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เทรล (TRAIL, TNF-related apoptosis inducing ligand) เป็นไซโตไคน์ทีเ่หนี่ยวน าใหเ้กดิการตายแบบอะพอพโทซิ
สอย่างจ าเพาะต่อเซลลม์ะเรง็แต่ไม่ท าลายเซลลป์กต ิ ดงันัน้จงึมกีารน าเทรลมาใชศ้กึษาวจิยัในการรกัษามะเรง็ อย่างไรกต็าม
พบว่ายงัมเีซลลม์ะเรง็หลายชนิดทีด่ือ้ต่อการเหนี่ยวน าใหเ้กดิการตายดว้ยเทรล เพื่อหาแนวทางในการพฒันายาตา้นมะเรง็ที่
จ าเพาะต่อเซลลม์ะเรง็ ดงันัน้งานวจิยันี้จงึไดศ้กึษาฤทธิแ์ละกลไกการออกฤทธิต์า้นมะเรง็ของสารส าคญัจากพชืสมุนไพร
พืน้บา้น คอื สอ่งฟ้า (Clausena harmandiana) โดยใชส้ารส าคญัสองกลุ่มคอื คมูารนิ ไดแ้ก่ dentatin และ nordentatin และ
สารกลุ่ม คารบ์าโซล ไดแ้ก ่ heptaphyllin และ 7-methoxyheptaphylline ต่อการตายของเซลลม์ะเรง็ล าไส ้ (HT29) ทีถู่ก
เหนี่ยวน าดว้ยเทรล  การทดสอบผลของสารส าคญัต่ออตัราการมชีวีติของเซลลม์ะเรง็ล าไส ้HT29 และ เซลลล์ าไสป้กต ิ(FHC 
colon normal cells) วดัดว้ยวธิ ี MTT assay หลงัจากนัน้ศกึษารปูร่างเซลลแ์ละลกัษณะการตายของเซลลโ์ดยใชก้ลอ้ง
จุลทรรศน์ phase contrast microscope มยีา doxorubicin เป็นสารมาตรฐาน ส าหรบักลไกการออกฤทธิร์ะดบัโมเลกุลของ
สารส าคญัไดม้กีารวดัการแสดงออกของโปรตนีทีเ่กีย่วขอ้งกบัการตายแบบอะพอพโทซสิดว้ยวธิ ีWestern blotting และศกึษา
การแสดงออกของ mRNA ดว้ยวธิ ี RT-PCR และ Real time RT-PCR ผลการทดลองพบว่าสารส าคญั dentatine  
nordentatine และ 7-methoxyheptaphylline สามารถเหนี่ยวน าใหเ้กดิการตายแบบอะพอพโทซสิของเซลลม์ะเรง็ล าไส ้HT29  
ไดต้ามความเขม้ขน้ของสารทีเ่พิม่ขึน้โดยไม่แสดงความเป็นพษิต่อเซลลป์กติ (FHC cells) ในขณะที ่ hepataphylline แสดง
ความเป็นพษิต่อเซลลป์กตแิต่ท าใหเ้ซลลต์ายต ่ากว่ารอ้ยละหา้สบิของเซลลท์ีม่ชีวีติ และจากการทดลองพบว่า heptaphylline 
ในความเขม้ขน้ทีไ่ม่เป็นพษิต่อเซลลป์กตสิามารถเหนี่ยวน าใหเ้กดิการตายของเซลลม์ะเรง็ล าไสผ้่าน intrinsic pathway เมื่อ
ท าการทดลองโดยใช ้ dentatin และ heptaphylline ร่วม TRAIL ในการเหนี่ยวน าเซลลม์ะเรง็ล าไสใ้หเ้กดิการตายแบบอะพอพ
โทซสิ พบว่า dentatin และ heptaphylline ไม่มผีลทีม่นียัส าคญัต่อการเหนี่ยวน าใหเ้กดิการตายของ HT29 ดว้ย TRAIL   แต่
เมื่อเหนี่ยวน าเซลลม์ะเรง็ล าไสด้ว้ย nordentatin และ 7-methoxyheptaphylline ร่วมกบั TRAIL พบว่าสามารถเพิม่การตาย
ของเซลลม์ะเรง็ดว้ยการเพิม่การกระตุน้ cleavage ของ caspase-3 และ PARP-1 ซึง่เป็น marker ของ apoptosis มากขึน้
เมื่อเปรยีบเทยีบกบักลุ่มควบคมุ ในการศกึษากลไกลของ nordentatin และ 7-methoxyheptaphylline ร่วมกบั TRAIL ต่อการ
ตายของ HT-29 cells พบว่า nordentatin และ 7-methoxyheptaphylline สามารถกระตุน้ใหม้กีารแสดงออกของ TRAIL 
receptor หรอื death receptor 5 (DR5) mRNA และ protein สงูขึน้โดยมกีลไกผ่านวถิขีอง JNK งานวจิยันี้คน้พบว่า
สารส าคญัจากสอ่งฟ้าคอื 7-methoxyheptaphylline และ nordentatin มฤีทธิใ์นการเพิม่ความไวของเซลลม์ะเรง็ล าไสต่้อการ
เหนี่ยวน าดว้ย TRAIL ดว้ยการกระตุน้การแสดงออกของ DR5 โดยมกีลไผ่านวถิ ีJNK   
 
Keywords: สอ่งฟ้า เทรล ดอีาร-์5 คมูารนิ คารบ์าโซล 
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Abstract  
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TRAIL (TNF-related apoptosis inducing ligand) is a cytokine that can selectively induce apoptosis in 
cancer cells without damaging normal cells. Regarding current research finding, a number of cancer cells are 
resistant to TRAIL-induced apoptosis. This study was designed to investigate the molecular mechanisms of 
antitumor activity of active constituents of Songfa (Clausena harmandiana), including two coumarin based 
compounds (dentatin and nordentatin) and two carbazole based compounds (heptaphyllin and 7-
methoxyheptaphylline). The molecular mechanisms of antitutmor activities of these compounds in TNF-related 
apoptosis-inducing ligand (TRAIL) were investigated in HT29 colorectal adenocarcinoma cells. The quantification of 
cell viability was performed by using cell proliferation assay (MTT assay) and the cell morphology was investigated 
by phase contrast microscope. The molecular mechanisms were studied by Western blotting, RT-PCR and Real 
time RT-PCR. The results showed that dentatine, nordentatine and 7-methoxyheptaphylline induced cancer cell 
death in concentration dependent manner without cytotoxic effect to normal colon FHC cells, while hepataphylline 
showed cytotoxicity to normal cells but not lower than 50% cell viability. Heptaphylline alone induced apoptosis of 
cancer cells via intrinsic pathway. In combination with TRAIL, dentatin and heptaphylline had no significantly effects 
to TRAL-induced HT-29 cell death. While, the cleavage of caspase-3 and PARP-1 were increased when combined 
nordentatin and 7-methoxyheptaphylline with TRAIL. The investigation of mechanism of nordentatin and 7-
methoxyheptaphylline combined with TRAIL on HT-29 cells found that nordentatin and 7-methoxyheptaphylline 
increased TRAIL receptor, death receptor 5 (DR5) mRNA and protein through JNK pathway. The findings 
suggested that 7-methoxyheptaphylline and nordentatin of Songfa (Clausena harmandiana) sensitized TRAIL-
induced human colon adenocarcinoma cell death by increasing expression of DR5 via the JNK pathway.  
 
 
Keywords: Clausena harmandiana, TRAIL, DR-5, coumarin, carbazole 
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1. บทสรปุย่อส าหรบัผูบ้ริหาร (Executive Summary) 
  ปจัจบุนัมะเรง็เป็นปญัหาสาธารณสขุทีส่ าคญัในโลกและในทุกภูมภิาคของประเทศไทยเน่ืองจากเป็นสาเหตุของการ

เจบ็ปว่ยและการตายในอนัดบัตน้ๆ และมแีนวโน้มทีจ่ะเพิม่สงูขึน้เรื่อยๆ มะเรง็เกดิจากการเจรญิเตบิโตอย่างไรก้ารควบคุม
ของเซลลส์ง่ผลท าใหเ้ซลลเ์จรญิอย่างรวดเรว็และขยายจ านวนจนสามารถรุกล ้าเน้ือเยื่อขา้งเคยีง และแพร่กระจายไปยงัอวยัวะ
อื่นได ้ยารกัษามะเรง็ทีใ่ชใ้นปจัจบุนัมหีลายชนิดทีส่ามารถยบัยัง้เซลลม์ะเรง็ไดแ้ต่ยงัมขีอ้เสยีงคอืเกดิผลขา้งเคยีงต่อเซลลป์กต ิ
การคดิคน้ยาตา้นมะเรง็ทีม่ฤีทธิจ์ าเพาะกบัเซลลม์ะเรง็โดยไมม่ผีลต่อเซลลป์กตจิงึมคีวามจ าเป็นอย่างยิง่ในการหาแนวทาง 
รกัษามะเรง็ใหป้ระสบความส าเรจ็  มรีายงานพบว่า เทรล (TRAIL, TNF-related apoptosis inducing ligand) ซึง่เป็นไซโต
ไคน์ทีส่ามารถออกฤทธิจ์ าเพาะกบัเซลลม์ะเรง็โดยไม่มผีลต่อเซลลป์กต ิ เน่ืองจากบนผวิเซลลม์ะเรง็มตีวัรบัทีจ่ าเพาะกบั 
TRAIL คอื DR5 (death receptor 5) ซึง่จะแสดงออกเฉพาะในเซลลม์ะเรง็แต่ไม่แสดงออกในเซลลป์กต ิอย่างไรกต็ามพบว่า
ยงัมเีซลลม์ะเรง็อกีหลายชนิดทีด่ือ้ต่อการเหนี่ยวน าใหเ้กดิการตายของเซลลด์ว้ย TRAIL  ดงันัน้การหาสารทีช่่วยท าให้
เซลลม์ะเรง็ไวต่อการเหนี่ยวน าดว้ย TRAIL จงึมคีวามส าคญัในหารหายาทีใ่ชร่้วมกบัเทรลเพื่อเพิม่เพิม่ฤทธิใ์นการหนี่ยวน าให้
เกดิการตายอย่างจ าเพาะต่อเซลลม์ะเรง็ รายงานวจิยัหลายเรื่องพบว่าพชืสมุนไพรหลายชนดิเป็นแหล่งของยาตา้นมะเรง็ที่
ส าคญั   

สอ่งฟ้า (Clausena harmandiana) เป็นสมุนไพรพืน้บา้นทีม่สีรรพคุณทางยาหลายชนิด เช่น แกป้วดหวั แกป้วดทอ้ง 
และแกไ้ข ้ นอกจากนี้ยงัพบวา่มฤีทธิท์างเภสชัวทิยา คอืตา้นอนุมลูอสิระ ตา้นเชือ้รา ตา้น HIV และตา้นมะเรง็ งานวจิยันี้มี
วตัถุประสงคเ์พื่อศกึษาฤทธิแ์ละกลไกการออกฤทธิข์องสารส าคญัจากสอ่งฟ้าต่อการเหน่ียวน าใหเ้กดิการตายของเซลลม์ะเรง็
ดว้ย TRAIL  ในขัน้แรกของการทดลองเป็นการศกึษาฤทธิข์องสารส าคญัจากสอ่งฟ้า (สารกลุ่ม coumarin ไดแ้ก่ dentatin 
และ nordentatin และสารกลุ่ม carbazole ไดแ้ก่ heptaphylline และ 7-methoxyheptaphylline) ต่ออตัราการมชีวีติของเซลล์
ล าไสป้กต ิ(FHC colon normal cells) และศกึษาฤทธิข์องสารส าคญัจากสอ่งฟ้าต่อการตายของเซลลม์ะเรง็ล าไส ้(HT29) และ
เซลลม์ะเรง็ล าไสท้ีถู่กเหนี่ยวน าดว้ยเทรล (TRAIL) ผลการวจิยัพบว่า เมื่อทดสอบความเป็นพษิของสารส าคญัจากสอ่งฟ้าทัง้ 4 
ชนิดใน FHC colon normal cell สาร dentatin nordentatin และ 7-methoxyheptaphylline ไม่มคีวามเป็นพษิต่อเซลลป์กต ิ
ในขณะที ่ heptaphylline แสดงความเป็นพษิต่อเซลลป์กตแิต่ไม่ท าใหเ้ซลลต์ายเกนิ 50 % ส าหรบัผลการทดลองใน
เซลลม์ะเรง็พบว่าสารกลุ่ม coumarin ทัง้ dentatine และ nordentatine มผีลท าใหเ้ซลลม์ะเรง็ล าไสต้ายตามความเขม้ขน้ที่
สงูขึน้อย่างมนียัส าคญั ส าหรบัสารกลุ่ม carbazole ไดแ้ก ่ heptaphylline และ 7-methoxyheptaphylline  พบว่าทัง้ 
heptaphylline และ 7-methoxyheptaphylline  แสดงเป็นพษิต่อเซลลม์ะเรง็ล าไสโ้ดย heptaphylline มฤีทธิส์งูกว่า 7-
methoxyheptaphylline  แต่เมือ่ใชร้่วมกบั TRAIL พบว่า dentatin และ heptaphylline ไมม่ผีลเสรมิฤทธิ ์ TRAIL ในการ
เหนี่ยวน าใหเ้กดิการตายของเซลลม์ะเรง็ล าไส ้ ในขณะที ่ nordentatin และ 7-methoxyheptaphylline  สามารถเพิม่อตัราการ
ตายของเซลลม์ะเรง็ล าไสอ้ย่างชดัเจนและมนียัส าคญัเมื่อใชร้่วมกบั TRAIL  ในการศกึษากลไกการออกฤทธิข์องสารส าคญั
จากสอ่งฟ้าในการเหนี่ยวน าใหเ้กดิการตายของเซลลม์ะเรง็ล าไสแ้ละเซลลม์ะเรง็ล าไสท้ีถู่กเหนี่ยวน า ดว้ย TRAIL ผล
การศกึษาสารกลุ่ม coumarin  พบว่าเมื่อบ่มเซลลด์ว้ย nordentatin ร่วมกบั TRAIL มผีลเพิม่การกระตุน้การตดัโปรตนี 
caspase-3 และ PARP-1 ซึง่เป็นสญัญาณทีส่ าคญัของกระบวนการอะพอพโทซสิ ผ่านการกระตุน้โปรตนี Bid และยบัยัง้ c-
FLIP ซึง่เป็นโปรตนีทีเ่ป็น inhibitor ของ DR5 ส าหรบั dentatin พบว่าไมม่ผีลต่อ caspase-3 และ PARP-1  ส าหรบัสารกลุ่ม 
carbazole พบว่าเมื่อบม่เซลลด์ว้ย heptaphylline และ 7-methoxyheptaphylline เพยีงอย่างเดยีว มผีลกระตุน้การตดัโปรตนี 
caspase-3 ไดโ้ดย heptaphylline มฤีทธิด์กีว่า 7-methoxyheptaphylline และเมื่อศกึษากลไกการออกฤทธิเ์พิม่เตมิพบว่า 
heptaphylline ท าใหเ้กดิกระบวนการอะพอพโทซสิของเซลลผ์่าน intrinsic pathway โดยการกระตุน้โปรตนี Bid และยบัยัง้
การสง่สญัญาณผ่าน Akt และ NF-B (p65)  และเมื่อศกึษากลไกการออกฤทธิข์องของสาร nordentatin และ 7-
methoxyheptaphylline ในการเหนี่ยวน าใหเ้กดิการตายของเซลลม์ะเรง็ล าไสท้ีด่ว้ย TRAIL พบว่าสารทัง้สองชนิดมผีล
เหนี่ยวน าการแสดงออกของตวัรบัของ TRAIL คอื DR5 ทัง้ mRNA และโปรตนีผ่านวถิ ีJNK  จงึสรุปไดว้่าสารส าคญัจากสอ่ง
ฟ้าคอื nordentatin และ 7-methoxyheptaphylline มผีลในการเพิม่ฤทธิข์อง TRAILในการเหนี่ยวน าใหเ้กดิการตายของ
เซลลม์ะเรง็ HT-29 ดว้ยการกระตุน้การแสดงออกของ DR5 ผ่านวถิ ีJNK 
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2. บทน า 
 
  โรคมะเรง็สามารถเกดิขึน้ไดก้บัทุกอวยัวะในร่างกาย โดยเซลลม์ะเรง็จะมลีกัษณะพเิศษทีแ่ตกต่างจากเซลลป์กตทิัว่ไป
คอืมกีารเจรญิเตบิโตทีไ่ม่สามารถควบคุมได ้(Uncontrolled growth) ท าใหม้กีารเจรญิเตบิโตอย่างรวดเรว็และ และการยบัยับ้
กระบวนการตายของเซลลแ์บบอะพอพโทซสิ  (apoptosis)  การเจรญินี้มกัลุกลามไปยงัเนื้อเยื่อทีอ่ยู่บรเิวณขา้งเคยีง (Tissue 
invasion) หรอืสามารถแพร่กระจายไปยงัอวยัวะอื่นๆทีอ่ยู่ไกลออกไป (Metastasis) นอกจากนี้เซลลม์ะเรง็ยงัมคีวามสามารถใน
การสรา้งหลอดเลอืดใหม่ (Angiogenesis) เพื่อน าสารอาหารมาเลีย้งเซลลอ์กีดว้ย ปจัจุบนัโรคมะเรง็ถอืเป็นปญัหาสาธารณสุขที่
ส าคญัระดบัโลก ซึง่จากขอ้มลูขององคก์ารอนามยัโลก พบว่ามผีูป้่วยโรคมะเรง็รายใหม่สงูถงึ 14.1 ลา้นคนในปี 2555 และในปี
เดยีวกนัมผีูป้ว่ยสงูถงึ 8.2 ลา้นคนทีเ่สยีชวีติจากโรคมะเรง็ ส าหรับประเทศไทยพบว่าโรคมะเรง็เป็นสาเหตุอนัดบัหนึ่งของการ
เสยีชวีติในประชากรเมื่อปี พ.ศ. 2553 ถึง ปี 2555 และมแีนวโน้มเพิม่มากขึน้เรื่อยๆในแต่ละปี (ส านักนโยบายและแผน
ยุทธศาสตร์ กระทรวงสาธารณสุข, 2556) การรกัษาโรคมะเรง็ในปจัจุบนัสามารถท าได้หลายวธิ ีไม่ว่าจะเป็นการผ่าตดั  การ
ฉายรงัส ีการใชฮ้อรโ์มน หรอืการใชย้าเคมบี าบดัในการรกัษา ซึง่ยาเคมบี าบดัทีใ่ชใ้นปจัจุบนันัน้มดีว้ยกนัหลายประเภท แต่ไม่
ว่าประเภทใดกต็าม ยาเหล่านี้มขีอ้จ ากดัในการใช้ทีค่ลา้ยกนัคอืนอกจากยาจะมฤีทธิท์ าลายเซลลม์ะเรง็แลว้ยงัสามารถท าลาย
เซลลป์กติได ้ส่งผลให้เกดิอาการไม่พงึประสงคอ์ื่นๆ ตามมา เช่น ยากดการท างานของไขกระดูก เป็นต้น ดงันัน้แนวโน้มการ
พฒันายาเคมบี าบดัในปจัจุบนัจงึมุ่งไปทีก่ารคดิคน้ยาใหม่หรอืพฒันายาเดมิใหม้คีวามจ าเพาะเจาะจงในการท าลายเซลลม์ะเรง็
เพิม่ขึน้โดยไม่ท าลายเซลลป์กต ิโดยมเีป้าหมายการรกัษาในวถิกีารสง่สญัญาณในกระบวนการเจรญิเตบิโตของเซลล ์เพื่อยบัยัง้
กระบวนการแบ่งเซลลแ์ละเร่งกระบวนการตายแบบอะพอพโทซสิของเซลล ์สารทีส่ามารถกระตุ้นกระบวนการอะพอพโทซสิจงึ
เป็นทีส่นใจในการน ามาใชท้ดแทนยาตา้นมะเรง็ (Hanahan D, Weinberg RA., 2000, Hanahan D, Weinberg RA., 2011)  

ในกระบวนการอะพอพโทซสิมกีลไกลทีส่ าคญัคอื กลไกทีผ่่านตวัรบับนผวิเซลล ์ (Extrinsic pathway) และกลไกทีผ่่าน
ไมโทคอนเดรยีหรอืกลไกภายในเซลล ์ (intrinsic pathway) ในการเหนียวน าใหเ้ซลลเ์กดิการตายแบบอะพอพโทซสิผ่าน 
intrinsic pathway การสง่สญัญาณภายในเซลลจ์ะท าใหเ้ยื่อหุม้ไมโทคอนเดรยีเกดิการเปลีย่นแปลงท าใหม้กีารขบั cytochrome 
C ออกมา สง่ผลใหม้กีารกระตุน้ procaspase-9 และ caspase 3 และท าใหเ้กดิการตายแบบบอะพอพโทซสิในทีส่ดุ  (Fulda 
S ,Debatin KM., 2006) ในกระบวนการ extrinsic pathway เริม่จากเมื่อ death ligands จบักบั death receptors ไดแ้ก่ Fas 
tumor necrosis factor receptor 1 (TNF-R1) และ TNF-related apoptosis-inducing ligand (TRAIL) receptor DR4/5 จะ
สามารถกระตุน้ใหเ้กดิการตายของเซลลผ์่าน death receptors ได ้ 

เทรล (TRAIL, TNF-related apoptosis inducing ligand) เป็นไซโตไคน์ทีเ่หนี่ยวน าการตายแบบอะพอพโทซสิใน
เซลลม์ะเรง็หลายชนิดผ่านตวัรบัทีส่ าคญั 2 ชนิด คอื DR4 และ DR5 ซึง่จะกระตุน้กระบวนการอะพอพโทซสิผ่านโปรตนีในกลุ่ม 
Bcl-2 family เช่น Bid ส าหรบัโปรตนี Bid เป็นจุดเชื่อมต่อทัง้ mitochondrial pathway และ death receptor pathway โดยการ
กระตุน้ไมโทคอนเดรยีผ่านโปรตนี Bax หรอื Bak  ทีเ่ยื่อหุม้ไมโทคอนเดรยี  Bid ในไซโทพลาสซมึจะถูกกระตุน้โดย caspase-8 
กลายเป็น  truncated form of Bid (tBid) สง่ผลท าให ้ cytochrome c ถูกขบัออกมาจากไมโทคอนเดรยีและสง่สญัญาณให้
โปรตนีตวัถดัไป คอื caspases เช่น caspase-3 และท าใหเ้กดิอะพอพโทซสิในทีส่ดุ (Kantari C,  Walczak H., 2011, Chen X., 
et. al.,2006, Perez D, White E., 2000, Stevenson HS., et. al., 2007, Pei Y., et. al., 2007) และโปรตนี Pro-caspase-3 
สามารถถูกกระตุน้โดย caspase-8 โดยตรงไดเ้ช่นกนั ผลจากการกระตุน้โปรตนี caspases นี้จะสง่ผลใหโ้ปรตนี caspases ซึง่
ท าหน้าทีเ่ป็นเอนไซมใ์นเซลลไ์ปกระตุน้โปรตนีทีเ่ป็นเป้าหมาย เช่น poly (ADP-ribose) polymerase-1 (PARP-1) ซึง่เป็น 
DNA repair protein ท าใหถู้กตดัชิน้สว่นไม่สามารซ่อมแซมดเีอน็เอได ้ (Alvarez S., et. al., 2011) ในการสง่สญัญาณของ 
Caspase cascade สามารถถกูยบัยัง้ไดด้ว้ย anti-apoptosis proteins เช่น cIAP1/2  Bcl-xl  Mcl-1  Survivin และ XIAP 
(Thorburn A., et. al., 2008)  ในการกระตุน้การตายของเซลลด์ว้ย TRAIL พบว่า TRAIL มคีุณสมบตัติา้นมะเรง็ทีน่่าสนใจ
เน่ืองจากสามารถเหนี่ยวน าใหเ้กดิการตายของเซลลม์ะเรง็โดยไม่เกดิพษิต่อเซลลป์กตโิดยมีการออกฤทธิผ์่านกลไกทีส่ าคญัคอื
การกระตุน้การตายของเซลลผ์่าน death receptor คอื DR5 ซึง่พบในเซลลม์ะเรง็แต่ไม่พบในเซลลป์กต ิ (Allen JE et. al., 
2012 ,Ashkenazi A et al., 1999) อย่างไรกต็ามการน า TRAIL ไปใชใ้นทางคลกินิกยงัมขีอ้จ ากดัเนื่องจากเซลลม์ะเรง็เกดิการ

https://vpn.kku.ac.th/,DanaInfo=www.ncbi.nlm.nih.gov+pubmed?term=%22Debatin%20KM%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Chen%20X%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Stevenson%20HS%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Pei%20Y%22%5BAuthor%5D
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ดือ้ต่อเทรล (Krammer PH, 1999) ดงันัน้การคน้หาวธิกีารหรอืกลไกทีส่ามารถท าใหเ้ซลลม์ะเรง็ไวต่อเทรลไดจ้งึเป็นเป้าหมาย
ส าคญัในการน า TRAIL ไปในในการรกัษามะเรง็ การใช ้ TRAIL ร่วมกบัยาตา้นมะเรง็ เช่น doxorubicin และ 5-flurouracil 
สง่ผลเสรมิฤทธิใ์นการเหน่ียวน าใหเ้กดิการตายของเซลลม์ะเรง็ (Gliniak B., et. al.,1999 and Keane MM., et. al., 1999) การ
คน้ควา้วจิยัเพื่อหาสารส าคญัจากผลติภณัฑธ์รรมชาตเิพื่อน าไปใชโ้ดยมเีป้าเหมายคอืวธิกีารออกฤทธิข์องเทรลและการท าความ
เขา้ใจกลไกการออกฤทธิจ์งึมคีวามส าคญัในการคน้ควา้หายาตา้นมะเรง็ (Gliniak B., et. al.,1999 และ Keane MM., et. al., 
1999) เป็นทีท่ราบกนัว่าผลติภณัฑธ์รรมชาตเิป็นแหล่งทีส่ าคญัของยาทีม่นุษยน์ าไปใชร้กัษาโรคต่างๆรวมถงึโรคมะเรง็ สอ่งฟ้า
ดงหรอื Clausena harmandiana  (รปูที ่ 1) เป็นพชืสมนุไพรไทยในตระกลู Rutaceae ในประเทศไทยพบมากในภาค
ตะวนัออกเฉียงเหนือ มสีรรพคณุทางยา คอื ใชใ้นการรกัษาอาการเจบ็ปว่ย เช่น แกไ้ข ้ ปวดทอ้ง และปวดหวั เป็นตน้ 
(Aouacheria A., et. al., 2002) โดยสว่นรากของพชืชนิดนี้ประกอบดว้ยสาร alkaloids กลุ่ม carbazole และ coumarins  ใน
ปรมิาณมาก (Thongthoom T., et. al., 2010) และออกฤทธิไ์ดก้วา้งขวางรวมถงึฤทธิต์า้นมะเรง็ ตา้นการเกาะกลุ่มของเกลด็
เลอืด ตา้นมาลาเรยี ตา้นการอกัเสบ ตา้น HIV และ ตา้นเชือ้รา (Ito C., et. al., 2000, Yenjai C., et. al., 2000, Tanticharoen 
M., 2011, Songsiang U., et. al., 2011, Wu TS., 1999)   ล่าสดุมรีายงานว่าสารกลุ่มอนุพนัธข์อง carbazole  13  ชนิด จาก 
16 ชนิด และ coumarin  2 ชนิดจาก 3 ชนิด ทีส่กดัจากรากของสอ่งฟ้าดงสามารถออกฤทธิต์า้นมะเรง็ไดโ้ดยท าใหเ้กดิความ
เป็นพษิต่อเซลล ์NCI-H187 cell line  และในกลุ่มอนุพนัธข์อง carbazole พบว่า heptaphylline และ 7-methoxyheptaphylline 
(รปูที ่2)  มคีวามเป็นพษิต่อเซลลม์ะเรง็สงูสดุโดยมคี่า IC50   เทา่กบั 1.32 และ 1.67 M ตามล าดบั  
 
 
 
 

 
 

รูปที่ 1 ต้นส่องฟ้า (Clausena harmandiana) 
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รปูท่ี 2. โครงสรา้งของ heptaphylline และ 7-methoxyheptaphylline 

 
ในกลุ่มของ coumarins พบว่า dentatin และ nordentatin (รปูที ่3) มคีวามเป็นพษิต่อเซล ์ NCI-H187 cell line โดยมี

ค่า IC50 เท่ากบั 45.41 และ 11.81 M ตามล าดบั 
 

  

 

 
Dentatin                    Nordentatin 
          Dentatin                   Nordentatin 
       

รปูท่ี 3. โครงสรา้งของ dentatin และ nordentatin 
  

สารทัง้สีช่นิดมคีวามเป็นพษิต ่าในเซลลป์กต ิ (Vero cells) (Thongthoom T., et.al., 2011)จงึมคีวามเป็นไปไดว้่าสาร
กลุ่ม carbarzole (heptaphylline และ 7-methoxyheptaphylline) และ สารกลุ่ม cumarin (dentatin และ nordentatin) ทีส่กดั
จากสอ่งฟ้าดง Clausena harmandiana  จะสามารถ sensitize เซลลม์ะเรง็ต่อ TRAIL ดงันัน้งานวจิยันี้จงึสนใจศกึษากลไก
ระดบัโมเลกุลในการออกฤทธิต์า้นมะเรง็ของสารส าคญัจากสอ่งฟ้าดงต่อเซลลม์ะเรง็ล าไสใ้หญ่ (HT29 colorectal 
adenocarcinoma cells) ซึง่เป็นเซลลม์ะเรง็ทีด่ือ้ต่อ TRAIL โดยศกึษา ผลของสารส าคญัดงักลา่ต่อ TRAIL-induced apoptotic 
pathways เพื่อพฒันาในการใชร้่วมกบัเทรลและ sensitize เซลลม์ะเรง็ต่อเทรล และศกึษากลไกการออกฤทธิร์ะดบัโมเลกุลของ
สารส าคญัจากสอ่งฟ้าต่อการสง่สญัญาณของเทรลต่อตวัรบับนผวิเซลลม์ะเรง็คอื DR5 (death receptor 5) ในวถิอีะพอพโทซสิ 
เพื่อวจิยัหาสารตา้นมะเรง็ทีอ่อกฤทธิต่์อเซลลม์ะเรง็โดยไม่สง่ผลต่อเซลลป์กต ิ 
 

3. วตัถปุระสงคข์องโครงการ 
1. เพื่อศกึษาผลกระตุน้ของสารส าคญัจากสอ่งฟ้า (สารกลุ่ม coumarin ไดแ้ก่ dentatin และ nordentatin และสาร

กลุ่ม carbazole ไดแ้ก่ heptaphylline และ 7-methoxyheptaphylline) ต่ออตัราการมชีวีติของเซลลม์ะเรง็ล าไส ้
(HT29) 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Thongthoom%20T%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21641693
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2. เพื่อศกึษาผลกระตุน้ของสารส าคญัจากสอ่งฟ้า (สารกลุ่ม coumarin ไดแ้ก่ dentatin และ nordentatin และสาร
กลุ่ม carbazole ไดแ้ก่ heptaphylline และ 7-methoxyheptaphylline) ต่ออตัราการมชีวีติของเซลลม์ะเรง็ล าไส ้
(HT29) ทีถู่กเหนี่ยวน าดว้ย TRAIL 

3. เพื่อศกึษากลไกการออกฤทธิร์ะดบัโมเลกุลในการการออกฤทธิต์า้นมะเรง็ของสารส าคญัจากสอ่งฟ้าดงต่อการ
ตายแบบอะพอพโทซสีของเซลล ์HT29     

4. เพื่อศกึษากลไกการออกฤทธิร์ะดบัโมเลกุลในการการออกฤทธิต์า้นมะเรง็ของสารส าคญัจากสอ่งฟ้าดงต่อการ
ตายแบบอะพอพโทซสีของเซลล ์HT29 ทีถู่กเหนี่ยวน าดว้ย TRAIL   

5. เพื่อใหไ้ด ้ new molecular basis ในการพฒันายาตา้นมะเรง็จากสารสกดัจากธรรมชาตทิีม่ปีระสทิธภิาพต่อไป
ในอนาคต   

 

4. วิธีการทดลอง  
 

1. สารทดสอบ: สารส าคญัจากสอ่งฟ้าดง (Clausena harmandiana)  สารกลุ่ม coumarin ไดแ้ก ่dentatin 
  และ nordentatin และสารกลุ่ม carbazole ไดแ้ก ่ heptaphylline และ 7-methoxyheptaphylline) 

ตวักระตุน้อะพอพโทซสิ ไดแ้ก ่ TNF-related apoptosis-inducing ligand (TRAIL)(Peprotech Recombinant Human 

sTRAIL/Apo2L) สารทีใ่ชเ้ป็น positive control ไดแ้ก่ doxorubicin (Sigma-Aldrich) 
 

2. การเพาะเล้ียงเซลล ์
  เลีย้งเซลลล์ าไสป้กต ิ FHC normal colon cells (ATCC® CRL-1831™) และเซลลม์ะเรง็ล าไส ้ HT-29 cells 

ใน Dulbecco’s modified Eagle’s medium (high glucose) ทีม่ ี 10% fetal calf serum  penicillin 100 units/ml และ 
streptomycin 100 μg/ml ทีอุ่ณหภูม ิ37°C ในตูค้ารบ์อนไดออกไซดท์ีม่ ี5% CO2 การวดัอตัราการมชีวีติของเซลลใ์ชว้ธิ ีMTT 
(3-(4, 5-dimethylthiazolyl-2)-2, 5-diphenyltetrazolium bromide) assay โดยน าเซลล ์HT-29 cells มาเพาะเลีย้งใน 96-well 
microplates ในความเขม้ขน้ของเซลล ์ 6x103 cells/wells หลงัจากนัน้บ่มในตูค้ารบ์อนไดออกไซดเ์ป็นเวลา 24 ชัว่โมง  
 
             3.  ผลต่ออตัราการมีชีวิตของเซลล ์HT29 และเซลล ์HT29 ท่ีถกูเหน่ียวน าดว้ย TRAIL.   

การศึกษาความเป็นพิษต่อเซลล ์ (Cell cytotoxicity) ด้วยวิธี MTT assay 
  เตรยีมสารทดสอบ dentatin, nordentatin, heptaphylline, 7–methoxyheptaphylline ดว้ยการละลายใน dimethyl 
sulfoxide (DMSO) หลงัจากนัน้บ่มเซลลด์ว้ยสารทดสอบความเขม้ขน้ต่างๆ (1, 10, 100 µM) สารมาตรฐาน (doxorubicin 10 
µg/ml) และ 1 % DMSO (กลุ่มควบคุม) ลงไปในเซลล ์HT29 ml เป็นเวลา 24 ชัว่โมง  ส าหรบักลุ่มเซลล ์HT29 ทีเ่หนี่ยวน าดว้ย  
TRAIL เตมิสารทดสอบความเขม้ขน้ต่างๆ สารมาตรฐาน และ DMSO เป็นเวลา 30 นาท ีหลงัจากนัน้เตมิ TRAIL 200 ng/ml 
เป็นเวลา 24 ชัว่โมง วดัอตัราการมชีวีติของเซลลท์ดสอบดว้ยการเตมิ MTT Reagent (5 mg/ml) 10 µL น าเซลลท์ดสอบไปบ่ม
บ่มในตูค้ารบ์อนไดออกไซดเ์ป็นเวลา 2 ถงึ 4 ชัว่โมง จนสามารถมองเหน็ตะกอนเซลลส์มี่วง ละลายตะกอนเซลลด์ว้ย DMSO 
100 µl/ well หลงัจากนัน้น าไปวดัค่าการดดูกลนืแสงทีค่วามยาวคลื่น  570 nm   ค านวณเปอรเ์ซน็ตก์ารมชีวีติอยูข่องเซลลโ์ดย
ใชส้ตูรดงัต่อไปนี้ 

 
% Cell viability = Absorbance of  treated cells x 100 
                     Absorbace of control (untreated cells) 
 

สงัเกตรปูร่างของเซลล ์(cell morphology) และถ่ายภาพโดยใช ้Phase contrast microscope. 

https://www.google.co.th/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=1&ved=0CBwQFjAA&url=https%3A%2F%2Fwww.peprotech.com%2Fen-US%2FPages%2FProduct%2F310-04&ei=O7VjVcLYMYK1uQTBiIOgAg&usg=AFQjCNHDM-Hv_fXLkdj_1NP7bJmmji3-Ag&sig2=8elpiG0aj9e-pIs7xtMVwQ&bvm=bv.93990622,d.c2E&cad=rja
https://www.google.co.th/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=1&ved=0CBwQFjAA&url=https%3A%2F%2Fwww.peprotech.com%2Fen-US%2FPages%2FProduct%2F310-04&ei=O7VjVcLYMYK1uQTBiIOgAg&usg=AFQjCNHDM-Hv_fXLkdj_1NP7bJmmji3-Ag&sig2=8elpiG0aj9e-pIs7xtMVwQ&bvm=bv.93990622,d.c2E&cad=rja
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4. ผลต่อวิถีอะพอพโทซิสในเซลล ์HT29 และเซลล ์HT29 ท่ีถกูเหน่ียวน าด้วย TRAIL 

               4.1 การสกดัส่วนประกอบจากเซลล ์
  ในการศกึษากลไกการออกฤทธิข์องสารต่อวถิกีารตายแบบอะพอพโทซสิของเซลล ์ HT29 ทีถ่กูเหนี่ยวน า

ดว้ย TRAIL  เตรยีมเซลล ์ HT29 น ามาบม่ดว้ยสารทดสอบทีค่วามเขม้ขน้ 1 10 และ 100 μM และสารมาตรฐาน 
(doxorubicin) หลงัจากนัน้เตมิ TRAIL 200 ng/ml  เลีย้งไวใ้นตูบ้่มคารบ์อนไดออกไซดเ์ป็นเวลา 4 ชัว่โมง หลงัจากนัน้น า
เซลลม์าสกดัดว้ย buffer (25 mM HEPES pH 7.7, 0.3 mM MgCl2, 0.2 mM EDTA, 10% Triton X-100, 20 mM β-
glycerophosphate, 1 mM sodium orthovanadate, 1 mM phenylmethylsulfonyl fluoride (PMSF), 1 mM dithiothreitol 
(DTT), 10 μg/ml aprotinin, and 10 μg/ml leupeptin) เกบ็ตวัอย่างน า whole cell lysate ไปป ัน่เหวีย่งที ่14,000 rpm เป็น
เวลา 10 นาท ีเกบ็ cell lysate จากสว่น supernatant 

           
                4.2 ศึกษาโปรตีนในวิถีอะพอพโทซีสด้วยวิธี Immunoblotting 
   น า cell lysate ทีไ่ดจ้ากการสกดัเซลลม์าแยกดว้ยวธิ ี SDS-PAGE หลงัจากนัน้ transfer โปรตนีสู ่
Immobilon-P-nylon membrane (Millipore)  น า membrane ทีไ่ดม้าบม่ดว้ย BlockAce (Dainippon Pharmaceutical Co. 
Ltd, Suita, Japan) และตรวจสอบโปรตนีดว้ย primary antibodies (anti-caspase-8, caspase-3, caspase-9, PARP, BCL-
XL, BID, MCL-1, survivin, XIAP, DR5 และ anti-actin antibodies) หลงัจากนัน้บม่ดว้ย horseradish peroxidase-
conjugated anti-rabbit, anti-mouse, และ anti-goat IgG (DAKO, Glostrup, Denmark)  และแสดงผลโดยใช ้ enhanced 
chemiluminescence system (Amersham Biosciences) 
 

  4.3. ศึกษา mRNA expression โดยใช้วิธี RT-PCR และ Realtime RT-PCR 
   เพื่อศกึษาว่าสารทดสอบสามารถเพิม่การแสดงออกของ death receptors (DR5) mRNA 

หรอืไม ่ น าเซลล ์ HT29 มาบ่มดว้ยสารทดสอบในความเขม้ขน้ต่างๆเป็นเวลา 30 นาท ี หลงัจากนัน้กระตุน้ดว้ย  
TRAIL 200 ng/ml เป็นเวลา 4 ชัว่โมง และวดัการแสดงออกของ DR5 mRNA ดว้ยวธิ ี real-time PCR โดยน าเซลล์
ทดลองมาสกดั nuclear extracts (Sakurai H., et. al., 2003) มขี ัน้ตอนโดยสรุป คอื น าเซลลท์ดลองมาเตมิ buffer A 
(10 mM HEPES (pH 7.9) 420 μl, 10 mM KCl, 0.1 mM EDTA, 0.1 mM EGTA, 1 mM DTT, 1 mM PMSF, 20 
mM β-glycerophosphate, 0.1 mM sodium orthovanadate, 10 μg/ml aprotinin and 10 μg/ml leupeptin) 420 µl   
หลงัจากนัน้น ามาแช่น าแขง็เป็นเวลา 15 นาท ี เตมิ 10% Nonidet P-40 25 μl  น าไป votexed เบาๆ 10 วนิาท ี
ละลาย nuclear pellets ดว้ย buffer B (20 mM HEPES (pH 7.9), 0.4 M NaCl, 1 mM EDTA, 1 mM EGTA, 1 mM 
DTT, 1 mM PMSF, 20 mM β-glycerophosphate, 1 mM sodium orthovanadate, 10 μg/ml aprotinin and 10 
μg/ml leupeptin) 50 μl  เกบ็สว่นผสมในน าแขง็เป็นเวลา 15 min พรอ้มกบัเขย่า เตรยีม nuclear extracts โดยน า
สว่นผสมไปป ัน่เหวีย่งที ่  15,000 rpm เป็นเวลา 5 นาท ีเตรยีม Total RNA โดยใช ้Mini kit (Qiagen) สงัเคราะหส์าย 
cDNA ดว้ย SuperScript II reverse transcriptase (Invitrogen) เพิม่จ านวน cDNA ดว้ย Premix Ex Taq 
(Chemoscience)  โดยใช ้ primers ดงันี้: DR5 sense: 5’-GCACCACGACCAGAAA-3’; antisense: 
5’CACCGACCTTGACCAT-3’  ตรวสอบ PCR products ดว้ยวธิ ี agarose gel eletrohporesis  และ วดัปรมิาณ 
Real-time RT-PCR โดยใช ้ABI Prism 7300 sequence detection system (Applied Biosystems, Foster City, CA)  
โดยใช ้GAPDH mRNA เป็นมาตรฐานเปรยีบเทยีบ 
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5.  ผลการวิจยั 
5.1 ผลของสารกลุ่ม coumarin (dentatin และ nordentatin) ต่ออตัราการมีชีวิตของเซลลล์ าไส้ปกติ (FHC colon 

normal cells)  
เพื่อทดสอบความเป็นพษิของสารส าคญัจากสอ่งฟ้ากลุ่ม coumarin ต่อเซลลล์ าไสป้กต ิจงึไดท้ าการเพาะเลีย้งเซลลล์ าไส้

ปกตเิป็นเวลา 24 ชัว่โมง หลงัจากนัน้ใสส่าร  dentatin และ nordentatin ความเขม้ขน้ต่างๆตัง้แต่ 0 ถงึ 100 µM ลงไปในเซลล์
เพาะเลีย้งบ่มทิง้ไว ้ 24 ชัว่โมง แลว้ดัอตัราการมชีวีติรอดของเซลลด์ว้ยวธิ ี MTT assay ผลการทดลองพบว่า dentatin และ 
nordentatin ไม่เป็นพษิต่อเซลลล์ าไสป้กต ิ(รปูท ี4) 

 
 

 
 

รปูท่ี 4 ผลของ dentatin (ก) และ nordentatin (ข)  ต่ออตัราการมีชีวิตของเซลล ์FHC colon normal cells 
 
5.2 ผลของสารกลุ่ม carbazole (heptaphylline และ 7-methoxyheptaphylline) ต่ออตัราการมีชีวิตของเซลล ์

ล าไส้ปกติ (FHC colon normal cells) 
 
เพื่อทดสอบความเป็นพษิของสารส าคญัจากสอ่งฟ้ากลุ่ม carbazole ต่อเซลลล์ าไสป้กต ิจงึไดท้ าการเพาะเลีย้งเซลลล์ าไส้

ปกตเิป็นเวลา 24 ชัว่โมง หลงัจากนัน้ใสส่าร  heptaphylline   และ 7-methoxyheptaphylline   ความเขม้ขน้ต่างๆตัง้แต่ 0 ถงึ 
100 µM ลงไปในเซลลเ์พาะเลีย้งบ่มทิง้ไว ้ 24 ชัว่โมง แลว้ดัอตัราการมชีวีติรอดของเซลลด์ว้ยวธิ ี MTT assay ผลการทดลอง
พบว่า 7-methoxyheptaphylline  ไม่มคีวามเป็นพษิต่อเซลลป์กต ิและ heptaphylline แสดงความเป็นพษิต่อเซลลป์กตแิต่ไม่ท า
ใหอ้ตัราการมชีวีติต ่ากว่า 50 %  (รปูที ่5) 
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รปูท่ี 5 ผลของ heptaphylline (ก) และ 7-methoxyheptaphylline (ข) 
ต่ออตัราการมีชีวิตของเซลล ์FHC colon normal cells 

 
5.3 ผลของสารกลุม่ coumarin (dentatin และ nordentatin) ต่ออตัราการมีชีวิตของเซล ์HT29 และเซลล ์ HT29 

ท่ีถกูเหน่ียวน าด้วย TRAIL   
 

 เพื่อศกึษาผลของ dentatin และ nordentatin ในการเหนี่ยวน าใหเ้กดิการตายของเซลลม์ะเรง็ HT29 เปรยีบเทยีบกบั
เซลล ์HT29 ทีถู่กเหนี่ยวน าดว้ย TRAIL   การทดลองเริม่จากการบ่มเซลลด์ว้ย dentatin หรอื nordentatin ความเขม้ขน้ 1 10 
และ 100 µM โดยแบ่งเป็นกลุ่มทีบ่่มดว้ยสารอย่างเดยีวและกลุ่มทีบ่ม่สารร่วมกบั TRAIL ความเขม้ขน้ 200 ng/ml เป็นเวลา 24 
ชัว่โมง หลงัจากนัน้วดัอตัราการมชีวีติของเซลลด์ว้ยวธิ ี MTT และศกึษาการเปลีย่นแปลงรปูร่างของเซลลโ์ดยใชก้ลอ้ง phase 
contrast microscope ผลการทดลองพบว่า dentatin แสดงความเป็นพษิต่อเซลล ์HT29 ตามความเขม้ขน้ทีส่งูขึน้  และบ่มเซลล์
ดว้ย dentatin เป็นเวลา 30 นาท ีหลงัจากนัน้เตมิ TRAIL และบ่มเป็นเวลา 24 ชัว่โมง พบว่า dentatin ความเขม้ขน้ 10 และ 
100 µM เสรมิฤทธิ ์TRAIL ในการเหนี่ยวน าใหเ้กดิการตายของเซลลม์ะเรง็อย่างมนียัส าคญัเมือ่เปรยีบเทยีบกบัการใช ้ dentatin  
ชนิดเดยีว (p-value < 0.05 และ 0.01 ตามล าดบั) (รปูที ่ 6)  ส าหรบั nordentatin พบว่ามฤีทธิเ์หน่ียวน าใหเ้กดิการตายของ
เซลล ์HT29 ตามความเขม้ขน้ทีส่งูขึน้ และทีค่วามเขม้ขน้ 100 µM nordentatin เสรมิฤทธิ ์TRAIL ในการเหนี่ยวน าใหเ้กดิการ
ตายของเซลลม์ะเรง็อย่างมนียัส าคญั (p-value < 0.01)  (รปูที ่7) 
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รปูท่ี 6 ผลของ dentatin ต่ออตัราการมีชีวิตของเซลล ์HT29 และเซลล ์HT29 ท่ีถกูเหน่ียวน าด้วย TRAIL 
แสดงขอ้มลูดว้ยค่า mean+ SD (n = 3),   a, b p < 0.05,  aa, bb p < 0.01  

a = เปรยีบเทยีบกลุ่มทีใ่สส่ารกบักลุ่มควบคมุ 
b = เปรยีบเทยีบกลุ่มทีใ่สส่ารอยา่งเดยีวกบักลุ่มใสส่ารร่วมกบั TRAIL 

 

 
 

รปูท่ี 7 ผลของ nordentatin ต่ออตัราการมีชีวิตของเซลล ์HT29 และเซลล ์HT29 ท่ีได้รบั TRAIL 
แสดงขอ้มลูดว้ยค่า mean+SD (n = 3),   a p < 0.05,  aa, b p < 0.01 

a= เปรยีบเทยีบกลุ่มทีใ่สส่ารกบักลุ่มควบคมุ 
b= เปรยีบเทยีบกบักลุ่มทีใ่สส่ารอย่างเดยีวกบักลุ่มใสส่ารร่วมกบั TRAIL 

 
 เมื่อศกึษาเปรยีบเทยีบฤทธิร์ะหว่าง dentatin และ nordentatin พบว่า dentatin ท าใหเ้กดิการตายของเซลลม์ะเรง็
ล าไสอ้ย่างมนียัส าคญัทีค่วามเขม้ขน้ 10  และ 100 µM ในขณะที ่ nordentatin แสดงความเป็นพษิต่อเซลลม์ะเรง็อย่างมี
นยัส าคญัทีค่วามเขม้ขน้ 100 µM (รปูที ่ 8 ข) และมผีลท าใหเ้ซลลม์ะเรง็ฝอ่เลก็ลงและมรีปูร่างกลม หลุดลอยและไม่ยดึเกาะ
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ภาชนะเพาะเลีย้ง (รปูที ่8 ก แถวบน) และเมื่อใชร้ว่มกบั TRAIL พบว่าทัง้ dentatin และ nordentatin 100 µM มผีลเสรมิฤทธิ ์
TRAIL ในการเหนี่ยวน าใหเ้กดิการตายของเซลลอ์ย่างมนียัส าคญัใน (รปูที ่ 8 ข และ รปูที ่ 8 ก แถวล่าง)  ดงันัน้จงึแสดงว่า 
dentatin  มฤีทธิด์กีว่า nordentatin  
ก. 

 
 
 
ข. 

  
รปูท่ี 8 ผลเปรียบเทียบระหวา่ง dentatin และ nordentatin ต่อการตายของ 

เซลล ์HT29 ท่ีถกูเหน่ียวน าด้วย TRAIL 
                          ก. การเปลีย่นแปลงรปูร่างของเซลลจ์ากการศกึษาดว้ยวธิ ีphase contrast microscopy 

                                     C: control, T: TRAIL 200 ng/ml, D: dentatin, ND: nordentatin, Dox: doxorubicin 
                                 ข. อตัราการมชีวีติของเซลลจ์ากการศกึษาดว้ยวธิ ีMTT 

             แสดงขอ้มลูดว้ยค่า mean+ SD (n = 3),   a p < 0.05, aa, b p < 0.01  
 ( a= เปรยีบเทยีบกลุ่มทีใ่สส่ารกบักลุ่มควบคมุ, b= เปรยีบเทยีบกบักลุ่มทีใ่สส่ารอย่างเดยีวกบักลุ่มใสส่ารร่วมกบั TRAIL) 
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5.4 ผลของสารกลุ่ม carbazole (heptaphylline และ 7-methoxyheptaphylline) ต่ออตัราการมีชีวิตของเซลล ์

HT29 และเซลล ์ HT29 ท่ีถกูเหน่ียวน าด้วย TRAIL.   
 ในการศกึษาผลของ heptaphylline และ 7-methoxyheptaphylline ต่อการตายของเซลลม์ะเรง็ HT29 เปรยีบเทยีบกบั
เซลล ์ HT29 ทีถู่กเหนี่ยวน าดว้ย TRAIL   การทดลองเริม่จากการบ่มเซลลด์ว้ย heptaphylline และ 7-methoxyheptaphylline 
ความเขม้ขน้ 1 10 และ 100 µM โดยแบ่งเป็นกลุ่มทีบ่ม่ดว้ยสารอย่างเดยีวและกลุ่มทีบ่ม่สารร่วมกบั TRAIL ความเขม้ขน้ 200 
ng/ml เป็นเวลา 24 ชัว่โมง หลงัจากนัน้วดัอตัราการมชีวีติของเซลลด์ว้ยวธิ ี MTT และศกึษาการเปลีย่นแปลงรปูร่างของเซลล์
โดยใชก้ลอ้ง phase contrast microscope ผลการทดลองพบว่า heptaphylline มฤีทธิเ์หน่ียวน าใหเ้กดิการตายของเซลล ์HT29 
อย่างมนียัส าคญัทีค่วามเขม้ขน้ 100 µM และเมื่อใชร้่วมกบั TRAIL พบว่า heptaphylline ไม่มผีลเสรมิฤทธิ ์ TRAIL ในการ
เหนี่ยวน าใหเ้กดิการตายของเซลลม์ะเรง็ล าไสเ้มื่อเปรยีบเทยีบกบัการใช ้ heptaphylline อย่างเดยีว (รปูที ่ 9 ก)  แต่มคีวาม
เป็นไปไดว้่าเซลลอ์าจเกดิการตายเน่ืองจากฤทธิข์องสารเพยีงอยา่งเดยีวทีค่วามเขม้ขน้จงึไม่เหน็ผลของการใชร่้วมกบั TRAIL  
ดงันัน้เพื่อทดสอบฤทธิข์อง heptaphylline ในการเสรมิฤทธิ ์ TRAIL โดยปรบัใช ้ heptaphylline ความเขม้ขน้ทีต่ ่าลง คอื 6.25 
12.5 25 และ 50 µM ร่วมกบั TRAIL ความเขม้ขน้ 200 ng/ml  อย่างไรกต็ามพบว่า hepaphylline ไม่มผีลเสรมิฤทธิ ์TRAIL ใน
การเหนี่ยวน าใหเ้กดิการตายของเซลลม์ะเรง็ (รปูที ่9 ข)  ส าหรบัผลของ 7-methoxyheptaphylline พบว่ามฤีทธิเ์หน่ียวน าใหเ้กดิ
การตายของเซลล ์ HT29  เพิม่ตามความเขม้ขน้ทีส่งูขึน้อย่างมนียัส าคญัและทีค่วามเขม้ขน้ 10 และ 100 µM สาร 7-
methoxyheptaphylline มผีลเสรมิฤทธิ ์TRAIL ในการเหนี่ยวน าใหเ้กดิการตายของเซลลม์ะเรง็อย่างมนียัส าคญั  (รปูที ่10) 
 

ก. 
 

 

 
 

รปูท่ี 9 ผลของ heptaphylline ต่ออตัราการมีชีวิตของเซลล ์HT29 และเซลล ์HT29  
ท่ีถกูเหน่ียวน าด้วย TRAIL เป็นเวลา 24 ชัว่โมง 

แสดงขอ้มลูดว้ยค่า mean+ SD (n = 3),   a p < 0.001  
( a= เปรยีบเทยีบกลุ่มทีใ่สส่ารกบักลุ่มควบคมุ) 
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ข. 

 
รปูท่ี 9 (ต่อ) ผลของ heptaphylline ต่ออตัราการมีชีวิตของเซลล ์HT29 และเซลล ์HT29  

ท่ีถกูเหน่ียวน าด้วย TRAIL แสดงขอ้มลูดว้ยค่า mean+ SD (n = 3) 

 
รปูท่ี 10 ผลของ 7-methoxyheptaphylline ต่ออตัราการมีชีวิตของเซลล ์HT29 และเซลล ์HT29 ท่ีถกูเหน่ียวน า

ด้วย TRAIL (แสดงขอ้มลูดว้ยคา่ mean+ SD (n = 3),   a p < 0.01, aa, b p < 0.001)  
 a= เปรยีบเทยีบกลุ่มทีใ่สส่ารกบักลุ่มควบคมุ 

 b= เปรยีบเทยีบกบักลุ่มทีใ่สส่ารอย่างเดยีวกบักลุ่มใสส่ารร่วมกบั TRAIL 
 

เมื่อศกึษาเปรยีบเทยีบฤทธิร์ะหว่าง heptaphylline และ 7-methoxyheptaphylline พบว่า ทัง้ heptaphylline และ 7-
methoxyheptaphylline ทีค่วามเขม้ขน้ 100 µM ท าใหเ้กดิการตายของเซลลม์ะเรง็ล าไสอ้ย่างมนียัส าคญั (รปูที ่11 ข) และ
มผีลท าใหเ้ซลลม์ะเรง็ฝอ่เลก็ลงและมรีปูร่างกลม หลุดลอยและไม่ยดึเกาะภาชนะเพาะเลีย้ง (รูปที ่ 11 ก แถวบน) โดย 
heptaphylline มฤีทธิฆ์า่เซลลม์ะเรง็ไดด้กีว่า 7-methoxyheptaphylline และเมื่อใชร้่วมกบั TRAIL พบว่า 7-
methoxyheptaphylline  มผีลเสรมิฤทธิ ์ TRAIL ในการเหนี่ยวน าใหเ้กดิการตายของเซลลอ์ย่างมนียัส าคญัในขณะที ่
heptaphylline ไมม่ผีลเสรมิฤทธิ ์TRAIL ในการเหนี่ยวน าใหเ้กดิการตายของเซลลม์ะเรง็ล าไส ้(รปูที ่11 ข และ รปูที ่11 ก 
แถวล่าง)   
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ก. 

 
ข. 

 
รปูท่ี 11 ผลเปรียบเทียบระหวา่ง heptaphylline และ 7-methoxyheptaphylline ต่อการตายของ 

เซลล ์HT29 ท่ีถกูเหน่ียวน าด้วย TRAIL เป็นเวลา 24 ชัว่โมง 
ก. การเปลีย่นแปลงรปูร่างของเซลลจ์ากการศกึษาดว้ยวธิ ีphase contrast microscopy 

C: control, T: TRAIL 200 ng/ml, H: heptaphylline, HM: 7-methoxyheptaphylline, Dox: doxorubicin 
ข. อตัราการมชีวีติของเซลลจ์ากการศกึษาดว้ยวธิ ีMTT 

แสดงขอ้มลูดว้ยค่า mean+ SD (n = 3),   a p < 0.05,  aa, b p < 0.01 
a= เปรยีบเทยีบกลุ่มทีใ่สส่ารกบักลุ่มควบคมุ 

b= เปรยีบเทยีบกบักลุ่มทีใ่สส่ารอย่างเดยีวกบักลุ่มใสส่ารร่วมกบั TRAIL 
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5.5 กลไกการออกฤทธ์ิระดบัโมเลกลุของสารกลุ่ม coumarin (dentatine และ nordentatine) ต่อการตาย
แบบอะพอพโทซีสของเซลล ์HT29 ท่ีถกูเหน่ียวน าด้วย TRAIL   

เพื่อศกึษากลไกการอกฤทธิข์องสารกลุ่ม coumarin  ซึง่ไดแ้ก่ dentatin และ nordentatin ต่อเซลลม์ะเรง็ HT29 และ
เซลล ์HT29 ทีถู่กเหนี่ยวน าดว้ย TRAIL จงึน าเซลลม์าบ่มดว้ย dentatin และ nordentatin ความเขม้ขน้ 100 µM เป็นเวลา 4 
ชัว่โมง โดยแบ่งเป็นกลุ่มทีบ่่มดว้ยสารส าคญัเพยีงอย่างเดยีวและบ่มดว้ยสารส าคญัร่วมกบั TRAIL ความเขม้ขน้ TRAIL 200 
ng/ml TRAIL 200 ng/ml  หลงัจากนัน้สงัเกตการกระตุน้เอนไซม ์caspase 3 และโปรตนี PARP-1 ดว้ยวธิ ีWestern blot ผล
การทดลองดงัแสดงในรูปที ่12 เมื่อเปรยีบเทยีบกบักลุ่มควบคุม (lane 1) พบว่าเซลลท์ีบ่่มดว้ย dentatin และ nordentatin 
ความเขม้ขน้ 100 µM อย่างเดยีว (lane 2 และ 3) ไม่มผีลในการกระตุน้ caspase-3 และ PARP-1  ส าหรบัในกลุ่มเซลลท์ีบ่่ม
ดว้ย dentatin และ nordentatin ความเขม้ขน้ 100 µM ร่วมกบั TRAIL 200 ng/ml พบว่า เซลลท์ีไ่ดร้บั TRAIL 200 ng/ml 
เพยีงอย่างเดยีว มผีลกระตุ้น caspase 3 และ PARP-1 เลก็น้อยโดยดูไดจ้ากชิน้ส่วนของโปรตนี caspase-3 และ PARP-1 
(cleaved) ทถีูกตดับางๆ (lane 4)  ในขณะที ่nordentatin มผีลเพิม่การกระตุ้นการเกดิ cleavage ของ caspase-3 และ 
PARP-1 อย่างชดัเจนในเซลลท์ีไ่ดร้บั TRAIL (lane 6) ส่วนผลของ dentatin ร่วมกบั TRIAL ต่อการเกดิ cleavage ของ 
caspase-3 และ PARP-1 (lane 5)  พบว่าไม่แตกต่างจากกลุ่มเซลลท์ีไ่ดร้บั TRIAL เพยีงอย่างเดยีว ผลการทดลองนี้แสดงให้
เหน็ว่า nordentatin มผีลเพิม่การกระตุน้กระบวนการอะพอพโทซสิของเซลลม์ะเรง็ดว้ย TRAIL  

 
 

รปูท่ี 12 ผลของ dentatin และ nordentatin ต่อ caspase-3 และ PARP-1 ในเซลล ์HT29 ท่ีได้รบั TRAIL  
Lane 1 (C)= control, Lane 2 (D)= dentatin 100 µM,  Lane 3(ND) = nordentatin 100 µM,  Lane 4 = TRAIL 200 ng/ml,  
Lane 5 = dentatin 100 µM  ร่วมกบั TRAIL 200 ng/ml และ Lane 6 = nordentatin 100 µM  ร่วมกบั TRAIL 200 ng/ml 

 
เน่ืองจากผลการทดลองในรปูที ่12 ทีแ่สดงว่า การใช ้nordentatin  ร่วมกบั TRAIL มผีลเพิม่การกระตุ้น caspase-3  

และ PARP-1 ซึง่เป็นโปรตนีทีส่ าคญัในวถิขีองกระบวนการอะพอพโทซสิ ดงันัน้ในการทดลองต่อมาจงึเป็นการศกึษาผลของ 
nordentatin ร่วมกบั TRAIL ต่อโปรตนีในวถิกีารเกดิอะพอพโทซสิของ TRAIL  ไดแ้ก่ DR5 (death receptor 5)  c-FLIP 
(cellular-FLICE inhibitory protein) และ Bid (BH3 interacting-domain death agonist)  ดว้ยวธิ ีWestern blot ผลการ
ทดลองพบว่า เมื่อเปรยีบเทยีบกบักลุ่มควบคุม  เซลล์ทีไ่ด้รบั nordentatin เพยีงอย่างเดยีวมผีลในการเพิม่ปรมิาณโปรตีน 
DR5 และลดปรมิาณโปรตนี c-FLIP  และ Bid เลก็น้อย (lane 2 vs. lane 1)  เซลลท์ีไ่ดร้บั TRAIL เพยีงอย่างเดยีว พบว่ามี
ระดบัของ DR-5 เพิม่สูงขึน้และสูงกว่าเซลล์ที่ไดร้บั  nordentatin  อย่างเดยีว ส าหรบัเซลล์ที่ได้รบั nordentatin ร่วมกบั 
TRAIL พบว่ามกีารเพิ่มขึน้ของ DR5 อย่างชดัเจนและมรีะดบัโปรตีน c-FLIP  และ Bid  ลดลงชดัเจนเมื่อเทยีบกบัเซลล์ที่
ไดร้บั nordentatin หรอื TRAIL เพยีงอย่างเดยีว (รปูที ่13 lane 4 vs. lane 2/3) ผลการทดลองนี้แสดงใหเ้หน็ว่า nordentatin 
เมื่อใชร้่วมกบั TRAIL ช่วยเพิม่การกระตุน้กระบวนการอะพอพโทซสิผ่านโปรตนีทีอ่ยู่ในวถิอีะพอพโทซสิของ TRAIL 
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รปูท่ี 13 ผลของการใช้ nordentatin รว่มกบั TRAIL ต่อโปรตีนในวิถีอะพอพโทซิสในเซลล ์HT29 

Lane 1 (C) = control, Lane 2 (ND) = nordentatin 100 µM, Lane 3= TRAIL 200 ng/ml  
และ Lane 4 = nordentatin 100 µM ร่วมกบั TRAIL 200 ng/ml 

 
             จากการพบว่า nordentatin เพิม่การกระตุ้นกระบวนการอะพอพโทซสิด้วย TRAIL ผ่านโปรตีนที่เป็นตวัรบัของ 
TRAIL คอื DR5  การทดลองนี้จึงศกึษาถึงผล nordentatin ต่อการแสดงออกของยนี DR5 ในเซลล์ด้วยวธิ ีreverse 
transcription PCR  ผลการทดลองพบว่า nordentatin หรอื TRAIL เพยีงอย่างเดยีวมผีลในการกระตุ้นการสดงออกของยนี 
DR5 และมกีารสดงออกของยนี DR5 สงูขึน้อย่างชดัเจนในกลุ่มทีใ่ช ้nordentatin ร่วมกบั TRAIL (รูปที ่14) ผลการทดลองนี้
แสดงใหเ้หน็ว่า nordentatin เพิม่การกระตุน้กระบวนการตายของเซลลด์ว้ย TRAIL ผ่านการกระตุน้การสดงออกของยนี DR5 
ซึง่มผีลท าใหม้กีารแสดงออกของตวัรบั DR 5 เพิม่ขึน้ 

 

 
 

รปูท่ี 14 ผลของ nordentatin ต่อ DR5 mRNA ของเซลล ์HT29 ท่ีได้รบั TRAIL 3 ชัว่โมง 
 Lane 1= control (C), Lane 2= TRAIL 200 ng/ml (T), Lane 3= nordentatin 100 µM (ND)  

และ Lane 4= nordentatin 100 µM  ร่วมกบั TRAIL 200 ng/ml (ND+T)   
 

           5.6 กลไกการออกฤทธ์ิระดบัโมเลกลุของสารกลุ่ม carbazole (heptaphylline และ 7-methoxyheptaphylline) 
ต่อการตายแบบอะพอพโทซีสของเซลล ์HT29   
 

5.6.1 ผลของ hetaphylline และ 7-methoxyheptaphylline ต่อกระบวนการอะพอพโทซิสของเซลล ์HT-29  
 จากผลการทดลองในภาพที ่4 ซึง่สดงว่า hetaphylline และ 7-methoxyheptaphylline มฤีทธิใ์นการท าใหเ้กดิการตาย
แบบอะพอพโทซสิของเซลลม์ะเรง็ HT29 โดย hetaphylline มฤีทธิด์กีว่า 7-methoxyheptaphylline  ดงันัน้เพื่อทดสอบผลของ
สารส าคญัต่อโปรตนีทีเ่ป็น marker ทีส่ าคญัของกระบวนการอะพอพโทซสิ จงึท าการวดัโปรตนี caspase-3 และ PARP-1 



20 

 
 
 
 
 
 
 

 

ดว้ยวธิ ีWestern blot ผลการทดลองแสดงในรปูที ่ 15 พบว่า hetaphylline 7-methoxyheptaphylline และ positive control 
คอื doxorubicin สามารถกระตุน้การตดัโปรตนี caspase-3 และ PARP-1 โดย heptaphylline มฤีทธิด์ทีีส่ดุ หลงัจากนัน้เพื่อ
เป็นการยนืยนัผลการทดลองจงึบ่มเซลลด์ว้ย heptaphlline ความเขม้ขน้ 0 12.5 และ 25 µM พบว่า heptaphylline กระตุน้
การเกดิ cleavage ของ caspase-3 และ PARP-1 ไดต้ามความเขม้ขน้ทีเ่พิม่ขึน้ (รปูที ่ 16) ผลการทดลองนี้แสดงใหเ้หน็ว่า 
hetaphylline และ 7-methoxyheptaphylline เหนี่ยวน าใหเ้กดิการตายของเซลลผ์่านกระบวนการอะพอพโทซสิ 

 

 
 

รปูท่ี 15 ผลของสารกลุม่ carbazole (hetaphylline และ 7-methoxyheptaphylline) 
ต่อ caspase-3 และ PARP-1 ในเซลล ์HT29 

 

           
 

รปูท่ี 16 Hetaphylline กระตุ้น caspase-3 และ PARP-1 ในวิถีอะพอพโทซิส 
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5.6.2 ผลของ heptaphylline   ต่อโปรตีนในวิถีการตายของเซลลม์ะเรง็แบบอะพอพโทซิส 

จากผลการทดลองขา้งตน้ เน่ืองจาก heptaphylline มฤีทธิด์ทีีส่ดุในการกระตุน้กระบวนการอะพอพโทซสิของ
เซลลม์ะเรง็ ดงันัน้ในขัน้ตอนต่อไปเพื่อเป็นการหากลไกการออกฤทธิข์อง heptaphylline ในวถิอีะพอพโทซสิ จึง่ตรวจสอบการ
แสดงออกของโปรตนีทีเ่กีย่วขอ้งในวถิอีะพอพโทซสิ ไดแ้ก่ Bid Bak  Bcl-2 Bcl-xL  Mcl-1  XIAP และ survivin ดว้ยวธิ ี
Western blot ผลการทดลองรปูที ่ 17 ก พบว่า hepataphylline ความเขม้ขน้ 25 μM ท าใหเ้กดิการตดัโปรตนี Bid  และ
สมัพนัธก์บัการเพิม่ปรมิาณโปรตนีของโปรตนี Bak ในทางตรงกนัขา้ม heptaphylline มผีลท าใหก้ารแสดงออกของ 
antiapoptotic proteins ไดแ้ก่   XIAP  Bcl-xL และ survivin  ลดลงแต่ไมม่ผีลต่อ Bcl-2 และ Mcl-1    ในวถิอีะพอพโทซสิ 
NF-B/p65 (rel) มบีทบาทส าคญัในการควบคุมการสดงออกของ apoptotic proteins หลายชนดิ เช่น Bcl-xL  survivin และ 
XIAP  ดงันัน้ในการทดลองต่อมาจงึเป็นการศกึษาโปรตนีทีเ่กีย่วขอ้งในการสง่สญัญาณผ่าน p65 ดว้ยการเตมิฟอสเฟต ไดแ้ก ่
Akt IKKα JNK และ Erk ผลการทดลองพบว่า hepataphylline มผีลยบัยัง้การเตมิฟอสเฟสของ Akt IKKα และ p65 ตาม
ความเขม้ขน้ทีส่งูขึน้ แต่ไม่สง่ผลต่อการเตมิฟอสเฟตของ JNK และ Erk (รปูที ่ 17 ข) ผลการทดลองนี้แสดงใหเ้หน็ว่า 
heptaphylline เหนี่ยวน าใหเ้กดิกระบวนการอะพอพโทซสิผ่านวถิ ี Bid และ  Akt/NF-B (p65)   

ก.         ข. 

 

 

 
 

 
รปูท่ี 17 ผลของ heptaphylline ต่อโปรตีนในวิถีอะพอพโทซิสของเซลลม์ะเรง็ HT29 

ก. ผลของ heptaphylline ต่อการแสดงออกของ apoptotic proteins 
ข.ผลของ heptaphylline ต่อการสง่สญัญาณของโปรตนี 

ทีค่วบคมุการแสดงออกของ apoptotic proteins 
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5.7 ผลของ nordentatin และ 7-methoxyheptaphylline ต่อ TRAIL receptor (DR5) ในการตายแบบอะพอพ
โทซีสของเซลล ์HT29 (ผลการวิจยัในช่วง 13-18 เดือน) 
 จากการศกึษาฤทธิข์องสารกลุ่ม carbazole และ coumarin พบว่าสารส าคญัที่มีผีลท าใหเ้ซลลม์ะเรง็มคีวามไวต่อการ
เหนี่ยวน าใหเ้กดิการตายแบบอะพอพโทซสิ โดย TRAIL ม ี2 ชนิด ไดแ้ก่ nordentatin และ 7-methoxyheptaphylline ดงันัน้
ในขัน้ตอนต่อไปจงึเป็นการศกึษากลไกการออกฤทธิร์ะดบัโมเลกุล โดยศกึษาผลของสารส าคญัทัง้สองชนิดต่อการแสดงออก
ของ DR5 ซึง่เป็น TRAIL receptor ตลอดจนวถิกีารควบคมุการแสดงออกของ DR5 โดยสารส าคญัทัง้สองชนิด ในขัน้แรก
เป็นการศกึษาผลของ nordentatin และ 7-methoxyheptaphylline ความเขม้ขน้ 10 µM ต่อการแสดงออกของ DR5 mRNA 
expression โดยใชว้ธิ ี Real time RT-PCR  ผลการทดลองแสดงในรปูที ่ 18 แสดงค่า relative DR5 mRNA expression 
พบว่าเมื่อเปรยีบเทยีบกบักลุ่ม control สารส าคญั nordentatin และ 7-methoxyheptaphylline สามารถเหนี่ยวน าใหเ้กดิ DR5 
mRNA expression ไดโ้ดยม ีpositive control คอื doxorubicin 17 µM   
  
 

 
รปูท่ี 18 ผลของ nordentatin และ 7-methoxyheptaphylline ต่อการแสดงออกของ DR5 mRNA 

C=Control, HM=7-methoxyheptaphylline, ND=Nordentatin, Dox=Doxorubicin 
แสดงขอ้มลูดว้ยค่า mean+ SD (n = 3),   a p < 0.05 

 
 เมื่อท าการบม่เซลลด์ว้ย 7-methoxyheptaphylline ความเขม้ขน้ต่างๆ แลว้วดัปรมิาณ DR5 mRNA 
expression ดว้ยวธิ ีRT-PCR (19 ก) และ Real time RT-PCR (19 ข) พบว่า 7-methoxyheptaphylline สามารถเหนี่ยวน าให้
เกดิการแสดงออกของ DR5 mRNA ตามความเขม้ขน้ทีส่งูขึน้ สรุปไดว้่า 7-methoxyheptaphylline สามารถเหนี่ยวน าใหเ้กดิการ
แสดงออกของ DR5 ได ้
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รปูท่ี 19 ผลของ 7-methoxyheptaphylline ต่อการแสดงออกของ DR5 mRNA 
ก. ผลจาก RT-PCR ข.ผลจาก Real time RT-PCR 

แสดงขอ้มลูดว้ยค่า mean+ SD (n = 3),   a p < 0.05,  aa,  p < 0.01 
 

 หลงัจากนัน้เป็นการทดสอบผลของ nordentatin และ 7-methoxyheptaphylline ต่อการแสดงออกของ 
DR5 protein และโปรตนีในวถิขีอง DR5 ไดแ้ก่ Phospho-JNK (pJNK), Bid, และ cleaved caspase-3 ผลการทดลองแสดงใน
รปูที ่20 พบว่า nordentatin และ 7-methoxyheptaphylline สามารถเหนี่ยวน าใหม้ ีDR5 protein expression สงูขึน้อย่างเหน็ได้
ชดัโดยเปรยีบเทยีบกบั positive control คอื doxorubicin และผลสอดคลอ้งกบั DR5 mRNA expression นอกจากนี้ยงัพบว่า 
nordentatin และ 7-methoxyheptaphylline สามารถกระตุน้โปรตนีในวถิขีอง DR5 คอื Bid ใหก้ลายเป็น tBid สง่ผลใหเ้กดิ 
cleaved caspase-3 และเกดิ cancer cell apoptosis ตามมา และทีส่ าคญัสารทัง้สองชนิดสามารถกระตุน้การเตมิฟอสเฟตให้
โปรตนี JNK ดงันัน้จงึเป็นไปไดว้่า nordentatin และ 7-methoxyheptaphylline สามารถเพิม่ DR expression ผ่านวถิ ีJNK  

 
รปูท่ี 20 ผลของ nordentatin และ 7-methoxyheptaphylline ต่อการแสดงออกของ DR5 และโปรตนีทีเ่กีย่วขอ้ง 

C=Control, HM=7-methoxyheptaphylline, ND=Nordentatin, Dox=Doxorubicin 
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 ในขัน้ตอนต่อไปจงึท าการ knock-down JNK gene ในเซลลม์ะเรง็ HT-29 ดว้ย Si-RNA ต่อ JNK 
(SiJNK) หลงัจากนัน้ ศกึษาการแสดงออกของโปรตนี JNK และ DR5 ผลในรปูที ่ 21 แสดงใหเ้หน็ว่า SiJNK สามารถกดการ
แสดงออกของ JNK ไดซ้ึง่สอดคลอ้งกบัการกดการแสดงออกของ DR5 แสดงว่าการแสดงออกของ DR5 เกีย่วขอ้งกบัวถิ ี JNK 
ผลการทดลองนี้แสดงว่า nordentatin และ 7-methoxyheptaphylline กระตุน้กระบวนการ apoptosis โดยเพิม่ปรมิาณ DR5 และ
ผ่านวถิ ีJNK 
 

 
 

รปูท่ี 21 ผลของ SiJNK ต่อการแสดงออกของ DR5 และ JNK 
  
 

6. สรปุผลการวิจยั 
1. สารกลุ่ม coumarin ทัง้ dentatine และ nordentatine มผีลท าใหเ้กดิการตายของเซลลม์ะเรง็ล าไส ้HT29  

โดย dentatine มฤีทธิด์กีวา่ nordentatine โดยไม่เป็นพษิต่อเซลลล์ าไสป้กต ิ(FHC colon normal cells) 
2. สารกลุ่ม carbazole ทัง้ heptaphylline และ 7-methoxyheptaphylline  แสดงเป็นพษิต่อเซลลม์ะเรง็ล าไส้

โดย heptaphylline มฤีทธิด์กีวา่ 7-methoxyheptaphylline 7-methoxyheptaphylline ไม่แสดงความเป็น
พษิต่อเซลลป์กต ิใจขณะที ่heptaphylline แสดงความเป็นพษิต่อเซลลป์กตแิต่ไมท่ าใหอ้ตัราการมชีวีติรอด
ของเซลลต์ ่ากว่า 50 % ทีค่วามเขม้ขน้สงูสดุ (100 µM) และในความเขม้ขน้ทีไ่ม่เป็นพษิต่อเซลลป์กต ิ (25 
µM) พบว่า hetaphylline ท าใหส้ามารถท าใหเ้กดิการตายของเซลลม์ะเรง็อย่างมนียัส าคญัและมกีลไกผ่าน 
intrinsic pathway 

3. สารกลุ่ม coumarin ทัง้ dentatine และ nordentatine มผีลเสรมิฤทธิ ์ TRAIL ในการเหนี่ยวน าใหเ้กดิการ
ตายของเซลลม์ะเรง็ล าไสอ้ย่างชดัเจน  โดย dentatine มฤีทธิด์กีว่า nordentatine 

4. สารกลุ่ม carbazole ทัง้ heptaphylline และ 7-methoxyheptaphylline เมื่อใชร้ว่มกบั TRAIL สาร  
heptaphylline ไมม่ผีลเสรมิฤทธิ ์ TRAIL ในการเหนี่ยวน าใหเ้กดิการตายของเซลลม์ะเรง็ล าไส ้  ในขณะที ่
7-methoxyheptaphylline  เมือ่ใชร้่วมกบั TRAIL สามารถเพิม่อตัราการตายของเซลลม์ะเรง็ล าไสอ้ย่าง
ชดัเจน 

5. สารส าคญั nordentatin และ 7-methoxyheptaphylline เพิม่ DR5 expression ไดโ้ดยมกีลไกผา่นวถิ ีJNK 
 
ในการศกึษาฤทธิข์องสารส าคญัทัง้ 4 ชนิดจากสอ่งฟ้าไดแ้ก่ dentatin, nordentatin, heptaphylline และ 7 –

methoxyheptaphylline ต่อเซลลม์ะเรง็ล าไสท้ีถู่กเหนี่ยวน าดว้ย TRAIL เมื่อเปรยีบเทยีบกบัสารมาตรฐาน คอื doxorubicin ที่
มรีายงานว่าสามารถเสรมิฤทธิ ์ TRAIL ในการท าใหเ้กดิการตายของเซลลม์ะเรง็ได ้ พบว่าสารทดสอบทีส่ามารถเสรมิฤทธิ ์
TRAIL ในการเหนี่ยวน าใหเ้กดิการตายของมะเรง็ล าไสไ้ดม้ ี 3 ชนิด คอื dentatin, nordentatin และ 7 –
methoxyheptaphylline โดย dentatine มฤีทธิด์ทีีส่ดุ   
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ในการศกึษากลไกการออกฤทธิข์องของสารทัง้สองกลุ่มในการเหน่ียวน าใหเ้กดิการตายของเซลลม์ะเรง็ล าไส ้ และ
เซลลม์ะเรง็ล าไสท้ีถู่กเหนี่ยวน าดว้ย TRAIL โดยศกึษาการเปลีย่นแปลงของ signaling proteins ใน apoptotic pathways 
ดว้ยวธิ ีWestern blot พบว่า nordentatin ออกฤทธิร่์วมกบั TRAIL ในการท าใหเ้กดิอะพอพโทซสิของเซลลม์ะเรง็ HT29 ผ่าน
การเพิม่การแสดงออกของ TRAIL receptor คอื DR5 กระตุน้โปรตนี Bid และยบัยัง้ c-FLIP ซึง่สง่ผลใหเ้กดิการกระตุน้ 
caspase-3 และ PARP-1 ในขณะที ่dentatin ไมม่ผีลในวถิดีงักล่าว 

ส าหรบั  heptaphylline และ 7-methoxyheptaphylline  พบว่าสารส าคญัทัง้สองชนิดมผีลกระตุน้ caspase-3 และ 
PARP-1 โดย heptaphylline มฤีทธิด์กีวา่ 7-methoxyheptaphylline โดย heptaphylline กระตุน้ caspase-3 และ PARP-1
ผ่านวถิ ี Bid และ  Akt/NF-B (p65) ซึง่สง่ผลใหเ้กดิการตายแบบอะพอพโทซสิของเซลล ์HT29 ในทีส่ดุ 

สารส าคญัจากสอ่งฟ้าทีส่ามารถออกฤทธิเ์พิม่ความไวของเซลลม์ะเรง็ต่อการกระตุน้ใหเ้กดิการตายดว้ย TRAIL 
ไดแ้ก่ nordentatin และ 7-methoxyheptaphylline พบว่าสารทัง้สองชนิดสามารถเพิม่ปรมิาณ TRAIL receptor คอื DR5 
expression ไดโ้ดยมกีลไกผ่านวถิ ีJNK 
 

7.เอกสารอ้างอิง 
 

ส านกันโยบายและยุทธศาสตร ์ กระทรวงสาธารณสขุ. สรุปสถติทิีส่ าคญั พ.ศ.2556. ส านกันโยบายและ
ยุทธศาสตร ์กระทรวงสาธารณสขุ. 2556. 71-72. 

Allen JE, El-Deiry WS: Regulation of the human TRAIL gene. Cancer Biol. Ther. 13: 1143–1151, 
2012. 

Alvarez S, Blanco A, Fresno M and Muñoz-Fernández MÁ: TNF-α Contributes to Caspase-3 
Independent Apoptosis in Neuroblastoma Cells: Role of NFAT. PLoS One 6:e16100, 2011. 

Aouacheria A, Néel B, Bouaziz ZR, Dominique N, Walchshofer J, Paris H, Fillion G, Gillet: 
Carbazolequinone induction of caspase-dependent cell death in Src-overexpressing cells. Biochemical 
pharmacology.64: 1605-1616, 2002. 

Ashkenazi A: Safety and antitumor activity of recombinant soluble Apo2 ligand. J. Clin. Invest. 104: 
155–162 , 1999. 

Chen X, Ding WX, Ni HM, Gao W, Shi YH, Gambotto AA, Fan J, Beg AA, Yin XM:  Bid-
independent mitochondrial activation in tumor necrosis factor alpha-induced apoptosis and liver injury. Mol 
Cell Biol  27: 541-53, 2006.  

Debatin KM, Krammer PH: Death receptors in chemotherapy and cancer. Oncogene. 23: 2950–66, 
2004.  

Dimberg LY, Anderson CK, Camidge R, Behbakht K, Thorburn A, and Ford HL. On the TRAIL to 
successful cancer therapy? Predicting and counteracting resistance against TRAIL-based therapeutics. 
Oncogene 32: 1341-1350, 2013. 

Evan GI, Vousden KH: Proliferation, cell cycle and apoptosis in cancer. Nature 411: 342–348, 2001. 
Fulda S, Debatin KM: Resveratrol modulation of signal transduction in apoptosis and cell survival: a 

mini-review. Cancer Detect Prev  30: 217-23, 2006. 
Gliniak B, and Le T: Tumor necrosis factor – related apoptosis - inducing ligand’s antitumor activity 

in vivo is enhanced by the chemotherapeutic agent CPT- 11. Cancer Res 59: 6153 – 6158, 1999.  
Hanahan D and Weinberg RA.  The hallmarks of cancer. Cell 100: 57 - 70, 2000. 
Hanahan D and Weinberg RA. Hallmarks of cancer: the next generation. Cell 144: 646-674, 2011. 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/21298033
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/21298033
http://www.biomedexperts.com/Abstract.bme/12429350/Carbazolequinone_induction_of_caspase-dependent_cell_death_in_Src-overexpressing_cells
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Chen%20X%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Ding%20WX%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Ni%20HM%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Gao%20W%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Shi%20YH%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Gambotto%20AA%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Fan%20J%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Beg%20AA%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Yin%20XM%22%5BAuthor%5D
javascript:AL_get(this,%20'jour',%20'Mol%20Cell%20Biol.');
javascript:AL_get(this,%20'jour',%20'Mol%20Cell%20Biol.');
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Fulda%20S%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Debatin%20KM%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/16872757


26 

 
 
 
 
 
 
 

 

Irene GM, Thomas EW, Alex AA: Targeting Apoptosis Pathways in Cancer Therapy.  CA Cancer J 
Clin 55:178-194, 2005. 

Ito C, Itoigawa M, Katsuno S, Omura M, Tokuda H, Nishino H, Furukawa H: Chemical constituents 
of Clausena excavata: isolation and structure elucidation of novel furanone-coumarins with inhibitory effects 
for tumor-promotion. J Nat Prod.  63:1218-1224. 2000. 

Keane MM, Ettenberg SA, Nau MM, Russell EK, and Lipkowitz S: Chemotherapy augments TRAIL 
- induced apoptosis in breast cell lines. Cancer Res 59: 734 – 741, 1999. 

Kantari C and Walczak H. Caspase-8 and Bid: caught in the act between death  receptors and  
mitochondria. Biochim Biophys Acta 1813: 558-63, 2011  

Krammer PH: CD95 (Apo - 1 / Fas) – mediated apoptosis: liveand let die. Adv Immunol 71: 163 – 
210, 1999.   

Luk SC, Siu SW, Lai CK, Wu YJ, Pang SF: Cell Cycle Arrest by a Natural Product via G2/M 
Checkpoint. Int J Med Sci 2: 64-69, 2005. 

Mahalingam D, Szegezdi E, Keane M, de Jong S, and Samali A. TRAIL receptor signalling and 
modulation: are we on the right TRAIL?. Cancer Treat Res 35: 280-288, 2009. 

Okada H, Mak TW. Pathways of apoptotic and non-apoptotic death in tumour cells. Nat Rev 
Cancer 4: 592-603. 2004. 

Pei Y, Xing D, Gao X, Liu L and Chen T : Real-time monitoring full length bid interacting with Bax 
during TNF-alpha-induced apoptosis. Apoptosis 12: 1681-90, 2007. 

Perez D, White E: TNF-alpha signals apoptosis through a bid-dependent conformational change in 
Bax that is inhibited by E1B 19K. Mol Cell 6:53-63, 2000. 

Songsiang U, Thongthoom T, Boonyarat C, Yenjai C: Claurailas A-D, cytotoxic carbazole alkaloids 
from the roots of Clausena harmandiana. J Nat Prod 74: 208-212, 2011.  

Stevenson HS, Fu SW, Pinzone JJ, Rheey J, Simmens SJ, and Berg PE: BP1 transcriptionally 
activates bcl-2 and inhibits TNFalpha-induced cell death in MCF7 breast cancer cells. Breast Cancer Res 
9: R60, 2007. 

Thongthoom T, Promsuwan P, Yenjai C. Synthesis and cytotoxic activity of the heptaphylline and 
7-methoxyheptaphylline series. Eur J Med Chem 9: 3755-3761, 2011. 

Thongthoom T, Songsiang U, Phaosiri C, Yenjai C, Arch. Pharm. Res. 33 : 675-680, 2010. 
Thorburn A, Behbakht K and Ford H: TRAIL receptor-targeted therapeu-tics: resistance 

mechanisms and strategies to avoid them. Drug Resist Updat 11:17–24, 2008. 
Ye Y, Hui Wang, Jian-Hong Chu, Gui-Xin Chou, Si-Bao Chen, Huanbiao Mo, Wang-Fun Fong, Zhi-

Ling Yu: Atractylenolide II induces G1 cell-cycle arrest and apoptosis in B16 melanoma cells. Journal of 
Ethnopharmacology 136: 279-282, 2011. 

Yenjai C, Sripontan S, Sriprajun P, Kittakoop P, Jintasirikul A, Tanticharoen M, Thebtaranonth Y: 
Coumarins and carbazoles with antiplasmodial activity from Clausena harmandiana. Planta Med. 66: 277-
279, 2000. 

 
 
 

javascript:AL_get(this,%20'jour',%20'CA%20Cancer%20J%20Clin.');
javascript:AL_get(this,%20'jour',%20'CA%20Cancer%20J%20Clin.');
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Ito%20C%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11000023
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Itoigawa%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11000023
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Katsuno%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11000023
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Omura%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11000023
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Tokuda%20H%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11000023
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Nishino%20H%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11000023
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Furukawa%20H%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11000023
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Tokuda%2C+H.%2C+Nishino%2C+H.+%26+Furukawa%2C+H.+(2000).+J.+Nat.+Prod.+63%2C+1218-1224.
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/21295084
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/21295084
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Luk%20SC%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Siu%20SW%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Lai%20CK%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Wu%20YJ%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Pang%20SF%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Okada%20H%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Mak%20TW%22%5BAuthor%5D
javascript:AL_get(this,%20'jour',%20'Nat%20Rev%20Cancer.');
javascript:AL_get(this,%20'jour',%20'Nat%20Rev%20Cancer.');
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Pei%20Y%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Xing%20D%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Gao%20X%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Liu%20L%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Chen%20T%22%5BAuthor%5D
javascript:AL_get(this,%20'jour',%20'Apoptosis.');
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/10949027
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/10949027
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Songsiang%20U%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21302964
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Thongthoom%20T%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21302964
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Boonyarat%20C%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21302964
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Yenjai%20C%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21302964
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=J.+Nat.+Prod.+74+(2011)+songsiang
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Stevenson%20HS%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Fu%20SW%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Pinzone%20JJ%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Rheey%20J%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Simmens%20SJ%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Berg%20PE%22%5BAuthor%5D
javascript:AL_get(this,%20'jour',%20'Breast%20Cancer%20Res.');
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Thongthoom%20T%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21641693
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Promsuwan%20P%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21641693
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Yenjai%20C%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21641693
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/21641693
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Yenjai%20C%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10821058
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Sripontan%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10821058
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Sriprajun%20P%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10821058
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Kittakoop%20P%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10821058
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Jintasirikul%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10821058
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Tanticharoen%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10821058
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Thebtaranonth%20Y%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10821058
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Planta+Med.+66+(2000+yenjai


27 

 
 
 
 
 
 
 

 

8. Output จากโครงการวิจยัท่ีได้รบัทุนจาก สกว. 
1. ผลงานตพีมิพใ์นวารสารวชิาการนานาชาต ิ(ระบุชื่อผูแ้ต่ง ชื่อเรื่อง ชื่อวารสาร ปี เล่มที ่เลขที ่และหน้า) หรอื

ผลงานตามทีค่าดไวใ้นสญัญาโครงการ 
Boonyarat C, Yenjai C, Vajragupta O, Waiwut P. Heptaphylline Induces Apoptosis in Human Colon 
Adenocarcinoma Cells through Bid and Akt/NF-kappa B (p65) Pathways. ASIAN PACIFIC JOURNAL 
OF CANCER PREVENTION, 2014, 15 (23), 10483-10487. 

 
2. การน าผลงานวจิยัไปใชป้ระโยชน์ 

- เชงิพาณิชย ์ (มกีารน าไปผลติ/ขาย/ก่อใหเ้กดิรายได ้หรอืมกีารน าไปประยุกตใ์ชโ้ดยภาคธุรกจิ/บคุคลทัว่ไป) 
- เชงินโยบาย (มกีารก าหนดนโยบายองิงานวจิยั/เกดิมาตรการใหม/่เปลีย่นแปลงระเบยีบขอ้บงัคบัหรอืวธิี

ท างาน) 
- เชงิสาธารณะ (มเีครอืขา่ยความร่วมมอื/สรา้งกระแสความสนใจในวงกวา้ง) 
- เชงิวชิาการ (มกีารพฒันาการเรยีนการสอน/สรา้งนกัวจิยัใหม)่ 

มีการน าข้อมลูที่ไดไ้ปใช้ในการเรียนการสอนวิชาชีวเคมีและอณูชีววิทยา 2 เรื่อง วัฏจักรของเซลล์ อะพอพโทซิส 
และพันธุศาสตรม์ะเร็งและยีนมะเร็ง และน าข้อมูลทีไ่ด้เป็นข้อมลูในการศึกษาส าหรับนักศึกษาในวิชา สารนิพนธ์ 
คณะเภสัชศาสตร์ มหาวิทยาลัยอบุลราชธาน ี
 

3. อื่นๆ (เช่น ผลงานตพีมิพใ์นวารสารวชิาการในประเทศ การเสนอผลงานในทีป่ระชุมวชิาการ หนงัสอื การจด
สทิธบิตัร) 

1. Heptaphylline induced colon adenocarcinoma cell death by regulation apoptotic proteins. 
The Joint 7th AOHUPO Congress and 9th International Symposium of the Protein Society of Thailand 
(7th AOHUPO/9th PST). The  Protein Society of Thailand and The Chulabhorn Research Institute, 
Miracle Grand Convention Hotel, Bangkok, Thailand, 6-8 August, 2014  

2. Synergistic Effect of Coumarin Compounds from Clausena hamandiana on TRAIL-Induced 
Colon Adenocarcinoma Cell Death. The 7th Annual Northeast Pharmacy Research Conference of 
2015 “Challenges and Opportunities of the Pharmacy Profession in Post-Millennium Development 
Agenda”. คณะเภสชัศาสตร ์มหาวทิยาลยัขอนแก่น, 7-8 มนีาคม 2558  

3. Carbazole Compounds of Clausena hamandiana Sensitized TRAIL-Induced Colon 
Adenocarcinoma Cell Death. The 6th International Conference on Natural Products for Health and 
Beauty (NATPRO6). Pullman Raja Orchid Hotel, Khon Kaen, Thailand, 21st- 23rd  January, 2016. 
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