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บทคดัย่อ 

การวิจยัน้ีเป็นการวิจยัในเชิงทดลองเพ่ือศึกษาเพ่ือศึกษาประสิทธิผลของกาแฟและชาเขียวต่อ อะฟลาทอกซิน

บีหน่ึง (Aflatoxin B1, AFB1) โดยการทดสอบการขบัออกของ AFB1 ดว้ยกาแฟและชาเขียวในเซลล ์Caco-2  ผา่นทาง 

Breast Cancer Resistant Protein (BCRP) ซ่ึงเป็นโปรตีนท่ีทาํหนา้ท่ีขนส่งสารออกนอกเซลล ์ (efflux transporter)  และ

ไดท้าํการวเิคราะห์การแสดงออกของโปรตีน BCRP ดว้ยวธีิ Western blot ผลการศึกษาพบวา่ กาแฟและชาเขียวมีผลเพ่ิม

การขบั AFB1 ออกจากเซลล์  และชาเขียวมีสามารถขบั AFB1 ได้ดีกว่ากาแฟ  ซ่ึงสอดคลอ้งกับการวิเคราะห์การ

แสดงออกของโปรตีน BCRP  ท่ีพบวา่ชาเขียวมีการแสดงออกของโปรตีน BCRP มากกวา่กาแฟ ดงันั้นจึงมีความเป็นไป

ไดว้า่เม่ือการแสดงออกของโปรตีน BCRP มากข้ึนสัมพนัธ์กบัความสามารถในการขบั AFB1 ออกจากเซลลไ์ดม้ากข้ึน

เช่นกนั 

 

ABSTRACT 

This research is an experimental research to study the efficacy of coffee and green tea to Aflatoxin B1 

(AFB1) by studying expulsion of AFB1 by coffee and green tea in Caco-2 cells through Breast Cancer Resistant 

Protein (BCRP), a protein that acts as transport substances out of the cell (efflux transporter).  BCRP protein 

expression in the presence of coffee and green tea was analyzed by Western blot.  Results showed that coffee and 

green tea increased the efflux of AFB1 at apical side. Green tea efflux AFB1 that coffee.  This is consistent with the 

analysis of protein expression BCRP found that green tea expressed of BCRP than coffee. So, it is possible that when 

increase expression of BCRP, resulting in the increase of AFB1 efflux into intestinal lumen more. 

 

 

 

 

 

 

 

คาํสําคญั: การจบักนัของของอะฟลาทอกซินบีหน่ึง การขบัออกของอะฟลาทอกซินบีหน่ึง Breast Cancer Resistant  

 Protein 

Key Words: Binding of Aflatoxin B1, Efflux of Aflatoxin B1, Breast Cancer Resistant Protein 
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บทนํา 

อะฟลาทอกซิน (aflatoxin) เป็นกลุ่มสารพิษชนิด

หน่ึงท่ีมกัพบปนเป้ือนอยูใ่นอาหาร สร้างข้ึนจากเช้ือรา 

Aspergillus flavus และ Aspergillus parasiticus 

สารอะฟลาทอกซินท่ีตรวจพบในธรรมชาติมี  4  ชนิด 

คืออะฟลาทอกซินบี 1, บี 2, จี 1 และ จี 2 พบไดท้ัว่ไป

ในอาหาร และผลผลิตทางการเกษตร โดยเช้ือราชนิดน้ี

เติบโตไดด้ีในอากาศร้อน และมีความชื้นอยูด่ ว้ย 

อะฟลาทอกซินท่ีปนเป้ือนอยู่ในอาหารก่อให้เกิดการ

กลายพนัธ์ุของยีนต่าง ๆ และมีความสัมพนัธ์ต่อการ

เกิดมะเร็งตบั (hepatocellular carcinoma) ในสัตว ์

ทดลองหลายชนิดและเป็นสาเหตุของมะเร็งตับใน

มนุษยจ์ากการเปรียบเทียบความรุนแรงของสารพิษจาก

เช้ือราขององคก์ารอนามยัโลก ในกลุ่ม อะฟลาทอกซิน

ท่ีมีความรุนแรงมากท่ีสุด คือ อะฟลาทอกซินบี1 

(Aflatoxin B1, AFB1) International Agency for 

Research on Cancer (IARC) จดัให ้AFB1 เป็นสารก่อ

มะเร็งท่ีอยูใ่น Class I  (International Agency for 

Research on Cancer, 2002) คือสามารถเป็นสารก่อ

มะเร็งไดใ้นมนุษย ์ 

กาแฟเป็นเคร่ืองด่ืมยอดนิยมโดยเฉพาะในกลุ่มวยั

ทํางาน และมีแนวโน้มขยายฐานผู ้บริโภคมากข้ึน 

เพราะการด่ืมกาแฟช่วยเพ่ิมความสดช่ืนหรือกระตุน้ให้

เกิดความต่ืนตวั ชาเขียวเป็นเคร่ืองด่ืมท่ีมีการบริโภค

อย่างกวา้งขวางเช่นกนั จึงมีผูว้ิจัยพยายามท่ีจะศึกษา

คุณสมบติัทั้งผลดี และผลเสียจากเคร่ืองด่ืมทั้งสองชนิด 

ในการศึกษาพบว่าทั้งกาแฟและชาเขียวมี polyphenols 

เป็นองค์ประกอบ polyphenols เป็นสารเคมีธรรมชาติ 

พบได้ทั่วไปในพืช ผัก ผลไม้1   เป็นสารท่ีร่างกาย

สามารถดูดซึมไดเ้ร็ว         

Cooray et al. (2004) และ Scheepens et al. (2010) 

ท่ีศึกษาผลของ polyphenols ต่อการแสดงออกของ 

BCRP พบว่า polyphenols ทาํหนา้ท่ีเป็นสารตั้งตน้ 

(substrate) ซ่ึงจะช่วยเพิ่มการแสดงออกของ BCRP 

ดงันั้น BCRP จึงทาํงานไดดี้ข้ึน มีผลทาํใหก้ารขบัออก

ของสารมากข้ึนดว้ยเช่นกนั 

จากการศึกษาของ Isshiki et al. (2010) กาแฟมีผล

เพ่ิมการแสดงออกของ BCRP ใน Caco-2 cells และ

ระดบัการแสดงออกสัมพนัธ์กบัความเขม้ขน้ของกาแฟ 

นอกจากน้ียงัพบวา่การแสดงออกของ BCRP ท่ีเพ่ิมข้ึน

จะลดการดูดซึมของยา สารเคมีต่างๆ และรวมถึงสาร

ก่อมะเร็ง เช่น อะฟลาทอกซิน ไดด้ว้ย ซ่ึงสอดคลอ้งกบั

การศึกษาทางระบาดวิทยาของ Galeone et al. (2010) 

พบว่ากาแฟเพิ่มการแสดงออกของ BCRP และการ

ไดรั้บกาแฟเป็นประจาํ ช่วยลดความเส่ียงต่อการเกิด

มะเร็งลาํไส้ใหญ่ได ้

จากการศึกษาของ Robey et al. (2009) เก่ียวกบั 

ABCG2 (BCRP) พบการแสดงออกของโปรตีนชนิดน้ี

มากบริเวณ epithelial cells ของลาํไส้เลก็ ซ่ึงสอดคลอ้ง

กบั Xia et al. (2005) ไดท้าํการศึกษาการแสดงออก 

ตาํแหน่ง และหน้าท่ีของ BCRP ใน Caco-2 cells  

พบวา่ BCRP ทาํใหมี้การขบัสารจากดา้น basolateral สู่

ดา้น apical และเม่ือเพิ่ม Ko143 ซ่ึงเป็นตวัยบัย ั้งการ

ทาํงานของ BCRP พบว่าเพิ่มการขบัสารจากดา้น 

apical สู่ดา้น basolateral มากข้ึน แสดงให้เห็นว่า 

BCRP มีผลทาํให้มีการขบัออกของสารกลบัจากเซลล์

เขา้สู่ท่อทางเดินอาหารเพิ่มข้ึน 

ดังนั้ นผู ้วิจัยจึงมีความสนใจ ท่ีจะศึกษาความ

เก่ียวขอ้งระหว่างกาแฟ และชาเขียวกบัการแสดงออก

ของ BCRP ต่อการขบัออกของ AFB1  เน่ืองจากถา้

สามารถเพิ่มการขบัออก ในส่วนบริเวณลาํไส้ก่อนท่ีจะ

เขา้สู่ระบบไหลเวียนเลือด จะช่วยลดโอกาสในการท่ี 

AFB1 จะเขา้สู่ตบัและเกิดกระบวนการเมตาบอลิซึม  

ซ่ึงนาํไปสู่การทาํลาย DNA และเป็นมะเร็งตบั 

 

วตัถุประสงค์ของการวจิัย 

1. เพ่ือศึกษาผลของกาแฟและชาเขียวต่อการขบั

ออก (efflux) ของ AFB1  ผา่นทาง BCRP ใน Caco-2 

cells 

2. เพื่อศึกษาผลของกาแฟและชาเขียวต่อการจบั

กนั (binding) กบั AFB1 ในหลอดทดลอง 
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วธีิการวจิัย 

การวิจยัน้ีเป็นการวิจยัในเชิงทดลองเพ่ือศึกษาเพ่ือ

ศึกษาประสิทธิผลของกาแฟและชาเขียวต่อ AFB1 โดย

การศึกษาการทดสอบการจบักนัของสาร AFB1 กบั

กาแฟและชาเขียวในหลอดทดลอง  และการทดสอบ

การขบัออกของ AFB1 กบักาแฟและชาเขียวในเซลล ์

Caco-2  ผา่นทาง BCRP 

1. การเตรียมเซลล์ Caco-2  และการเพาะเลีย้ง

เซลล์ Caco-2  ในอาหารเล้ียงเซลลช์นิด DMEM/F12   

ท่ีมี L-glutamate,  15 mM HEPES และส่วนประกอบ

ของ 10% fetal bovine serum, 1% antibiotic 

antimycotic solution  เล้ียงใส่ culture flask ขนาด 75 

ตารางเซนติเมตร ใน Incubator ท่ีอุณหภูมิ 37 oC และ 

5% CO2  และทาํการเปล่ียนอาหารทุก 3 วนั 

2. การทดสอบความพร้อมของ Caco-2 cells 

ด้วยใช้ Phenol red (ดดัแปลงจาก Martel et al., 2003)             

ในการศึกษาคร้ังน้ีได้เ ลือกใช้วิ ธีการซึมผ่านของ 

Phenol red  เป็นวิธีวดัความพร้อมของเซลลต่์อการดูด

ซึมสาร  AFB1  เม่ือนาํเซลล ์Caco-2  มาเล้ียงใน insert 

บน 24 well plates แลว้ทดสอบการซึมผา่นของ phenol 

red  โดยใส่ phenol red ลงในดา้น apical 400 µl ส่วน

ดา้น basolateral  ใส่อาหาร 600 µl  หลงัจากนั้นนาํไป

ไวใ้น  Incubator ท่ีอุณหภูมิ 37 oC และ 5% CO2 เป็น

เวลา 4 ชัว่โมง  ซ่ึงระยะเวลาน้ีเป็นระยะเวลาเดียวกบัท่ี

จะใชท้ดสอบการขบัออกของสาร AFB1 จากนั้นเก็บ

อาหารดา้น basolateral  200 µl แลว้นาํไปวดัค่าดูดกลืน

คล่ืนแสงท่ี 560 nm. ดว้ยเคร่ือง Microplate reader  โดย

ทาํการทดลองทุก 2-3 วนั จนกว่าค่า Permeability  

coefficient จะมีอตัราคงท่ี และเป็นเซลล์ท่ีพร้อม

สาํหรับการทดสอบการเคล่ือนท่ีของสาร AFB1 

นาํผลจากค่าดูดกลืนแสงมาคาํนวณการไหล

ผา่นของฟีนอลเรด  โดยมีวธีิการคาํนวณดงัน้ี 

JPR  =   A560  x  Vol 

   t x A x EC  

        JPR     คือ  การไหลผา่นของสารฟีนอลเรด 

        A560   คือ  ค่าดูกลืนแสงของฟีนอลเรด 

        Vol   คือ  ปริมาณสาร (200 µl) 

        t  คือ  ระยะเวลาท่ีเร่ิมใส่ฟีนอลเรดจนถึงเกบ็

ตวัอยา่ง (4 ชัว่โมง) 

        A  คือ  พ้ืนท่ีผิวหนา้ของ insert (0.785 cm2) 

        EC  คือ  ค่า Extinction coefficient ของฟีนอลเรด 

(8,450 L/mol/cm) 

3. การวดัความเป็นพษิของ AFB1  , กาแฟและชา

เขียว  ต่อเซลล์ Caco-2 ด้วยวิธี  MTT test  (ดดัแปลง

จาก Kroll et al., 2011)  เพ่ือเป็นการทดสอบวา่สาร 

AFB1 กาแฟและชาเขียวท่ีใชใ้นการทดลองนั้นมีผลต่อ

การมีชีวิตรอดของเซลล ์Caco-2 (cell viability) ซ่ึง

เซลลท่ี์มีชีวิตจะทาํปฏิกิริยากบัสาร MTT และเปล่ียน

ใหเ้ป็น formazan salt  และเม่ือละลายผลึก formazan 

salt  ดว้ย DMSO  แบ่งการทดลองออกเป็น 3 กลุ่มใหญ่ 

คือ กลุ่มแรกทดสอบสาร  AFB1  ท่ีความเขม้ขน้  20,  

50,  100,  200  และ 500 ng/ml  กลุ่มท่ี 2 ทดสอบเม่ือ

ให้เซลล์สัมผสักบักาแฟหรือชาเขียว  ท่ีความเขม้ขน้

สูงสุดของกาแฟหรือชาเขียวท่ีจะใชใ้นการทดสอบการ

ขบัออกคือ 15  mg/ml  และกลุ่มท่ี 3 ทดสอบให้เซลล์

สัมผสักับสาร AFB1 เม่ือผสมกับกาแฟหรือชาเขียว  

ความเขม้ขน้ของ AFB1 ท่ีใชคื้อ 200  ng/ml  และความ

เขม้ขน้ของกาแฟหรือชาเขียวท่ีใชคื้อ  15  mg/ml  0.5% 

DMSO เป็นกลุ่มควบคุม โดยทั้ง 3 กลุ่มใหส้ารสัมผสั

กบัเซลลบ่์มท้ิงไวเ้ป็นเวลา  24  ชัว่โมง  หลงัจากนั้น

เติมสารละลาย  MTT  ท้ิงไวเ้ป็นเวลา  1  ชัว่โมง  และ

เติม 100%DMSO  เขยา่ท้ิงไว ้ 5  นาที  นาํไปวดัค่า

ดูดกลืนคล่ืนแสงท่ี 550 nm. ดว้ยเคร่ือง Microplate 

reader คาํนวณค่าการรอดชีวิตของเซลล ์(cell viability)  

ท่ีไดรั้บสารท่ีความเขม้ขน้ต่างๆกนัเปรียบเทียบกบักลุ่ม

ไม่ไดรั้บสาร (ควบคุม) โดยแสดงค่า cell viability ใน

รูปร้อยละ โดยกลุ่มควบคุม เทียบเท่ากบัค่าการรอด

ชีวติของเซลลเ์ท่ากบั 100% 

4. หาปริมาณ total phenolic compounds, total 

flavonoids ในกาแฟและชาเขียว 

4.1 วดัปริมาณ totol phenolic compounds  

(Chan et al., 2009; Maizura, 2011)  โดยเตรียมกาแฟ

955



  MMO6-4 

และชาเขียว 1 mg/ml. ปริมาณ 1 ml  ใส่ตวัอยา่ง 300 µl 

ในหลอดทดลองท่ีห่อดว้ยอลูมิเนียมฟอยด ์  เติม Folin-

Ciocalteu’s reagent (dilute 10 เท่า) 1.5 ml เติม 7.5% 

NaNo2  (w/v) 1.2 ml   ผสมทั้งหมดใหเ้ขา้กนั แลว้ท้ิง

ไวใ้นท่ีมืดท่ีอุณหภูมิห้องเป็นเวลา 30 นาที  นาํไปวดั

ค่าการดูดกลืนคล่ืนแสงท่ี 765 nm ด้วยเคร่ือง 

Microplate reader  คาํนวณปริมาณ phenolics โดย

เทียบกบัสารมาตรฐาน gallic acid 

4.2 วดัปริมาณ  total flavonoids (Eghdami, 

Sadeghi, 2010)  โดยเตรียมกาแฟและชาเขียว 1 mg/ml. 

ปริมาณ 0.1 ml  เติมนํ้ากลัน่ 0.3 ml    เติม 5% NaNO2  

ปริมาณ 0.03 ml   ท้ิงไวท่ี้อุณหภูมิหอ้งเป็นเวลา 5 นาที  

หลงัจากนั้นเติม 10% AlCl3  ปริมาณ  0.03 ml  ท้ิงไวท่ี้

อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 5 นาที  เม่ือครบ 5 นาทีเติม  1 

mM NaOH ปริมาณ  0.2 ml  ผสมใหเ้ขา้กนั  เจือจาง

ดว้ยนํ้ากลัน่ปริมาณ  1 ml  ผสมใหเ้ขา้กนั  นาํไปวดัค่า

ดูดกลืนคล่ืนแสงท่ี 510 nm ดว้ยเคร่ือง Microplate 

reader  คาํนวณปริมาณ flavonoidsโดยเทียบกบัสาร

มาตรฐาน catechin 

5. การทดสอบการจับกันระหว่าง AFB1 กับ

กาแฟและชาเขียว  เพ่ือศึกษาความสามารถของกาแฟ

และชาเขียวในการจบักบั AFB1  ในหลอดทดลอง  

โดยแบ่งการทดลองออกเป็น 5 กลุ่ม กลุ่มแรก เตรียม 

AFB1 ความเขม้ขน้ 200 ng/ml กลุ่มท่ี 2 และ 3 เตรียม 

AFB1 ความเขม้ขน้ 200 ng/ml ผสมกบักาแฟท่ีความ

เขม้ขน้ 5 และ 15 mg/ml  กลุ่มท่ี 4 และ  5 เตรียม 

AFB1 ความเขม้ขน้ 200 ng/ml ผสมกบัชาเขียวท่ีความ

เขม้ขน้ 5 และ 15  mg/ml  นาํไปเกบ็ไวใ้นตู ้Incubator 

ท่ี  อุณหภูมิ 37 oC เป็นเวลา 4 ชัว่โมง  หลงัจากครบ 4 

ชัว่โมง  นาํตวัอยา่งท่ีไดม้าสกดัดว้ยวิธี  Solid phase 

extraction (SPE)  จากนั้นระเหยให้แห้งดว้ยก๊าซ

ไนโตรเจน  เม่ือตวัอยา่งแหง้แลว้นาํไปทาํอนุพนัธ์ของ 

AFB1 (derivertization) ดว้ย 4Trifluoroacetic acid 

(TFA) (Akiyama et al., 2001)  และวิเคราะห์หาปริมาณ 

AFB1 ดว้ยเคร่ือง HPLC ต่อพ่วงดว้ย fluorecence 

detector   Excitation wavelength : 360 nm.  Emission 

wavelength : 440 nm.  Mobile phase คือ H20 : MeOH 

: ACN  =  65 : 25 : 10  และนาํค่าท่ีไดเ้ทียบกบักราฟ

ของสารมาตรฐาน  AFB1 

6. การทดสอบการขับออกของ AFB1 ผ่านเซลล์ 

Caco-2  (Ebert et al., 2005; Xia et al., 2005)  

เพาะเล้ียงเซลลบ์น insert  ในจานเพาะเล้ียง 24 หลุม

จาํนวน 105 เซลล/์insert ใน Incubator ท่ีอุณหภูมิ 37 oC 

และ 5% CO2  เป็นเวลา 21 วนั  และแบ่งกลุ่มการ

ทดลองดงัน้ี 

กลุ่ม 1  ควบคุม   

-   เติม AFB1 200 ng/ml 

-  เติม AFB1 200 ng/ml + Ko143 5 µM  

กลุ่ม 2 without Ko143   

-  เติม AFB1 200 ng/ml + กาแฟความเขม้ขน้  

5  และ 15 mg/ml 

-  เติม  AFB1 200 ng/ml + ชาเขียวความ

เขม้ขน้  5  และ 15 mg/ml 

กลุ่ม 3 with Ko143         

-  เติม AFB1 200 ng/ml + Ko143 5 µM + 

กาแฟความเขม้ขน้ 5  และ 15 mg/ml 

-  เติม  AFB1 200 ng/ml + Ko143 5 µM + 

ชาเขียวความเขม้ขน้ 5  และ 15 mg/ml 

โดยเติมกาแฟและชาเขียวลงในเซลล์ด้าน 

apical บ่มท้ิงไว ้ 24 ชัว่โมง หลงัจากครบ 24 ชัว่โมง 

ลา้งกาแฟและชาเขียวออก   ส่วนการทดลองท่ีมี 

Ko143 ให้เติมแล้วบ่มท้ิงไว้ 1 ชั่วโมง (กลุ่มท่ีไม่มี 

Ko143 ใหเ้ติมอาหารแทน) หลงัจากนั้นเติม AFB1 (ไม่

ตอ้งลา้ง Ko143 ออก)  บ่มท้ิงไว ้4 ชัว่โมง (Herwaarden 

et al., 2006)  เม่ือครบ 4 ชัว่โมง เกบ็อาหารเล้ียงเซลล์

ทั้งดา้น apical  และ basolateral ไปสกดั  และวิเคราะห์

หาปริมาณ AFB1 ดว้ยเคร่ือง HPLC 

นํ า ม า ห า ค่ า สั ม ป ร ะ สิ ท ธ์ิ ก า ร ซึ ม ผ่ า น

(Permeability  coefficient)  ของ AFB1 จากดา้น apical 

ไปสู่ดา้น basolateral ทั้งท่ีมีกาแฟ/ชาเขียวและไม่มี

กาแฟ/ชาเขียว 
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ค่าสัมประสิทธ์ิการซึมผ่านของสาร AFB1 

นั้นมีวธีิการหาค่าท่ีเฉพาะโดยมีสูตรคาํนวณดงัน้ี 

  P  =  J / (C0 * A) 

P  =  ค่าสัมประสิทธ์ิการซึมผา่น (cm/s)   

J  =  อตัราท่ีสารเคล่ือนผา่น  Caco-2 monolayer  ไปสู่   

        basolateral  (ng/s) 

C0  =  ค่าความเขม้ขน้ของสารในชั้น  apical  (ng/ml) 

A  =  พ้ืนผิวหนา้ของ filter  ท่ีเล้ียงเซลล ์Caco-2  (cm2) 

7. การวิเคราะห์เพื่อดูการแสดงออกของโปรตีน 

BCRP ด้วยวิธี Western blot (Ebert et al., 2005; 

Isshiki et al., 2011)  ใชเ้ซลลท่ี์ไดจ้ากการทดสอบขอ้ 6  

มาทาํ cell lysis  บน buffer ท่ีมี  50 mM Tris-HCL (pH 

7.4) , 150 mM  NaCl, 1% SDS, 1% Triton X-100 และ 

protease inhibitors (1:100  protinin+leupeptein   และ   

10  µM phenylmethylsulfonyl fluoride)  หลงัจากนั้น

นาํ  cell lysate  ท่ีไดไ้ป sonicated และป่ันเหวี่ยงดว้ย

เคร่ือง  centrifuged  ท่ี  10,000 g  4 °C  เป็นเวลา  2  

นาที  นาํสารละลายส่วนใสมาหาปริมาณของโปรตีน

โดยวิธี Lowry assay  นาํตวัอยา่ง (โปรตีน 80 ug)  ใส่

ลงใน 12% sodium dodecyl sulfate (SDS)-

polyacrylamide gel electrophoresis (PAGE) ใช้

กระแสไฟฟ้า 120 โวลต์   ยา้ยโปรตีนลงบน 

nitrocellulose membrane ใชก้ระแสไฟฟ้า 11 โวลต ์ 

blocking ดว้ย  BSA 10 mg/ml  ระบุ BCRP protein 

ดว้ย  anti-BCRP antibody BXP-21 (anti-mouse IgG2a, 

เจือจาง 1:150)  ท้ิงไวท่ี้อุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 2 

ชัว่โมง   ครบ 2 ชัว่โมง  ลา้งแผน่เมมเบรนดว้ย 1xPBS 

+ 0.3% tween 20 เป็นเวลา  5  นาที  ทาํ 5 คร้ัง  

หลงัจากนั้นเติม secondary horse-radish peroxidase–

conjugated antibody (1:1,000) ท้ิงไวท่ี้อุณหภูมิห้อง 

เป็นเวลา 1 ชัว่โมง ครบ 1 ชัว่โมง ลา้งแผน่เมมเบรน 

ดว้ย 1xPBS + 0.3% tween 20 เป็นเวลา  5  นาที  ทาํ 5 

คร้ัง  วเิคราะห์แถบโปรตีนดว้ย  DAB kit  และวดัความ

หนาแน่นของแถบโปรตีนดว้ยเคร่ือง Densitometer 

 

 

ผลการวจิัยและการอภิปรายผล 

1. การทดสอบความพร้อมของ Caco-2 cells 

ด้วยใช้ Phenol red   

เม่ือคาํนวณหาการไหลของ phenol red  แลว้

นาํมาแสดงในรูปของกราฟ  จากภาพท่ี 1 พบว่า

หลงัจากนาํเซลลใ์ส่ใน insert  ในวนัท่ี 5 และ 7 ค่าการ

ไหลของ phenol red เร่ิมลดลงอย่างรวดเร็ว และ

หลงัจากวนัท่ี 7 อตัราการไหลผา่นของ phenol red เร่ิม

ลดลงและคงท่ีในวนัท่ี 16 ถึงวนัท่ี 21  แสดงใหเ้ห็นวา่

เซลล์มีการเปล่ียนแปลงทางกายภาพท่ีพร้อมสําหรับ

การทดสอบการเคล่ือนท่ีของสาร ซ่ึงสอดคล้องกับ

การศึกษาของ  Laitinen  (2006)  พบวา่เม่ือเซลล ์Caco-

2 อายคุรบ 21 วนั  จะมีการเปล่ียนแปลงเหมือนเซลล์

ผนงัลาํไส้เลก็ท่ีมี brush border  หรือ microvilli  ใน

ดา้น apical มี tight junction เช่ือมระหวา่งเซลล ์ ซ่ึงจะ

ทาํให้การไหลผ่านของสารต่างๆจะคงท่ี ซ่ึงเป็น

คุณสมบติัท่ีเซลลมี์ความสมบูรณ์ 

 

 
 

ภาพที ่1   แนวโนม้การไหลผา่นของฟีนอลเรดจากชั้น  

 apical สู่ basolateral  ใน insert ท่ีเล้ียงเซลล ์ 

 Caco-2  เร่ิมจากวนัท่ี 3 ถึงวนัท่ี 21  หลงัจาก 

 นาํเซลลล์ง insert 

 

2. การวัดความเป็นพษิของ AFB1 , กาแฟและชา

เขียวต่อเซลล์ Caco-2 ด้วยวธีิ  MTT test   

ผลการทดสอบการมีชีวิตรอดของเซลล ์Caco-

2พบว่า AFB1 กาแฟและชาเขียว ทุกความเขม้ขน้มีผล

ต่อการมีชีวิตรอดของเซลล์ สารท่ีมีความเขม้ขน้มาก

การมีชีวติรอดของเซลลก์จ็ะลดลง Caco-2  ดงัแสดงใน
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ภาพท่ี 2 ในงานวิจยัน้ีใช ้AFB1 ท่ีความเขม้ขน้ 200 

ng/ml  ในการทดสอบการขบัออกของ AFB1  ผลการมี

ชีวติรอดของเซลลคื์อร้อยละ 82.13±2.03 

ความเขม้ขน้สูงสุดกาแฟหรือชาเขียวท่ีใชใ้น

การทดสอบการขบัออกของ AFB1 คือ 15 mg/ml เม่ือ

ทาํการทดสอบการมีชีวิตรอดของเซลล ์พบวา่ กาแฟท่ี

ความเขม้ขน้ 15 mg/ml  มีผลต่อการมีชีวิตรอดของ

เซลลร้์อยละ 98.02±0.21 และ 99.14±0.83 สาํหรับชา

เขียวท่ีความเขม้ขน้ 15 mg/ml ซ่ึงทั้งกาแฟและชาเขียว

มีความเป็นพิษต่อเซลลเ์พียงเล็กนอ้ยแต่ไม่มีนยัสําคญั

ทางสถิติเม่ือเทียบกับกลุ่มควบคุม และเม่ือทดสอบ 

AFB1 ท่ีความเขม้ขน้ 200 ng/ml  รวมกบักาแฟหรือชา

เขียวท่ีความเขม้ขน้ 15 mg/ml  พบวา่ AFB1+กาแฟ, 

AFB1+ชาเขียว ml  มีผลต่อการมีชีวิตรอดของเซลล์

ร้อยละ 82.06±0.67  และ 83.15±1.14  ตามลาํดบั  

แสดงว่าความเป็นพิษต่อเซลล์น่าจะเป็นผลมาจาก 

AFB1  ซ่ึงถือวา่ผลการศึกษาการขบัออกของสาร AFB1 

ในงานวจิยัน้ีมาจากเซลลท่ี์ยงัมีชีวิตรอดมากกวา่ร้อยละ 

80   

 

 
 

ภาพที ่2 ผลของสาร AFB1 ต่อการมีชีวติรอดของ

เซลล ์ 

Caco-2 ท่ีไดรั้บสัมผสัสาร AFB1 เป็นเวลา  

24 ชัว่โมง โดยใชว้ธีิ MTT assay 

 

3. หาปริมาณ total phenolic compounds, total 

flavonoids ในกาแฟและชาเขียว 

3.1 วดัปริมาณ totol phenolic compounds  

โดยนาํไปเปรียบเทียบกบัสารมาตรฐาน Gallic acid  

ปริมาณท่ีไดอ้อกมาจะอยูใ่นหน่วย มิลลิกรัมของ gallic 

acid equivalents ต่อ 100 กรัมนํ้าหนกัแห้งของกาแฟ

หรือชาเขียว (mgGAE/100 g of dry weight) พบวา่  

TPC ท่ีพบในกาแฟและชาเขียวมีปริมาณ 

1,456.08±4.82  และ 1,022.40±5.85  mgGAE/100 g of 

dry weight  ตามลาํดบั   

3.2 วดัปริมาณ  total flavonoids โดยนาํไป

เปรียบเทียบกบัสารมาตรฐาน  catechin  ปริมาณท่ีได้

ออกมาจะอยูใ่นหน่วย มิลลิกรัม catechin equivalents 

ต่อ 100 กรัมนํ้ าหนักแห้งของกาแฟหรือชาเขียว 

(mgCE/100 g of dry weight) พบวา่  TF  ท่ีพบในกาแฟ

และชาเขียวมีปริมาณ 878.69±3.84  และ 

1,259.47±4.34  mgCE/100 g of dry weight  ตามลาํดบั   

4. การทดสอบการจับกันระหว่าง AFB1 กับ

กาแฟและชาเขียว ผลการทดลองดงัแสดงในภาพท่ี 3 

พบวา่  กาแฟท่ีความเขม้ขน้ 5 และ 15 mg/ml สามารถ

จบั AFB1 ไดเ้ท่ากบัร้อยละ 1.87 และ 15.50 ตามลาํดบั  

สําหรับชาเขียวท่ีความเขม้ขน้ 5 mg/ml ไม่จบักบั 

AFB1 และท่ีความเขม้ขน้ 15 mg/ml จบั AFB1 ได้

เท่ากบัร้อยละ 0.41 แสดงให้เห็นวา่กาแฟสามารถจบั

กบั AFB1 ไดดี้กวา่ชาเขียว และสามารถจบักบั AFB1 

ไดดี้ท่ีความเขม้ขน้สูง  ส่วนกาแฟท่ีความเขม้ขน้ตํ่าและ

ชาเขียวท่ีความเขม้ขน้สูงสามารถจบักบั AFB1 ไดเ้พียง

เลก็นอ้ย   

 

 
 

ภาพที ่3 ผลของการจบักนัระหวา่ง AFB1  ความ 

เขม้ขน้  200  ng/ml กบักาแฟหรือชาเขียวท่ี 
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ความเขม้ขน้  5  และ  15  mg/ml 

 

 

การทดสอบการจบักนัของ AFB1 และกาแฟ

หรือชาเขียวเพ่ือแสดงใหเ้ห็นวา่ในขั้นตอนการทดสอบ

การขบัออกของ AFB1 ซ่ึงจะมีการลา้งกาแฟหรือชา

เขียวออกก่อนการเติม AFB1 ดงันั้นแมจ้ะมีการตกคา้ง

ของกาแฟหรือชาเขียว  ผลท่ีเกิดจากการจับกันจะมี

เพียงเลก็นอ้ย แสดงวา่ปริมาณ AFB1 ท่ีวดัไดจ้ากการ

ทดสอบการขบัออก AFB1 เป็นผลจากการทาํงานของ

โปรตีน BCRP ของกาแฟหรือชาเขียว 

5. การทดสอบการขับออกของ AFB1 ผ่านเซลล์ 

Caco-2   

5.1 จากการทดลองพบว่าในกลุ่มท่ีมีการเติม

กาแฟและกลุ่มท่ีมีการเติมชาเขียว เ ม่ือทําการวัด

ปริมาณ AFB1 พบว่าในดา้น apical มีปริมาณของ 

AFB1 มากกว่ากลุ่มควบคุม โดยเม่ือเปรียบเทียบท่ี

ความเข้มข้นของทั้ งกาแฟและชาเขียว กลุ่มความ

เขม้ขน้ 15 mg/ml พบปริมาณ  AFB1 ในดา้น apical 

มากกว่ากลุ่มความเข้มข้น 5 mg/ml และเม่ือ

เปรียบเทียบระหว่างกาแฟและชาเขียวพบว่ากลุ่มของ

ชาเขียวตรวจพบปริมาณ AFB1  ในดา้น apical 

มากกวา่กลุ่มของกาแฟ  ดงัแสดงในภาพท่ี 4 

ส่วนในดา้น basolateral กลุ่มท่ีมีกาแฟ

และชาเขียว เม่ือทาํการวดัปริมาณ AFB1 พบว่ามี

ปริมาณ AFB1 น้อยกว่ากลุ่มควบคุม โดยเม่ือ

เปรียบเทียบท่ีความเขม้ขน้ของทั้ งกาแฟและชาเขียว 

กลุ่มความเขม้ขน้ 15 mg/ml พบปริมาณ  AFB1 ในดา้น 

basolateral นอ้ยกวา่กลุ่มความเขม้ขน้ 5 mg/ml และ

เม่ือเปรียบเทียบระหว่างกาแฟและชาเขียวพบว่ากลุ่ม

ของชาเขียวตรวจพบปริมาณ AFB1 ในดา้น basolateral 

นอ้ยกวา่กลุ่มของกาแฟ  ดงัแสดงในภาพท่ี 17 

ซ่ึงความแตกต่างปริมาณ AFB1 ทั้งใน

ดา้น apical  และ basolateral มีความสอดคลอ้งกบั

ปริมาณรวมของ AFB1 ท่ีพบในทั้ง 2 ดา้น 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพที ่4 ผลการวเิคราะห์ปริมาณสาร AFB1  

ดา้น apical ของเซลล ์Caco-2  

a  แตกต่างอยา่งมีนยัสาํคญัทางสถิติเม่ือเทียบ

กบักลุ่มควบคุม p < 0.05 

b  แตกต่างอยา่งมีนัยสําคญัทางสถิติเม่ือ

กาแฟเทียบกบัชาเขียวท่ีความเขม้ขน้เดียวกนั  

p < 0.05 

c  แตกต่างอยา่งมีนยัสาํคญัทางสถิติเม่ือเทียบ

กลุ่มท่ีใส่ Ko143 กบั กลุ่มท่ีไม่ใส่ Ko143  

p < 0.05 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพที ่5 ผลการวเิคราะห์ปริมาณสาร AFB1  

ดา้น basolateral ของเซลล ์Caco-2  

a  แตกต่างอยา่งมีนยัสาํคญัทางสถิติเม่ือเทียบ 

กบักลุ่มควบคุม p < 0.05 

b  แตกต่างอยา่งมีนยัสาํคญัทางสถิติเม่ือ

กาแฟเทียบกบัชาเขียวท่ีความเขม้ขน้เดียวกนั  

p < 0.05 
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c  แตกต่างอยา่งมีนยัสาํคญัทางสถิติเม่ือเทียบ

กลุ่มท่ีใส่ Ko143 กบั กลุ่มท่ีไม่ใส่ Ko143  

p < 0.05 

เม่ือมีการเติม Ko143 ท่ีความเขม้ขน้ 5 µM ซ่ึง

เป็นตวัยบัย ั้งการทาํงานของ BCRP ลงในเซลลแ์ละบ่ม

เซลลเ์ป็นเวลา 1 ชัว่โมงก่อนการเติม AFB1 พบวา่ทั้ง

กลุ่มควบคุม  กลุ่มท่ีมีการเติมกาแฟและเติมชาเขียวทั้ง 

2 ความเขม้ขน้ (5 และ 15 mg/ml) ท่ีมี Ko143  วดั

ปริมาณ AFB1 ในดา้น apical นอ้ยลงเม่ือเทียบกบักลุ่ม

ท่ีไม่มีการเติม Ko143  และตรวจพบปริมาณ AFB1 ใน

ดา้น basolateral มากข้ึนเม่ือเทียบกบักลุ่มท่ีไม่เติม 

Ko143  และเม่ือนาํมาเทียบสถิติดว้ย t-test  พบวา่กลุ่ม

ท่ีเติม Ko143 และไม่เติม Ko143  มีความแตกต่างอยา่ง

มีนยัสาํคญัทางสถิติ (p < 0.05)   

5.2 จากผลการทดลองในขอ้ 5.1 เม่ือนาํมาหา

ค่าสัมประสิทธ์ิการซึมผา่น พบว่าในกลุ่มท่ีมีการเติม

กาแฟและกลุ่มท่ีมีการเติมชาเขียวการซึมผ่านของสาร 

AFB1 จากดา้น apical  ไปสู่ดา้น basolateral  จะลดลง

เม่ือเทียบกบักลุ่มควบคุม โดยเม่ือเปรียบเทียบท่ีความ

เขม้ขน้ของทั้งกาแฟและชาเขียว กลุ่มความเขม้ขน้ 15 

mg/ml พบปริมาณ  AFB1 นอ้ยกวา่กลุ่มความเขม้ขน้ 5 

mg/ml  และเม่ือเปรียบเทียบระหวา่งกาแฟและชาเขียว

พบว่ากลุ่มท่ีมีการเติมชาเขียวมีค่าสัมประสิทธ์ิการซึม

ผา่นนอ้ยกวา่กลุ่มท่ีมีการเติมกาแฟ  แสดงใหเ้ห็นวา่มี

การซึมผา่นของ AFB1 นอ้ยกวา่  

นอกจากน้ียงัพบว่าเม่ือมีการเติม Ko143 

ซ่ึงเป็นตัวยบัย ั้ งการทํางาน BCRP มีผลทําให้

สัมประสิทธ์ิการซึมผ่านจากดา้น apical ไปสู่ดา้น 

basolateral เพ่ิมข้ึนทั้งในกลุ่มควบคุม   กลุ่มของกาแฟ

และกลุ่มของชาเขียว  ดงัแสดงในภาพท่ี 6 เม่ือนาํมา

เปรียบเทียบทางสถิติระหวา่งกลุ่มท่ีมี Ko143 และไม่มี 

Ko143  นั้นมีความแตกต่างอยา่งมีนยัสาํคญัทางสถิติ (p 

< 0.05) ซ่ึงแสดงให้เห็นว่าเม่ือมีตวัยบัย ั้งการทาํงาน

ของ BCRP ทาํใหมี้การดูดซึม AFB1 จากชั้น apical สู่

ชั้น basolateral  เพิ่มข้ึน 

 

 
 

ภาพที ่6 ค่าสัมประสิทธ์ิการซึมผา่นของสาร AFB1  

จากดา้น apical สู่ดา้น basolateral ของเซลล ์

Caco-2 ทั้งกลุ่มควบคุมและกลุ่มท่ีมีกาแฟ/ชา

เขียว และ กลุ่มท่ีมี Ko143 และไม่มี Ko143   

* แตกต่างอยา่งมีนยัสาํคญัทางสถิติเม่ือเทียบ

ระหวา่งกลุ่มท่ีมี Ko143 และไม่มี Ko143  

p < 0.05 

 

6. วิเคราะห์การแสดงออกของโปรตีน BCRP 

ด้วยวิธี Western blot ผลการทดลองแสดงในภาพท่ี 7  

แสดงให้เห็นว่ากาแฟและชาเขียวเพิ่มการแสดงออก

ของโปรตีน BCRP มากกวา่กลุ่มควบคุม  ชาเขียวพบ

การแสดงออกของโปรตีน BCRP มากกวา่กาแฟ โดยท่ี

ความเขม้ขน้ของกาแฟและชาเขียวท่ีมากข้ึนก็จะมีการ

แสดงออกของโปรตีนมากข้ึนดว้ยเช่นกนั เม่ือทาํการ

ทดลอง 2 คร้ัง พบว่าอตัราส่วนของการเพิ่มปริมาณ

โปรตีนของกลุ่มท่ีมีการเติมกาแฟและกลุ่มท่ีมีการเติม

ชาเขียวทั้ง 2 ความเขม้ขน้เม่ือเทียบกบักลุ่มควบคุม

เป็นไปในทางเดียวกนั 
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ภาพที ่7 ความหนาแน่น (density) ของการแสดงออก 

ของโปรตีน BCRP ในรูปอตัราส่วนของกลุ่ม 

ทดลองต่างๆ เม่ือเทียบกบักลุ่มควบคุม 

 

สรุปผลการวจิัย 

งานวิจยัคร้ังน้ีศึกษาผลของกาแฟและชาเขียวต่อ

การขบัออก(efflux) ของ AFB1  ใน Caco-2 cells  ผา่น

ทาง BCRP ซ่ึงเป็นโปรตีนท่ีทาํหน้าท่ีขนส่งสารออก

นอกเซลล ์ (efflux transporter) การแสดงออกของ 

BCRP ท่ีเพิ่มข้ึนจะลดการดูดซึมของยา สารเคมีต่างๆ 

และรวมถึงสารก่อมะเร็ง เช่น อะฟลาทอกซิน ไดด้ว้ย 

(Isshiki et al., 2011; Herwaarden et al., 2006) จาก

การศึกษาพบวา่กาแฟท่ีความเขม้ขน้ 5 mg/ml สามารถ

ลดค่าสัมประสิทธ์ิการซึมผ่านไดร้้อยละ 26.99 และ 

67.09 ท่ีความเขม้ขน้ 15 mg/ml สาํหรับชาเขียวท่ีความ

เขม้ขน้ 5 mg/ml สามารถลดค่าสัมประสิทธ์ิการซึมผา่น

ไดร้้อยละ 35.61 และ 78.73  ท่ีความเขม้ขน้ 15 mg/ml  

ดังนั้ นจึงมีความเป็นไปได้ว่าเม่ือการแสดงออกของ

โปรตีน BCRP มากข้ึนมีความสัมพันธ์กับค่า

สัมประสิทธ์ิการซึมผา่นท่ีลดลง 

จากการทดลองหาปริมาณของ  total phenolic 

compounds (TPC)  และ total flavonoids (TF) ใน

กาแฟและชาเขียว  พบว่าในกาแฟจะมีปริมาณ TPC 

มากกวา่ชาเขียวมีปริมาณ สาํหรับ TF  จะพบชาเขียว

ม า ก ก ว่ า ก า แ ฟ  ซ่ึ ง จ า ก ง า น วิ จั ย ใ น อ ดี ต พ บ ว่ า 

polyphenols ทาํหนา้ท่ีเป็นสารตั้งตน้ (substrate)  ซ่ึงจะ

ช่วยเพิ่มการแสดงออกของ BCRP ดงันั้น BCRP จึง

ทาํงานไดดี้ข้ึน มีผลทาํให้การขบัออกของสารมากข้ึน

ดว้ยเช่นกนั (Cooray et al., 2004; Scheepens et al., 

2010) จากการทดสอบการขบัออกของ AFB1 และการ

วิเคราะห์การแสดงออกของโปรตีน BCRP แสดงให้

เห็นวา่ชาเขียวมีการขบัออกของ AFB1 ไดดี้กวา่กาแฟ 

และเม่ือการวิเคราะห์การแสดงออกของโปรตีน BCRP 

ชาเขียวมีการแสดงออกมากกวา่กาแฟอาจเป็นไปไดว้า่

เ กิดจากสารท่ีมีองค์ประกอบแตกต่างกันรวมถึง 

polyphenols ท่ีต่างชนิดกนั ซ่ึงองคป์ระกอบท่ีพบในชา

เขียวจดัอยูใ่นกลุ่ม total flavonoids จึงอาจทาํให้เกิด

การแสดงออกของโปรตีน BCRP ไดม้ากกว่ากลุ่ม 

phenolic compounds ท่ีพบในกาแฟ 

 

ข้อเสนอแนะ 

การศึกษาการขบัออกของสาร AFB1 คร้ังน้ีเป็น

การศึกษาโดยใหส้ารสัมผสักบัเซลลโ์ดยตรง ซ่ึงจะช่วย

อธิบายถึงการขบัออกของสาร  การจบักนั  และการซึม

ผ่านของสารท่ีมีต่อเซลล์ลาํไส้เล็กของมนุษย ์ซ่ึงโดย

ปกติ ร่ างกายจะได้รับสัมผัสสาร  AFB1 โดยการ

รับประทานผ่านทางปากและมีกลไกการทาํงานของ

ระบบทางเดินอาหาร นํ้ าย่อย เอนไซม์ และสารต่างๆ 

จึงอาจจะตอ้งมีการศึกษาเพิ่มเติมในอนาคตใหใ้กลเ้คียง

กบัการรับสัมผสัจริง   

BCRP นอกจากจะเพิ่มการขบัออกของสาร

ปนเป้ือนและสารก่อมะเร็งต่างๆ แต่ก็ย ังรวมถึง

สาร อาหาร และย าด้วย เ ช่นกัน  ดังนั้ น เ ม่ือ มีการ

รับประทานยาอาจจาํเป็นตอ้งหลีกเล่ียงสารท่ีเพิ่มการ

แสดงออกของโปรตีนชนิดน้ี 
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