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Moringa oleifera Lamk (พชืวงษ์ Moringaceae) เป็นพชืที�ใชเ้ป็นสมุนไพรและใชเ้ป็นอาหาร
ของคนไทย ในการศกึษานี� พชืมะรมุไดถู้กเกบ็และแยกส่วนออกเป็น 3 ส่วนสาํคญัคอื ใบ ฝัก และดอก

มะรุม ตามลาํดบั จากนั �นนําพชืไปสกดัโดยใชแ้อลกอฮอลด์ว้ยวธิกีารสกดัแบบซอกแลต็ (Soxhlet 

extraction) สารสกดัหยาบ (crude extract) ที�ไดนํ้าไปทดสอบฤทธิ �การยบัยั �งการเตบิโตของเซลลม์ะเรง็
เพาะเลี�ยงลาํไสใ้หญ่ โดยใชว้ธิทีดสอบ MTT assay และเมื�อนําสารสกดัหยาบมาทําการแยกใหบ้รสิุทธิ �
ขึ�นดว้ยวธิ ีGel filtration โดยใชเ้จล Sephadex LH-20 พบว่าสามารถแยกสารสกดัหยาบไดเ้ป็นกลุ่ม

ใหญ่ๆ ได ้3 กลุ่ม คอื pf1(หรอื MLO1), pf2 (MLO2), และ pf3(MLO3) โดยพบว่า มสีารที�ออกฤทธิ �
ยบัยั �งการเจรญิเตบิโตของเซลลม์ะเรง็ลําไสใ้หญ่มนุษย ์(HCT116 cell line) โดยศกึษากลไกการยบัยั �ง

การเจรญิเตบิโตในระดบัเซลล ์โดยมผีลทาํใหเ้ซลลต์าย ภายใตก้ระบวนการ Cell cycle และพบการ
รบกวนสญัญาณโปรตนีภายในเซลล ์pERK MAPK pathway ที�เป็นสญัญาณสาํคญัในการเพิ�มจาํนวน

เซลลม์ะเรง็ลําไสใ้หญ่ ทาํใหม้แีนวโน้มที�จะพฒันาสารสําคญัที�จะช่วยในการยบัยั �งเซลลม์ะเรง็ไดใ้น

อนาคต 
 

Keywords : มะรมุ, สารสกดั, มะเรง็ลาํไส้ใหญ่, มะเรง็, สมุนไพร 

(คาํหลกั) 
 

  



 

 

-ก- 

 

คํานํา (Preface) 

 

 

รายงานการวิจยัเรื่อง การศกึษาฤทธ์ิของสารสกัดบริสุทธ์ิที่แยกไดจากมะรมุในการสงสัญญาณของเซลลในเซลล

เพาะเลี้ยงมะเร็งลําไสใหญมนุษย ชื่อภาษาอังกฤษ “Isolation and identification molecular cell signaling of lead 

compounds form Molinga Olifera L for anti-cancer activities in human colon cancer cell line” ไดรับการ

สนับสนุนจาก (ชื่อเดิม) สํานักงานการวิจัยแหงชาติ (สกว) ปจจุบันโอนยายอยูภายใตกระทรวงการอุดมศึกษา วิทยาศาสตร วิจยั

และนวัตกรรม (อว.) และจากคณะเภสัชศาสตร มหาวิทยาลัยศิลปากร เพื่อใหนักวิจัยรุนใหมไดรับทุนสนับสนุนการทําวิจัยและ

ไดเริ่มผลงานวิจัยที่จะเปนรากฐานของการพัฒนาประเทศชาติ  

 การวิจัยเรื่องนี้ไดแนวคดิเริม่จากความตองการในการพัฒนาสมุนไพรไทย เพื่อประโยชนสาํหรับประชาชนไทย ที่

จําเปนตองมีการบริโภคยาและผลติภัณฑเกี่ยวกับสุขภาพจํานวนมาก การศึกษาสมุนไพรไทยโดยเลือกพืชมะรุมทําการศึกษาใน

ระดับเซลล เพื่อคนควาองคความรูที่สําคญัจะเปนประโยชนตอการพัฒนาพืชสมุนไพรไทยใหมโีอกาสนําไปสูการพัฒนายาใหม 

พืชมะรุมเปนหนึ่งในสมุนไพรที่มีการเผยแพรและแหลงขอมูลอางอิงท่ีพบสรรพคณุหลากหลาย จากการคนหาจากฐานขอมลู

อางอิงทางวิทยาศาสตร มีหลักฐานที่นาเชื่อถือไดวามีสารสาํคัญบางชนิดอยูในพืช จึงไดมีการนํามาทดสอบฤทธ์ิการยับยั้งการ

เจริญของเซลลมะเร็งลําไส ทีเ่ปนสาเหตุการตาย 1 ใน 3 ของคนไทยในปจจุบัน และไดนาํผลการวิจยัเผยแพรในวารสารวิชาการ

ระดับนานาชาติ ตามทีไ่ดแนบมาดวยในรายงานนี ้
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บทคัดยอภาษาไทย 

 

Moringa oleifera Lamk (พืชวงษ Moringaceae) เปนพืชที่ใชเปนสมุนไพรและใชเปนอาหารของคนไทย ใน

การศึกษานี ้พืชมะรุมไดถูกเก็บและแยกสวนออกเปน 3 สวนสําคัญคือ ใบ ฝก และดอกมะรุม ตามลําดับ จากนั้นนําพืชไปสกดั

โดยใชแอลกอฮอลดวยวิธีการสกัดแบบซอกแล็ต (Soxhlet extraction) สารสกัดหยาบ (crude extract) ที่ไดนําไปทดสอบ

ฤทธิ์การยับยั้งการเติบโตของเซลลมะเร็งเพาะเลี้ยงลําไสใหญ โดยใชวิธีทดสอบ MTT assay และเมื่อนําสารสกัดหยาบมาทํา

การแยกใหบรสิุทธิ์ขึ้นดวยวิธี Gel filtration โดยใชเจล Sephadex LH-20 พบวาสามารถแยกสารสกดัหยาบไดเปนกลุมใหญๆ 

ได 3 กลุม คือ pf1(หรือ MLO1), pf2 (MLO2), และ pf3(MLO3) โดยพบวา มีสารที่ออกฤทธิ์ยับยั้งการเจริญเติบโตของ

เซลลมะเร็งลําไสใหญมนุษย (HCT116 cell line) โดยศึกษากลไกการยับยั้งการเจรญิเติบโตในระดับเซลล โดยมผีลทําใหเซลล

ตาย ภายใตกระบวนการ Cell cycle และพบการรบกวนสญัญาณโปรตีนภายในเซลล pERK MAPK pathway ที่เปนสัญญาณ

สําคัญในการเพิ่มจํานวนเซลลมะเร็งลําไสใหญ ทําใหมีแนวโนมที่จะพัฒนาสารสําคญัที่จะชวยในการยับยั้งเซลลมะเร็งไดใน

อนาคต 

   

 

 

บทคัดยอภาษาอังกฤษ 

 

Moringa oleifera Lamk (Family: Moringaceae) is used plant as a herb and food for Thai people. In 

this study, Moringa plants are collected and separated into 3 important parts: leaves, Drum, and Moringa 

flowers, respectively. Then, plants are extracted using Soxhlet apparatus by alcohol extraction. The crude 

extract has been tested to inhibit the growth of human colorectal cancer cultured cells by using the MTT 

assay method. The crude extracts were purified by gel filtration using Sephadex LH-20 gel, it was found that 

the crude extracts can be separated into 3 large groups: pf1 (or MLO1), pf2 (MLO2), and pf3 (MLO3), 

respectively. It was found that the active purified obtained from column inhibited the growth of human 

colorectal cancer cells (HCT116 cell line) by studying the inhibition mechanism of growth at the cellular 

level. The cells died under the cell cycle process and there was a signal interfering with the protein inside 

the pERK MAPK pathway, which is an important signal in colon cancer cell proliferation. The conclusion of 

this study was confirmed to develop important substances that will help to stop cancer cells in the future.  
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บทนํา (Introduction) 

 การศึกษาวิจัย เพื่อพัฒนาผลติภัณฑสมุนไพรพื้นฐาน ใหไดรับการยอมรับหรือเชื่อถือจากท้ังในประเทศและ

ตางประเทศนั้น จําเปนตองมีขอมลูหรือการศึกษาที่ยืนยันผล ที่แสดงถึงประสิทธิภาพหรือฤทธ์ิทางชีวภาพของสารสกดัสมุนไพร

นั้นๆ โดยเฉพาะการทดสอบในหองปฏิบัติการ ดวยวิธทีี่ยอมรบัเปนมาตรฐานสากลและไดรับการเผยแพรในวารสารระดับ

นานาชาติ เพื่อเปนการยืนยันผลการทดลองที่ได และสรรพคุณที่คนพบในการวิจัยพืช 

มะเร็งลําไสใหญ (Human colon cancer) เปนโรคที่สาํคัญและพบไดมากขึ้นในประชากรทั่วโลก โดยพบเฉพาะใน

ประเทศท่ีพัฒนาแลว พบวามีอบุตัิการณสูงในประเทศแถบตะวันตก เชน สหรัฐอเมริกาและประเทศทางยุโรป โดยในประเทศ

สหรัฐอเมริกา ประชากรมโีอกาสที่จะเปนมะเร็งลาํไสใหญตลอดชีวิตประมาณรอยละ 6 หรือพบได 1 คนตอ 20 คนของ

ประชากร ไดมีการประมาณการวาจะพบผูปวยรายใหมเกิดขึ้นเฉลี่ย 138,000 รายตอป และจะมีผูปวยเสียชีวิตจากมะเร็งลําไส

ใหญประมาณ 60,000 คนตอป  สําหรับประเทศไทย มะเร็งลําไสใหญ มีอุบัติการณต่ํากวาในประเทศที่พัฒนาแลวจากสถิติของ

สถาบันมะเร็งแหงชาติ (National cancer institute, THAILAND) พบวาในป พ.ศ. 2553 ผูปวยมะเรง็ลําไสใหญ มีอุบตัิการณ

สูงเพิ่มขึ้นเปนอันดับ 2 ในเพศชาย รองจากมะเร็งปอด และหลอดลม สวนในเพศหญิงพบมากเปนอันดับ 3 รองจากมะเร็งปาก

มดลูกและมะเร็งเตานม (รูป 1) โดยอัตราเสีย่งของการเกิดมะเร็งลําไสใหญจะสูงขึ้นในผูสูงอายุ เนื่องจากผูปวยสวนใหญมักจะ

ถูกวินิจฉัยในชวงอายุระหวาง 50-70 ป รวมกับปจจัยเสริมเชน ผูที่มปีระวัติมตีิ่งเนื้องอกในลําไสใหญ และผูทีม่ีประวตัิโรคมะเร็ง

ลําไสใหญในครอบครัว 

 การรักษามะเร็งลําไสใหญ สามารถทําไดโดยการผาตดัเอาลําไสสวนที่เปนมะเร็งออก ในผูปวยสวนใหญลําไสจะถูกตอ

เขาหากันใหม และผูปวยจะสามารถถายอุจจาระทางทวารหนักไดตามปกติ โดยปกติการผาตดัมะเร็งลําไสใหญจะทําโดยการ

ผาตัดทางหนาทอง แตในปจจุบันศัลยแพทยสามารถทําการผาตัดโดยใชกลองสองเขาไปในรางกายผูปวยที่มีเนื้องอก โดยกลอง

สองจะมีขนาดเล็ก ซึ่งจะทําใหแผลผาตัดมีขนาดเล็กลง และผูปวยจะมีอาการปวดแผลหลังผาตดัลดลง หากตรวจพบวามะเร็ง

กระจายไปที่ตอมน้ําเหลืองแลว ผูปวยควรไดรับการรักษาเพิ่มเติมโดยการใหยาเคมีบาํบัดและถาเนื้องอกอยูในตําแหนงลําไส

ตรงสวนปลายหรือทวารหนัก ผูปวยอาจจะตองไดรับการฉายรังสีเพิม่เติม  ในสวนของการปองกันโรคลําไสใหญทําไดโดย การ

รับประทานอาหารที่มีกากใยสูง เชน ผักและผลไม ออกกําลังกายใหสม่ําเสมอ ควรงดสูบบุหรี่และดื่มสุรา หลีกเลี่ยงการ

รับประทานอาหารประเภทเนื้อแดง หรืออาหารประเภทปงยาง จะชวยลดการเกิดมะเร็งลําไสใหญลงได  

            อยางไรก็ตามความพยายามการศึกษาเพื่อพัฒนาวิธีการรกัษาใหม เพื่อนํามาประยุกตใชกับการรักษาปจจบุัน ยังมี

การศึกษาวิจัยอยูอยางตอเนื่อง เชน การรักษาแบบพุงเปา (Target therapy) โดยการใชแอนติบอดี เชน monoclonal 

antibody ที่จําเพาะเจาะจงกับตวัรับบนเซลลผิวมะเร็ง หรือการใชโมเลกุลขนาดเลก็ (small molecule) ในการออกฤทธ์ิที่

เปาหมาย เชน เอนไซมไคเนส (kinase inhibitor) นอกจากนีก้ารรักษาตามแนวทางวิธีตะวันออกหรือแนวทางการแพทย

ทางเลือก ที่ไดมีการศึกษาและปฏบิัติมาตั้งแตสมยัโบราณหลายรอยป ตองการความรูทางวิทยาศาสตรเพื่อพิสูจนหรือยืนยันวา

เปนวิธีทางที่ไดผลและมีประสิทธิภาพดี โดยจําเปนตองมีขอมลูที่นาเช่ือถือและพิสูจนซ้ําไดนํามาพิจารณารวมหรือใชในการ

รักษา ดังที่ไดมีการศึกษายาที่ไดจากธรรมชาติและพัฒนาจนเปนยาที่สามารถออกฤทธ์ิตานเซลลมะเรง็ได อาทิเชน Taxol ได

จากเปลือกตน Taxus brevifolia วงศ Taxaceae เปนสารประเภท diterpene มีฤทธ์ิตานเซลลมะเร็งหลายชนิดรวมทั้ง B6-

melanoma, L1210 Leukemia และ human tumor xenografts ใหผลดีกับมะเร็งรังไข และมะเรง็เตานม  
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ความสําคัญ ปญหาที่ทําการวิจัย  

การพัฒนาทางดานสาธารณสุขของประเทศไทย ยังตองการความรูและเทคโนโลยสีวนใหญจากตางประเทศ เปน

สาเหตุหนึ่งท่ีทําใหเสียคาใชจายในการจัดหาวสัดุ ครุภณัฑทางการแพทย รวมทั้งยาแผนปจจุบันที่คดิเปนจํานวนเงินท่ีสูงมาก 

(ตาราง 1)  จากปญหาดังกลาวประกอบกับปญหาเศรษฐกิจในป พ.ศ. 2541 ทําใหประชาชนและรัฐบาลเห็นถึงความสําคญัตอ

ความรู และเทคโนโลยีในการดูแลรักษาตนเองโดยการใชพืชสมุนไพรพื้นบาน หรือพืชสมุนไพรที่มีอยูในทองถ่ิน ซึ่งเปนยาจาก

ธรรมชาตมิาใชรักษาโรคและอาการเจ็บปวยและนําไปสูมาตรการการประหยัด ชวยลดคาใชจายที่ไมจาํเปนจากการเจ็บปวยลง

ได และเปนการสงเสริมใหประชาชนหันกลับมาใชพืชสมุนไพรในการรักษาโรคและอาการเจ็บปวยเบื้องตนได  

 

ตาราง 1 เปรียบเทียบมลูคายาแผนปจจุบันและยาแผนโบราณตั้งแตป พ.ศ. 2535 - 2551 (ลานบาท) 

รอ้ยละของยาแผนโบราณ
ผลติในประเทศ นําเขา้ รวม ผลติในประเทศ นําเขา้ รวม

2530 5,454.9 2,803.5 8,258.4 208.5 45.5 253.9 3.1
2531 6,890.1 3,163.6 10,053.7 243.5 74.6 318.1 3.2
2532 8,596.8 3,932.4 12,529.3 270.1 57.1 327.1 2.6
2533 9,176.5 4,319.3 13,495.8 294.6 80.1 374.7 2.8

2534 9,983.2 5,250.3 15,233.5 225.7 84.2 309.9 2.0
2535 11,081.6 5,796.8 16,878.3 264.8 90.2 355.1 2.1
2536 12,106.7 6,220.7 18,327.4 286.0 111.1 397.1 2.2
2537 13,254.0 7,298.3 20,552.3 416.4 101.4 517.7 2.5
2538 16,282.6 10,763.7 27,046.3 304.5 137.6 442.1 1.6
2539 18,647.0 12,063.6 30,710.6 319.3 139.6 458.9 1.5
2540 20,069.3 15,491.2 35,560.5 252.2 177.4 429.6 1.2

2541 17,078.3 11,839.6 28,917.9 485.7 100.3 586.0 2.0
2542 19,720.7 16,719.2 36,439.9 550.3 114.0 664.4 1.8
2543 21,678.4 19,217.6 40,896.0 676.7 124.6 801.3 2.0
2544 23,917.5 22,689.7 46,607.2 738.5 146.6 885.1 1.9
2545 24,686.8 22,769.8 47,456.6 870.4 167.5 1,037.9 2.2
2546 27,563.3 29,588.1 57,151.5 1,205.1 202.7 1,407.8 2.5
2547 32,639.5 33,647.1 66,286.6 1,392.0 199.4 1,591.4 2.4

2548 31,130.6 41,630.9 72,761.5 1,487.6 394.1 1,881.7 2.6
2549 32,745.1 48,589.0 81,334.2 2,200.7 244.3 2,445.1 3.0
2550 42,706.3 56,237.2 98,943.6 2,188.1 270.5 2,458.6 2.5
2551 36,840.5 67,318.1 104,158.6 2,547.3 330.6 2,877.9 2.8

ยาแผนปัจจบุนั (ลา้นบาท) ยาแผนโบราณ (ลา้นบาท)

 
ที่มา: กองควบคุมยา สํานักงานคณะกรรมการอาหารและยา 

 

สมุนไพรไทยมีคุณคามากมาย ไดผานการสงเสรมิการผลติและการใชสมุนไพร โดยกระทรวงสาธารณสขุอยาง

ตอเนื่อง สมุนไพรหลายชนิดไดผานการศึกษาวิจัยในระดับหองทดลอง เพื่อศึกษาความปลอดภยัและคุณประโยชนของยา และ

ขยายมาเปนการพัฒนาอยางครบวงจร ซึ่งมีสมุนไพรไทยหลายชนิดที่ไดรับการพิสูจนวาประโยชนทางยา สามารถพัฒนาและ

นํามาใชประโยชนในขั้นอุตสาหกรรม เชน ฟาทลายโจร ขมิ้นชัน เปนตน [1] นอกจากนี้ยังมีสมุนไพรไทยอีกหลายชนิดมี

ศักยภาพในการพัฒนาเปนยาได ถามีการศึกษาวิจัยและไดรับการสนบัสนุนอยางตอเนื่อง ยิ่งมีการใชมากขึ้นเพียงใด จะลดการ

นําเขาจากตางประเทศ และสมุนไพรสามารถปลูกไดในทองถิ่นการสนับสนุนใหเกิดการใชสมุนไพรยังเปนประโยชนตอการ

ดําเนินการทางสาธารณสุขท่ีมีประชาชนเปนสวนรวมและสรางรายไดใหกับชุมชน 

มะรุมหรือ Moringa oleifera Lamk (พืชในวงศ Moringaceae) เปนพืชอีกชนิดหนึ่งท่ีมีศักยภาพสูงในการพัฒนา

ได เนื่องจากมะรุมเปนพืชสมุนไพรที่มีสรรพคณุในหลายดาน ตามขอมูลทางยาโบราณ กลาววา ราก จะมีรสเผ็ด หวาน ขม แก
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อาการบวม บํารุงไฟธาตุ เปลือก จะมีรสรอน ชวยขับลม ใบ ชวยแกเลือดออกตามไรฟน แกอักเสบ ดอก ชวยบํารุงรางกาย ขับ

ปสสาวะ ขับน้ําตา ฝก รสหวาน แกไขหรือลดไข เปนตน [2, 3] และในปจจุบันมีการบริโภคกันอยางแพรหลาย จึงเปนสิ่งที่ทาง

กลุมผูวิจยั สนใจจะศึกษาถึงฤทธิ์ในการตานเชื้อแบคทีเรีย และมุงหวังวาสมุนไพรนีจ้ะสามารถพัฒนาตอไปไดในทางยาได 

มะรุมหรือ Moringa oleifera Lamk มีรายงานการศึกษาจากตางประเทศ โดยเฉพาะในประเทศอินเดียถึงฤทธิ์ของสารสกัด

จากใบมะรมุเพื่อใชในการฆาเชื้อโรคแบคทีเรยี [4, 5] สารสกัดจากสวนของใบมีฤทธิ์ยับยั้งการเจรญิของเชื้อราไดหลายชนิด [6] 

สารสกัดมะรุมยังมีฤทธิ์ในการตอตานเซลลมะเร็งรังไข [7] มีฤทธิ์ลดระดับไขมันในสัตวทดลอง [8] และยังมีฤทธิ์ทางยาอื่นๆ [9, 

10, 11] นอกจากนี้มะรุมเปนพืชที่มีความปลอดภัยสูงโดยคนไทยใชผลมะรมุรับประทานเปนอาหารได 

งานวิจัยนี้จึงมุงหวังเพื่อทดสอบสารสกัดและพัฒนาสารสกัดทีไ่ดจากพืชมะรุม เพื่อสงเสรมิใหเกิดการคนควาและการ

วิจัยใหมีศักยภาพท่ีจะนํามาคนหาสารสําคัญที่จะสามารถนํามาใชเปนยาตานมะเร็ง และสามารถนาํไปประยุกตใชเพื่อศึกษา

และคนควาวิจยั ไปสูการหาสารใหมที่มีฤทธ์ิตานมะเร็งโดยจะสามารถลดตนทุนการใชยาที่นําเขาจากตางประเทศได อีกท้ังชวย

สงเสริมการใชประโยชนจากสมุนไพรไทยเพื่อผลิตและบริโภคภายในประเทศ 

 

คําสําคัญ (Keywords)  

 มะรุม, สารสกัด, มะเร็งลําไสใหญ, มะเร็ง, สมุนไพร 

 

วัตถุประสงคของการวิจัย (Objective) 

 1. เพื่อทดสอบฤทธิ์การเจรญิของเซลลเพาะเลี้ยงมะเร็งลาํไสใหญของมนุษย (HT29 and HCT116) จากสารสกัด

มะรุมทีไ่ดจากสวนตางๆ ของพืช 

2. เพื่อทําการศึกษาถึงวิถีทางโมเลกุลในระดับเซลล (molecular signaling pathway) ของสารสกดัมะรุมที่มผีลตอ

เซลลมะเร็งสําไสมนุษย  

 3. เพื่อศึกษาสารสาํคัญที่พบวามีฤทธ์ิตานการเจริญของเซลลมะเร็งลาํไสใหญ และแนวโนมที่พฒันาไปเปนโมเลกุล

หรือสารใหม (novel or lead compound) 
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วิธีการดําเนินการวิจัย (Material and Method) 

โครงการวิจัยนี้ เปนการทําวิจัยเชิงทดลอง (Experimental research) โดยทําการวิเคราะหผล ฤทธิ์ของสารสกัด

มะรุมที่แยกได ตอการตานการเจรญิเติบโตของเซลลเพาะเลีย้งมะเร็งมนุษย ภายใตสภาวะหองทดลองจากวิธีการทดสอบ MTT 

assay และตรวจสอบการยับยั้งการเจรญิของเซลลในระดับเซลล แบงไดเปน 2 ชวงระยะสําคญั คือ การทดสอบการรบกวน

สัญญาณการเจริญในวงชีวิตของเซลลมะเร็ง และการรบกวนการสงสญัญาณภายในเซลลมะเร็ง  

 

อุปกรณที่ใชในการวิจัย 

 - เครื่องมืออบแหงดวยลมรอน Hot air oven (คณะเภสัชศาสตร มหาวิทยาลยัศิลปากร) 

 - เครื่องมือการสกดัสาร Soxhlet extractor (คณะเภสัชศาสตร มหาวิทยาลัยศลิปากร) 

 - เครื่องมือที่ใชในการระเหยสารตวัอยาง จากเครื่องระเหยสญุญากาศ (Rotary vacuum evaporator)  

- หองเลี้ยงเซลลเพาะเลี้ยง และ Laminar Air flow (คณะเภสัชศาสตร มหาวิทยาลัยศลิปากร) 

 - ตูอบ 5% CO2 (Incubator) ควบคุมอุณหภูมิ สําหรับเพาะเลี้ยงเซลล 

- เครื่องวัดการดดูกลืนแสง UV-spectrophotometer 

 - ตูนึ่งฆาเชื้อ สําหรับเตรยีมอุปกรณและวัสดสุําหรับเพาะเลีย้งเซลล 

 - เครื่องวัดการดดูกลืนแสง Micro plate Reader สําหรับ 96-wells plate 

- หองเลี้ยงเซลลเพาะเลี้ยง Cell culture with camera 

- ชุดทดสอบ Electrophoresis/Protein Transfer (Semi-dry) Set  

- เครื่องอานเจล Gel document (UV) machine 

 - ตูแชแข็ง -20C, -80C  

 - ถังเก็บเซลลเพาะเลี้ยงแบบเตมิไนโตรเจนเหลว 

 - อุปกรณที่ตองจัดหาเพิม่เตมิ 

  -ชุดทดสอบฤทธ์ิการยับยั้งการเจรญิของเซลล MTT-assay anti-proliferation assay 

  -แอนติบอดีตอโปรตีนภายในเซลล p38, Akt, MAP kinase 

  -สารเคมีอื่นๆ เชน Cell lysis solution, Dye, PBS, D-MEM, FBS, antibiotic, Trypsin etc. 

 - อุปกรณสําหรับการทดสอบ Western blot analysis 

  

การเก็บพืชและสกัดสารสําคัญ 

จากการเก็บสวนตางๆ ของพืชในเขตอําเภอเมือง จังหวัดนครปฐม มาคัดแยกเปนสวน และทําการลางดวยน้ําสะอาด 

สับใหมีขนาดเล็กลง เพือ่นําไปอบแหงและบดเก็บในรูปผงแหง เก็บในท่ีแหง อุณหภูมิหอง ปองกันความช้ืน เพื่อรอสําหรับการ

เตรียมการสกัดสารสําคญั หลังจากนั้นทําการสกัดสารสําคญัโดยเลือกวิธีการสกัดสารแบบ Soxhlet extraction โดยใชเมธา

นอลในการสกดัสาร ใชอุณหภูมิประมาณ 50-60 องศาเซลเซียลเปนเวลา 3 วัน จากนั้นรวบรวมสารสกัดและนําไประเหยเมธา

นอลออกจนหมด และเก็บสารสกัดไวที่อุณภูมิ -20 องศาเซลเซียลเพื่อการเก็บรักษา โดยทําการศึกษาคุณลักษณะของ

สารสําคัญหลังการสกัด โดยการทําการตรวจสอบกลุมของสารสําคญัดวยคณุสมบัติกลุมสารทางพฤกษเคมีในพืช 
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การทดสอบฤทธิ์การยับยั้งการเจริญของเซลลมะเร็งเพาะเลี้ยง 

เซลลมะเร็งเพาะเลี้ยงท่ีใชทดสอบ มี 3 ชนิดคือ 1) HCT116 and 2) HT29 คือ เซลลเพาะเลี้ยงมะเร็งลาํไสใหญมนุษย 

(Human colorectal carcinoma cells และ Human colon adenocarcinoma) 3) HeLa cells คือ เซลลเพาะเลีย้งมะเร็ง

ปากมดลูกมนุษย (cervix adenocarcinoma) ไดรับจาก American Type Culture Collection, ATCC, (Manassas, VA) 

เซลลเพาะเลี้ยงท้ังหมดเลีย้งดวยอาหารเลี้ยงเซลลชนิด Dulbecco's Modified Eagle Medium (D-MEM medium (Gibco 

BRL Life Technologies)) ที่เติมสาร 10% heat-inactivated fetal bovine serum (FBS) และ 100 U/ml penicillin, and 

100 mg/ml, streptomycin (Sigma) เซลลเพาะเลี้ยงดังกลาว เลี้ยงในตูเพาะเลีย้งเซลล ที่อุณหภูมิ 37ºC องศาเซลเซยีล 

ภายใตอากาศที่มีปริมาณคารบอนไดออกไซด (5% CO2/air) 

 

 การทดสอบการเจริญของเซลลมะเร็งเพาะเลี้ยงดวยวิธี MTT assay  

การทดสอบ MTT assay มีหลักการโดยสาร MTT (3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl tetrazolium 

bromide) ซึ่งเรยีกวา tetrazole เปนสียอมสีเหลืองที่ละลายน้ําได และจะถูกเปลีย่นเปนตะกอนสฟีาของ formazan โดย

เอนไซม mitochondria reductase จากเซลลที่ยังมีชีวิต (XX) จากนั้นสาร formazan จะถูกละลายใน DMSO ที่เติมลงไปเพื่อ

นําไปวัดคาการดดูกลืนแสงในชวง 500-600nm โดยการทดสอบความเปนพิษของสารทดสอบตอเซลลเพาะเลี้ยงจะวัดจํานวน

เซลลที่รอดหรือมีชีวิตอยูหลังสัมผสักับสารทดสอบ (สารสกัดของพชืมะรุม) ดวยการดูการลดลงของสาร MTT ที่เปลี่ยนเปน 

formazan เปรยีบเทียบกับสภาวะที่ไมมสีารทดสอบ 

  

 
รูป 1 แสดงการเปลี่ยนแปลงสาร MTT ไปเปน Formazan โดยเอนไซม mitochondria reductase 

 

การทดสอบดวยวิธ ี MTT assay เริ่มจากการทดสอบฤทธ์ิในเซลลเพาะเลี้ยง โดยเพาะเลีย้งเซลลมะเร็งลําไสมนุษย 

ประมาณ 3,000 cells/well ในอาหารเลี้ยงเช้ือ D-MEM medium ที่เติม FBS 10% และ Antibiotic ในถาดเลี้ยงเซลลชนิด 

96-well tissue culture plate บมเพาะเซลลจนเซลลติดที่หลุมเลีย้งเซลล อยางนอย 24 ชั่วโมง หลงัจากน้ันนําสารสกัดหยาบ

แตละสวนมาละลายใน DMSO ดวยความเขมขนของ DMSO ที่ต่ําที่สุด จากนั้นนําไปเจือจางดวย sterile water ใหไดความ

เขมขนตางๆ  เติมสารสกัดหยาบของสมุนไพร ตามความเขมขนตางๆ โดยเพาะเลี้ยงท่ี 37C ภายใต 5% CO2  เปนเวลา 24-

48 ชั่วโมง จากนั้นเปลี่ยนอาหารเลี้ยงเซลลโดยใช สารละลาย MTT solution (Sigma, St. Louis, MO, U.S.A.) ในอาหารเลี้ยง

เชื้อ D-MEM medium ที่ความเขมขน 1 mg/ml บมเพาะเซลลตอเนื่องอีก 4 ชั่วโมงภายใตสภาวะเดมิ ลางเซลลเพาะเลีย้งดวย 

Sterile PBS และละลายเซลลดวย DMSO และนําไปวัดการดดูกลนืแสงดวยเครื่อง Bio-Rad Coda microplate analyzer at 
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a wavelength of 450 nm (reference wavelength: 600 nm) แลวนําเซลลมาตรวจสอบการรอดชีวิตของเซลล โดย

เปรียบเทยีบสารสกดัหยาบในความเขมขนตาง ๆ  โดยมีกลุมควบคุมเปนสาร DMSO ที่ความเขมขนเดียวกับที่มีในสารสกัดหยาด 

และใชสาร Cisplatin เปนสารที่ใหผลยับยั้งการเจริญของเซลลเพาะเลี้ยง 

การคํานวน  

% inhibition by calculate = [1- (OD treated cell/ OD non-treated cell)] x100 

 

การแยกสารสกัดหยาบดวย Gel filtration chromatography 

 หลังจากไดสารสกดัหยาบมะรมุ ที่ไดจากการสกัดแลวนั้น สารสกัดหยาบไดนํามาแยกดวยวิธเีจลฟวเตชั่น (Gel 

filtration chromatography) โดยเลือกใชเนื้อเจลชนิด Sephadex LH-20 ซึ่งเตรยีมมาจาก hydroxypropylation of 

Sephadex G-25 เปนเม็ดบีดที่เกิดจากโครงสรางของสารเด็กแทรน (a bead-formed dextran medium) เปนเฟสคงที ่

(stationary phase) และใชสารละลายเมธานอล (Methanol) ละลายในนํ้าบริสุทธ์ิ (Methanol in purified water) ใน

อัตราสวนตางๆ กัน ตั้งแต 0-100% เปนเฟสเคลื่อนท่ี (mobile phase) โดยทําการเตรยีมเจลและเตรียมคอลัมภการแยกตามที่

แนะนําในเอกสารจากบริษัท มีคา Exclusion limit ประมาณ 4,000-5,000 โดยขี้นกับสารละลายที่ใชในเฟสเคลื่อนที ่

 

 
รูป 2 ตารางแสดงคุณสมบัติของเนื้อเจล Sephadex LH-20 
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การทดสอบการสงสัญญาณภายในเซลล 

การทดสอบการสงสัญญาณภายในเซลล (Cell signaling) สามารถทําไดโดยทําการทดสอบการลดลงของโปรตีน

ภายในเซลล โดยใชเทคนิก Westernblot analysis โดยมีหลักการตามรูป เบื้องตนทําการเลี้ยงเซลลมะเร็งเพาะเลี้ยงลําไสใหญ 

(HCT116) ในจานหลุมขนาด 6-well plate ในปริมาณเซลล 1x106 cells/well บมเพาะเซลลภายใน 24 ชั่วโมง หลังจากนั้น

ทําการทดสอบโดยใสสารสกัดที่แยกไดจากคอลัมภ (pf1, pf2, pf3) บมเพาะเซลลตอเนื่องที่เวลา 24 ชั่วโมงและ 48 ชั่วโมง 

หลังจากนั้นลางเซลลดวย Sterile PBS และทําการ Lysis cells ดวยสารละลายมาตราฐาน lysis buffer (with 1 mM Na3VO4 

and 1 mM NaF inhibitor) อุณหภูมิ 4C เปนเวลา 15 นาที เกบ็สารละลายที่ไดจากการ Lysis cell ที่อุณหภูมิ 4C นําไป

ปนแยกตะกอนดวยเครื่องหมุนเหวี่ยง ที่ 12,000rpm อุณหภูมิ 4C เก็บสารละลายสวนใสที่อุณหภูมิ -20C เพื่อนําไปทดสอบ

ปริมาณโปรตีนและการทดสอบตอไป 

 

 
รูป 3 การทดสอบ SDS-page โดยหลักการทั่วไป ที่ใชแยกโปรตีนในสารละลายที่นํามาทดสอบ เพื่อนําไปทดสอบในขั้นตอไป 

 

นําสารละลายสวนใสหลังจากการทดสอบกับสารตางๆ มาทดสอบหาปริมาณโปรตีนดวยการเปรียบเทียบกับโปรตีน

จาก Bovine Serum Albumin (BSA) โดยการเตรียมสารละลายมาตรฐานของ BSA ที่ความเขมขน 1-10 microgram/ml 

และเตรียมสารละลายที่ตองการทดสอบปรมิาณโปรตีนในหลายความเขมขน จากนั้นผสมสารละลายดวย Bradford reagent 

(BioRad Protein Assay Solution) สารละลายที่ไมมีโปรตีนอยูจะใหสีน้ําตาลแดงในสภาวะกรด เมื่อมีสารละลายทีม่ีโปรตีน

อยูจะเกิดการเปลี่ยนแปลงใหสารสีน้ําเงิน ซึ่งสามารถวัดไดที่ความยาวคลื่อน 595 นาโนเมตร (595nm) โดยในข้ันตอนตอไป 

นําไปทดสอบดวยวิธ ีWestern blot  

การทดสอบ Western blot นําโปรตีนที่หาความเขมขนมาทําการโหลดลงในหลุมเจล ปริมาณในชวง 5-25 

ไมโครกรมัตอหลมุโดยผสมกับสารละลาย loading buffer โดยนําไปตมที่น้ําเดือด 100C เปนเวลานาน 5 นาทีกอนโหลดลง

ในหลุมเจลในเจลอคิลาไมด (Acrylamine) 8 – 12 % SDS-PAGE ใชกระแสไฟฟา 110 โวลตเปนเวลาประมาณ 90 นาที 

จากนั้นนําเจลไปถายลงสู PVDF membrane โดยสารละลาย Transfer buffer เปนเวลา 1 ชั่วโมงที่อุณหภูมิ 4C  

โปรตีนที่ตดิอยูที่ PVDF membrane จะถูกบล็อกดวยสารละลาย 5 % BSA ใน TBS-T buffer เปนเวลานาน 1 

ชั่วโมงเพื่อปองกันการจับกันของโปรตีนที่ไมจําเพาะเจาะจง สําหรบัการตรวจสอบปรมิาณโปรตีนในเซลล ทีส่ําคัญสําหรับการ

สงสัญญาณภายในเซลล ใชแอนติบอดี pERK1/2 polyclonal antibody #9101 หรือ Akt antibody #9272 หรือ p38 MAPK 

antibody #9212 (Cell Signaling Technology) เจือจางในสารละลาย 5 % BSA ใน TBS-T buffer ที่อุณหภูมิ 4C เปน

เวลา 12 ชั่วโมง หลังจากนั้นเติมแอนติบอดี ที่จําเพาะตอแอนติบอดีตัวแรก โดยใช horseradish peroxidase–conjugated 
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secondary antibodies สัญญาณการจับของแอนติบอดี เพิม่โดยใชสารละลาย chemiluminescence (ECL)  เปนเวลา 1-5 

นาที ที่อุณหภูมิหอง ถายดวยฟลมและวิเคราะหดวยโปรแกรม ImageJ (open source software) 

 

 
รูป 4 การดําเนินการทดสอบแบบ Western blot analysis โดยใชแอนติบอดีที่จําเพาะเจาะจงกับโปรตีนที่ตองการทดสอบ 

 

การทดสอบการเจริญของเซลลภายใต Cell cycle 

 การทดสอบการเจริญของเซลล ภายใตวงจรชีวิตของเซลล ใชวิธีการ ติดฉลากสีที่จําเพาะกับแอนติบอดี ตัวแรกคือ 

anti-caspase-3 antibody และใชแอนตบิอดีตัวที่สอง คือ Alexa-Fluor 647-conjugated with anti-rabit IgG antibody 

และใช Propidium iodide (PI) สําหรับการตดิสีของดีเอ็นเอ แลวนําไปทดสอบในเครื่อง Flow cytometry โดยรุน Guava 

easyCyte Flow Cytometer (Merk Millipore) โดยใชความยาวคลื่นที่ 488nm และ ท่ี 640nm ขอมูลที่ไดนาํไปวิเคราะห

ดวยโปรแกรม Flowing Software version 2.5.1 

 

การทดสอบโครงสรางของสารสําคัญดวย NMR/MS spectroscopy 

 Mass Spectrophotometer ไดความรวมมือจากคณะเภสัชศาสตร มหาวิทยาลัยชิบะ ประเทศญี่ปุน (JEOL 

AccuTOF-T100LP spectrometer (Japan) และเครื่อง 1H NMR Spectrophotometer รุน ECA 600 spectrometer 

(JEOL, Tokyo, Japan) ตัวคอลมัภที่ใชเปนชนิด silica gel PSQ 100B or ODS Chromatorex (Fuji Sylisia, Kasugai, 

Japan) or SephadexLH-20 (GE Healthcare Waukesha, WI, USA) 

  

ขอบเขตของการวิจัย  

งานวิจัยไดศึกษาการสกดัสารจากพืชมะรุม โดยใชสวนตางๆ เชน ใบ ดอก และ ฝก เพื่อนําสารสกดัไปทดสอบกับ

เซลลมะเร็งเพาะเลี้ยงชนิดตางๆ โดยจะทําการสกดัสารสําคญัจากสวนของพืช ดวยสารละลายเมทานอล (Methanol) และทํา

การระเหยเอาสารละลายเมทานอลออกจนหมดใหไดสารละลายเขมขน (Crude extracts)  ศึกษาคณุลักษณะของสารสกัด โดย

วิธกีารทดสอบทางพฤษเคม ีหลังจากนั้นนําไปทดสอบความสามารถในการ  
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ระยะเวลาที่ทําการวิจัย และสถานที่ทําการทดลอง /เก็บขอมูล/ รายงานผล 

โครงการวิจัย ดําเนินการภายใน 2 ป- 4 ป  

1. ขั้นตอนการจัดหาพืชมะรุม และเตรยีมการสกดั/ เตรียมสารสกัดจากมะรมุ (คณะเภสัชศาสตร มหาวิทยาลัยศลิปากร) 

2. ขั้นตอนการทดสอบฤทธ์ิการเจริญเติบโตของเซลลมะเร็งลําไสมนษุย และการทดสอบการสงสญัญาณภายในเซลลผาน

โปรตีนตางๆ (คณะเภสัชศาสตร มหาวิทยาลัยศลิปากร จ.นครปฐม) 

3. ขั้นตอนการทดสอบการสญัญานภายในเซลล ใน Cell cycle ทําท่ีประเทศญี่ปุน (คณะเภสัชศาสตร มหาวิทยาลัยชิบะ) 

4. ขั้นตอนการพิสูจนโครงสรางของสารสําคัญ ดวยเทคนิค NMR ทําที่ประเทศญี่ปุน (คณะเภสัชศาสตร มหาวิทยาลัยชิบะ) 
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ผลการวิจัยและวิจารณ (Result and Discussion) 

ก. การสกัดสารจากพืชมะรุมดวยวิธี Soxhlet extraction 

 การสกัดสารจากสวนสําคญัของพืชมะรุม ที่ระบไุว 3 สวนคือ ใบ ฝก และดอกมะรมุ ไดน้ําหนักของสารสกดัหยาบ 

แสดงผลตามตาราง โดยพบวาไดสารสกัดหยาบ (Crude extract) ของพืชมะรุม สามารถสกัดไดจากใบ ฝก และดอก รอยละ 

10.46, 22.65, และ 22.69 ตามลําดับ โดยสารสกัดหยาบทีไ่ดมีลักษณะเหนยีวและดํา โดยเฉพาะทีส่ารสกัดหยาบที่ไดจากฝก

มะรุม จะคอนขางเหนียวกวาสารกัดที่ไดจากสวนอื่นๆ 

 

ตาราง 2 แสดงผลการสกัดสารจากพืชมะรุม และสารสกดัหยาบทีไ่ดจากวิธี Soxhlet extraction 

 

ข. การตรวจสอบคุณสมบัติกลุมสารทางพฤกษเคมีในพืช (Phytochemical screening) 

 นําสารสกัดหยาบที่ไดจากสวนของมะรุม 3 สวน มาทดสอบหากลุมสารทางพฤกษเคมี เบื้องตน ดังการทดสอบตางๆ 

ตอไปนี้  

1. สารประกอบกลุม flavonoids  ตรวจสอบดวย Cyanidin’s test, ferric chloride test และ Molisch’s test 

2. สารประกอบกลุม coumarins  ตรวจสอบการเรืองแสงในรังสีอัลตราไวโอเลตที่ 365 นาโนเมตร 

3. สารประกอบกลุม tannins  ตรวจสอบดวย gelatin solution, lead acetate solution, ferric chloride test, 

lime water และ vanilin’s reagent 

4. สารประกอบกลุม anthraquinones  ตรวจสอบดวย modified  

5. สารประกอบกลุม terpenoids  ตรวจสอบดวย Liebermann-Burchard test, Kedde’s reagents, modified 

Killiani test และ foam test 

6. สารประกอบกลุม alkaloids  ตรวจสอบดวย Dragendorff ’s reagent 

 

 

สวนของพืช

มะรุม 

 

น้ําหนักหลังบด 

ละเอียด 

 

น้ําหนักสาร

สกัด+ถวยระเหย 

(a) 

น้ําหนักถวย

ระเหย 

(b) 

น้ําหนักสารสกัด

หยาบที่ได 

c = (a)-(b) 

% สารสกดัเทียบกับ

พืชมะรุม 300gm 

(sum(c)/300)*100 

ใบ 50gm x 6 ถุง = 

300  gm 

71.4888 

73.3353 

67.3456 

54.7828 

58.3198 

50.9757 

16.7060 

15.0155 

16.3699 

10.46% 

ฝก 50gm x 6 ถุง = 

300  gm 

118.402 

78.1811 

73.9618 

90.1363 

57.5967 

54.8589 

28.2665 

20.5844 

19.1029 

22.65% 

ดอก 50gm x 6 ถุง = 

300  gm 

112.2790 

103.7816 

105.7536 

89.5692 

83.3014 

80.8569 

22.7098 

20.4802 

24.8967 

22.69% 
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ตาราง 3 แสดงการตรวจสอบสารสกัดหยาบมะรุม จากการทดสอบพฤษเคมีในพืช 

สารสกัดที่ไดจาก กลุมของสารทีต่รวจสอบ 

Flavonoids Coumarins Tannins Anthraquinones Terpenoids Alkaloids 

ใบ +/- + + - - +/- 

ฝก +/- + +/- - - +/- 

ดอก + + + - - +/- 
หมายเหตุ  + หมายถึง พบสารในกลุมดังกลาว – หมายถึง ไมพบสารในกลุมดังกลาว 

+/- พบหรอืไมพบ สารในกลุมดังกลาวเนื่องจากใหผลการทดสอบบวกและลบ 

   

ค. การแยกสารสกัดหยาบดวย Sephadex-LH20  

 ภายหลังจากไดสารสกัดหยาบจากสวนตาง ๆ ของพืชมะรุม 3 สวน นํามาทําการแยกสารดวยเทคนิกคอลัมภโครมา

โตรกราฟฟ (Gel filtration chromatography) โดยเลือกใช Sephadex-LH20 ในการแยกสารทีม่ขีนาดเล็กที่เปนสารสําคญั 

เนื่องจากไมตองการใชสารเคมีในการเปลีย่นแปลงสภาพสารสําคัญท่ีสกัดไดจากสวนของพืชที่ออกฤทธ์ิ หลังจากการทดสอบใน

เซลลมะเร็งเพาะเลี้ยงแลว และเปนการยืนยันผลการคนหาสารสําคัญโดยที่ไมเปลี่ยนแปลงโครงสรางของสารที่พบเปนสําคญั 

ผลการทดลองที่ไดหลังจากแยกสารสําคญัจากสวนของพืชมะรุม สวนของใบพบวามีการแยกสวนไดดกีวาสวนอ่ืนๆ ของพืช

มะรุม ดังแสดงผลในภาพ สวนสารสกัดทีไ่ดจากฝก มีการแยกสารที่ไมดีและทําการแยกสวนไดยาก สวนการสกัดจากดอกมี

ปริมาณไมเพียงพอเนื่องจาก ปริมาณที่จัดเก็บมามไีมเพียงพอตอการทําการแยกสารปริมาณมาก จึงไมไดนําไปทดสอบใน

ขั้นตอนตอไป 

การแยกสารสามารถทําไดดีในสารสกัดหยาบที่ไดจากสวนของใบมะรุม โดยสามารถแยกไดเปนสวนสําคัญที่ยังออก

ฤทธิ์ได คือ สวน pf2, pf3 โดยการใชสารละลายเมธานอล (MeOH Solution) โดยการใชการไลลําดับความเขมขนของ

สารละลายเมธานอลในนํ้า (gradient mixture of 0-100% methanol in H2O) ในระหวางท่ีสวนของ pf3 ถูกชะลางออกจาก

คอลัมภ สารละลายอยูระหวางความเขมขนของสารละลายเมธานอลในน้ํา ท่ีรอยละ 30 (30-100% methanol in H2O)  

หลังจากไดสวนตางๆ ตามแฟคช่ันของการแยกสารแลว สารแตละหลอดทดลองไดถูกจัดกลุมตามรูปแบบที่พบ

หลังจากวัดดวย UV spectrometer ที่ 260nm เพื่อรวบรวมสวนยอยๆ (Fraction) โดยพบวา สารทีแ่ยกไดในกลุม pf2 

(ประมาณ 40 มิลลิกรัม) และนําไปทดสอบดวย thin layer chromatography (TLC) ไดทั้งหมดรวม 38 fractions (f1-f16) 

โดยอาศัยลักษณะของรูปแบบที่พบใน TLC patterns  
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รูป 5 รูปแบบการแยกสารสกัดหยาบใบมะรุม จากการทดลอง 3 ครั้งพบลักษณะการแยกสารไดรูปแบบเดียวกัน 
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ง. ผลการทดสอบฤทธิ์การเจริญของเซลลมะเร็งเพาะเลี้ยง 

 (1) ผลการทดสอบฤทธิ์จากสารสกัดหยาบ 

ผลการทดสอบฤทธ์ิการเจรญิของเซลลเพาะเลี้ยงมะเร็งลาํไสมนุษย 2 ชนิด (HT29 และ HCT116) และในเซลลมะเร็ง

เพาะเลี้ยงปากมดลูก (HeLa cell) โดยทดสอบกับสารสกัดหยาบที่ไดจากพืชมะรมุ 3 สวนสําคญั คือ ใบ ดอก และฝกมะรุม ที่

เวลา 24 ชั่วโมงและ 48 ชั่วโมง ไดผลเบื้องตนตามภาพ โดยทั้งสามสวนที่ไดจากสารสกัดหยาบ พบฤทธ์ิการยับยั้งการเจริญของ

เซลลมะเร็งเพาะเลี้ยงท้ังสามชนิด 

 
รูป 6 ผลการทดสอบฤทธ์ิการยับยัง้เซลลมะเร็งเพาะเลี้ยงใน 3 เซลล จากสารสกัดหยาบมะรุม ท่ีไดจากใบ ดอก และฝก 

เมื่อนําสารสกดัที่แยกไดมาทดสอบการยับยั้งการเจรญิของเซลลเพาะเลี้ยงมะเร็งลําไสใหญ โดยเลือกเซลล HCT116 

cell line เนื่องจากเปนเซลลที่ทดสอบแลวเห็นผลการทดลองชัดเจนที่เวลา 24 และ 48 ชั่วโมง เซลลชนิดนี้มีการเจรญิที่มีเวลา

แบงตัวเปน 2 เทา (Doubling time) นอยกวาเซลลประเภท HT29 cell line นอกจากนั้น ยังเปนเซลลมะเร็งท่ีพบวามีการ

กลายพันธุระดับโปรตีน Ras ที่ทําใหเกิดการดื้อตอยารักษามะเร็ง ดวยเหตผุลดังกลาว จึงเลือกเซลล HCT116 มาทําการศึกษา

ในข้ันตอนตอไป เพื่อหาความสัมพันธของการยับยั้งการเจรญิของเซลลมะเร็งลําไสใหญในระดบัโมเลกุลตอไป  

 

 (2) ผลการทดสอบจากสารสกัดหยาบที่แยกสวน 

 จากการแยกสารสกัดหยาบที่ได และเลือกใชสวนที่ไดจากใบ เนื่องจากมีปริมาณหลังจากแยกไดมากสดุ และสามารถ

แยกสวนตางๆ ออกมาไดเปนสวนๆ (Fraction) ที่ชัดเจนไดมากสุด นํามาทดสอบยืนยันผลกับเซลลมะเร็งเพาะเลีย้งท่ีเลือกไว 

คือเซลลมะเร็งลําไสมนุษย HCT116 พบวา สารสกัดหยาบที่แยกไดจากสวน pf2 และ pf3 แสดงผลการยับยั้งการเจรญิของ
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เซลลมะเร็งลําไสมนุษย ไดดีกวาสวนท่ี pf1 และ pf4 เมื่อเทียบในความเขมขนที่ใชในชวงเดียวกันท่ี 0.005-0.050 mg/ml โดย

สามารถยับยั้งการเจรญิของเซลลลงมาไดปริมาณนอยกวา 50-60% ที่ความเขมขน 0.025-0.050 mg/ml 

 

 
รูป 7 ผลการทดสอบการยับยั้งเซลลเพาะเลี้ยงมะเร็งลําไสใหญมนุษย (HCT116) จากสารสกัดที่แยกไดจากใบมะรุม pf1, pf2, 

pf3, และ pf4 ที่เวลา 24, 48 ชั่วโมง  

จากการทดสอบการยับยั้งการเจรญิของเซลลมะเร็งลําไสใหญ HCT116 cell line พบวาสารสกดัประเภท pf1-pf3 มีฤทธ์ิยับยั้ง

การเจรญิของเซลลมะเร็งลําไสใหญชนิดนี้ โดยใชความเขมขนที่ประมาณ 0.050 mg/ml โดยพบสารสกัดประเภท pf2-pf3 ที่

ใหผลดีในความเขมขนที่เพิ่มขึ้น ทีอ่ยูระหวาง 0.01-0.025 mg/ml นอกจากนี้สารสกัดชนิด pf4 ใหผลยับยั้งการเจรญิของ

เซลลมะเร็งลําไสใหญชนิดนี้ ท่ีความเขมขนสูง มากกวา 0.25 mg/ml  
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จ. ผลการทดสอบเกี่ยวกับสัญญาณภายในเซลล 

 จากผลการทดสอบการยับยั้งการเจริญของเซลลมะเร็งลําไสมนุษย พบวา สารสกดัรบกวนการทํางานภายในเซลล 

โดยมผีลตอการสงสัญญาณภายในเซลล โดยเฉพาะโปรตีน Caspase-3 ที่พบวามีการแตกสลาย (Cleaved caspase-3) ดังที่

พบในการดูภายใตกลองจุลทรรศนฟลูโอเรสซีน เมื่อใสสารสกดัชนิด pf1 และ pf2 แตไมพบในสารสกัดที่แยกไดใน pf3 

สอดคลองกับผลการทดสอบดวยเครื่อง Flow cytometry พบวาสารสกัด pf1 สามารถทําใหเซลลเกดิการแตกสลายของ

โปรตีน ไดมากทีสุ่ดเมื่อเปรยีบเทียบกับกลุมควบคมุ โดยการใชสารละลาย DMSO 

 

 
รูป 8 ผลการทดสอบดวย Flow cytometry และการยอมสีเซลลดวย immunofluoresence 

 

ฉ. ผลการพิสูจนโครงสรางสารสําคัญดวย NMR 

สารประกอบ (compound A and B) เปนสารที่มลีักษณะผงสเีหลือง (yellow amorphous powder) หลังจาก

แยกโดยใช column chromatography โดยใชสารละลายภายใตเงื่อนไขที่ไดรับการปรับใหเหมาะสม และเมื่อนําสารดังกลาว

มาทดสอบในแผน TLC ตามวิธีการของ Tuzimski, 2002. จากรูป แสดงใหเห็นชัดเจนวาสารประกอบ (Compound A or B) 

สามารถแยกจากกันได โดยใชสัดสวนของสารละลายเมธานอลตอน้ําในสัดสวน 60:40 (MeOH: H2O =60:40) สารดังกลาวถูก

พนดวยสารละลายกรดซลัฟุริกทีค่วามเขมขนรอยละ 50 (50% H2SO4)  และนําไปอบที่อุณหภูมิ 90-100 C พบสารประกอบ

ที่มีสีเหลือง และสารประกอบที่พบ compound A และ compound B มีคา Rf= 0.393 และ Rf= 0.464 ตามลําดับ  
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รูป 9 การทดสอบดวย TLC เพื่อตรวจสอบตําแหนงของสารที่แยกไดจากสารสกัดหยาบ 

 
รูป 10 เปรียบเทียบตําแหนงของสารสกัดที่แยกได ใน TLC เทียบกับสารมาตรฐานทั้งสามชนิด 

P1   P1    P2-1  P2-2  P2    P3     P3     A21   B9  astra   Isoq  Kaem   Chlor 

       JP                         JP               JP        JP     JP     
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จากการทดสอบการหาโครงสรางของสารเคมดีวยเครื่องมือ NMR spectrometer โดยพบวา 1H NMR spectra of 

A and B แสดงลักษณะของสารที่พบอยูในกลุมฟลาโวนอยดกลยัโคไซต (flavonoid glycosides) น้ําหนักโมเลกลุของ

สารประกอบ A และ B สามารถระบุไดวามี C21H20O11 และ C21H20O12 ตามลําดับ เมื่อทดสอบดวยเครื่องวัด 

MassSpectrometer พบนํ้าหนักของสารดังกลาว ที ่m/z 447 and 463 [M-H]   

นอกจากนี้ พบวาโครงสรางของสารประกอบ A และ B มลีักษณะของน้ําหนักและลักษณะของสเปกตรมัที่พบ (mass 

and 1H NMR spectra) สัมพันธกับลักษณะของการมหีมูน้ําตาลอิสระ (sugar moiety) จากโครงสรางที่พบและการ

เปรียบเทยีบกับสารมาตรฐานท่ีคลงัขอมูลสารเคมสีําคัญ พบวา โครงสรางของสารประกอบ A และ B คือ สาร kaempferol 3-

o-glucoside (astragalin) และ quercetrin 3-o-glucoside (isoquercetin) ตามลําดับ 

 

Astragalin: yellow amorphous powder, Molecular formula: C21H20O11. LC-MS: m/z 447 [M-H]-. 1H NMR (600 

MHz, CD3OD): δ ppm 7.92 (d, J=8.8, 2H, H-2�, 6�), 6.75 (d, J=8.8, 2H, H-3�, 5�), 6.21 (d, J=2.1, 1H, H-8), 

6.03 (d, 2.1, 1H, H-6), 5.08 (d, J=7.2, 1H, H-1� of Glc). (Aishan et al., 2010)  

 

Isoquercetin: yellow amorphous powder, Molecular formula: C21H20O12, LC-MS: m/z 463 [M-H]-. 1H NMR (600 

MHz, CD3OD) δ ppm 7.70 (d, J=2.3, 1H, H-2�), 7.58 (dd, J=2.3, 8.5, 1H, H-6�), 6.86 (d, J=8.5, 1H, H-5�), 

6.35 (d, J= 2.1, 1H, H-8), 6.17 (d, J=2.1, 1H, H-6), 5.23 (d, J=7.7, 1H, H-1� of Glc). The peaks assigned in 1H 

NMR corresponded to those Refs. (Kazuma et al, 2003) 
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สรุปผลการวิจัย และขอเสนอแนะ  

(Conclusion and Recommendation) 

1) การทดสอบสารสกัดหยาบมะรุม กับฤทธิ์ตานการเจริญเติบโตของเซลลมะเร็งเพาะเลี้ยง 3 ชนิด 

 สารสกัดหยาบมะรุม ที่แยกไดจากใบมะรุม ดอกมะรมุ และฝกมะรุม มีฤทธ์ิตานการเจริญของเซลลมะเร็งลําไสใหญ 

(HCT116) ดวยการทดสอบ MTT assay โดยสารสกัดหยาบที่แยกไดจากใบมะรุม ไดนําไปทดสอบในขั้นตอนถัดไป 

 

2) การแยกสารสกัดหยาบที่ไดจากใบมะรุม และการทดสอบฤทธิ์ตานการเจริญของเซลลมะเร็งลําไส

ใหญมนุษย 

 สารสกัดหยาบมะรุม ที่แยกไดจากใบมะรุม เมื่อนําไปแยกใหบรสิุทธิ์มากขึ้นดวยวิธี Column chromatography 

สามารถแยกสารสกดัออกมาได 3 กลุมสาํคัญ และเมื่อนําไปทดสอบการเจรญิของเซลลมะเร็งลําไสใหญพบวา มีฤทธ์ิยับยั้งการ

เจริญของเซลลมะเร็งลําไสใหญ ไดแตกตางกัน โดยกลุมที่แยกไดกลุมแรก pf1 มีฤทธ์ิยับยั้งการเจริญของเซลลไดด ี

 

3) การทดสอบกลไกระดับเซลล ของสารสกัดหยาบที่แยกไดจากใบมะรุม 

 สารสกัดหยาบมะรุม ที่แยกไดจากใบมะรุม และเมื่อนําไปทดสอบการเจรญิของเซลลมะเร็งลําไสใหญพบวา pf1 มี

ฤทธิ์ยับยั้งการเจรญิของเซลลไดดี ผานโปรตีน Caspase-3 ในการตายของเซลล และมผีลตอโปรตีนในวิถีของเซลลภายใต

สัญญาณ MAPK kinase สอดคลองกับการ 

ยับยั้งการเจริญของเซลลมะเร็งลําไสใหญ  

 

4) โครงสรางของสารสําคัญที่ทราบในสารสกัดจากใบมะรุม 

ผลการวิจัยหาโครงสรางของสารสาํคัญที่มีฤทธ์ิยับยั้งการเจรญิของเซลลมะเร็งลําไสใหญ ที่พบจากการวิเคราะหหา

โครงสรางสารบรสิุทธิ์ พบวา มสีารอยางนอย 2 ชนิดที่พบ คือ Astragalin และ Isoquercetrin ทีต่รวจพบในสวนของสารสกดั

ที่ออกฤทธ์ิ จากสารสกัดหยาบไดจากใบมะรมุ (bioactive fractions of M. oleifera leaves) และนาจะมีการศึกษาถึง

สาระสําคญัที่นาจะพัฒนาเปนยาไดเพิ่มเติม จากสารสกัดหยาบมะรมุไดอีก 
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ภาคผนวก ข. ผลงานวิจัยที่เผยแพร 3 เรื่อง  

ภาคผนวก ค. รูปภาพประกอบรายงานวิจัย (เพิ่มเตมิ) 
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Abstract 

Purpose: To investigate the in vitro anti-proliferative effect and mechanism of action of Moringa oleifera 
Lam. leaf extract on human colon carcinoma HCT116 cell line.  
Methods: M. oleifera leaves were extracted with methanol. It was fractionated by Sephadex LH-20 
column chromatography. Several fractions were identified by thin layer chromatography (TLC), proton 
nuclear magnetic resonance (1H NMR) and mass spectrometry (MS). The growth inhibitory activity and 
mechanism of action of the extracts in HCT116 colon cancer cells were investigated by 3-(4, 5-
dimethylthiazolyl-2)-2,5-diphenyltetrazolium bromide (MTT) assay and Western blotting. 
Results: Successive fractions from M. oleifera leaf crude extracts by column chromatography were 
combined into four pooled batches (MOL1 - MOL4) according to their absorbance at 260 nm and TLC 
pattern. MOL2 and MOL3 contain astragalin and isoquercetin, respectively. The results from MTT assay 
indicated that cell proliferation was significantly (p < 0.05) inhibited in a concentration-dependent 
fashion, especially by MOL2, MOL3 and MOL4. MOL2 and MOL3 exhibited a stronger cell growth 
inhibition than their major ingredients. The anti-proliferative activity of MOL2 - MOL4 in HCT116 colon 
cancer cells was mediated by downregulation of ERK1/2 phosphorylation.  
Conclusion: M. oleifera leaf extract has a strong anti-proliferative activity which is exerted by 
decreasing ERK1/2 phosphorylation. Thus, the extract has a potential for use in cancer 
chemoprevention. 
 
Keywords: Moringa oleifera, Anti-proliferation, Colon cancer, AKT, ERK1/2 phosphorylation, 
Chemoprevention 
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INTRODUCTION 
 
Cancer is one of the leading diseases that results 
in hundreds of thousand deaths among Thais [1-
3]. Many of the naturally derived anti-cancer 
drugs successfully became current drugs such 

as placitaxel, vincristine, and vinblastine. Several 
wild edible plant species in Thailand have played 
a prominent role in traditional medicine [4,5]. 
Moringa oleifera Lam. (M. oleifera) is one of the 
most common plant found in Southeast Asia that 
has been widely used [6]. It is also a valuable 
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plant because it is rich in vitamins, protein, 
carbohydrate, fatty acid, fiber and phytochemical 
components. The phytochemical components 
present in M. oleifera such as glycosides, 
alkaloids, flavonoids and phenolics are thought to 
have anti-oxidant and anti-cancer effects [7]. 
Each part of M. oleifera showed different effects 
on cancer cells [6,8-10]. Moringa root extracts 
inhibit epithelial ovarian cancer growth [11]. 
Extracts of M. oleifera leaves have been found to 
elicit anti-oxidant, anti-inflammatory, anti-
bacterial and anti-fungal activities [12,13]. 
Moreover, M. oleifera leaf extracts inhibit human 
epidermal carcinoma (KB) cell growth analyzed 
using 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyte-
trazolium bromide (MTT) assay [14]. 
 
Recently, astragalin, isoquercetin and 
cryptochlorogenic acid were discovered to be 
major active components in M. oleifera leaf 
extract [15].  Both astragalin and isoquercetin 
have been shown to possess anti-oxidant and 
anti-inflammatory activities [16,17]. Isoquercetin 
has been studied and found as a major bioactive 
component in St. John’s wort or Klamathweed 
(Hypericum perforatum L.) [18]. Furthermore, 
isoquercetin and astragalin are present in 
vegetables and fruits such as broccoli, onions, 
cherries, apples [19]. 
 
The major cellular functions known to be 
mediated by mitogen-activated protein kinases 
(MAPKs) are cell differentiation and 
transformation, cell proliferation, cell death and 
survival. MAPK proteins are serine-threonine 
kinases that include extracellular signal-regulated 
kinase (ERK), p38, and c-Jun NH2-terminal 
kinase. The PI3K/AKT and RAS/RAF/MEK/ERK 
signaling pathways are frequently mutationally 
activated in human cancer.  AKT and ERK 
signaling pathways have been shown to 
coregulate several proteins promoting cancer cell 
survival and tumor growth [20]. Thus, the direct 
inhibition of AKT and ERK signaling pathways 
may provide a potential strategy for cancer 
therapy. 
 
A previous study showed that bioactive fractions 
from column chromatography separation of M. 
oleifera leaf extract exhibit apoptotic induction 
activity in HCT 116 colon cancer cells [21]. 
However, the bioactive compounds from M. 
oleifera leaves have not been clarified.  
 
The present investigation was undertaken to 
identify the phytochemical compounds from the 
bioactive fractions and to elucidate the 
mechanism that may be responsible for the anti-
proliferative activity. 
 

EXPERIMENTAL 
 
Plant material and extraction 
 
Fresh M. oleifera Lam. leaves were collected 
during January 2012 - December 2013 from 
Amphoe Mueng, Nakhon Pathom, Thailand. 
Leaves were cleaned and subsequently dried at 
50-60 °C for 2 - 3 days. The dried leaves were 
blended by homogenization and extracted in 100 
% methanol for 3 days using a Soxhlet extractor. 
Alcohol solvent was completely removed from 
total extraction solution by using an evaporator. 
The crude extracts were kept in a light protected 
glass ware at < 4 °C until used.   
 
Column chromatography on Sephadex LH-20 
 
The dried crude extract of M. oleifera leaves was 
dissolved in 70 % (v/v) ethanol at 1 mg/mL and 
then filtered with 0.45 µm filter membranes 
(Merck Millipore, Bedford, MA, USA) immediately 
before use. The fractionation of crude extract 
was conducted by size exclusion 
chromatography as described previously [21]. 
Briefly, the extract was separated into fractions 
with 2.5 x 37.5 cm glass chromatography column 
(Bio-Rad Laboratories, Richmond, CA, USA) 
filled with expanded Sephadex LH-20 gel 
particles (10 - 25 µm; GE Healthcare, Waukesha, 
WI, USA) in 70 % (v/v) ethanol. The column was 
eluted with 70 % (v/v) ethanol. Collected fraction 
of 5 mL each was monitored by SmartSpecTM 
3000 spectrophotometer (λmax = 260 nm; Bio-Rad 
Laboratories, Richmond, CA, USA). Based on 
spectral readings, four pooled, combined, 
fractions (pf1-pf4) were collected. The four 
combined fractions were evaporated and freeze-
dried. Then, they were stored under refrigeration 
(-20 °C) and in a dark container.   
 
General procedure   
 
Optical rotations were measured with a 
JASCOP-1020 polarimeter (Tokyo, Japan). MS 
was measured on a JEOL spectrometer (JEOL, 
Tokyo, Japan). 1H NMR spectra were recorded 
on an ECA 600 spectrometer (JEOL, Tokyo, 
Japan) with deuterated solvent. Silica gel 
presqualene (PSQ) 100B or ODS Chromatorex 
(Fuji Sylisia, Kasugai, Japan) or Sephadex LH-20 
(GE Healthcare Waukesha, WI, USA) were used 
to carry out column chromatography. Thin layer 
chromatography (TLC) was done with glass pre-
coated ODS RP18 F254 plates (Merck, 
Darmstadt, Germany), developing with gradient 
methanol-H2O (40:60-80:20). Spots were 
detected using UV absorbance at 254 and 365 
nm and by spraying with 50 % H2SO4, then, the 
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plate was heated at 90 – 100 °C for at least 2 - 3 
min.   
 
Extraction and isolation   
 
Dried methanol extract of M. oleifera leaves was 
subjected to gel filtration on Sephadex LH-20 
with four pooled fractions (MOL1 - MOL4) 
collected. The bioactive fractions, MOL2 and 
MOL3 were resuspended in methanol and then 
subjected to octadecylsilyl (ODS) column with 
different mobile phases. MOL2 was eluted with a 
gradient mixture of 0 - 100 % methanol in H2O 
while the MOL3 was eluted with a gradient 
mixture of 30 - 100 % methanol in H2O. The 
dried MOL2 (40 mg) was eluted, collected and 
then analyzed by TLC, giving 38 fractions which 
were pooled into sixteen fractions (F1 - F16) 
based on the TLC patterns. Fraction F6, a yellow 
color spot on TLC plate, was concentrated using 
a rotary evaporator, yielding approximately 2.6 
mg of dried extract. F6 (2.6 mg) was further 
separated by gel filtration, Sephadex LH-20 
column, eluted with 80 % methanol and then 
analyzed by TLC. Based on the TLC patterns, 
the eluted subfractions were combined into 
thirteen subfractions (sf1 - sf13). The sf13 (0.9 
mg, compound A) was identified using 1H NMR 
and MS. The dried MOL3 (10 mg) was subjected 
to ODS column and eluted with similar 

procedures. The collected eluates were 
monitored using TLC to obtain 29 fractions (F1 - 
F29). F9 (1 mg, compound B) with a yellow color 
spot on TLC plate was identified using 1H NMR. 
The scheme of isolation is shown in Figure 1. 
The isolated pure compounds were identified by 
comparing their 1H NMR and MS with published 
data. 
 
Cell culture   
 
Human colorectal carcinoma cells (HCT 116) 
were kindly provided by collaborators. The cells 
were propagated in Dulbecco's Modified Eagle 
Medium (DMEM medium (Gibco, Carlsbad, CA, 
USA) supplemented with 10% heat-inactivated 
fetal bovine serum (FBS), 100 U/mL penicillin, 
and 100 mg/mL streptomycin (Sigma). Cells 
were cultured in a humidified CO2 incubator at 37 
°C with 5 % CO2/air. Cells were assayed during 
the exponential phase of growth. 
 
Cell proliferation assay using tetrazolium salt 
(MTT) 
 
Cell proliferation was measured by MTT assay 
(Sigma-Aldrich). Briefly, cells (1.2 x 104 cells) 
were seeded in a 96-well flat-bottomed 
microplate in 100 μL medium overnight before 
treatment. 

 
 
Figure 1: Separation scheme of M. oleifera leaf extract with gel filtration on Sephadex LH-20 after getting four 
pooled fractions 
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After 24 h, the media were removed and 
replaced with fresh complete medium. Cells were 
exposed to graded concentrations of test 
compounds (4 - 5 dilutions in triplicate; MOL1, 
MOL2, MOL3, MOL4, astragalin, and 
isoquercetin) for 24 and 48 h. 0.5 % DMSO-
treated cells was used as a negative control. 
Both astragalin and isoquercetin were obtained 
from Sigma-Aldrich. After the incubation period, 
each well was washed with phosphate-buffered 
saline (PBS) and replaced with 1 mg/mL MTT for 
4 h incubation. The resulting crystals produced 
from the MTT assay was dissolved in 100 µL of 
100 % DMSO and quantified at 550 nm using a 
microplate reader (Model No; AOPUS01 and 
A153601; A Packard bioscience company). The 
proportion of cell viability was calculated as 
previously described [14]. 
 
Cell extraction and western  blotting  
 
HCT116 cells were plated at a density of 1 x 105 
cells/mL onto a 6-well plate and incubated 
overnight. Varying concentrations of the M. 
oleifera pooled fractions were added into the 
cells for 48 h in triplicate cultures, compared with 
positive and negative controls.  After treatment 
with the samples, cells were washed with PBS, 
pH 7.4 and lysed with lysis buffer (with 1 mM 
Na3VO4 and 1 mM NaF inhibitor) on ice for 15 
min. Cell lysates were centrifuged at 13,000 g for 
10 min at 4 C, and protein concentrations of 
supernatants were estimated by Bradford protein 
assay. Equivalent amounts of total cellular 
proteins (5 - 25 g) were separated by 8 – 12 % 
SDS-PAGE. Each protein sample was added 
with sample loading buffer, boiled for 5 min and 
kept on ice immediately prior to electrophoresis 
through a 8 – 12 % SDS-PAGE at 110 volts for 
90 min. Proteins were then transferred onto 
PVDF membranes. The process was carried out 
for 1 h on ice. For immunodetection of the 
proteins, membranes were blocked in 5 % BSA 
in TBS-T buffer for 1 h. Probing of PVDF 
membranes with primary antibodies (pERK1/2 
polyclonal antibody #9101, Akt antibody #9272 or 
p38 MAPK antibody #9212) at 4 C overnight 
and horseradish peroxidase–conjugated 
secondary antibodies was performed, and 
signals were detected by enhanced 
chemiluminescence (ECL). All primary antibodies 
were purchased from Cell Signaling Technology. 
The chemiluminescence reagent was poured into 
the membrane and incubated for 1 - 5 min at 
room temperature and then excess 
chemiluminescence reagent was removed. The 
membrane was placed and covered with plastic 
wrap. The imaging film was put on top of the 
membrane for 5 - 10 min depending on the signal 

of the protein. The film was developed and 
analyzed with ImageJ® software. 
 
Statistical analysis 
 
All experimental measurements were tested in 
triplicate.  The results are expressed as mean ± 
standard deviation (SD).  Statistical analysis of 
data was evaluated using one-way analysis of 
variance (ANOVA). Significance level was set at 
p < 0.05.  
 
RESULTS 
 
Anti-proliferative activity 
 
Our preliminary results suggested that the crude 
extract from M. oleifera leaves shows inhibitory 
effect on cell growth in HCT 116 cells. The crude 
extracts from M. oleifera leaves were separated 
by size exclusion chromatography with 
Sephadex LH-20 as described previously [21]. 
The pooled fractions, MOL1 - MOL4, from the 
crude extract, were assessed against HCT 116 
colon cells for anti-proliferative activity in 24 h 
(Figure 2a, 2b) and 48 h (Figure 2c, 2d) using an 
MTT assay. After 24 and 48 h treatment with 
individual pooled fraction, it was shown that HCT 
116 cell growth was significantly inhibited in a 
concentration-dependent fashion, especially 
when treated with MOL2, MOL3, and MOL4. 
 
MOL2 and MOL3 from M. oleifera leaf extract 
 
The bioactive MOL2 and MOL3 were subjected 
to further isolation and identification analysis due 
to their drastic anti-proliferative activity, while 
MOL4 was not done because of recovery yield 
limit. Compound A from MOL2 and B from MOL3 
were got as a yellow amorphous powder. The 1H 
NMR spectra of A and B showed the 
characteristic signals of flavonoid glycosides. 
The molecular formula of A and B were indicated 
as C21H20O11 and C21H20O12, respectively by MS, 
which gave molecular ion peak at m/z 447 and 
463 [M-H] -. In addition to the mass of compound 
A and B 1H NMR spectra showed signals 
corresponding to a sugar moiety. Thus, the 
structure of A and B was determined as 
kaempferol 3-O-glucoside (astragalin) and 
quercetin 3-O-glucoside (isoquercetin), 
respectively.  
 
Astragalin: yellow amorphous powder, 
Molecular formula: C21H20O11. LC-MS: m/z 447 
[M-H]-. 1H NMR (600 MHz, CO3OD): δ ppm 7.92 
(d, J=8.72, 2H, H-2, 6), 6.75 (d, J=8.98, 2H, H-
3, 5), 6.21 (d, J=2.05, 1H, H-8), 6.03 (d, 2.05, 
1H, H-6), 5.08 (d, J=7.18, 1H, H-1 of Glc) [22]. 
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Figure 2: The anti-proliferative activity of each pooled fraction (MOL1-MOL4) on HCT116 cells at different 
concentrations for 24 h (a, b) and 48 h (c, d). Each value represents the mean ± SD of the triplicate of cultures, 
*p<0.05, significantly different from the negative control treated with 0.5 % of DMSO 
 
Table 1: Toxicity of each pooled fraction (MOL1 - MOL4) in HCT116 and NHF cells at 24 h and 48 h 
 

Sample 
IC40 (approx, g/mL) 

24 h 48 h 
HCT116 NHF HCT116 NHF 

MOL1 
MOL2 
MOL3 
MOL4 
Astragalin 
Isoquercetin 

517.54 
25.84 
41.38 
9.50 

> 500 
68.52 

> 500 
106.19 
52.50 
17.04 
NA 
NA 

462.60 
19.02 
44.02 
5.04 

> 500 
5.41 

>500 
51.52 
39.20 
17.70 
NA 
NA 

 NA = not determined 
 
Isoquercetin: yellow amorphous powder, 
Molecular formula: C21H20O12, LC-MS: m/z 463 
[M-H]-. 1H NMR (600 MHz, CO3OD) δ ppm 7.70 
(d, J=2.31, 1H, H-2), 7.58 (dd, J=2.31, 8.46, 1H, 
H-6), 6.86 (d, J=8.46, 1H, H-5), 6.35 (d, J= 2.05, 
1H, H-8), 6.17 (d, J=2.05, 1H, H-6), 5.23 (d, 
J=7.69, 1H, H-1 of Glc).  
 
The peaks assigned in 1H NMR corresponded to 
previous studies [23,24]. 
 
Cell proliferation inhibitory effect 
 
In order to confirm that the anti-proliferative 
activity of  M. oleifera leaf extracts may come 

from their major compounds and may have a 
different effect on normal and cancer cells, the 
determination of cytotoxicity in normal human 
fibroblast (NHF) and HCT116 cells was done at 
24 and 48 h (Table 1). Because insufficient 
protein lysate obtained when IC50 was used in 
the cell, IC40 was used instead in Western blot 
analyses.  
 
The results showed that the cytotoxic effect of M. 
oleifera leaf extracts in HCT116 cells was higher 
than that in NHF cells. Although, MOL2 
contained astragalin, the cytotoxicity of MOL2 
was likely higher than its major component. In 
contrast, MOL3 contained isoquercetin, the 
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cytotoxicity of MOL3 was higher than its major 
component in 24 h of treatment but less than that 
in 48 h. Moreover, the cytotoxicity associated 
with M. oleifera leaf extracts in HCT116 was 
higher than that in the NHF normal cell line, 
demonstrating that normal cells are more 
resistant to the extract than cancer cells. 
 
To clarify the anti-proliferation mechanism of M. 
oleifera leaf extracts in 48 h treated HCT116 
cells, the protein expression of ERK, AKT, and 
p38 MAPK was further examined using the total 

protein from cells treated with various 
concentrations (two-fold of IC40, IC40 and one-half 
fold of IC40 value). Two anti-cancer drugs, 
adriamycin, and cisplatin, were used as positive 
control. Our results showed that HCT116 treated 
with M. oleifera leaf extracts resulted in 
drastically decreased p-ERK1/2 and little 
decreased AKT expression, but not p38 MAPK in 
a concentration dependent manner. Moreover, 
both adriamycin and cisplatin treatment showed 
a similar effect (Figure 3). 

 

 
Figure 3: Effect of each pooled fraction (MOL1-MOL4) in HCT116 cells at 48 h of treatment on AKT (upper 
panel), p38 MAPK (middle panel) and phospho-ERK1/2 (lower panel) expression using western blot and ImageJ® 
software analysis. Tubulin was used as loading control. Adriamycin (0.1 μg/mL) and cisplatin (125 μg/mL) were 
used as positive control 
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DISCUSSION 
 
In Thailand, colon cancer is considered the most 
common cancer in men and the third in women 
[3]. The development and invasion process of 
cancers including colon cancer is correlated with 
PI3K/AKT and RAS/RAF/MEK/ERK pathways 
[20]. The concomitant activation of AKT and ERK 
pathway leads to enhanced cancer progression 
and metastasis. Chemoprevention by natural 
products to inhibit or prevent tumorigenesis is a 
new strategy for cancer control [25].  M. oleifera 
has long been used in Thai cuisine. Its leaves 
are a good source of nutrients and bioactive 
compounds [26]. There are many reports 
suggesting that M. oleifera leaves possess anti-
cancer properties with their anti-oxidant activity 
[8,9,11,14] or by down-regulating NF-ƙB [27].  
 
The present study focused on anti-proliferation 
activity and mechanism of action of four pooled 
fractions from M. oleifera leaf extract against 
HCT116 colon cancer cell line. In accordance 
with previous study, this method of extraction i.e. 
column chromatography is also effective in 
separation of major flavonoid glycosides, 
astragalin, and isoquercetin in M. oleifera leaves, 
[15]. Both astragalin and isoquercetin are shown 
to have antioxidant and anti-proliferative activities 
[28]. Therefore, the presence of astragalin and 
isoquercetin in M. oleifera leaf may be 
responsible for the promising property in 
chemoprevention. That was suggested by a 
significant suppression of HCT116 cell 
proliferation with the pooled fractions, especially 
MOL2-MOL4. 
 
As mentioned above, ERK and AKT pathways 
are important for proliferation and survival of 
cancer cells. Furthermore, there are few studies 
on the effect of M. oleifera leaf on these 
pathways in colorectal cancer. The results show 
that the phosphorylation of ERK1/2 was 
dramatically inhibited by M. oleifera leaf fractions, 
along with a small reduction in AKT expression, 
but not p38 MAPK.  
 
Taken together, the results show that M. oleifera 
leaf extract inhibits HCT116 cell proliferation 
through downregulation of ERK1/2 
phosphorylation. 
 
CONCLUSION  
 
Column chromatography has successfully been 
used for the separation of two flavonoid 
glycosides, astragalin, and isoquercetin, from 
bioactive fractions of M. oleifera leaf extracts. 
The bioactive fractions exhibit anti-proliferative 
activity against colon cancer cells that is different 

from standard compounds. A likely mechanism of 
action of the anti-proliferative activity is pERK1/2 
downregulation. Further studies are necessary to 
investigate the precise components as well as 
other molecular mechanisms of action. 
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Introduction  
Cancer is the first cause of death1,2 and it continues increasing death in Thai population during  

2006-2011.3 Many naturally derived anti-cancer drugs have been successfully developed to a current drug 
such as placitaxel, vincristine, and vinblastine. Moringa oleifera Lam. (MO) is commonly found in Southeast 
Asia. It is widely used for food due to its nutritional value and is applied in traditional medicine formula.4,5    

MO is a species of Moringaceae family. It is a short, slender perennial tree. It is widely cultivated and 
naturalized in many countries including India, Africa, Sri Lanka, Mexico, Malaysia, the Philippine Islands4,6, 
and Thailand. MO leaves contain natural compounds with anti-bacterial7 and anti-fungal8 properties. 
Moreover, various parts of MO have many other activities. For instance, the extracts from its leaves, bark and 
seeds exhibit anti-cancer activity.9,10 MO root extracts inhibit epithelial ovarian cancer growth.11 MO leaf 
extracts also show anti-inflammatory effect.12 MO pod extracts possess an anti-diabetes activity.13  

Although MO has been used for a long time in many countries, there are few toxicity reports from this 
plant. Recently, in Sprague-Dawley (S-D) rat toxicity test, the leaf extracts from MO is genotoxic at  
supra-supplementation level of 3,000 mg/kg body weight. However, intake is safe at levels ≤ 1,000 mg/kg 
body weight.14 Oral administration MO of leaf crude extract at the dose of 10 g/kg reveals that MO has no 
acute toxicity in mice.15 Study of MO leaf extract given by oral route (dose 6,400 mg/kg) in Wistar albino mice 
and by intraperitoneal route (dose 2,000 mg/kg) has no effects to sperm quality, hematological and 
biochemical parameters, respectively.16  

Although there are many studies seeking for new anti-cancer drugs from natural sources which may 
be less toxic and have higher activity, the new ones are few. Although MO has demonstrated a variety of 
biological activities, the studies on the activity related to colorectal cancer inhibition are limited. Therefore,  
the present investigation was undertaken to elucidate the anti-proliferative activity of various parts from MO  
on colon and cervical cancer cells. Moreover, to mimic metastasis, the colony formation assay was performed  
as well. 

 
Methods 
Plant material and extraction method 

Fresh MO was collected from Nakhon Pathom province, Thailand during January 2013-November 
2014. Plants were cleaned and separated into different parts as follows: leaf, L; flower, F; pod or fruit, P; root, 
R; bark, B; and wood, W, respectively. They were cut into small pieces, and dried under incubator at 50-60°C 
for 3-5 days. Dried plants were powdered by homogenizer, and then each part of the plant powder was 
extracted with methanol using Soxhlet apparatus for 3 days at 50-60°C. Methanol was removed by evaporator 
and the crude extracts were protected from light and kept in glass container at 4°C until used. 
 
Cell proliferation by MTT assay 

The human colorectal carcinoma cell lines, HCT116 and HT29, and human cervical adenocarcinoma 
cell line, HeLa cells, were obtained from American Type Culture Collection, ATCC (Manassas, VA).  
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Cells were cultured in Dulbecco's Modified Eagle Medium (D-MEM)  (Gibco BRL Life Technologies) 
supplemented with 10% heat-inactivated fetal bovine serum (FBS), 100 U/ml penicillin, and 100 mg/ml, 
streptomycin (Sigma). Cells were grown in a humidified incubator at 37°C under 5% CO2/air and used for 
assays during exponential phase of growth. The MTT (3-(4, 5-dimethylthiazolyl-2)-2,5-diphenyltetrazolium 
bromide) assay was carried out as recommended by the manufacturer. Briefly, cells were plated at 3,000 
cells/well in 96-well flat bottom microplates overnight. Cells were exposed to 100 µg /mL of tested compound 
for 24 h and 48 h. Then, all solution was removed and cells were washed three times with sterile phosphate 
buffered saline (PBS). After adding fresh medium, the MTT solution (Sigma) were added at a final 
concentration of 1 mg/ml, and incubated at 37°C for 4 h. Cells were then lysed with 50 µL dimethyl sulfoxide 
(DMSO). The optical density was measured with a Bio-Rad Coda microplate analyzer at the wavelength  
of 450 nm. The assay was done in triplicate. Data were expressed as % inhibition of cell proliferation which 
was calculated according to the following formula: [1- (OD treated cells/OD untreated cells)] x 100.  
The positive and negative controls were 50 µg/mL cisplatin treated and non-treated cells, respectively.  

 
Colony formation assay  

In vitro colony formation assay was conducted according to the standard protocol.17 Briefly, cells were 
seeded at 1,000 cells/well in 6-well plates (multiple 60-mm plates). Then, they were treated with 100 µg/mL 
pod extract, using 50 µg/mL cisplatin and 1% DMSO treatment as the positive or negative control, 
respectively. Forty-eight hours after treatment, the media were replaced with fresh media, and the plates were 
incubated at 37°C. After three weeks, cells were washed with PBS solution, fixed with 4% para-formaldehyde 
solution, and then stained with a 0.1% crystal violet solution. The number of colonies, defined as >50 
cells/colony, was counted and plates were photographed. 

 
Statistical analysis 

Data are expressed as means ± SD of three independent experiments. Statistical analysis of the 
experimental data was performed by one-way analysis of variance (ANOVA) and p-values less of than 0.05 
were considered to be significant. 
 
 
Results  

MO methanol extracts obtained from six parts (L, F, P, R, B and W) of the plant were subjected to 
preliminary phytochemical screening using standard procedures (Data not shown).  
Cell proliferation assay: The extracts from MO were tested for anti-proliferative activity using MTT assay 
against three different human cancer cell lines (HCT116, HT29 and HeLa cells).  
 

 
Figure 1. Anti-proliferative effect of various MO extracts (100 µg /mL) on three human cancer cell lines at 24 h ()and  
48 h () of treatment. Graph represented % inhibition of cell proliferation compared to 1% DMSO as a negative control,  
L, leaf; F, flower; P, pod; R, root; B, bark and W, wood. 
 

As shown in Figure 1, the extracts from leaf, flower and pod showed a significant anti-proliferative 
effect on HCT116, HT29 and HeLa cells after 24 h (more than 30% inhibition) and 48 h (more than 60% 
inhibition) treatment compared to 1% DMSO as a negative control (p≤0.05). HT29 and HeLa cells treated 
with extracts of root, bark, and wood for 48 h also exhibited anti-proliferative effect.  

Since MO pods are used as a vegetable in Thai cuisine and the extract also showed strong inhibitory 
effect on cancer cell growth, the pod extract was selected for further experiment. The anti-proliferative effect of 
the pod extract was tested on HCT116, HT29 and HeLa cells compared to a well-known anti-cancer drug, 
cisplatin. 

Figure 2 shows the anti-proliferative effect of pod extract at different concentrations after 24 h 
treatment on three types of cancer cells, compared to cisplatin. It was clear that the extract from MO pods 
could inhibit cell proliferation comparable to cisplatin. 
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Figure 2. Anti-proliferative effect of five concentrations of Moringa pod extracts (µg/mL) on HCT116, HT29 and Hela cells 
after 24 h treatment, using 50 µg/mL cisplatin as the positive control.  
 
Colony formation assay: The cytotoxicity of the pod extract was further investigated using longer contact 
time (48 h) in colony formation assay. After 24 h pretreatment with the pod extract, cells that survived were 
allowed to grow for 3 weeks in fresh medium without extract or cisplatin (as a positive control). The results 
showed that the extract at the concentration of 100 µg/mL significantly decreased cell proliferation in all cell 
types (Figure 3).  
 

 
 

Figure 3. Colony formation assay using three different human cancer cell lines. Cells were treated with 100 µg/mL 
Moringa pod extract or 50 µg/mL cisplatin for 48 h. After replacing fresh medium, cells were allowed to grow for three 
weeks. Then, they were stained with crystal violet. The untreated cells were used as a control.  
 
 

Discussion 
MO extracts contained major phytochemicals such as flavonoids, coumarins, tannins and phenolic 

compounds except anthraquinones and alkaloids. It has been reported that major phytochemicals found  
in MO were flavonoids and coumarins.4,18    

It had been reported that MO leaf extracts can inhibit the growth of pancreatic cancer cells19, lung 
adenocarcinoma cells20, and alveolar epithelial cancer cells.21 In the present study, we also discovered that 
leaf, flower, and pod extracts of MO possessed high anti-proliferative effect on three types of human cancer 
cells (2 colorectal cancer cells: HCT116, HT29 and a cervical cancer, HeLa cells). The growth inhibitory effect 
of the extracts could be correlated to the incubation or contact time. After 48 h exposure to the extracts, nearly 
100 % cell death was observed. The mechanism underlying of this activity might be relevant to the activity of 
MO leaf extract 20,22, which should be further clarified. 
 
                                                                                                                                                                               
Conclusion 

In summary, we showed that MO extracts had anti-proliferative effect and could inhibit colony 
formation in colorectal and cervical cancer cells. Therefore, MO extracts may be a potential source to discover 
anti-cancer compounds. 
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