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บทคดัย่อ 

มะเร็งเม็ดเลือดขาวเป็นความผิดปกติของการแบ่งตวัของเซลล์เม็ดเลือด สาเหตุเกิดจากการมี

ความผิดปกติของเซลล์ตน้กาํเนิดเมด็เลือดในไขกระดูก ทาํให้มีการแบ่งตวัเพิ่มจาํนวนของเซลลม์ะเร็ง

เม็ดเลือดอย่างควบคุมไม่ได ้ปัจจุบนัการรักษาผูป่้วยมะเร็งเม็ดเลือดขาวดว้ยยาเคมีบาํบดั เป็นวิธีการ

รักษาท่ีมีประสิทธิภาพและนิยมใช้กันอย่างแพร่หลาย อย่างไรก็ตามเพื่อหลีกเล่ียงผลข้างเคียงอนั

เน่ืองมาจากการใชย้าเคมีบาํบดั การนาํพืชท่ีมีคุณสมบติัตา้นมะเร็งจึงถูกนาํมาใชเ้พื่อเป็นทางเลือกใน

การรักษาผูป่้วยมะเร็งเม็ดเลือดขาว การศึกษาน้ี ใบมะกรูด (Citrus hystrix DC.) เป็นตวัเลือกหน่ึงของ

พืชสมุนไพรท่ีสนใจ โดยมีวตัถุประสงคเ์พื่อศึกษาผลของสารสกดัแยกบริสุทธ์ิบางส่วนจากใบมะกรูด 

ต่อฤทธ์ิในการยบัย ั้งการเจริญของเซลล์มะเร็งเม็ดเลือดขาวและการพกัตวัในวฏัจกัรเซลล์ (cell cycle 

arrest) รวมถึงการแสดงออกของโปรตีนท่ีเก่ียวขอ้งกบัการควบคุมวฏัจกัรของเซลล์ดงักล่าวในเซลล ์

K562 (human chronic myelogenous leukemia) แ ล ะ  Molt4 (human acute lymphoblastic leukemia) 

โดยใช้สารสกดัแยกบริสุทธ์ิบางส่วนจากใบมะกรูด หมายเลข 9, 10 และ 11 (F9, F10 และ F11) ท่ีได้

จากสารสกดัเฮกเซน (hexane fractional extract) มาศึกษา เน่ืองจากให้ผลในการยบัย ั้งการเจริญเติบโต

ท่ีดีจากการศึกษาเบ้ืองตน้ท่ีผา่นมา ดงันั้นจึงไดน้าํสารสกดัแยกบริสุทธ์ิบางส่วน หมายเลข 9, 10 และ 

11 มาศึกษาผลต่อวฏัจกัรเซลล์ในเซลล์ K562 และ Molt4 โดยวิธีโฟลไซโตเมทรี และศึกษาผลของ

สารต่อโปรตีนท่ีทาํหนา้ท่ีควบคุมวฏัจกัรเซลล ์โดยวธีิเวสเทิร์น บลอท การศึกษาความเป็นพิษของสาร

สกดัแยกบริสุทธ์ิบางส่วนทั้ง 3 หมายเลขโดยวิธีเอม็ทีที จากผลการทดลองพบวา่สารสกดัแยกบริสุทธ์ิ

บางส่วนมีความเป็นพิษต่อเซลล์ K562 และ Molt4 โดยในเซลล์ K562 มีค่า IC50 อยู่ในช่วง 32.0 ถึง 

80.0 µg/mL ส่วนในเซลล ์Molt4 20.8 ถึง 24.5 µg/mL จากผลการทดลองพบว่าสารสกดัแยกบริสุทธ์ิ
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บางส่วนหมายเลข 9 ถูกเลือกมาเพื่อทาํการศึกษาต่อ เน่ืองจากให้ผลการยบัย ั้งเซลล์มะเร็งเม็ดเลือดขาว

ท่ีดีในเซลล์มะเร็งเม็ดเลือดขาวทั้งสองชนิด ค่า IC20 (ความเขม้ขน้ท่ีไม่เป็นพิษต่อเซลล์) ของสารสกดั

แยกบริสุทธ์ิบางส่วน หมายเลข 9 ถูกนาํมาใชใ้นการศึกษาผลของสารต่อการพกัตวัในวฏัจกัรเซลลโ์ดย

วธีิโฟลไซโตเมทรีและโปรตีนท่ีทาํหนา้ท่ีในการควบคุมวฏัจกัรเซลล์โดยวธีิเวสเทิร์น บลอท สารสกดั

แยกบริสุทธ์ิบางส่วน หมายเลข 9 ท่ีความเขม้ขน้ 10.0 และ 2.5 µg/mL มีผลทาํให้เซลล์ K562 และ 

Molt4 สะสมอยูใ่นระยะ G2/M โดยวธีิโฟลไซโตเมทรี ท่ีระยะเวลา 48 ชัว่โมง ตามลาํดบั เม่ือพิจารณา

ผลของสารสกดัแยกบริสุทธ์ิบางส่วน หมายเลข 9 ต่อโปรตีนท่ีทาํหน้าท่ีควบคุมวฏัจกัรเซลล์ในระยะ 

G2/M ผลการทดลองพบวา่สารสกดัแยกบริสุทธ์ิบางส่วน หมายเลข 9 สามารถกระตุน้การแสดงออก

ของโปรตีน p53 ไดใ้นทั้งเซลล์ K562 และ Molt4 ซ่ึงผลท่ีเกิดข้ึนทาํให้สามารถยบัย ั้งเซลล์อยู่ท่ีระยะ 

G2/M โดยวิธีเวสเทอร์น บลอท นอกจากน้ียงัพบว่าสารสกัดแยกบริสุทธ์ิบางส่วน หมายเลข 9 ยงั

สามารถยบัย ั้งการแสดงออกของโปรตีน ไซคลินเอ (cyclin A)  ไซคลินบี (cyclin B) และซีดีซีทู 

(cdc2) และ ซ่ึงเป็นไปตามความเขม้ขน้และระยะเวลาท่ีเพิ่มมากข้ึน จากการศึกษาน้ีไดอ้งคค์วามรู้ใหม่

ท่ีสามารถบอกกลุ่มของสารออกฤทธ์ิท่ีพบในสารสกดัแยกบริสุทธ์ิบางส่วนจากใบมะกรูดต่อวฏัจกัร

เซลล์ โดยองค์ความรู้ใหม่น้ีสามารถนาํไปประยุกต์เพื่อการพฒันาสําหรับการรักษาแบบผสมผสาน

หรือแพทยท์างเลือก สําหรับการรักษามะเร็งเม็ดเลือดขาวต่อไปในอนาคต หรืออาจจะนาํไปใชใ้นการ

รักษาร่วมกบัยาเคมีบาํบดัเพื่อลดผลขา้งเคียงจากยาเคมีบาํบดัในผูป่้วยมะเร็งเมด็เลือดขาว 
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ABSTRACT 

Leukemia is a hematopoietic disorder of hematopoietic stem cells in bone 

marrow and results in uncontrolled leukemic blood cell proliferation. Nowadays, 

chemotherapy is an effective method and is widely used for leukemia treatment. To 

avoid severe side effects of chemotherapeutic drugs, plants having anticancer activity 

are an alternative choice for leukemia patients. In this study, kaffir lime (Citrus hystrix 

DC.) leaf is a choice of Thai traditional medicine plant. This study aims to investigate 

anti-proliferative effects of partially purified fractions of kaffir lime leaf and to examine 

their activity on cell cycle arrest as well as cell cycle regulatory proteins at related phase 

after treatments in K562 (human chronic myelogenous leukemia) and Molt4 (human 

acute lymphoblastic leukemia) leukemic cell lines. The partially purified fraction No. 9, 

10, and 11 (F9, F10, and F11) from hexane fractional extract were examined due to their 

anti-leukemic activity observed in a previous study. Therefore, the partial purified 

fraction No. 9, 10, and 11 were further examined their effects on cell cycle progression 

in K562 and Molt4 leukemic cell models by flow cytometry. The effects on regulatory 

proteins were determined by Western blot analysis. The cytotoxic effects of three 

purified fraction No. 9, 10, and 11 were studied by MTT assay. The result showed that 

three purified fractions showed cytotoxic effects on K562 and Molt4 cell lines with IC50 

values ranging from 32.0 to 80.0 µg/mL in K562 cells and 20.8 to 24.5 µg/mL in Molt4 

cells. The purified fraction No. 9 was selected for further experiment due to the good 
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effective in both leukemic cells. IC20 values (non-cytotoxic doses) of purified fraction 

No. 9 were used for cell cycle arrest study by flow cytometer and cell cycle protein 

control by Western blot analysis. The purified fraction No. 9 with the concentrations of 

10.0 and 2.5 µg/mL could increase K562 and Molt4 cell populations and arrest both 

cells at G2/M phases by flow cytometer at 48 h, respectively.  It also induced p53 level 

in K562 and Molt4 cells. This phenomenon indicated that cell cycle progression was 

inhibited at G2/M phases. Moreover,  it inhibited cyclin A, cyclin B, and cdc2 protein 

expression in a time- and dose-dependent manner in both cell lines. This study provides 

new knowledge of possible compound group in the partially purified hexane fractional 

extracts from kaffir lime leaf on cell cycle progression. The new knowledge from this 

study should be applied for drug development in complementary and alternative 

medicine for leukemia treatment in the future or co-treatment with chemotherapeutic 

drugs to reduce their side effects in leukemia patients. 


