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Abstract:
Leukemia is a group of common hematological malignancies, and the expression of Wilms' tumor1 (WT1) gene and its

product in leukemic blast cells is very high compared with normal bone marrow cells.  This study investigated the effect of
turmeric curcuminoids, including curcuminoid mixture, pure curcumin, demethoxycurcumin, and bisdemethoxycurcumin, on
WT1 gene expression in leukemic cell lines (K562, U937, HL-60, and Molt4).  The cell lines were cultured in the presence
of 10 µM of curcuminoid that was not toxic to leukemic cells under our experimental conditions.  WT1 mRNA and WT1
protein levels were assessed by reverse transcriptase polymerase chain reaction (RT-PCR) and Western blot analysis, respec-
tively. The curcuminoid derivative which showed strong inhibitory effect on WT1 gene expression in this study was selected for
study of its effect on WT1 gene expression using various concentrations which were nontoxic (5, 10, and 15 µM) to leukemic
cell lines and incubating up to 3 days.  Pure curcumin exhibited a strong inhibitory effect on WT1 mRNA and WT1 protein
expression.  Moreover, pure curcumin significantly decreased WT1 gene expression in both a concentration-dependent and a
time-dependent manner (p<0.05).  In summary, pure curcumin decreased both WT1 protein and WT1 mRNA levels in
leukemic cell lines.  It may be  possible to use pure curcumin as a chemotherapeutic agent in human leukemic cancer.
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บทคดัยอ่:
มะเร็งเม็ดเลือดขาวเปน็โรคมะเรง็ทางโลหิตวิทยาทีพ่บได้บ่อย  และพบว่ามีการแสดงออกของยนีวิล์มทูเมอร์วัน (WT1)  ท่ีเพ่ิม

สูงขึ้นในเซลล์มะเร็งเม็ดเลือดขาวตัวอ่อนเมื่อเทียบกับเซลล์เม็ดเลือดขาวในไขกระดูกปกติ  การศึกษานี้มุ่งศึกษาผลของสารสกัด
เคอรคิ์วมนิอยดจ์ากขมิน้ชนั ได้แก่  สารสกัดเคอรคิ์วมนิ, ดีเมตทอกซเีคอรคิ์วมนิ, บีสดีเมตทอกซเีคอรคิ์วมนิ และเคอรคิ์วมนิอยดร์วม
ต่อการยับยั้งการแสดงออกของยีน WT1 ในเซลล์มะเร็งเม็ดเลือดขาว K562, U937, HL-60 และ Molt4 โดยทำการเพาะเลี้ยง
เซลล์มะเร็งเม็ดเลือดขาวกับสารสกัดเคอร์คิวมินอยด์ความเข้มข้น 10 µM ซึ่งไม่มีพิษต่อเซลล์มะเร็งเม็ดเลือดขาวที่ทำการทดสอบ
ทำการตรวจสอบระดบัการแสดงออกของ WT1 mRNA และโปรตนีวล์ิมทเูมอรวั์น ด้วยวธีิ RT-PCR และ Western blot ตามลำดบั
จากน้ันจึงนำสารสกัดท่ีให้ผลยับย้ังการแสดงออกของยนี WT1 ท่ีดีท่ีสุด มาทำการศกึษาต่อโดยใชค้วามเขม้ข้นของสารสกดัท่ีไม่เป็นพิษ
ต่อเซลล์มะเรง็เม็ดเลือดขาวทีท่ำการทดสอบ คือ 5, 10 และ 15 µM และระยะเวลาทีท่ดสอบคอื 1, 2 และ 3 วัน เพ่ือศึกษาวา่ฤทธ์ิ
การยบัยัง้เพ่ิมขึน้ตามความเขม้ขน้ของสารสกดั และระยะเวลาหรอืไม่ จากการศกึษาพบวา่เคอรคิ์วมนิมฤีทธ์ิในการยบัยัง้การแสดงออก
ของ WT1 mRNA และโปรตนีวล์ิมทเูมอรวั์น ได้ดีท่ีสุด นอกจากนียั้งพบวา่ฤทธ์ิการยบัยัง้ของเคอรคิ์วมนิยงัเพ่ิมขึน้ตามความเขม้ขน้
และระยะเวลาทีเ่พ่ิมขึน้ โดยพบวา่มีความแตกตา่งอย่างมีนัยสำคญัทางสถติิ (p<0.05) จึงสรุปไดว่้าเคอรคิ์วมนิเปน็เคอรคิ์วมนิอยดท่ี์มี
ฤทธิ์ในการยับยั้งการแสดงออกของยีน WT1 ทั้งในระดับ mRNA และโปรตีนในเซลล์มะเร็งเม็ดเลือดขาวได้ดีที่สุด จึงเป็นไปได้ว่า
อาจจะมกีารนำเคอรคิ์วมนิมาใชเ้ป็นส่วนประกอบในการรกัษามะเรง็เมด็เลอืดขาวในอนาคต

คำสำคญั: เคอรคิ์วมนิอยด,์ เคอรคิ์วมนิ, ยีนวล์ิมทเูมอรวั์น, ดับบรวิทวัีน, มะเรง็เม็ดเลือดขาว

บทนำ
มะเร็งเม็ดเลือดขาวหรือลิวคีเมียเป็นมะเร็งทางโลหิตวิทยา

เกิดจากการแบ่งตัวเพิ ่มจำนวนของเซลล์เม็ดเลือดตัวอ่อนที่
ผิดปกติอย่างรวดเร็วและไม่สามารถควบคุมได้ จากการศึกษา
ท่ีผ่านมาพบการแสดงออกของยีนวิล์มทูเมอร์วัน (Wilms' tumor1;

WT1) ที่เพิ่มสูงขึ้นในเซลล์เม็ดเลือดตัวอ่อนของผู้ป่วยมะเร็ง
เม็ดเลือดขาวแทบทุกชนิด1 โดยพบว่ามีระดับการแสดงออกของ
ยีนวล์ิมทเูมอรวั์นในเซลลม์ะเรง็เม็ดเลือดขาวสงูประมาณ 1,000
ถึง 100,000 เท่า เมื่อเทียบกับระดับการแสดงออกในเซลล์
เม็ดเลือดขาวของไขกระดกูคนปกต ิ(normal bone marrow) และ
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เซลล์เม็ดเลือดจากกระแสเลอืดของคนปกต ิ (normal peripheral
blood) ตามลำดับ2 นอกจากนี้ยังมีการศึกษาพบว่าระดับการ
แสดงออกของยนีวล์ิมทเูมอรวั์นใน CD34+ leukemic cells มคีา่
ท่ีสูงกว่าระดบัการแสดงออกใน CD34+ normal cells อย่างน้อย
ประมาณ 10 เท่า3 โดยปกติแล้วยีนวิล์มทูเมอร์วัน เป็นยีนท่ีกำหนด
การสร้างโปรตีนวิล์มทูเมอร์วัน  ซ่ึงทำหน้าท่ีเก่ียวข้องกับกระบวนการ
เจริญเติบโตและพัฒนาการของเซลล์ชนิดต่างๆ และสามารถ
ตรวจพบระดับการแสดงออกของยีนวิล์มทูเมอร์วันในเซลล์
เม็ดเลือดขาวตัวอ่อนท้ังในกระแสเลือดและไขกระดูก แต่อยู่ในระดับ
ที่ต่ำมาก และมีระดับลดต่ำลงเรื่อยๆ เมื่อเซลล์เกิดกระบวนการ
พัฒนาการของเซลล์ (differentiation) ไปเป็นเซลล์เม็ดเลือด
ตวัเตม็วยั4-5 ในขณะทีจ่ะมปีรมิาณการแสดงออกเพิม่ขึน้ในผูป่้วย
มะเร็งเม็ดเลือดขาว1-2 โดยพบว่าโปรตีนวิล์มทูเมอร์วันมีส่วน
เกี่ยวข้องกับการแสดงออกของยีนที่ทำหน้าที่ในกระบวนการ
แบ่งตัวเพิ่มจำนวนของเซลล์ (proliferation), การพัฒนาการ
ของเซลล์ และกระบวนการตายแบบอะพอพโตซีส (apoptosis)
ของเซลล์มะเร็งเม็ดเลือดขาว6-7 นอกจากนี้ยังพบว่าระดับการ
แสดงออกของยีนวิล์มทูเมอร์วันยังเพิ่มสูงขึ ้นในผู้ป่วยมะเร็ง
เม็ดเลือดขาวกลุ่มท่ีกลับมาเป็นโรคอีกคร้ัง (relapse case) จากการ
ศึกษาเหล่านี้แสดงให้เห็นว่าการแสดงออกของยีนวิล์มทูเมอร์วัน
มีความสำคัญต่อการเกิดโรคมะเร็งเม็ดเลือดขาว  สารสกัดเคอร์คิว-
มินอยด์จากขมิ้นชันประกอบด้วย เคอร์คิวมิน ดีเมตทอกซี-
เคอร์คิวมิน และบีสดีเมตทอกซีเคอร์คิวมิน (รูปท่ี 1)8 มีคุณสมบัติ
ในทางการแพทย์ที่หลากหลาย เช่น ฤทธิ์ในการต้านการอักเสบ
(anti-inflammatory effect)9, ต้านการตดิเชือ้แบคทเีรีย (anti-
bacterial agent)10, ต้านกระบวนการออกซิเดชั่น (anti-oxida-
tion)11, และตา้นการเกดิมะเรง็ (anticancer agent)12 นอกจากนี้
ยังมรีายงานวจัิยพบวา่สารสกดัเคอรคิ์วมนิอยดจ์ากขมิน้ชนัมฤีทธิ์
ในการลดระดบัการแสดงออกของยนีวิล์มทูเมอร์วันในเซลล์มะเร็ง
เม็ดเลือดขาวของผู้ป่วยมะเร็งเม็ดเลือดขาวด้วย13-14  ดังนั้น
การศึกษานี้จึงมีวัตถุประสงค์เพื่อศึกษาผลของสารสกัดเคอร์คิว-
มินอยด์แต่ละชนิดต่อระดับการแสดงออกของยีนวิล์มทูเมอร์วัน
ในเซลล์มะเร็งเม็ดเลือดขาว 4 ชนิด คือ human erythroid leukemia
(K562), human promyeloid leukemia (HL-60), human
monocytic leukemia (U937) และ human lymphoblastic
leukemia (Molt4) นอกจากนียั้งศึกษาวา่สารสกดัทีมี่ฤทธ์ิในการ
ลดระดบัการแสดงออกของยนีวิล์มทูเมอรวั์นทีม่ากท่ีสุดนัน้มีฤทธ์ิ
เพ่ิมขึน้ตามความเขม้ขน้ของสารสกดัทีเ่พ่ิมขึน้ (5, 10 และ 15
µM) และระยะเวลาทีเ่พ่ิมขึน้ (1, 2 และ 3 วัน) หรือไม่

วัสดแุละวธีิการ
การเพาะเลี้ยงเซลล์มะเร็งเม็ดเลือดขาวชนิด K562,

HL-60, U937 และ Molt4
ทำการเพาะเลี้ยงเซลล์มะเร็งเม็ดเลือดขาวทั้ง 4 ชนิด

ในอาหารเลี้ยงเซลล์ RPMI 1640 (Roswell Park Memorial
Institute Medium) ท่ีมี fetal bovine serum ความเขม้ขน้ 10%,
pyruvate ความเขม้ขน้  110 มก./มล., HEPES ความเขม้ขน้ 10
mM, penicillin ความเขม้ขน้  100 units/mL และ streptomycin
ความเข้มข้น 100 กรัม/มล. โดยทำการเพาะเลี ้ยงในตู้ที ่มี
คารบ์อนไดออกไซดร้์อยละ 5 มีความชืน้สัมพัทธ์ร้อยละ 80 และ
มีอุณหภูมิ 37  oC

สารสกัดจากเคอร์คิวมินอยด์จากขมิ้นชันที่ใช้ในการ
ทดสอบ

สารสกัดเคอร์คิวมินนอยด์จากขมิ้นชันที่ใช้ในการทดสอบ
น้ีเป็นสารสกัดเคอร์คิวมินอยด์รวม (curcuminoid mixture) ในช่ือ
Curcumin จากบริษัทซิกมา-อัลดิช (Sigma-Aldrich) และ
สารสกัดเคอร์คิวมินอยด์จากขมิ้นชันที่สกัดได้ตามกรรมวิธีของ
สำนักงานพัฒนาวิทยาศาสตร์และเทคโนโลยีแห่งชาติ (สวทช.)
ท้ังเคอรคิ์วมนิอยดร์วม เคอรคิ์วมนิ ดีเมตทอกซเีคอรคิ์วมนิ และ
บีสดีเมตทอกซีเคอร์คิวมิน โดยเม่ือจะนำมาทดสอบจะนำสารสกดั
เหล่าน้ีมาละลายในสารละลาย dimethylsulfoxide (DMSO)

รปูที ่1 แสดงโครงสรา้งทางเคม ี(chemical structure) ของ
สารสกัดเคอร์คิวมิน ดีเมตทอกซีเคอร์คิวมิน และ
บีสดีเมตทอกซีเคอร์คิวมิน5
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การเพาะเล้ียงเซลล์มะเร็งเม็ดเลือดขาวร่วมกับสารสกัด
เคอร์คิวมินอยด์ชนิดต่างๆ

ทำการเพาะเลี้ยงเซลล์ในอาหารเลี้ยงเซลล์ completed
RPMI 1640 โดยใช้ปริมาณเซลล์เร่ิมต้นเท่ากับ 1.5 x 105 เซลล์/
มล. สำหรับเซลล์ K562 (ได้รับความอนเุคราะหจ์าก ดร.ฉายสุรีย์
ศุภวิไล) และ 3.0x105 เซลล์/มล. สำหรับเซลล์ U937, HL-60,
และ Molt4 (ได้รับความอนเุคราะหจ์าก รศ.ดร.วัชระ กสิณฤกษ์)
โดยกลุ่มทดสอบจะเติมสารสกัดเคอร์คิวมินอยด์ชนิดต่างๆ ให้มี
ความเขม้ขน้สุดทา้ยเทา่กับ 10 µM ลงไป ในขณะทีก่ลุ่มควบคมุ
(vehicle control) จะเตมิเฉพาะ DMSO ในปรมิาณความเขม้ขน้
ที่เท่ากับปริมาณความเข้มข้นของ DMSO ที่ใช้ในกลุ่มทดสอบ
โดยความเขม้ขน้สุดทา้ยของ DMSO เท่ากับรอ้ยละ 0.04 ซ่ึงเป็น
ความเขม้ข้นท่ีไม่เป็นพิษต่อเซลล์  ทำการเพาะเล้ียงเซลล์เป็นเวลา
48 ชั่วโมง จากนั้นจึงทำการเก็บเกี่ยวเซลล์เพื่อทำการทดสอบ
หาระดบัการแสดงออกของยนีวล์ิมทเูมอรวั์นตอ่ไป

การตรวจหาระดับการแสดงออกของวิล์มทูเมอร์วัน
เอ็มอาร์เอ็นเอ (WT1 mRNA) ในเซลล์มะเร็งชนิดต่างๆ
ด้วยวิธี Reverse transcriptase polymerase chain reaction (RT-
PCR)

นำเซลลม์ะเรง็เม็ดเลือดขาวชนดิตา่งๆ ท่ีผ่านการทดสอบ
มาทำการสกัดอาร์เอ็นเอรวม (total RNA) ด้วยน้ำยาสำเร็จรูป
TRIzol® reagent (InvitrogenTM) ทำการตรวจหาความเข้มข้น
และความบริสุทธ์ิของอาร์เอ็นเอรวมท่ีสกัดได้  จากน้ันนำอาร์เอ็นเอ
รวมความเขม้ข้น 1 µg มาศึกษาการแสดงออกของยีนโดยวิธี RT-
PCR โดยใชน้้ำยาสำเรจ็รปู SUPERSCRIPTTM One-Step RT-
PCR (InvitrogenTM) โดยมี primers และสภาวะ (condition)
สำหรับศึกษานีคื้อ WT1 primers ประกอบดว้ย Sense primer คือ
5’-GGCATCTGAGACCAG TGAGAA-3’, Anti-sense primer
คือ 5’-GAGAGTCAGACTTGAAAGCAGT-3’ และ GAPDH
primers ประกอบดว้ย Sense primer คือ  5’-CGAAGTCAAC-
GGATTTGGTCGTAT-3’, Anti-sense primer  คือ 5’-AGCC-
TTCTCGGTGGTGAAGAC-3’

ส่วนสภาวะท่ีใช้ในการเพ่ิมปริมาณ (amplification) ดังน้ีคือ
ข้ันตอนการสงัเคราะห ์cDNA คือท่ีอุณหภูมิ 60 oC เป็นเวลา 30
นาที, pre-denaturation ที่อุณหภูมิ 94 oC เป็นเวลา 2 นาที
เพ่ิมปรมิาณ cDNA ภายใตส้ภาวะดงัน้ี  denaturation ท่ีอุณหภูมิ
94 oC เป็นเวลา 1 นาท,ี primer annealing ท่ีอุณหภูมิ 60 oC
เป็นเวลา  1 นาที และ primer extension ท่ีอุณหภูมิ 72  oC เป็นเวลา
1 นาที  รวมท้ังหมด 35 รอบ  ตามด้วย final extension ท่ีอุณหภูมิ
72  oC เป็นเวลา 3 นาที  จากน้ันทำการตรวจสอบโดยวิธี gel electro-
phoresis และวัดความเขม้ของแถบทีไ่ด้ด้วยเครือ่ง scan densito-

meter ต่อไป จากการทดลองนี้จะได้ PCR product ของยีน
วิล์มทเูมอรวั์น และ GAPDH ท่ีมีขนาดเทา่กับ 474 bp และ 306
bp ตามลำดบั

ทำการวิเคราะห์ผลการทดลองที่ได้และเปรียบเทียบผล
ของเคอร์คิวมินอยด์ชนิดต่างๆ ในการยับย้ังการแสดงออกของยนี
วิล์มทูเมอร์วันในเซลล์มะเร็งเม็ดเลือดขาวแต่ละชนิด เมื่อทำการ
วิเคราะห์ข้อมูลและทราบแล้วว่าเคอร์คิวมินอยด์ชนิดใดมีผลที่ดี
ที่สุดในการยับยั้งการแสดงออกของยีนวิล์มทูเมอร์วัน แล้วให้นำ
เคอรคิ์วมนิอยดช์นดินัน้มากระจายความเขม้ขน้ (5, 10 และ 15
µM) และระยะเวลาที่ใช้ในการทดสอบ (1, 2 และ 3 วัน)
แล้วทดสอบดูว่าการยับยั้งการแสดงออกของยีนวิล์มทูเมอร์วัน
ข้ึนอยู่กับความเขม้ข้นของสารสกัดเคอร์คิวมินอยด์ (dose depen-
dent manner) และระยะเวลาทีใ่ชใ้นการทดสอบ (time depen-
dent manner) หรือไม่ต่อไป โดยการแต่ละการทดสอบจะทำซ้ำ
3 ครัง้ เพ่ือยืนยนัผลการทดลอง

การตรวจหาระดับการแสดงออกของโปรตีนวิลม์ทูเมอร์วัน
ในเซลล์มะเร็งชนิดต่างๆ ด้วยวิธี Western blot analysis

นำเซลลม์ะเรง็เม็ดเลือดขาวชนดิตา่งๆ ท่ีผ่านการทดสอบ
มาทำการสกดัโปรตนีจากนวิเคลยีส (nuclear protein) ด้วยนำ้ยา
สำเร็จรูป NE-PER® Nuclear and cytoplasmic extraction
reagents (PIERCE) ทำการหาปริมาณความเข้มข้นของโปรตีน
ท่ีสกัดไดด้้วยวธีิ Lowry method15 หลังจากนัน้จงึนำโปรตนีทีส่กัด
ได้จากแต่ละการทดลองปริมาณ 100 µg มาทำการตรวจสอบ
โดยวธีิ Western blot ซ่ึงตรวจสอบโดยใช ้rabbit polyclonal anti-
WT1 antibody (Santa Cruz Biotechnolygy; USA) และ goat
anti-rabbit IgG HRP conjugate (Promega; USA) ตามลำดบั
จากน้ันทำการตรวจสอบผลโดยใช ้SuperSignal®  West Pico Trial
Kit (PIERCE) ผลที่ได้นำไปวัดความเข้มของแถบที่ได้โดยใช้
เครื ่อง scan densitometer นอกจากนี ้ส่วนของการควบคุม
ปริมาณของโปรตีนที่ใช้ในการทดลอง ได้ใช้ rabbit polyclonal
anti-GAPDH antibody (Santa Cruz Biotechnolygy; USA) และ
goat anti-rabbit IgG HRP conjugate (Promega; USA) ตามลำดับ
เพื่อตรวจวัดการแสดงออกของโปรตีน GAPDH ซึ่งใช้เป็นตัว
ควบคุมปริมาณโปรตีนในการทดลองน้ี  จากการทดลองน้ีจะได้แถบ
โปรตีนวิล์มทูเมอร์วัน และ GAPDH ที่มีขนาดเท่ากับ 48-54
กิโลดาลตนั (kDa) และ 37 kDa ตามลำดบั

ทำการวิเคราะห์ผลการทดลองที่ได้และเปรียบเทียบผล
ของเคอร์คิวมินอยด์ชนิดต่างๆ ในการยับยั้งการแสดงออกของ
โปรตีนวิล์มทูเมอร์วันในเซลล์มะเร็งเม็ดเลือดขาวแต่ละชนิด
เม่ือทำการวิเคราะห์ข้อมูลและทราบแล้วว่าเคอร์คิวมินอยด์ชนิดใด
มีผลท่ีดีท่ีสุดในการยบัย้ังการแสดงออกของโปรตนีวิล์มทูเมอร์วัน
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แล้วจึงทำการทดสอบว่าสารสกัดเคอร์คิวมินอยด์ชนิดนั้นมีฤทธิ์
ในการยับยั้งการแสดงออกของโปรตีนวิล์มทูเมอร์วัน ขึ้นอยู่กับ
ความเข้มข้นของสารสกัดเคอร์คิวมินอยด์ (dose dependent manner)
และระยะเวลาที่ใช้ในการทดสอบ (time dependent manner)
หรือไม่ต่อไป โดยการแต่ละการทดสอบจะทำซำ้ 3 คร้ัง เพ่ือยืนยัน
ผลการทดลอง

การวเิคราะหข์อ้มลูทางสถติิ
นำผลการทดลองท่ีได้มาหาค่าเฉล่ียของระดับการแสดงออก

ของยีนและโปรตีนวิล์มทูเมอร์วัน ซึ่งข้อมูลที่ได้อยู่ในรูปของ
MEAN ± SE หลังจากนัน้นำมาวเิคราะหค์วามแตกตา่งทางสถติิ
โดยใช้ one-way ANOVA  โดยทำการเปรียบเทียบผลการทดสอบ
ด้วยเคอร์คิวมินอยด์แต่ละชนิดกับชุดควบคุมเพื่อวิเคราะห์ว่า
เคอร์คิวมินอยด์ชนิดใดมีค่ายับยั้งการแสดงออกของทั้งยีนและ
โปรตีนวิล์มทูเมอร์วันได้ดีที่สุด และการยับยั้งเป็นไปตามความ
เข้มขน้และระยะเวลาทีเ่พ่ิมขึน้หรอืไม่

ผลการศกึษา
ผลของสารสกัดเคอร์คิวมินอยด์ชนิดต่างๆ ต่อระดับ

ของวิล์มทูเมอร์วันเอ็มอาร์เอ็นเอในเซลล์มะเร็งเม็ดเลือดขาว
จากการตรวจหาระดับของวิล์มทูเมอร์วันเอ็มอาร์เอ็นเอ

ในเซลล์มะเร็งเม็ดเลือดขาวทั้ง 4 ชนิด พบว่าเซลล์ทั้ง 4 ชนิด
มีระดับของวิล์มทูเมอร์วันเอ็มอาร์เอ็นเอท่ีสูง (รูปท่ี 2ก) และพบว่า

สารสกัดเคอร์คิวมินอยด์ทุกชนิดสามารถลดระดับการแสดงออก
ของยีนวิล์มทูเมอร์วันในเซลล์มะเร็งเม็ดเลือดขาวทั้ง 4 ชนิด
เม่ือเปรียบเทียบผลการทดลองระหวา่งเคอร์คิวมินอยด์ท้ัง 3 ชนิด
พบวา่ เคอรคิ์วมนิมฤีทธิใ์นการยบัยัง้การแสดงออกของยนีวล์ิม-
ทูเมอร์วันมากที่สุด ตามด้วย บีสดีเมตทอกซีเคอร์คิวมิน และ
ดีเมตทอกซีเคอร์คิวมิน ตามลำดับ  โดยสารสกัดเคอร์คิวมิน มีฤทธ์ิ
ในการลดระดับของยีนวิล์มทูเมอร์วันอย่างมีนัยสำคัญทางสถิติท่ีค่า
ความเชือ่ม่ันที ่95% (p<0.05) ในเซลล์ K562, U937, HL-60
และ Molt4 โดยคดิเปน็รอ้ยละ 59, 43, 37 และ 17  ตามลำดบั
เม่ือเทียบกบัชดุควบคมุ (รูปที ่3)

ผลของสารสกัดเคอร์ค ิวมินที ่ความเข้มข้น และ
ระยะเวลาต่างๆ ต่อระดับของวิล์มทเูมอร์วันเอ็มอาร์เอ็นเอใน
เซลล์มะเร็งเม็ดเลือดขาว

เม ื ่อนำสารสกัดเคอร์ค ิวม ินซึ ่งม ีฤทธิ ์ลดระดับการ
แสดงออกของยีนวิล์มทูเมอร์วันมากที่สุด มาทำการทดสอบกับ
เซลล์เม็ดเลือดขาวแตล่ะชนิด โดยทำการกระจายความเขม้ข้นเป็น
5, 10 และ 15 µM ซึ่งไม่เป็นพิษต่อเซลล์ พบว่าสารสกัด
เคอร์คิวมินสามารถลดระดับของวิล์มทูเมอร์วันเอ็มอาร์เอ็นเอ
ในเซลล์เม็ดเลือดขาวทั ้ง 4 ชนิด และยังพบว่าระดับของ
วิล์มทเูมอรวั์นเอ็มอารเ์อ็นเอมปีรมิาณลดลงตามความเขม้ขน้ของ
สารสกัดเคอร์คิวมินที่เพิ่มมากขึ้นอย่างมีนัยสำคัญทางสถิติที่ค่า
ความเชือ่ม่ันที ่95% (p<0.05) (รูปที ่4)

รูปที ่2  แสดงระดบัของวล์ิมทเูมอรวั์นเอ็มอารเ์อ็นเอ (ก) และโปรตนีวิล์มทเูมอรวั์น (ข) ในเซลล์มะเรง็เมด็เลอืดขาวชนดิตา่งๆ
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สงขลานครนิทรเ์วชสาร                                                                            เคอร์คิวมินอยด์ยับยั้งยีนวิล์มทูเมอร์วันในมะเร็งเม็ดเลือดขาว
ปทีี ่26 ฉบบัที ่1 ม.ค.-ก.พ. 2551                                                                    สิงห์คำ ธิมา, ประสิทธิ์ ชนะรัตน์, ชฎารัตน์ ดวงรัตน์ และคณะ6

หมายเหต:ุ Cont = กลุ่มควบคมุ, Sig = เคอร์คิวมินอยด์รวม (ซิกมา-อัลดิช), Mix = เคอร์คิวมินอยด์รวม, Cur = เคอร์คิวมิน, De = ดีเมตทอกซีเคอร์คิวมิน,
Bis = บีสดีเมตทอกซีเคอร์คิวมิน, DW = น้ำกลั่น (internal control), * แสดงถึงผลการทดสอบที่มีความแตกต่างจากกลุ่มควบคุมอย่างมี
นัยสำคัญทางสถิติ (p<0.05)

รปูที ่3 แสดงผลของสารสกัดเคอร์คิวมินอยด์แต่ละชนิดต่อระดับของวิล์มทูเมอร์วันเอ็มอาร์เอ็นเอในเซลล์มะเร็งเม็ดเลือดขาว
ชนิดตา่งๆ
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นอกจากนี้เมื่อทำการเพาะเลี้ยงเซลล์มะเร็งเม็ดเลือดขาว
ชนิดต่างๆ ร่วมกับสารสกัดเคอร์คิวมินที่ความเข้มข้น 10 µM
เป็นเวลา 1, 2 และ 3 วัน พบว่าสารสกัดเคอร์คิวมินสามารถ
ลดระดับการแสดงออกของยีนวิล์มทูเมอร์วันในเซลล์มะเร็ง
เม็ดเลือดขาวทั ้ง 4 ชนิดได้ และพบว่าสามารถลดปริมาณ
วิล์มทูเมอร์วันเอ็มอาร์เอ็นเอตามระยะเวลาที่เพิ ่มขึ ้นอย่างมี
นัยสำคญัทางสถติิท่ีค่าความเชือ่ม่ันที ่95% (p<0.05) (รูปที ่5)

ผลของสารสกัดเคอร์คิวมินอยด์ชนิดต่างๆ ต่อระดับ
ของโปรตีนวิล์มทูเมอร์วันในเซลล์มะเร็งเม็ดเลือดขาว

จากการศึกษาระดับของโปรตีนวิล์มทูเมอร์วันในเซลล์
มะเร็งเม็ดเลือดขาวทั้ง 4 ชนิด พบว่ามีเพียงเซลล์ K562 และ
Molt4 เท่านั้นที่มีระดับการแสดงออกของโปรตีนวิล์มทูเมอร์วัน
ในปริมาณที่มากพอและสามารถทำการตรวจวัดได้ ในขณะที่
ไม่สามารถตรวจพบระดบัการแสดงออกของโปรตนีวิล์มทูเมอร์วัน
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ในเซลล์ U937 และ HL-60 (รูปที ่2ข) ดังน้ันจงึใช้เซลล์ K562
และ Molt4 มาเป็นเซลล์ต้นแบบในการศึกษาผลของสารสกัด
เคอรคิ์วมนิอยดต่์อระดบัการแสดงออกของโปรตนีวล์ิมทเูมอรวั์น
ต่อไป  จากการทดลองพบว่าสารสกัดเคอร์คิวมินอยด์ทุกชนิด
ที่ใช้ในการทดสอบสามารถลดระดับการแสดงออกของโปรตีน
วิล์มทูเมอร์วัน ทั้งในเซลล์ K562 และ Molt4 โดยหากจะ
เปรียบเทียบระหว่างผลของเคอร์คิวมินอยด์ทั้ง 3 ชนิดพบว่า

เคอร์ค ิวมินมีฤทธิ ์ในการยับยั ้งการแสดงออกของโปรตีน
วิล์มทูเมอร์วันมากท่ีสุด  ตามด้วย บีสดีเมตทอกซีเคอร์คิวมิน และ
ดีเมตทอกซีเคอร์คิวมิน ตามลำดับ  โดยสารสกัดเคอร์คิวมินมีฤทธ์ิ
ในการลดระดับของโปรตีนวิล์มทูเมอร์วันได้อย่างมีนัยสำคัญ
ทางสถิติท่ีค่าความเชือ่ม่ันที ่95% (p<0.05) ในเซลล์ K562 และ
Molt4 โดยคิดเป็น 48 และ 90 เปอร์เซ็นต์ ตามลำดับ  เม่ือเทียบกับ
ชุดควบคมุ (รูปที ่6)
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หมายเหต:ุ Cont = กลุ่มควบคุม, DW = น้ำกลั่น (internal control), * แสดงถึงผลการทดสอบที่มีความแตกต่างจากกลุ่มควบคุมอย่างมีนัยสำคัญทางสถิติ
(p<0.05)

รปูที ่4 แสดงผลของสารสกัดเคอร์คิวมินที่ความเข้มข้นต่างๆ ต่อระดับของวิล์มทูเมอร์วันเอ็มอาร์เอ็นเอในเซลล์มะเร็ง
เม็ดเลือดขาวชนิดต่างๆ
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สงขลานครนิทรเ์วชสาร                                                                            เคอร์คิวมินอยด์ยับยั้งยีนวิล์มทูเมอร์วันในมะเร็งเม็ดเลือดขาว
ปทีี ่26 ฉบบัที ่1 ม.ค.-ก.พ. 2551                                                                    สิงห์คำ ธิมา, ประสิทธิ์ ชนะรัตน์, ชฎารัตน์ ดวงรัตน์ และคณะ8

หมายเหต:ุ Cont = กลุ่มควบคุม, DW = น้ำกลั่น (internal control), * แสดงถึงผลการทดสอบที่มีความแตกต่างจากกลุ่มควบคุมอย่างมีนัยสำคัญทางสถิติ
(p<0.05)

รปูที ่5 แสดงผลของสารสกดัเคอร์คิวมินท่ีเวลาต่างๆ ท่ีใช้ในการทดสอบตอ่ระดับของวิล์มทูเมอร์วันเอ็มอาร์เอ็นเอในเซลล์มะเร็ง
เม็ดเลือดขาวชนิดต่างๆ

 10µM pure curcumin treated cells

ผลของสารสกัดเคอร์คิวมินท่ีความเข้มข้นและระยะเวลา
ต่างๆ ต่อระดับของโปรตีนวิล์มทูเมอร์วันในเซลล์มะเร็งเม็ดเลือด
ขาว

เมื่อนำสารสกัดเคอร์คิวมินซึ่งมีฤทธิ์ลดระดับของโปรตีน
วิล์มทูเมอร์วันมากที่สุด มาทำการทดสอบกับเซลล์เม็ดเลือดขาว
แต่ละชนดิ โดยทำการกระจายความเขม้ขน้เปน็ 5, 10 และ 15
µM พบว่าสารสกัดเคอร์คิวมินสามารถที่จะลดระดับของโปรตีน
วิล์มทเูมอรวั์นในเซลลเ์ม็ดเลือดขาวทัง้ 2 ชนดิ เป็นแบบเพิม่ขึน้

ตามความเข้มข้นของสารสกัดเคอร์คิวมินที่เพิ่มมากขึ้นอย่างมี
นัยสำคญัทางสถิติท่ีค่าความเช่ือม่ันท่ี 95% (p<0.05) (รูปท่ี 7)

นอกจากนี้เมื่อทำการเพาะเลี้ยงเซลล์มะเร็งเม็ดเลือดขาว
ชนิดต่างๆ ร่วมกับสารสกัดเคอร์คิวมินที่ความเข้มข้น 10 µM
เป็นเวลา 1, 2 และ 3 วัน พบว่าสารสกัดเคอร์คิวมินสามารถ
ลดระดับของโปรตีนวิล์มทูเมอร์วันในเซลล์มะเร็งเม็ดเลือดขาว
ทั้ง 2 ชนิดเป็นแบบตามระยะเวลาที่เพิ่มขึ้นอย่างมีนัยสำคัญ
ทางสถิติท่ีค่าความเชือ่ม่ันที ่95% (p<0.05) (รูปที ่8)
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หมายเหต:ุ Cont = กลุ่มควบคมุ, Sig = เคอร์คิวมินอยด์รวม (ซิกมา-อัลดิช), Mix = เคอร์คิวมินอยด์รวม, Cur = เคอร์คิวมิน, De = ดีเมตทอกซีเคอร์คิวมิน,
Bis = บีสดีเมตทอกซีเคอร์คิวมิน, * แสดงถึงผลการทดสอบที่มีความแตกต่างจากกลุ่มควบคุมอย่างมีนัยสำคัญทางสถิติ (p<0.05)

รปูที ่6 แสดงผลของสารสกดัเคอรคิ์วมินอยดแ์ต่ละชนดิตอ่ระดบัของโปรตนีวิล์มทเูมอรวั์นในเซลล์มะเรง็เมด็เลอืดขาว K562
และ Molt4
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สารสกัดเคอร์คิวมินอยด์ทั ้งหมดที ่ใช้ในการทดลอง

สามารถท่ีจะลดระดับของวิลม์ทูเมอร์วันเอ็มอาร์เอ็นเอ และโปรตีน
วิล์มทูเมอร์วันได้ในเซลล์มะเร็งท่ีนำมาทดสอบและเม่ือเปรียบเทียบ
ระหว่างสารสกัดเคอร์คิวมินอยด์ทั้ง 3 ชนิด พบว่าเคอร์คิวมินมี
ความสามารถสูงสุดในการลดระดบัของท้ังวิลม์ทูเมอร์วันเอ็มอาร์-
เอ็นเอและโปรตีนวิล์มทูเมอร์วัน รองลงมาคือ บีสดีเมตทอกซี-
เคอร์คิวมิน และดีเมตทอกซีเคอร์คิวมิน ตามลำดับ จากผล
การทดลองนี้เป็นไปได้ว่าลักษณะโครงสร้างทางโมเลกุลของ
สารสกัดทั้งสามชนิดที่แตกต่างกัน (รูปที่ 1) มีผลต่อฤทธิ์ของ

สารสกัดทั้งสามชนิด โดยโครงสร้างโมเลกุลของเคอร์คิวมินจะ
ประกอบด้วยส่วนสำคัญสามส่วนด้วยกัน คือ hydroxyl group
มีคุณสมบัติเป็น antioxidant ของเคอร์คิวมิน  ส่วนที่สองเป็น
ketone groups ซ่ึงมีสองตำแหนง่ บางครัง้เรียกวา่ diketone และ
ส่วนทีส่ามเป็น double bond ซ่ึง ท้ังส่วนของ diketone และ double
bond นี้มีคุณสมบัติเกี่ยวข้องกับการทำหน้าที่ต้านการอักเสบ
ต้านสารกอ่กลายพันธ์ุ และต้านมะเรง็ ส่วนโครงสรา้งของดเีมต-
ทอกซีเคอร์คิวมิน พบว่ามีหมู่ methoxyl เพียง 1 ตำแหน่ง  ในขณะท่ี
บีสดีเมตทอกซเีคอรคิ์วมนิพบวา่ไม่มีหมู่ methoxyl
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หมายเหตุ: Cont = กลุ่มควบคุม, * แสดงถึงผลการทดสอบที่มีความแตกต่างจากกลุ่มควบคุมอย่างมีนัยสำคัญทางสถิติ (p<0.05)

รปูที ่7 แสดงผลของสารสกดัเคอรคิ์วมินท่ีความเขม้ขน้ต่างๆ ต่อระดบัของโปรตนีวิล์มทเูมอรวั์นในเซลล์มะเรง็เมด็เลอืดขาว
K562 และ Molt4

 

  

Marker
(kDa)

K562

WT1

ก

    Cont      5µM        10µM     15µM
70
55
45

 Concentrations of pure curcumin

70
55
45

GAPDH

Marker
(kDa)

Molt4

WT1

ข

    Cont      5µM      10µM     15µM
70
55
45

 Concentrations of pure curcumin

70
55
45

GAPDH

K562
Molt4

 
100

80

60

40

20

0

ค

%
W

T1
 m

RN
A 

lev
el

Vehicle
control

        5µM              10µM            15µM

 Concentrations of pure curcumin

K562
Molt4

จากการศกึษาของ Lee และคณะ16 พบวา่ การม ี vanilyl
moiety และ ketone group อยู่ในโครงสร้างของ [6]-Gingerol
ในพืชตระกูลขิงและมีโครงสร้างพื้นฐานเหมือนกับโครงสร้างของ
เคอร์คิวมินอยด์มีส่วนสำคัญในการเหนี่ยวนำให้เซลล์ HL-60
เกิดการตายแบบอะพอพโตซีส นอกจากนี้ Simon และคณะ17

พบว่าหมู่ diketone ที่พบในโครงสร้างของเคอร์คิวมินอยด์
มีความสำคัญในการต้านกระบวนการแบ่งตัวและเพิ่มจำนวนของ
เซลล์อีกด้วย ดังนั้นจากผลการศึกษานี้จึงสามารถสรุปได้ว่า หมู่
methoxyl และ diketone ในโครงสรา้งของเคอรคิ์วมนิอยดมี์ส่วน
เก่ียวข้องกับฤทธ์ิในการยบัย้ังการแสดงออกของยนีวิล์มทูเมอร์วัน

นอกจากนี้ผลการศึกษาที่ได้จากการทดลองนี้ พบข้อสังเกตว่า
functional group ที่เกี่ยวข้องกับการยับยั้งการแสดงออกของยีน
วิล์มทูเมอร์วันนั้นน่าจะเกี่ยวข้องกับหมู่ methoxyl ในเคอร์คิว-
มินอยด์แต่ละชนิดกล่าวคือ เคอร์คิวมินมีปริมาณหมู่ methoxyl
ท่ีมากทีสุ่ดและมฤีทธ์ิในการยบัยัง้ได้มากทีสุ่ด  นอกจากนีใ้นส่วน
ของผลการศึกษาที ่ได้จากดีเมตทอกซีเคอร์คิวมินซึ ่งมีฤทธิ ์
ในการยับยั้งน้อยที่สุดนั้น  อาจจะเป็นไปได้ว่าความไม่สมดุลกัน
ของหมู่ methoxyl ในโครงสร้างของดีเมตทอกซีเคอร์คิวมิน
อาจจะเก่ียวข้องกับฤทธ์ิในการยับย้ังน้ีก็เป็นได้  อย่างไรก็ตามยังคง
ตอ้งมกีารศกึษาเกีย่วกบัสมมตุฐิานนีอี้กตอ่ไป
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หมายเหตุ: Cont = กลุ่มควบคุม, * แสดงถึงผลการทดสอบที่มีความแตกต่างจากกลุ่มควบคุมอย่างมีนัยสำคัญทางสถิติ (p<0.05)

รูปที ่8  แสดงผลของสารสกดัเคอรคิ์วมินท่ีเวลาตา่งๆ ท่ีใช้ในการทดสอบตอ่ระดบัของโปรตนีวิล์มทเูมอรวั์นในเซลล์มะเรง็
เม็ดเลือดขาว K562 และ Molt4

 10µM pure curcumin treated cells

จากผลการทดลองนี ้พบว่าไม่สามารถตรวจวัดระดับ
การแสดงออกของโปรตีนวิล์มทูเมอร์วันในเซลล์มะเร็งเม็ดเลือด
ขาวสองชนดิ ได้แก่ U937 และ HL-60 แม้จะสามารถตรวจพบ
ระดับการแสดงออกของยีนวิล์มทูเมอร์วัน ทั้งนี้อาจจะเกิดขึ้น
เนื ่องจากการแสดงออกของยีนวิล์มทูเมอร์วันในเซลล์มะเร็ง
เม็ดเลือดขาวท้ัง 4 ชนิดมีระดับท่ีแตกต่างกัน โดยจากการศึกษาของ
Inoue และคณะ3 ได้ทำการศึกษาระดับการแสดงออกของยีน
วิล์มทูเมอร์วันใน leukemic cell line ชนิดต่างๆ พบว่าเซลล์
แต่ละชนิดมีระดับการแสดงออกที่แตกต่างกันออกไป จึงอาจจะ

ส่งผลให้มีระดับการแสดงออกของโปรตีนวิล์มทูเมอร์วันที ่
แตกต่างกันได้ นอกจากน้ีวิธีการทดสอบท่ีใช้ในการทดลองน้ีอาจจะ
มีความสามารถไม่มากพอท่ีจะตรวจวัดระดับโปรตีนวิล์มทูเมอร์วัน
ที่มีปริมาณน้อยๆ ภายในเซลล์มะเร็งเม็ดเลือดขาว U937 และ
HL-60 ได้ เช่น ศึกษาระดบัโปรตนีวล์ิมทเูมอรวั์นในเซลล ์K562
และ Molt4 น้ันใชวิ้ธีการ Western blot analysis ก็สามารถทีจ่ะ
ตรวจวดัไดแ้ล้ว13, 18-19 ในขณะทีก่ารศึกษาในเซลล ์ HL-60 น้ัน
ต้องอาศัยวธีิการ Immunoprecipitation มาชว่ยจงึจะตรวจวดัได2้0

นอกจากน้ีกระบวนการหลังการเกิดทรานสเลช่ัน (post-translation)
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ของเซลล์มะเร็งแต่ละชนิดอาจจะส่งผลต่อระดับการแสดงออก
ของโปรตีนวิล์มทูเมอร์วันที่แตกต่างกันออกไปได้ อย่างไรก็ตาม
จำเปน็ตอ้งมกีารศกึษาเพิม่เตมิตอ่ไป

สรุป
จากการศึกษาสามารถสรุปได้ว่า สารสกัดเคอร์คิว-

มินอยด์ทั้งหมดที่ใช้ในการทดสอบนี้มีความสามารถในการลด
ระดับการแสดงออกของยีนวิล์มทูเมอร์วันในเซลล์มะเร็ง
เม็ดเลือดขาวได้ในระดับที่แตกต่างกัน  โดยเคอร์คิวมินมี
ความสามารถในการลดระดับการแสดงออกของยีนวิล์มทูเมอร์-
วันไดดี้ท่ีสุดทัง้ในขัน้ตอนของกระบวนการ transcription และ
translation นอกจากนี้ยังพบว่าฤทธิ์ของสารสกัดเคอร์คิวมิน
ยังขึ้นอยู่กับความเข้มข้น และระยะเวลาที่ใช้ในการทดสอบ
อีกด้วย  จึงมีความเป็นไปได้ท่ีจะนำการศึกษาน้ีมาทำการศึกษาต่อ
ในทางคลินิกกับเซลล์มะเร็งเม็ดเลือดขาวของผูป่้วยเพ่ือนำไปสู่
การใช้สารสกัดเคอร์คิวมินจากขมิ้นชันมาใช้เป็นส่วนประกอบ
ในการรักษาผู้ป่วยมะเร็งเม็ดเลือดขาวต่อไปในอนาคต
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