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บทคัดย่อ
 ออสติโอซาร์โคมาเป็นมะเร็งกระดูกที่พบมากในกลุ่ม

เดก็และวัยรุน่ แต่การรักษาโดยเคมีบ�าบดัยังมีข้อจ�ากดัหลาย

ประการ โดยเฉพาะการดื้อต่อยาที่ให้การรักษา ดังนั้น ทาง

เลอืกใหม่โดยใชเ้คอร์เซตนิเพือ่เพิ่มประสทิธิภาพการรกัษา

ผู้ป่วยจึงเป็นสิ่งท่ีน่าสนใจ งานวิจัยนี้มีวัตถุประสงค์เพื่อ

ศึกษาผลของเคอร์เซตินต่อความมีชีวิตและการตายแบบ 

อะพอพโทสิสของเซลล์ออสทิโอซาร์โคมาของมนุษย์ชนิด 

U2-OS ผลศกึษาพบว่าเคอร์เซตนิระดบัความเข้มข้น 5 10 

Abstract
 Osteosarcoma is the most common bone can-

cer found in childhood and adolescents. However, 

major problems associated with chemotherapy still 

remain, particularly the frequent development of 

drug resistance. Hence, new therapeutic approach-

es that can further improve the efficiency by using 

quercetin are interesting. The purpose of this study 

was to investigate the effect of quercetin on cell 
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25 50 และ 100 ไมโครโมลาร์ ลดร้อยละความมีชีวิตของ

เซลล์อย่างมีนัยส�าคัญทางสถิติ เป็นไปตามระดับความเข้ม

ข้นของเคอร์เซตินที่เพิ่มขึ้น เคอร์เซตินสามารถเหนี่ยวน�า

ให้เซลล์เกิดการตายแบบอะพอพโทสิสโดยพบการแตกหัก

ของดีเอ็นเอได้เป็นชิ้นส่วนขนาดใหญ่ ผลการศึกษาแสดง

ให้เห็นว่าเคอร์เซตินมีฤทธิ์ต้านการเจริญและเหนี่ยวน�าให้

เกิดการตายแบบอะพอพโทสิสของเซลล์ U2-OS ซึ่งเป็น

ข้อมูลพื้นฐานในการศึกษาต่อถึงกลไกการออกฤทธิ์ของ 

เคอร์เซตินต่อเซลล์ U2-OS เพื่อน�าประโยชน์มาประยุกต์

ใช้ ในการรักษาผู้ป่วยต่อไป

ค�ำส�ำคัญ: เคอร์เซติน ออสทิโอซาร์โคมา  ความมีชีวิตของ

เซลล์  การตายแบบอะพอพโทสิส

viability and apoptotic cell death of human osteo-

sarcoma cell line (U2-OS). The results showed that 

quercetin at 5 10 25 50 and 100 μM significantly 

decreased the percentage of viability of U2-OS 

cells in a dose-dependent manner. Quercetin could 

induce apoptosis in U2-OS cells resulting in a large 

DNA fragmentation.  Our results suggested that 

quercetin can inhibit cell proliferation and induce 

apoptosis of U2-OS cells, and provided for further 

investigation of underlying mechanisms of quer-

cetin on U2-OS cells applied for osteosarcoma 

therapy.

Keywords: quercetin, osteosarcoma, cell viability, 

apoptosis

บทน�า
 ออสติโอซาร์โคมา (osteosarcoma) เป็นเนื้องอก 

ชนิดร้ายแรงและเป็นมะเร็งกระดูกที่พบมากในกลุ ่มเด็ก 

และวยัรุน่(1,2) ส่วนใหญ่พบมะเร็งชนดินีไ้ด้ท่ีกระดกูยาว (long 
bone) ได้แก่ กระดกูต้นขา (femur)  ร้อยละ 42  กระดกูเเข้ง 

(tibia) ร้อยละ 19 และกระดูกต้นแขน (humerus) ร้อยละ 

10 กระดูกบริเวณอื่นที่พบได้บ่อยได้แก่ กระดูกขากรรไกร 

(jaw) ร้อยละ 8 และกระดูกเชิงกราน (pelvis)  ร้อยละ 8(2)   

ถึงแม้การรักษาโดยเคมีบ�าบัด การผ่าตัดและฉายรังสีรักษา

จะเพิ่มอัตราการรอดชีวิตของผู้ป่วยในช่วงเวลา 5 ปี ได้ถึง

ร้อยละ 60 ถึง 80(3) อย่างไรก็ตามการรักษาโดยเคมีบ�าบัด

ยังพบข้อจ�ากัดอยู่หลายประการ เช่น การดื้อต่อยา (drug 
resistance) ของเซลล์มะเร็ง(4) ความเป็นพิษ (toxicity) 
ของยาที่ผู้ป่วยได้รับ เช่น เมโทรทรีเซต (methotrexate) 
ซิสพลาทิน (cisplatin) โดโซรูบิซิน (doxorubicin) ทั้ง

ในระยะแรกของการใช้ยาหรือการใช้ยาติดต่อกันเป็นเวลา 

นาน(5) ดังนั้นการรักษาแนวใหม่โดยอาศัยสารสกัดจาก

สมุนไพรเพือ่เพิม่ประสทิธภิาพในการรักษาผู้ป่วยมะเร็งกระดกู

ออสติโอซาร์โคมาจึงเป็นสิ่งที่น่าสนใจ 

 เคอร์เซติน (quercetin) เป็นสารในกลุ่มฟลาโวนอยด์

ท่ีพบมากในชาและผักผลไม้ จากการศึกษาพบว่า โพลีฟี

นอลมีคุณสมบัติท่ีหลากหลาย ได้แก่ คุณสมบัติในการต้าน

ปฏิกิริยาออกซิเดชัน (antioxidative effect)(6) ต้านการ

อักเสบ (anti-inflammatory effect)(7)  ต้านต่อการเจริญ

ของแบคทีเรีย (antimicrobial effect)(8) และต้านต่อการ

เจรญิของเซลล์มะเรง็ได้ (anticancer effect) จากการศกึษา

ทีผ่่านมาได้แสดงฤทธ์ิของเคอร์เซตนิต่อการต้านการเจรญิของ

เซลล์มะเร็งชนิดต่างๆ ดังนี้เคอร์เซตินสามารถต้านการเจริญ

เซลล์มะเร็งเม็ดเลือดขาวของมนุษย์ชนิด HL-60 (promy-
elocytic leukemic cell line, HL 60) เคอร์เซตินยับยั้ง

การเจรญิของเซลล์ HL-60 แปรผนักบัความเข้มข้นและเวลา

ที่ทดสอบ  เคอร์เซตินที่ระดับความเข้มข้น 10 ไมโครโมลาร์ 

มีผลในการยับยั้งการเจริญของเซลล์  HL-60 ร้อยละ  17.1  

27.3  40.1 และ 52.7 เมื่อทดสอบเป็นเวลา 24 48 72 และ 

96 ชั่วโมงตามล�าดับ ในขณะที่เคอร์เซตินระดับความเข้มข้น 

20 40 และ 60 ไมโครโมลาร์ ทดสอบเป็นเวลา 24 ชั่วโมง มี

ผลท�าให้วัฏจักรของเซลล์หยุดลง(9) สอดคล้องไปกับผลการ

ศึกษาฤทธิ์ต้านการเจริญของเคอร์เซตินต่อเซลล์มะเร็งเม็ด

เลอืดขาวของมนษุย์ชนดิ CEM (human leukemic T-cells, 
CEM) พบว่าเคอร์เซตินที่ระดับความเข้มข้น 70 ไมโครโม-

ลาร์ ทดสอบเป็นเวลา 15 ชัว่โมง ท�าให้วฏัจกัรการแบ่งตวัของ

เซลล์หยุดลงได้ถึงร้อยละ 64(10) จากการศึกษาผลของเคอร์- 
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เซตนิต่อเซลล์มะเร็งกระเพาะอาหารของมนุษย์ชนดิ HGC-27 
(human gastric cancer cell line, HGC-27) พบว่าเคอร์- 

เซตินที่ระดับความเข้มข้น 70 ไมโครโมลาร์ทดสอบเป็นเวลา 

48 ช่ัวโมง ท�าให้การจ�าลองตวัเองของดเีอน็เอเพือ่การแบ่งตวั

ของเซลล์ลดลงเหลอืเพยีงร้อยละ 14 เมือ่เปรียบเทยีบกบักลุม่

ควบคุมและส่งผลให้วัฏจักรการแบ่งตัวของเซลล์หยุดลง(11) 

 นอกจากนีเ้คอร์เซตนิยงัส่งเสริมการตายแบบอะพอพโท-

สสิของเซลล์มะเร็งชนดิต่างๆ ได้ เคอร์เซตนิท�าให้เซลล์มะเรง็

เมด็เลอืดขาวของมนษุย์ชนดิ U937  (human leukemic cell 
line, U937) เกิดการตายแบบอะพอพโทสสิเม่ือทดสอบเคอร์- 

เซตินที่ระดับความเข้มข้น 20 ไมโครโมลาร์ เป็นเวลา 24  

ช่ัวโมง วิเคราะห์โดยอาศัยเทคนิค DNA fragmentation  
assay(12) ขณะที่เมื่อทดสอบเคอร์เซตินที่ระดับความเข้มข้น  

50 ไมโครโมลาร์เป็นเวลา 48 ชั่วโมง มีผลกระตุ้นการตาย

ของเซลล์แบบอะพอพโทสสิในเซลล์มะเรง็ตบัของมนษุย์ชนดิ 

HepG2 (human  hepatoma cell line, HepG2) โดยผ่าน

การกระตุ้นแคสเปสสาม  (caspase)  ซึ่งเป็นเอนไซม์กระตุ้น

กลไกเกิดการตายของเซลล์แบบอะพอพโทสิส(13) จากการ

ศึกษาในเซลล์มะเร็งปอดของมนุษย์ชนิด A549 (human 
lung carcinoma cell line,  A549) พบว่าเมือ่ทดสอบเคอร์- 

เซตนิท่ีระดบัความเข้มข้น 20 ถึง 80 ไมโครโมลาร์ เป็นเวลา 24 

ชั่วโมง ท�าให้เซลล์เกิดการตายแบบอะพอพโทสิสโดยมีความ

สัมพันธ์กับความเข้มข้นของเคอร์เซตินที่เพิ่มขึ้น นอกจากนี้  

เคอร์เซตนิทีร่ะดบัความเข้มข้น 60 ไมโครโมลาร์  เมือ่ทดสอบ

เป็นเวลา 24 ช่ัวโมง สามารถยับยั้งการท�างานของเซอร์- 

วิวิน (survivin) ซึ่งเป็นโปรตีนที่เซลล์มะเร็งสร้างขึ้นเพื่อต่อ

ต้านกระบวนการตายของเซลล์แบบอะพอพโทสิสและเคอร์- 

เซตินยังส่งเสริมการแสดงออกของยีน P53 ท�าให้เซลล์เกิด

การตายแบบอะพอพโทสิสได้(14)

 นอกจากเคอร์เซตินจะมีประโยชน์ในการน�ามาใช้ในการ

รักษาผู้ป่วยมะเร็งโดยอาศัยฤทธิ์ต้านการเจริญและส่งเสริม

การตายของเซลล์มะเร็งผ่านกลไกต่างๆ ท่ีกล่าวมาแล้ว เคอร์- 

เซตินยังเสริมฤทธิ์ยาเคมีบ�าบัดในการเหนี่ยวน�าให้เกิดการ

ตายแบบอะพอพโทสิสในเซลล์มะเร็งเต้านมของมนุษย์ชนิด 

MCF-7 และชนิด  MAD-MB 231 (human breast cancer 
cell line, MCF-7 and MAD-MB 231)(15)  
 จากการศึกษาข้างต้นแสดงให้เห็นได้ว่าเคอร์เซตินมีผล

ในการยับยั้งการเจริญและท�าให้เกิดการตายของเซลล์แบบ 

อะพอพโทสิสผ่านกลไกต่างๆ ในเซลล์มะเร็งชนิดต่างๆ ใน

ระดับความเข้มข้นของเคอร์เซตินและเวลาที่ใช้ทดสอบแตก

ต่างกันไป อย่างไรก็ตามการศึกษาผลของเคอร์เซตินต่อการ

ต้านการเจริญของเซลล์มะเร็งกระดูกนั้นยังไม่ทราบแน่ชัด 

และก�าลังเป็นที่สนใจ การศึกษานี้จึงท�าการศึกษาฤทธ์ิของ

เคอร์เซตินต่อเซลล์ออสติโอซาร์โคมาของมนุษย์ชนิด U2-
OS (human osteosarcoma cell line, U2-OS) ในห้อง

ปฏิบัติการ โดยทดสอบผลของเคอร์เซตินต่อความมีชีวิตของ

เซลล์ (cell viability) โดยเทคนคิ MTT assay และผลการ

ตายแบบอะพอพโทสสิของเซลล์ออสตโิอซาร์โคมาของมนษุย์ 

โดยศกึษาลกัษณะเซลล์ภายใต้กล้องจลุทรรรศน์ชนดิหวักลบั

และเทคนิค DNA fragmentation assay ผลการศึกษาจะ

เป็นข้อมลูพืน้ฐานในการศกึษาฤทธ์ิเคอร์เซตนิต่อการต้านการ

เจรญิและการตายของเซลล์ออสตโิอซาร์โคมาของมนษุย์เพือ่

ประยุกต์ใช้การรักษาผู้ป่วยต่อไป

วัสดุและวิธีการ
	 1.	 สำรเคมี	

 เคอร์เซติน (2 - (3, 4 - Dihydroxyphenyl) -3, 5, 
7 - trihydroxy - 4H-1 -benzopyran -4 -one dehydrate 
3, 3′, 4′, 5, 7 - Pentahydroxyflavone dehydrate) จาก
บริษัทซิกมาร์ (Q0125; Sigma®, St. Louis, MO, USA) 
จะถูกละลายในไดเมทิลซัลฟอกไซด์ (dimethyl sulfoxide, 
DMSO) ที่ระดับความเข้มข้น 100 มิลลิโมลาร์ เพ่ือเป็น

สารละลายตัง้ต้นก่อนท�าการทดสอบ น�าสารละลายเคอร์เซตนิ

ตัง้ต้นความเข้มข้น 100 มลิลโิมลาร์มาเจอืจางด้วยอาหารเลีย้ง

เซลล์ที่ไม่มีซีรัม เพื่อท�าการทดสอบผลการมีชีวิตของเซลล์ 

ออสตโิอซาร์โคมามนษุย์ชนดิ U2-OS ทีร่ะดบัความเข้มข้น 1  

5 10 25 50 และ 100 ไมโครโมลาร์ และผลการตายของเซลล์  

ออสติโอซาร์โคมาของมนุษย์ชนิด U2-OS ที่ระดับความเข้ม

ข้น 5  25 และ 100 ไมโครโมลาร์ ในแต่ละความเข้มข้นของ

สารละลายเคอร์เซตินที่ใช้ ในการทดสอบจะมีความเข้มข้น

ของ DMSO น้อยกว่าหรือเท่ากับร้อยละ 0.1 กลุ่มควบคุม

จะไม่ใส่สารละลายเคอร์เซตนิแต่จะใส่อาหารเลีย้งเซลล์ทีไ่ม่มี

ซีรัมในปริมาตรที่เท่ากับกลุ่มทดลอง และมีความเข้มข้นของ 

DMSO ร้อยละ 0.1 (vehicle control)
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 2.	 กำรเพำะเลีย้งเซลล์ออสตโิอซำร์โคมำของมนษุย์ชนดิ	

U2-OS 

 เซลล์ออสติโอซาร์โคมาของมนุษย์ชนิด U2-OS ได้

รับความอนุเคราะห์จากคณะทันตแพทยศาสตร์ จุฬาลงกรณ์

มหาวิทยาลัย เลี้ยงในอาหารเลี้ยงเซลล์ชนิด Dulbecco’s 
Modified Eagle’s Medium (DMEM , Gibco® BRL, 
New York, USA) ท่ีประกอบด้วยซรัีมร้อยละ 10 (10% Fe-
tal calf serum, Gibco® BRL) เพนนิซิลลิน/สเตรปโตมัย

ซินซัลเฟต และแอมโฟเทอริซินบี ร้อยละ 1 (1% Penicillin 
/ Streptomycin sulfate and Amphotericin B; Gibco® 
BRL) และถกูเลีย้งในตูอ้บท่ีอณุหภูม ิ37 องศาเซลเซยีส  และ

มีระดับคาร์บอนไดออกไซด์ร้อยละ 5 ระดับความชื้นสัมพัทธ์

ร้อยละ 95

 3.	กำรสร้ำงกรำฟมำตรฐำน

 หว่านเซลล์ที่ทราบจ�านวนลงในจานเพาะเลี้ยงจ�านวน 

20,000 40,000 60,000 80,000 และ 100,000 เซลล์ต่อจาน

เพาะเลีย้ง แล้วน�าเข้าตูอ้บเพาะเลีย้งเซลล์เป็นเวลา 18 ชัว่โมง 

หลังจากนั้นท�าการวัดจ�านวนเซลล์ด้วยเทคนิค MTT as-
say แล้วน�าผลมาหาความสัมพันธ์ของค่าการดูดกลืนแสงกับ

จ�านวนเซลล์ซ่ึงทราบจ�านวนแน่นอนที่ได้ท�าการหว่านข้างต้น 

จะท�าให้ได้ความสัมพนัธ์เป็นกราฟเส้นตรงแสดงความสมัพนัธ์

ของจ�านวนเซลล์กับค่าการดูดกลืนแสงที่มีค่าสัมประสิทธิ์ 

สหสัมพันธ์ (R2) เข้าใกล้ 1

 4.	 ศึกษำผลของเคอร์เซตินต่อควำมมีชีวิตของเซลล ์

ออสทิโอซำร์โคมำของมนุษย์ชนิด	 U2-OS	 โดยเทคนิค	
MTT assay 

 การวัดผลโดยเทคนิค MTT assay(16)  เซลล์เพาะเลี้ยง

จะถกูถ่ายลงในจานเลีย้งเซลล์แบบ 24 หลมุ ทีค่วามหนาแน่น 

50,000 เซลล์ต่อ 0.5 มลิลลิติรของอาหารเลีย้งเซลล์ปกต ิเป็น

เวลา 18 ชั่วโมง จากนั้นเปลี่ยนอาหารเลี้ยงเซลล์ปกติที่ไม่มี

ซีรัมและน�าเข้าตู้อบเพาะเลี้ยงเซลล์ต่อเป็นเวลา 6 ชั่วโมง ต่อ

มาเซลล์จะถูกทดสอบด้วยเคอร์เซตินความเข้มข้น 1 5 10 25  

50 และ 100 ไมโครโมลาร์ เป็นเวลา 24  48 และ 72 ชั่วโมง 

โดยกลุม่ควบคมุของแต่ละการศกึษาจะไม่มเีคอร์เซตนิอยู่แต่มี 

DMSO ซึง่เป็นตวัท�าละลายอยูร้่อยละ 0.1 หลงัจากนัน้เซลล์

จะถูกล้างด้วย phosphate buffer saline (PBS) 2 ครั้งและ

อาหารเลี้ยงเซลล์จะถูกเปลี่ยนเป็นชนิดท่ีไม่มี Phenol red 

และม ีMTT (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphen-

yltetrazolium bromide, a tetrazole; USB®, Claveland, 
OH, USA) ที่ความเข้มข้นสุดท้ายเท่ากับ 0.5 มิลลิกรัมต่อ

มิลลิลิตร บ่มในตู้บ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 

30 นาทีสุดท้ายของการทดสอบ จากนั้นอาหารเลี้ยงเซลล์จะ

ถกูดดูออกและใส่ DMSO จ�านวน 800 ไมโครลติรลงในแต่ละ

หลุมของจานเลี้ยงเซลล์เพื่อละลายผลึก formazan ที่เซลล์

สร้างขึ้นจากสารละลาย MTT จากนั้นจึงน�าไปอ่านค่าการ

ดูดกลืนแสงด้วย spectrophotometer  (Genesys G10-S, 
Themo Fisher Scientific, Inc.,  Mandison-Wisonsin, 
USA) ท่ีความยาวคล่ืนแสง 570 นาโนเมตร น�าค่าการดูด

กลืนแสงที่วัดได้มาเทียบค่าจ�านวนเซลล์ที่ยังมีชีวิตอยู่กับเส้น

กราฟมาตรฐาน โดยในแต่ละกลุ่มการทดลองจะท�าซ�้ากัน 3 

ครั้ง โดยร้อยละความมีชีวิตของเซลล์ (% cell viability) 
ในแต่ละการทดลองมีค่าเท่ากับ (จ�านวนเซลล์ที่ยังมีชีวิตอยู่

ในแต่ละกลุ่มทดลองต่อจ�านวนเซลล์ทั้งหมดในกลุ่มควบคุม) 

คูณด้วย 100

 5.	ศึกษำลักษณะกำรตำยแบบอะพอพโทสิสของเซลล์ 

ออสติโอซำร์โคมำของมนุษย์ชนิด	U2-OS	 โดยเคอร์เซติน 

ภำยใต้กล้องจุลทรรศน์ชนิดหัวกลับ

 เซลล์เพาะเลี้ยงจะถูกถา่ยลงในจานเลีย้งเซลลข์นาดเส้น

ผ่านศนูย์กลาง 60 มลิลเิมตร ทีค่วามหนาแน่น 50,000  เซลล์

ต่อ 0.5 มิลลิลิตรของอาหารเล้ียงเซลล์ปกติเป็นเวลา 18  

ชั่วโมง จากนั้นเปลี่ยนอาหารเลี้ยงเซลล์ปกติที่ไม่มีซีรัมและ

น�าเข้าตู้อบเพาะเลี้ยงเซลล์ต่อเป็นเวลา 6 ชั่วโมง ต่อมาเซลล์

จะถูกทดสอบด้วยเคอร์เซติน ความเข้มข้นที่ 100 ไมโคร- 

โมลาร์ เป็นเวลา 48 54 และ 72 ชั่วโมง จากนั้นน�าไปส่อง

ภายใต้กล้องจุลทรรศน์ชนิดหัวกลับ (Inverted System 
Microscope, IX70, Olympus) 
	 6.	ศึกษำผลของเคอร์เซตินต่อกำรตำยแบบอะพอพ- 

โทสิสของเซลล์ออสติโอซำร์โคมำของมนุษย์ชนิด	U2-OS 

โดยเทคนิค	DNA fragmentation assay
 เซลล์เพาะเลี้ยงจะถูกถา่ยลงในจานเลีย้งเซลลข์นาดเส้น

ผ่านศูนย์กลาง 60 มิลลิเมตร ที่ความหนาแน่น 50,000 เซลล์

ต่อ 0.5 มิลลิลิตรของอาหารเล้ียงเซลล์ปกติเป็นเวลา 18 

ชัว่โมง จากนัน้เปลีย่นอาหารเลีย้งเซลล์ปกตทิีไ่ม่มซีรีมัและน�า

เข้าตู้อบเพาะเลี้ยงเซลล์ต่อเป็นเวลา 6 ชั่วโมง ต่อมาเซลล์จะ

ถูกทดสอบด้วยเคอร์เซตินระดับความเข้มข้น  5 และ 25 เป็น

เวลา  48 และ 72 ชัว่โมง และระดบัความเข้มข้น 100  ไมโคร- 
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โมลาร์ เป็นเวลา 48 54 และ 72 ชั่วโมง โดยกลุ่มควบคุมของ

แต่ละการศึกษาจะไม่มีเคอร์เซตินอยู่แต่มี DMSO ซึ่งเป็น

ตัวท�าละลายอยู่ร้อยละ 0.1 จากนั้นท�าการตรวจสอบการตาย

ของเซลล์แบบอะพอพโทสิสโดยเทคนิค DNA fragmenta-
tion assay โดยใช้ Apoptotic DNA Ladder Detection 
(Milipore®) ดังนี้ ท�าการเก็บเซลล์ทดสอบจ�านวน  5×105 

เซลล์ ใส่ในหลอด microcentrifuge ท�าการปั่นเหวี่ยงเซลล์

ความเร็วประมาณ 8,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 10 นาที ที่

อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส และล้างเซลล์ PBS จากนั้น

ท�าให้เซลล์แตกโดยใส่ TE Lysis buffer และก�าจัดอาร์เอ็น

เอ (RNA) ด้วย enzyme A (RNAase A) ปริมาตร 5 

ไมโครลิตร แล้วน�าไปบ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็น

เวลา 10 นาท ีท�าการย่อยโปรตนีท่ีไม่ต้องการออกโดยการเตมิ 

enzyme B (Proteinase K) ผสมกนัอย่างนุ่มนวล และบ่มที่

อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 12 ชั่วโมง ท�าการตก

ตะกอนดีเอน็เอด้วยแอมโมเนยีมอะซเิตท (ammonium ace-
tate) ปรมิาตร 5 มลิลลิติร และไอโซโพรพานอล  (isopropa-
nol)  ปรมิาตร  50 ไมโครลิตร ผสมให้เข้ากันและเกบ็ไว้ที ่-20 

องศาเซลเซยีส  เป็นเวลาอย่างน้อย 3 ชัว่โมง น�าดีเอน็เอทีส่กดั

มาได้ไปปั่นเหวี่ยงที่ความเร็ว 15,500 รอบต่อนาที เป็นเวลา 

20 นาที และปล่อยให้ดีเอ็นเอแห้งที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 

10 นาที หลังจากนั้นละลายดีเอ็นเอด้วย DNA suspension 
buffer ปริมาตร 30 ไมโครลิตร น�าดีเอ็นเอที่สกัดได้มาแยก

ในสนามไฟฟ้าที่ 90 V โดยเทคนิค DNA electrophoresis  
ผ่านตัวกลางคือ 1% Tris-acetate agarose gel เป็นเวลา 55 

นาที จากนั้นย้อมด้วยเอททิเดียม-โบรไมด์ (TE/ethidium 
bromide) เป็นเวลา 10 ถึง 15 นาที และตรวจสอบดีเอ็นเอ

ที่สกัดได้โดยการ ทรานสอิลลูมิเนชั่น (Transillumination) 
ด้วยแสงอัลตราไวโอเลต (Ultraviolet) ความยาวคลื่นแสง 

302 นาโนเมตร

 7.	กำรวิเครำะห์ข้อมูล

 แสดงผลเป็นค่าเฉลี่ย ± ความคลาดเคลื่อนมาตรฐาน 

(means±standard errors) ของร้อยละของความมีชีวิต

ของเซลล์  วิเคราะห์ความแตกต่างของค่าเฉลี่ยร้อยละของ

ความมีชีวิตของเซลล์ในแต่ละกลุ่มทดลองเปรียบเทียบกับ

กลุ่มควบคุมโดยอาศัยสถิติความแปรปรวนแบบปัจจัยเดียว 

(One-way ANOVA) และ Post Hoc Tests (Tukey 
HSD) การวิเคราะห์ใช้โปรแกรม SPSS 16.0  (SPSS Inc., 

Chicago, IL, USA) นัยส�าคัญทางสถิติของการวิเคราะห์

แสดงผลที่ P<0.05

ผลการศึกษา
 กรำฟมำตรฐำนแสดงควำมสัมพันธ์ระหว่ำงจ�ำนวนเซลล์

และค่ำกำรดดูกลนืแสงของเซลล์ออสทโิอซำร์โคมำของมนษุย์

ชนิด	U2-OS	โดยเทคนิค	MTT assay 

 กราฟมาตรฐานแสดงแนวแกน Y คือจ�านวนเซลล์และ

แนวแกน X คือค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น (absor-
bance) 570 นาโนเมตร พบความสมัพนัธ์ระหว่างจ�านวนเซลล์

และค่าการดูดกลืนแสงของเซลล์ U2-OS คือ Y = 97643X 

และมค่ีาสมัประสทิธิส์หสมัพนัธ์ (R2) เท่ากบั 0.9977 (รปูที ่1) 

กราฟมาตรฐานจะถกูน�ามาใช้เทยีบค่าการดดูกลนืแสงทีว่ดัได้

ในแต่ละการศกึษาโดยเทคนิค MTT assay เป็นจ�านวนเซลล์

ที่ยังมีชีวิตอยู่

รูปที่ 1  กราฟมาตรฐานแสดงความสัมพันธ์ระหว่างค่าการ

ดูดกลืนแสงและจ�านวนเซลล์ออสทิโอซาร์โคมา

ชนิด U2-OS
Figure 1 Standard curve showed the relation between 

an absorbance and number of osteosarcoma 
cell line, U2-OS.

	 ผลของเคอร์เซตนิต่อควำมมชีวีติของเซลล์ออสทโิอซำร์

โคมำของมนุษย์ชนิด	U2-OS	โดยเทคนิค	MTT assay 

 ผลการศึกษาพบว่าเคอร์เซตินความเข้มข้น 1 ไมโคร-

โมลาร์ ในทุกช่วงเวลาที่ท�าการทดสอบ ไม่มีผลต่อความมี

ชีวิตของเซลล์เมื่อเปรียบเทียบกับกลุ่มควบคุม ในขณะท่ี 

เคอร์เซตินความเข้มข้น 5 10 25 50 และ 100 ไมโครโมลาร์

ในทุกช่วงเวลาที่ท�าการทดสอบมีผลลดร้อยละความมีชีวิต

ของเซลล์อย่างมีนัยส�าคัญทางสถิติเม่ือเปรียบเทียบกับกลุ่ม
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ควบคุม และร้อยละความมีชีวิตเซลล์มีค่าลดลงไปตามระดับ

ความเข้มข้นของเคอร์เซตินที่เพิ่มขึ้น (เครื่องหมาย * ในรูป

ที่ 2) ร้อยละความมีชีวิตเซลล์ลดลงมากกว่า 50 เมื่อเซลล์

ถูกทดสอบด้วยเคอร์เซตินระดับความเข้มข้น 100 ไมโคร-

โมลาร์เป็นเวลา 24 ชั่วโมง (ร้อยละความมีชีวิตเซลล์ลดลง

เท่ากับ  55.089) ที่ระดับความเข้มข้น 25 50 100 ไมโครโม- 

ลาร์เป็นเวลา 48 ช่ัวโมง (ร้อยละความมชีวีติเซลล์ลดลงเท่ากบั  

54.898, 66.723, 74.898 ตามล�าดับ) และที่ระดับความเข้ม

ข้น 25 50 100 ไมโครโมลาร์เป็นเวลา 72 ชั่วโมง (ร้อยละ

ความมีชีวติเซลล์ลดลงเท่ากบั 57.419, 72.130, 81.424 ตาม

ล�าดบั) เคอร์เซตนิมผีลลดร้อยละความมชีวีติของเซลล์แปรผนั

ไปตามเวลาที่ท�าการทดสอบท่ีเพ่ิมข้ึนอย่างมีนัยส�าคัญทาง

สถิติ ในระหว่างการทดสอบที่เวลา 24 ชั่วโมง กับ 48 และ 

72 ชั่วโมง ในระดับความเข้มข้น 25 50 และ 100 ไมโคร- 

โมลาร์ (เครื่องหมาย # ในรูปที่ 2) 

	 ผลลักษณะกำรตำยแบบอะพอพโทสิสของเซลล์ออสติ

โอซำร์โคมำของมนุษย์ชนิด	U2-OS	 โดยเคอร์เซตินภำยใต้
กล้องจุลทรรศน์ชนิดหัวกลับ

 ผลการศึกษาพบว่ากลุ่มควบคุมท่ีไม่ได้ถูกทดสอบด้วย 

เคอร์เซติน เซลล์แสดงลักษณะปกติในจานเพาะเลี้ยงเซลล์

ในห้องปฏิบัติการเป็นเวลา 48 54 และ 72 ชั่วโมง แสดงดัง

รูปที่ 3A, D, และ G ตามล�าดับ เมื่อเซลล์ถูกทดสอบด้วย 

เคอร์เซตนิจะมกีารหดตวัและฝ่อลบี มคีวามหนาแน่นของเซลล์

ในจานเพาะเลี้ยงลดลง เซลล์มีการหลุดออกจากผิวจานเพาะ

เลี้ยงเซลล์ ลักษณะดังกล่าวจะเพิ่มขึ้นเป็นไปตามความเข้ม

ข้นและเวลาทีเ่ซลล์ถูกทดสอบเพิม่ข้ึน เซลล์แสดงลกัษณะการ

ตายแบบอะพอพโทสิสเมื่อถูกทดสอบด้วยเคอร์เซตินที่ 100 

ไมโครโมลาร์เป็นเวลา 48 ชั่วโมงเป็นต้นไป โดยพบเยื่อหุ้ม

เซลล์เกดิการบวมเป็นตุม่หรอืหน่อขึน้ (plasma membrane 
blebbing) เมือ่เซลล์ถกูทดสอบด้วยเคอร์เซตนิที ่100 ไมโคร- 

โมลาร์เป็นเวลา 48 ชั่วโมง (รูปที่ 3B, C ลูกศรชี้) ต่อมาพบ

การรวมตัวกันแน่นของนิวเคลียส (nuclear condensation) 
และมีการแตกหักของดีเอ็นเอ (DNA fragmentation) เมื่อ

เซลล์ถกูทดสอบด้วยเคอร์เซตนิท่ี 100 ไมโครโมลาร์เป็นเวลา 

54 ชั่วโมง (รูปที่ 3E, F ลูกศรชี้)  และเมื่อเซลล์ถูกทดสอบ 

ด้วยเคอร์เซตินท่ี 100 ไมโครโมลาร์ เป็นเวลา 72 ช่ัวโมง  

เซลล์จะมีการแยกสลายเป็นเม็ดเล็กๆ ซ่ึงมีช่ือเรียกเฉพาะ

ว่า อะพอพโทติก บอดี้ ซึ่งบรรจุดีเอนเอที่แตกหักอยู่ภายใน   

(รูปที่ 3H, I ลูกศรชี้) 

	 ผลของเคอร์เซตินต่อกำรตำยแบบอะพอพโทสิสของ

เซลล์ออสติโอซำร์โคมำของมนุษย์ชนิด	U2-OS	โดยเทคนิค	

DNA fragmentation assay

 เพือ่สนบัสนนุผลการศกึษาลกัษณะการตายแบบอะพอพ-

โทสิสของเซลล์โดยเคอร์เซตินภายใต้กล้องจุลทรรศน์ชนิด

หัวกลับ กลุ่มวิจัยจึงท�าการศึกษาเพิ่มเติมถึงผลของเคอร์- 

เซตนิต่อการตายแบบอะพอพโทสสิของเซลล์โดยอาศยัเทคนคิ 

DNA fragmentation assay ผลการศึกษาพบว่าเมื่อเซลล์

ถูกทดสอบด้วยเคอร์เซตินระดับความเข้มข้น 5 25 และ 100 

ไมโครโมลาร์ เป็นเวลา 48 ชั่วโมง (รูปที่ 4A) และความเข้ม

ข้น 5 และ 25 ไมโครโมลาร์ เป็นเวลา 72 ชั่วโมง (รูปที่ 4B) 

รูปที่ 2 ร้อยละความมีชีวิตของเซลล์ออสทิโอซาร์โคมา

ของมนุษย์ชนิด U2-OS เมื่อทดสอบด้วยเคอร์เซ

ตินที่ระดับความเข้มข้น 1 5 10 25 50 และ 100 

ไมโครโมลาร์เป็นเวลา 24  48 และ 72 ชั่วโมง * 

P<0.05 แสดงความแตกต่างอย่างมีนัยส�าคัญ

ของการทดสอบด้วยเคอร์เซตินในระดับความเข้ม

ข้นต่างๆ เปรียบเทียบกับกลุ่มควบคุมที่เวลา 24  

48 และ 72 ชั่วโมง  #P< 0.05 แสดงความแตก

ต่างอย่างมนียัส�าคญัระหว่างการทดสอบทีเ่วลา 24 

ชั่วโมง กับ  48 และ 72 ชั่วโมง ในระดับความเข้ม

ข้น 25 50 และ 100 ไมโครโมลาร์

Figure 2 % cell viability of osteosarcoma cell line, 
U2-OS after treated with the varied con-
centrations of quercetin at 24, 48 and 72 
h. *P<0.05 quercetin treatments compared 
with control at 24, 48 and 72 h. #P< 0.05 
compared between 24 h and, 48 and 72h 
of quercetin treatments in concentration of 
25, 50 and 100 µM.
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รูปที่ 3 ลกัษณะการตายแบบอะพอพโทสสิของเซลล์ U2-OS เมือ่ทดสอบด้วยเคอร์เซตนิทีร่ะดบัความเข้มข้น 100 ไมโครโม

ลาร์เป็นเวลา 48  54 และ 72 ชั่วโมงภายใต้กล้องจุลทรรศน์ชนิดหัวกลับ รูป A, B, D, E, G, H ก�าลังขยาย 200 

เท่า (C, F, I เป็นภาพขยายจาก B, E, H, ตามล�าดับ) A, D, G แสดงลักษณะของเซลล์กลุ่มควบคุม B, C แสดง

ลักษณะของเซลล์เม่ือถูกทดสอบท่ีระดบัความเข้มข้น 100 ไมโครโมลาร์เป็นเวลา 48 ชัว่โมง ลกูศรแสดงลกัษณะของ 

plasma membrane blebbing E, F แสดงลักษณะของเซลล์เมื่อถูกทดสอบที่ระดับความเข้มข้น 100 ไมโครโม

ลาร์เป็นเวลา 54 ชั่วโมง  ลูกศรแสดงลักษณะการแตกหักของดีเอ็นเอ H, I แสดงลักษณะของเซลล์เมื่อถูกทดสอบ

ที่ระดับความเข้มข้น 100 ไมโครโมลาร์เป็นเวลา 72 ชั่วโมง ลูกศรแสดงลักษณะของ apoptotic body  ซึ่งบรรจุดี

เอนเอที่แตกหักอยู่ภายใน

Figure 3 Morphological changes of U2-OS cells after treated with 100 µM of quercetin for 48, 54 and 72 
h observed by using Inverted System Microscope. A, B, D, E, G, H (x200) and C, F, I are higher 
magnification from B, E, H, respectively. A, D, G are control cells. Arrows in B, C indicated mem-
brane blebbing after treated with 100 µM of quercetin for 48 h. Arrows in E, F, indicated DNA 
fragmentation after treated with 100 µM of quercetin for 54 h. Arrows in H, I indicated apoptotic 
body containing fragmented DNA after treated with 100 µM of quercetin for 72 h.
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รูปที่ 4  ผลการสกัดดีเอ็นเอของเซลล์ U2-OS โดยเทคนิค DNA fragmentation assay เมื่อถูกทดสอบด้วยเคอร์เซติน 

ความเข้มข้น 5 25 100 ไมโครโมลาร์เป็นเวลา 48 ชั่วโมง (A) และ 72 ชั่วโมง (B)  และที่ความเข้มข้น 100 ไมโคร

โมลาร์เป็นเวลา 54 และ 72 ชั่วโมง (C) พบการแตกหักของดีเอ็นเอเมื่อเซลล์ถูกทดสอบด้วยเคอร์เซตินความเข้ม

ข้น 100 ไมโครโมลาร์เป็นเวลา 54 และ 72 ชั่วโมง (หัวลูกศรรูป B และ C) (M= marker Hind III แสดงค่าน�้า

หนักโมเลกุลดีเอ็นเอ; C= กลุ่มควบคุม; 5 25 100= เคอร์เซตินความเข้มข้น 5 25 100 ไมโครโมลาร์;  bp= base 
pairs หน่วยของน�้าหนักโมเลกุลของดีเอ็นเอ)

Figure 4 Extracted DNA of U2-OS cells observed by DNA fragmentation assay, after U2-OS cells were 
treated with 5, 25 and 100 µM of quercetin for 48 h (A) and 72 h (B), and 100 µM of quercetin for 
54 h and 72h (C). Large DNA fragments were found after U2-OS cells were treated with 100 µM 
of quercetin for 54 h and 72h (arrow heads in B and C) (M = marker Hind III; C= control group; 
5 25 100= 5, 25 and 100 µM of quercetin; bp= base pairs)

ไม่พบการแตกหกัของดีเอ็นเอของเซลล์ น�า้หนักดีเอน็เอทีส่กดั

ได้ไม่แตกต่างจากกลุม่ควบคุม  ในขณะท่ีเซลล์ถูกทดสอบด้วย 

เคอร์เซตินระดับความเข้มข้น 100 ไมโครโมลาร์ เป็นเวลา 

54 และ 72 ชั่วโมง พบการแตกหักของดีเอ็นเอเป็นผลให้น�้า

หนักโมเลกุลของดีเอ็นเอที่สกัดได้มีค่าน้อยกว่ากลุ่มควบคุม

และมีน�้าหนักโมเลกุลของดีเอ็นเอที่แตกหักมากกว่า 23,130 

bp ขึ้นไป (รูป 4B, C, หัวลูกศรชี้) ผลการศึกษาสอดคล้อง

ไปกับการศึกษาลักษณะการตายแบบอะพอพโทสิสของเซลล์

โดยเคอร์เซตินภายใต้กล้องจุลทรรศน์ชนิดหัวกลับ โดยพบ

ว่าเคอร์เซตนิเหนีย่วน�าให้เกดิการตายของเซลล์แบบอะพอพ- 

โทสสิและมีการแตกหกัของดเีอน็เอ (DNA fragmentation) 
เมื่อเซลล์ถูกทดสอบด้วยเคอร์เซตินที่ 100 ไมโครโมลาร์เป็น

เวลา 54  ชั่วโมง และ 72  ชั่วโมง (รูปที่ 3E, F ลูกศรชี้และ 

รูปที่ 3H, I ลูกศรชี้)  

บทวิจารณ์
 การศึกษานี้แสดงให้เห็นว่าเคอร์เซตินมีฤทธิ์ต้านการ

เจริญของเซลล์ออสติโอซาร์โคมาของมนุษย์ชนิด U2-OS 

อย่างมนียัส�าคญัทางสถติทิีร่ะดบัความเข้มข้น 5 10 25 50 และ 

100 ไมโครโมลาร์ เป็นเวลา 24 48 และ 72 ชั่วโมง โดยร้อย

ละความมีชีวิตของเซลล์ลดลงเป็นไปตามระดับความเข้มข้น

ของเคอร์เซตินที่เพิ่มมากขึ้น เคอร์เซตินที่ระดับความเข้มข้น 

100 ไมโครโมลาร์เป็นเวลา 24 ชั่วโมงและระดับความเข้มข้น 

25 50 100 ไมโครโมลาร์ เป็นเวลา 48 และ 72 ชั่วโมงมีผล

ลดร้อยละความมีชีวิตเซลล์ได้มากกว่า 50 เมื่อเปรียบเทียบ

ผลการศกึษานี้กบัการศกึษาผลของเคอร์เซตนิตอ่เซลล์ออส- 

ติโอซาร์โคมาของมนุษย์ชนิดอื่นๆ พบว่าเคอร์เซตินระดับ

ความเข้มข้น 100 ไมโครโมลาร์ทดสอบเป็นเวลา 48 ชั่วโมง

มีผลลดร้อยละความมีชีวิตของเซลล์ออสติโอซาร์โคมาของ

มนุษย์ชนิด HOS-143B น้อยกว่า 40(17) และเคอร์เซติน 

ระดับความเข้มข้น 160 ไมโครโมลาร์ทดสอบเป็นเวลา 48 

ชัว่โมงมผีลลดร้อยละความมชีวีติของเซลล์ออสตโิอซาร์โคมา

ของมนุษย์ชนิด MG-63  ได้เท่ากับ 50(18) ขณะที่การศึกษา

นี้เมื่อเปรียบเทียบเวลาในการทดสอบที่ 48 ชั่วโมง พบว่า 

เคอร์เซตินระดับความเข้มข้นที่ 25 ไมโครโมลาร์มีผลลดร้อย

ละความมีชีวิตของเซลล์ U2-OS ได้มากกว่า 50 จะเห็นได้ว่า
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เซลล์ U2-OS มีความไว (sensitivity) ต่อเคอร์เซติน สูง

กว่าเมื่อเปรียบกับเซลล์ HOS-143B และ MG-63 เคอร์เซ

ตินมีผลต่อเซลล์ออสติโอซาร์โคมาของมนุษย์แตกต่างกันไป

อาจเป็นผลมาจากคุณลักษณะของเซลล์ที่แตกต่างกัน เซลล์ 

HOS-143B มลีกัษณะท่ีลกุลามสงู (invasion) และสามารถ

แพร่กระจาย (metastasis) ไปยังเนื้อเยื่ออื่นๆ ได้ในขณะที่

เซลล์ U2-OS มลีกัษณะทีล่กุลามสงูเช่นกนั แต่ไม่มกีารแพร่

กระจายของเซลล์ ส่วนเซลล์ MG-63 ไม่มีลกัษณะการลกุลาม

และการแพร่กระจาย(19) จากความไวของเซลล์ U2-OS ต่อ 

เคอร์เซตินแสดงให้เหน็ว่าเคอร์เซตนิน่าจะให้ผลดใีนการรกัษา

ผูป่้วยในระยะทีเ่ซลล์ออสติโอซาร์โคมามคีณุลกัษณะทีล่กุลาม

สูง แต่ไม่มีการแพร่กระจายของเซลล์ ทั้งนี้เพื่อประสิทธิภาพ

สูงสุดในการออกฤทธิ์ของเคอร์เซตินในปริมาณที่ต�่าสุดที่ใช้

ในการรักษา เนื่องจากมีรายงานการศึกษาพบว่าเคอร์เซตินมี

ผลด้านความเป็นพษิต่อเซลล์กระดกูปกตขิองหนทูดลองชนดิ 

M3T3E1 ได้เช่นเดียวกันโดยระดับความเข้มข้น 50 ไมโคร- 

โมลาร์มีผลลดร้อยละความมีชีวิตของเซลล์กระดูกได้เท่ากับ 

55(20) ดังนัน้การใช้เคอร์เซตนิในปริมาณทีส่งูอาจมผีลเสียต่อ

เซลล์กระดูกปกติของผู้ป่วยได้ 

 การตายของเซลล์ เป็นกลไกที่ก�าจัดเซลล์เส่ือมสภาพ

ตามอายุขัยหรือเสื่อมสภาพจากการถูกท�าลายจนไม่สามารถ

ซ่อมแซมได้ การตายของเซลล์แบบอะพอพโทสิสเกิดขึ้นได้ 2 

วิถี คือ (1) วิถีภายนอกหรือ death-receptor-induced ex-
trinsic pathway เกดิเม่ือตวัรับสญัญาณการตายหรอื death 
receptors (DRs) เช่น tumor necrosis factor receptor 
(TNFR), Fas receptor (FasR), TNF-related apopto-
sis-inducing  ligand receptor (TRAILR) เป็นต้น ตวัรบั

สัญญาณการตายเหล่านี้จะถูกกระตุ้นด้วยการจับของลิแกนด ์

(ligand) ที่จ�าเพาะท�าให้เกิดเป็นโครงสร้างที่ประกอบด้วย

โปรตีนตัวปรับ (adaptor proteins) กระตุ้นการท�างานของ

กลุ่มเอนไซม์แคสเปส (caspases) ท่ีท�าหน้าที่สลายโปรตีน

โครงสร้างของเซลล์ สลายออร์แกเนลล์ (organelles) และ

เกิดการแตกหักของดีเอ็นเอ (DNA fragmentation) (2) 
ส่วนวถีิภายในหรือ mitochondrial-apoptosome-mediat-
ed apoptotic intrinsic pathway ซึง่จะถูกควบคมุโดยความ

สามารถในการซึมผ่านของเยือ่หุม้ชัน้นอกของไมโทคอนเดรยี 

(mitochondria outer membrane permeabilization) เมือ่

มสีิง่กระตุน้ เช่น สารเคมท่ีีเป็นพษิ อนมุลูอสิระ การเสยีสมดลุ

ของแคลเซยีมไอออนจะรบกวน electrochemical gradient 
ท�าให้เย่ือหุ้มช้ันนอกของไมโทคอนเดรียสูญเสียการควบคุม

และปล่อยไซโทโครม ซ ี(cytochrome c) ออกมาจากไมโท-

คอนเดรยี   ไซโทโครม ซ ีจะกระตุน้การท�างานของกลุ่มเอน-

ไซม์แคสเปส (caspases) น�าไปสู่การตายแบบอะพอพโทสิส 

อย่างไรกต็ามการน�าสญัญาณการตายของทัง้สองวถินีีอ้าจเป็น

อิสระต่อกนัหรอือาจเหนีย่วน�าสญัญาณการตายร่วมกันได้ การ

ตายของเซลล์แบบอะพอพโทสิสจะมีลักษณะรูปร่างที่จ�าเพาะ

สามารถมองเห็นได้ภายใต้กล้องจุลทรรศน์ชนิดหัวกลับ โดย

เซลล์จะเกดิการหดตวัเนือ่งจากมีการท�าลายโปรตนีโครงสร้าง

ของเซลล์ เช่น เส้นใยแอคติน  (actin filaments)  ในไซโท- 

พลาสซึม ท�าให้ไซโทพลาสซึม ออร์แกเนลล์และนิวเคลียส

เกดิการรวมตวักันแน่น (nuclear condensation) โครมาติน

เกาะกลุ่มกัน (chromatin aggregation) เยื่อหุ้มเซลล์เกิด

บวมเป็นตุ่มหรือหน่อขึ้น (plasma membrane blebbing) 
ในระยะท้ายของกระบวนการดีเอ็นเอจะถูกย่อยเป็นชิ้นส่วน

ต่างๆ (endonucleocytic degradation of DNA into  
nucleosomal fragments) จากนั้นเซลล์จะแยกสลายออก

เป็นเม็ดเล็กๆ หรือเวสซิเคิล (vesicle) ซึ่งมีชื่อเรียกเฉพาะ

ว่า อะพอพโทติก บอดี้ (apoptotic body) ซึ่งต่อมาจะถูก

จับกินโดยเซลล์อื่นๆ โดยวิธีฟาโกไซโตสิส (phagocyto-
sis) การแตกหักของดีเอ็นเอจากการถูกย่อยสลายมีรูปแบบ

ท่ีชัดเจน ดังนี้ 1. ได้เป็นช้ินส่วนดีเอ็นเอขนาดใหญ่ (large 
DNA fragments) ที่มีขนาดโมเลกุล 50-300 kbp 2. ได้

เป็นช้ินส่วนดีเอ็นเอสายสั้นๆ (small DNA fragments) 
ที่มีขนาด 180-200 bp หรือ 3. ได้ช้ินส่วนดีเอ็นเอขนาด

ใหญ่และชิ้นส่วนสายสั้นๆ ร่วมกัน ชิ้นส่วนดีเอ็นเอที่แตกหัก

สามารถแยกได้ตามน�้าหนักโมเลกุลโดยวิธีอิเล็กโตรโฟรีซิส 

(gel electrophoresis)(21,22)

 นอกจากเคอร์เซตินจะออกฤทธิ์ต้านการเจริญโดยมีผล

ลดร้อยละความมชีวีติของเซลล์อย่างมนียัส�าคญัทีร่ะดบัความ

เข้มข้น 5 25 50 ไมโครโมลาร์แล้ว ในระดับความเข้มข้นที่สูง

ขึ้นของเคอร์เซตินที่ 100 ไมโครโมลาร์ ยังสามารถเหนี่ยวน�า

ให้เกิดการตายของเซลล์แบบอะพอพโทสิสได้ โดยส�ารวจพบ

เยือ่หุม้เซลล์เกดิการบวมเป็นตุม่ เมือ่ถกูทดสอบเป็นเวลา 48 

ชั่วโมง ต่อมาเกิดการแตกหักของดีเอ็นเอและพบอะพอพ- 

โทติก บอดี้เมื่อเซลล์ถูกทดสอบเป็นเวลา 54 และ 72 ชั่วโมง 

รูปแบบการแตกหักของดีเอ็นเอได้เป็นชิ้นส่วนขนาดใหญ่มี
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น�้าหนักโมเลกุลมากกว่า 23,130 bp หรือ 23.13 kbp โดย

กระบวนการตายของเซลล์แบบอะพอพโทสสิเป็นไปตามระยะ

เวลาที่เซลล์ถูกทดสอบเพิ่มมากขึ้น อย่างไรก็ตามเคอร์เซติน

สามารถเหนี่ยวน�าให้เกิดการตายแบบอะพอพโทสิสในเซลล์

มะเรง็ชนดิต่างๆ ผ่านวถิใีดนัน้ยงัไม่เป็นทีท่ราบแน่ชดั(12,14,23) 

จากการศึกษาทีใ่กล้เคียงแสดงถงึกลไกส่งเสริมวถิกีารเหน่ียว

น�าการตายแบบอะพอพโทสิสของเคอร์เซตินต่อเซลล์มะเร็ง

ชนิดต่างๆ พบว่า เคอร์เซตินส่งเสริมฤทธิ์ ลิแกนด์ที่เรียกว่า 

TRAIL ผ่านตัวรบัสณัญาณการตายทีเ่รียกว่า TRAILR ซึง่

เป็นการเหนี่ยวน�าการตายของเซลล์จากวิถีภายนอก ในการ 

กระตุ้นการตายแบบอะพอพโทสิสของเซลล์มะเร็งล�าไส้ ใหญ่

ของมนุษย์ชนิด HT-29 SW-620 และ Caco-2(24) และ

เซลล์มะเรง็ต่อมลูกหมากของมนษุย์ชนิด DU-145 และ PC-
3(25) และการศกึษาท่ีแสดงผลของเคอร์เซตนิท่ีสมัพนัธ์กบัการ 

กระตุ้นการตายแบบอะพอพโทสิสของเซลล์มะเร็งผ่านวิถี

ภายใน ในเซลล์มะเร็งตับชนิด HepG2(13) และเซลล์มะเร็ง

เย่ือบุผิวชนิด KB และ KBv200(26) จากการศึกษาฤทธิ์

การเหนี่ยวน�าให้เกิดการตายแบบอะพอพโทสิสของเคอร์- 

เซตินต่อเซลล์ออสติโอซาร์โคมาของมนุษย์ พบว่าเคอร์เซติน

สามารถเหนี่ยวน�าให้เกิดการตายแบบอะพอพโทสิสในเซลล์ 

HOS-143B และเซลล์ MG-63 วิถีการเหนี่ยวน�าการตาย

ของเซลล์ HOS-143B โดยเคอร์เซติยังไม่ทราบแน่ชัด ขณะ

ที่การตายของเซลล์ MG-63 โดยเคอร์เซตินสัมพันธ์กับการ

เหนี่ยวน�าวิถีภายใน ในขณะที่วิถีการเหนี่ยวน�าการตายของ

เซลล์ U2-OS โดยเคอร์เซตินยังไม่เป็นที่ทราบแน่ชัดและยัง

คงต้องมีการศึกษาเพิ่มเติมต่อไป

 จากการศึกษาแสดงถึงฤทธ์ิของเคอร์เซตินต่อการต้าน

การเจรญิและเหนีย่วน�าให้เกดิการตายของเซลล์แบบอะพอพ-

โทสิสในเซลล์มะเร็งออสติโอซาร์โคมาของมนุษย์ การศึกษา

เพิ่มเติมถึงกลไกการออกฤทธิ์ดังกล่าวจะเป็นประโยชน์ใน

การน�าไปใช้ในการรักษาผู้ป่วยต่อไป การน�าเคอร์เซตินไปใช้

ในการรกัษาผู้ป่วยอาจจะอาศยัฤทธิโ์ดยตรงของเคอร์เซตนิใน

การต้านการเจริญของเซลล์มะเร็งเพื่อลดการใช้ยาเคมีบ�าบัด

ซ่ึงมีข้อจ�ากัดอยู่หลายประการ ปัจจุบันมีการพัฒนาการขน

ส่งเคอร์เซตินเข้าสู่ร่างกายให้อยู่ในรูปแบบของนาโนพาทิเคิล 

(nanoparticle) ซ่ึงจะท�าให้ร่างกายดูดซึมเคอร์เซตินได้ดี

ขึ้น ลดปริมาณการใช้เคอร์เซติน และเพิ่มประสิทธิภาพการ

ออกฤทธ์ิของเคอร์เซติน โดยเคอร์เซตินจะถูกน�าส่งโดยตรง

ไปยังเซลล์มะเร็งซ่ึงเป็นเป้าหมายในการออกฤทธ์ิ(27) การใช้ 

เคอร์เซตินเพื่อการรักษาผู้ป่วยมะเร็งอาจใช้ร่วมกับยาเคมี

บ�าบัด เนื่องจากมีรายงานการศึกษาพบว่าเคอร์เซตินเพิ่ม

ประสิทธิภาพของยาเคมีบ�าบัดได้แก่ โทโปทีแคน ไฮโปคลอ-

ไรด์ (topotecan hydrochloride) ในการเหนี่ยวน�าให้เกิด

การตายของเซลล์ได้ 1.4 เท่าในเซลล์มะเรง็เต้านมของมนษุย์

ชนิด MCF-7 และ 1.3 เท่าในเซลล์มะเร็งเต้านมของมนุษย์

ชนิด MAD-MB 231 เมื่อเปรียบเทียบกับการใช้ยาเคมี

บ�าบดัเพยีงอย่างเดยีว(15) จากการศกึษาแสดงให้เหน็ว่าเคอร์- 

เซตินน่าจะเป็นอีกทางเลือกหนึ่งที่น่าสนใจ ในการน�ามาใช้ใน

การรกัษาผูป่้วยเซลล์มะเรง็ออสตโิอซาร์โคมาของมนษุย์ เพ่ือ

เพิม่ประสทิธิภาพในการรกัษา ลดปรมิาณการใช้ยาเคมบี�าบดั

ซึ่งมีข้อจ�ากัดเรื่องความเป็นพิษและการดื้อต่อยาเคมีบ�าบัด

ของผู้ป่วย อย่างไรก็ตามการเลือกใช้เคอร์เซตินในการรักษา

ผู้ป่วยยังคงต้องมีการศึกษาค้นคว้าเพิ่มเติมต่อไป 

บทสรุป
 ผลการศึกษาพบว่าเคอร์เซตินมีฤทธ์ิต้านการเจริญและ

เหนี่ยวน�าให้เกิดการตายแบบอะพอพโทซิสของเซลล์ออสติ- 

โอซาร์โคมาของมนษุย์ชนดิ U2-OS ทัง้นีข้ึน้อยูก่บัระดับความ

เข้มข้นของเคอร์เซตินและเวลาที่เซลล์ได้รับ เซลล์ออสติ- 

โอซาร์โคมาของมนษุย์ชนดิ U2-OS ซ่ึงมคุีณสมบัตกิารลกุลาม

สูงแต่ไม่แพร่กระจายไปอวัยวะข้างเคียง ดังน้ันเคอร์เซตินน่า

จะเป็นทางเลือกหนึ่งที่จะช่วยเพิ่มประสิทธิภาพในการรักษา 

ผูป่้วยในระยะทีเ่ซลล์มพีฤตกิรรมเทยีบเคยีงได้กบัเซลล์ U2-
OS อย่างไรก็ตามควรมีการศึกษาเพิ่มเติมถึงกลไกการออก

ฤทธ์ิของเคอร์เซตนิต่อการต้านการเจรญิและการเหนีย่วน�าให้

เกิดการตายแบบอะพอพโทสิสของเซลล์ U2-OS เพื่อน�าผล

มาประยุกต์ใช้ ในการเพิ่มประสิทธิภาพการรักษาผู้ป่วยต่อไป
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