เกดิการกระตุ้นใหเ้ซลล์มกีารเพิม่จาํนวนอย่างมากจนไม่สามารถ

ควบคุมได ้[2] จนพฒันาเป็นมะเรง็ท่อน้ําดใีนเวลาต่อมา  

วธิกีารรกัษามะเรง็ท่อน้ําดทีีไ่ดผ้ลดทีีสุ่ดคอืการผ่าตดั อย่างไรกต็าม ผูป่้วยส่วนมากมกัไม่มอีาการจนกระทัง่

มาพบแพทยด์ว้ยอาการตวัเหลอืงตาเหลอืง ทําใหไ้ดร้บัการวนิิจฉยัเมื่อโรคอยู่ในระยะทีม่กีารแพร่กระจายไปยงัอวยัวะ

อื่นและไม่สามารถทาํการผ่าตดัได ้การรกัษาผูป่้วยกลุ่มน้ีทําไดด้ว้ยการใหย้าเคมบีําบดั โดยยาทีนิ่ยมนํามาใชม้ ี3 ชนิด

ไดแ้ก่ 5-fluorouracil (5-FU), gemcitabine และ platinum compounds เช่น cisplatin และ oxaliplatin [3,4] อย่างไรก็

ตาม ผลการรกัษาด้วยยาดงักล่าวยงัใหผ้ลการรกัษาไม่ดนัีก อีกทัง้ยงัมผีลขา้งเคยีงทีรุ่นแรง ในปัจจุบนัจงึมกีารวจิยั

ศกึษาคน้ควา้หาสารใหม่ๆ ทีม่ศีกัยภาพเพื่อนํามาพฒันาเป็นยาใชร้กัษาผูป่้วยมะเรง็ท่อน้ําด ีหรอืนํามาใชร่้วมกบัยาเคมี

บําบดัทีใ่ชอ้ยู่ในปัจจุบนั เพื่อเพิม่ประสทิธภิาพในการรกัษาใหด้ยีิง่ขึน้  

พชืสมุนไพรทีพ่บในธรรมชาตเิป็นหน่ึงในแหล่งสําคญัของสารทีส่ามารถนํามาพฒันาต่อยอดเพื่อเป็นยารกัษา

โรคมะเรง็ได ้ตวัอย่างยาทีถู่กพฒันาขึน้จากสมุนไพรทีถู่กนํามาใช้เป็นยารกัษาโรคมะเร็งในปัจจุบนั เช่น vincristine, 

vinblastine, topotecan, และ docetaxel เป็นต้น  มะรุมเป็นพชืในวงศ์ Morigaceae มชีื่อวทิยาศาสตร์ว่า Moringa 

oleifera Lam. พบในทอ้งถิน่ของประเทศไทย มรีายงานว่าสารสกดัจากมะรุม มคีุณค่าทางโภชนาการและฤทธิท์างเภสชั

วทิยาหลายประการ ไดแ้ก่ ฤทธิต์้านการอกัเสบ ต้านอนุมูลอสิระ ต้านมะเรง็ ป้องกนัระบบประสาท ลดน้ําตาลและลด

ไขมนัในเลือด [5]  สําหรบัฤทธิต์้านมะเร็ง พบว่า สารสกัดใบและเมล็ดมะรุมใน 70% เอทานอลสามารถยบัยัง้การ

เจริญเติบโตของเซลล์มะเร็งท่อน้ําดแีละเหน่ียวนําการตายแบบอะพอพโทซิส (apoptosis) ได้ [6] นอกจากน้ี ยงัมี
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รายงานถึงฤทธิข์องสารสกัดใบมะรุมในการยบัยัง้การแบ่งตัวของเซลล์และส่งเสริมการตายแบบอะพอพโทซิสของ

เซลล์มะเรง็อื่นๆ อกีหลายชนิด เช่น มะเรง็ปอด [7] มะเรง็ผวิหนัง [8] และมะเรง็ลําไสใ้หญ่ [9] เป็นต้น  นอกเหนือจาก

ฤทธิช์กันําการตายแบบอะพอพโทซสิ ยงัมรีายงานว่า สารสกดัใบมะรุม สามารถยบัยัง้การเคลื่อนทีข่องเซลลม์ะเรง็ต่อม

ลูกหมากได้ด้วย [10] สําหรับสารออกฤทธิท์ี่พบในใบมะรุมนัน้ พบว่ามีหลายชนิด ได้แก่ สารกลุ่ม phenolics, 

flavonoids, glucosinolates, tannins, alkaloids, triterpenes และกลุ่ม isothiocyanates [11]  

เน่ืองจาก ในใบมะรุมพบสารสาํคญัออกฤทธิห์ลายชนิด ซึง่สารต่างๆ เหล่าน้ีมคีวามสามารถละลายแตกต่างกนั

ในตวัทําละลายแต่ละชนิด ดงันัน้ การสกดัใบมะรุมดว้ยตวัทาํละลายต่างชนิดกนั จะไดช้นิดและปรมิาณสารสําคญัออก

ฤทธิแ์ตกต่างกนัไป ในงานวจิยัน้ี มวีตัถุประสงคเ์พื่อทดสอบฤทธิต์า้นมะเรง็ท่อน้ําดขีองสารสกดัใบมะรุมดว้ยน้ําโดยใช้

โมเดลในหลอดทดลองทดสอบกบัเซลลม์ะเรง็ท่อน้ําดชีนิด KKU-100 ซึง่เป็นเซลลท์ีม่รีายงานว่าดือ้ต่อยารกัษามะเรง็ท่อ

น้ําด ีgemcitabine [12] โดยทําการศกึษาฤทธิข์องสารสกดัในการยบัยัง้การเจรญิเตบิโต ฤทธิย์บัยัง้การฟอร์มโคโลนี 

ฤทธิเ์หน่ียวนําการตายแบบอะพอพโทซิส ฤทธิย์บัยัง้การเคลื่อนทีแ่ละการบุกรุกของเซลล์ ผลการศกึษาทีไ่ดจ้ะทําให้

เกิดองค์ความรู้ใหม่เกี่ยวกบัฤทธิต์้านมะเร็งท่อน้ําดขีองสารสกดัจากใบมะรุมด้วยน้ํา และสามารถใช้เป็นแนวทางใน

การศกึษาต่อยอดเกีย่วกบัมะรุมต่อไปในอนาคต 

 

วสัดแุละวิธีการ 

1. การเตรียมสารสกดัใบมะรมุ 

 สารสกัดใบมะรุมเป็นสารสกัดด้วยน้ํา ได้รับอนุเคราะห์จาก ผศ.ปณต ตัง้ สุจริต สาขาเภสัชวิทยา  

คณะแพทยศาสตร์ มหาวทิยาลยัขอนแก่น วธิกีารสกดัโดยย่อคอื นําใบมะรุมแหง้มาตม้เดอืดในน้ํา (ใบมะรุม 100 กรมั 

ต่อน้ํากลัน่ 1 ลติร) เป็นเวลา 40 นาท ีจากนัน้นํามากรอง และนําไป freeze-dried โดยใชเ้ครื่อง lyophilizer เกบ็สาร

สกดัทีไ่ดใ้นภาชนะทีส่ะอาด และเกบ็ใหพ้น้แสงทีอุ่ณภมู ิ4 องศาเซลเซยีส [13] สารสกดัจะถูกนํามาละลายดว้ยน้ําตาม

ความเขม้ขน้ทีต่อ้งการ และกรองดว้ยแผ่นเมมเบรน 0.22 ไมครอน ก่อนนําไปทดสอบกบัเซลลเ์พาะเลีย้ง 

2. การเพาะเลี้ยงเซลลม์ะเรง็ท่อน้ําดี 

 เซลล์เพาะเลี้ยงมะเร็งท่อน้ําดีของมนุษย์ในการวิจัยน้ีคือเซลล์ชนิด KKU-100 ซึ่งได้รับอนุเคราะห์จาก

สถาบนัวจิยัมะเรง็ ท่อน้ําด ีมหาวทิยาลยัขอนแก่น เซลลช์นิดน้ีเป็นเซลลท์ีพ่ฒันามาจาก ผูป่้วยมะเรง็ท่อน้ําดทีีอ่าศยัอยู่

ในภาคตะวนัออกเฉียงเหนือของประเทศไทยซึ่งเป็นเขตพืน้ที่ระบาดของพยาธใิบไมต้บั Opisthorchis viverrini (OV) 

[14] โดยทาํการเพาะเลีย้งเซลลใ์นอาหารเลีย้งเซลลช์นิด Ham’s F12 (Gibco; Thermo Fisher Scientific, Inc.), pH 7.4 

ทีป่ระกอบดว้ย 10% (v/v), fetal bovine serum (FBS) (Gibco; Thermo Fisher Scientific, Inc.), penicillin G 100 

U/mL และ gentamicin sulfate 50 µg/mL เพาะเลี้ยงในตู้บ่มที่ม ี5% CO2 อุณหภูมิ 37°C และทําการถ่ายเซลล์ 

(subculture) ทุก 3 วนั 

3. การทดสอบฤทธ์ิของสารสกดัต่อความสามารถในการมีชีวิตของเซลล ์(Cell viability) ด้วยวิธี MTT assay 

 ทําการทดสอบดว้ยวธิ ี3-(4,5-diamethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide (MTT) assay โดย

ใช้วธิตีามรายงานก่อนหน้าน้ี [15] กรรมวธิโีดยย่อมดีงัน้ี ทําการเพาะเลี้ยงเซลล์ใน 96-well plate ที่ความหนาแน่น 

7,500 เซลล์ต่อหลุม โดยเพาะเลี้ยงในอาหารเลี้ยงเซลล์ทีป่ราศจาก FBS จากนัน้ทําการเตมิสารสกดัสมุนไพรที่ความ

เขม้ขน้ 1-10 mg/mL ทาํการบ่มเซลลท์ิง้ไวเ้ป็นระยะเวลา 24 และ 48 ชัว่โมง เมื่อครบเวลา เตมิสาร MTT ลงไปแลว้ทิง้

ไว ้4 ชัว่โมง ทีอุ่ณหภูม ิ37°C จากนัน้เตมิสาร DMSO ลงไปเพื่อละลายผลกึ formazan และ นําไปวดัค่าการดูดกลนื

แสงที ่570 nm ดว้ยเครื่อง ELIZA microplate reader (Sunrise™, TECAN Austria GmbH, Austria) โดยค่าทีว่ดัไดจ้ะ

นํามาคาํนวณเป็นเปอรเ์ซน็ตก์ารมชีวีติรอดของเซลลท์ดสอบเทยีบกบักลุ่มควบคุม 
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4. การทดสอบฤทธ์ิยบัยัง้การฟอรม์โคโลนีด้วยวิธี Clonogenic assay 

ทําการทดสอบ Clonogenic assay หรือ colony forming assay โดยใช้วิธีตามรายงานก่อนหน้าน้ี [15] 

กรรมวธิโีดยย่อมดีงัน้ี เริม่จากเพาะเลีย้งเซลลใ์น 6-well plate ทีค่วามหนาแน่น 250,000 เซลลต์่อหลุม จากนัน้ใส่สารที่

ต้องการทดสอบลงใน plate ตามความเขม้ขน้ทีต่้องการ ทําการบ่มเซลล์ในตู้อบเลี้ยงเซลล์ทีอุ่ณหภูม ิ37°C เป็นเวลา 

24 ชัว่โมง เมื่อครบกําหนดเวลา ทําการนับเซลล์เพื่อนําไปเพาะเลี้ยงใน plate ใหม่ จํานวน 600 เซลล์/หลุม และเลีย้ง

เซลล์ไวใ้นตู้อบเลี้ยงเซลลต์่อเป็นระยะเวลา 8 วนั เมื่อครบกําหนด ทําการ fixed เซลล์ดว้ย methanol และยอ้มสเีซลล์

ดว้ย crystal violet และถ่ายรูปดูจาํนวนโคโลนีทีเ่กดิขึน้ จากนัน้ ทําการละลายส ีcrystal violet ดว้ย 25% acetic acid 

in 10% methanol แล้วนําไปวดัค่าการดูดกลนืแสงที่ 540 nm ด้วยเครื่อง ELIZA microplate reader (Sunrise™, 

TECAN Austria GmbH, Austria)   

5. การทดสอบฤทธ์ิเหน่ียวนําการตายแบบอะพอพโทซิส 

 หลกัการของการวเิคราะหป์รมิาณเซลลอ์ะพอพโทซสิ คอืในเซลลป์กต ิphosphatidylserine เป็นฟอสโฟลพิดิที่

พบไดต้ามพืน้ผวิภายในของพลาสมาเมมเบรน ในระหว่างการตายแบบอะพอพโทซสินัน้ phosphatidylserine จะยา้ย

ตําแหน่งไปยงัพืน้ผวิภายนอกของพลาสมาเมมเบรน ดงันัน้ จงึสามารถ ใชส้ยีอ้ม Annexin V ซึ่งมคุีณสมบตัทิีส่ามารถ

จบักบั phosphatidylserine ในการตรวจหาอะพอพโทซสิ [16] ในการศกึษาน้ีวดัการตายแบบอะพอพโทซสิ โดยใช ้PE 

Annexin V Apoptosis Detection Kit I (BD Biosciences, San Jose, CA) ตามกรรมวธิทีีบ่รษิทัผูผ้ลติแนะนํา ซึง่วธิน้ีี

เป็นการยอ้มสเีซลลด์ว้ยส ี2 ชนิด ไดแ้ก่ annexin V-phycoerythrin (PE) และ propidium iodide (PI) กรรมวธิโีดยย่อมี

ดงัน้ี ทาํการเพาะเลีย้งเซลลใ์น 6-well plate ทีค่วามหนาแน่น 250,000 เซลลต์่อหลุม โดยเพาะเลีย้งในอาหารเลีย้งเซลล์

ทีป่ราศจาก FBS จากนัน้เตมิสารสกดัใบมะรุมทีค่วามเขม้ขน้ 5 mg/mL ลงใน plate ทําการบ่มเซลล์ในตู้อบเลี้ยงเซลล์

เป็นเวลา 24 ชัว่โมง เมือ่ครบกําหนดเวลา ทาํการยอ้มสเีซลลด์ว้ยสาร Annexin V-PE และ PI บ่มเซลลเ์ป็นเวลา 15 นาท ี

ทีอุ่ณหภูมหิอ้งในทีม่ดื จากนัน้ทําการตรวจสอบการตายของเซลล์ดว้ยเครื่อง flow cytometer (BD Biosciences, San 

Jose, CA) 

6. การทดสอบฤทธ์ิยบัยัง้การเคลื่อนท่ีของเซลลด้์วยวิธี Wound healing assay 

 ทําการทดสอบการเคลื่อนที่ของเซลล์ด้วย Wound healing assay โดยใช้วธิตีามรายงานก่อนหน้าน้ี [15] 

กรรมวธิโีดยย่อมดีงัน้ี ทําการเพาะเลี้ยงเซลลใ์น 24-well plate ทีค่วามหนาแน่น 200,000 เซลล์ต่อหลุม โดยเพาะเลีย้ง

ในอาหารเลี้ยงเซลล์ทีป่ราศจาก FBS จากนัน้ ใช ้micropipette tip ขดีเสน้ สรา้งรอยแผลบน monolayer cell ทําการ

ลา้งเซลลท์ีถู่กขดูใหห้ลุดออกไป และทาํการถ่ายรปูรอยแผล (0 ชัว่โมง) ดว้ยกลอ้งจุลทรรศน์ จากนัน้ใส่สารสกดัใบมะรุม

ที่ความเขม้ 1 และ 2 mg/mL ลงใน plate และเลี้ยงเซลล์ไวใ้นตู้อบเพาะเลี้ยงเซลล์เป็นระยะเวลา 24 และ 48 ชัว่โมง 

เมื่อครบกําหนดเวลา นํามาถ่ายรูปดูการเคลื่อนที่ของเซลล์เทยีบกบัทีเ่วลา 0 ชัว่โมง โดยใช้กล้อง Nikon ECLIPSE 

TS100 inverted microscope (Nikon Instruments Inc., Japan) ทําการคํานวณพืน้ทีข่องรอยแผลและความยาวของ

รอยแผลจากรปูถ่ายโดยใชโ้ปรแกรม Image-Pro Plus software (Media Cybernetics, LP, USA) จากนัน้นําค่าทีไ่ดม้า

คาํนวณเป็นระยะของรอยแผล (Wound distance) โดยการใชส้ตูร  
 

Wound distance = พืน้ทีข่องรอยแผล ÷ ความยาวของรอยแผล  
 

จากนัน้คาํนวณอตัราการปิดของรอยแผล ซึง่หมายถงึอตัราการเคลื่อนทีข่องเซลล ์จากสมการ 

% 𝑊𝑊𝑊𝑊𝑊𝑊𝑊𝑊𝑊𝑊 𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐 = 100 − [�
𝑊𝑊𝑊𝑊𝑊𝑊𝑊𝑊𝑊𝑊 𝑑𝑑𝑑𝑑𝑑𝑑𝑑𝑑𝑑𝑑𝑑𝑑𝑑𝑑𝑑𝑑 𝑎𝑎𝑎𝑎 24 𝑜𝑜𝑜𝑜 48 ℎ

𝑊𝑊𝑊𝑊𝑊𝑊𝑊𝑊𝑊𝑊 𝑑𝑑𝑑𝑑𝑑𝑑𝑑𝑑𝑑𝑑𝑑𝑑𝑑𝑑𝑑𝑑 𝑎𝑎𝑎𝑎 0 ℎ �𝑥𝑥 100] 
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7. การทดสอบฤทธ์ิยบัยัง้การบุกรกุของเซลลด้์วยวิธี Invasion assay 

ทําการเพาะเลี้ยงเซลล์ควบคุมและเซลลท์ดลองในอาหารเลี้ยงเซลล์ทีป่ราศจาก FBS โดยเซลล์ทดลองไดร้บั

สารสกัดใบมะรุมที่ความเข้มข้น 2 mg/mL เลี้ยงเซลล์ลงที่ด้านบนของ QCM ECMatrix Cell Invasion Assay 

(#ECM550, Merck Millipore, Watford, UK) โดยเพาะเลี้ยงเซลล์จํานวน 30,000 เซลล์ / insert well ในส่วนดา้นล่าง

ของ chamber ใส่อาหารเลี้ยงเซลล์ทีม่ ี10% FBS ลงไปเพื่อดงึดูดการบุกรุกของเซลล์ จากนัน้ ทําการบ่มเพาะเลี้ยง

เซลล์ในตู้เพาะเลีย้ง เป็นระยะเวลา 72 ชัว่โมง เมื่อครบกําหนดเวลา ทําการตรวจดูเซลล์ทีบุ่กรุกได ้โดยการ fix ดว้ย 

methanol และย้อมสีด้วยสารละลาย crystal violet จากนัน้นําไปส่องดูและถ่ายรูปเซลล์ ภายใต้กล้องจุลทรรศน์ 

(ECLIPSE Ni–U upright Microscope, Nikon Instruments Inc., Japan) และทาํวเิคราะหผ์ลโดยการนับจาํนวนเซลลท์ี่

บุกรุก แลว้นํามาคาํนวณเป็นค่า % invasion ของกลุ่มทดลองเทยีบกบักลุ่มควบคุม 

8. การวิเคราะห์ทางสถติ 

ผลการทดลองแสดงเป็นค่า mean ± SD ทําการเปรียบเทียบความแตกต่างระหว่างกลุ่มควบคุมและกลุ่ม

ทดลองดว้ยวธิ ีOne-way ANOVA with post hoc Tukey’s test หรอื Student’s t test ตามความเหมาะสม ซึ่งกําหนด

ความแตกต่างอย่างมนัียสาํคญัทางสถติริะหว่างขอ้มลูที ่p < 0.05 โดยใชโ้ปรแกรม IBM SPSS version 24  

 

ผลการศึกษา 

1. ผลของสารสกดัใบมะรมุต่อการมีชีวิตรอดของเซลลม์ะเรง็ท่อน้ําดี 

 จากการทดสอบผลของสารสกดัใบมะรุมต่อการมชีวีติรอดของเซลล์มะเรง็ท่อน้ําดดีว้ยวธิ ีMTT assay ทีเ่วลา 

24 และ 48 ชัว่โมง พบว่า ภายหลงัการทดสอบทีเ่วลา 24 ชัว่โมง เซลล์ทีไ่ดร้บัสารสกดัใบมะรุมทีค่วามเขม้ขน้ 1 และ  

2 mg/mL มอีตัราการรอดชวีติสูงกว่าเซลล์ควบคุมเล็กน้อย อย่างไรก็ตาม เซลล์ที่ได้รบัสารสกดัทีค่วามเขม้ขน้ตัง้แต่  

4 mg/mL ขึ้นไป มอีตัราการรอดชวีติที่ตํ่ากว่าเซลล์ควบคุมอย่างมนัียสําคญัทางสถิติ สําหรบัการทดสอบที่เวลา 48 

ชัว่โมง พบว่า เซลล์ทีไ่ดร้บัสารสกดัใบมะรุมทีค่วามเขม้ขน้ตัง้แต่ 3 mg/mL ขึน้ไป มอีตัราการรอดชวีติทีต่ํ่ากว่าเซลล์

ควบคุมอย่างมนัียสําคญัทางสถติ ิ(ตารางที ่1 และรูปที ่1) สามารถคํานวณค่า IC50 ของสารสกดัไดเ้ท่ากบั 3.8 ± 0.1 

และ 2.6 ± 0.3 mg/mL ทีเ่วลา 24 และ 48 ชัว่โมง ตามลําดบั จากผลการทดลองทีไ่ดน้ี้ แสดงใหเ้หน็ว่าสารสกดัใบมะรุม

สามารถยบัยัง้การมชีวีติรอดของเซลลม์ะเรง็ท่อน้ําดไีด ้
 

ตารางท่ี 1 อตัราการรอดชีวิตของเซลลม์ะเรง็ท่อน้ําดีเมื่อได้รบัสารสกดัใบมะรมุ (แสดงค่าเป็น %) 

เวลา กลุ่ม

ควบคมุ 

กลุ่มทดสอบท่ีได้สารสกดัใบมะรมุ (mg/mL) 

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 

24 

ชัว่โมง 

100.0  118.6 ± 

4.9* 

124.9 

± 5.5* 

113.7 

± 11.9 

44.7 ± 

1.5* 

22.7 ± 

2.9* 

5.9 ± 

1.7* 

2.1 ± 

0.6* 

6.4 ± 

0.6* 

11.1 ± 

0.8* 

9.3 ± 

1.5* 

48 

ชัว่โมง 

100.0  87.8 ± 

8.4 

88.1 ± 

7.9 

11.9 ± 

7.9* 

5.23 ± 

1.7* 

4.4 ± 

0.4* 

1.1 ± 

0.1* 

0.1 ± 

0.5* 

2.2 ± 

0.2* 

4.6 ± 

0.5* 

4.1 ± 

0.4* 

 ค่าในตารางแสดงเป็นค่า mean ± SD (n = 3), * p < 0.05 เมื่อเทยีบกบักลุ่มควบคุม 
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รปูท่ี 1 กราฟแสดงอตัราการรอดชวีติ (Cell viability) ของเซลลม์ะเรง็ท่อน้ําดเีมื่อไดร้บัสารสกดัใบมะรุม 

 

2. ผลของสารสกดัใบมะรมุต่อการฟอรม์โคโลนีของเซลลม์ะเรง็ท่อน้ําดี 

การทดลอง Clonogenic assay เป็นการทดสอบความสามารถของเซลลใ์นการเพิม่จาํนวนและสรา้งโคโลนี มกั

ใชเ้พื่อประเมนิผลกระทบของการรกัษาต่างๆ ต่อการอยู่รอดและการเพิม่จาํนวนของเซลล์ จากการทดสอบผลของสาร

สกดัใบมะรุมต่อการฟอร์มโคโลนีของเซลล์มะเร็งท่อน้ําด ีพบว่า เซลล์ทีไ่ดร้บัสารสกดัทีค่วามเขม้ขน้ 5 mg/mL มกีาร

เจรญิเป็นโคโลนีจํานวนน้อยลงอย่างชดัเจนเมื่อเทยีบกบักลุ่มควบคุม และเมื่อทําการวดัค่าการดูดกลนืแสง (OD) ของ

เซลล์ทีย่อ้มดว้ยส ีcrystal violet พบว่าเซลล์กลุ่มทดลองมค่ีาการดูดกลนืแสงลดลงอย่างมนัียสําคญัทางสถติเิมื่อเทยีบ

กบัเซลล์กลุ่มควบคุม (รูปที ่2) แสดงใหเ้หน็ว่า สารสกดัใบมะรุมสามารถยบัยัง้การฟอร์มโคโลนีของเซลล์มะเรง็ท่อน้ําดไีด ้  

  
รปูท่ี 2 ผลของสารสกดัใบมะรุมต่อการฟอร์มโคโลนีของเซลล์มะเร็งท่อน้ําด ี(A) เซลล์มะเรง็ท่อน้ําดไีด้รบัการทดสอบ

ด้วยสารสกัดใบมะรุมที่ความเข้มข้น 1, 2 และ 5 mg/mL โดยในแต่ละความเข้มข้นทําการทดสอบซ้ํา 5 หลุม  

(B) ค่าการดดูกลนืแสงของเซลลท์ีย่อ้มดว้ยส ีcrystal violet, * p < 0.05 เมื่อเทยีบกบักลุ่มควบคุม  

 

3. ผลของสารสกดัใบมะรมุในการเหน่ียวนําการตายแบบอะพอพโทซิส  

 ผลการทดสอบฤทธิข์องสารสกดัใบมะรุมในการชกันําใหเ้ซลล์มะเร็งท่อน้ําดเีกิดการตายแบบอะพอพโทซสิ 

ด้วยวธิกีารย้อมส ีannexin V-PE และ PI แล้วนําไปวเิคราะห์ดว้ยเทคนิค Flow cytometry พบว่า สารสกดัใบมะรุมที่

ความเขม้ขน้ 5 mg/mL สามารถเหน่ียวนําให้เซลล์มะเร็งท่อน้ําดเีกิดการตายแบบอะพอพโทซิสเพิม่มากขึ้นอย่างมี

นัยสาํคญัทางสถติเิมื่อเทยีบกบัเซลลก์ลุ่มควบคุม โดยมสีดัส่วนของเซลลท์ีเ่กดิ early apoptosis (Quadrant 3 (Q3)) ใน
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กลุ่มที่ได้รบัสารสกดั เท่ากบั 10.5 ± 0.7 % และในกลุ่มควบคุม เท่ากบั 1.6 ± 1.4 % และมสีดัส่วนของเซลล์ทีเ่กดิ late 

apoptosis/necrosis (Q2) ในกลุ่มทีไ่ดร้บัสารสกดั เท่ากบั 23.7 ± 2.3 % และในกลุ่มควบคุม เท่ากบั 2.0 ± 1.9 % ผลการ

ทดลองแสดงในรปูที ่3 

 
รปูท่ี 3 ผลของสารสกดัใบมะรุมในการเหน่ียวนําการตายแบบอะพอพโทซสิ  (A) ผลการวเิคราะหส์ดัส่วนของเซลล์ทีถู่ก

เหน่ียวนําการตายโดยเทคนิค Flow cytometry (Early apoptotic cells (Q3), late apoptotic/necrotic cells (Q2), living 

cells (Q4))  (B) กราฟแสดงค่าสดัส่วนของเซลลท์ีม่ชีวีติ และเซลลท์ีต่ายแบบต่างๆ ของเซลลก์ลุ่มทดสอบเทยีบกบักลุ่ม

ควบคุม ค่าแสดงในกราฟคอืค่า mean ± SD (n = 3), * p < 0.05 เมื่อเทยีบกบักลุ่มควบคุม 

 

4. ผลของสารสกดัใบมะรมุในการยบัยัง้การเคลื่อนท่ีของเซลลม์ะเรง็ท่อน้ําดี 

 ในการทดสอบผลของสารสกดัใบมะรุมต่อการเคลื่อนที่ของเซลล์ด้วยวธิ ีWound healing assay นัน้ ผู้วจิยั

เลอืกใชส้ารสกดัใบมะรุมทีค่วามเขม้ขน้ 1 และ 2 mg/mL ในการทดสอบ เน่ืองจากเป็นความเขม้ขน้ของสารสกดัที่ไม่

พบความเป็นพษิต่อเซลลม์ะเรง็ท่อน้ําด ีเพื่อใหม้ัน่ใจว่า ผลการยบัยัง้การเคลื่อนทีท่ีพ่บไม่ไดเ้กดิจากผลของสารทีท่ําให้

เซลล์ตาย จากผลการทดลองพบว่า ทีเ่วลา 24 ชัว่โมง เซลล์ทีไ่ดร้บัสารสกดัใบมะรุมทีค่วามเขม้ขน้ดงักล่าวมผีลยบัยัง้

การเคลื่อนที่ของเซลล์ได้ ซึ่งพบความแตกต่างอย่างมีนัยสําคญัทางสถิติเมื่อเทียบกับกลุ่มควบคุมที่ความเข้มข้น  

2 mg/mL โดยมค่ีา % Wound closure ของเซลล์ควบคุม และเซลล์ที่ได้รบัสารสกดั 1 และ 2 mg/mL เท่ากบั 36.2 ± 

9.7%, 29.8 ± 8.5% และ 25.7 ± 8.4% ตามลําดบั สอดคลอ้งกบัทีเ่วลา 48 ชัว่โมง เซลลท์ีไ่ดร้บัสารสกดัทีค่วามเขม้ขน้ 

1 และ 2 mg/mL มกีารเคลื่อนทีล่ดลงอย่างเหน็ไดช้ดัเมื่อเทยีบกบักลุ่มควบคุม โดยมค่ีา % Wound closure ของเซลล์

ควบคุมและเซลล์ที่ได้รับสารสกัด 1 และ 2 mg/mL เท่ากับ 56.3 ± 15.2%, 43.9 ± 12.8% และ 34.9 ± 12.7% 

ตามลําดบั โดยพบผลการยบัยัง้การเคลื่อนทีข่องเซลลม์ะเรง็ท่อน้ําดไีดอ้ย่างมนัียสาํคญัทางสถติเิมื่อเซลลไ์ดร้บัสารสกดั

ทีค่วามเขม้ขน้ 2 mg/mL (รปูที ่4) 
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รูปท่ี 4 ผลของสารสกัดใบมะรุมในการยับยัง้การเคลื่อนที่ของเซลล์มะเร็งท่อน้ําดี (A) รูปแสดงการเคลื่อนที่ของ

เซลล์มะเรง็ท่อน้ําดเีมื่อไดร้บัสารสกดัใบมะรุมเทยีบกบัเซลล์กลุ่มควบคุม ทีเ่วลา 24 และ 48 ชัว่โมง (B) กราฟแสดงค่า % 

Wound closure ของเซลล์กลุ่มควบคุมและเซลล์ที่ได้รบัสารสกดั ค่าแสดงในกราฟคอืค่า mean ± SD (n = 6), * p < 0.05 

เมื่อเทยีบกบักลุ่มควบคุม 

 

5. ผลของสารสกดัใบมะรมุในการยบัยัง้การบุกรกุของเซลลม์ะเรง็ท่อน้ําดี 

 ในการทดสอบผลของสารสกดัใบมะรุมต่อการยบัยัง้การบุกรุกของเซลลม์ะเรง็ท่อน้ําดนัีน้ ผูว้จิยัทาํการทดสอบ

ฤทธิข์องสารสกดัทีค่วามเขม้ขน้ 2 mg/mL ซึ่งความเขม้ขน้น้ีไม่พบความเป็นพษิต่อเซลล์มะเรง็ท่อน้ําด ีผลการทดลอง

พบว่า เซลลท์ีไ่ดร้บัสารสกดัใบมะรุมมคีวามสามารถในการบุกรุกน้อยลงเมื่อเทยีบกบัเซลลก์ลุ่มควบคุม (รปูที ่5) 

 
รปูท่ี 5 ผลของสารสกดัใบมะรุมในการยบัยัง้การบุกรุกของเซลล์มะเรง็ท่อน้ําด ี (A) รูปแสดงการบุกรุกของเซลล์มะเรง็

ท่อน้ําดเีมื่อไดร้บัสารสกดัใบมะรุม 2 mg/mL เทยีบกบัเซลลก์ลุ่มควบคุม  (B) กราฟแสดงค่า % Invasion ของเซลลก์ลุ่ม

ควบคุมและเซลลท์ีไ่ดร้บัสารสกดั ค่าแสดงในกราฟคอืค่า mean ± SD (n = 4), * p < 0.05 เมื่อเทยีบกบักลุ่มควบคุม 
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วิจารณ์ 

มะเรง็ท่อน้ําดเีป็นมะเรง็ทีม่คีวามรุนแรง และมกัพบการแพร่กระจายของเซลล์มะเรง็ไปยงัต่อมน้ําเหลอืงและ

อวัยวะอื่นของร่างกาย ซึ่งเป็นสาเหตุสําคัญที่ทําให้ผู้ป่วยเสียชีวิต การพัฒนาค้นคว้าหายาที่สามารถยับยัง้การ

แพร่กระจายของมะเรง็จงึมปีระโยชน์อย่างยิง่ในการรกัษาผูป่้วย  การศกึษาวจิยัน้ีทาํการตรวจสอบเบือ้งต้นถงึฤทธิต์้าน

มะเรง็ท่อน้ําดขีองสารสกดัจากใบมะรุมดว้ยน้ํา ผลการศกึษาพบว่า สารสกดัมฤีทธิย์บัยัง้การเจรญิเตบิโตของเซลลม์ะเรง็ 

เหน่ียวนําใหเ้ซลลม์ะเรง็ตายแบบอะพอพโทซสิ และสามารถยบัยัง้การเคลื่อนทีแ่ละบุกรุกของเซลลม์ะเรง็ท่อน้ําดไีด ้ 

หน่ึงในกลไกสาํคญัของสารตา้นมะเรง็คอื การจาํกดัความสามารถของเซลลม์ะเรง็ในการเจรญิเตบิโต และการ

ยบัยัง้การเพิม่จาํนวนเซลล์อย่างควบคุมไม่ได ้การศกึษาก่อนหน้าน้ีไดร้ายงานถงึผลของสารสกดัใบมะรุมในการยบัยัง้

การเจรญิเตบิโตของเซลลม์ะเรง็หลายชนิดเช่น มะเรง็ต่อมลูกหมาก [17] และมะเรง็ปอด [7] เป็นตน้ สาํหรบัในมะเรง็ท่อ

น้ําด ีมกีารศกึษาก่อนหน้าทีร่ายงานว่า สารสกดัจากเมลด็และใบมะรุมดว้ย 70% เอทานอล มฤีทธิย์บัยัง้การเจรญิเตบิโต

ของเซลล์มะเรง็ท่อน้ําดชีนิด KKU-100 และ RMCCA1 โดยเหน็ผลอย่างชดัเจนตัง้แต่ความเขม้ขน้ 10 µg/mL เป็นต้น

ไป [6] ส่วนสารสกดัเมลด็ของมะรุมดว้ย 95% เอทานอล พบฤทธิใ์นการยบัยัง้การเจรญิเตบิโตของเซลล์มะเรง็ท่อน้ําดี

ชนิด RMCCA1 ไดท้ีค่วามเขม้ขน้ 100 µg/mL เป็นต้นไป [18] ซึ่งผลการทดลองทีไ่ดจ้ากการศกึษาครัง้น้ีสอดคลอ้งกบั

ผลการศกึษาก่อนหน้า โดยพบว่า สารสกดัใบมะรุมด้วยน้ํามฤีทธิย์บัยัง้การเจรญิเติบโตของเซลล์มะเร็งท่อน้ําดชีนิด 

KKU-100 ได ้แต่อย่างไรกต็าม ในการทดลองน้ีพบว่าสารสกดัมผีลยบัยัง้การรอดชวีติของเซลลโ์ดยมค่ีา IC50 เท่ากบั 

3.8 mg/mL ทีเ่วลา 24 ชัว่โมง ซึ่งใกล้เคยีงกบัการศกึษาก่อนหน้าทีร่ายงานผลว่า สารสกดัใบมะรุมดว้ยน้ํายบัยัง้การมี

ชวีติรอดของเซลล์มะเรง็ตบั โดยมคี่า IC50 เท่ากบั 4.5 mg/mL [19] มรีายงานว่าพบสารออกฤทธิใ์นใบมะรุมหลายชนิด 

ไดแ้ก่ สารกลุ่ม phenolics, flavonoids, glucosinolates, tannins, triterpenes, alkaloids และกลุ่ม isothiocyanates 

[11] ซึง่สารสาํคญัทีพ่บเหล่าน้ีมคีวามสามารถละลายแตกต่างกนัในตวัทําละลายแต่ละชนิด ดงันัน้การสกดัใบมะรุมดว้ย

ตวัทําละลายต่างชนิดกนั จะไดช้นิดและปรมิาณสารสําคญัออกฤทธิแ์ตกต่างกนัไป  จากผลการทดลองทีไ่ดน้ี้ แสดงให้

เห็นว่า สารสําคญัของมะรุมในการออกฤทธิย์บัยัง้การเจรญิเตบิโตของเซลล์มะเร็งท่อน้ําดอีาจเป็นสารกลุ่มทีส่ามารถ

ละลายไดด้ใีนเอทานอล ซึ่งเป็นทีน่่าสนใจอย่างยิง่ทีจ่ะทําการศกึษาต่อถงึชนิดของสารออกฤทธิเ์หล่าน้ี นอกจากน้ี ใน

การวิจยัครัง้น้ียงัพบว่า เซลล์ที่ได้รบัการทดสอบด้วยสารสกดัใบมะรุมในความเขม้ขน้ตํ่า (1-2 mg/mL) ที่เวลา 24 

ชัว่โมง มกีารเจรญิเตบิโตของเซลล์เพิม่ขึน้เล็กน้อยเมื่อเทยีบกบัเซลล์กลุ่มควบคุม ซึ่งเป็นไปได้ว่า เซลล์อาจเกดิการ

ปรบัตวัเพื่อการมชีวีติรอดเมื่อได้รบัสารแปลกปลอมจากภายนอก ในการศกึษาน้ียงัพบว่า สารสกดัใบมะรุมดว้ยน้ํามี

ฤทธิย์บัยัง้ความสามารถในการสร้างโคโลนีได้ ซึ่งเป็นลกัษณะสําคญัของเซลล์มะเร็งที่สามารถเพิม่จํานวนอย่างไม่

สิน้สุด ในปัจจุบนัการฆา่มะเรง็โดยการเหน่ียวนําใหเ้กดิการตายของเซลลแ์บบอะพอพโทซสิไดร้บัการยอมรบัว่าเป็นกล

ยุทธ์สําคัญในการค้นหายาต้านมะเร็ง ในการศึกษาน้ี พบว่า ฤทธิข์องสารสกัดใบมะรุมด้วยน้ําในการยับยัง้การ

เจรญิเติบโตของเซลล์มะเร็งท่อน้ําดนัีน้ ส่วนหน่ึงเกิดขึ้นจากการกระตุ้นวถิีการตายแบบอะพอพโทซิสของเซลล์ ซึ่ง

สอดคล้องกบัรายงานก่อนหน้าน้ีทีพ่บว่า สารสกดัใบมะรุมดว้ยเอทานอลสามารถเหน่ียวนําการตายแบบอะพอพโทซสิ

ของเซลล์มะเรง็ท่อน้ําดไีด ้[6,18] แต่อย่างไรกต็าม ต้องใชค้วามเขม้ขน้ของสารสกดัใบมะรุมดว้ยน้ําในขนาดสูงเพื่อชกั

นําให้เซลล์เกิดอะพอพโทซิส นอกเหนือจากเซลล์มะเร็งท่อน้ําดีแล้ว มีรายงานว่าสารสกัดใบมะรุมส่งเสรมิการตาย

แบบอะพอพโทซสิในเซลลม์ะเรง็อื่นอกีหลายชนิดเช่น ปอด [7] มะเรง็ตบั [19] และมะเรง็ลําไสใ้หญ่ [9] เป็นตน้ 

กระบวนการแพร่กระจายของเซลล์มะเร็งประกอบด้วยขัน้ตอนที่สําคญัคอื การเคลื่อนที่และการบุกรุกของ

เซลล ์[20] ในการศกึษาน้ีจงึทาํการตรวจสอบฤทธิข์องสารสกดัใบมะรุมต่อการเคลื่อนทีแ่ละการบุกรุกของเซลลม์ะเรง็ท่อ

น้ําด ีโดยในการศกึษาฤทธิต์่อการเคลื่อนทีแ่ละบุกรุก ผูว้จิยัเลอืกใชค้วามเขม้ขน้ของสารสกดัใบมะรุมทีไ่ม่เป็นพษิต่อ

เซลล์เพื่อเป็นการยนืยนัว่าฤทธิย์บัยัง้การเคลื่อนทีแ่ละบุกรุกของสาร ไม่ไดม้าจากฤทธิใ์นการฆา่เซลล์  ผลการทดลอง

พบว่า สารสกัดใบมะรุมสามารถยบัยัง้การเคลื่อนที่และการบุกรุกของเซลล์มะเร็งท่อน้ําดีได้ ซึ่งผลการศกึษาครัง้น้ี

สอดคลอ้งกบัการศกึษาก่อนหน้าทีร่ายงานว่า สารสกดัจากใบมะรุมมฤีทธิย์บัยัง้การแพร่กระจายของเซลลม์ะเรง็กระดูก 
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[21] และมะเรง็ต่อมลูกหมาก [10] ได ้โดยการศกึษาในมะเรง็ต่อมลูกหมากนัน้ พบว่าสารสําคญัออกฤทธิใ์นสารสกดัใบ

มะรุมเป็นสารกลุ่ม alkaloids [10] 

โดยสรุป สารสกดัใบมะรุมดว้ยน้ํามฤีทธิต์า้นมะเรง็ท่อน้ําดไีด ้อย่างไรกต็าม ต้องใชค้วามเขม้ขน้ของสารสกดั

ค่อนขา้งสงูในการออกฤทธิต์า้นมะเรง็ท่อน้ําด ีผลการศกึษาทีไ่ด ้สามารถใชเ้ป็นขอ้มลูสาํหรบัการศกึษาต่อยอดเกีย่วกบั

สารสําคญัออกฤทธิข์องสารสกดัใบมะรุมโดยการสกดัดว้ยตวัทาํละลายชนิดต่างๆ กนั นอกจากน้ี ยงัเป็นขอ้มูลพืน้ฐาน

เพื่อศกึษาต่อเกีย่วกบัผลของมะรุมต่อโมเลกุลเป้าหมายและการทาํงานของวถิส่ีงสญัญาณต่างๆ ภายในเซลลต์่อไป  
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