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บทคดัย่อ 

เปลอืกทบัทมิ (Pomegranate peel) มฤีทธิท์างชวีภาพหลากหลาย ไดแ้ก่ ต้านอนุมูลอสิระ ต้านการอกัเสบและ

ต้านมะเรง็ และมรีายงานทางแพทย์แผนจนีนํามาใชร้กัษาโรคมะเรง็ได ้งานวจิยัน้ีมวีตัถุประสงค์เพื่อประเมนิความเป็น

พษิและฤทธิย์บัยัง้มะเรง็ลําไสใ้หญ่และทวารหนัก ชนิด HCT116 ของสารสกดัเปลอืกทบัทมิ 2 ชนิด คอื ตวัอย่างสาร

สกดัเปลอืกทบัทมิจากการสกดัดว้ยเอทานอลหรอื PPE1 และสารสกดัเปลอืกทบัทมิสําเรจ็รูปหรอื PPE2 การทดสอบ

เริม่ตน้จากการประเมนิอตัราการรอดชวีติต่อเซลลท์ดสอบดว้ยวธิ ีTrypan blue exclusion พบว่า สารสกดัเปลอืกทบัทมิ

ทัง้ PPE1 และ PPE2 มคีวามเป็นพษิต่อเซลล ์HCT116 โดยเมื่อความเขม้ขน้เพิม่ขึน้ (25-200 µg/ml) ทาํใหอ้ตัราการมี

ชวีติรอดของเซลล์ลดลงและเมื่อบ่มสารสกดัทีร่ะยะเวลาเพิม่ขึน้ (24-48 ชัว่โมง) ทําให้มอีตัราการมชีวีติรอดต่อเซลล์ 

HCT116 ลดลง จากการทดสอบพบว่า ที่ 24 ชัว่โมง มเีซลล์ตายร้อยละ 50 ที่ความเขม้ขน้มากกว่า 200 µg/ml และ

พบว่าทีเ่วลา 48 ชัว่โมง สารสกดั PPE1 และสารสกดั PPE2  ทีค่วามเขม้ขน้ 200 µg/ml มอีตัราการรอดชวีติประมาณ 

50% ทดสอบการยบัยัง้การเพิม่จํานวนเซลล์มะเร็ง ดว้ยวธิ ีMTS และ Clonogenic assay พบว่า HCT116 ที่รบัสาร

สกัดเปลือกทบัทิมทัง้สองชนิดความเข้มข้น 25-75 µg/ml มีจํานวนเซลล์ลดลงอย่างมีนัยสําคญัทางสถิติ (p<0.05)  

เมื่อเทยีบกบักลุ่มควบคุมทีไ่ม่ไดร้บัสารสกดั นอกจากน้ีสารสกดัเปลอืกทบัทมิทําใหจ้ํานวนกลุ่มเซลล์โคโลนีและขนาด

เลก็ลงอย่างชดัเจน แสดงใหเ้หน็ว่า สารสกดัเปลอืกทบัทมิทาํใหเ้กดิความเป็นพษิต่อเซลล์มะเรง็และสามารถยบัยัง้การ

เพิม่จํานวนของเซลล์มะเรง็ลําไสใ้หญ่และทวารหนักได ้สารสกดัเปลอืกทบัทมิมศีกัยภาพทีเ่หมาะสมทีจ่ะนําไปพฒันา

เป็นสารตา้นมะเรง็จากธรรมชาตใินอนาคต 
  

คาํสาํคญั: สารสกดัเปลอืกทบัทมิ, ความเป็นพษิต่อเซลล,์ เซลล์มะเรง็ลําไสใ้หญ ่
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Abstract  

Pomegranate peel (Punica granatum) exhibits diverse biological activities including antioxidant anti-

inflammatory and anti-cancer properties. In Traditional Chinese Medicine, pomegranate peel has been reported 

as a potential treatment for cancer. This study aimed to evaluate the cytotoxicity and anti-cancer effects of two 

pomegranate peel extracts (ethanolic extract; PPE1 and commercial extract; PPE2) on HCT116 colorectal 

cancer cell line. The cell viability was assessed using the trypan blue exclusion assay. The results demonstrated 

that both PPE1 and PPE2 exhibited cytotoxic effects against HCT116 cells at increasing concentrations (25-

200 µg/ml) and times dependent manners (24-48 h). At 24 hours, there was 50% cell death at concentrations 

more than 200 µg/ml. Additionally, at 48 hours, both PPE1 and PPE2 extracts at 200 µg/ml exhibited 

approximately 50% cell viability. We evaluated cell-proliferation and self-renewal abilities using the MTS and 

clonogenic assays. The result revealed that treatment of HCT116 with PPE1 (25-100 µg/ml) caused a 

statistically significant reduction in cell number (p<0.05) compared to the untreated control group. Treatment 

with PPE2 also resulted in a decrease of the cell number (p<0.05). Interestingly, both PPE1 and PPE2 

significantly decreased the number and size of cellular colonies. These findings demonstrate that pomegranate 

peel extracts exhibit cytotoxicity and effectively inhibit the proliferation of colorectal cancer cells (HCT116). 

Pomegranate peel extract has promising potential for future development as a natural anticancer agent. 
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บทนํา                                                     

โรคมะเรง็เป็นสาเหตุการเสยีชวีติของประชากรจาํนวนมาก องคก์ารอนามยัโลกรายงานว่า มผีูเ้สยีชวีติเกอืบ 10 

ลา้นคน โดยเฉพาะอย่างยิง่การเสยีชวีติจากโรคมะเรง็ลําไสใ้หญ่และทวารหนักพบเป็นสาเหตุการเสยีชวีติเป็นอนัดบัที ่2 

จากมะเรง็ทัง้หมด[1] นอกจากน้ีมะเรง็ลําไสใ้หญ่และทวารหนัก ยงัมอุีบตักิารณ์เกดิเป็น 1 ใน 3 ของมะเรง็ทีพ่บในเพศ

ชายและหญงิ โรคมะเรง็เกดิจากเซลลป์กตทิีก่ลายพนัธุ ์(Transformation) เซลลม์ะเรง็สามารถแบ่งตวัเพิม่จาํนวนไดเ้อง

และสามารถแบ่งตวัไรข้ดีจาํกดั[2,3] การรกัษาโรคมะเรง็มวีธิตี่าง ๆ เช่น การผ่าตดั การฉายรงัสแีละการใหย้าเคมบีําบดั 

ซึง่มค่ีาใชจ้่ายสงู ใชร้ะยะเวลาในการรกัษาอย่างต่อเน่ืองและทาํใหเ้กดิอาการขา้งเคยีงเกดิขึน้ได[้4,5] 

เปลอืกทบัทมิ (Punica granatum Linn. (Pomegranate) peel) หรอืเปลอืกแหง้ของทบัทมิ ซึ่งเป็นสมุนไพรจนี

ชนิดหน่ึงที่แพทย์แผนจนีนิยมใช้ในการรกัษาโรคมะเร็ง มรีสเปรี้ยว ฝาด และมฤีทธิอุ่์น มสีรรพคุณฝาดสมานลําไส้  

ต้านอาการท้องเสีย ห้ามเลือด และฤทธิต์้านพยาธิ[6] ตามตําราไทย เปลือกทบัทิมมีสรรพคุณแก้ท้องเสีย แก้บิด  

แก้แผลพุพองเน่าเป่ือย ฝาดสมาน สมานแผล ขับพยาธิ[7] ในเปลือกทับทิมประกอบไปด้วยสารพฤกษเคมี 

(Phytochemicals) หลากหลายชนิด มรีายงานวจิยัพบว่า สารสกดัเปลอืกทบัทมิมสีารกลุ่มแทนนิน ไดแ้ก่ พูนิคาลาจนิ 

(Punicalagin) กรดเอลลาจกิ (Ellagic Acid) กรดแกลลกิ (Gallic acid)[8,9] มฤีทธิใ์นการยบัยัง้การเจรญิและชกันําให้

เกิดการตาย (apoptosis)  ของเซลล์มะเร็งปากมดลูก เซลล์มะเร็งเม็ดเลือดขาว เซลล์มะเร็งตับ[10,11] นอกจากน้ี 

พนิูคาลาจนิ (Punicalagin) ยงัส่งเสรมิใหเ้กดิกระบวนการกลนืกนิตวัเองของเซลลม์ะเรง็เมด็เลอืดขาว[12] และยบัยัง้การ

สร้างหลอดเลอืดใหม่ (anti-angiogenesis) และการเจรญิเติบโตของเซลล์มะเร็งกระดูกชนิดปฐมภูม[ิ13] เอลลาจแิทนนิน 

(Ellagitannins) จากเปลอืกทบัทมิเพิม่ความเป็นพษิต่อเซลล์ ช่วยในการชกันําการตายและหยุดเจรญิในวฏัจกัรเซลล์ 

(Cell cycle arrest) ของเซลล์มะเรง็ลําไสใ้หญ่ (HT-29) รวมถงึยบัยัง้ nuclear factor kappa B (NF-kB) บรรเทาอาการ

เยื่อบุทางเดินอาหารอกัเสบที่เกิดจากการได้รบั 5-Fluorouracil (5-FU) ในการรกัษาโรคมะเร็งลําไส้ใหญ่ได้[14,15] 

นอกจากน้ียงัมฤีทธิต์้านอนุมลูอสิระและต้านการอกัเสบ สามารถลดระดบัของ IL-1β และ IL-6 อกีทัง้ยงัเพิม่ระดบัของ 
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Glutathione peroxidase, SOD, Catalase, และ IL-10[16] แมว้่าสารสกดัจากเปลอืกทบัทมิประกอบดว้ยสารพฤกษเคมี

ทีแ่สดงฤทธิต์า้นมะเรง็ชนิดต่าง ๆ แต่ขอ้มลูการศกึษาฤทธิต์า้นมะเรง็โดยเฉพาะเซลลม์ะเรง็ลําไสใ้หญ่และทวารหนักยงั

ค่อนขา้งจํากดั ดงันัน้งานวจิยัน้ีมวีตัถุประสงค์เพื่อศกึษาประสทิธผิลของสารสกัดเปลือกทบัทมิ พุ่งเป้าหมายที่การ

ทําลายเซลล์มะเร็งลําไส้ใหญ่และทวารหนัก ชนิด HCT116 ด้วยการทดสอบอตัราการรอดชวีติ โดยใช้กระบวนการ

ทดสอบความเป็นพษิต่อเซลล์มะเรง็ดว้ยวธิ ีTrypan Blue Exclusion การทดสอบการยบัยัง้การเพิม่จาํนวนเซลล์มะเรง็

ดว้ยวธิ ีMTS assay และ Clonogenic assay ผลการวจิยัมปีระโยชน์เพื่อเป็นทางเลอืกในการนําสารสกดัเปลอืกทบัทมิ

จากยาสมุนไพรจนีมาใชใ้นการป้องกนัและรกัษาโรคมะเรง็ลําไสใ้หญ่และทวารหนัก 

 

วสัดแุละวิธีการ                                            

การวิจัยน้ีเป็นวิจยัเชิงทดลอง (Experimental research) ในห้องปฏิบตัิการ (Laboratory Research)  ศึกษา

เกี่ยวกบัความเป็นพษิและการยบัยัง้การเพิม่จํานวนเซลล์มะเรง็ลําไสใ้หญ่และทวารหนัก ชนิด HCT116 ดว้ยสารสกดั

เปลอืกทบัทมิ 

1. การเตรียมสารสกดัเปลือกทบัทิม   

สารสกดัเอทานอลจากเปลอืกทบัทมิ 2 ตวัอย่าง ไดแ้ก่ 

1) สารสกดัเปลอืกทบัทมิ 1 หรอื (Pomegranate peel extract 1 หรอื PPE1) เตรยีมโดยนําเปลอืกทบัทมิแหง้

ผสมกบัเอทานอล 60% ในอตัราส่วน 1:5 แลว้ปัน่สารละลายดว้ยเครื่องปัน่ผสมสาร (Overhead Stirrers) ความเรว็รอบ

ตัง้แต่  300-500 รอบต่อนาท ีทําการปัน่สาร 3 ชัว่โมง พกั 2 ชัว่โมง จนครบ 8 ชัว่โมง ทิ้งไว้ใหต้กตะกอนทีอุ่ณหภูม ิ

10-20 องศาเซลเซียล จากนัน้นํามากรองหยาบด้วยผ้าขาวบาง 1 รอบ แล้วพกัไว้ที่อุณหภูม ิ10-20 องศาเซลเซียส 

ทําซ้ําทัง้หมด 3 รอบ จากนัน้นําสารละลายทัง้หมดมากรองละเอยีดดว้ยเครื่องกรองสารละลายแบบสุญญากาศ (Filter 

glass vacuum) โดยใช้กระดาษกรอง WHATMAN Filter paper เบอร์ 1 ความละเอียดที่ 11 µm จากนัน้นํามาระเหย 

แอลกอฮอร์ออกดว้ยเครื่องกลัน่ระเหยสารแบบหมุน (Rotary evaporator) แล้วทําใหเ้ป็นผงแหง้ โดยใชเ้ครื่องทําแห้ง

แบบแช่เยอืกแขง็ (Freeze Dryer Benchtop)[17] จากนัน้ชัง่น้ําหนักส่วนสารสกดั PPE1 ทีไ่ด ้นําไปเกบ็ทีอุ่ณหภูม ิ-25 

องศาเซลเซยีส โดยไม่ใหโ้ดนแสง รอนําไปทดสอบฤทธิต์่อไป  

2) สารสกดัเปลอืกทบัทมิสําเร็จรูป (Pomegranate peel extract 2 หรอื PPE2) ซื้อจากบรษิัท Sciyu Biotech 

Co.,Ltd., ประเทศจนี เป็นสารสกดัจากเอทานอล มปีรมิาณสารสําคญัจากการวเิคราะห์ด้วย HPLC ได้แก่ Ellgalate 

acid (40%), polyphenols (10-70%) และ Punicalagins (30-40%)  

การเตรยีม PPE1 และ PPE2 ก่อนการทดสอบดว้ยการละลายในเอทานอล เพื่อใหไ้ดค้วามเขม้ขน้ 10 มลิลกิรมั/

มิลลิลิตร จากนัน้ทําการเจือจางด้วยน้ํากลัน่และกรองด้วย membrane filter 0.22 µm แล้วเก็บที่อุณหภูมิ 8 องศา

เซลเซยีส และป้องกนัแสง 

2. การเพาะเลี้ยงเซลล ์ 

เซลล์มะเร็งลําไส้ใหญ่และทวารหนักชนิด HCT116 (ATCC, CCL247) ได้รบัสนับสนุนจาก รศ.ดร.ประสทิธิ ์

สุวรรณเลศิ คณะวทิยาศาสตร์ มหาวทิยาลยัมหดิล  โดยเพาะเลี้ยงในอาหารเลี้ยงเซลล์ Dulbecco's Modified Eagle 

Medium (DMEM) ทีม่ ีFetal bovine serum 10 % และ 1% Streptomycin/Penicillin เพาะเลีย้งเซลลใ์นจานอาหาร บ่ม

ในตู้บ่มอุณหภูม ิ37 องศาเซลเซียส มคีวามเขม้ขน้ของคาร์บอนไดออกไซด์ 5% ซึ่งระหว่างการเพาะเลี้ยงจะเปลี่ยน

อาหารเลีย้งเซลลท์ุก 48 ชัว่โมง 
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3. การประเมินอตัราการรอดชีวิตของเซลล ์HCT116 (Viability test) โดยวิธี Trypan Blue Exclusion Method 

เตรียมเซลล์ HCT116 ที่ความหนาแน่น 6x104 cells/ml ใน 12-well plate และปล่อยให้เซลล์เกาะผิวหน้า 

ภาชนะโดยบ่มในตู้เลี้ยงเซลล์ทีอุ่ณหภูม ิ37 องศาเซลเซยีส และมคีวามเขม้ขน้ของคาร์บอนไดออกไซด์ 5% เป็นเวลา

ขา้มคนื 12-18 ชัว่โมง จากนัน้บ่มเซลล์ด้วยสารสกดัเปลอืกทบัทมิ PPE1 และ PPE2 ที่ความเขม้ขน้ 25-200 µg/ml 

เป็นระยะเวลา 24-48 ชัว่โมง เมื่อครบกําหนดเวลา ใหเ้กบ็เซลล์ดว้ยการปัน่ตกตะกอน ทีค่วามเรว็ 1500 rpm 5 นาท ี

และล้างเซลล์ดว้ย PBS 2 ครัง้ แล้วเจอืจางเซลล์ด้วยอาหารเลี้ยงเชื้อที่ไม่ต้องเติมซีรมั จากนัน้ย้อมเซลล์ด้วย 0.4% 

trypan blue dye แล้วปิเปตสารละลายเซลล์ ลงบนอุปกรณ์นับเซลล์ (Hemocytometer) นับจํานวนเซลล์ภายใต้กล้อง

จุลทรรศน์แบบใช้แสง (light microscope) ด้วยกําลงัขยาย 40 เท่า และคํานวณหาอตัราการรอดชีวิต (%Viability) 

[18,19] โดยใชส้ตูร 

% Viability = (จาํนวนเซลลท์ีม่ชีวีติของกลุ่มทีไ่ดร้บัสารสกดั x 100)/ จาํนวนเซลลท์ีม่ชีวีติของกลุ่มควบคุม  

4. การทดสอบฤทธ์ิการมีชีวิตรอดของเซลลม์ะเรง็ลาํไส้ใหญ่ HCT116 โดย MTS assay  

การทดสอบการยบัยัง้การเพิม่จํานวนดว้ยวธิ ี[3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-5-(3-carboxymethoxyphenyl)-2-

(4-sulfophenyl)-2H-tetrazolium] (MTS) assay โดยใช ้Cell Titer 96 Aqueous One Solution Cell Proliferation Assay 

(Promega, สหรฐัอเมรกิา) เพาะเลี้ยงเซลล์มะเร็งชนิด HCT116 ให้มคีวามหนาแน่น 5x103 cells/well ในภาชนะ 96-

well plate ในตู้เลี้ยงเซลล์เป็นเวลา 24 ชัว่โมง จากนัน้บ่มเซลล์ด้วยสารสกดัเปลอืกทบัทมิ PPE1 และ PPE2 โดยใช้

ความเขม้ขน้ 25-75 µg/ml ในตูเ้พาะเลีย้งเซลลท์ีอุ่ณหภูม ิ37 องศาเซลเซยีส และมคีวามเขม้ขน้ของคารบ์อนไดออกไซด ์

5% เป็นเวลา 48 ชัว่โมง เมื่อครบกําหนดเวลา ใหเ้ตมิสารละลาย MTS ปรมิาณ 20 µl ลงในแต่ละหลุม บ่มเป็นเวลา 2-3 

ชัว่โมงในตูเ้พาะเลี้ยงเซลล์ แล้วจงึนําไปวดัค่าการดูดกลนืแสงทีค่วามยาวคลื่น 492 นาโนเมตร ดว้ยเครื่อง Microplate 

reader[20,21] 

5. การทดสอบการแบ่งตวัเพ่ิมจาํนวน (self-renewal) ด้วยวิธี Clonogenic assay 

 เพาะเลี้ยงเซลลม์ะเรง็ชนิด HCT116 ใน 6-well plate บ่มเซลล์เป็นระยะเวลา 24 ชัว่โมง ภายใต้อุณหภูม ิ37 

องศาเซลเซยีสและมคีวามเขม้ขน้ของคาร์บอนไดออกไซด ์5% จากนัน้บ่มเซลล์ดว้ยสารสกดัเปลอืกทบัทมิ PPE1 และ 

PPE2 ทีค่วามเขม้ขน้ต่างๆ เป็นเวลา 48 ชัว่โมง เมื่อครบกําหนดใหด้ดูสารละลายออก และเตมิอาหารเลีย้งเซลลใ์หม่ (ที่

ไม่มสีารสกดั) บ่มเซลลต์่อเป็นเวลา 9-10 วนั และเปลีย่นอาหารเลีย้งเซลลใ์หม่ทุกๆ 2-3 วนั เพื่อดกูารเจรญิและแบ่งตวั

ของเซลล์เป็นกลุ่มโคโลนี จากนัน้ดูดอาหารเลี้ยงเซลล์เก่าออกและล้างด้วย PBS แล้วตรึงเซลล์ด้วย 70% methyl 

alcohol และยอ้มเซลลด์ว้ย 1% crystal violet นับจาํนวนเซลลโ์คโลนี ภายใตก้ลอ้งจุลทรรศน์แบบใชแ้สง ดว้ยกําลงัขยาย 

40 เท่า[22] 

6. การวิเคราะห์ทางสถิติ 

 ค่าทีไ่ดจ้ากการทดสอบและทาํการทดลองจาํนวน 3 ครัง้ในแต่ละการทดลอง แสดงในรูปแบบ ค่าเฉลี่ยและค่า

ความคลาดเคลื่อนมาตรฐาน (mean ± SD) การวเิคราะหห์าความแตกต่างอย่างมนัียสาํคญัทางสถติโิดยใชก้ารวเิคราะห์

ความแปรปรวน (analysis of variance, ANOVA) ดว้ยโปรแกรม SPSS ver.23 ความแตกต่างค่าเฉลีย่ของกลุ่มทดสอบ

เปรยีบเทยีบกบักลุ่มควบคุม ใชก้ารทดสอบ Scheffé โดยระดบันัยสาํคญัทีใ่ชใ้นการระบุความแตกตา่งที ่0.05 (p< 0.05) 
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ผลการศึกษา                                             

1. ผลของสารสกดัเปลือกทบัทิม ต่อการมีชีวิตรอดต่อเซลลม์ะเรง็ลาํไส้ใหญ่ ชนิด HCT116 

การทดสอบสารสกดัเปลอืกทบัทมิชนิด PPE1 และ PPE2 ต่อเซลล์ HCT116 ภายหลงัการบ่มเซลล์และนําไป

ศกึษาการเปลีย่นแปลงภายใตก้ลอ้งจุลทรรศน์ชนิดหวักลบั พบว่าเซลล ์HCT116 ทีไ่ดร้บัสารสกดั PPE1 ทีค่วามเขม้ขน้ 

25-200 µg/ml มกีารเปลี่ยนแปลงแตกต่างจากกลุ่มทีไ่ม่ไดร้บัสารสกดั โดยพบว่ามปีรมิาณเซลล์ลดลงและมลีกัษณะหด

ตัวเป็นวงกลมมากขึ้นภายหลงัการบ่มเป็นเวลา 24 และ 48 ชัว่โมง ดงัแสดงในรูปที่ 1 การเปลี่ยนแปลงดังกล่าว

สอดคลอ้งกบัเซลล ์HCT116 ทีไ่ดร้บัสารสกดัเปลอืกทบัทมิชนิด PPE2 

 

รปูท่ี 1 การเปลีย่นแปลงรปูร่างของเซลลม์ะเรง็ลําไสใ้หญ่ ชนิด HCT116 ของกลุ่มทีไ่ดร้บัสารสกดัและ 

ไม่ไดร้บัสารสกดัเปลอืกทบัทมิ PPE1 และ PPE2 ทีเ่วลา 24 ชัว่โมง (สเกลบาร ์= 50 µm) 

 

จากนัน้ทดสอบอตัราการรอดชวีติ พบว่าเซลล์ HCT116 มอีตัราการรอดชวีติลดลง เมื่อไดร้บัสารสกดั PPE1 

และ PPE2 โดยอตัราการรอดชวีติลดลงตามลําดบัความเขม้ขน้ทีเ่พิม่ขึน้และระยะเวลาทีเ่พิม่ขึน้ แสดงดงัรูปที ่2A และ 

2B พบว่าเมื่อบ่มสกดั PPE1 เป็นเวลา 24 ชัว่โมง มีอตัราการรอดชวีติเท่ากับ 95.85%, 87.40%, 86.32%, 85.29% 

และ 78.97% ตามลําดบัความเขม้ขน้ตัง้แต่ 25 µg/ml ถึง 200 µg/ml และสารสกดั PPE2 มอีตัราการรอดชวีติเท่ากบั 

98.04%, 89.41%, 86.87%, 81.58% และ 79.73% ทีค่วามเขม้ขน้เท่ากนั จากนัน้เมื่อบ่มเซลลเ์ป็นระยะเวลา 48 ชัว่โมง 

สารสกัดทัง้สองชนิดทําให้เซลล์มีอัตราการรอดชีวิตลดลง โดยมีค่าอัตราการรอดชีวิตเท่ากับ 76.62%, 70.84%, 

60.86%, 54.94% และ 50.55% เมื่อบ่มด้วย PPE1 และเซลล์ HCT116 ที่บ่มด้วย PPE2 มอีตัราการรอดชวีติเท่ากบั 

81.63%, 63.41%, 56.60%, 53.30% และ 50.15% ตามลําดบัความเขม้ขน้ 

จากผลการทดสอบอตัราการรอดชวีติ พบว่า ที ่24 ชัว่โมง ทําใหเ้ซลล์ตายรอ้ยละ 50 ทีค่วามเขม้ขน้มากกว่า 

200 µg/ml และพบว่าทีเ่วลา 48 ชัว่โมง สารสกดั PPE1 และสารสกดั PPE2  ทีค่วามเขม้ขน้ 200 µg/ml มอีตัราการมี

ชวีติรอด ประมาณ 50% จากนัน้ผูว้จิยัเลอืกความเขม้ขน้ของสารสกดัเปลอืกทบัทมิทัง้สองชนิดทีค่วามเป็นพษิตํ่า เพื่อ

ทดสอบฤทธิย์บัยัง้เซลลม์ะเรง็ต่อไป  
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รปูท่ี 2 การทดสอบการมชีวีติรอดต่อเซลลม์ะเรง็ลําไสใ้หญ่ ชนิด HCT116 ที ่24 และ 48 ชัว่โมง  

(A) ทดสอบดว้ยสารสกดั PPE1, (B) ทดสอบดว้ยสารสกดั PPE2 (*p<0.05, **p<0.01 แสดงความแตกตา่ง 

อย่างมนัียสาํคญัทางสถติเิมื่อเทยีบกบักลุ่มควบคุม) 

 

2. ผลการทดสอบความสามารถในการลดจาํนวนเซลล ์HCT116 ด้วยสารสกดัเปลือกทบัทิม 

จากนัน้เลอืกความเขม้ขน้ทีเ่ซลล์มอีตัราการรอดชวีติมากกว่ารอ้ยละ 50 เพื่อทดสอบความสามารถในการลด

จํานวนเซลล์ HCT116 ด้วยสารสกัดเปลือกทบัทมิ ด้วยวิธี MTS assay พบว่าเซลล์ HCT116 กลุ่มที่ได้รบัสารสกดั 

PPE1 ที่ความเข้มข้น 25-75 µg/ml สามารถลดจํานวนเซลล์ HCT116 ได้อย่างมีนัยสําคัญทางสถิติ (p<0.05 และ 

p<0.01) ขึน้กบัความเขม้ขน้ของสารสกดัทีไ่ดร้บั และทีค่วามเขม้ขน้เดยีวกนั กลุ่มทีไ่ดร้บัสารสกดั PPE2 สามารถลด

การเพิม่จํานวนของเซลล์อย่างมนัียสาํคญัทางสถติ ิ(p<0.05 และ p<0.01) และขึน้กบัความเขม้ขน้ของสารสกดัทีไ่ดร้บั 

แสดงดงัรูปที ่3 ซึ่งแสดงใหเ้หน็ว่าสารสกดัเอทานอลจากเปลอืกทบัทมิ ทัง้ชนิด PPE1 และ PPE2 มปีระสทิธภิาพการ

ลดจาํนวนต่อเซลลม์ะเรง็ลําไสใ้หญ่ ชนิด HCT116 

 

รปูท่ี 3 ผลการทดสอบการลดจาํนวนเซลลม์ะเรง็ลําไสใ้หญ่ ชนิด HCT116 ดว้ยสารสกดัเปลอืกทบัทมิทีค่วามเขม้ขน้

ต่างๆ ทีเ่วลา 48 ชัว่โมง (A) ทดสอบดว้ยสารสกดั PPE1, (B) ทดสอบดว้ยสารสกดั PPE2 (*p<0.05, **p<0.01  

แสดงความแตกตา่งอย่างมนัียสาํคญัทางสถติ)ิ 
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3. ผลการทดสอบฤทธ์ิยบัยัง้การแบ่งเซลลม์ะเรง็ลาํไส้ใหญ่ ชนิด HCT116 ของสารสกดัเปลือกทบัทิม   

การทดสอบการยบัยัง้การเพิ่มจํานวนต่อเซลล์ HCT116 ของสารสกัดเปลือกทบัทิม ด้วยวิธี clonogenic 

assay เป็นการศึกษาประสิทธภิาพการยบัยัง้การแบ่งตวัเพิ่มจํานวนจากเซลล์เดี่ยวที่เจริญไปเป็นกลุ่มเซลล์โคโลนี     

ผลการทดสอบภายใต้กล้องจุลทรรศน์ต่อการเปลี่ยนแปลงของเซลล ์พบว่า สารสกดัเปลอืกทบัทมิ PPE1 และ PPE2 

ทําใหก้ลุ่มเซลล์โคโลนีมจีาํนวนลดลงและขนาดเลก็ลงเมื่อเทยีบกบักลุ่มควบคุมทีไ่ม่ไดร้บัสารสกดั ดงัรูปที ่4A และจาก

การนับจาํนวนโคโลนี พบว่า ทีค่วามเขม้ขน้ 50 µg/ml กลุ่มทีไ่ดร้บัสารสกดัเปลอืกทบัทมิ PPE1 มจีาํนวนโคโลนีเท่ากบั 

17 ± 3.46 ในขณะทีก่ลุ่มควบคุมทีไ่ม่ไดร้บัสารสกดัมจีาํนวนโคโลนีเท่ากบั 36 ± 4.17 โคโลนี ผลการทดสอบดว้ยสาร

สกดั PPE2 สอดคล้องกบัสารสกดั PPE1 ซึ่งพบว่าจํานวนโคโลนีลดลง เท่ากบั 26.67 ± 3.21 โคโลนี ในขณะที่กลุ่ม

ควบคุมทีไ่ม่ไดร้บัสารสกดัมจีํานวนโคโลนีเท่ากบั 35 ± 2.64 โคโลนี แสดงใหเ้หน็ว่า สารสกดัจากเปลอืกทบัทมิมฤีทธิ ์

ในการยบัยัง้การแบ่งเซลลม์ะเรง็ลําไสใ้หญ่ ชนิด HCT116  
 

 

 
 

รปูท่ี 4 การทดสอบการยบัยัง้การแบ่งเซลลม์ะเรง็ลําไสใ้หญ่ ชนิด HCT116 ของสารสกดัเปลอืกทบัทมิ ทีเ่วลา 48 ชัว่โมง 

(A) แสดงขนาดและจาํนวนโคโลนี, (B) แสดงจาํนวนโคโลนีทีค่วามเขม้ขน้ต่างๆ ของสารสกดั PPE1, (C) แสดงจาํนวนโคโลนี

ทีค่วามเขม้ขน้ตา่ง  ๆของสารสกดั PPE2 (*p<0.05, **p<0.01 แสดงความแตกต่างอย่างมนัียสาํคญัทางสถติ)ิ (สเกลบาร=์ 50 µm) 
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วิจารณ์                                           

ในการทดลองครัง้น้ีแสดงใหเ้หน็วา่ สารสกดัเปลอืกทบัทมิมฤีทธิใ์นการยบัยัง้การเพิม่จาํนวนเซลลม์ะเรง็ลําไส้

ใหญ่และทวารหนัก ชนิด HCT116 ซึ่งแสดงให้เห็นว่า จากการทดสอบ Trypan Blue Exclusion Method และ MTS 

assay ของสารสกดัเปลอืกทบัทมิทําให้มคีวามเป็นพษิต่อเซลล์และลดจํานวนเซลล์ลง จากการทดสอบ Clonogenic 

assay แสดงให้เห็นการยบัยัง้การแบ่งเซลล์ HCT116 โดยแสดงให้เห็นผลการยบัยัง้เซลล์ HCT116 สอดคล้องกัน  

เมื่อทดสอบดว้ยสารสกดัจากเปลอืกทบัทมิทัง้ 2 ชนิด ไดแ้ก่ ตวัอย่างสารสกดัเปลอืกทบัทมิและสารสกดัเปลอืกทบัทมิ

สําเร็จรูป พบว่าตัวอย่างสารสกัดเปลือกทับทิม มีประสิทธิภาพใกล้เคียงกับสารสกัดเปลือกทับทิมสําเร็จรูป  

เมื่อเปรยีบเทยีบในความเขม้ขน้เดยีวกนั ซึ่งสอดคล้องกบัผลการทดสอบของ Amit B. Shirode และคณะ [23] พบว่า 

ผวินอกของเปลอืกทบัทมิ (Fruit skin) สามารถยงัยัง้เซลล์มะเร็งเต้านม (MCF-7) ตามความเขม้ขน้ที่เพิม่ขึ้น 0-100 

µg/ml และระยะเวลาที่เพิ่มขึ้น 0-96 ชัว่โมงได้ รวมถึงแสดงให้เห็นกลไกที่เกี่ยวข้องของการยับยัง้เซลล์ด้วยการ

ยบัยัง้วฏัจกัรเซลล์ ระยะ G2/M และการเหน่ียวนําการเกดิ apoptosis นอกจากน้ี การศกึษาของจริายุส วรรตัน์โภคา

และ จณิณวตัร์ มานะเสถยีร [24] พบว่า สารสกดัเปลอืกทบัทมิมฤีทธิย์บัยัง้การแบ่งตวัเพิม่จํานวนของเซลล์ MCF-7 

โดยการชกันําใหเ้กดิการแตกหกัของ DNA และการเกิด apoptosis ได้ และการศกึษาของ Mostafa I Waly และคณะ 

[25] พบว่า สารสกดัจากเปลอืกทบัทมิสามารถยบัยัง้การเกิดรอยโรคก่อนมะเร็งลําไส้ใหญ่ ผ่านกลไกการต้านอนุมูล

อสิระ และลดความเครยีดออกซเิดชนัในหนูทดลอง 

สารสกัดเปลือกทับทิมมีส่วนประกอบที่สําคญั ได้แก่ Ellagic acid ซึ่งงานวิจยัก่อนหน้าน้ีแสดงให้เห็นว่า 

Ellagic acid มบีทบาทในการยบัยัง้มะเร็ง ได้แก่ มะเร็งปากมดลูก โดยผ่านกระบวนการยบัยัง้สญัญาณ AKT/mTOR 

ดว้ยการกระตุน้การแสดงออกยนี IGFBP7[26] นอกจากน้ีการทดสอบกลไกระดบัเซลล์ในเซลล์มะเรง็เมด็เลอืดขาวและ

มะเร็งลําไส้ใหญ่ พบว่า Ellagic acid กระตุ้นการตายของเซลล์ (Apoptosis) และหยุดวฏัจกัรของเซลล์ (Cell cycle 

arrest) ต่อเซลล์มะเรง็เมด็เลอืดขาวได[้27] แสดงใหเ้หน็ว่า Ellagic acid ทีม่มีากในสารสกดัเปลอืกทบัทมิมบีทบาทใน

การยบัยัง้มะเรง็ได ้อย่างไรกต็าม ควรมกีารวเิคราะห์หาสาระสําคญัในสารสกดัเปลอืกทบัทมิ เพื่อแสดงความสมัพนัธ์

ของปรมิาณสาร ฤทธิท์างชวีภาพและศกึษากลไกการออกฤทธิท์ีเ่กี่ยวขอ้งกบัการยบัยัง้เซลล์มะเรง็ลําไสใ้หญ่และทวาร
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