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Abstract:
This study aimed to investigate the effects of mangosteen peel fractional extracts on the cytotoxicity,

Wilms' tumor 1 (WT1) mRNA and WT1 protein levels of four leukemic cell lines (K562, U937, Molt4, and
HL60) using MTT assay, reverse transcriptase polymerase chain reaction (RT-PCR) and quantitative RT-PCR
(real time RT-PCR) techniques, and Western blot analysis in those four leukemic cell lines. The results
showed that ethyl acetate fraction of mangosteen peel extract gave the best cytotoxicity to leukemic cells
and also decreased rate of cell proliferation in K562 cells. However, the ethanolic fraction extract showed the
best result in Molt4 and U937 cells, and the butanol fraction extract showed the best result in HL60 cells
when compared to vehicle control. The WT1 gene expression inhibit in all mangosteen active fractions at
non-toxic dose (Inhibitory concentration at 20% growth; IC20) in four cell lines and showed that all the active
fractions decreased WT1 mRNA levels in a dose and time dependent manner.
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บทคัดย่อ:
การศึกษาสารสกัดหยาบแยกส่วนจากเปลือกมังคุด ต่อการทำลายเซลล์มะเร็งเม็ดเลือดขาวและยับยั ้ง

การแสดงออกของยนีและโปรตนีวล์ิมทเูมอรว์นัในเซลลม์ะเรง็เมด็เลอืดขาว 4 ชนดิ (K562, Molt4, U937 และ HL60)
โดยวธิ ี3-(4,5 dimethylthiazol-2-yl)-2,5 diphenyltetrazolium bromide (MTT), reverse transcriptase polymerase
chain reaction (RT-PCR) และ quantitative RT-PCR (Real time RT-PCR) และ Western blot ตามลำดับ ผลการศึกษา
พบว่าสารสกัดหยาบแยกส่วนจากเปลือกมังคุดที่สกัดจากเอทธิลอะซิเตตสามารถทำลายเซลล์มะเร็ง และลดอัตรา
การแบง่ตวัของเซลล ์K562 ไดด้ทีีสุ่ด ส่วนสารสกดัทีไ่ดจ้ากเอทธานอล พบวา่ใหผ้ลต่อเซลล ์Molt4 และ U937 ได้ดทีีสุ่ด
และสารสกัดจากบิวทานอล ให้ผลต่อเซลล์ HL60 ได้ดีที่สุด นอกจากนี้ยังได้ศึกษาฤทธิ์ของสารสกัดที่ความเข้มข้น
ที่ไม่เป็นพิษต่อเซลล์กับการแสดงออกของยีนและโปรตีนวิล์มทูเมอร์วัน ผลการศึกษาพบว่าสารสกัดที่สกัดได้จาก
ตัวทำละลายทีใ่ห้ผลท่ีดีจากการลดอตัราการแบง่ตัวของเซลล ์สามารถลดการแสดงออกของยนีและโปรตนีวิล์มทูเมอร์วัน
ในเซลลม์ะเรง็เมด็เลอืดขาวชนดินัน้ได ้และยงัมีฤทธิเ์พิม่ข้ึนตามความเขม้ข้นทีเ่พิม่ข้ึนดว้ย

คำสำคญั: เปลือกมังคดุสกดัแยกสว่น, โปรตนีวล์ิมทเูมอร์วัน, มะเรง็เมด็เลอืดขาว, ยีนวล์ิมทูเมอร์วัน

บทนำ
การแสดงออกของยีนวิล์มทูเมอร์วัน1 (Wilms' tumor

1 gene หรือ WT1 gene) ที่เพิ่มสูงขึ้นในเซลล์เม็ดเลือด
ตัวอ่อนของผู้ป่วยมะเร็งเม็ดเลือดขาวแทบทุกชนิด ยีน
วิล์มทูเมอร์วัน เป็นยีนท่ีกำหนดการสร้างโปรตีนวิล์มทูเมอร์-

วัน  ซ่ึงทำหนา้ทีเ่กีย่วขอ้งกบักระบวนการเจรญิเตบิโต และ
พัฒนาการของเซลล์ชนิดต่างๆ2-3 โดยมีปริมาณการ
แสดงออกเพิ่มขึ้นในผู้ป่วยมะเร็งเม็ดเลือดขาว4 จากการ
ศึกษาพบว่าการแสดงออกของยีนวิล์มทูเมอร์ใช้เป็นตัว
บ่งช้ีทางชีวภาพในการตรวจสอบการดำเนนิของโรคได้
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ได้พยายามนำสารสกัดจากธรรมชาติมาใช้ในการ
รักษาโรคมะเร็งเพื่อลดผลข้างเคียง ซึ่งหนึ่งในสารสกัด
ธรรมชาติที่น่าสนใจคือ มังคุด มีชื่อทางวิทยาศาสตร์ว่า
Garcinia mangostana Linn. ในส่วนของเปลือกถูกนำมาใช้
เป็นยาสมุนไพรพื้นบ้านหรือยาแผนโบราณในการรักษา
อาการปวดทอ้ง โรคกระเพาะเรือ้รัง และโกโนเรยี เป็นตน้5-7

นอกจากนั้นยังพบว่าสามารถใช้ในการต่อต้านการอักเสบ
ได8้  และจากการศึกษาของ Williams และคณะ9 พบว่า
เปลือกของมังคุดมีคุณสมบัติเป็นแอนติออกซิแดนท์
มีสารประกอบต่างๆ หลายชนิดได้แก่ แทนนิน (tannins)
สารในกลุ่มแซนโทน (xanthones) เช่น การ์ซิโนน (gar-
cinone) การท์านนิ (gartanin) แมงโกสตนิ (mangostin)
เป็นต้น นอกจากนี ้ก ็ม ีสารในกลุ ่มอื ่นอีกหลายชนิด
การศึกษานี้มีวัตถุประสงค์เพื่อศึกษาฤทธิ์ของสารสกัด
หยาบแยกสว่นจากเปลอืกมังคุดต่อการทำลายเซลลม์ะเร็ง
เม็ดเลือดขาว 4 ชนิด คือ human erythroid leukemia
(K562), human promyeloid leukemia (HL60), human
monocytic leukemia (U937) และ human lymphoblas-
tic leukemia (Molt4) และยับยั้งการแสดงออกของยีน
และโปรตีนวิล์มทูเมอร์วันในเซลล์มะเร็งเม็ดเลือดขาว 4 ชนิด
โดยวธิ ี RT-PCR, quantitative RT-PCR (real time RT-
PCR) และ Western blot

วัสดุและวิธีการ
การเพาะเลี้ยงเซลล์มะเร็งเม็ดเลือดขาวชนิด

K562, Molt4, U937 และ HL60
เซลล์มะเร็งเม็ดเลือดขาวชนิด K562 ได้รับความ

อนุเคราะห์จาก ดร.ฉายสุรีย์ ศุภวิไล  Molt4, U937 และ HL-
60 ได้รับความอนุเคราะห์จาก ศาสตราจารย์ ดร.วัชระ
กสณิฤกษ ์ เซลลม์ะเรง็เมด็เลอืดขาวทัง้ 4 ชนดิ เพาะเลีย้ง

ในอาหารเลีย้งเซลล ์complete RPMI1640 (GIBCO BRL,
UK)

สารสกัดแยกส่วนจากเปลือกมังค ุดที ่ใช ้
ในการทดสอบ

นำเปลอืกมงัคดุมาอบแหง้ โดยใชอุ้ณหภมิู 50 ๐ซ
นาน 3 วัน ทำการแบ่งเปลือกมังคุดอบแห้งมา 400 กรัม
สกดัดว้ยรอ้ยละ 95 เอทธานอล เปน็เวลา 24 ช่ัวโมง 3 ครัง้
จากน้ันนำมากรองเพือ่แยกเอากากออก แล้วนำสารละลาย
ที่ได้มาทำให้เข้มข้นขึ้น โดยการระเหยด้วยเครื่อง evapo-
rator จะได้ส่วนที่เป็นสารสกัดหยาบเป็นส่วนที่ 1 ออกมา
หลังจากนั้นทำการสกัดแบบแยกส่วน โดยการเพิ่มขั ้ว
ของสารสกัด โดยแบ่งเปลือกมังคุดแห้งมาปริมาณ 600 กรัม
สกัดด้วยเฮกเซน (hexane) ซึ่งจะได้สารสกัดที่ไม่มีขั ้ว
(relative polarity เทา่กบั 0.009) เปน็เวลา 24 ช่ัวโมง 3
ครั ้ง จากนั ้นนำมากรองเพื ่อแยกเอากากออกแล้วนำ
สารละลายท่ีได้มาทำการระเหยด้วยเคร่ือง evaporator  โดย
ให้เหลือส่วนท่ีเป็นสารสกัดหยาบ  หลังจากน้ันส่วนท่ีเป็นกาก
ให้ทำการอบแหง้แล้วนำมาสกดัต่อด้วยสารละลายเอทธลิ-
อะซเิตต (relative polarity เทา่กบั 0.228) เปน็สว่นที ่ 3,
บิวธานอล (relative polarity เท่ากับ 0.602) เป็นส่วน 4
และเมทธานอล (relative polarity เท่ากับ 0.762) เป็นส่วนท่ี
5 ตามลำดบั โดยใชร้ะยะเวลา 24 ช่ัวโมง 3 ครัง้

การศึกษาความเป็นพิษของสารสกัดหยาบ
แยกส่วนจากเปลือกมังคุดต่อเซลล์มะเร็งเม็ดเลือด
ขาว

ศึกษาความเป็นพิษของสารสกัดแยกส่วนเปลือก
มังคุดและสารสกัดแมงโกสตินบริสุทธิ์ ชนิด แอลฟา (α)
และเบต้า (β) แมงโกสตินรวมกัน (Indofine Chemical,
New Jersey, USA) ต่อเซลล์มะเร็งเม็ดเลือดขาวโดยวิธี
MTT ใช้เซลลเ์ริม่ตน้เทา่กบั 1x105 เซลล/์มล. ตามวธิกีาร
ของ Anuchapreeda และคณะ10
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การเพาะเลี ้ยงเซลล์มะเร ็งเม็ดเลือดขาว
ร่วมกับสารสกัดหยาบแยกส่วนจากเปลือกมังคุด
เพื ่อศึกษาการยั ้บยังการแสดงออกของยีนวิล์ม-
ทูเมอรวั์นและโปรตนีวิล์มทเูมอรวั์น

การทดลองใชป้ริมาณเซลลเ์ร่ิมตน้ 2.0x105 เซลล์/
มล. สำหรับเซลล์ K562, Molt 4, HL60 และ 3.0x105 เซลล์/
มล. สำหรับเซลล์ U937 โดยกลุ่มทดสอบจะเติมสารสกัด
หยาบแยกส่วนจากเปลือกมังคุดโดยใช้ความเข้มข้นที่
ไม่เป็นพิษต่อเซลล์ (Inhibitory concentration at 20%;
IC20) ในขณะที่กลุ่มควบคุมจะเติมเฉพาะ Dimethyl sul-
foxide (DMSO) (Sigma-Aldrich) ทำการเพาะเลีย้งเซลล์
เป็นเวลา 48 ชั่วโมง ในตู้บ่มคาร์บอนไดออกไซด์ จากนั้น
จึงทำการเก็บเกี ่ยวเซลล์เพื ่อทำการทดสอบหาระดับ
การแสดงออกของยนีวล์ิมทูเมอร์วัน ต่อไป

การศึกษาระดับการแสดงออกของว ิล ์ม-
ทูเมอร์วันเอ็มอาร์เอ็นเอ (WT1 mRNA) ในเซลล์มะเร็ง
ชนิดต่างๆ

- วิธ ีRT-PCR
ศึกษาการแสดงออกของยีนวิล์มทูเมอร์วัน  โดย

การวัดระดับของ WT1 mRNA ทำการทดลองตามวิธีการ
ของสงิหค์ำ ธิมา และคณะ11

- วิธ ีReal time RT-PCR
นำอาร์เอ็นเอที่สกัดจากชุดน้ำยาสำเร็จรูป High

Pure Isolation RNA Kit (Roche, Germany) มาเปลีย่น
ให้เป็น complementary deoxynucleic acid (cDNA)
โดยใชชุ้ดนำ้ยาสำเรจ็รูป Reverse transcription reagent
Kit (Qiagen, USA) ใช้ primers และ probes ดงันี ้WT1
primers และ probe ประกอบดว้ย WT1 forward primer:
5'-GATAACCACACAACGCCCATC-3', WT1 reverse
primer: 5'-CACACGTCGCACATCCTGAAT-3' และ WT1
probe: 5'FAM-ACACCGTGCGTGTGTATTCTGTATTGG-
TAMRA3' ส่วน  β-actin primers และ probe ประกอบด้วย
β-actin forward primer: 5'-CCCAGCACAATGAAGA
TCAAGATCAT-3', β-actin reverse primer: 5'-

ATCTGCT GGAAGGTGGACAGCGA-3' และ β-actin
probe: 5'FAM-TGAGCGCAAGTACTCCGTGTGGAT
CGGCG-TAMRA3'  ทำปฎิกิริยาโดยใช้น้ำยา QuantitectTM

probe PCR (Qiagen, USA) ใช้เครือ่ง Chromo4 Real-
Time PCR และวเิคราะหด้์วยโปรแกรม Optical monitor 3
ทำการปรับเปรียบค่ากับยีน β-actin และคำนวณค่าการ
แสดงออกของยีนวิล์มทูเมอร์วันจากค่า 2-��CT (Normalized
fold difference)

การศึกษาระดับการแสดงออกของโปรตีน
วิลม์ทูเมอร์วันในเซลล์มะเร็งชนิดต่างๆ ด้วยวิธี
Western blot

นำเซลล์มะเร็งเม็ดเลือดขาวชนิดต่างๆ ที่ผ่าน
การทดสอบมาทำการสกัดโปรตีนจากนิวเคลียส และ
ศึกษาโปรตนีด้วยวธีิ Western blot ตามวธีิการของ สิงห์คำ
ธิมา และคณะ11 โดยใชแ้อนตบิอดชีนดิ rabbit polyclonal
anti-WT1 clone C-19 (Santa Cruz, CA, USA)

การวิเคราะห์ข้อมูลทางสถิติ
ข้อมูลที่ได้นำมาวิเคราะห์ความแตกต่างทางสถิติ

โดยใช ้One-way ANOVA

ผลการศึกษา
ปริมาณของสารสกัดจากเปลือกมังคุดที่ได้

หลังจากสกัดด้วยตัวทำละลายที ่มีความแรงขั ้วที ่
แตกตา่งกนั

 การศกึษาผลของการสกดัเปลอืกมังคดุดว้ยตวัทำ
ละลาย ประกอบดว้ย เมทธานอล เอทธานอล บิวทานอล
เอทธลิอะซิเตต และเฮกเซน ซ่ึงมีความแรงของขัว้ (relative
polarity ซ่ึงเปรยีบเทยีบกบันำ้ทีมี่ polarity เทา่กบั 1.000)
คอื 0.762, 0.654, 0.602, 0.228 และ 0.009 ตามลำดบั
พบวา่รอ้ยละของผลได ้ (%yield) คอื 5.1, 12.3, 4.0, 4.1
และ 4.1 ตามลำดบั
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ผลของสารสกัดหยาบแยกส่วนเปลือกมังคุด
ต่อระดับของวิล์มทูเมอร์วันเอ็มอาร์เอ็นเอในเซลล์
มะเร็งเม็ดเลือดขาว

การศึกษาสารสกัดหยาบแยกส่วนจากเปลือก
มังคดุทีส่กดัไดจ้ากบวิทานอล เอทธานอล เอทธลิอะซเิตต
และเฮกเซน ท่ีความเขม้ข้น 32.6, 31.5, 8.6 และ 6.5 มคก./
มล. ตามลำดับ โดยเซลล์มะเร็งเม็ดเลือดขาวชนิด K562
พบว่าสารสกัดหยาบแยกส่วนจากเปลือกมังคุดที่สกัด
ได้จากบิวทานอล และเอทธานอลมีผลต่อการยับยั้งการ
แสดงออกของยีนวิล์มทูเมอร์วันได้ดีที่สุด รองลงมาคือ
เอทธลิอะซเิตต และเฮกเซน คอื ร้อยละ 53, 50, 38 และ
24 ตามลำดับ (รูปที่ 2ก และ 2จ) สำหรับเซลล์ Molt4
ใช้ความเขม้ข้นของสารสกดั 13.3, 8.9, 3.2 และ 2.7 มคก./
มล. ในการทดสอบตามลำดับ พบว่าส่วนที ่สกัดจาก
เอทธานอลสามารถลดระดับการแสดงออกของยีนวิล์ม-
ทเูมอรว์นัใหผ้ลดทีีสุ่ด คอื ร้อยละ 44 รองลงมาคอื เฮกเซน
เอทธิลอะซิเตต และบิวทานอล ร้อยละ 17, 16 และ 9
ตามลำดับ (รูปที่ 2ข และ 2จ) ส่วนในเซลล์ U937 ใช้
ความเข้มข้น 13.6, 9.1, 4.3 และ 1.5 มคก./มล. พบว่า
ส่วนที่สกัดจากเอทธานอลสามารถลดการแสดงออกของ
ยีนวิล์มทูเมอร์วันได้ดีที่สุด คือ ร้อยละ 35 รองลงมา คือ
เอทธลิอะซเิตต บิวทานอล และเฮกเซน ร้อยละ 18, 9 และ
6 ตามลำดับ (รูปที ่ 2ค และ 2จ) และเซลล์ HL60
ใช้ความเขม้ขน้ 20.1, 15.7, 5.8 และ 7.3 มคก./มล. พบวา่
ส่วนที่สกัดได้จากบิวธานอล สามารถลดการแสดงออก
ของยีนวิล์มทูเมอร์วันได้ดีที่สุด ร้อยละ 43 รองลงมาคือ
เอทธลิอะซเิตต เฮกเซน และเอทธานอล ร้อยละ 11, 8 และ
7 ตามลำดบั (รูปที ่2ง และ 2จ) และยงัทำการตรวจยนืยนั
ผลดังกล่าวด้วยวิธี real time RT-PCR พบว่าผลที่ได้
สอดคลอ้งกนั (รูปที ่2ฉ)

ผลของสารสกัดหยาบแยกส่วนเปลือกมังคุด
ที่ความเข้มข้นและระยะเวลาต่างๆ ต่อระดับของ
วิล์มทูเมอร์วันเอ็มอาร์เอ็นเอในเซลลม์ะเร็งเม็ดเลือด
ขาว

จากการศึกษาในเซลล์ K562 ถึงแม้ว่าสารสกัด
จากบิวธานอล และเอทธานอล จะให้ผลในการยับยั้งที่ดี
อย่างไรก็ตามเมื่อเปรียบเทียบกับสารสกัดจากเอทธิล-
อะซิเตต ซึ่งใช้ในปริมาณน้อยกว่ามาก แต่ให้ผลในการ
ยบัยัง้ทีด่ ีดงันัน้จงึไดน้ำสารสกดัจากเอทธลิอะซเิตตมาใช้
ในการศึกษาผลของความเข้มข้นของสารสกัดต่อการ
แสดงออกของยนี WT1 โดยใชค้วามเขม้ขน้ คอื 5, 10 และ
15 มคก./มล. เป็นระยะเวลา 2 วัน ผลการทดลองพบว่า
สารสกัดสามารถลดการแสดงออกของยีนวิล์มทูเมอร์วัน
ตามความเขม้ข้นของสารสกดัท่ีเพ่ิมมากข้ึน คือ ร้อยละ 48,
60 และ 66 ตามลำดับ เมื่อเปรียบเทียบกับชุดควบคุม
ซึ่งมีความแตกต่างอย่างมีนัยสำคัญทางสถิติที่ระดับค่า
ความเชือ่ม่ันทีร้่อยละ 95 (p<0.05) (รูปที ่3ก) นอกจากนี้
ยังทำการศกึษาผลของระยะเวลาตอ่การแสดงออกของยนี
วล์ิมทเูมอรว์นั โดยใชค้วามเขม้ขน้ 10 มคก./มล. เปน็ระยะ
เวลา 1, 2 และ 3 วัน พบว่าสามารถลดการแสดงออกของยนี
วล์ิมทเูมอรว์นัตามเวลาทีเ่พิม่มากขึน้ คอื ร้อยละ 5, 8 และ
17 ตามลำดับ เมื่อเปรียบเทียบกับชุดควบคุม (รูปที่ 4ก)
ในเซลล์มะเร็งเม็ดเลือดขาวชนิด Molt4 ใช้สารสกัดจาก
เอทธานอลที ่ความเข้มข้น 3, 7 และ 10 มคก./มล.
เปน็ระยะเวลา 2 วัน พบวา่สามารถลดการแสดงออกของ
ยนีวล์ิมทเูมอร์วนัไดต้ามความเขม้ขน้ทีเ่พิม่ขึน้ คอื ร้อยละ
15, 20 และ 66 เมือ่เปรยีบเทยีบกบัชุดควบคมุ (รูปที ่3ข)
นอกจากนี ้ย ังทำการศึกษาผลของระยะเวลาต่อการ
แสดงออกของยีนวิล์มทูเมอร์วัน โดยใช้ความเข้มข้น 7
มคก./มล. พบว่ามีผลทำให้การแสดงออกของยีนวิล์ม-
ทูเมอร์วันลดลงตามเวลาที่เพิ่มมากขึ้น คือร้อยละ 8, 14
และ 28 ตามลำดับ เม่ือเปรียบเทียบกับชุดควบคุม (รูปท่ี 4ข)
สำหรบัในเซลลม์ะเรง็เมด็เลอืดขาวชนดิ U937 ใช้สารสกดั
จากเอทธานอลทีค่วามเขม้ขน้ คอื 3, 5 และ 10 มคก./มล.
เป็นระยะเวลา 2 วัน พบว่าสามารถลดการแสดงออก
ของยีนวิล์มทูเมอร์วันตามความเข้มข้นของสารสกัดที่เพิ่ม
มากขึน้ คอื ร้อยละ 18, 26 และ 34 เมือ่เปรยีบเทยีบกบั
ชุดควบคมุ (รูปที ่3ค) นอกจากนีย้งัพบวา่ทีค่วามเขม้ขน้ 5
มคก./มล. เพาะเลีย้งเปน็ระยะเวลา 1, 2 และ 3 วนั พบวา่
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รูปที ่2 ผลของสารสกัดหยาบแยกส่วนจากเปลือกมังคุดที่สกัดจากตัวทำละลายชนิดต่างๆ ต่อการยับยั้งการ
แสดงออกยนีวิล์มทูเมอร์วัน ในเซลล์มะเร็งเม็ดเลือดขาวด้วยวิธี RT-PCR (ก) K562 (ข) Molt4 (ค) U937
(ง) HL60 (จ) กราฟแทง่แสดงระดบัของยนีวล์ิมทเูมอรวั์นหลงัการปรบัเทยีบคา่ด้วยยนี GAPDH ซ่ึงถกู
วิเคราะห์ด้วยวิธี RT-PCR (ฉ) กราฟแท่งแสดงระดับของยีนวิล์มทูเมอร์วันหลังการปรับเทียบค่าด้วยยีน
βββββ-actin ซึ่งถูกวิเคราะห์ด้วยวิธี Real time RT-PCR (*) แสดงถึงผลการทดสอบที่มีความแตกต่างจาก
Vehicle control อยา่งมนียัสำคญัทางสถติิ (p<0.05)

หมายเหต:ุ Cont = กลุม่ควบคมุ, Deionized distilled water (DW) = นำ้กลัน่ (internal control), Cont = Vehicle control, 1 = สารสกดั
หยาบแยกสว่นเปลอืกมงัคดุทีส่กดัดว้ยเอทธานอล, 2 = สารสกดัหยาบแยกสว่นเปลอืกมงัคดุทีส่กดัดว้ยเอทธลิอะซเิตต, 3 = สารสกดัหยาบ
แยกส่วนเปลือกมังคุดที่สกัดด้วยบิวทานอล, 4 = สารสกัดหยาบแยกส่วนเปลือกมังคุดที่สกัดด้วยเฮกเซน และ * แสดงถึงผลการทดสอบ
ทีมี่ความแตกตา่งจากกลุม่ควบคมุอยา่งมนียัสำคญัทางสถติ ิ(p<0.05)
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สามารถยับยั ้งการแสดงออกของยีนวิล์มทูเมอร์วันได้
ตามเวลาท่ีเพ่ิมมากข้ึน คือ ร้อยละ 4, 13 และ 21 ตามลำดับ
เม่ือเปรียบเทียบกับชุดควบคุม (รูปท่ี 4ค) ส่วนในเซลล์มะเร็ง
เม็ดเลือดขาวชนิด HL60 โดยใช้สารสกัดจากบิวทานอล
ท่ีความเข้มข้น คือ 15, 20 และ 25 มคก./มล. เป็นระยะเวลา
2 วัน พบว่ามีผลทำให้ลดการแสดงออกของยีนวิล์ม-
ทูเมอร์วันตามความเข้มข้นของสารสกัดที่เพิ่มมากขึ้น คือ
ร้อยละ 7, 51 และ 62 (รูปที ่ 3ง) และยงัศกึษาวา่ทีค่วาม
เข้มข้น 20 มคก./มล. เป็นระยะเวลา 1, 2 และ 3 วัน สามารถ
ลดการแสดงออกของยีนวิล์มทูเมอร์วันตามเวลาที่เพิ่ม
มากขึ้น คือ ร้อยละ 15, 24 และ 32 ตามลำดับ เมื่อ
เปรียบเทียบกับชุดควบคุมมีความแตกต่างอย่างมีนัย-
สำคัญทางสถิติท่ีความเช่ือม่ันร้อยละ 95 (p<0.05) (รูปท่ี 4ง)

ผลของสารสกัดหยาบแยกส่วนจากเปลือก
มังคุดต่อระดับของโปรตีนวิล์มทูเมอร์วันในเซลล์
มะเร็งเม็ดเลือดขาว

จากการศึกษาของสิงห์คำ ธิมา และคณะ11 ได้
รายงานระดับของโปรตีนวิล์มทูเมอร์วันในเซลล์มะเร็ง
เม็ดเลือดขาว พบว่ามีเพียงเซลล์ K562 และ Molt4
ที่มีระดับการแสดงออกของโปรตีนวิล์มทูเมอร์วัน และ
สามารถตรวจวัดด้วยวิธ ี Western blot ได้ ดังนั ้น
ในการศึกษานี้จึงใช้เซลล์ K562 และ Molt4 มาเป็นเซลล์
ต้นแบบในการศึกษาผลของสารสกัดหยาบแยกส่วน
จากเปลือกมังคุดต่อระดับการแสดงออกของโปรตีนวิล์ม-
ทูเมอร์วันโดยใช้ความเข้มข้นของสารสกัดหยาบแยกส่วน
เปลอืกมงัคดุทีส่กดัไดจ้ากบวิทานอล เอทธานอล เอทธลิ-
อะซเิตต และเฮกเซน คอื 32.6, 31.5, 8.6 และ 6.5 มคก./
มล. ตามลำดับ ซ่ึงไม่เป็นพิษต่อเซลล์ K562 พบว่า สารสกัด
ทีไ่ดจ้ากบวิทานอล  สามารถลดการแสดงออกของโปรตนี
วิล์มทูเมอร์วันได้ดีที่สุด รองลงมาคือ เอทธานอล เอทธิล-
อะซิเตต และเฮกเซน ตามลำดับ โดยสามารถยับยั้งการ

แสดงออกไดร้้อยละ 59, 34, 23 และ 1 ตามลำดบั (รูปที่
5ก และ 5ค) ส่วนเซลล ์Molt4 ใช้ความเขม้ขน้ คอื 13.3,
8.9, 3.2 และ 2.7 มคก./มล. ตามลำดับ พบว่าสารสกัด
ที่สกัดได้จากเอทธานอลสามารถลดระดับการแสดงออก
ของโปรตีนวิล์มทูเมอร์วันได้ดีท่ีสุด รองลงมา คือ บิวทานอล
เอทธิลอะซิเตต และเฮกเซน ซ่ึงสามารถยับย้ังการแสดงออก
ของโปรตนีวล์ิมทวูนัไดร้้อยละ 23, 4, 2 และ 2 ตามลำดบั
เมื่อเปรียบเทียบกับสารสกัดที่สกัดได้จากส่วนต่างๆ มี
ความแตกต่างอย่างมีนัยสำคัญทางสถิติที่ระดับค่าความ
เชือ่ม่ันทีร้่อยละ 95 (p<0.05) (รูปที ่5ข และ 5ค)

ผลของสารสกัดหยาบแยกส่วนจากเปลือก
มังคุดที่ความเข้มข้นและระยะเวลาต่างๆ ต่อระดับ
ของโปรตีนวิล์มทูเมอร์วันในเซลล์มะเร็งเม็ดเลือดขาว

ทำการศึกษาความเข้มข้นของสารสกัดหยาบ
แยกส่วนเปลือกมังคุดที ่สกัดได้จากเอทธิลอะซิเตต
สำหรับเซลล์มะเร็งเม็ดเลือดขาวชนิด K562 โดยทำการ
กระจายความเข้มข้นเป็น 5, 10 และ 15 มคก./มล.
และสารสกดัจากเอทธานอล สำหรบัเซลล ์Molt4 ใช้ความ
เขม้ขน้ คอื 3, 7 และ 10 มคก./มล. พบวา่สามารถลดระดบั
การแสดงออกของโปรตนีวิล์มทูเมอร์วันได้ เป็นแบบเพ่ิมข้ึน
ตามความเข้มข้นของสารสกัดท่ีเพ่ิมมากข้ึน เม่ือเปรียบเทียบ
กับชุดควบคุม (รูปที ่ 6ก และ 6ค) ทั้งนี ้ยังได้ทำการ
เพาะเลี้ยงเซลล์มะเร็งเม็ดเลือดขาวชนิด K562 ร่วมกับ
สารสกัดหยาบแยกส่วนเปลือกมังคุดที่สกัดได้จากเอทธิล-
อะซเิตตทีค่วามเขม้ขน้ 10 มคก./มล. เปน็เวลา 1, 2 และ 3
วัน และสารสกัดจากเอทธานอล ท่ีความเข้มข้น 7 มคก./มล.
สำหรบัเซลล ์Mot4 พบวา่สามารถลดระดบัการแสดงออก
ของโปรตีนวิล์มทูเมอร์วัน ได้เป็นแบบตามระยะเวลาที่
เพิ่มขึ้นอย่างมีนัยสำคัญทางสถิติที่ระดับค่าความเชื่อมั่น
ทีร้่อยละ 95 (p<0.05) (รูปที ่6ข และ 6ง)



Songkla Med J Inhibitory effect of mangosteen peel extracts on leukemic cells
Vol. 27 No. 5 Sept-Oct 2009 Semsri S, et al.399

รูปที ่5 ผลของสารสกัดหยาบแยกส่วนจากเปลือกมังคุดท่ีสกัดด้วยตัวทำละลายชนิดต่างๆ ต่อระดับของโปรตีน
วิล์มทเูมอรวั์นในเซลลม์ะเรง็เมด็เลือดขาว (ก) K562 (ข) Molt4 และ (ค) กราฟแสดงระดบัของโปรตนี
วิล์มทเูมอรวั์นหลงัการปรับเทียบคา่ด้วยโปรตนี GAPDH

หมายเหต:ุ Control (Cont) = กลุ่มควบคุม, 1 = สารสกัดหยาบแยกส่วนจากเปลือกมังคุดที่สกัดด้วยเอทธานอล, 2 = สารสกัดหยาบ
แยกส่วนจากเปลือกมังคุดที่สกัดด้วยเอทธิลอะซิเตต, 3 = สารสกัดหยาบแยกส่วนจากเปลือกมังคุดที่สกัดด้วยบิวทานอล, 4 = สารสกัด
หยาบแยกสว่นจากเปลือกมังคุดท่ีสกัดด้วยเฮกเซน และ * แสดงถึงผลการทดสอบทีมี่ความแตกตา่งจากกลุ่มควบคุมอย่างมีนัยสำคัญทางสถิติ
(p<0.05)
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วิจารณ์
การศึกษาน้ีศึกษาผลของสารสกัดจากเปลือกมังคุด

ต่อการแบ่งเซลล์ของมะเร็งเม็ดเลือดขาว  ซ่ึงมีกลไกเก่ียวข้อง
กบัการแสดงออกของยนีและโปรตนีวล์ิมทเูมอรว์นั ในการ
ศึกษากลุ่มของสารออกฤทธ์ิในเบ้ืองต้นโดยใช้สารสกัดจาก
เอทธานอลเป็นการศึกษาสารสกัดจากเปลือกมังคุดโดยรวม
พบว่าสารสกัดจากเอทธานอลให้ผลผลิตจากการสกัด
มากทีสุ่ดคอื ร้อยละ 12.3 เนือ่งจากสามารถสกดัไดท้ัง้สาร
ที่มีขั้วและไม่มีขั้วโดยรวมออกมาด้วยกัน รองลงมาคือ
บิวทานอล เอทธิลอะซิเตต เมทธานอล และเฮกเซน ซ่ึงให้ผล
ไดไ้ม่แตกตา่งกนั คอื 4.0, 4.1, 5.1 และ 4.1 ตามลำดบั

ศ ึกษาผลของสารสก ัดหยาบแยกส ่วนจาก
เปลือกมังคุดต่อความเป็นพิษกับเซลล์ พบว่าสารสกัด
หยาบแยกส่วนจากเปลือกมังคุดที่สกัดได้จากเอทธานอล
เอทธลิอะซเิตต บิวทานอล และเฮกเซน มีผลทำลายเซลล์
มะเร็งเม็ดเลือดขาวทั้ง 4 ชนิด แต่เมทธานอลไม่มีฤทธิ์
ทำลายเซลล์มะเร็งเม็ดเลือดขาว ดังนั้นจึงนำสารสกัดที่
สกัดได้จาก 4 ตัว ทำละลาย คือ เอทธานอล เอทธิลอะซิเตต
บิวทานอล และเฮกเซน มาศึกษาผลของสารสกัดต่อการ
แสดงออกของยีนและโปรตีนวิล์มทูเมอร์ว ัน ซึ ่งการ
แสดงออกของยีนวิล์มทูเมอร์วันเคยมีรายงานว่าเกี่ยวข้อง
กบัการแบง่ตวัของเซลล1์2 โดยการศึกษานี้ใช้ความเข้มข้น
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ของสารสกัดที ่ไม่เป็นพิษต่อเซลล์ จากการศึกษาผล
ของสารสกัดต่อการทำลายเซลล์มะเร็งเม็ดเลือดขาว
โดยเปรียบเทียบกับสารสกัดบริสุทธ์ิจากเปลือกมังคุด 2 ชนิด
คือแอลฟา และเบต้าแมงโกสตินรวม และ 9-oxo-xanthene
ซ่ึงเป็นสารออกฤทธ์ิท่ีพบมากในเปลือกมังคุด พบว่าค่า IC50

มีค่า ท่ีใกล้เคียงกับสารสกัดหยาบแยกส่วนจากเปลือกมังคุด
ทีไ่ดจ้ากเอทธลิอะซเิตต ดงันัน้อาจจะเปน็ไปไดว้า่สารสกดั
ที ่สกัดได้จากเอทธิลอะซิเตตน่าจะมีองค์ประกอบของ
แมงโกสติน ซึ ่งเป็นสารหนึ ่งที ่มีส่วนที ่ทำให้สารสกัด
ออกฤทธิ์อยู่มาก ส่วน 9-oxo-xanthene พบว่าไม่มีผล
ทำลายเซลล์มะเร็งเม็ดเลือดขาวทั้ง 4 ชนิด (IC50>100
มคก./มล.) ซ่ึงค่าท่ีได้มีความใกลเ้คียงกบัฤทธิข์องสารสกดั
ท่ีได้จากเมทธานอล  ดังน้ันสารสกัดท่ีสกัดได้จากเมทธานอล
น่าจะมีส่วนประกอบของแซนโทนหรือแซนโทนชนิดอื่นๆ
อยู่มาก

นอกจากนียั้งได้ศึกษาฤทธิข์องสารสกัดจากเปลือก
มังคุดต่อการยับยั้งการแสดงออกของยีนวิล์มทูเมอร์วัน
พบว่าในเซลล์แต่ละชนิดมีการตอบสนองต่อตัวสกัด
แต่ละชนิดไม่เหมือนกัน คือ เซลล์ K562 ให้ผลในการ
ตอบสนองต่อสารสกัดทั้งบิวทานอล เอทธานอล และ
เอทธิลอะซิเตต โดยสามารถลดการแสดงออกของยีน
วิล์มทูเมอร์วันด้วยวิธี RT-PCR และพบว่าการทดสอบ
ในเซลล์ Molt4 และ U937 ที่ทดสอบด้วยสารสกัดจาก
เอทธานอลใหผ้ลในการยบัยัง้ทีด่เีชน่กนั  แตอ่ยา่งไรกต็าม
สารสกัดจากเอทธานอลเป็นเพียงการศึกษาสารสกัด
โดยรวม เมื่อพิจารณาในส่วนของการสกัดแบบแยกส่วน
จะพบว่าสารประกอบท้ังในเฮกเซนและเอธลิอะซิเตต น่าจะ
มีผลต่อการยับยั้งการแสดงออกของยีนวิล์มทูเมอร์วัน ซึ่ง
ต้องพิจารณาผลต่อโปรตีนวิล์มทูเมอร์วันในการทดลอง
ต่อไป ส่วนผลการทดลองในเซลล์ HL60 พบว่าสารสกัด
ทีส่ามารถลดการแสดงออกของยนีวล์ิมทเูมอรว์นัไดด้ทีีสุ่ด
คือสารสกัดที่ได้จากการสกัดด้วยบิวทานอล ซึ่งแตกต่าง
จากเซลล์ K562, Molt4 และ U937 ซึ่งผลในการยับยั้ง
ไม่น่าจะเป็นสารชนิดเดียวกัน นอกจากนี้ผลการศึกษา

ทั้งหมดยังได้ตรวจยืนยันด้วยวิธี real time RT-PCR
ซ่ึงผลจากการศกึษาของทัง้ 2 วธิ ีใหผ้ลทีส่อดคลอ้งกนั

ศึกษาและเปรียบเทียบผลการทดลองกับผลของ
สารสกัดเคอร์คิวมินต่อการแสดงออกของยีนและโปรตีน
วิล์มทูเมอร์ว ัน พบว่าเคอร์คิวมินที ่ความเข้มข้น 10
ไมโครโมลาร ์ (3.68 มคก./มล.) สามารถลดการแสดงออก
ของยีนวิล์มทูเมอร์วันในเซลล์มะเร็งเม็ดเลือดขาวทั้ง 4
ชนิดได้10, 13 ซึ่งความเข้มข้นที่ใช้ใกล้เคียงกับความเข้มข้น
ของสารสกัดเปลือกมังคุดในส่วนของเอทธิลอะซิเตต เมื่อ
ทำการศึกษาการแสดงออกของโปรตีนวิล์มทูเมอร์วัน
ในเซลล์มะเร็งเม็ดเลือดขาวทั้ง 4 ชนิด พบว่าไม่สามารถ
ตรวจวัดระดับการแสดงออกของโปรตีนวิล์มทูเมอร์วัน
ในเซลล ์U937 และ HL60 ได้แม้จะตรวจพบการแสดงออก
ของยีนวิล์มทูเมอร์วันในระดับ mRNA ทั้งนี้เพราะอาจจะ
เกิดขึ ้นเนื ่องจากการแสดงออกของยีนวิล์มทูเมอร์วัน
ในเซลล์มะเร็งเม็ดเลือดขาวทั้ง 4 ชนิด มีระดับที่แตกต่าง
กัน10, 13 ซึ่งอาจจะส่งผลให้มีการแสดงออกของโปรตีนที่
แตกต่างกันไปด้วย

นอกจากนี้กระบวนการหลังการเกิดทรานสเลชั่น
ของเซลล์มะร็งแต่ละชนิด อาจจะส่งผลต่อระดับการ
แสดงออกของโปรต ีนว ิล ์มท ูเมอร ์ว ันท ี ่แตกต่างก ัน
ออกไปด้วย ดังนั้นในการศึกษานี้จึงได้ศึกษาของสารสกัด
หยาบแยกส่วนจากเปลือกมังคุดที่สกัดจากเอทธานอล
เอทธิลอะซิเตต บิวทานอล และเฮกเซน ในเซลล์มะเร็ง
เม็ดเลือดขาวชนิด K562 และ Molt4 เท่าน้ัน  ผลการทดลอง
พบว่าการยับยั้งการแสดงออกของโปรตีนวิล์มทูเมอร์วัน
มีผลสอดคล้องกับผลการยับยั ้งการแสดงออกของยีน
วล์ิมทเูมอรว์นั โดยวธิ ี RT-PCR และ real time RT-PCR
อย่างไรก็ตามจากการศึกษาผลของสารสกัดจากเปลือก
มังคุดที่สกัดแยกด้วยเฮกเซน และเอทธิลอะซิเตตให้ผล
ในการยับย้ังการแสดงออกของยนีวิล์มทูเมอร์วันท่ีใกล้เคียง
กัน แต่เมื่อศึกษาในระดับโปรตีนพบว่าสารสกัดแยกส่วน
จากเฮกเซนไมใ่ห้ผลในการยบัย้ังการแสดงออกของโปรตนี
ดังน้ันสารสกัดแยกสว่นท่ีให้ผลดีท้ังเซลล์ Molt4 และ K562
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ทั้งระดับ mRNA และโปรตีน น่าจะเป็นสารสกัดแยกส่วน
จากเอทธิลอะซิเตต โดยสารที่สำคัญนั้นคาดว่าน่าจะเป็น
สารแมงโกสติน ซึ่งเป็นสารหนึ่งที่มีส่วนที่ทำให้สารสกัด
ออกฤทธ์ิ  อย่างไรก็ตามความแตกตา่งกันในการตอบสนอง
ต่อสารสกดัจากเปลอืกมังคดุของเซลลม์ะเรง็เมด็เลอืดขาว
ทั้ง 4 ชนิด น่าจะเกิดจากความแตกต่างของฟีโนไทฟ์ของ
เซลล์มะเร็งท้ัง 4 ชนิด ซ่ึงมาจากต้นกำเนิดของมะเร็งเม็ดเลือด
ท่ีแตกตา่งกัน

สรุป
สารสกัดหยาบแยกส่วนเปลือกมังคุดที่สกัด

ได้จากเอทธิลอะซิเตตและบิวทานอล มีผลในการ
ทำลายเซลล์มะเร็งเม็ดเลือดขาวชนิด K562 และ HL60
ตามลำดับ  ส่วนสารสกัดจกเอธทานอล สามารถ
ทำลายเซลล์มะเร็งเม็ดเลือดขาวชนิด Molt4 และ U937
นอกจากนี ้ความเข้มข้นที ่ไม่เป็นพิษต่อเซลล์ยัง
สามารถยับย้ังกระบวนการทรานสครปิช่ัน และทราน-
เลชั่น  นอกจากนี้ยังพบว่าฤทธิ์ของสารสกัดหยาบ
แยกส่วนเปลือกมังคุดยังขึ้นอยู่กับความเข้มข้นและ
ระยะเวลาที่ใช้ในการทดสอบ และยังส่งผลให้มีการ
แบง่ตัวของเซลลม์ะเรง็เมด็เลือดขาวลดลง  จากการ
ทดลองคาดว่าสารที่ออกฤทธิ์ที่สำคัญต่อเซลล์ K562
Molt4 และ U937  น่าจะเป็นแมงโกสติน  ส่วนใน HL60
น่าจะเป็นสารชนิดอ่ืนท่ีพบในส่วนของบิวทานอล
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