


ISSN 0125-2038

บรรณาธกิาร

ธีรวุฒิ   คูหะเปรมะ

ผู้ช่วยบรรณาธกิาร

วโิรจน ์  เหลา่สนุทรศริิ นงพงา   สุวฒันานนัท์ เพญ็ศร ี  แซห่ลี
ศุลีพร   แสงกระจา่ง สนุนัทา  จริยาเลศิศกัดิ์

คณะบรรณาธกิาร

กนกพร   ใจสถาพร กติ ิ  จินดาวจัิกษณ์ กวญิ   ลีละวฒัน์
ดนยั   ทวิาเวช ฉนัทนา   หมอกเจรญิพงศ์ ผ่องพรรณ   ศิริพงษ์
เพชรนิทร ์   ศรวีฒันกลุ ธิดา   ปัญจพนัธพ์งศ์ วรีวฒิุ   อ่ิมสำราญ
วชิิต   อาภรณว์รัิตน์ ชนนิทร ์ อภวิาณชิย์ วุฒิ   สุเมธโชตเิมธา
วสนัต ์  ลีนะสมติ วรรณเพญ็   เบญ็จชยั สมจนิต ์  จินดาวจัิกษณ์
สายพนิ   ตัง้ครชัต์ สุพล   มโนรมณ์ สุเมธ   รินสรุงควงศ์
สุวฒัน ์   จริยาเลศิศกัดิ์ อนงค ์  เทพสวุรรณ์ อมรรัตน ์  วจิิตรลลีา
อรุณลกัษณ ์  โคมนิทร์ อัครยิา   สมรรคบตุร อนนัต ์  กรลกัษณ์
อารยะ   อดลุยพนัธ์ อารยี ์   ประสทิธพิยงค์ อรสา   อัครวชัรางกรู
อรชร   เอีย่มอารรัีตน์

ผู้จัดการ

อาคม   ชัยวรีะวฒันะ

ผู้ช่วยผู้จัดการ

หทยัทพิย ์ เชือ้สอน พรนภา   จันทรวรีะกลุ มลิน ี  สนธไิชย
วารพีร   ศักดิส์มบูรณ์ เสาวคนธ ์   ศกุรโยธนิ

พิมพท่ี์ บริษัท โฆสิตการพมิพ ์จำกดั

373 ถ.จรัญสนิทวงศ์  แขวงบางออ้  เขตบางพลดั  กรุงเทพฯ  10700  โทร. 0-2424-8715, 0-2433-3011



Editor-in-Chief

Thiravud   Khuhaprema

Assistant  Editors

Wirote   Lausoontornsiri Nongpanga   Suwattananand  Pensri   Saelee
Suleeporn   Sangrajrang Sunanta   Chariyalertsak

Editorial Board

Kanokporn   Jaisathaporn Kiti   Chindavijak Kawin   Leelawat
Danai   Tiwawech Chantana   Morkchareonpong Pongpun   Siripong
Petcharin   Srivatanakul Thida   Panchaphanpong Weerawut   Imsamran
Vichit   Arpornwirat Chanin   Apiwanich Wutthi   Sumetchotimaytha
Vasant   Linasmita Wanpen   Benjachai Somjin   Chindavijak
Saipin   Tangkarat Suphon   Manoromana Sumate   Rinsurongkawong
Suwat   Chariyalertsak Anong   Tepsuwan Amornrat   Vijitleela
Arunluck   Komindr Akariya   Samakhaputra Anant   Karalak
Araya   Adulbhan Aree   Prasitthipayong Orasa   Akkarawacharangkul
Orachorn   Aimarreerat

Managing  Editor

Arkom   Chaiwerawattana

Assistant  Managers

Hathaitip  Chuasorn Pornnapa   Jantaraweragul Malinee   Sontichai
Wareeporn   Saksomboon Saowakon   Sukarayodhin

ISSN 0125-2038

KOSIT PRESS COMPANY LIMITED

373 Charansanitwong Rd., Bang-ow, Bangplad, Bangkok 10700  Tel. 0-2424-8715, 0-2433-3011



วัตถุประสงค์ เพื่อเผยแพร่ความรู้ทางวิชาการ ผลงานวิจัยเกี่ยวกับโรคมะเร็ง
และอื่นๆที่เกี่ยวข้อง

สำนักงาน สำนักงานวารสารโรคมะเร็ง กลุ่มงานสนับสนุนวิชาการ สถาบันมะเร็งแห่งชาติ
268/1 ถนนพระราม 6 เขตราชเทว ีกรุงเทพฯ 10400
โทร. 0-2354-7025 ต่อ 2205
โทรสาร 0-2644-9097

เว็บไซต์เผยแพร่ www.kmnci.com

กำหนดการตพิีมพ์ กำหนดออกทกุ 3 เดอืน ปีละ 4 ฉบับ

การส่งต้นฉบับ บรรณาธิการวารสารโรคมะเร็ง
สถาบันมะเร็งแห่งชาติ 268/1 ถนนพระราม 6 เขตราชเทวี กรุงเทพฯ 10400
โทร. 0-2354-7025  ต่อ  2205
โทรสาร 0-2644-9097
E - mail : nci_journal@hotmail.com

การบอกรับเป็นสมาชิก ห้องสมุดและหน่วยงานราชการแจง้ความจำนงไดท่ี้สำนักงานวารสาร
โรคมะเร็งโดยไม่เสียค่าใช้จ่าย
หนว่ยงานเอกชน อัตราคา่สมาชกิ 200 บาท ตอ่ปี (4 ฉบับ) รวมค่าจัดส่ง
โดยสมัครสมาชิกผ่านเว็บไซต์  www.kmnci.com
และโอนเงนิผ่านบัญชีออมทรัพย์ ธนาคารไทยพาณชิย์  จำกัด (มหาชน)
สาขารามาธบิดี  เลขทีบั่ญชี  026-2-27518-2
ช่ือบัญช ี มูลนิธิสถาบนัมะเรง็แหง่ชาติ



Content

   ปีที ่29  ฉบบัที ่3                                                                           กรกฎาคม-กนัยายน  2552

หน้า

บทบรรณาธกิาร                                                                                                              87

การประเมินศักยภาพของสารสกัดจากรากของสบู่ดำต่อ จรัญญา งามขำ 90

การเหนีย่วนำใหเ้กดิ Apoptosis ในเซลลม์ะเรง็เตา้นม วารี เนื่องจำนงค์

มติ เหรียญกิจการ

พรทิพา พิชา

การเปรยีบเทยีบปรมิาณ Aflatoxin - Albumin Adducts ในซร่ัีม สิริภัทร ชุติมาเทวินทร์ 102

ของเด็กนักเรียนที่มีภูมิลำเนาอยู่ในเขตกรุงเทพฯ และชนบท ศรีสุรางค์ จิตชินะกุล

ความสมัพนัธร์ะหวา่งระดบั AFP ในซร่ัีมกบัไวรสัตบัอกัเสบบี อารีย์ ประสิทธิพยงค์ 108

อายุและเพศของผู้ที่มารับบริการตรวจที่สถาบันมะเร็งแห่งชาติ อนันต์ กรลักษณ์

วิชุดา ไตรรัตน์อภิชาต

ผ่องพรรณ รมหิรัญ

ความสมัพนัธร์ะหวา่ง GSTM1 Gene Polymorphism กบัการเสีย่ง ดนยั ทิวาเวช 115

ต่อการเกิดโรคมะเร็งช่องปากในจังหวัดสุราษฎร์ธานี สมจินต์ จินดาวิจักษณ์

สุดจิตร ทองนุ่น

Takafumi Ishida

Plant-Derived Phenolic Antioxidants and Cancer Prevention Yuttana Sudjaroen 126



87บรรณาธกิาร

วารสารโรคมะเร็ง
THAI CANCER JOURNAL

87

ปีท่ี 29 ฉบับท่ี 3

กรกฎาคม-กันยายน 2552

บทบรรณาธิการ

การป้องกันโรคมะเร็ง

กองทุนวิจัยโรคมะเร็งโลก (World Cancer
Research Fund: WCRF) ประเทศอังกฤษ ร่วมกับ
สมาคมการวิจัยเพื่อการป้องกันโรคมะเร็ง (American
Institute for Cancer Research: AICR) ประเทศ
สหรัฐอเมริกา ได้ร่วมกันประเมินผลงานวิจัยเกี่ยวกับ
โรคมะเร็งกว่า 7000 ฉบับ ท่ัวโลก โดยกลุ่มผู้เช่ียวชาญ
ระดับโลกจำนวน 21 คน พบว่า มะเร็งเป็นโรคที ่
สามารถป้องกันได้โดยมีความสัมพันธ์กับการออก
กำลังกาย การกินอาหาร และการควบคุมน้ำหนัก1

WCRF/AICR ได้ตีพิมพ์รายงานการศึกษาออกสู ่
สาธารณชนในหวัข้อ Second Expert Report, Food,

Nutrition, Physical Activity and the Prevention of
Cancer และจากรายงานดังกล่าวได้แสดงความถี่
เป็นร้อยละของโรคมะเร็งที่สามารถป้องกันได้โดยการ
ออกกำลังกาย การกินอาหารและการควบคุมน้ำหนัก
ใน 4 ประเทศ คือ ประเทศอังกฤษและสหรัฐอเมริกา
เป็นตัวแทนของประเทศที่มีรายได้สูง (high-income
country) ประเทศบราซลิและสาธารณรฐัประชาชนจีน
เป็นตัวแทนของประเทศที่มีรายได้ต่ำจนถึงปานกลาง
(low and middle-income countries) ดังรายละเอยีด
ในตารางที ่1

ตารางที ่1  Percentage of cancers that could be prevented via healthy diet, regular physical activity and
   healthy weight2

Cancer US UK Brazil China

1. Endometrium (lining of the uterus) 70 56 52 34
2. Esophagus 69 75 60 44
3. Mouth, pharynx & larynx 63 67 63 44
4. Stomach 47 45 41 33
5. Colon 45 43 37 17
6. Pancreas 39 41 34 14
7. Breast 38 42 28 20
8. Lung 36 33 36 38
9. Kidney 24 19 13 8

10. Gallbladder 21 16 10 6
11. Liver 15 17 6 6
12. Prostate 11 20 N/A N/A
These 12 cancers combined 34 39 30 27

N/A = not available
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จากตารางที่ 1 แสดงให้เห็นว่าโรคมะเร็ง

เป็นโรคที่สามารถป้องกันได้ในประเทศสหรัฐอเมริกา

ประมาณ 1 ใน 3 คน ของผู้ป่วยมะเร็งสามารถปอ้งกัน

ได้ เช่น ร้อยละ 45 ของมะเรง็ลำไส้ และร้อยละ 38 ของ

มะเร็งเต้านม สามารถป้องกันได้โดยการรักษาสมดุล

ของการปฏิบัติตน 3 หลักการ คือ 1. การควบคุมน้ำหนัก

(healthy weight)  2. การกินอาหาร (healthy diet) และ

3. การออกกำลังกาย (physical activity) ซ่ึงทาง WCRF/

AICR ได้แนะนำวิธีต่างๆ เพื่อรักษาสมดุลของการ

ปฏิบัติตน 3 หลักการ เพ่ือการป้องกันโรคมะเรง็3 ดังน้ี

1) การควบคุมน้ำหนัก (healthy weight)

ภาวะอ้วนเป็นสาเหตุสำคัญของการเกิดโรคต่างๆ

มากมายรวมถึงโรคมะเร็งด้วย ภาวะน้ำหนักเกิน

มาตรฐาน อ้วน และอ้วนลงพุงนั้น เป็นอันตรายต่อ

ร่างกายเป็นอย่างยิ่ง เพราะไขมันส่วนเกินจะกระตุ้น

ให้ร่างกายปล่อยฮอร์โมนที่เรียกว่า เอสโตรเจน เข้า

สู่กระแสเลือดทำให้ในร่างกายมีระดับฮอร์โมนที่สูง

มากกว่าปกติ ซึ่งจะเป็นการเพิ่มความเสี่ยงในการเกิด

โรคมะเรง็ โดยเฉพาะอยา่งยิง่มะเรง็เตา้นม นอกจากนี้

ยงัมกีารศกึษาพบวา่ การมไีขมนัสะสมบรเิวณเอวหรอื

ภาวะอ้วนลงพุงนั้นเป็นปัจจัยที่เสริมให้ร่างกายหลั่ง

growth hormone ออกมามากกว่าปกติ ซึ่งการมี

growth hormone ออกมาในปริมาณที่มากกว่าปกติ

เป็นการเพิ ่มโอกาสเสี ่ยงอย่างมากต่อการเกิดโรค

มะเร็ง การตรวจสอบตนเองว่าอยู่ในภาวะอ้วน หรือ

ผอมเกินไปหรือไม่ โดยวธีิการง่ายคือ การคำนวณดชันี

มวลกาย (body mass index: BMI) ซึ่งสูตรในการ

คำนวณ BMI = น้ำหนัก (กิโลกรัม) / ส่วนสูง2 (เมตร)

BMI ที่คำนวณได้ ถ้ามีค่าน้อยกว่า 18.5 แสดงว่า มี

น้ำหนักต่ำกว่าเกณฑ ์ค่าระหวา่ง 18.5-22.9 มีน้ำหนัก

ในเกณฑ์ปกติ ค่าระหว่าง 23-24.9 มีน้ำหนักเกิน

เกณฑ ์ (ท้วม) และถา้มากกวา่ 25 แสดงวา่อ้วน

2) การกินอาหาร (healthy diet) ไม่ควรกิน
อาหารที่มีไขมันสูง ควรกินผัก ผลไม้สด ธัญพืช และ
ถั่ว หลีกเลี่ยงเนื้อแดง, อาหารแปรรูปจากเนื้อสัตว์
เครื ่องดื ่มแอลกอฮอล์ อาหารที ่มีรสเค็มจัด และ
ผลิตภัณฑ์เสริมอาหาร

3) การออกกำลังกาย (physical activity)

ทำให้สุขภาพด ีแข็งแรง สมบูรณ์ ท้ังร่างกายและจติใจ
ต้านทานโรคร้ายต่างๆได้ มีการศึกษาพบว่าการ
ออกกำลังกายมีผลต่อการลดความเสี่ยงในการเกิด
โรคมะเร็ง โดยเฉพาะมะเร็งเต้านม มะเร็งลำไส้ ควร
ออกกำลงักายทกุวนั หรอือย่างนอ้ย 3 ครัง้ตอ่สัปดาห์
ครั้งละไม่ต่ำกว่า 30 นาที การออกกำลังกายที่ดีนั้น
ควรเลือกประเภทของกิจกรรมที่เหมาะสมกับวัยของ
ตนเองซึ่งมีมากมายหลายประเภทขึ้นอยู่กับความชอบ
ของแต่ละบุคคล เพราะการออกกำลังกายที่หักโหม
มากจนเกินไปอาจทำให้ร่างกายบาดเจ็บได้

จากความสำคัญของการป้องกันโรคมะเร็ง
องค์การอนามัยโลก (World Health Organization,
WHO) และ International Union Against Cancer
(UICC) ได้กำหนดใหวั้นท่ี 4 กุมภาพันธ์ ของทุกปี เป็น
วันมะเร็งโลก (World Cancer Day) โดยในระยะเวลา
5 ปี ต้ังแต่ปี พ.ศ. 2550-2554 จะมุ่งเน้นในการส่งเสริม
ให้เด็กและเยาวชนมีการปรับเปลี่ยนพฤติกรรม เพื่อ
ลดความเสี่ยงในการเกิดโรคมะเร็งตั้งแต่วัยเด็ก ซึ่ง
เมื่อวันที่ 4 กุมภาพันธ์ 2551 ประเทศไทยก็ได้ร่วม
รณรงค์จัดงานวันมะเร็งโลกเช่นกัน ภายใต้แนวทาง
เดียวกัน คือ "Today's Children, Tomorrow's World"
เด็กในวันนี้คือความเป็นไปของโลกในวันหน้า เพื่อ
รณรงค์เสร ิมสร ้างความเข ้มแข ็งด ้านสุขภาพใน
การป้องกันโรคมะเร็งแก่เด็กและเยาวชน ส่งเสริม
การสร้างสมดุลในการใช้พลังงานในชีวิตประจำวัน
เน้นการออกกำลังกาย ลดอาหารไขมันส่วนเกิน
หลีกเลี่ยงโรคอ้วน และสร้างการเรียนรู้ให้เด็กดำรง
ชีวิตอย่างมีความสุข4
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ถ้าจะกล่าวโดยสรุป โรคมะเร็งเป็นโรคที ่
สามารถป้องกันได้ หากมีการปฏิบัติตนให้เหมาะสม
ในเร ื ่องของการก ินอาหารให้ถ ูกหลักโภชนาการ
การควบคุมน้ำหนักไม่ให้อ้วนหรือผอมเกินไป และ
การออกกำลังกายอย่างสม่ำเสมอ และสิ่งที่สำคัญที่
ทาง WCRF/AICR เน้นย้ำ นอกจากการปฏิบัติตน
ดังกล่าวข้างต้นแล้ว คือ การไม่สูบบุหรี่ จะช่วยลด
โอกาสในการเกิดโรคมะเร็งได้ หากคนเราสามารถ
ปฏิบัติได้ดังกล่าวแล้วคุณภาพชีวิตย่อมดีขึ ้นและ
สามารถป้องกันได้อีกหลายๆโรคไม่เฉพาะโรคมะเร็ง
เท่านั้น
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การประเมินศักยภาพของสารสกัดจากรากของสบู่ดำต่อ

การเหน่ียวนำให้เกิด Apoptosis ในเซลล์มะเร็งเต้านม

บทคัดย่อ สมุนไพรหรือพืชที่พบในเขตร้อนมักพบว่าเป็นแหล่งของสารสกัดที่มีศักยภาพในการต้านการเจริญของเซลล์
มะเร็งอย่างมีประสิทธิภาพ ซึ่งรวมถึงสมุนไพรที่พบในประเทศไทย เช่น สบู่ดำ โดยสารสกัดบริสุทธิ์จากรากของ
สบู่ดำมีคุณสมบัติในการยับยั้งการเจริญของเซลล์มะเร็ง การศึกษานี้มีวัตถุประสงค์เพื่อประเมินศักยภาพของสารสกัด
บริสุทธ์ิจากรากของสบูด่ำ หรือ Curcusone C ต่อการยบัย้ังการเจรญิและการเหนีย่วนำใหเ้กิด apoptosis ในเซลล์มะเร็ง
เต้านม (MCF-7) ผลจากการศึกษา พบว่า Curcusone C สามารถยับยั้งการเจริญของเซลล์มะเร็งเต้านมเพิ่มมากขึ้น
เมื่อเพิ่มความเข้มข้นของสารสกัดโดยการทดสอบด้วยวิธี 3-(4,5-dimethythiazol-2-yl)-2,5 diphenyltetrasodium
bromide (MTT) assay ความเข้มข้นของสารสกัดที่สามารถยับยั้งการเจริญของเซลล์มะเร็งได้ครึ่งหนึ่ง (ร้อยละ50)
เมื่อเปรียบเทียบกับกลุ่มควบคุมหรือ IC

50
 มีคา่เทา่กบั 0.73 ±  0.31 ไมโครโมลา่ร ์(คา่ IC

50
 ±  คา่เบีย่งเบนมาตรฐาน)

และสารสกัดดังกล่าวยังสามารถเหน่ียวนำให้เซลล์มะเร็งเต้านมเกิดกระบวน apoptosis เม่ือย้อมดูเซลล์ตายและเซลล์ท่ีเกิด
apoptotic bodies ดว้ยวธิ ีHoechst & PI รวมทัง้ทดสอบการแตกหกัของสาย DNA นอกจากนีย้งัพบวา่ Curcusone C
สามารถเหนีย่วนำใหเ้พ่ิมหรือลดระดับการแสดงออกของยนีท่ีเก่ียวข้องกับการตายของเซลลม์ะเร็งแบบ apoptosis ได้แก่
p53, Bcl-2 และ Bax จากการทดสอบด้วยวิธี Semi-quantitative reverse transcriptase-polymerase chain
reaction (RT-PCR) พบวา่ ปริมาณของ p53 และ Bax mRNA เพิม่มากขึน้ ในขณะทีป่ริมาณของ Bcl-2 mRNA ลดลง

ผลการทดลองสรุปได้ว่าสารสกัดบริสุทธิ์จากรากของสบู่ดำสามารถยับยั้งการเจริญและเหนี่ยวนำให้เกิดการ
ตายแบบ apoptosis ในเซลล์มะเร็งเต้านม ดังน้ันสารสกัดจากสบู่ดำน่าจะเป็นทางเลือกหน่ึงในการนำมาศึกษาและพัฒนา
เป็นยาต้านมะเร็งที่มีประสิทธิภาพต่อไปในอนาคต (วารสารโรคมะเร็ง 2552;29:90-101.)

วารสารโรคมะเร็ง
THAI CANCER JOURNAL

1งานวิจัยสารบำบัดมะเร็ง กลุ่มงานวิจัย สถาบันมะเร็งแห่งชาติ กรุงเทพฯ 10400
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Abstract   Induction of Apoptosis by Purified Compound from Jatropha Curcas in Breast Cancer Cell

by Jarunya Ngamkham1, Waree Naengchomnong2, Mati Rienkitjakarn1 and Porntipa Picha1

1Section of Experimental Oncotherapy, Research Division, National Cancer Institute, Bangkok
10400 Thailand, 2Department of Chemistry, Faculty of Science, Burapha University, Chonburi
20131 Thailand.

Medicinal plants or herbs from tropical regions are found to be one of the potential sources for
screening of the anti-cancer agents including a Thai medicinal plant, Jatropha curcas. The purified
compound from this plant has been extensively investigated for the anti-cancer activity on cancer cells.
In this study, the effects of purified compound from roots of J. curcas, Curcusone C, underlying
anti-proliferation activity and apoptosis induction in human mammary carcinoma; MCF-7 was investigated.
The anti-proliferation was undertaken with MTT (3-(4,5-dimethythiazol-2-yl)-2,5 diphenyltetrasodium
bromide) assay. The apoptotic bodies and death cells were demonstrated by Hoechst & PI staining and
confirmed by DNA fragmentation. Also, the apoptosis-related gene expression was analyzed by using
semi-quantitative reverse transcriptase-polymerase chain reaction (RT-PCR) method. It has been
observed that Curcusone C exhibited anti-proliferation against MCF-7 and its median effective dose (IC

50
)

shown value was 0.73 ±±±±±  0.31  μμμμμM (IC
50
 ±±±±±  SD). It also induced apoptotic changes in a dose-dependent

manner which was investigated by Hoechst & PI staining and DNA ladder formation. The results from
semi-quantitative RT-PCR assay showed that the expression of p53 and Bax mRNA were increased,
whereas that of Bcl-2 mRNA was decreased.

Our finding demonstrated that the purified compound from roots of J. curcas potentially exhibited
the effectiveness of its anti-cancer activity and apoptosis induction. It thus, holds the promise of being a
potent and selective anti-cancer agent that deserved further exploration. (Thai Cancer J 2009;29:90-101.)

บทนำ

Apoptosis หรอื programmed cell death
เป็นกระบวนการตายของเซลล์ประเภทหนึ่งซึ่งจะเกิด
ขึ ้นอย่างเป็นขั ้นตอนและค่อนข้างซับซ้อน  โดยมี
บทบาทสำคญัในการควบคมุสภาพสมดลุภายในเซลล์
(homeostasis) การพัฒนาการรวมถึงการแบ่งตัวของ
เซลล์ และกระบวนการ apoptosis มักจะเกิดในเซลล์ท่ี
เส่ือมสภาพหรอืมีความผิดปรกติเพ่ือกำจัดเซลล์เหล่าน้ี
ในการรักษาสมดุลภายในเซลล์1 โดยกระบวนการดังกล่าว
จะก่อให้เกิดการเปลี่ยนแปลงทั้งทางด้านกายภาพ
และชีวภาพ  เช่น  ทำให้เซลล์เห่ียว  เกิด  chromatin
condense มีการแตกหกัของสาย DNA และนิวเคลียส
สูญเสียสภาพการยึดเกาะกับเซลล์ข้างเคียงเป ็นต ้น
นอกจากนี้การตายของเซลล์ โดยเฉพาะเซลล์มะเร็ง

ที่เกิดจากกระบวนการ apoptosis ยังส่งผลให้เกิด
การเปลี่ยนแปลงทางชีวเคมีภายในเซลล์เป็นสาเหตุ
ให้สารพันธุกรรมหรือยีน (gene) เกิดการเปลีย่นแปลง
ก่อนที ่ เซลล์จะถูกย่อยสลายหรือถูกทำลายด้วย
วิธีการ phagocytosis1-3 กระบวนการ ตายแบบ
apoptosis สามารถเกิดจากการถูกกระตุ้นด้วยปัจจัย
ทั ้งภายนอกและภายในเซลล์ เช่น สารเคมี รังสี
อุลตร้าไวโอเลตหรือการติดเชื ้อ เป็นต้น สำหรับ
กลไกการเกิดสามารถแบ่งเป็น 2 กลไก ที่สำคัญคือ
กลไกที่มิได้ผ่านไมโตคอนเดรีย (extrinsic pathway)
ซึ่งถูกกระตุ้นด้วย death receptor ที่บริเวณผิวของ
เมมเบรนและกลไกที่ผ่านไมโตคอนเดรีย (intrinsic
pathway)2  ที่เกิดจากความผิดปรกติภายในเซลล์
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หรือ intracellular ถูกทำลาย ส่งผลให้มีการหลั ่ง
cytochrome c จากไมโตคอนเดรียและเป็นสัญญาณ
เข้าสู ่กระบวนการ  apoptosis1  ซึ ่งกลไกที ่ผ่าน
ไมโตคอนเดรีย มักจะมีการกระตุ ้นหรือยับยั ้งสาร
พันธุกรรมจำนวนมากที่อยู่ภายในเซลล์และสัมพันธ์
กับการเกิดกระบวนการ  apoptosis  เช่น  tumor
suppressor genes เช่น p53, pro-apoptotic genes
เช่น Bax หรือ anti-apoptotic genes เช่น Bcl-2
เป็นต้น1, 4-5 ในปัจจุบันพบว่ายาที ่ใช้ในการรักษา
โรคมะเร ็งหร ือสารสกัดจากสมุนไพรจำนวนมาก
สามารถยับยั้งการเจริญของเซลล์มะเร็งและเหนี่ยวนำ
ให้เซลล์มะเร็งเกิดการตายแบบ apoptosis6-8 ซ่ึงสบู่ดำ
ก็เป ็นพืชสมุนไพรอีกชนิดหนึ ่งท ี ่น ่าสนใจและมี
คุณสมบัติในการยับยั้งการเจริญและการแพร่กระจาย
ของเซลล์มะเร็ง9-13

สบู่ดำ (Jatropha curcas) เป็นพืชท่ีอยู่ในวงศ์
Euphorbiaceae สามารถพบได้ทั่วไปในเขตร้อนและ
ท่ัวทุกภาคของประเทศไทย ในปัจจุบันนิยมนำมาเพาะ
ปลูกเป็นไม้ประดับและเป็นพืชเศรษฐกิจที่สำคัญใน
การผลิตน้ำมันไบโอดีเซล9-10 โดยสารเคมีที่สามารถ
พบในต้นสบู่ดำ ส่วนใหญ่จะอยู่ในกลุ่มของ curcin,
purgative oil, hydrocyanic acid, alkaloid, glyco-
side เป็นต้น11 ในตำรับยาแพทย์แผนโบราณพบว่า
สารสกัดจากต้นสบู่ดำสามารถใช้รักษาเนื้องอกชนิด
ต่างๆ บรรเทาและรักษาอาการโรคผิวหนัง บรรเทา
อาการของอัมพาต ขับพยาธิ เป็นยาระบาย สามารถ
บรรเทาอาการอักเสบ ฯลฯ10 และจากการศึกษา
วิจัยพบว่า สารสกัดจากต้นสบู่ดำโดยเฉพาะส่วนราก
สามารถยับยั ้งหรือบรรเทาอาการอักเสบในหนูที ่
เหนีย่วนำใหเ้กิดการอกัเสบดว้ย TPA12  นอกจากนียั้ง
พบว่าสารสกัดบริสุทธิ์จากส่วนรากสามารถยับยั้งการ
เจริญและยับยั้งการแพร่กระจายของเซลล์มะเร็ง13

ดังนั ้นคณะผู ้ว ิจัยจึงได้ศึกษาทดลองเพื ่อประเมิน
ศักยภาพของสารสกัดจากรากของต้นสบู่ดำต่อการ
ยับยั้งการเจริญ และการเหนี่ยวนำให้เกิดกระบวนการ

apoptosis ในเซลล์มะเร็งเต้านม สำหรับเป็นข้อมูล
เบื้องต้นและใช้เป็นแนวทางในการวิจัย เพื่อพัฒนายา
หรือสารบำบัดมะเร็งในการป้องกันและบำบัดรักษา
โรคมะเร็งต่อไป

วัสดุและวิธีการ

การเตรียมสารสกัดบริสุทธ์ิจากรากของสบู่ดำ

นำรากของตน้สบู่ดำ (Jatropha curcas) ที่
ต้องการสกัดมาบดให้ละเอียดและเริ่มดำเนินการสกัด
โดยแช่ในตัวทำละลายชนิดเฮกเซนที่อุณหภูมิห้อง
เป็นระยะเวลาประมาณ 7 วัน จากนั้นนำสารละลาย
ท่ีได้ไปกรองและระเหยจนเกอืบแห้ง วางสารสกดัท่ีได้ท่ี
อุณหภูมิห้องต่อประมาณ 7 วัน เพ่ือให้สารสกัดหยาบ
แห้งสนิท  โดยสารสกัดที่แห้งสนิท  (crude extract)
จะถูกนำมาผ่านกระบวนการทำให้บริสุทธิ์ด้วยวิธีการ
paper liquid chromatography (PLC) และวิเคราะห์
สูตรโครงสร้างด้วยวิธี 13C NMR และ 1H NMR ซึ่ง
ตัวอย่างของสารสกัดบริสุทธิ์ของรากสบู่ดำได้รับความ
อนุเคราะห์ในการดำเนินการสกัดและวิเคราะห์ผลโดย
รศ.ดร. วารี เนื่องจำนงค์และคณะ จากภาควิชาเคมี
คณะวิทยาศาสตร์ มหาวิทยาลัยบูรพา

ในการประเมินคุณสมบัติทางชีวภาพสามารถ
เตรียมสารสกัดเพื่อนำมาทดสอบโดยการละลายใน
DMSO (Merck, Germany) และเจือจางให้ได้ความ
เข้มข้นต่างๆ ตามความต้องการในอาหารเลี้ยงเซลล์
ชนิด minimal essential medium (MEM; Sigma,
USA) ท่ีเติม 10% ของ inactivated fetal calf serum
(FCS; Invitrogen, USA) และ 1% ยาปฏิชีวนะ
(Invitrogen, USA) ในสภาวะปราศจากเชือ้

การเพาะเล้ียงเซลล์มะเร็ง

เซลล์มะเร็งที่ใช้ในการประเมินศักยภาพของ
สารสกัดบริสุทธิ์จากรากของต้นสบู่ดำคือเซลล์มะเร็ง
เต้านม (human mammary carcinoma, MCF-7) ซ่ึงได้
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รับความอนุเคราะห์จาก Dr. Fumiaki Koizumi จาก

ห้องปฎิบัติการ Shien ศูนย์มะเร ็งแห่งชาติของ

ประเทศญี่ปุ่น และอาหารที่ใช้ในการเพาะเลี้ยงเซลล์

มะเร็งเต้านมคือ MEM ที่เติม 10% FCS โดยเพาะ

เลี ้ยงในขวดเลี ้ยงเซลล์พลาสติกขนาด 75 ตาราง

เซนตเิมตร (Nunc, Denmark) และบม่ในตูเ้พาะเลีย้ง

(Shellab, USA) ท่ีควบคุมความช้ืน ณ อุณหภูมิ 37oซ

ภายใตส้ภาวะ 5% CO
2

การทดสอบคุณสมบัติต้านเซลล์มะเร็ง

การประเมนิศกัยภาพตา้นเซลลม์ะเรง็เตา้นม

(MCF-7) ของสารสกัดบริสุทธิ์จากรากสบู่ดำในระดับ

หลอดทดลองดว้ยวิธี 3-(4,5-dimethythiazol-2-yl)-2,5

diphenyltetrasodium bromide (MTT) assay โดย

การเพาะเลี้ยงเซลล์มะเร็งที่เตรียมตามความเข้มข้น

ท่ีต้องการ (2x103 cells/well) จำนวน 180 ไมโครลิตร

ใน 96-well plate (Corning, USA) แล้วบ่มในตู้เพาะ

เลี้ยงที่ควบคุมความชื้น ณ อุณหภูมิ 37oซ ภายใต้

สภาวะ 5% CO
2
 เป็นระยะเวลา 16-24 ช่ัวโมง จากน้ัน

เติมสารสกัดบริสุทธิ์ที่ต้องการทดสอบที่ความเข้มข้น

ต่างๆ ในจำนวน 20 ไมโครลิตร นำไปบ่มในตู้เพาะเลีย้ง

เซลล์อีกครั้งเป็นระยะเวลา 72 ชั่วโมง เพื่อดูผลการ

ยับยั้งการเจริญของเซลล์มะเร็งเต้านมเปรียบเทียบ

กับกลุ่มควบคุมท่ีมิได้เติมสารสกัดบริสุทธ์ิจากรากสบู่ดำ

ในการทดสอบผลการยับยั้งเริ ่มจากเติมสารละลาย

MTT จำนวน 20 ไมโครลิตร นำไปบ่มท่ี 37oซ เป็นเวลา

4 ช่ัวโมง จากน้ันนำ plate ท่ีทดสอบป่ันเหวีย่งท่ีความ

เร็ว 1500 รอบ/นาที เป็นเวลา 15 นาที ดูดอาหารและ

สารละลายออกจนหมดและเติม DMSO จำนวน 200

ไมโครลิตร ผสมให้เข้ากันนำไปวัดการดูดกลืนแสง

(OD) ด้วยเครื่องวัดการดูดกลืนแสง (Spectronic,

USA) ท่ีความยาวคลืน่ 570 นาโนเมตร

การเหน่ียวนำให้เกิดการแตกหักของสาย DNA

(DNA fragmentation)

ดำเนินการเพาะเลี้ยงเซลล์มะเร็งเต้านมใน
จานเพาะเลี้ยงเซลล์ (Corning, USA) ที่มีเส้นผ่าศูนย์
กลางขนาด 10 เซนตเิมตร โดยมปีริมาณเซลล ์ 1x106

cells/plate และเล้ียงเซลล์ด้วย MEM ท่ีเติม 10%FCS
นำไปบ่มท่ีตู้เพาะเลีย้งในสภาวะ 37oซ, 5% CO

2
 เป็น

ระยะเวลา 16-24 ชั่วโมง ดูดอาหารเดิมออกจนหมด
ล้างเซลล์ด้วย phosphate buffer solution (PBS) 2
ครั้ง เติมอาหารเลี้ยงเซลล์ที่ผสมสารสกัดบริสุทธิ์จาก
รากของสบู่ดำที่ความเข้มข้นต่างๆ และนำจานเพาะ
เลี้ยงไปบ่มที่ตู้เพาะเลี้ยงในสภาวะ 37oซ, 5% CO

2

อีกครั ้งเป็นระยะเวลา 24 ชั ่วโมง แล้วสกัด DNA
จากเซลล์มะเร ็งท ี ่ทดสอบด้วยชุดสกัดสำเร ็จร ูป
(Qiagen, USA) วิเคราะหผ์ลการแตกหกัของสาร DNA
บน 2% agarose gel (Research organics, USA) ท่ี
ใช้ในการแยกขนาดของ DNA (electrophoresis) ด้วย
เครื่องแยกสารพันธุกรรม (Bio-Rad, USA) และย้อม
ด้วย ethidium bromide แล้วประเมินผลภายใต้แสง
UV โดยใช้ densitometer (SYNGENE, England)

การย้อมเซลล์ท่ีถูกเหน่ียวนำให้เกิด apopto-

tic bodies ด้วย Hoechst PI staining

ทำการเพาะเลี้ยงเซลล์มะเร็งเต้านมใน 24-
well plate (Corning, USA) ด้วยอาหารเลีย้งเซลล์ชนิด
MEM โดยเตรยีมจำนวนเซลลเ์ร่ิมต้น 2x104 cells/well
จำนวน 450 ไมโครลิตร นำไปบ่มที่ตู ้เพาะเลี้ยงใน
สภาวะ 37oซ, 5% CO

2
 เป็นระยะเวลา 16-24 ช่ัวโมง

เพ่ือให้เซลล์เกาะตดิพ้ืนผิวของภาชนะ จากนัน้เตมิสาร
สกัดบริสุทธิ์จากรากของต้นสบู่ดำที่เจือจางที่ความ
เข้มข้นต่างๆ จำนวน 50 ไมโครลิตร นำไปบ่มท่ีตู้เพาะ
เลี้ยงในสภาวะ 37oซ, 5% CO

2
 เป็นระยะเวลา 24

ช่ัวโมง แล้วย้อมเซลล์ท่ีถูกเหนีย่วนำใหเ้กิด apoptosis
โดยเติมสารละลายของ Hoechst & PI (อัตราส่วน
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Hoechst:PI:น้ำ = 10:100:190 ไมโครลิตร) จำนวน 10
ไมโครลิตร นำไปบ่มท่ี 37oซ เป็นเวลา 15 นาที วิเคราะห์
ผลภายใต้กล้องฟลูออเรสเซนต์ เปรียบเทียบกับกลุ่ม
ควบคุมที่มิได้ทดสอบกับสารสกัด

การประเมินศักยภาพของสารสกัดบริสุทธิ์

จากรากของต้นสบู่ดำต่อการแสดงออกของ

p53, Bax และ Bcl-2 mRNA

ประเมินศักยภาพของสารสกัดบริสุทธิ์จาก
รากของต้นสบู่ดำในเซลล์มะเร็งเต้านมต่อการเพิ่มหรือ
ลดปริมาณของระดับ mRNA ของยีนที่เกี่ยวข้องกับ
การตายของเซลลม์ะเร็งแบบ apoptosis คือ p53, Bax
และ Bcl-2 ด้วยวิธี semi-quantitative RT-PCR14 แบบ
two-step method โดยการเตรียมเซลล์มะเร็งที ่
ต้องการทดสอบให้มีความเข้มข้นประมาณ 1x106

เซลล์ต่อมิลลิลิตร นำเซลล์ที่เตรียมมาเพาะเลี้ยงใน
จานเพาะเลีย้งเซลล ์ (Corning, USA) ท่ีมีอาหารเลีย้ง
เซลล์ชนิด MEM และนำไปบ่มในตู้เพาะเลี้ยงเซลล์ที่
อุณหภูมิ 37oซ, 5% CO

2
 เป็นระยะเวลา 16-24 ช่ัวโมง

จากนั้นดูดอาหารเลี้ยงเซลล์เก่าออก ล้างเซลล์ด้วย
PBS 2 ครั้ง เติมอาหารเลี้ยงเซลล์ที่ผสมสารสกัดจาก
สบู่ดำที่ความเข้มข้นต่างๆ กัน นำไปบ่มที่ตู้เพาะเลี้ยง
เซลล์ 24 ชั่วโมง จากนั้นนำเซลล์ที่ได้จากการทดสอบ
สารสกัดมาสกดั total RNA ตามวธีิการสกดัท่ีแนบมา
กับชุดน้ำยาของ Roche (Roche protocol, USA) และ
วดัปรมิาณความเขม้ขน้ของ total RNA ทีส่กดัไดด้ว้ย
เครื่องวัดการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 260 และ
280 นาโนเมตร นำ total RNA จำนวน 11 กรัมท่ีสกัด
ได้จากเซลล์มะเร็งที ่นำมาทดสอบกับสารสกัดจาก
สบู่ดำท่ีความเขม้ข้นต่างๆ มาสังเคราะหส์าย comple-
mentary DNA (cDNA) ด้วยวิธีการสังเคราะห์ของ
SuperscriptTM II RNase H- Reverse Transcriptase
(Invitrogen, USA) โดยสายของ cDNA ท่ีได้สามารถ
นำไปใช้เป็นสายตั้งต้นในการทดสอบด้วยวิธี PCR
ต่อไป

สำหรับ primers ที่ใช้ในการทดสอบด้วยวิธี
PCR ของยีนเป้าหมายทีต้่องการทดสอบคอื p53, Bax
และ Bcl-2 รวมท้ังยีนมาตรฐานทีเ่ป็น house-keeping
gene; β-actin  มีลำดับเบสดังนี ้ p53F; 5'-
TCAGTCTACCTCCCGCCATAA-3', p53R; 5'-
TTTCTTACATCTCCCAAACATCC-3' (326bp),
BaxF; 5'-AGGATCGAGCAGGGCGAATG-3', BaxR;
5'-AGGGCCTTGAGCACCAGTTT-3' (280bp), Bcl-
2F; 5'-TTGCCACGGTGGTGGAGGAGC-3', Bcl-
2R; 5'-GAGACAGCCAGGAGAAATCAAACAG-3'
(261bp), β-actinF; 5'-GACCTTCAACACCCCAG
CCA-3' และ β-actinR; 5'-AGGCTGGAAGAG
TGCCTCAG-3' (411bp) ในการทดสอบเริ ่มจาก
การนำสารผสมจำนวน 20 ไมโครลิตรที่ได้จากการ
ผสมของ 1.5 mM MgCl

2
, 200  μM dNTPs, 10X PCR

buffer, 10 pmole ของ primer แต่ละเส้น และ 0.5 U
ของ 0.5 Taq polymerase (Intronbio, Korea) และ
น้ำกล่ัน มาทดสอบเพ่ิมจำนวนของ DNA ในเคร่ือง PCR
(Eppendrof, Germany) โดยเริ่มการทำงานจาก hot
start เพ่ือแยกสายคูข่อง cDNA ท่ี 95oซ, 5 นาที จากน้ัน
เข้าสู่กระบวนการเพิ่มสาย DNA ตามโปรแกรมดังนี้
denaturation ท่ี 95oซ, 30 วินาที, primer annealing ท่ี
58oซ, 30 วินาที และ polymerization ท่ี 72oซ, 30 วินาที
และดำเนินตามโปรแกรมจำนวน 26 รอบ ในขั้นตอน
สุดท้ายจะเป็น re-polymerization ที่ 72oซ เปน็ระยะ
เวลา 10 นาที จากน้ันนำ PCR products ท่ีได้ไปแยก
ชนิดของสารพันธุกรรมโดยกระแสไฟฟ้า (electro-
phoresis) บน 1.2% agarose gel (Research
organics, USA) ด้วยเครื่องแยกสารพันธุกรรม (Bio-
Rad, USA) และ ย้อมด้วย ethidium bromide
แล้วประเมนิและ วิเคราะหผ์ล ภายใตแ้สง UV โดยใช้
densitometer (SYNGENE, England) และในการ
ทดลองนี้ผู ้วิจัยใช้ β-actin เป็นตัว normalize ใน
การแสดงออกของสาร พันธุกรรมที่นำมาทดสอบ



95สารสกัดจากรากของสบูด่ำต่อการเหนีย่วนำใหเ้กิด Apoptosis จรัญญา งามขำ และคณะ

การวิเคราะห์ทางสถิติ

ข้อมูลที่ได้จากการทดสอบคุณสมบัติต้าน
เซลล์มะเร ็งแสดงผลในร ูปของความเข ้มข ้นของ
สารสกัดที ่สามารถยับยั ้งการเจริญได้ครึ ่งหนึ ่ง±
ค่าเบ่ียงเบน มาตรฐาน (IC

50
 ±  S.D.) สำหรับการประเมิน

ศักยภาพของสารสกัดต่อการแสดงออกของยีนที ่
เกี่ยวข้องกับขบวนการ apoptosis แสดงค่าในรูปของ
ค่าเฉล่ีย ±  ค่าเบ่ียงเบนมาตรฐาน (mean ±  S.D.) แล้ว
เปรียบเทียบผลที่ได้จากกลุ่มทดลองกับกลุ่มควบคุม
โดยใช้ student's t-test ในการหาคา่ P และกำหนดคา่
P ท่ี 0.05 เป็นค่านัยสำคัญทางสถติิ

ผลการศึกษา

การเตรียมสารสกัดบริสุทธิ์จากรากของต้น

สบู่ดำ

จากการสกัดสารบริสุทธิ ์จากรากของต้น
สบู่ดำ (Jatropha curcas) ด้วยเฮกเซน พบว่าสารสกัด
บริสุทธ์ิท่ีได้จากตัวทำละลายเฮกเซนคอื Curcusone C
มีลักษณะเป็นแท่งปริซึม (prism) ขนาดเล็ก สีเหลือง
อ่อน มีจุดหลอมเหลวประมาณ 204-205oซ น้ำหนัก

โมเลกุลประมาณ 312 และมีสูตรโครงสร้างทางเคมี
คือ C

20
H

24
O

3

การประเมินศักยภาพของสารสกัดบริสุทธ์ิจาก

รากของตน้สบูด่ำ (Curcusone C) ต่อการ

ต้านการเจริญของเซลล์มะเร็ง

ในการทดสอบคุณสมบัติต้านการเจริญของ
เซลล์มะเรง็เตา้นม (MCF-7) ด้วยสารสกดับริสุทธิจ์าก
รากของตน้สบู่ดำ (Curcusone C) พบว่า Curcusone
C สามารถยับยั้งการเจริญของเซลล์มะเร็งเต้านมได้
อย่างมีประสิทธิภาพสูง โดยมีค่าความเข้มข้นของสาร
สกัดที่สามารถยับยั้งการเจริญของเซลล์มะเร็งได้เป็น
ครึ ่งหนึ ่ง (50%) เมื ่อเปรียบเทียบกับกลุ่มควบคุม
หรือค่า IC

50
 ประมาณ 0.73 ±  0.31  μM (IC

50
 ±  S.D.)

ในขณะทีค่่าความเขม้ข้นท่ีสามารถยบัย้ังได้ 90% เม่ือ
เปรียบเทียบกับกลุ่มควบคุม (IC

90
) จะมีค่าประมาณ

3.44 ±  1.41  μM (IC
90

 ±  S.D.) โดยความสามารถใน
การยับยั้งการเจริญของเซลล์จะเพิ่มมากขึ้นเมื่อเพิ่ม
ความเข้มข้นของสารสกัด (dose-dependent) ดัง
แสดงในรูปท่ี 1

รูปท่ี 1 กราฟแสดงผลการยับยั้งการเจริญของเซลล์มะเร็งเต้านม (MCF-7) ด้วยสารสกัดบริสุทธิ์จากรากของ
ต้นสบู่ดำ (Curcusone C) ท่ีความเขม้ข้นต่างๆ
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การเหน่ียวนำให้เกิดการแตกหักของสาย DNA

(DNA fragmentation)

จากการทดสอบสารสกัดบริสุทธิ ์จากราก
สบู่ดำ (Curcusone C) ต่อการแตกหกัของสาย DNA
ในเซลล์มะเร็งเต้านม พบว่าเมื ่อเพิ ่มความเข้มข้น
ของสารสกัด ส่งผลให้การแตกหักของสาย DNA
เพิ่มมากขึ้น นั่นคือ Band ของสาย DNA ที่ทดสอบ
ด้วยความเข้มข้น 3.44  μM (IC

90
) จะเกิดผลการ

สูญเสียสภาพ (denature) มากกว่าการทดสอบที่
ความเขม้ข้น 0.73  μM (IC

50
) และกลุ่มควบคุม (C) ท่ี

มิไดท้ดสอบกบัสารสกดัดงักลา่ว ดงัแสดงในรปูที ่ 2

การย้อมเซลล์ท่ีถูกเหน่ียวนำให้เกิด apoptotic

bodies ด้วย Hoechst PI staining

จากการทดสอบสารสกัดบริสุทธิ ์จากราก
สบู่ดำ (Curcusone C) ต่อการเหนีย่วนำใหเ้ซลล์มะเร็ง

เต้านมเกิดการตายแบบ apoptosis และย้อมเซลล์
เพ่ือดูการเกดิ apoptotic bodies โดยวธีิ Hoechst &
PI เปรียบเทียบกับกลุ่มควบคุม (control group) ท่ีมิได้
ทดสอบกับสารสกัด จากการทดสอบพบว่า สารสกัด
จากรากสบู่ดำสามารถเหนี่ยวนำให้เกิดการตายแบบ
apoptosis ได้เพียงบางส่วนในจำนวนของเซลล์ที่ตาย

ทั้งหมด และจำนวนของ apoptotic bodies หรือ
จำนวนเซลล์ท่ีตายเพ่ิมมากข้ึนเม่ือเพ่ิมความเข้มข้นของ
สารสกัด ดังแสดงในรูปที่ 3 โดยมีค่าร้อยละของการ
ยับยั้ง (%Inhibition ±  S.D.) ประมาณ 6.51± 1.92
และ 68.46± 20.36 ท่ีความเข้มข้น 0.73  μM (IC

50
) และ

3.44  μM (IC
90

) ตามลำดับ

การประเมินศักยภาพของสารสกัดบริสุทธิ์

จากรากของตน้สบูด่ำ (Curcusone C) ต่อ

การแสดงของ p53, Bax และ Bcl-2 mRNA

ในการประเม ินศ ักยภาพของสารสก ัด
บริสุทธิ์ (Curcusone C) จากรากของสบู่ดำในตัวทำ

ละลายที่เป็นเฮกเซนต่อการแสดงออกของระดับ p53,
Bax และ Bcl-2 mRNA ในเซลล์มะเร็งเต้านม (MCF-7)
นัน้ พบวา่ สารสกดัดงักลา่วสามารถกระตุน้ระดบัของ
p53 และ Bax mRNA เพิ่มขึ้น โดยเฉพาะที่ความ
เข้มข้น 3.44  μM (IC

90
) สามารถกระตุน้ p53 mRNA

เพิ ่มขึ ้นอย่างมีนัยสำคัญทางสถิติ (P<0.05) เมื ่อ

เปรียบเทียบกับกลุ ่มควบคุมที ่มิได้ทดสอบกับสาร
สกัด แต่เป็นที่น่าสังเกตว่าสารสกัดจากรากสบู่ดำ
สามารถกระตุน้ระดับของ Bax mRNA ท่ีความเขม้ข้น
0.73  μM (IC

50
) ได้ดีกว่าท่ีความเข้มข้น 3.44  μM (IC

90
)

และในขณะเดยีวกันสารสกัดดังกล่าวยังสามารถยบัย้ัง

รูปท่ี 2 แสดงรูปการแตกหักของสาร DNA ในเซลล์
มะเรง็เตา้นม (MCF-7) ท่ีทดสอบดว้ยสารสกดั
บริสุทธิจ์ากรากของตน้สบูด่ำ (Curcusone C)
ที่ความเข้มข้นของสารสกัดที่สามารถยับยั้ง
การเจริญของเซลล์มะเร็ง 50% (IC

50
; 0.73

μM) และ 90% (IC
90

; 3.44  μM)  เปรียบเทียบ
กับกลุ ่มควบคุมที ่มิได้ทดสอบกับสารสกัด
(control)
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หรือลดระดับการแสดงออกของ anti-apoptoic mRNA
ของ Bcl-2 ได้ดังแสดงในรปูท่ี 4 และจากการวเิคราะห์

รูปท่ี 3 แสดงรูปเซลล์มะเร็งเต้านม (MCF-7) ที่เกิด apoptosis (ลูกศรชี้) เมื่อทดสอบด้วยสารสกัดบริสุทธิ์จาก
รากของต้นสบู่ดำ (Curcusone C) ที่ความเข้มข้นของสารสกัดที่สามารถยับยั้งการเจริญของเซลล์มะเร็ง
50% (IC

50
; 0.73  μM) และ 90% (IC

90
; 3.44  μM) ท่ีระยะเวลา 24 ช่ัวโมงและนำมายอ้มด้วย Hoechst &

PI เปรียบเทียบกับกลุ่มควบคุม (control group) ที่มิได้ทดสอบกับสารสกัด โดย Hoechst ย้อมติด
เซลล์ที่มีชีวิต และเซลล์ที่เกิด apoptotic bodies ในขณะที่ Propidium iodine (PI) ย้อมติดเซลล์ที่เกิด
apoptosis และเซลล์ที่ตาย

รูปท่ี 4 แสดง band ของ PCR product ของ p53, Bcl-2, Bax และ Internal control (β-actin) mRNA เม่ือทดสอบ
ด้วยสารสกัดบริสุทธิ์จากรากของต้นสบู่ดำ (Curcusone C) ที่ความเข้มข้นของสารสกัดที่สามารถยับยั้ง
การเจริญของเซลลม์ะเร็ง 50% (IC

50
; 0.73  μM) และ 90% (IC

90
; 3.44  μM) เปรียบเทียบกับกลุ่มควบคุม

(C) ทีมิ่ไดท้ดสอบกบัสารสกดั

ผลโดยการวัดปริมาณด้วยเครื่อง densitometer ดัง
แสดงในรูปท่ี 5
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วิจารณ์และสรุป

โรคมะเร็งเป็นปัญหาสาธารณสุขที่สำคัญ
ของประเทศไทย ซึ่งในแต่ละปีจะมีแนวโน้มของผู้ป่วย
มะเร็งเพิ่มมากขึ้น และในปัจจุบันยาที่ใช้ในการบำบัด
รักษาโรคมะเร็งก็เป็นยาที่ต้องนำเข้าจากต่างประเทศ
ทั้งสิ้น ดังนั้นจึงส่งผลให้นักวิจัยและนักวิทยาศาสตร์
พยายามคิดค้น วิจ ัย และพัฒนาผลิตภัณฑ์จาก
ธรรมชาติหรือสมุนไพรมาใช้ในการบำบัดรักษา หรือ
บรรเทาอาการป่วยของผู ้ป ่วยมะเร ็งและยังเป ็น
การเพิ ่มมูลค่าของผลิตภัณฑ์จากธรรมชาติ เนื ่อง
จากประเทศไทยเป็นแหล่งของพืชหรือสมุนไพรที่มี
สรรพคุณทางยาจำนวนมาก15 โดยเฉพาะสมุนไพร
ที่มีประวัติในการยับยั้งการเจริญของเซลล์มะเร็ง ซึ่ง
สมุนไพรเหล่านี ้น่าจะเป็นทางเลือกหนึ่งที ่สามารถ
นำมาศ ึกษาว ิจ ัยหร ือพ ัฒนาสารบำบัดมะเร ็งท ี ่
สามารถพบหรือเพาะปลูกได้ในประเทศไทย โดย

รูปท่ี 5 แผนภูมิแท่งแสดงศกัยภาพของสารสกดับริสุทธ์ิ (Curcusone C) จากรากของตน้สบู่ดำต่อระดับการแสดง
ออกของระดบั p53, Bax และ Bcl-2 ในเซลล์มะเร็งเต้านม (MCF-7) ท่ีความเขม้ข้นต่าง 0.73 μM (IC

50
)

และ 3.44  μM (IC
90

) โดยวธีิ semi-quantitative RT-PCR (*P < 0.05 เปรียบเทียบกับกลุ่มควบคุม)

สบู่ดำก็เป็นสมุนไพรอีกชนิดหนึ ่งที ่น่าสนใจและมี
คุณสมบัติในการยับยั้งการเจริญและการแพร่กระจาย
ของเซลล์มะเร็งได้11-13

ในปัจจุบันเมล็ดของต้นสบู่ดำ (Jatropha cur-
cas) มีบทบาทสำคญัในด้านการผลติน้ำมันไบโอดีเซล
ซึ่งเป็นพลังงานทางเลือกที่น่าสนใจอีกชนิดหนึ่ง9 ใน
ขณะที่ตำรับยาแพทย์แผนโบราณของประเทศในเขต
โซนร้อน (Tropical countries) ซึ่งรวมถึงประเทศไทย
ก็มีการนำส่วนต่างๆ ของสบู่ดำมาใช้ในการบำบัด
รักษาโรคต่างๆ เช่น ใช้เป็นส่วนผสมของตำรับยา
ในการรักษาโรคผิวหนังหรือโรคเกี่ยวกับไขข้อ (rheu-
matic) ใช้รักษาโรคริดสีดวง ใช้ในการบำบัดรักษา
เนื ้องอกชนิดต่างๆ รวมทั้งโรคมะเร็ง10-11 จากการ
ทดสอบสารสกัดบริสุทธิ์ (Curcusone C) จากราก
ของต้นสบู่ดำในสารสกัดที่เป็นเฮกเซนต่อเซลล์มะเร็ง

Control                        0.73                           3.44
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เต้านม (MCF-7) ในการศึกษานี ้พบว่า สารสกัด
ดังกล่าวสามารถยับยั ้งการเจริญของเซลล์มะเร็ง
เต้านมได้ดี และผลการยับยั้งจะเพิ่มมากขึ้นเมื่อเพิ่ม
ความเข้มข้นของสารสกัด และตามมาตรฐานการ
กำหนดความเป็นพิษต่อเซลล์มะเร็งของสถาบันมะเร็ง
แห่งชาติ ประเทศสหรัฐอเมริกา16 ระบุว่าสารสกัด
บริสุทธิ ์ที ่นับว่ามีความเป็นพิษต่อเซลล์มะเร็งต้อง
มีความเข้มข้นของสารสกัดที่สามารถยับยั้งการเจริญ
ต่อเซลล์ได้ ครึ่งหนึ่ง (50%) ไม่เกิน 4 μg/ml แต่
ความเข้มข้นของ Curcusone C ที่สามารถยับยั้งการ
เจริญที่ 50% ในรายงานนี้มีค่าประมาณ 0.73 μM
(ประมาณ 0.23 μg/ml) ซึ่งน้อยกว่ามาตรฐานค่อน
ข้างมาก แสดงว่าสารสกัดจากสบู่ดำมีความเป็นพิษ
ต่อเซลล์มะเร็งเต้านมค่อนข้างสูง

จากการประเม ินศักยภาพของสารสก ัด
บริสุทธ์ิ (Curcusone C) ต่อการแตกหกัของสาย DNA
ในการศึกษานี้พบว่า Curcusone C สามารถเหนี่ยว
นำให้สาย DNA ในเซลล์มะเร็งเต้านมเกิดการแตกหัก
ได้ที่ระยะเวลา 24 ชั่วโมง โดยการสูญเสียสภาพของ
สาย DNA จะเพิ่มมากขึ้นเมื่อเพิ่มความเข้มข้นของ
สารสกัด (dose-dependent) แต่ผลที่ได้ยังไม่ชัดเจน
ซึ ่งถ้าเพิ ่มระยะเวลาในการทดสอบสารสกัด อาจ
จะส่งผลให้สาย DNA เกิดการแตกหักหรือถูกทำลาย
ชัดเจนยิง่ข้ึน และเม่ือย้อมเซลล์มะเร็งด้วย Hoechst &
PI เพื่อดูเซลล์มะเร็งที่ถูกเหนี่ยวนำให้เกิด apoptotic
bodies พบว่า Curcusone C สามารถเหนี่ยวนำให้
เซลล์มะเร็งเกิด apoptotic bodies เมื ่อย้อมด้วย
Hoechst และจากการยอ้มด้วย PI พบว่าปริมาณของ
เซลล์ที่เกิด apoptotic bodies และเซลล์มะเร็งที่ตาย
เพ่ิมมากข้ึน เม่ือเพ่ิมความเขม้ข้นของสารสกดั  (dose-
dependent) เช่นเดียวกัน แต่จำนวนเซลล์ที่ตายมิได้
เกิดจากกระบวนการ apoptosis ทั้งหมด เนื่องจากมี
การเกิด apoptotic bodies ในเซลล์มะเร็งเพียงบาง
ส่วนเท่านั้นเมื่อเทียบกับจำนวนเซลล์ที่ตาย และจาก

ผลการทดสอบพบว่า การตายของเซลล์มะเร็งอาจ
มิได้เกิดจาก apoptosis เพียงชนิดเดียว ทั้งนี้อาจมี
กลไกการทำงานอื่นที่เหนี่ยวนำให้เซลล์มะเร็งเต้านม
ถูกทำลายได้ เช่น necrosis เนื่องจากสารสกัดจาก
สบู่ดำ หรือ Curcusone C มีความเป็นพิษต่อเซลล์
มะเร็งเต้านมที่นำมาทดสอบค่อนข้างสูง

จากการประเม ินศักยภาพของสารสก ัด
บริสุทธ์ิ (Curcusone C) จากรากของตน้สบู่ดำต่อการ
แสดงออกของระดบั mRNA ของ tumor suppressor
gene; p53, pro-apoptotic gene; Bax และ anti-
apoptotic gene; Bcl-2 พบว่า สารสกัดดังกล่าว
สามารถกระตุน้ระดับ mRNA ใน p53 และ Bax เพ่ิม
ขึ้นในขณะเดียวกันสามารถยับยั้งการแสดงออกของ
Bcl-2 mRNA เพียงเล็กน้อย ซึ่งแสดงว่า Curcusone
C สามารถเหนีย่วนำใหเ้กิด apoptosis ได้ โดยเฉพาะ
การกระตุน้ใน Bax  gene พบว่า ท่ีความเขม้ข้น 0.73
μM (IC

50
) Curcusone C สามารถกระตุ้นระดับการ

แสดงออกของ Bax mRNA ได้ดีกว่าท่ีความเข้มข้น 3.44
μM (IC

90
) ทั้งนี้อาจมีผลมาจากลักษณะทางชีวภาพ

(genetic background) ของเซลล์มะเร็งที ่นำมา
ทดสอบ เนื่องจากเซลล์มะเร็งที่ต่างชนิดกันอาจให้ผล
การแสดงออกของสารพันธุกรรมแตกต่างกัน17-19

เช่น ที่ความเข้มข้นสูงอาจให้ผลการแสดงออกของ
สารพันธุกรรมดีกว่าความเข้มข้นต่ำ17,19 หรือในเซลล์
มะเร็งบางชนิดอาจจะกระตุ้นการแสดงของของสาร
พันธุกรรมได้ดีที่ความเข้มข้นต่ำ18 นอกจากนี้ชนิดของ
สารหรือยาที่นำมาทดสอบหรือระยะเวลาที่ใช้ในการ
ทดสอบกอ็าจมผีลตอ่การแสดงออกของสารพนัธกุรรม
เช่นเดียวกัน17-19

จากผลการทดลองนี ้สรุปได้ว่า สารสกัด
บริสุทธิ ์ (Curcusone C) จากรากของต้นสบู่ดำมี
ศักยภาพในการต้านการเจริญของเซลล์มะเร็ง และ
สามารถเหนี่ยวนำให้เกิดการตายแบบ apoptosis
ซึ่งข้อมูลที่ได้จากการศึกษาครั้งนี ้สามารถนำไปใช้
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เป็นข้อมูลเบื้องต้นในการศึกษา ค้นคว้า วิจัยสารสกัด
จากต้นสบู่ดำในด้านต่างๆต่อไป เพื่อพัฒนาเป็นยา
หรือสารบำบัดมะเร็ง สำหรับใช้ในการบำบัดรักษา
ผู้ป่วยมะเร็งต่อไป

กิตติกรรมประกาศ

ขอขอบคุณเจ้าหน้าที ่จากห้องปฎิบัติการ

Shien ศนูยม์ะเรง็แหง่ชาตปิระเทศญีปุ่่น อาทเิชน่ Dr.

Fumiaki Koizumi ที่กรุณาให้ความอนุเคราะห์เซลล์

มะเร็ง อุปกรณ์และเคร่ืองมือต่างๆ ในการทดสอบ MTT

assay และ Hoechst & PI Staining ตลอดจนคำแนะนำ

และที่ปรึกษาในการดำเนินโครงการวิจัย ขอขอบคุณ

Dr. Taguchi  Fumiko และ Dr. Fukui Tomoya ท่ีกรุณา

ให้คำแนะนำและอำนวยความสะดวกในการทดสอบ

MTT assay และ Hoechst & PI Staining ตามลำดบั

รวมทั้งบุคลากรท่านอื่นๆ ในห้องปฎิบัติการที่อำนวย

ความสะดวกในการดำเนินการวิจัย และขอขอบคุณ

เจ้าหน้าที่ของกลุ่มงานวิจัยและผู้ที่เกี่ยวข้องทุกท่าน

ในสถาบันมะเร็งแห่งชาติ ประเทศไทย ที่กรุณาให้

คำแนะนำ ช่วยเหลอืและเอ้ือเฟ้ืออุปกรณ์ในการดำเนนิ

การวิจัยครั้งนี้
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สิริภัทร ชุติมาเทวินทร์
1

ศรีสุรางค์ จิตชินะกุล
2

การเปรียบเทียบปริมาณ Aflatoxin - Albumin Adducts

ในซีร่ัมของเด็กนักเรียนท่ีมีภูมิลำเนาอยู่ในเขตกรุงเทพฯ

และชนบท

บทคัดย่อ Aflatoxin-albumin (AF-alb) adduct ตรวจพบได้ในปัสสาวะ น้ำนม เลือด และเนื้อเยื่ออื่น ๆ มีรายงาน
พบความสัมพันธ์ระหว่างการได้รับสารพิษ alflatoxin B

1
 (AFB

1
) กับโรคมะเร็งตับชนิด hepatocellular carcinoma

ในประเทศไทยมรีายงานพบวา่มผู้ีไดรั้บสารพษิ AF มากทีสุ่ดในกรงุเทพฯ รองลงมาคอื อุบลราชธาน ีเชยีงใหม ่สงขลา
และนครราชสมีา ตามลำดบั ปริมาณ AF ทีต่รวจพบอยูร่ะหวา่ง 5-2510 mg AF-equivalent/ml แตย่งัไมพ่บรายงาน
การศกึษาสารพษินีใ้นเดก็ไทย ดงันัน้การศกึษานีมี้วตัถปุระสงคเ์พือ่เปรยีบเทยีบปรมิาณ AF-alb adducts ในกลุม่เดก็
นักเรียนที่มีภูมิลำเนาต่างกัน โดยเก็บตัวอย่างเลือดของนักเรียนที่อยู่ในเขตกรุงเทพฯ 2 โรงเรียน เขตชนบทและ
เขตชายแดนอกีแหง่ละ 2 โรงเรยีน รวมเปน็ 6 โรงเรยีน นกัเรยีนทีใ่ช้ในการศึกษามอีายรุะหวา่ง 9-16 ปี เปน็นกัเรยีนชาย
133 ราย นักเรียนหญิง 117 ราย อยู่ในเขตกรุงเทพฯ 125 ราย เขตชนบทและชายแดนอกี 125 ราย จากการตรวจหาปริมาณ
AF-alb adducts ในซีรั่มของเด็กนักเรียนทั้ง 250 ราย ตรวจไม่พบ AF-alb adducts 1 ราย อีก 249 ราย ตรวจพบ
โดยมค่ีาระหวา่ง 1.2-59.0 pg/mg เฉล่ีย 18.8 pg/mg และเมือ่เปรียบเทยีบปริมาณ AF - alb adducts ในเดก็นกัเรยีนทัง้
2 กลุม่ คอื กลุม่ทีมี่ภมิูลำเนาในกรงุเทพฯ กบักลุม่ทีอ่ยูเ่ขตชนบทและชายแดน พบวา่เดก็นกัเรยีนทัง้ 2 กลุม่ไดรั้บสาร
AF-alb adducts ในปริมาณที่ไม่แตกต่างกัน (P=0.068)  (วารสารโรคมะเรง็ 2552;29:102-107.)

Abstract Comparison of Aflatoxin-Albumin Adduct Levels in Sera of School Children from Bangkok and Rural
Area
by Siripat Chutimataewin1, Srisurang Jitchinakul2

1 Research Division, National Cancer Institute, Bangkok, 2Planning Division, Department of Medical
Service, Ministry of Public Health, Thailand

Aflatoxin-albumin (AF-alb) adduct can be detected in urine, breast milk, serum and tissue of
human. Correlation of aflatoxin B

1
 exposure with hepatocellular carcinoma (HCC) has been reported. In

Thailand, the highest AF exposure was observed in Bangkok residents followed by Ubonrachthani, Chiangmai,

วารสารโรคมะเร็ง
THAI CANCER JOURNAL

1 งานอิมมูนวิทยา กลุ่มงานวิจัย สถาบันมะเร็งแห่งชาติ กรุงเทพฯ
2 กองแผนงาน กรมการแพทย์ กระทรวงสาธารณสุข นนทบุรี
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Songkla and Nakornratchasima of which the AF levels were between 5-2510 mg AF-equivalent/ml.
However, no report on AF-alb adducts in sera of school children has been revealed. Therefore, this study
aimed to compare the level of AF-alb adducts in sera of school children from Bangkok and rural area.
Sera of school children were collected from six schools : two in Bangkok, two in rural area and the other
two in bordered area. The study group comprised 133 boys and 117 girls. Their age ranged from 9 to 16
years, and 125 children resided in Bangkok and the other 125 ones in rural and bordered area. The
exposure of AF-alb adducts among the 250 school children was determined. No exposure of the AF-alb
adducts was found in one child, but it was found in the other 249 children with levels between 1.2 and
59.0 pg/mg, averaged 18.8 pg/mg. When compared the AF-alb adduct levels between the two study
groups, no statistical difference was demonstrated (P=0.068). (Thai Cancer J 2009;29:102-107.)

บทนำ

ประเทศไทยมภูีมิอากาศร้อนช้ืน  อาหารและ
ผลผลิตทางเกษตรจึงมีเชื ้อราที่สร้างสาร aflatoxin
ปะปนอยู่เสมอ   เม่ือคนบริโภคอาหารเหลา่น้ีเข้าไปก็จะ
ได้รับสารพิษ aflatoxin (AF)  เข้าไปสะสมอยู่ในร่างกาย
ถ้าได้รับสารพิษนี้เป็นประจำติดต่อกันเป็นเวลานาน
จะเสี่ยงต่อการเกิดโรคมะเร็งตับชนิด hepatocellular
carcinoma ได้ เนื่องจากสาร aflatoxin เมื่อเข้าสู่
ร่างกาย บางส่วนจะถูกกระบวนการของร่างกายเปล่ียน
เป็นสาร metabolites ซ่ึงชนิดท่ีมีพิษมากท่ีสุด คือ AFB

1

เม่ือจับกับ DNA หรือ RNA ทำให้การสังเคราะหโ์ปรตีน
ในเซลล์ผิดปกติ  ตามรายงานของ  International
Agency for Research on Cancer (IARC)  พบว่า AFB

1

เป็นสารก่อมะเร็งในมนุษย์ ซ่ึงจัดอยู่ใน Group I  (car-
cinogenic  to  human)1 และยังมีรายงานพบวา่ AFB

1

มีผลต่อระบบภูมิคุ้มกันลดลงอีกด้วย2

จากรายงานที่ผ่านมามีการตรวจพบ afla-
toxin น้อยกว่า 20 pg/ml ในตัวอย่างเลือดจากประเทศ
อังกฤษ3 และยังตรวจพบ aflatoxin น้ีในตัวอย่างเลือด
ในประเทศไนจีเรีย4 ซูดาน5 ญี่ปุ่น6 และกานา7 นอก
จากนั้นมีการศึกษาระดับของ aflatoxin - albumin
(AF-alb) adducts ในคนจากหลายประเทศทั้งใน
อัฟริกา, เอเชียตะวันออกเฉียงใต้ และยุโรป8 พบว่าคน
ในประเทศแกมเบยี เคนยา และในมณฑลกวางส ีของ

ประเทศจนี ได้รับ aflatoxin มากกว่าคนในประเทศไทย
แต่ตรวจพบได้น้อยในคนทางทวีปยุโรป9 และมี
รายงานพบความสัมพันธ์ระหว่างระดับของ AF-alb
adducts ในเลือดจากสายสะดือ และเลือดของแม่คน
เดียวกัน (matched maternal venous blood)10, 11 โดย
ปริมาณสารพิษที่ได้รับไม่ได้ขึ้นอยู่กับอายุหรือเพศ แต่
แปรเปลี่ยนตามฤดูกาล12

จากผลการศึกษาวิจัยเกี่ยวกับ aflatoxin ใน
ประเทศไทย พบว่ามีผู้ได้รับสารพิษน้ีเป็นเปอร์เซ็นต์สูง
ท่ีสุดในกรุงเทพฯ   รองลงมาคอือุบลราชธาน ี เชียงใหม่
สงขลา และนครราชสีมาตามลำดับ และปริมาณของ
AF-alb ที่ตรวจพบในผู้ที่มีค่าสูงอยู่ระหว่าง 50-2510
mg AF equivalent/ml13  แต่จากการตรวจเนือ้เย่ือตับ
ในคนไทยที่เป็นโรคมะเร็งตับจำนวน 15 ราย ไม่พบ
AFB

1
- DNA adduct ในเซลล์ของมะเร็งตับดังกล่าว

และมีเพียง 1 รายที่พบ mutation ของ p53 gene
ที่ codon 249 ซึ่งแสดงว่าอะฟลาท็อกซินอาจไม่ใช่
สาเหตุหลักของโรคมะเร็งตับในคนไทย14 และมีการ
ศึกษาพบว่า AFB

1
 เป็นต้นเหตุของการเกิด mutation

ของ p53 gene ที่ codon 24915 อย่างไรก็ตาม จาก
การศึกษาทางระบาดวทิยากลับพบว่าในหมู่ประชากรท่ี
มีอุบัติการณ์ของการติดเชื้อไวรัสตับอักเสบบีสูงจะพบ
ความสัมพันธ์ระหว่างการไดรั้บสารพิษ AFB

1
  และการ
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เกิดโรคมะเรง็ตับชนิด primary hepatocellular carci-
noma16, 17

Biological effective dose ของอะฟลาท็อกซิน
ในแต่ละคนสามารถวัดได้จากการตรวจหาปริมาณ
AF-alb adducts  ในซีร่ัม18   ซ่ึงปริมาณท่ีวัดได้จะแสดง
ถึงการได้รับสารพิษอะฟลาท็อกซิน ก่อนวันเจาะเลือด
2-3 เดือน  ส่วนการตรวจหา  AFB

1
-N

7
-guanine

adducts ในปัสสาวะ จะตรวจพบไดห้ลังจากไดรั้บสาร
AFB

1
 เข้าไปแล้วประมาณ 24-48 ช่ัวโมง19, 20 ดังน้ันการ

ตรวจวัดปริมาณ AFB
1
-alb adducts  ในซีรั่มจึงเป็น

การศึกษาถึงสภาวะการได้รับสารพิษนี้จากเชื้อราใน
ปัจจุบัน เนื่องจากยังไม่มีรายงานการศึกษาสารพิษ
ชนิดนี ้ในเด็กวัยเรียน ซึ ่งเป็นกลุ ่มที ่จะเป็นกำลัง
สำคัญของชาติ ดังนั้นการศึกษานี้มีวัตถุประสงค์เพื่อ
เปรียบเทียบปริมาณ AFB

1
-alb adducts ในซีรั่มของ

กลุ่มเด็กนักเรียนที่มีภูมิลำเนาต่างกัน เพื่อจะได้ข้อมูล
มาเป็นแนวทางในการวางแผนป้องกันโรคมะเร็งตับ
ในอนาคตตอ่ไป

วัสดุและวิธีการ

กลุ่มตัวอย่าง

เด็กนักเร ียนที ่ใช้ในการศึกษานี ้ มีอายุ
ระหว่าง 9-16 ปี เป็นนักเรียนชาย 133 ราย และ
นักเรียนหญิง 117 ราย มาจากโรงเรียนในเขตกรุงเทพฯ
2 โรงเร ียน ในเขตชนบทและชายแดนอีกแห่งละ
2 โรงเรียน รวมเป็น 6 โรงเรียน ทำการเจาะเลอืด 5 ml
จากเด็กนักเรียนที่ได้รับความยินยอมจากผู้ปกครอง
ให้เข้าร่วมโครงการนี้ได้ นำเลือดมาปั่นที่ความเร็ว
2500 รอบ/นาที ดูดซีร่ัมส่วนบนใส่หลอดขนาด 1.5 ml
แล้วเกบ็ไว้ท่ี -80oซ

วิธีตรวจวัดปริมาณ AF-alb adduct

นำซีรั่มแต่ละรายมาสกัด albumin ด้วยสาร

ละลาย saturated ammonium sulphate และ 1 M

acetic acid จากน้ันวัดปริมาณ albumin ในแต่ละราย

โดยใช้ BioRad assay18 แล้วนำ 2 mg ของ albumin

แต่ละรายมาสกัดเอา AF-alb adduct ออกมาด้วย

proteinase K และ bovine serum albumin และทำ

ให้บริสุทธิ์ด้วย column สำเร็จรูป (Sep-pak C 18,

USA) แลว้นำไประเหยใหแ้หง้ดว้ยเครือ่ง Speed vac

(Savant, USA) จากน้ันนำไปละลายอกีคร้ังด้วย phos-

phate buffer saline ท่ีมี 1% fetal calf serum 500 μl

แล้วจึงนำสารละลายนี้ไปวิเคราะห์หาปริมาณ AF-alb

adduct โดยวิธี Enzyme-linked immunosorbent

assay (ELISA)18

สถิติท่ีใช้ในการวิเคราะห์

ปริมาณ AF-alb adducts ในซีรั่มของเด็ก

นักเรียนทั ้งเขตกรุงเทพฯ และเขตชนบท (รวมเขต

ชายแดน) ได้จากการคำนวณผลโดยมีหน่วยเป็น pg

AF-Lysine equivalents per mg of albumin และ

แสดงผลเป็นร้อยละ แล้วเปรียบเทียบผลการตรวจหา

ปริมาณ AF-alb adducts ท่ีได้ โดยใช้ chi-square test

และกำหนดคา่ P ท่ี 0.05 เป็นค่านัยสำคัญทางสถติิ

ผลการศึกษา

จากการตรวจวัดปริมาณ AF-alb adducts

ในซีร่ัมของเดก็นกัเรยีน จำนวน 250 ราย ตรวจไมพ่บ

AF-alb 1 ราย อีก 249 ราย ตรวจพบโดยมค่ีาระหวา่ง

1.2-59.0 pg/mg เฉลี่ย 18.8 pg/mg เมื ่อเปรียบ

เทียบค่า AF-alb adduct ในเด็กนักเรียนที ่อยู ่ใน

เขตกรุงเทพฯ 125 ราย และเขตชนบทรวมเขตชายแดน

อีก 125 ราย พบว่าไม่มีความแตกตา่งกนั (P=0.068)

(ตารางที ่1)
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ตารางที ่1  แสดงปริมาณ AF-alb adducts ในซีร่ัมของเดก็นักเรียนในเขตกรงุเทพฯ และชนบท

วิจารณ์และสรุป

จากรายงานในประเทศอัฟริกาตะวันตก

พบว่าเด็กทารกอายุ 9 เดือน - 6 ปี หลังการหย่านม

มารดาแล้วร้อยละ 99 (475/479) ตรวจพบ AF-alb

adducts โดยมีค่าเฉลี่ย 32.8 pg/mg และพบว่าการ

ได้รับสารพิษ aflatoxin จากอาหารที่ปนเปื้อนด้วย

เช้ือราเป็นระยะเวลานานทำใหก้ารเจรญิเตบิโตลดลง21

ในประเทศไทยมีผู้ศึกษาปริมาณสารพิษ aflatoxin

พบเปอร์เซ็นต์สูงสุดอยู่ในกรุงเทพฯ รองลงมา คือ

อุบลราชธานี เชียงใหม่ สงขลา และนครราชสีมา

ตามลำดับ13 แต่ยังไม่มีรายงานการศึกษาดังกล่าวใน

เด็กไทย ในการศึกษานี ้คณะผู ้ว ิจัยจึงได้ตรวจหา

ปริมาณ AF-alb adducts ในซีรั ่มของเด็กนักเรียน

จำนวนทัง้หมด 250 ราย พบว่ามีเพียง 1 ราย เท่าน้ัน

ท่ีตรวจไม่พบ AF-alb adducts ส่วนทีเ่หลือ 249 ราย

(ร้อยละ 99.6) ตรวจพบ AF-alb adducts โดยมี

ค่าเฉลี่ย 18.8 pg/mg ซึ่งต่ำกว่าที่ตรวจพบในเด็ก

อัฟริกัน นอกจากนั้นเมื่อเปรียบเทียบระดับ AF-alb

adducts ในเดก็นักเรียนท่ีอยู่ในเขตกรงุเทพฯ และเขต

ชนบท พบว่าไม่มีความแตกต่างกัน ทั้งนี้น่าจะเป็น

ผลมาจากปัจจุบันการคมนาคมขนส่งสะดวก ทำให้

การนำผลติภัณฑ์อาหารตา่ง ๆ ไปจำหน่ายได้ท่ัวถึง ทำ

ให้อาหารและผลผลิตทางการเกษตรที่จำหน่ายในแต่

ละเขตมีสภาพใกล้เคียงกัน อย่างไรก็ตามการตรวจ

วัดปริมาณสารพิษดังกล่าวจากซีร ั ่มเป็นตัวชี ้ว ัด

สภาวะของแต่ละบุคคลที ่ได้ร ับสารพิษ aflatoxin

ในระยะ 2-3 เดอืนกอ่นการเจาะเลอืดเทา่นัน้22

โดยสรุปผลการศึกษานี ้แสดงให้เห ็นว ่า

AF-alb adducts ในซีรั ่มของเด็กนักเรียนที่อยู ่ใน

เขตกรุงเทพฯและเขตชนบทไม่มีความแตกต่างกัน

แต่พบว่าเด็กนักเรียนเกือบทั้งหมดในกลุ่มที ่นำมา

ศึกษานี้ได้รับสารพิษ aflatoxin จากอาหารที่บริโภค

อยู่เป็นประจำ ดังนั้น การระมัดระวังในการคัดเลือก

วัตถุดิบที่จะนำมาปรุงอาหาร จึงต้องปฏิบัติอยู่เสมอ

และตลอดเวลา  เพื ่อลดความเสี่ยงในการเป็นโรค

มะเรง็ตบัชนดิ hepatocellular carcinoma

กิตติกรรมประกาศ

โครงการวิจัยน้ี ได้รับการสนับสนุนงบประมาณ

จากกรมการแพทย์ กระทรวงสาธารณสุข ปี พ.ศ.

2546-2547 ผู้วิจัยขอขอบคณุ Prof. Dr. Christopher

Paul Wild ซึ ่งปัจจุบันดำรงตำแหน่ง Director

กลุ่มนักเรียน                   ปริมาณ AF-alb adducts ในซีร่ัม (pg/mg)

< 5.0 5-10 >10-20 >20-30 >30 รวม

n (ร้อยละ) n (ร้อยละ) n (ร้อยละ) n (ร้อยละ) n (ร้อยละ)

เขตกรุงเทพฯ 4 (3.2) 13 (10.4) 50 (40) 42 (33.6) 16 (12.8) 125

เขตชนบทและชายแดน 7 (5.6) 11 (8.8) 69 (55.2) 24 (19.2) 14 (11.2) 125

รวม 11 (4.4) 24 (9.6) 119 (47.6) 66 (26.4) 30 (12.0) 250

P = 0.068
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(IARC) ประเทศฝร่ังเศส ท่ีให้คำปรึกษา แนะนำ และ

อนุเคราะหส์าร antibody และ standard AFB
1
 lysine

ทีใ่ช้ในการทำวจัิยนี ้และ ดร. สุนนัทา จริยาเลศิศกัดิ์

งานพนัธุศาสตร ์กลุ่มงานวจัิย สถาบันมะเรง็แหง่ชาติ

ท่ีได้ให้คำแนะนำทีเ่ป็นประโยชน์ในการเขียนรายงานนี้
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วิชุดา ไตรรัตน์อภิชาต

ผ่องพรรณ รมหิรัญ

ความสัมพันธ์ระหว่างระดับ AFP ในซีรั่มกับไวรัส

ตับอักเสบบี อายุและเพศของผู้ท่ีมารับบริการตรวจ

ท่ีสถาบันมะเร็งแห่งชาติ

บทคัดย่อ มะเร็งเซลล์ตับเป็นมะเร็งที่พบบ่อยในประเทศไทย ปัจจุบันยังไม่มีสารบ่งชี้มะเร็งที่ดีและเหมาะสมที่สุดใน
การวินิจฉัยมะเร็งเซลล์ตับ มีเพียง Alpha-fetoprotein (AFP) เท่านั้นที่เป็นสารบ่งชี้มะเร็งที่นิยมใช้ในการตรวจติดตาม
และวินิจฉัยมะเร็งเซลล์ตับในประชากรกลุ่มเสี่ยง การศึกษาในครั้งนี้มีวัตถุประสงค์เพื่อเปรียบเทียบดูความสัมพันธ์
ระหว่างระดับ AFP ในซีร่ัมกับผลการตรวจไวรัสตับอักเสบบี อายุและเพศของผู้ท่ีมารับบริการตรวจท่ีสถาบันมะเร็งแห่งชาติ
คณะผู้วิจัยได้รวบรวมผลการตรวจวิเคราะห์ทางห้องปฏิบัติการของผู้มารับบริการตรวจที่สถาบันมะเร็งแห่งชาติ
โดยแบง่เปน็ 2 กลุม่ คอื กลุม่ผู้ทีไ่ม่เปน็มะเรง็เซลลต์บัรวม 545 ราย (เปน็ผูท้ีไ่ม่พบการตดิเชือ้ไวรสัตบัอักเสบบจีำนวน
330 ราย และผู้ติดเช้ือไวรัสตับอักเสบบีจำนวน 215 ราย) และกลุม่ผู้ป่วยมะเรง็เซลล์ตับ (HCC) จำนวน 61 ราย พบระดบั
AFP ทีสู่งเกนิ 20 ng/ml เทา่กบัร้อยละ 0.9 และ 62.3 ในผูท้ีไ่ม่เปน็และเปน็มะเรง็เซลลต์บัตามลำดบั

การศกึษานีย้งัพบวา่รอ้ยละ 2.3 ของกลุม่ผู้ทีไ่ม่เปน็มะเรง็เซลลต์บั แตไ่ดรั้บเชือ้ไวรสัตบัอักเสบบมีีระดบั AFP สูง
อายุเฉลี่ยของผู้ที่มีระดับ AFP สูง สูงกว่าผู้ที่มีระดับ AFP ปกติ และพบว่าเพศชายมีระดับ AFP สูงกว่าเพศหญิง
สำหรับในกลุ่มผู้ป่วยมะเร็งเซลล์ตับไม่พบความสัมพันธ์ระหว่างระดับ AFP ในซีรั่มกับไวรัสตับอักเสบบี อายุและเพศ
ผลจากการศกึษานีพ้บรอ้ยละ 2.3 ของผูท้ีเ่ปน็พาหะของไวรสัตบัอักเสบบมีีระดบั AFP ขึน้สงู ดงันัน้กลุม่คนเหลา่นีค้วร
จะได้รับการตรวจติดตามเพื่อตรวจหามะเร็งเซลล์ตับระยะเริ่มแรกต่อไป (วารสารโรคมะเร็ง 2552;29:108-114.)

Abstract Correlation between Serum AFP Level and HBsAg, Age and Sex in Subjects of the National Cancer
Institute, Thailand
by Aree Prasitthipayong, Anant Karalak, Vichuda Triratapichat, Phongphan Romhirun

Pathology Division, National Cancer Institute, Bangkok

Hepatocellular carcinoma (HCC) is one of the most common cancer in Thailand. Serum alpha-
fetoprotien (AFP) is widely used for HCC screening and has been suggested as a tumor marker for
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monitoring and diagnosis of hepatocellular carcinoma (HCC) in high-risk population. In this study, we
aimed to demonstrate the correlation between serum AFP level and HBsAg, age and sex in HCC and
normal subjects of the National Cancer Institute, Thailand. The laboratory data from computerized records
of the laboratory information system (LIS) were collected. Two groups of sample comprised 545 non-HCC
subjects as control group (215 with viral hepatitis B infection and 330 without viral hepatitis B infection) and
61 patients with HCC. Elevation of serum AFP level (>20 ng/ml) was detected in 0.9% in controls and
62.3% in HCC patients. In addition, high serum AFP levels were found in 2.3% of controls who were
infected with hepatitis B virus. Mean age was higher in controls who had high serum AFP levels, and male
had higher serum AFP level than female. In HCC patients, no correlation of serum AFP level with HBsAg
with age and sex was found. From our findings, 2.3% of the HBsAg carriers had elevation of AFP level,
therefore, these carriers should be further investigated for early detection of HCC. (Thai Cancer J
2009;29:108-114.)

บทนำ

Alpha-fetoprotein (AFP) เป็น glycoprotein
สร้างจาก yolk sac ตับ และทางเดนิอาหารของทารก
ในครรภ์ โดยระดับของ AFP จะเพิ่มสูงสุดระหว่าง
สัปดาห์ที่ 12 และ 16 แล้วค่อยๆ ลดลงจนถึงคลอด
หลังคลอดระดบั AFP จะลดลงอยา่งรวดเรว็จนกระทัง่
ทารกอายไุด้ 1 ปี ระดับของ AFP จึงเท่ากับระดับปกติ
ในผู้ใหญ่ ระดับของ AFP ที่สูงขึ้นในซีรั่มของผู้ใหญ่มี
ความสำคัญเนื่องจากสามารถใช้เป็นสารบ่งชี้มะเร็ง
(tumor marker) ที่สำคัญในการตรวจวินิจฉัยมะเร็ง
เซลล์ตับ (hepatocellular carcinoma, HCC) นอกจาก
นี้ยังใช้ในการติดตามการตอบสนองต่อการรักษา และ
อาจใช้ในการวินิจฉัยมะเร็งของเซลล์สืบพันธุ์ (germ
cell tumor) ได้1-3 ปัจจุบัน AFP เป็นสารบ่งชี้มะเร็งที่
เป็นที่ยอมรับและใช้ประโยชน์ในการตรวจคัดกรอง
และวินิจฉัยโรคมะเร็งเซลล์ตับในประชากรกลุ่มเสี่ยง
โดยทำการตรวจรว่มกับการตรวจดว้ยคล่ืนเสียงความถี่
สูง (ultrasound, US) ทุก 3-6 เดือน4 การตรวจหาระดบั
AFP ในซีรั่มสามารถทำการตรวจวิเคราะห์ได้ง่าย ได้
ผลเร็ว ผู้ป่วยไม่ต้องเตรียมตัวเป็นพิเศษ แต่ข้อจำกัด
ของ AFP คืออาจพบระดับ AFP ปกติในระยะแรกของ
มะเร็งเซลล์ตับ และพบระดับ AFP สูงกว่าปกติได้ใน
ภาวะอ่ืนๆ ท่ีไม่ใช่มะเร็ง เช่น ตับอักเสบเร้ือรัง ไวรัสตับ
อักเสบ ตับแข็ง โดยในกลุม่ผู้ป่วยท่ีไม่ใช่มะเร็งตับระดับ

AFP จะสูงข้ึนแบบไม่คงท่ีและมีค่าสูงกว่าปกติเล็กน้อย
เท่านั้น5

มะเร็งตับเป็นโรคมะเร็งที่พบได้บ่อยและเป็น
สาเหตุการตายที่สำคัญ ทั่วโลกพบว่าสูงเป็นอันดับ 5
ในเพศชาย และอนัดบั 8 ในเพศหญงิ โดยแตล่ะปีพบ
ผู้ป่วยรายใหม่ท่ีเป็นชายจำนวน  442,119 ราย และเป็น
หญิงจำนวน 184,043 ราย ซึ่งร้อยละ 80 ของมะเร็ง
ตับท่ีพบเป็นชนิดเซลล์ตับ (HCC)6,7  มะเร็งเซลล์ตับพบ
มากในประเทศแถบเอเชียและมีปัจจัยเสี่ยงที่สำคัญ
คือการติดเชื้อไวรัสตับอักเสบบี (HBV) และไวรัสตับ
อักเสบซี (HCV)8,9

สำหรบัมะเรง็ตบัในประเทศไทยมอุีบัติการณ์
เกิดสูงโดยพบมากเปน็อันดับแรกในเพศชายและอนัดับ
สามในเพศหญิง10,11 และพบภาวะการติดเชื้อไวรัสตับ
อักเสบบใีนประชากรไทยคอ่นขา้งสงู การศกึษาในครัง้
น้ีมีวัตถุประสงค์เพ่ือเปรียบเทียบดูความสัมพันธ์ระหว่าง
ระดับ AFP ในซีรั่มกับผลการตรวจไวรัสตับอักเสบบี
อายุ และเพศของผูท่ี้มารับบริการตรวจทีส่ถาบันมะเร็ง
แห่งชาติ

วัสดุและวิธีการ

กลุ่มตัวอย่าง

กลุ่มตัวอย่างที่ใช้ในการศึกษานี้เป็นผู้มารับ
บริการตรวจที่สถาบันมะเร็งแห่งชาติในช่วงปี พ.ศ.
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2549-2551  โดยมีผลการตรวจวิเคราะห์ทางห้อง
ปฏิบัติการอิมมูโนวิทยาและพยาธิวิทยา กลุ่มงาน
พยาธิวิทยา ซึ่งประกอบด้วยผลการตรวจ AFP และ
HBsAg จากงานอิมมูโนวิทยา ผลการตรวจทาง
จุลพยาธิจากงานพยาธิวิทยา คณะผู ้ว ิจ ัยได้แบ่ง
กลุ่มตัวอย่างเป็น 2 กลุ่ม คือ กลุ่มผู้ที่ไม่เป็นมะเร็ง
เซลล์ตับจำนวน 545 ราย ซ่ึงได้แก่ผู้ท่ีไม่พบการตดิเช้ือ
ไวรัสตับอักเสบบี (HBsAg ให้ผลลบ) จำนวน 330 ราย
และผูท้ีพ่บภาวะการตดิเชือ้ไวรสัตบัอักเสบบ ี (HBsAg
ให้ผลบวก) จำนวน 215 ราย และกลุ่มผู้ป่วยมะเร็ง
เซลล์ตับ (HCC) อีกจำนวน 61 ราย

การตรวจหาระดับ AFP

การตรวจหาระดับ AFP ในซีรั่มใช้หลักการ
electrochemiluminescence immunoassay (sand-
wich immunoassay, ECLIA) (Roche Diagnostics,
สวิสเซอร์แลนด์) โดยปฏิบัติตามขั้นตอนที่ระบุไว้ใน
เอกสารที่แนบมากับชุดน้ำยาของบริษัท ในการศึกษา
น้ีใช้ระดับ AFP ท่ี 20 ng/ml เป็นค่า cutoff12

การตรวจหาแอนติเจนชนิดผิวของไวรัสตับ

อักเสบบี (hepatitis B surface antigen,

HBsAg)

การทดสอบหา HBsAg ในซีรั่มใช้หลักการ
microparticle enzyme immunoassay (MEIA)
(Abbott Laboratories, สหรัฐอเมริกา) โดยปฏบัิติตาม
ขั้นตอนที่ระบุไว้ในเอกสารที่แนบมากับชุดน้ำยาของ
บริษัท

การวิเคราะห์ข้อมูลทางสถิติ

การศึกษานี้ผู้วิจัยใช้โปรแกรมคอมพิวเตอร์
ในการบันทึกข้อมูลและคำนวณทางสถิติ ได้แก่ ค่าเฉล่ีย
(mean), ค่าเบ่ียงเบนมาตรฐาน (standard deviation,
SD), พิสัย (range) ; ใช้ chi-square หรือ Fisher's
exact test เพ่ือวิเคราะหดู์ความสมัพันธ์ระหวา่งระดบั
AFP ในซีรั่มกับผลการตรวจไวรัสตับอักเสบบีและเพศ
และใช้ student's t-test วิเคราะห์ดูความสัมพันธ์
ระหว่างระดับ AFP ในซีรั่มกับอายุในผู้ที่มารับบริการ
ตรวจท่ีสถาบันมะเร็งแห่งชาติ โดยกำหนดคา่ P ท่ี 0.05
เป็นค่านัยสำคัญทางสถิติ

ตารางที ่ 1 ความสัมพันธ์ระหว่างระดบั AFP ในซีร่ัมกับไวรัสตับอักเสบบี

                              ระดับ AFP

   กลุ่มตัวอย่าง จำนวน < 20 ng/ml >20 ng/ml ค่า P
จำนวน (ร้อยละ) จำนวน (ร้อยละ)

ผู้ที่ไม่เป็นมะเร็งเซลล์ตับ
HBsAg ลบ 330 330 (100) 0 (0) 0.009
HBsAg บวก 215 210 (97.7) 5 (2.3)
รวม 545 540 (99.1) 5 (0.9)

ผู้ป่วยมะเร็งเซลล์ตับ
HBsAg ลบ 29 11 (37.9) 18 (62.1) 1.000
HBsAg บวก 32 12 (37.5) 20 (62.5)
รวม 61 23 (37.7) 38 (62.3)
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                            ผู้ท่ีไม่เป็นมะเร็งเซลล์ตับ (n=545)          ผู้ป่วยมะเร็งเซลล์ตับ (n=61)

                                         ระดับ AFP ค่า P                   ระดับ AFP ค่า P
<20 ng/ml >20 ng/ml <20 ng/ml >20 ng/ml

อายุ (ปี)
mean+SD 48.2± 11.1 52.0± 11.1 0.000 53.5± 8.8 56.0± 13.3 0.844
range 17-85 39-62 34-73 27-94

เพศ
ชาย 134 (97.1%) 4 (2.9%) 0.017 18 (34.6%) 34 (65.4%) 0.278
หญิง 406 (99.8%) 1 (0.2%) 5 (55.6%) 4(44.4%)

อัตราส่วน 0.33:1 4.0:1 3.6:1 8.5:1
(ชาย:หญิง)

ตารางที ่ 2 ความสัมพันธ์ระหว่างระดบั AFP ในซีร่ัมกับอายุและเพศ

ผลการศึกษา

ความสัมพันธ์ระหว่างระดับ AFP ในซีร่ัมกับ

ผลการตรวจไวรัสตับอักเสบบี

จากการศึกษานี ้พบว่าในกลุ ่มผู ้ไม ่เป ็น
มะเร็งเซลล์ตับตรวจพบระดบั AFP ในซีร่ัมสูง (>20 ng/
ml) ในผู้ท่ีมี HBsAg บวก จำนวน 5 ราย คิดเป็นร้อยละ
2.3 แต่ไม่พบ AFP สูงในผู้ท่ีมี HBsAg ลบโดยมีความ
แตกต่างกันอย่างมีนัยสำคัญทางสถิติ (P=0.009)
ส่วนกลุ่มผู้ป่วยมะเร็งเซลล์ตับไม่พบความแตกต่างกัน
ของระดับ AFP ระหว่างกลุ่มผู้ท่ีมีการติดเช้ือและไม่ติด
เชื้อไวรัสตับอักเสบบี (P=1.000) ดังรายละเอียดที่
แสดงในตารางที ่ 1

ความสัมพันธ์ระหว่างระดับ AFP ในซีร่ัมกับ

อายุและเพศ

กลุ ่มต ัวอย ่างท ี ่ ไม ่ เป ็นมะเร ็งเซลล ์ต ับ
จำนวน 545 ราย มีอายุเฉล่ียของผู้ท่ีมีระดับ AFP < 20
ng/ml ต่ำกว่าผู ้ที ่มี AFP>20 ng/ml อย่างมีนัย

สำคัญทางสถิติ (48.2 และ 52.0 ปี ตามลำดับ, P=
0.000) และในเพศชายพบผู ้ที ่มี AFP>20 ng/ml
(ร้อยละ 2.9) สูงกว่าเพศหญิง (ร้อยละ 0.2) อย่างมี
นัยสำคัญทางสถิติ (P=0.017) สำหรับกลุ่มตัวอย่างที่
เป็นผู้ป่วยมะเร็งเซลล์ตับจำนวน 61 ราย ไม่พบความ
แตกตา่งของอายแุละเพศระหวา่งกลุม่ผู้ทีมี่ระดบั AFP
<20 ng/ml และ >20 ng/ml (P=0.844 และ 0.278
ตามลำดับ) (ตารางที ่ 2)

วิจารณ์และสรุป

ในประเทศไทยมีรายงานพบประชากรที่เป็น
พาหะของไวรัสตับอักเสบบีถึงร้อยละ 6-10 หรือ
ประมาณ 6 ล้านคน11 มีการศึกษาพบว่าในพื้นที่ที่มี
อุบัติการณ์การติดเชื้อไวรัสตับอักเสบบีสูง ผู้ที ่เป็น
พาหะของไวรัสตับอักเสบบีมีโอกาสเกิดมะเร็งตับ
มากกว่าผู้ที่ไม่มีการติดเชื้อถึง 100 เท่า13 การศึกษา
ครั้งนี้พบว่าผู้ป่วยมะเร็งตับที่มารับบริการที่สถาบัน
มะเร็งแห่งชาติมีการติดเชื้อไวรัสตับอักเสบบีร่วมด้วย
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จำนวน 32 รายจากผู้ป่วยจำนวน 61 ราย คิดเป็นร้อยละ
52.5 ในขณะทีก่ารศกึษาของโรงพยาบาลศริิราชช่วงปี
พ.ศ. 2537-2538 พบผู้ป่วยมะเร็งตับที่มีการติดเชื้อ
ไวรัสตับอักเสบบีร่วมด้วยร้อยละ 62.514

Alpha-fetoprotein (AFP) เป็นสารบ่งช้ีมะเร็ง
ที่สำคัญในการใช้ตรวจคัดกรอง และวินิจฉัยมะเร็ง
เซลล์ตับในประชากรกลุม่เส่ียง ซ่ึงพบว่าร้อยละ 70-90
ของผู้ป่วยมะเร็งตับมีระดับ AFP สูงกว่าปกติ 15 ในการ
ศึกษาน้ี พบผู้ป่วยมะเร็งเซลล์ตับท่ีมีระดับ AFP สูง (>20
ng/ml) ร้อยละ 62.3 ส่วนในผู้ที่ไม่เป็นมะเร็งเซลล์ตับ
พบระดับ AFP สูงเพียงร้อยละ 0.9 เท่าน้ัน และมีอัตรา
ส่วนของเพศชายต่อเพศหญิงในผู้ป่วยมะเร็งเซลล์ตับ
5.8:1 เมื ่อเปรียบเทียบกับการศึกษาในผู้ป่วยชาว
อินเดีย พบผู้ที่มีระดับ AFP>20 ng/ml ร้อยละ 45.4
และมีอัตราส่วนของเพศชายต่อเพศหญิง 6.4:116

การศึกษาครั้งนี ้พบว่าในผู้ที ่ไม่เป็นมะเร็ง
เซลล์ตับแต่ได้รับเช้ือไวรัสตับอักเสบบีมีระดับ AFP สูง
กว่าผู้ที่ไม่ได้รับเชื้อซึ่งสอดคล้องกับรายงานการศึกษา
อื่นที่ผ่านมา1,12,17 ส่วนในกลุ่มผู้ป่วยมะเร็งเซลล์ตับไม่
พบความแตกต่างของระดับ AFP ระหว่างผู้ที่ได้รับ
เชื้อและไม่ได้รับเชื้อไวรัสตับอักเสบบีซึ่งสอดคล้องกับ
รายงานการศึกษาในผู้ป่วยของโรงพยาบาลศิริราช14

ผู้ป่วยชาวเกาหลี18 และผู้ป่วยชาวตะวันตก19 แต่ยังมี
การศึกษาอื่นๆ ที่ให้ผลต่างจากการศึกษาครั้งนี้คือพบ
ความสมัพันธร์ะหวา่งระดบั AFP กับไวรัสตับอักเสบบี
ในผู้ป่วยมะเร็งเซลล์ตับ1,16,20

นอกจากไวรัสตับอักเสบบีแล้ว ยังพบว่าใน
ผู้ที่ไม่เป็นมะเร็งเซลล์ตับระดับ AFP มีความสัมพันธ์
กับอายุและเพศ ซ่ึงแตกตา่งจากการศกึษาของ Chen12

และ Liaw21   ซ่ึงพบว่าระดับ AFP ไม่มีความสัมพันธ์กับ
อายุและเพศ นอกจากนี้ยังมีรายงานการศึกษาที่พบ
ว่าระดับ AFP ไม่มีความสัมพันธ์กับอายุแต่มีความ
สัมพันธ์กับเพศ1 ส่วนการศึกษาในกลุ่มผู้ป่วยมะเร็ง
เซลล์ตับครั้งนี้ไม่พบความสัมพันธ์ระหว่างระดับ AFP

ในซีรั่มกับอายุและเพศเช่นเดียวกับรายงานการศึกษา
ในผู้ป่วยชาวยุโรป1 อย่างไรก็ตามการศึกษาครั้งนี้อาจ
มีข้อจำกัดเกี ่ยวกับจำนวนผู้ป่วยมะเร็งเซลล์ตับซึ่ง
มีเพียง 61 ราย และอาจมีผลต่อการวิเคราะห์ความ
สัมพันธ์ระหว่างระดับ AFP กับปัจจัยต่างๆของผู้ป่วย
นอกจากนี้ยังมีปัจจัยอื ่นๆ ของผู้ป่วยที่ยังไม่ได้ทำ
การศึกษา และอาจมีผลต่อระดับ AFP ได้ซึ่งได้แก่
ระยะความรุนแรงของโรค ขนาดของก้อนเนื้อมะเร็ง
พยาธิสภาพอื่นๆ สารเคมีและพฤติกรรมการบริโภค
ของผู้ป่วย เป็นต้น

ปัจจุบัน แม้ว่า AFP จะไม่สามารถใช้ตรวจ
คัดกรองมะเร็งเซลล์ตับได้ครบทุกราย แต่ก็ยังไม่พบ
สารบ่งชี ้มะเร็งตัวใดที ่ดีและเหมาะสมที่สุดในการ
ตรวจคดักรองและวนิิจฉัยมะเรง็เซลลตั์บท่ีนำมาแทนที่
AFP ได้ ดังนั้นจึงจำเป็นต้องมีการศึกษาวิจัยเพิ่มเติม
เพื่อให้ได้สารบ่งชี้มะเร็งที่จำเพาะและมีความไวสูงขึ้น
การป้องกันสาเหตุและหลีกเลี่ยงปัจจัยเสี่ยงต่างๆ จึง
เป็นวิธีที่ดีที่สุดในการป้องกันและลดอุบัติการณ์การ
เกิดมะเร็งตับในประเทศไทย โดยเฉพาะการป้องกัน
การติดเชื ้อไวรัสตับอักเสบบี ซึ ่งในอนาคตเป็นที ่
คาดหวงัว่าอุบัติการณ์การเกดิมะเรง็ตับในประเทศไทย
น่าจะลดลงเนื ่องจากประเทศไทยได้มีโครงการให้
วัคซีนป้องกันไวรัสตับอักเสบบีแก่เด็กแรกเกิดทุกราย
และจากการสำรวจของคณะแพทยศาสตรจุ์ฬาลงกรณ์
มหาวิทยาลัยในปี พ.ศ. 2549 ซึ่งเป็นเวลา 12 ปีหลัง
จากมีโครงการให้วัคซีนป้องกันไวรัสตับอักเสบบีแก่
เด็กแรกเกิด พบว่าสามารถลดภาวะการติดเชื้อไวรัส
ตับอักเสบบีลงได้ โดยพบพาหะของไวรัสตับอักเสบบี
ในกลุ่มเด็กอายตุ่ำกวา่ 18 ปีท่ีได้รับและไม่ได้รับวัคซีน
เท่ากับร้อยละ 0.98 และ 1.36 ตามลำดบั 22 นอกจาก
นี้การตรวจคัดกรองไวรัสตับอักเสบบีและซีในโลหิต
และส่วนประกอบของโลหิตทุกยูนิตก่อนให้ผู ้ป่วยก็
เป็นวิธีป้องกันการติดเชื้อไวรัสตับอักเสบในผู้รับโลหิต
อีกวิธีหนึ่ง
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สรุปผลการศึกษานี้พบว่าร้อยละ 2.3 ของ
กลุ่มผู้ที่ไม่เป็นมะเร็งเซลล์ตับ แต่ได้รับเชื้อไวรัสตับ
อักเสบบีมีระดับ AFP สูง อายุเฉล่ียของผู้ท่ีมีระดับ AFP
สูง สูงกว่าผู้ที่มีระดับ AFP ปกติ และพบว่าเพศชาย
มีระดับ AFP สูงกว่าในเพศหญงิ สำหรับในกลุ่มผู้ป่วย
มะเร็งเซลล์ตับไม่พบความสัมพันธ์ระหว่างระดับ AFP
ในซร่ัีมกบัไวรสัตบัอักเสบบ ีอายแุละเพศ

กิตติกรรมประกาศ

ขอขอบคุณ ดร.สุนันทา จริยาเลิศศักดิ์ งาน
พันธุศาสตร์ กลุ่มงานวิจัย สถาบันมะเร็งแห่งชาติ ที่
ให้คำแนะนำทีเ่ป็นประโยชน์ในการศึกษาและเขียนงาน
วิจัยครั้งนี้
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ความสัมพันธ์ระหว่าง GSTM1 Gene Polymorphism กับการ

เส่ียงต่อการเกิดโรคมะเร็งช่องปากในจังหวัดสุราษฎร์ธานี

บทคัดย่อ โรคมะเร็งช่องปากเป็นปัญหาสำคัญด้านสาธารณสุขของประเทศไทยโดยเฉพาะในทางภาคใต้ซึ่งรวมถึง
จังหวัดสุราษฎร์ธานี และมีแนวโน้มที่จะพบผู้ป่วยเสียชีวิตเพิ่มมากขึ้นทุกปี  อย่างไรก็ตามผู้ป่วยมะเร็งช่องปากระยะ
เริ่มแรกนั้นรักษาให้หายได้  การตรวจคัดกรองเพื่อค้นหาผู้ป่วยมะเร็งช่องปากระยะเริ่มแรกให้พบตั้งแต่ยังไม่มีอาการ
จึงเปน็เรือ่งทีมี่ความสำคญัรบีดว่น มีรายงานวา่ GSTM1 gene (GSTM1) ซ่ึงทำหนา้ทีส่ร้างเอน็ซยัมท์ำลายพษิของสาร
ก่อมะเร็งนั้นมีความหลากหลายทางพันธุกรรม (polymorphism) และมีความสัมพันธ์กับความเสี่ยงต่อการเกิด
โรคมะเร็งหลายชนิด การศึกษาครั้งนี้มีวัตถุประสงค์เพื่อศึกษาความสัมพันธ์ระหว่าง GSTM1 polymorphisms
กับการเสี่ยงต่อการเกิดโรคมะเร็งช่องปากในประชากรของจังหวัดสุราษฎร์ธานี โดยการตรวจหาความถี่ของ GSTM1
genotypes [GSTM1 normal (GSTM1+) และ GSTM1 null genotype (GSTM1-)] จาก DNA ที่สกัดได้จาก
เมด็เลอืดขาวของกลุม่ผู้ป่วยมะเรง็ชอ่งปาก 200 ราย และกลุม่คนปกต ิ200 ราย ดว้ยวธิ ีpolymerase chain reaction
(PCR) ผลของการตรวจหา GSTM1 polymorphism พบว่าโดยภาพรวมความถี่ของ GSTM1 genotypes ระหว่าง
กลุ่มผู้ป่วยมะเร็งช่องปากกับกลุ่มคนปกติมีความแตกต่างกันอย่างมีนัยสำคัญทางสถิติ (P<0.001) และพบว่าผู้ที่มี
GSTM1- มีอัตราเสี่ยงในการเกดิมะเรง็ชอ่งปากเพิม่ขึน้ 1.95 เทา่เมีอ่เปรยีบเทยีบกบัผู้ทีมี่ GSTM1+ [Odds ratio (OR)
= 1.95, 95% confidence interval = 1.31-2.90] นอกจากนี้ยังพบว่า GSTM1 polymorphism มีความสัมพันธ์
กบัการเพิม่ความเสีย่งของการเกดิโรคมะเรง็ชอ่งปากในผูท้ีสู่บบุหรี ่ดืม่แอลกอฮอล ์และเคีย้วหมากอกีดว้ย โดยสรปุผล
ของการศึกษานี้แสดงให้เห็นว่า GSTM1 polymorphism มีความสัมพันธ์กับการเกิดโรคมะเร็งช่องปาก และGSTM1-
เป็นปัจจัยเพ่ิมความเส่ียงของโรคมะเร็งช่องปาก ดังน้ัน การตรวจหา GSTM1 polymorphism จึงน่าจะใช้ช่วยตรวจคัดกรอง
หาผู้ที่มีความเสี่ยงสูงและนำไปสู่การวินิจฉัยโรคมะเร็งช่องปากระยะเริ่มแรกในประชากรของจังหวัดสุราษฎร์ธานีได้
(วารสารโรคมะเร็ง 2552;29:115-125.)
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Abstract Association between GSTM1 Gene Polymorphism and Oral Cavity Cancer in Suratthani Province
by Danai Tiwawech1, Somjin Chindavijak 2, Sudjit Tongnun3 and Takafumi Ishida4

1Research, and  2Otolaryngology Divisions, National Cancer Institute, Bangkok 10400, Thailand.
3Suratthani Cancer Center, Suratthani province 84000, Thailand
4Unit of Human Biology and Genetics, Department of Biological Sciences, School of Science,
University of Tokyo, Tokyo, Japan

Oral cavity cancer (OCC) is a serious malignant disease in Thailand, particularly in the South, including
Suratthani province, with a trend to increase in the number of its death yearly.  However, patients with
early stages of OCC are treatable. Hence, a mass screening for early stages of OCC patients without
cancer-related symptoms is urgent. GSTM1 gene (GSTM1) that produced enzyme for detoxification of
carcinogens has been reported to be polymorphic and associated with the risk of several cancer develop-
ments.  The purpose of this study is to investigate the association between GSTM1 polymorphisms and the
risk of OCC development in Suratthani province population. The frequency of GSTM1 genotypes [GSTM1
normal  (GSTM1+) and GSTM1 null genotype (GSTM1-)] was detected in DNA extracted from peripheral
white blood cells of 200 cases of OCC patients and 200 healthy controls using the polymerase chain
reaction (PCR) assay. Overall, the frequency of GSTM1 genotypes between OCC and healthy control
groups was significantly different (P<0.001). Individuals with GSTM1- had increased risk about 1.95-fold
for OCC development as compared with those GSTM1+ [Odds ratio (OR) = 1.95, 95% confidence interval
= 1.31-2.90]. In addition, GSTM1 polymorphism was found to be associated with an increased risk of OCC
development in cigarette smokers, alcohol drinkers, and betel-nut chewers. In conclusion, the findings of
this study suggest that GSTM1 polymorphism is associated with the risk of OCC development and the
GSTM1- is the key factor for increasing the risk of OCC. Therefore, the detection of GSTM1 polymorphism
is a useful tool in screening for the high-risk group that may be lead to identification of early stages of OCC
in population who reside in Suratthani province. (Thai Cancer J 2009;29:115-125.)

Keywords: GSTM1 gene, polymorphism, oral cavity cancer, Suratthani province, PCR

บทนำ

โรคมะเร็งเป็นปัญหาสำคัญทางด้านสาธารณสุข

ท่ีก่อให้เกิดความสูญเสียทางดา้นเศรษฐกจิและทำลาย

ชีวิตประชากรโลกไปปีละมากมายรวมท้ังในประเทศไทย

จากสถิติสาธารณสขุของประเทศไทยป ีพ.ศ. 2550 พบ

วา่โรคมะเรง็เปน็สาเหตกุารตายอนัดบัที ่ 1 ของสาเหตุ

การตายทัว่ประเทศโดยในป ีพ.ศ. 2546 และ 2550 มี

ผู ้เสียชีว ิตด้วยโรคมะเร็ง 49,682 และ 523,434

รายตามลำดับ และอุบัติการณ์ของโรคมะเร็งนี้ยังมี

แนวโน้มเพิ่มขึ้นทุกปีอีกด้วย1 สำหรับโรคมะเร็งช่อง

ปากและหลอดอาหาร (cancer of oral cavity and

pharynx) มีรายงานว่าตรวจพบในชายไทยสูงเป็น

อันดับที่ 4 โดยมีอัตราเกิดประมาณ 6.8 รายต่อแสน

ประชากร2 และพบว่าอุบัติการณ์ของโรคมะเร็งช่อง

ปากน้ันพบได้มากท่ีสุดในภาคใต้ของประเทศโดยเฉพาะ

ในจังหวัดสงขลา3 รวมท้ังในจังหวัดสุราษฎร์ธานี ดังน้ัน

โรคมะเร็งช่องปากจึงนับได้ว่าเป็นโรคที่มีความสำคัญ

ซึ่งควรที่จะทำการควบคุมอย่างจริงจัง

จากสถิติของสถาบันมะเร็งแห่งชาติปี พ.ศ.

2550 พบว่าโรคมะเร็งช่องปากเป็นโรคที่พบได้บ่อย

และโรคนี้เป็นสาเหตุของการตายที่ค่อนข้างสูงโรค
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หนึ่ง4 เป็นที่น่าสังเกตว่าผู้ป่วยมะเร็งช่องปากที่ตรวจ

พบในสถาบันมะเร็งแห่งชาตินั้น ส่วนใหญ่เป็นโรคใน

ระยะสดุท้าย ซ่ึงมีการพยากรณโ์รคและการตอบสนอง

ต่อการรักษาไม่ดี ผู้ป่วยกลุ่มนี้มักเสียชีวิตภายในหนึ่ง

ปีหลังจากตรวจพบมะเร็ง อย่างไรก็ตามผู้ป่วยมะเร็ง

ช่องปากในระยะเริ่มแรกนั้นสามารถรักษาโรคให้หาย

ขาดได้ ด้วยเหตุผลดังกล่าวการตรวจหาผู้ป่วยมะเร็ง

ช่องปากให้พบโดยเร็วตั้งแต่เป็นโรคในระยะเริ่มแรก

ในกลุม่คนไทยทีมี่ความเสีย่งสงูของโรคมะเรง็ชอ่งปาก

โดยอาศัยตัวบ่งชี้ทางพันธุกรรม (genetic marker)

แล้วติดตามตรวจหาโรคมะเร็งช่องปากในระยะเริ ่ม

แรกในกลุ่มคนที่มีความเสี่ยงสูงเหล่านี้อย่างละเอียด

อีกครั ้งหนึ ่ง โดยใช้การตรวจหา specific tumor

marker ร่วมกับการตรวจทางด้านรังสีวินิจฉัย และ

การตรวจทาง physical examination ทุกๆ 4 เดือน

จึงเป็นเรื่องจำเป็นเร่งด่วนในการป้องกันและควบคุม

โรคร้ายนี้ในอนาคต

ในปัจจุบันความเจริญก้าวหน้าทางด้านเทคโนโลยี

ของอณชีูววิทยา (molecular biology) ทำใหท้ราบวา่

ในมนุษย์นั้นมีความหลากหลายทางพันธุกรรม (ge-

netic polymorphism) ซึ่งมีผลทำให้แต่ละบุคคลมี

ความไวในการเกดิโรคมะเรง็ได้ไม่เท่ากัน5 เช่น มีความ

หลากหลายทางพันธุกรรมของ gene ที่ทำหน้าที่ต้าน

การเกิดโรคมะเร็ง (p53 tumor suppressor gene)

การเผาผลาญ (metabolism) และการทำลายพิษ

(detoxification) ของสารก่อมะเร็งชนิดต่างๆ และ

การซ่อมแซม DNA ที่ถูกทำลายไปได้ไม่เหมือนกันซึ่ง

ความหลากหลายทางพันธุกรรมที่ค้นพบเหล่านี้พบว่า

สามารถนำไปประยุกต์ใช้เป็นประโยชน์ในการทำนาย

และการค้นหากลุ่มคนที่มีความเสี่ยงสูงต่อการเกิดโรค

มะเร็งนำไปสู่การตรวจพบผู้ป่วยมะเร็งระยะเริ่มแรก

ได้หลายชนิด เช่น โรคมะเร็งปอด6 กระเพาะอาหาร7

ลำไส้ใหญ่8  โพรงหลังจมูก9  กระเพาะปัสสาวะ10

เต้านม11 และตับ12 เป็นต้น

เนื ่องจากมีหลักฐานทางระบาดวิทยาพบ

ว่าการได้รับสารก่อมะเร็งไนโตรซามีนและสาร poly-

cyclic aromatic hydrocarbons (PAHs) จากควันบุหร่ี

และการเคี้ยวหมาก รวมทั้งการดื่มแอลกอฮอล์เป็น

ปัจจัยสำคัญทำให้เกิดโรคมะเร็งช่องปากในคน13-19

และพบว่า GSTM1 polymorphism มีความสัมพันธ์

กับการเกิดโรคมะเร็งหลายชนิดได้แก่ โรคมะเร็ง

ลำไส้ใหญ่8 โพรงหลังจมูก9 เต้านม11 ตับ12 ปอด20

กระเพาะปัสสาวะ21 ผิวหนัง22 ช่องปาก23 กระเพาะ

อาหาร24 ต่อมลูกหมาก25  รังไข่26 และปากมดลกู27 ซ่ึง

มีสาเหตุมาจากสารก่อมะเร็งดังกล่าว จึงเป็นไปได้ว่า

GSTM1 polymorphism น้ีน่าจะมีบทบาทในการทำให้

เกิดโรคมะเร็งช่องปากในคนไทยได้ ดังนั้นการศึกษา

ความสัมพันธ์ระหว่าง GSTM1 polymorphism กับ

การเกิดโรคมะเรง็ช่องปาก โดยใช้วิธี PCR จึงเป็นเร่ือง

ที่น่าสนใจเป็นอย่างยิ่งเพื่อที่จะได้พิจารณานำการ

ตรวจหา GSTM1 polymorphism น้ีไปใช้ประโยชนใ์น

การทำนายและติดตามค้นหากลุ่มคนที่มีความเสี่ยง

สูงของโรคมะเร ็งช ่องปากซึ ่งจะกลายเป็นผู ้ป ่วย

มะเร็งช่องปากระยะเริ่มแรกในอนาคต

จากสถิติและทะเบียนมะเร็งระดับประชากร

ของจังหวัดสุราษฎร์ธานีพบว่าอัตราการเกิดโรคมะเร็ง

ช่องปากและคอมีค่าค่อนข้างสูงโดยตรวจพบใน

เพศชาย และหญิงมีค่าประมาณ 9.6 และ 4.8 ราย

ต่อแสนประชากรตามลำดับ นอกจากนี้ยังพบว่าอัตรา

การเกิดของโรคมะเร็งดังกล่าวนี้มีแนวโน้มที่จะเพิ่ม

มากข้ึน (หน่วยทะเบยีนมะเร็ง ศูนย์มะเร็งสุราษฎร์ธานี,

2546) ดังนั ้นคณะผู้วิจัยจึงมีวัตถุประสงค์เพื ่อทำ

การศึกษาถึงความสมัพันธ์ระหว่าง GSTM1 polymor-

phism กับโรคมะเร็งช่องปากในประชากรของจังหวัด
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สุราษฎร์ธานีขึ้นโดยใช้วิธี PCR และคาดว่าจะใช้องค์

ความรู้ที ่ได้รับนี้เป็นข้อมูลพื้นฐานในการศึกษาหา

วิธีควบคุม และป้องกันโรคมะเร็งช่องปากอย่างมี

ประสิทธิภาพต่อไป

วัสดุและวิธีการ

การเก็บตัวอย่างเม็ดเลือดขาว

เจาะเลือดของผู้ป่วยมะเร็งช่องปาก (stage
I-II  จำนวน 13 ราย และ stage III-IV จำนวน 187 ราย
ซึ ่งมี histological types เป็น squamous cell
carcinoma 185 ราย และ adenocarcinoma 15 ราย)
ที่มีภูมิลำเนาอยู่ในจังหวัดสุราษฎร์ธานี มีอายุตั้งแต่
30-80 ปี ซึ ่งเข ้าร ับการตรวจรักษาที ่ศ ูนย์มะเร ็ง
สุราษฎร์ธานี และสถาบันมะเร็งแห่งชาติ กรมการแพทย์
กระทรวงสาธารณสุข จำนวน 200 ราย ๆ ละ 7 มิลลิลิตร
ใส่ใน EDTA tube (EDTA blood 7 ml) จากนั้นนำ
ไปปั่นแยกเม็ดเลือดขาวที่ความเร็ว 2500 rpm นาน
20 นาที และเก็บเม็ดเลือดขาวที่ได้ทั้งหมดไว้ที่ -40oซ
จนกว่าจะนำไปใช้ ในขณะเดียวกันทำการเก็บเม็ด
เลือดขาวจากกลุ่มคนปกติที่มีภูมิลำเนาอยู่ในจังหวัด
สุราษฎร์ธานี  และมีอายุใกล้เคียงกับกลุ ่มผู ้ป่วย
มะเร็งช่องปาก ซึ่งมารับการตรวจร่างกายประจำปีที่
ศูนย์มะเร็งสุราษฎร์ธานี และสถาบันมะเร็งแห่งชาติ
กรมการแพทย ์กระทรวงสาธารณสขุ จำนวน 200 ราย
เพือ่ใช้เปน็กลุม่เปรยีบเทยีบ

การสกัด DNA

นำเม็ดเลือดขาวของผู้ป่วยมะเร็งช่องปาก
ทุกรายมาสกดั DNA ด้วยน้ำยาสำเรจ็รูป QuickGene
DNA whole blood kit S และใช้เครื ่องสกัดรุ ่น
QuickGene-810 (FUJIFILM Corporation, Japan)
โดยปฏิบัติตามคำแนะนำที่มากับชุดน้ำยา ซึ่ง DNA
ที่สกัดได้มีความเข้มข้นเท่ากับ 40 ng/μl จากนั้นนำ

DNA ที่สกัดได้ไปเก็บไว้ในตู้แช่แข็งที่อุณหภูมิ -40oซ
จนกว่าจะนำไปใช้

การตรวจหา GSTM1 polymorphism ด้วย วิธี

PCR

ในการตรวจใช้ primers 2 ชุด คือ ชุดที่ 1
สำหรับตรวจหา GSTM1: 5'-GAA CTC CCT GAA AAG
CTA AAG C-3' และ 5'-GTT GGG CTC AAA TAT
ACG GTG G-3'  ส่วนชุดท่ี 2 สำหรับตรวจหา  human
β-globin: 5'-AAC TTC ATC CAC GTT CAC C-3'  และ
5'-GAA GAG CCA AGG ACA GGT AC-3'
โดยมีขั้นตอนในการตรวจดังนี้คือ นำ PCR reaction
mixture 50 μl [36.7 μl ของ double distilled water +
5 μl ของ PCR buffer ท่ีมี  MgCl

2
 + 5 μl ของ dNTP +

1 μl ของ 20 pmole ของแตล่ะ primer + 0.3 μl ของ
Taq DNA polymerase + 1 μl ของ DNA template]
ไป incubated ท่ี 94oซ นาน 5 นาที ก่อนการทำ PCR
จากนั้นเพิ่มจำนวน DNA โดยการทำ PCR ดังนี้คือ
94oซ นาน 10 วินาที, 58oซ นาน 20 วินาที และ 72oซ
นาน 45 วินาทีเป็นจำนวน 40 รอบแล้วตามดว้ย 72oซ
นาน 5 นาที  PCR product ของ GSTM1 ที่ได้จะมี
ขนาด 215 base pair ใน 2.5% agarose gel
electrophoresis เมื่อย้อมด้วย ethidium bromide
ในการทำ PCR ทุกคร้ังใช้ human β-globin เป็น DNA-
positive control (PCR product มีขนาด 268 base
pair) และใช้ double distilled water เป็น DNA-
negative control (รูปท่ี 1 และ 2 )

การวิเคราะห์ข้อมูลทางสถิติ

ในการวิเคราะห์ข้อมูลทางสถิติใช้โปรแกรม
คอมพิวเตอร์สำเร็จรูป EpiCalc2000 (http://www.myatt.
demon.co.uk/epicalc.htm) โดยการคำนวณหาค่า
Chi-square และคา่ P เพ่ือเปรียบเทยีบความสมัพันธ์



119GSTM1 Gene Polymorphism กับการเส่ียงต่อการเกิดโรคมะเรง็ช่องปาก ดนัย ทิวาเวช และคณะ

ระหว่างลักษณะของกลุ่มผู ้ป่วยมะเร็งช่องปากกับ
กลุ่มคนปกติ (กำหนดให้ข้อมูลมีความแตกต่างกัน
อย่างมีนัยสำคัญทางสถิติเมื่อ P <0.05) พร้อมทั้ง

ประเมินความเสี ่ยงต่อการเกิดโรคมะเร็งด้วยการ
คำนวณหาค่า odds ratio (OR) และค่า 95%
confidence interval (CI) โดยใช้ logistic regression

รูปท่ี 1 PCR products ของ GSTM1 polymorphism หลังจากผ่านข้ันตอนการทำ agarose gel electrophore
sis และย้อมด้วย ethidium bromide จะมีขนาด 215 base pair (bp) ในการทำ PCR ทุกครั้งใช้
human β-globin เป็น DNA-positive control (PCR product มีขนาด 268 bp) และใช้ double distilled
water เป็น DNA-negative control

รูปท่ี 2 การวิเคราะห์ผลของ GSTM1 polymorphism ที่ได้จากผู้ป่วยมะเร็งช่องปาก 16 ราย (W8-W30)
ในการทำ PCR product และผ่านการทำ electrophoresis บน 2.5% agarose gel  ตามด้วยการ
ย้อมด้วย ethidium bromide.  M = 100 bp size marker, W 10, 13, 19 และ 29 = GSTM1+,  W 8,
11, 14, 18, 20-22, 24-26, 28 และ 30 = GSTM1-

βββββ-globin (268 bp)

GSTM1 (215 bp)

GSTM1  genotypes

   Normal                  Null

(GSTM1+)          (GSTM1-)

M  W W W  W W W W  W W  W  W W W W W W

8 10 11 13 14 18 19 20 21 22 24 25 26 28 29 30

GSTM1- : [1 แถบของ βββββ-globin (268 bp)]

GSTM1+ :  [2  แถบของ βββββ-globin (268 bp) & GSTM1 (215 bp)]
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ผลการศึกษา

ในการศึกษานี้มีกลุ่มผู้ป่วยมะเร็งช่องปาก
จำนวน 200 ราย เป็นชาย 100 ราย หญิง 100 ราย
และมีอายุเฉลี่ย 68.1 ปี (ค่า SD=9.6) สำหรับกลุ่ม
คนปกตน้ัินมีจำนวน 200 ราย เป็นชาย 100 ราย หญิง
100 ราย และมีอายุเฉลี่ย 67.6 ปี (ค่า SD=10.3)
โดยพบว่าทั้งสองกลุ่มไม่มีความแตกต่างในด้าน อายุ
การนับถือศาสนา การสูบบุหร่ี การด่ืมแอลกอฮอล์ และ
การเคี้ยวหมาก (ตารางที่ 1)

จากการศึกษาความสัมพันธ์ของ GSTM1
polymorphism กับการเพิ่มอัตราเสี่ยงต่อการเกิดโรค
มะเร็งช่องปาก ระหว่างกลุ่มผู้ป่วยมะเร็งช่องปากกับ

กลุ่มคนปกตพิบว่าโดยรวมผูท่ี้มี GSTM1- เส่ียงต่อการ
เกิดมะเร็งช่องปากสูงกว่าผู้ที่มี GSTM1+ ประมาณ
2 เท่า (OR = 1.95, 95%CI = 1.31-2.90) และเมื่อ
แยกวิเคราะห์ตามพฤติกรรมเสี ่ยงพบว่า GSTM1
genotype ชนิด GSTM1- มีความสมัพันธกั์บการเพิม่
อัตราเสี ่ยงต่อการเกิดโรคมะเร็งช่องปากในผู ้ที ่ม ี
พฤติกรรมการสูบบุหร่ี (OR = 2.80, 95%CI = 1.63-
4.80) การด่ืมแอลกอฮอล์ (OR = 3.03, 95%CI = 1.73-
5.28) และการเค้ียวหมาก (OR = 2.35, 95%CI = 1.35-
4.07) ในทางตรงกันข้ามไม่พบความสัมพันธ์ระหว่าง
GSTM1 polymorphism กับการเสี่ยงต่อการเกิดโรค
มะเร็งช่องปากในผู ้ที ่ไม่มีพฤติกรรมเสี ่ยงดังกล่าว
(ตารางที ่2)

ตารางที่ 1 ลักษณะทั่วไปของกลุ่มผู้ป่วยมะเร็งช่องปากและกลุ่มคนปกติ

มะเร็งช่องปาก (n=200) คนปกติ (n=200) P value

อายุ 0.616

     Mean 68.1 67.6

SD 9.6 10.3

ศาสนา  0.317

พุทธ 199 200

อิสลาม 1 0

การสูบบุหรี่  0.131

สูบ 120 105

ไม่สูบ 80 95

การดื่มแอลกอฮอล์  0.228

ดื่ม 113 101

ไม่ดื่ม 87 99

การเคี้ยวหมาก 0.385

เคี้ยว 111 102

ไม่เคี้ยว 89 98

SD = standard deviation
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ตารางที ่ 2 ความสัมพันธ์ระหว่าง GSTM1 polymorphism กับการเสี่ยงต่อการเกิดโรคมะเร็งช่องปากโดย
รวมและแยกตามพฤติกรรมที่เสี่ยงต่อการเกิดมะเร็งช่องปาก

               มะเร็งช่องปาก                คนปกติ OR (95%CI)
GSTM1+ GSTM1- GSTM1+ GSTM1-

โดยรวม 83 117 116 84 1.95 (1.31-2.90)
การสูบบุหรี่
สูบ 43 77 64 41 2.80 (1.63-4.80)
ไม่สูบ 40 40 52 43 1.21 (0.67-2.19)

การดื่มแอลกอฮอล์
ดื่ม 40 73 63 38 3.03 (1.73-5.28)
ไม่ดื่ม 43 44 53 46 1.18 (0.66-2.10)

การเคี้ยวหมาก
เคี้ยว 42 69 60 42 2.35 (1.35-4.07)
ไม่เคี้ยว 41 48 56 42 1.56 (0.88-2.78)

วิจารณ์และสรุป

จากความเจริญก้าวหน้าทางด้าน molecular
epidemiology ทำให้ทราบว่ามนุษย์มีความหลาก
หลายทางพันธุกรรม และสามารถนำคุณสมบัติ
ดังกล่าว ไปประยุกต์ใช้เป็นประโยชน์ในการทำนาย
และค้นหากลุ่มคนท่ีมีความเส่ียงสูงต่อการเกิดโรคมะเร็ง
เพื ่อให้ตรวจพบโรคมะเร็งระยะเริ ่มแรกได้มากขึ ้น
จากการศึกษาท่ีผ่านมาพบว่าการเกิดโรคมะเร็งช่องปาก
ในคนไทยทางภาคใตน้ั้น มีสาเหตมุาจากการไดรั้บสาร
ก่อมะเร็งไนโตรซามีน และสาร PAHs จากควันบุหรี่
และการเคี้ยวหมาก รวมทั้งการดื่มแอลกอฮอล์โดย
ไม่ทราบถึงกลไกในการทำให้เกิดโรคมะเร็งช่องปาก
ที่แน่ชัด แต่เชื่อว่าสารก่อมะเร็งเหล่านี้น่าจะเป็นตัว
initiator ทำให้เกิด DNA adducts ข้ึนในนิวเคลียสของ
เซลล์ในช่องปากทำใหเ้ซลล์ดังกล่าวมี DNA ท่ีผิดปกติ
ในขณะเดยีวกัน human papilloma virus (HPV) อาจ
จะทำหนา้ทีเ่ป็นตวั promotor กระตุน้ใหเ้ซลล์ท่ี DNA
ผิดปกติเหล่านั้นแบ่งตัวเพิ่มจำนวนมากขึ้นจนกระทั่ง
กลายเป็นมะเร็งในที่สุด13-19, 28-30

โดยทัว่ไปสารกอ่มะเรง็จะเปน็ pro-carcino-
gens ซ่ึงต้องถูกกระตุ้นโดย Phase I enzymes [cyto-
chrome 450 (CYP 450) super gene family]
ให้กลายเปน็ ultimate carcinogen ซ่ึงสามารถจบักับ
DNA (DNA adducts) ในนิวเคลียสของเซลล์ทำให้เกิด
การกลายพันธ์ุ (mutations) บนยีนใน DNA และกระตุ้น
ให้เกิดโรคมะเรง็ (initiating carcinogenesis) ในท่ีสุด
ส่วน Phase II enzymes สามารถทำลายพษิ (detoxify)
ของสารก่อมะเร็งได้ ซึ่งเป็นการช่วยป้องกันการเกิด
DNA adducts มีรายงานว่า glutathione S-trans-
ferase (GST) ของมนุษย์เป็น supergene family
ซึ่งมีอย่างน้อย 4 classes คือ alpha, mu, pi และ
theta31 และในแต่ละ class ประกอบด้วยยีนหลาย
ชนิดยกเว้น pi class ตามปกติ GSTs ทำหน้าที่เป็น
Phase II enzymes โดยการใช ้glutathione เข้าจับกับ
(conjugation) electrophilic substances ซึ่งเป็น
ultimate carcinogen และขับสารดังกล่าวออกจาก
ร่างกาย32
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Glutathione S-transferase M1 (GSTM1)
เป็นโปรตีนที่อยู่ใน mu class isoenzyme ทำหน้าที่
สำคัญในการทำลายพิษของสารก่อมะเร็งเช่น afla-
toxin B1, PAHs และ nitrosamines ที ่มีอยู ่ใน
อาหารและควันบุหรี ่ มีรายงานว่า GSTM1 gene
(GSTM1) มีความหลากหลายทางพันธุกรรมและมี
ความสัมพันธ์กับการเกิดโรคมะเร็งหลายชนิด โดยพบ
ว่าประมาณร้อยละ 50 ของชาว Caucasian และ
ชาว Asian ไม่มี GSTM1 (GSTM1 null genotype:
GSTM1-)33-35 นอกจากนี้ยังพบว่าประมาณร้อยละ
20-30 ของชาวอเมรกัินอัฟริกันไม่มี GSTM1 เช่นกัน36

มีรายงานวา่คนกลุม่ท่ีไม่มี GSTM1 (GSTM1-) น้ีจะมี
ความไวต่อการเกิดโรคมะเร็งหรือมีความเสี ่ยงต่อ
การเป็นโรคมะเร ็งมากกว่าคนกลุ ่มที ่ม ี GSTM1
(GSTM1 present genotype : GSTM1+) เนือ่งจาก
กลุ่มคนดังกล่าวไม่สามารถสร้าง GSTM1 ไปทำลาย
พิษของสารก่อมะเร็งได้ จากการศึกษาด้านระบาด
วิทยาโมเลกุลเกี่ยวกับความสัมพันธ์ระหว่าง GSTM1
polymorphisms กับโรคมะเร็งช่องปากพบว่า GSTM1-
มีความสัมพันธ์กับการเพิ ่มอัตราเสี ่ยงของการเกิด
โรคมะเร็งช่องปากและความเสี ่ยงของโรคมะเร็งนี ้
มักจะเกี่ยวข้องกับประวัติการสูบบุหรี่37-38

จากข้อมูลการวิจัยพบว่าการได้รับสารก่อ
มะเร็งไนโตรซามีน และ PAHs จากควันบุหรี่ และ
การเคี้ยวหมาก รวมทั้งการดื่มแอลกอฮอล์เป็นปัจจัย
ร่วมที่สำคัญในการทำให้เกิดโรคมะเร็งช่องปากใน
คนไทย และพบว่า GSTM1 polymorphism มีความ
สัมพันธ์กับการทำลายพิษของสารก่อมะเร็งดังกล่าว
จึงเชื่อว่า GSTM1 polymorphism น่าจะมีบทบาท
เกี ่ยวข้องกับการเกิดโรคมะเร็งช่องปากในคนไทย
เนื่องจากในประเทศไทยยังมีข้อมูลการศึกษาเกี่ยวกับ
GSTM1 polymorphism ในผู้ป่วยมะเร็งช่องปาก
น้อยมาก การศึกษาถึงประโยชน์ของ GSTM1 poly-
morphism ในการนำไปใช้ทำนายและติดตามค้นหา

ผู้ที่มีความเสี่ยงสูงต่อการเกิดโรคมะเร็งช่องปากเพื่อ
ให้พบมะเร็งช่องปากระยะเริ ่มแรกเพิ ่มขึ ้น อนึ ่งมี
รายงานพบอัตราการเกิดโรคมะเร็งช่องปากและคอ
ในจังหวัดสุราษฎร์ธานีนั้นค่อนข้างมากและมีแนวโน้ม
สูงขึ้น คณะผู้วิจัยจึงได้เลือกศึกษาความสัมพันธ์ของ
GSTM1 polymorphism กับอัตราเส่ียงต่อการเกิดโรค
มะเร็งช่องปาก ในจังหวัดสุราษฎร์ธานีเพ่ือประโยชนใ์น
การหาแนวทางที่จะช่วยลดอัตราการเกิดและอัตรา
การตายจากโรคมะเรง็ชนดินีใ้นประชากรทีมี่ภูมิลำเนา
ในจังหวัดสุราษฎร์ธานี

การประยุกต์ใช้ความก้าวหน้าด้าน molecular
biology ในการตรวจหาความหลากหลายทางพนัธุกรรม
ของมนุษย์เพื่อใช้เป็นการทำนาย และค้นหากลุ่มคน
ที่มีความเสี่ยงสูงต่อการเกิดโรคมะเร็งเพื่อให้พบโรค
มะเร็งระยะเริ่มแรกเพิ่มขึ้นนับว่าเป็นแนวทางหนึ่งที่จะ
ช่วยทำใหก้ารป้องกัน และควบคมุโรคมะเรง็ช่องปากมี
ประสิทธิภาพดียิ่งขึ้น ผลจากการศึกษาครั้งนี้แสดงให้
เห็นว่าสามารถตรวจพบ GSTM1 polymorphism
ในเม็ดเลือดขาวของกลุ่มผู้ป่วยมะเร็งช่องปากและ
กลุ่มคนปกตไิด้ด้วยวิธี PCR assay และยังช้ีให้เห็นว่า
ความถีข่องการตรวจพบ GSTM1 polymorphism ใน
กลุ่มผู้ป่วยมะเร็งช่องปากมีความแตกต่างจากกลุ่ม
คนปกติอย่างมีนัยสำคัญทางสถิติ จึงเชื ่อว่าการ
ตรวจหา GSTM1 polymorphism น่าจะนำไปประยกุต์
ใช้เป็น genetic risk factor ช่วยในการตรวจวินิจฉัย
และคน้หาผูป่้วยมะเรง็ช่องปากระยะเริม่แรกในคนไทย
ได้ อย่างไรก็ตามควรตระหนักว่าการใช้ GSTM1
polymorphism เพียงอย่างเดียวเพื ่อการวินิจฉัย
โรคมะเร็งช่องปากนั้นไม่เพียงพอ เนื่องจาก GSTM1
polymorphism ยังสามารถตรวจพบในโรคมะเร็งอีก
หลายชนิด5-12 ดังนั้นควรใช้ GSTM1 polymorphism
ร่วมกับการตรวจสอบประวัติ ผลการตรวจร่างกาย
ผลการตรวจทางพยาธิวิทยา และผลการตรวจทาง
ห้องปฏิบัติการอื ่นๆ ของผู ้ป่วยเพื ่อช่วยทำให้การ
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วินิจฉัยโรคมะเร็งช่องปากถูกต้องมากขึ้น เป็นที่น่า
สังเกตว่าผลของการศึกษานี้พบว่าผู้ที่มี GSTM1- นั้น
จะมีความเสี่ยงในการเกิดโรคมะเร็งช่องปากเพิ่มขึ้น
1.95 เท่าเมี่อเปรียบเทียบกับผู้ที่มี GSTM1+ (OR =
1.95, 95% CI = 1.31-2.90) ซ่ึงสอดคล้องกับรายงาน
การวิจัยก่อนหน้านี้ของ Zhuo W และคณะโดยพบว่า
GSTM1- สามารถเพิ่มความเสี่ยงในการเกิดโรคมะเร็ง
ช่องปากในชาวเอเชียได้แต่ไม่พบความเสี่ยงดังกล่าว
ในชาว Caucasians38 อย่างไรก็ตามรายงานการวิจัย
นี้ไม่สอดคล้องกับรายงานการวิจัยของ Cha IH และ
คณะซึ่งพบว่าผู้ที่มี GSTM1- เพียงอย่างเดียวนั้นจะ
ไม่เพิ ่มความเสี ่ยงในการเกิดโรคมะเร็งช่องปากได้
ในขณะที่ผู้ที่มี GSTM1- ร่วมกับ CYP1A1 (m2/m2)
จะเพ่ิมความเส่ียงในการเกิดโรคมะเร็งช่องปากมากข้ึน40

นอกจากนี้ในการศึกษาครั้งนี้ยังพบความสัมพันธ์ของ
GSTM1 polymorphism กับการเพิ่มความเสี่ยงของ
เกดิโรคมะเรง็ชอ่งปากในกลุม่ของผูท้ีมี่ GSTM1- และ
มีพฤติกรรมเสี่ยงได้แก่ การสูบบุหรี ่ (OR = 2.80,
95%CI = 1.63-4.80) การด่ืมแอลกอฮอล์ (OR = 3.03,
95%CI = 1.73-5.28) และการเคีย้วหมาก (OR = 2.35,
95%CI = 1.35-4.07) ซ่ึงตรงกบัรายงานการวจัิยอ่ืนๆ
ก่อนหนา้นี้14,16,22

ในปัจจุบันการตรวจหา GSTM1 polymor-
phism ด้วยวิธี PCR assay ที่ใช้กันทั่วไป (conven-
tional) ยังมีข้อจำกัดอยู่มากเนื่องจากมีความซับซ้อน
ในการตรวจใชเ้วลานาน (5-6 ช่ัวโมง) และตอ้งใชส้าร
ก่อมะเร็ง (ethidium bromide) ในการยอ้มแถบ DNA
บน agarose gel จึงทำให้ว ิธ ี PCR assay
ไม่มีความปลอดภัย และไม่เหมาะที่จะนำไปใช้ใน
การตรวจคัดกรองตัวอย่างที่มีจำนวนมากๆ (mass
screening) ได้ ดังน้ันการวิจัย และพัฒนาวิธีการตรวจ
แบบ real-time PCR ซึ่งไม่มีความซับซ้อน ใช้เวลา
น้อยกว่า (1-2 ชั่วโมง) และไม่ต้องใช้สาร ethidium
bromide ในการย้อมแถบ DNA รวมทั้งสามารถทำ

การตรวจได้รวดเร็วครั้งละหลายๆ ตัวอย่าง จึงเป็นวิธี
ที่มีความปลอดภัย และเหมาะที่จะนำไปใช้ทดแทน
วิธีการตรวจด้วยวิธี PCR assay ได้เป็นอย่างดี ซึ่ง
คณะผู้วิจัยที ่กลุ ่มงานวิจัย สถาบันมะเร็งแห่งชาติ
ได้พัฒนาวิธีการตรวจหา GSTM1 polymorphism
โดยใช ้ real-time PCR แล้วพบว่าได้ผลดี41

ผลการวิจัยนี้แสดงให้เห็นว่า GSTM1 poly-
morphism มีความสัมพันธ์กับการเสี่ยงต่อการเกิด
โรคมะเร็งช่องปาก ดังนั้นจึงสรุปได้ว่าการตรวจหา
GSTM1 polymorphism น้ีน่าจะนำไปใชป้ระโยชน์เป็น
ตัวช่วยบ่งชี้ในการตรวจคัดกรองหาผู้ที่มีความเสี่ยง
สูงตอ่การเกดิโรค เพือ่ใหต้รวจพบมะเรง็ชอ่งปากระยะ
เริ่มแรกได้มากขึ้น
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Yuttana Sudjaroen

Plant-Derived Phenolic Antioxidants and Cancer

Prevention

Abstract Oxidative stress imposed by reactive oxygen species (ROS) plays a crucial role in the pathophysio-
logy associated with cancer and atherosclerosis. The ROS-induced development of cancer involves
malignant transformation due to altered gene expression through epigenetic mechanisms as well as DNA
mutations. The phenolic antioxidants play an important role in the chemoprevention of diseases especially
cancer by reduced excess ROS. This article reviews the classification of major phenolic compound such as,
phenolic acids and flavonoids, and the role of phenolic compound in cancer prevention. Future studies are
not only elucidated mechanism related to direct antioxidant of phenolic compounds, but also to their ability
to bind cellular receptors and transporters and influence gene expression, cell signaling, and cell adhesion
(Thai Cancer J 2009;29:126-134.)

Keywords: phytochemicals, antioxidant, phenolic compounds, cancer prevention

บทคัดย่อ สารต้านอนุมูลอิสระกลุ่มฟีนอลลิกกับการป้องกันมะเร็ง
โดย ยุทธนา สุดเจริญ

คณะวิทยาศาสตร์และเทคโนโลยี มหาวิทยาลัยราชภัฏสวนสุนันทา

ภาวะ Oxidative stress โดยกลุ่มออกซิเจนที่ว่องไวต่อการทำปฏิกิริยาหรือ ROS นั้น เป็นกลไกสำคัญทางพยาธิ
สรีระวิทยาที่เกี ่ยวข้องกับมะเร็งและโรคหลอดเลือดหัวใจ ROS ทำให้เกิดมะเร็งโดยการเปลี่ยนแปลงการแสดง
ออกของยีนของเซลล์ปกติ สารต้านอนุมูลอิสระกลุ่มฟีนอลลิกสามารถป้องกันการเกิดโรคดังกล่าวได้โดยลดปริมาณ ROS
ที่มีมากเกินไปในร่างกาย บทความนี้ได้กล่าวถึงการจำแนกสารกลุ่มฟีนอลลิกที่พบบ่อย เช่น ฟีนอลลิกแอซิด และ
ฟลาโวนอยด ์ตลอดจนกลไกการปอ้งกนัโรคมะเรง็ การศกึษาในอนาคตนัน้จะไมไ่ดค้น้ควา้หากลไกของสารฟนีอลลกิใน
การป้องกันโรคมะเร็งโดยตรงเพียงอย่างเดียว หากแต่ยังรวมถึงความสามารถของฟีนอลลิกในการจับกับตัวรับ และตัว
ขนส่งของเซลล์ ที่มีผลต่อการแสดงออกของยีน, การส่งสัญญาณระหว่างเซลล์ และการยึดติดกันของเซลล์ (วารสาร
โรคมะเร็ง 2552;29:126-134.)
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Introduction

Lipid peroxidation, a radical chain

oxidation of unsaturated fatty acids, causes not

only food deterioration but also DNA, cell

membrane and tissue damages in human body.

Antioxidants have been widely used to delay or

prevent oxidation of fats and oils. Butylated

hydroxyanisol (BHA) and butylated hydroxytoluene

(BHT), the most commonly used synthetic antioxi-

dants, show high efficacy, but their use in food has

been partially restricted due to their undesirable

effect on the enzymes of human organs. Natural

antioxidants, such as tocopherols and ascorbic

acid, are also practically used but less active than

synthetic ones. Consequently, there is currently a

strong worldwide interest in searching for new and

safe antioxidants from natural sources1-3. There are

multiple lines of evidence that oxidative stress

imposed by reactive oxygen species (ROS) plays

a key role in carcinogenesis. Oxidative modifica-

tion of cell signal transduction by ROS may result

in dysfunctional cell growth, differentiation, and

death - often together with DNA mutations - that

ultimately lead to the development of cancer.

Epidemiological studies have revealed that a high

consumption of antioxidant-rich fruits and

vegetables is inversely correlated with the inci-

dence of cancer4-7.

The National Cancer Institute of the

United States has identified approximately 40

plant-based foods that exert cancer-preventive

effects, including green tea, red wine, soybean,

ginger, onion, cabbage, cauliflower, Brussels

sprouts, and turmeric 8. The most promising

findings have been associated with antioxidant

vitamins and their precursors, which are abun-

dant in dark, green leafy vegetables, and yellow/

orange fruit and vegetables. Polyphenols or

phenolic compounds, a family of phenolic

phytochemicals, are among the most prevalent

antioxidants in fruits, vegetables, grains, and some

beverages, and have been proposed as primary

chemopreventive agents.

Considerable attention has been focused

on identifying naturally occurring antioxidative

phenolics that are able to reduce excess ROS.

However, it has been suggested that the consump-

tion of large amounts of a single dietary antioxi-

dant supplement is deleterious to human health9.

The current consensus from epidemiological and

human studies is that a low risk of cancer is more

strongly related to a diet rich in multiple antioxi-

dants than to one supplemented with an individual

antioxidant10, 11.

I. Phenolic compounds

Phenolics are compounds possessing

one or more aromatic rings with one or more

hydroxyl groups and generally are categorized as

phenolic acids, flavonoids, stilbenes, coumarins,

and tannins. Phenolics are the products of

secondary metabolism in plants, providing essen-
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tial functions in the reproduction and the growth of

the plants; acting as defense mechanisms against

pathogens, parasites, and predators, as well as

contributing to the color of plants. In addition to

their roles in plants, phenolic compounds in our

diet may provide health benefits associated with

reduced risk of chronic diseases. Among the 11

common fruits consumed in the United States,

cranberry has the highest total phenolic content,

followed by apple, red grape, strawberry, pine-

apple, banana, peach, lemon, orange, pear, and

grapefruit12. It is estimated that flavonoids

account for approximately two thirds of the

phenolics in our diet and the remaining one third

are from phenolic acids.

A. Flavonoids

Flavonoids are a group of phenolic com-

pounds with antioxidant activity that have been

identified in fruits, vegetables, and other plant

foods and that have been linked to reducing the

risk of major chronic diseases. More than 4000

distinct flavonoids have been identified. They com-

monly have a generic structure consisting of two

aromatic rings (A and B rings) linked by 3 carbons

that are usually in an oxygenated heterocycle ring,

or C ring (Figure 1). Differences in the generic

structure of the heterocycle C ring classify them as

flavonols, flavones, flavanols (catechins),

flavanones, anthocyanidins, and isoflavonoids

(Figure 2). Flavonols (quercetin, kaempferol, and

myricetin), flavones (luteolin and apigenin),

flavanols (catechin, epicatechin, epigallocatechin,

epicatechin gallate, and epigallocatechin

gallate), flavanones(naringenin), anthocyanidins,

and isoflavonoids (genistein) are common

flavonoids in the diet (Figure 3).

Flavonoids are most frequently found in

nature as conjugates in glycosylated or esterified

forms but can occur as aglycones, especially as a

result of the effects of food processing. Many

different glycosides can be found in nature; 80

different sugars have been discovered bound to

flavonoids 13. Anthocyanidins give the red and blue

colors in some fruits and vegetables. Human

intake of all flavonoids is estimated at a few

hundred milligrams14 to 650 mg/d 15. The total

average intake of flavonols (quercetin, myricetin,

and kaempferol) and flavones (luteolin and

apigenin) was estimated as 23 mg/d, of which

quercetin contributed 70%; kaempferol, 17%;

myricetin, 6%; luteolin, 4%; and apigenin 3%16.

B. Phenolic acids

Phenolic acids can be subdivided into

two major groups, hydroxybenzoic acids and

hydroxycinnamic acids (Figure 4). Hydroxyben-

zoic acid derivatives include p-hydroxybenzoic,

protocatechuic, vannilic, syringic, and gallic

acids (Table 1). They are commonly present in the

bound form and are typically a component of a

complex structure like lignins and hydrolyzable
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Figure 2 Structures of main classes of dietary flavonoids.

 Anthocyanidins

Flavonols Flavones

Flavanols (Catechins) Flavanones

Isoflavones

Figure 1 Generic structure of flavonoids
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Quercetin Kaempferol  Myricetin

Lateolin Apigenin
 Catechin

Epicatechin Epigallocatechin

Epicatechin gallate  Epigallocatechin gallate

Figure 3   Chemical structures of common dietary flavonoids.

Genistein  Naringenin

Figure 4  Structures of common phenolic acids: (a) benzoic acid  and derivatives; (b) cinnamic
  acid and derivatives.

  (a) Benzoic acid (b) Cinnamic acid
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acids in grains are present in the ratio of 0.1:1:
10017. Food processing, such as thermal process-
ing, pasteurization, fermentation, and freezing,
contributes to the release of these bound
phenolic acids18.

Caffeic, ferulic, p-coumaric, protocate-
chuic, and vannilic acids are present in almost all
plants. Chlorogenic acids and curcumin are also
major derivatives of hydroxycinnamic acids
present in plants. Chlorogenic acids are the ester
of caffeic acids and are the substrate for enzy-
matic oxidation leading to browning, particularly
in apples and potatoes. Curcumin is made of two
ferulic acids linked by a methylene in a diketone
structure and is the major yellow pigment of
mustard.

tannins. They can also be found in the form of sugar
derivatives and organic acids in plant foods.
Hydroxycinnamic acid derivatives include
p-coumaric, caffeic, ferulic, and sinapic acids
(Table 2). They are mainly present in the bound
form, linked to cell-wall structural components,
such as cellulose, lignin, and proteins through ester
bonds.

Ferulic acid occur primarily in the seeds
and leaves of plants, mainly covalently conjugated
to mono- and disaccharides, plant-cell-wall
polysaccharides, glycoproteins, polyamines,
lignin, and insoluble carbohydrate biopolymers.
Wheat bran is a good source of ferulic acids, which
are esterified to hemicellulose of the cell walls.
Free, soluble-conjugated, and bound ferulic

Cinnamic acid derivatives Substitutions

R1 R2 R3

p-Coumaric H OH H
Caffeic OH OH H
Ferulic CH3O OH H
Sinapic CH3O OH H

Table 2 Cinnamic acid derivatives and substitutions

Benzoic acid derivatives Substitutions

R1 R2 R3

p-Hydroxybenzoic H OH H
Protocatechuic H OH OH
Valnilic CH3O OH H
Syringic CH3O OH CH3O
Gallic OH OH OH

Table 1 Benzoic acid derivatives and substitutions
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II. Phenolic compounds and role of

cancer prevention

Cells in humans and other organisms are
constantly exposed to a variety of oxidizing agents,
some of which are necessary for life. These agents
may be present in air, food, and water, or they may
be produced by metabolic activity within cells.

The key factor is to maintain a balance
between oxidants and antioxidants to sustain
optimal physiological conditions. Overproduction
of oxidants can cause an imbalance, leading to
oxidative stress, especially in chronic bacterial, vi-
ral, and parasitic infections 19. Oxidative stress can
cause oxidative damage to large biomo- lecules
such as lipids, proteins, and DNA, resulting in an
increased risk for cancer and cardiovascular dis-
eases 19-21. To prevent or slow the oxidative stress
induced by free radicals, sufficient amounts of
antioxidants need to be consumed. Fruits, veg-
etables, and whole grains contain a wide variety of
antioxidant compounds (phytoc- hemicals), such
as phenolics and carotenoids, and may help pro-
tect cellular systems from oxidative damage and
also may lower the risk of chronic diseases12, 17, 22-24.

Carcinogenesis is a multistep process,
and oxidative damage is linked to the formation of
tumors through several mechanisms19,21. Oxidative
stress induced by free radicals causes DNA
damage, which, when left unrepaired, can lead to
base mutation, single- and double-strand breaks,
DNA cross-linking, and chromosomal breakage
and rearrangement21. This potentially cancer-
inducing oxidative damage might be prevented
or limited by dietary antioxidants found in fruits and

vegetables. Studies to date have demonstrated
that phytochemicals in common fruits and veg-
etables can have complementary and overlap-
ping mec- hanisms of action (Table 3), including
antioxidant activity and scavenging free radicals;
regulation of gene expression in cell proliferation,
cell differentiation, oncogenes, and tumor sup-
pressor genes; induction of cell-cycle arrest and
apoptosis; modulation of enzyme activities
in detoxification, oxidation, and reduction;
stimulationof the immune system; regulation of
hormone metabolism; and antibacterial and
antiviral effects 12, 22, 25, 26.

III. Future directions

Considering that the role of dietary phe-
nolic compounds or polyphenols in cancer
prevention has only attracted real scientific inter-
est about a decade, this field has seen a remark-
able rate of progress. One of the most crucial
results from epidemiological and human studies
is that a low risk of cancer is more closely related
to a diet rich in multiple antioxidants than to one
supplemented with an individual antioxidant. The
toxicity of polyphenols beyond normal dietary in-
take levels as well as their bioavailability, metabo-
lism, and interactions with various dietary compo-
nents still need to be investigated. One of the in-
novative approaches that can be applied in di-
etary chemoprevention is combining agents with
different modes of action to increase efficacy and
minimize toxicity. Future studies should also
attempt to elucidate the important mechanisms
of polyphenols that are not only related to their
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direct antioxidant activity but also to their ability to
bind cellular receptors and transporters and

influence gene expression, cell signaling, and cell
adhesion.
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