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ข

บทคัดย่อภาษาไทย 

สารต้านอนุมูลอิสระจากธรรมชาติที่มีในพืชผักที่บริโภคประจ าวันได้รับความสนใจมากเพราะมีความปลอดภัยในการใช้

มากกว่าสารต้านอนุมูลอิสระสังเคราะห์ จากรายงานต่างๆ พบว่าสารพฤกษเคมี โดยเฉพาะอย่างยิ่งสารประกอบฟินอลิกบางชนิดมี

ฤทธิ์ในการต้านอนุมูลอิสระ จากการวิเคราะห์ผักพึ้นบ้านที่นิยมบริโภค 20 ชนิดพบว่า ชะอม (Acacia pennata) มีปริมาณ

สารประกอบฟินอลิกสูงมากที่สุดถึง 45.3 ไมโครกรัมกรดแกลลิกต่อมิลลิกรัมของสารสกัดแห้ง ดังนั้นในงานวิจัยนี้จึงท าการทดสอบ

ความสามารถในการต้านอนุมูลอิสระของสารสกัดหยาบจากใบชะอมที่เป็นใบสด (F) และใบแห้ง (D) ที่ได้จากการสกัดด้วยน้ า (H) 

หรือ 95% เอทานอล (E) จากการทดสอบฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระด้วยวิธี DPPH assay โดยค านวณฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระเป็นค่า

เปอร์เซ็นต์ radical scavenging activity ที่ 50% พบว่า สารที่ได้จากสกัดด้วยน้ าจะให้ฤทธิ์ที่สูงกว่าสารที่ได้จากการสกัดด้วย 

95% เอทานอล และสารสกัดจากใบสดจะให้ฤทธิ์ที่สูงกว่าสารที่สกัดจากใบแห้ง แต่เมื่อทดสอบฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระโดยดู

ความสามารถในการให้อิเล็คตรอนด้วยวิธี FRAP assay พบว่า สารสกัดหยาบทั้ง 4 ชนิดให้ฤทธิ์ที่ต่างกันเล็กน้อย โดยมีค่าอยู่

ในช่วง 2.91 - 5.09 มิลลิโมลาร์ นอกจากน้ีได้ท าการทดสอบฤทธิ์ในการยับยั้งการเจริญฃองเซลล์ชนิดต่างๆ จ านวน 14 ชนิดโดยวิธี 

MTT colorimetric assay พบว่า FH และ DH มีความเป็นพิษต่อเซลล์ต่ าโดยมีค่า 50% inhibition concentration (IC50) 

มากกว่า 500 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ในทางตรงข้าม FE จะมีความเป็นพิษสูงต่อเซลล์มะเร็งและเซลล์ปกติ (IC50 = 13.4 – 113.2 

ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร) แต่ที่น่าสนใจคือ DE จะมีความเป็นพิษสูงต่อเซลล์มะเร็งเท่านั้น (IC50 = 24.8 – 483.3 ไมโครกรัมต่อ

มิลลิลิตร) แต่จะเป็นพิษต่ าต่อเซลล์ปกติของเซลล์เยื่อบุผิว MCF-10A เซลล์ปอด WI-38 และเซลล์ผิวหนัง CCD-986SK เนื่องจาก 

DE มีความเป็นพิษต่ าต่อเซลล์ปกติจึงได้ทดสอบฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระของ DE ที่ความเข้มข้น 2000 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ภายใน

เซลล์มะเร็งของเซลล์ล าไส้ CaCo-2 และ HT-29 พบว่า มีค่าเท่ากับ 76.8% และ 34.5% ตามล าดับ นอกจากนี้ยังพบว่า DE ที่

ความเข้มข้น 100 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร มีฤทธิ์ต้านการอักเสบเท่ากับ 28% จากผลการทดสอบการออกฤทธิ์ต่างๆ ของสารสกัด

หยาบจากใบชะอมในงานวิจัยนี้สามารถน าไปใช้เป็นข้อมูลเบื้องต้นในงานวิจัยต่อยอดทางด้านพืชสมุนไพรไทยที่มีฤทธิ์ต้านอนุมูล

อิสระและยับยั้งการเจริญของเซลล์มะเร็งได้ต่อไป 



ค

บทคัดย่อภาษาอังกฤษ 

Natural anti-oxidants from vegetables which are normally used in daily cooking are of great interest 

because they are safer to be used than synthetic anti-oxidant compounds. It has been reported that 

phytochemicals especially some phenolic compounds can act as the anti-oxidant. Among the twenty Thai 

indigenous vegetables studied, Cha-Om (Acacia pennata) contains highest level of the phenolic contents at 

45.3 µg gallic acid/mg (dry wt.). Therefore, this research was focused on the anti-oxidant activity of crudes 

extracted from both fresh (F) and dried (D) leaves of A. pennata. Leaves which were extracted by either water 

(H) or 95% ethanol (E). Anti-oxidant activity, based on DPPH assay, of the extracts was quantified in term of

50% radical scavenging activity. It was found that the FH and DH extracts showed higher activity at 3.91

mg/ml and 4.13 mg/ml than the FE and DE did at 7.80 mg/ml and 19.24 mg/ml, respectively. The anti-oxidant

activity in term of reducing ability was also analyzed by FRAP assay.   All extracts, FH, FE, DH and DE yielded

slightly different abilities at 5.09, 4.10, 5.01 and 2.91 mM, respectively. In addition, cytotoxicity based on MTT

colorimetric assay of the extracts was performed on fourteen cell lines. The results showed that both FH and

DH extracts had low toxicity to all fourteen cell lines with the 50% inhibition concentration (IC50) values more

than 500 µg/ml. In contrast, the FE extract was toxic to both cancer and normal cell lines (IC50 = 13.4 – 113.2

µg/ml). Interestingly, the DE extract was highly toxic to only cancer cell lines (IC50 24.8 – 483.3 µg/ml) but less

toxic to normal cell line of epithelial cell (MCF-10A), lung cell (WI-38) and skin cell (CCD-986SK). Because of its

low toxicity to normal cell lines, study of antioxidant activity of the DE extract (2000 µg/ml) was tested on

human colon cancer cell line CaCo-2 and HT-29 cells and was found to be 76.8% and 34.5%, respectively. In

addition, anti-inflammatory effect of the DE extract at the concentration of 100 µg/ml was found to be 28%.

Information obtained from these studies should be able to be used as preliminary data for further research

on Thai medicinal plants with antioxidant activity and anti-cancer activity.
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1. บทน ำ (Introduction)

1.1 ควำมส ำคัญและที่มำของปํญหำท่ีท ำกำรวิจัย 

จากรายงานสถิติอัตราผู้เสียชีวิตจากโรคส าคัญในปี พ.ศ 2542-2554 พบว่าสาเหตุอันคับหนึ่งฃองการเสียชีวิตเกิดจาก

โรคมะเร็ง และมีอัตราเพิ่มขึน้ทุกปี โดยมีจ านวนผู้เสียชีวิตจากโรคมะเร็งเพิ่มฃึ้นทุกปีโดยมีอัตราเฉลี่ยในปี 2542-2554 เพิ่มฃึ้น

โดยประมาณคิดเป็นร้อยละ 69 จากจ านวนผู้เสียชีวิตจากโรคมะเร็งทั้งหมด สาเหตุส าคัญที่ท าให้เกิดมะเร็ง คือ สารอนุมูล

อิสระ ซึ่งสารอนุมูลอิสระยังท าให้เซลล์มะเร็งเจริญเติบโตมากข้ืนโดยท าให้โครโมโซมแตกตัวและไปท าลายดีเอ็นเอ (Mayne และ

คณะ, 1994) จากการศึกษาพบว่า สารพฤกษเคมี (phytochemicals) ต่างๆ ที่มีในพืชผักที่บร็โภคประจ าวัน มีบทบาทในการเป็น

สารต้านอนุมูลอิสระคือ สามารถไปยับยั้งการเกิดปฏิกิริยาออกซิเดซั่นของอนุมูลอิสระ ซึ่งเกิดจากกระบวนการการเมทาบอลิ

ซึม (metabolism) ที่เกิดขื้นภายในเซลล์ โดยพบว่ากลไกในการต้านสารอนุมูลอิสระที่เกิดจากปัจจัยทั้งภายในและภายนอก

ร่างกายมีหลายแบบ ได้แก่ การดกัจับอนุมูลอิสระโดยตรง (scavenge) กลายเป็นอนุมูลอิสระตัวใหม่ที่เสถียรกว่า ท าให้สามารถ

หยุดวงจรการเกิดอนุมูลอิสระตัวใหม่ได้ (Denisov และคณะ, 2005) การยับยั้งการสร้างอนุมูลอิสระหรือเข้าจับกับโลหะ เพื่อ

ป้องกันการสร้างอนุมูลอิสระ (Sies, 1991) สารต้านอนุมูลอิสระเป็นสารประกอบที่ทนต่อการเกิดปฏิกิริยาออกชิเดช่ันในเซลล์ 

ดงันัน้บทบาทส าคัญของสารต้านอนุมูลอิสระคือ ป้องกันการเกิดปฏิกิริยาออกชิเดช่ันในร่างกายซึ่งเป็นสาเหตุของการเกิดโรค

ต่างๆของมนุษย์ ได้แก่ โรคมะเร็ง ความดันโลหิตสูง เบาหวาน รูมาตอยด์ (Cornish และ Garbary, 2010) จากการศึกษาข้อมูล

พบว่า สารต้านอนุมูลอิสระที่ได้จากธรรมชาติได้รับความสนใจและมีการศึกษากันมากในปัจจุบัน เนื่องจากปลอดภัยในการ

บริโภคมากกว่าสารที่ได้จากการสังเคราะห์ โดยสารประกอบในพืชที่มีสมบัติเป็นสารต้านอนุมูลอิสระ ได้แก่ สารที่มีโครงสร้าง

เป็นสารประกอบฟินอลิก (phenolic compounds) โดยเฉพาะกลุ่มโพลีฟินอล (polyphenols) เช่น แซนโทน (xanthone) และ ฟลาโว

นอยด์ (flavonoids) ซึ่งประกอบด้วยหมู่ไฮดรอกซิลที่เกาะบนวงเบนชีน (aromatic hydroxyl) ตั้งแต่ 2 หมู่ ขึ้นไป โดยมีบทบาทใน

การจับอนุมูลอิสระไม่ให้กระตุ้นให้เกิดปฏิกิริยาออกชิเดซั่น (Sanchez-Moreno และคณะ, 2000) ดังนั้น งานวิจัยนี้จึงมุ่งเน้นที่จะ

น าผักพึน้บ้านท่ีนิยมบริโภคมาศึกษาผลในการยับยั้งการเจริญของเซลล์มะเร็งชนิดต่างๆ โดยผักที่จะใช้ในการศึกษาคือ ชะอม 

เนื่องจากชะอมจัดเป็นผักพื้นบ้านที่ใช้ประกอบอาหารได้หลากหลายประเภท โดยมีช่ือวิทยาศาสตร์คือ Acacia pennata

subsp. insuavis (Lace) I.C.Nielsen อยู่วงศ์ Leguminosae อนุวงศ์ Mimosoideae พบว่าพืชในสายพันธุ์นี้มีการน ามาใช้ในการแพทย์

พืน้บ้าน เนื่องจากมีการท างานทางชีวภาพท่ีน่าสนใจ เช่น มีคุณสมบัติต้านการอักเสบ (Dongmo และคณะ, 2005) โดยมีรายงาน

การพบสารทุติยภูมิ ได้แก่ alkaloids, saponins, polysaccharides, terpenoids, tannins เข้มข้น และ flavonoids จาก Acacia

หลากหลายสายพันธ์ุ (Seigler, 2003) โดย Acacia pennata Wild. (Mimosaceae) ได้ถูกน ามาใช้รักษาอาการไอ อาการผิดปกติที่

เกิดจากการอักเสบ เช่น ไขข้ออักเสบ, ปวดศรีษะและการมีไข้ โดยมีการศึกษาถึงผลของสารสกัดจากใบชะอมที่สารส าคัญมี

ฤทธ์ิไนการต้านเช้ือ Bacillus cereus และ Lactobacillus plantarum โดยพบสารประกอบฟีนอลิก ซึ่งเป็นสารต้านอนุมูล

อิสระ มีเป็นปริมาณมากในสารสกัดจากใบชะอม (Nanasombat และ Teckchuen, 2009) ดังนั้น งานวิจัยนี้มีวัตถุประสงค์เพื่อ

ท าการศึกษาผลของสารสกัดหยาบจากใบชะอมทีม่ีฤทธิใ์นการต้านสารอนุมูลอิสระและฤทธ์ิในการยับยั้งเซลล์มะเร็งชนิดต่างๆ
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เพื่อใช้เป็นข้อมูลในการพัฒนางานวิจัยทางด้านพืชสมุนไพรไทยต้านเซลล์มะเร็ง 

1.2 วัตถุประสงค์หลักของแผนงานวิจัย 

- เพื่อศึกษาฤทธ์ิของสารสกัดหยาบจากใบชะอมในการยับยั้งการเจริญฃองเซลล์มะเร็งชนิดต่างๆ

- เพื่อศึกษาสมบัติของสารสกัดหยาบจากใบชะอมในการมีฤทธ์ิเป็นสารต้านอนุมูลอิสระที่เกิดจากปฏิกิริยาออกซิเดช่ัน

1.3 ขอบเขตของโครงการวิจัย 

- ค้นคว้าและรวบรวมข้อมูลที่เกี่ยวข้องกับงานวิจัย

- คัดเลือกและเก็บตัวอย่างชะอม

- เตรียมสารสกัดหยาบจากใบชะอม

- ทดสอบฤทธ์ิการต้านอนุมูลอิสระของสารสกัดหยาบจากใบชะอม

- ทดสอบฤทธ์ิของสารสกัดหยาบจากใบชะอมในการยับยั้งการเจริญฃองเซลล์มะเร็งชนิดต่างๆโดยเปรียบเทียบกับเซลล์

ปกติ โดยวิธี MTT colorimetric assay

- วิเคราะห์ข้อมูล สรุปผลการทดลอง ท ารายงานฉบับสมบูรณ์

1.4 ทฤษฎี สมมุติฐาน (ถ้ามี) และกรอบแนวความคิดของแผนงานวิจัย 

อนุมูลอิสระถูกสร้างขึ้นจากกระบวนการเมตาบอลิซึมของเซลล์ เป็นสาร'ที่ประกอบด้วยอิเล็กตรอนซึ่งโม่มีคู่อยู่ในวงรอบ

ของอะตอม จึงเป็นโมเลกุลที่ไม่เสถียร ส่งผลให้ไวต่อการเกิดปฏิกิริยาเคมเีป็นปฏิกิรยิาลกูโซ่เข้าจับกับสารซีว โมเลกุลต่างๆ ส่งผลให้

เกิดความเสียหายแก่องค์ประกอบต่างๆของเซลล์ภายในร่างกาย (Ames และคณะ, 1993) โดยอนุมูลอิสระเป็นตัวการส าคัญในการ

ท าให้เกิดมะเร็งและท าให้เซลล์มะเร็งเจริญได้ดี เนื่องจากอนุมูลอิสระจะท าลายเซลล์และท าให้การท างานของเอนไซม์ที่ส าคัญ

เปลี่ยนแปลงไป และการเกิดปฏิกิริยาออกซิเดซั่นสามารถยับยั้งได้ด้วยสารต้านอนุมูลอิสระ (antioxidant) ซึ่งมีคุณสมบัติในการ

ยับยั้งหรือชะลอการเกิดปฏิกิริยาออกซิเดซั่นของอนุมูลอิสระ (Halliwell, 2009) การกระตุ้นหรือได้รับสารต่างๆที่มีฤทธิ์ท าให้เกิด

กระบวนการออกซิเดซั่นจากอนุมูลอิสระที่เกิดขึ้นภายในร่างกาย ซึ่งเป็นผลมาจากกระบวนการเมแหบอลิซึมของร่างกาย หรือเกิด

จากอนุมูลอิสระภายนอกร่างกาย เซ่น การติดเช้ือ, การอักเสบโดยไม่ทราบสาเหตุ, สิ่งแวดล้อมเป็นพิษ  หรือการได้รับสารรังสี ถ้า

ร่างกายได้รับสารเหล่านี้มากกว่าสารตา้นอนุมูลอิสระที่มีอยู่ในร่างกาย จะส่งผลให้เพิ่มอัตราเลี่ยงต่อการเป็นโรคหลายชนิด โดยสาร

ตา้นอนุมูลอิสระนี้จะมีสมบัติในการยับยั้งปฏิกิริยาลูกโซ่ของอนุมูลอิสระ โดยสารนี้มีทั้งที่ได้จากธรรมชาติและสังเคราะห์ขึ้น ซึ่งจะมี

ฤทธิใ์นการท าลายอนุมูลอิสระที่ร่างกายได้รับให้เปลี่ยนเป็นสารที่ไม่มีอันตรายต่อเซลล์ภายในร่างกาย จากการศึกษางานวิจัยต่างๆ
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เกี่ยวกับฤทธิ์และคุณสมบัติฃองสารต่างๆในพืชผัก พบว่ามีสารช่วยต้านอนุมูลอิสระหลายกลุ่ม ได้แก่ วิตามินซี เบต้าแคโรทีน 

วิตามินอี ซีลีเนียม ทองแดง สังกะสี แมงกานีส โดยสารตา้นอนุมูลอิสระที่พบในพืชผักสมุนไพรพื้นบ้าน ส่วนมากเป็นสารในกลุ่ม ไบ

โอพลาโวนอยด์ และโพลีฟีนอล (ไมตรี, 2543) ซึ่งมีกลไกการยับยั้งทั้งทางตรงและทางอ้อม โดยสามารถไปท าลายและจับอนุมูล

อิสระไม่ให้ท าอันตรายต่อเซลล์ภายในร่างกายได้ จากการศึกษางานวิจัยทางวิทยาศาสตร์ มีผลการทดสอบที่แสดงให้เห็นว่า สาร

ต้านอนุมูลอิสระที่มีบทบาทส าคัญในการลดความเสี่ยงจากการเกิดโรคมะเร็ง ส่วนใหญ่จะอยู่ในกลุ่มของสารประกอบฟินอลิก 

เนื่องจากประเทศไทยเป็นประเทศท่ีเป็นแหล่งผลิตพืชผักสมุนไพรพื้นบ้านท่ีส าคัญแห่งหนึ่งของโลก แต่ยังขาดข้อมูลด้านการศึกษา

ฤทธิก์ารตา้นอนุมูลอิสระของพืชผักสมุนไพรพื้นบ้านอยู่หลายชนิดโดยเฉพาะผักที่น ามาใช้ปรุงอาหาร จากการศึกษาข้อมูลงานวิจัย

พบว่า ปริมาณของสารประกอบฟินอลิกท่ีพบในผักในประเทศไทย จ านวน 20 สายพันธุ ์มีปริมาณสารประกอบฟินอลิกสงูสุดคอื ผัก

แพ้ว และซะอม โดยมีปริมาณอยู่ท่ี 52 และ 45.3 ไมโครกรัมกรดแกลลิกต่อมิลลิกรัมของสารสกัดแห้ง ตามส าคับ (Nanasombat 

และ Teckchuen, 2009) ดังนั้น งานวิจัยนี้จึงมีวัตถุประสงค์เพื่อศึกษาฤทธิ์ของสารสกัดหยาบจากใบซะอมในการเป็นสารต้าน

อนุมูลอิสระและทดสอบความสามารถในการยังยั้งเซลล์มะเร็งชนิดต่างๆ เพื่อน าข้อมูลจากการศึกษาไปพัฒนาต่อยอดงานวิจัย

ทางด้านสารสมุนไพรไทยท่ีมีฤทธ์ิตา้นเซลล์มะเร็งต่อไป 

1.5 การทบทวนวรรณกรรม/สารสนเทศท่ีเกี่ยวข้อง 

อนุมูลอิสระเป็นสารประกอบท่ีมีอิเล็กตรอนเดี่ยวอยู่โนออร์บิทัลวงนอกสุดที่มีระดับพลงังานสูง จึงมีคุณสมบัติเฉพาะคอื มี

ความไวสูงในการเกิดปฏิกิริยากับโมเลกุลอื่นๆ ซีวโมเลกุลที่ส าคัญในร่างกายที่ไวต่อการถูกออกซิไดส์ คือ ลิพิดที่เป็นองค์ประกอบ

ของเมมเบรน โปรตีนที่เปีนองค์ประกอบของเอนไซม์รีเซพเตอร์ สารสื่อประสาท และ ดีเอ็นเอ เนื่องจากสารซีวโมเลกุลเหล่านี้มี

อิเล็กตรอน หรืออะตอมไฮโดรเจนท่ีหลุดง่าย ท าให้ถูกออกซิไดส์ด้วยอนุมูลอิสระส่งผลให้การท างานของซีวโมเลกุลเปลี่ยนไป เกิด

ความบกพร่องหรือถูกท าลายเปีนสาเหตุของการเกิดโรค กลไกส าคัญตัวหนึ่งที่ควบคุมปริมาณอนุมูลอิสระให้สมดุลคือ สารต้าน

อนุมูลอิสระซึ่งเปีนสารที่สามารถเข้าท าปฏิกิริยากับอนุมูลอิสระได้โดยตรงโดยการให้หรือรับอิเล็กตรอนกับอนุมูลอิสระ เพื่อก าจัด

อนุมูลอิสระให้หมดไปหรือหยุดปฏิกิริยาลูกโซ่ (โอภา และคณะ, 2550) กลไกการต้านอนุมูลอิสระแบ่งได้เปีน 2 แบบตามการออก

ฤทธิ์ของสารต้านอนุมูลอิสระ ได้แก่ ฤทธิ์ป้องกันอนุมูลอิสระ (preventive antioxidant activity) เซ่น เอนไซม์และโปรตีนใน

ร่างกาย และฤทธ์ิก าจัดอนุมูลอิสระ (free-radical scavenging antioxidant activity) เซ่น วิตามินอี วิตามินซี แอลบูมิน แคโรที

นอยด์ และสารกลุ่มฟลาโวนอยค์ (Noguchi และ Nikki, 2000) โดยพบว่า ร่างกายมนุษย์มีสารต้านอนุมูลอิสระที่ท าหน้าที่ควบคุม

สมดุลของปริมาณอนุมูลอิสระ หากมีอนุมูลอิสระในปริมาณมากเกินจะท าให้สมดุลในร่างกายเสีย ร่างกายจึงจ าเปีนต้องได้รับจาก

สารต้านอนุมูลอิสระจากภายนอก แหล่งของสารต้านอนุมูลอิสระจากธรรมชาติ ส่วนหนึ่งได้มาจากพืชผักที่มนุษย์บริโภค ดังมี

งานวิจัยที่ศึกษา การต้านอนุมูลอิสระของตัวอย่างอาหารตามต ารับอาหารผักพื้นบ้าน 6 ต ารับ ของกองโภชนาการ กรมอนามัย 

กระทรวงสาธารณสุข ได้แก่ แกงขี้เหล็กกับเนื้อวัว, แกงหัวปลีกับซี่โครงหมูใส่ซะอมและใบซะพลู, ผัดผักโขมใส่หมูและกุ้ง, ย าใบ

บัวบก, แกงคั่วผ ากับหมู และแกงหน่อไม้ใส่ใบย่านาง เมื่อน าตัวอย่างท่ีสกัดด้วยเอทานอล มาศึกษาฤทธิ์การตา้นอนุมูลอิสระและหา

ปริมาณสารฟินอลิกรวม พบว่า สารสกัดตัวอย่างอาหารทั้ง 6 ต ารับ มีฤทธ์ิในการเปีนสารตา้นอนุมูลอิสระได้ โดยแกงขี้เหล็กกับเนื้อ
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วัวมีฤทธ์ิมากที่สุด และมีปริมาณสารฟินอลิกรวมเท่ากับ 30.09 มิลลิกรัมกรดแกลลิกต่อกรัม 

การศึกษาฤทธ์ิตา้นเชื้อจุลินทรืย์และอนุมูลอิสระในสารสกัดจากผักในเมืองไทยจ านวน 20 สายพันธุ์ พบว่า สารสกัดที่ได้

จากใบผักแพว้ (Polygonum odorotum) มีปริมาณของสารประกอบฟินอลิกสูงท่ีสุด รองลงมาคือสารสกัดจากใบซะอม (Acacia 

pennata) โดยมีปริมาณอยู่ที่ 52 และ 45.3 ไมโครกรัมกรดแกลลิกต่อมิลลิกรัมของสารสกัดแห้ง ตามล าดับ ซึ่งสารประกอบฟิ

นอลิกมีบทบาทส าคัญคือ เป็นสารตา้นอนุมูลอิสระและตา้นการก่อมะเร็งที่ได้รับจากภายนอก โดยประกอบด้วยโครงสร้างที่เป็นวง

แหวนอะโรมาติกและมีหมู่แทนท่ีเป็นหมู่ไฮดรอกซิลอย่างน้อย 1 หมู่ ซึ่งสารกลุ่มส าคัญของสารประกอบนี้ได้แก่ ฟลาโวนอยด์ โดยมี

การน าสารสกัดจากใบผักแพ้วไปทดสอบฤทธิ์การยับยั้งการเจริญของเซลล์มะเร็ง 3 ชนิด ได้แก่ มะเร็งในซ่องปาก (KB), มะเร็งเต้า

นม (MCF-7) และเซลล์มะเร็งปอดขนาดเล็ก (NCI-H187) ผลการทดสอบพบว่า มีผลต่อเซลล์มะเร็งเต้านมในระดับปานกลางโดยมี

ค่า IC50 เท่ากับ 6.01 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร (Nanasombat และ Teckchuen, 2009) 

ในการศึกษาหาสารประกอบฟินอลิกในพืซผักสมุนไพรไทยพบว่า มีปริมาณสารประกอบฟินอลิกรวมอยู่ในช่วง 2.89 ถึง 

75.26 มิลลิกรัมกรดแกลลิกต่อกรัมของน้ าหนักแห้ง โดยสารสกัดจากสมุนไพร 3 ล าดับแรกที่มีปริมาณ สารประกอบฟินอลิกสูง

ได้แก่ มะเขือเปราะ (Solarium xanthocarpum), กะเพรา (Ocimum sanctum) และซะอม (Acacia pennata) โดยพบว่าสาร

สกัดจากซะอมจะมีปริมาณสารประกอบฟินอลิกรวมเท่ากับ 66.48 มิลลิกรัมกรดแกลลิกต่อกรัมของน ้าหนักแห้ง และยังพบว่ามี

ปริมาณของกรดคาเฟอิก (caffeic acid) สูงที่สุดคือ 23.93 มิลลิกรัมต่อกรัมของน ้าหนักแห้ง โดยกรดคาเฟอิกจัดเปีนสารต้าน

อนุมูลอิสระในกลุ่มของสารประกอบฟินอลิก (Wongsa และคณะ, 2012) 

การทดสอบฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระในเซลล์โดยวิธี CAA assay เป็นการทดสอบทางชีวภาพซึ่งจะแตกต่างจากการทดสอบ

โดยปฏิกิริยาทางเคมีในหลอดทดลองเพราะจะมีระบบต่างๆภายในเซลล์เข้ามาเกี่ยวข้องด้วย การทดสอบท าโดยเติมสาร 2’,7’-

dichlorofluorescin diacetate (DCFH-DA) ในเซลล์ที่ใช้ทดสอบ สาร DCFH-DA เมื่อแพร่ผ่านเข้าไปในเซลล์ เอนไซม์ esterases 

ในเซลล์จะตัดส่วน diacetate เปลี่ยนเป็นสาร DCFH เมื่อเซลล์ได้รับสาร 2,2’-azobis (2-methylpropionamidine) 

dihydrochloride (ABAP) ซึ่งมีความสามารถแพร่ผ่านเข้าสูเ่ซลล์ได้ สาร ABAP ท าปฏิกิริยากับออกซิเจนและสร้างสารอนุมูลอิสระ

เปอร์ออกไซด์ สารเหล่านี้จะไปกระตุ้นให้เซลล์ผลิตอนุมูลอิสระมากข้ึนและท าให้เกิดปฏิกิริยาออกซิเดช่ันของสาร DCFH กลายเป็น

สาร DCF ซึ่งเป็นสารเรืองแสงฟลูออเรสเซนต์ เมื่อเซลล์ได้รับสารต้านที่มีฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระจะท าให้การเรืองแสงลดลง (ดังรูปที่

แสดงในภาคผนวก) 

การอักเสบ (inflammation) เป็นกระบวนการที่เกิดขึ้นเมื่อร่างกายเกิดการบาดเจ็บจากการกระแทก หรือได้รับการติด

เช้ือจากจุลินทรีย์ ได้แก่ เช้ือแบคทีเรีย, รา, ไวรัส หรือได้รับอันตรายจากสารเคมี การอักเสบท าให้เกิดอาการ ปวด บวม ผื่นแดง 

หรือมีไข้ เนื่องจากบริเวณที่อักเสบจะมีการหลั่งสารชักน าการอักเสบ (inflammatory mediator) เช่น ไนตริกออกไซด์ (nitric 

oxide : NO), พรอสตาแกลนดิน E2 (prostaglandins E2) ไนตริกออกไซด์มีการสร้างจากเซลล์หลายชนิดในระบบภูมิคุ้มกันและ

การอักเสบ ได้แก่ เซลล์ macrophages, T lymphocytes, antigen-presenting cell, mass cells, neutrophils และ natural 
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killer cells และสารไซโตไคน์ (cytokine) ได้แก่ interleukin-1 (IL-1), interleukin-8 (IL-8) และ tumor necrosis factor 

(TNF) 

ในการทดสอบสารที่ออกฤทธิ์ต้านการอักเสบในหลอดทดลอง (in vitro) โดยศึกษาความสามารถในการยับยั้งการผลิตไน

ตริกออกไซด์ของเซลล์ RAW 264.7 ซึ่งเป็นเซลล์ macrophages ของหนู ท าการกระตุ้นเซลล์ให้ผลิตไนตริกออกไซด์ด้วยไลโพพอลี

แซคคาไรด์ (lipopolysaccharide : LPS) ซึ่งเป็นสารที่เป็นองค์ประกอบของผนังเซลล์แบคทีเรีย สารที่น ามาทดสอบนี้ต้องใช้ความ

เข้มข้นในระดับที่ไม่เป็นพิษต่อเซลล์ ดังนั้นจึงต้องท าการทดสอบความเป็นพิษต่อเซลล์และเลือกความเข้มข้นของสารที่มากที่สุดที่

เซลล์มีเปอร์เซนต์การรอดร้อยเปอร์เซนต์ จากนั้นจึงท าการเจือจางสารที่ความเข้มข้นต่างๆ วิเคราะห์หาปริมาณไนตริกออกไซด์

เทียบกับกราฟมาตรฐานไนตริกออกไซด์ จากนั้นค านวณเปอร์เซนต์การยับยั้งการผลิตไนตริกออกไซด์ของเซลล์  และการทดสอบ

ฤทธิ์ของสารต้านการอักเสบโดยวิเคราะห์หาปริมาณไนตริกออกไซด์ที่เซลล์ผลิตขึ้นเมื่อถูกกระตุ้นด้วย LPS นั้น ระดับความเข้มข้น

ของสารทดสอบต้องไม่เป็นพิษต่อเซลล์หรือยับยั้งการเจริญของเซลล์ เซลล์ที่ใส่สารทดสอบต้องมีการเจริญใกล้เคียงกับเซลล์ที่ไม่ได้

ใส่สารทดสอบ ดังนั้นจึงต้องท าการตรวจหาการมีชีวิตรอดของเซลล์ (MTT colorimetric assay) คู่กันไปด้วย 

1.6 ประโยชน์ที่คาดว่าจะได้รับ 

ผลงานวิจัยสามารถเผยแพร่ในวารสารระดับชาติได้ 1 เรื่อง 



2. วิธีด ำเนินกำรวิจัย (Materials & Method)

2.1 อุปกรณ์และสำรเคมีที่ในกำรวิจัย 

2.1.1 เคร่ีองมือและอุปกรณ์ที่ใชใ้นกำรวิจัย 

กล้องจุลทรรศน์ชนิดหัวกลับ  Nikon (Japan) 

ขวดแก้ว  Boro (Germany) 

ขวดเลี้ยงเซลล์ขนาด 10 มิลลิลิตร Nunc (Denmark) 

เครื่องช่ังน้้าหนัก AG204  Mettler Toledo (Switzerland) 

เครื่องช่ังน้้าหนัก PG4002-5  Mettler Toledo (Switzerland) 

เครื่องปั่นเหวี่ยง  MSE (England) 

เครื่องมือนับเซลล ์  Boeco (Germany) 

เครื่องวัดความเป็นกรด-ด่าง  Mettler Toledo 

เครื่อง Microtiterplate reader Titertek multiskan (Finland) 

จานชนิด 96 หลุมส้าหรับเลี้ยงเซลล ์  Nunc (Denmark) 

จานชนิด 96 หลุมสีดา้ส้าหรับทดสอบ CAA Nunc (Denmark) 

จานชนิด 96 หลุมส้าหรับ ELISA Nunc (Denmark) 

ปิเปตแก้ว  HBG (Germany) 

ปิเปตอัตโนมัต ิ Gilson (France) 

ไมโครปิเปต Biohit (Finland) 

ปั๊มสูญญากาศ Iwaki (Japan) 

ตู้บ่มที่มีคาร์บอนไดออกไซด ์  Revco, Yamato (Japan) 
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ตู้ปลอดเชื้อ Cambrige (Thailand) 

หลอดทดลองขนาด 1.5 มิลลลิิตร Axygen (USA) 

หม้อนึ่งฆ่าเช้ือ Udono-RII (Japan)  

หลอดปั่นเหวี่ยงขนาด 50 มิลลลิิตร  Nunc (Denmark) 

อ่างน้้าควบคุมอุณหภมู ิ Memmert (Germany) 

  เครื่อง microplate reader SynergyTM HT BioTex (South Korea) 

2.1.2 สารเคมีที่ใช้ในการวิจัย 

สารเคมี บริษัท ประเทศ 

aminopterine Sigma-Aldrich USA 

2,2’-azobis(2-methylpropionamidine) 

dihydrochloride (ABAP) 
Acros Organics USA 

butanol Merck Germany 

2’,7’-dichlorofluorescin diacetate (DCFH-DA) Sigma-Aldrich USA 

2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH) Sigma-Aldrich USA 

diethyl ether Sigma-Aldrich USA 

dimethyl sulfoxide (DMSO) Fluka Switzerland 

3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-

diphenyltetrazolium bromide (MTT) 
Sigma-Aldrich USA 

DMEM medium Biochrom GmbH Germany 

ethylene diamine tetraacetic acid (EDTA) Sigma-Aldrich USA 

fetal bovine serum Invitromex USA 

Folin & Ciocalteu’s phenol reagent Sigma-Aldrich USA 

gallic acid monohydrate Sigma-Aldrich USA 

glacial acetic acid Merck Germany 

D-glucose Sigma-Aldrich USA 

L-glutamine Sigma-Aldrich USA 
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Griess reagent 

hydrochloric acid Sigma-Aldrich USA 

hypoxanthine Sigma-Aldrich USA 

()-6-hydroxy-2,5,7,8-tetramethylchromane-

2-carboxylic acid (Trolox)
Sigma-Aldrich USA 

iron(III) chloride hexahydrate Sigma-Aldrich USA 

iron(III) sulfate heptahydrate Sigma-Aldrich USA 

lipopolysaccharide (LPS) Sigma-Aldrich USA 

methanol BDH England 

normal saline sterile (NSS) GHP Co.Ltd. Thailand 

penicllin G Sigma-Aldrich USA 

phenol red Sigma-Aldrich USA 

potassium chloride Sigma-Aldrich USA 

potassium dihydrogen phosphate (KH2PO4) Sigma-Aldrich USA 

di-potassium hydrogen phosphate (K2HPO4) Sigma-Aldrich USA 

quercetin Sigma-Aldrich USA 

RPMI 1640 medium Invitromex USA 

sodium acetate trihydrate Sigma USA 

sodium bicarbonate (NaHCO3) Sigma-Aldrich USA 

sodium carbonate (Na2CO3) Sigma-Aldrich USA 

sodium chloride (NaCl) Merck Germany 

sodium dihydrogen phosphate (NaH2PO4) Carlo erba USA 

di-sodium hydrogen phosphate (Na2HPO4) Merck Germany 

sodium hydroxide (NaOH) Merck Germany 

sodium nitrite (NaNO2) Sigma-Aldrich USA 

sodium pyruvate Sigma-Aldrich USA 

sterile water General Hospital Products Thailand 

Streptomycin Sigma-Aldrich USA 

2,4,6-tripyridyl-s-triazine (TPTZ) Fluka Switzerland 
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trypsin Sigma-Aldrich USA 

2.1.3 เซลล์ที่ใช้ในการทดสอบ 

เซลล์ที่ใช้เป็น cell lines จาก American Type Culture Condition (ATCC) ได้แก่ เซลล์ ดังต่อไปนี้ 

A375 malignant melanoma, human  ATCC No. CRL-1619 

BT474 ductal carcinoma, breast, human  ATCC No. HTB 20 

CaCo-2 colon, colorectal adenocarcinoma Cell Lines Service 

CCD-986SK skin fibroblast  ATCC No. CRL-1947 

Chago-K1 lung undifferentiated, human  National Cancer Institute 

Hep-G2  liver hepatoblastoma, human  ATCC No. HB 8065  

HT-29  colon colorectal adenocarcinoma  ATCC No. HTB-38 

KATO-III  gastric carcinoma, human  ATCC No. HTB 103 

KB cervix carcinoma, human  Cell Lines Service 

MCF-7  adenocarcinoma, breast, human ATCC No. HTB 22 

MCF-10A mammary gland, breast, human ATCC No. CRL 10317 

MDA-MB-231 breast adenocarcinoma, human ATCC No. HTB 26 

NUGC-4  gastric cancer, human  Japan 

SW620  colon adenocarcinoma, human ATCC No. CCL 227 

WI-38 VA-13 2RA lung fibroblast, human   Cell Lines Service 
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2.2 คัดเลือกและเก็บตัวอย่างใบชะอม 

ท้าการคัดเลือกเก็บตัวอย่างใบชะอมจากแหล่งที่ปลูกเพื่อจ้าหน่าย (อ.วิเศษชัยชาญ จ.อ่างทอง) โดยเก็บช่วงฤดูฝน เวลา 

06.00 - 09.00 น. เนื่องจากฤดูฝนช่วงเช้า ใบ ดอกลูกและผล ได้รับน้้าฝนหรือน้้าค้างมีความชุ่มช้ืนอยู่เสมอ สรรพคุณจึงรวมอยู่ที่ 

ใบ ดอกและลูก (ปราโมทย์, 2524) ท้าการคัดเลือกซะอมที่มีลักษณะที่สมบูรณ์ แข็งแรง ไม่เป็นโรค น้าไปล้างด้วยน้้าสะอาด โดย

การไหลผ่านน้้า ผึ่งให้สะเด็ดน้้าเลือกเอาเฉพาะใบ แยกเป็น 2 ส่วน คือส่วนท่ีจะน้าไปสกัดแบบใบสด และส่วนท่ีจะสกัดแบบใบแห้ง 

โดยน้าส่วนที่สกัดแบบใบแห้งไปอบที่อุณหภูมิ 60-70 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ช่ัวโมง เมื่อใบชะอมแห้งดีแล้ว น้ามาบดให้

ละเอียดเก็บใบชะอมใส่ภาชนะบรรจุที่ปิดฝาสนิท และเก็บไว้ในตู้ดูดความช้ืนเพื่อน้าไปใช้ในการสกัดต่อไป 

2.3 เตรียมสารสกัดหยาบจากใบชะอม 

สารสกัดหยาบที่จะเตรียมมี 2 รูปแบบ คือ 

2.3.1 สารสกดัหยาบจากใบชะอมสด 

น้าใบชะอมสดมาบดละเอียดในไนโตรเจนเหลว จากนั้น ช่ังน้าหนักใบชะอมสด 10 กรัม ลงในหลอดทดลอง  

ขนาด 50 มิลลิลิตร เติมตัวท้าละลายที่ใช้สกัด โดยใช้ตัวท้าละลาย 2 ชนิดคือ น้้า และ 95% เอทานอล ในอัตราส่วน 1:3 (กรัมต่อ

ปริมาตร) เขย่าเบาๆที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 24 ช่ัวโมง จากนั้นน้าหลอดทดลองไปปั่นเหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 4,000 รอบต่อนาที 

เป็นเวลา 5 นาที แล้วเทสารละลายผา่นกระดาษกรอง Whatman เก็บส่วนสารละลายไว้ในตู้เย็น ส่วนกากใบชะอมที่เหลือในหลอด

ทดลอง เติมตัวท้าละลายลงไปในอัตราส่วน 1:2 (กรัมต่อปริมาตร) เขย่าเบาๆที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 24 ช่ัวโมง เพื่อสกัดซ้้า 

จากนั้นน้าหลอดทดลองไปปั่นเหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 4,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 5 นาที แล้วเทสารละลายผ่านกระดาษกรอง 

Whatman และน้าไปรวมกับสารละลายที่สกัดในครั้งแรก จากนั้น น้าสารละลายไประเหยเอาตัวท้าละลายออกด้วย rotary 

evaporator ที่อุณหภูมิ 80 องศาเซลเซียส (น้้า), 60 องศาเซลเซียส (95% เอทานอล) 

2.3.2 สารสกัดหยาบจากใบชะอมแห้ง 

น้าใบชะอมแห้งที่อบตามวิธีในข้อ 2.2 มาช่ังน้าหนักใบชะอมแห้ง 2 กรัม ลงในหลอดทดลองขนาด 50 

มิลลิลิตร เติมตัวท้าละลายที่ใช้สกัด โดยใช้ตัวท้าละลาย 2 ชนิดคือ น้้า และ 95% เอทานอล ในอัตราส่วน 1:3 (กรัมต่อปริมาตร) 

เขย่าเบาๆทีอุ่ณหภูมิห้องเป็นเวลา 24 ช่ัวโมง จากนั้นน้าหลอดทดลองไปเซนทริฟิวจ์ท่ีความเร็วรอบ 4,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 5 

นาที แล้วเทสารละลายผา่นกระดาษกรอง Whatman เก็บส่วนสารละลายไว้ในตู้เย็น ส่วนกากใบชะอมที่เหลือในหลอดทดลอง เติม

ตัวท้าละลายลงไปในอัตราส่วน 1:2 (กรัมต่อปริมาตร) เขย่าเบาๆที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 24 ช่ัวโมง เพื่อสกัดซ้้า จากนั้นน้าหลอด

ทดลองไปเซนทริฟิวจ์ที่ความเร็วรอบ 4,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 5 นาที แล้วเทสารละลายผ่านกระดาษกรอง Whatman และ

น้าไปรวมกับสารละลายที่สกัดในครั้งแรก จากนั้น น้าสารละลายไประเหยเอาตัวท้าละลายออกด้วย rotary evaporator ที่

อุณหภูมิ 80 องศาเซลเซียส (น้้า), 60 องศาเซลเซียส (95% เอทานอล) 
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2.4 วิเคราะห์หาปริมาณฟินอลิกทั้งหมดในสารสกัดหยาบจากใบชะอมโดยวิธี Folin-Ciocalteu colorimetric 

 method 

การวิเคราะห์หาปริมาณฟินอลิกทั้งหมดเป็นการทดสอบเพื่อดูว่าตัวอย่างมีสารประกอบฟินอลิกเป็นส่วนประกอบหรือไม่ 

โดยสารประกอบฟินอลิกจะให้อิเล็กตรอนแก่ Folin & Ciocalteu’s phenol reagent เปลี่ยนให้อยู่ในรูป reduced form (รับ

อิเล็กตรอน) ท้าให้เกิดสารละลายสีน้้าเงินขึ้น  

การวิเคราะห์หาปริมาณฟินอลิกทั้งหมดในสารสกัดหยาบจากใบชะอมโดยวิธี Folin-Ciocalteu colorimetric method 

ท้าตามวิธีของอรวัสลาและคณะ (2555) โดยใช้กรดแกลลิก (gallic acid) เป็นสารมาตรฐานโดยเตรียมกราฟมาตรฐานที่ความ

เข้มข้นเท่ากับ 50, 100, 200, 300 และ 400 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตรในเมทานอล และใช้สารสกัดหยาบจากใบชะอมที่ความเข้มข้น 

5000 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร (5 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร) โดยมีขั้นตอนดังนี้ เติมสารตัวอย่างและสารมาตรฐานลงในหลอดทดลอง

ขนาด 1.5 มิลลิลิตร ปริมาตร 20 ไมโครลิตร (ท้าการทดลอง 3 ซ้้าต่อ 1 ตัวอย่าง) จากนั้นเติมสารละลาย Folin & Ciocalteu’s 

phenol reagent ปริมาตร 20 ไมโครลิตรลงในหลอด ผสมให้สารละลายเป็นเนื้อเดียวกัน จากนั้นเติมสารละลาย 7.5% Na2CO3 

ปริมาตร 400 ไมโครลิตร ลงในหลอด ผสมให้เข้ากัน จากนั้นเติมน้้า DI (deionized water) ปริมาตร 560 มิลลิลิตร ผสมให้เข้ากัน 

บ่มที่อุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 1 ช่ัวโมง วัดค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคลื่น 765 นาโนเมตร 

2.5 ทดสอบฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระของสารสกัดหยาบจากใบชะอม 

2.5.1 ทดสอบฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระของสารสกัดหยาบจากใบชะอมโดยวิธี DPPH (2,2-diphenyl-1-    

 picrylhydrazyl) assay 

การทดสอบฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระโดยวิธี DPPH assay เป็นวิธีทดสอบที่ใช้กันทั่วไปในการศึกษาปฏิกิริยาการ

เกิดอนุมูลอิสระ เนื่องจากเป็นเทคนิคที่สามารถท้าได้เร็ว โดยเป็นการดูความสามารถของสารตัวอย่างในการให้อิเล็ กตรอนแก่ 

DPPH radical (stable radical) ซึ่งจะท้าให้ radical หายไป โดยจะท้าให้สารละลายเปลี่ยนจากสีม่วงเป็นสีเหลือง (ถ้าเปลี่ยนเป็น

สีเหลืองเร็วหรือเหลืองมาก แสดงว่าสารตัวอย่างมีสารต้านอนุมูลอิสระมากหรือมี scavenging effect ดี) วิธีนี้เหมาะส้าหรับใช้ใน

การคัดเลือกตัวอย่างที่มีการเกิดอนุมูลอิสระในสารสังเคราะห์บริสุทธ์ิ, สารสกัดหยาบจากพืชและอาหาร สิ่งส้าคัญคือ DPPH assay 

จะเกิดปฏิกิริยาเฉพาะกับ free radical scavenging effect แต่จะไม่เกิดปฏิกิริยากับ pro-oxidant activity (Amarowicza และ

คณะ, 2004) 

stable radical DPPH· (สีม่วง) DPPH-H (สีเหลือง) 

การทดสอบฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระของสารสกัดหยาบจากใบชะอมโดยวิธี DPPH assay ท้าโดยดัดแปลงจากวิธี

ของ Fukumoto และ Mazza (2000) โดยการทดสอบจะท้าใน 96-well plate และท้าการทดลอง 3 ซ้้าต่อ 1 ตัวอย่าง โดยมีสาร 



12 

()-6-hydroxy-2,5,7,8-tetra-methylchromane-2-carboxylic acid (trolox) เป็นสารเปรียบเทียบเทียบ โดยใช้ความเข้มข้น

อยู่ในช่วง 0.001 ถึง 0.01 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ส่วนสารตัวอย่างสารสกัดหยาบจากใบชะอมใช้ความเข้มข้นอยู่ในช่วง 0 ถึง 50

มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร จากนั้นค้านวณหาค่าเปอร์เซ็นต์ radical scavenging activity จากสูตร และสร้างกราฟความสัมพันธ์

ระหว่างความเข้มข้นของสารกับค่าเปอร์เซ็นต์ radical scavenging activity เพื่อค้านวณหาค่าเปอร์เซ็นต์ radical scavenging

activity ที่ 50%

เปอร์เซ็นต ์radical scavenging activity = 100  [1-(AE / AD)] 

AE = ค่าการดูดกลืนแสงของสารละลาย DPPH เมื่อมีการเติมสารตัวอย่าง 

AD = ค่าการดูดกลืนแสงของสารละลาย DPPH เมื่อไมม่ีการเติมสารตัวอย่าง 

วิธีวิเคราะห์เริ่มจากเติมสารที่ต้องการทดสอบปริมาตร 22 ไมโครลิตรลงในหลุมทดสอบของ 96-well plate 

จากนั้นเติมสารละลาย 150 ไมโครโมลาร์ DPPH ที่ละลายใน 80% เมทานอล ปริมาตร 200 ไมโครลิตรลงในหลุม เขย่าเพลทให้

สารละลายผสมกัน บ่มในท่ีมืดที่อุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 30 นาที และวัดค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคลื่น 520 นาโนเมตร 

2.5.2 ทดสอบฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระของสารสกัดหยาบจากใบชะอมโดยวิธี FRAP (ferric  

 reducing/antioxidant potential) assay  

การทดสอบฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระโดยวิธี FRAP assay เป็นวิธีวิเคราะห์ส้าหรับวัด total antioxidant levels 

ในตัวอย่างที่ง่ายและเสียค่าใช้จ่ายน้อย โดยใช้การเกิดปฏิกิริยา reducing ของสารต้านอนุมูลอสิระที่จะเกดิปฏิกริิยากับ ferric 

tripyridyltriazine (Fe3+-TPTZ) แล้วให้อิเล็กตรอน จะทา้ให้สีเหลืองของสารละลายเปลี่ยนเป็นสีน้้าเงินของ ferrous 

tripyridyltriazine (Fe2+-TPTZ) ถ้าเปลี่ยนเป็นสีน้้าเงินเร็วหรือเข้มมากแสดงว่าสารตัวอย่างมีสารต้านอนุมูลอสิระมาก หรือม ี

reducing ability มาก (Benzie และ Strain, 1996, Benzie และ Strain, 1999, Prior และ Cao, 1997) โดยใช้การเปรียบเทียบ

กับสารมาตรฐาน คือ สารละลาย FeSO4.7H2O ที่มีความเข้มข้นเทา่กับ 62.5, 125, 250, 500 และ 1000 ไมโครโมลาร์ และใช้ 

FRAP reagent (ภาคผนวก) ในการทดสอบ  

Fe III-TPTZ (สีเหลือง) Fe II-TPTZ form (สีน้้าเงิน) 

โดยการทดสอบจะท้าใน 96-well plate และท้าการทดลอง 3 ซ้้าต่อ 1 ตัวอย่าง เริ่มจากเติมสารที่ต้องการ

ทดสอบปริมาตร 20 ไมโครลิตรลงในหลุมทดสอบของ 96-well plate จากนั้นเติม FRAP reagent ปริมาตร 150 ไมโครลิตรลงใน

หลุม เขย่าเพลทให้สารละลายผสมกัน บ่มในท่ีมืดที่อุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 8 นาที และวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 600 

นาโนเมตร เพื่อดูศักยภาพของสารต้านอนุมูลอิสระในตัวอย่างทีท่้าการทดสอบ 
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2.6 ทดสอบฤทธิ์ในการยับยั้งการเจริญฃองเซลล์มะเร็งชนิดต่างๆของสารสกัดหยาบจากใบชะอมโดยเปรียบเทียบกับ 

 เซลล์ปกติโดยวิธี MTT colorimetric assay

Mosmann (1983) เป็นคนแรกที่ได้น้าวิธี MTT colorimetric cytotoxicity assay มาใช้ตรวจเซลล์มีชีวิตและการเจริญ

ของเซลล์ โดยดูผลของการใช้เอนไซม์ succinate dehydrogenase จากไมโตคอนเดรีย ย่อยสลายสาร tetrazolium salt MTT 

[3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5 diphenyl tetrazolium bromide] ท้าให้เกิดสาร formazan ซึ่งมีสีฟ้า โดยทดสอบบนหลุม 

96-well microtiter plate และวัดผลโดยใช้ spectrophotometer แบบอัตโนมัติ ดูการเปลี่ยนแปลงของสีที่เกิดขึ้น ซึ่งเป็นวิธีที่

สะดวก ประหยัด ให้ผลเร็ว และปลอดภัยกว่าวิธีท่ีใช้สารกัมมันตรังสี

2.6.1 การเตรียมเซลล์ที่ใช้ทดสอบ 

เลี้ยงเซลล์ใน tissue culture flask ด้วยอาหารเลี้ยงเซลล์ RPMI1640 ที่ผสม 5% fetal bovine serum 

(FBS)  บ่มที่ 37 องศาเซลเซียส ที่มีคาร์บอนไดออกไซด์ 5 เปอร์เซ็นต์ ไว้ประมาณ 3 วัน (มีเซลล์ 2 – 4 × 106 เซลล์/ชวด) จากนั้น

ดูดอาหารเลี้ยงเซลล์เก่าออก เติม 0.05% trypsin + 0.01% EDTA ปริมาตร 0.5 – 1 มิลลิลิตร บ่มไว้จนเซลล์หดตัว ใช้เวลา

ประมาณ 2 – 5 นาที ดูด trypsin ทิ้ง เติมอาหารเลี้ยงเซลล์ใหม่ เคาะให้เซลล์หลุด เจือจางให้เซลล์มีความเข้มข้น 5 × 104 เซลล์

ต่อมิลลิลิตร เติมเซลล์ปริมาตร 100 ไมโครลิตร ลงใน 96-well microtiter plate ที่มีอาหารเลี้ยงเซลล์อยู่ 100 ไมโครลิตรต่อหลุม 

(ปริมาณเซลล์ 5 × 103 เซลล์ต่อหลุมต่อ 200 ไมโครลิตร) 

2.6.2 การทดสอบความเป็นพิษของสารต่อเซลล์ด้วยวิธี MTT colorimetric assay 

เตรียมสารที่ต้องการทดสอบความเข้มข้น 1 มิลลิกรัมต่อมิลลิตร ละลายใน DMSO โดยการหาค่า IC50 จะท้า

การเจือจางสารที่ต้องการทดสอบให้มีความเข้มข้น 500, 50, 5, 0.5 และ 0.05 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร  เตรียมสารละลาย MTT 

โดยช่ัง MTT โดยเจือจาง MTT ใน normal saline sterile (NSS) ให้มีความเข้มข้น 5 มิลลิกรัมต่อมิลลิลติร ละลายจนหมด ไม่ให้มี

ตะกอน (เก็บไว้ในขวดสีชาที่ 4 องศาเซลเซียส สามารถเก็บไว้ได้ 1 เดือน) 

ท้าการเลี้ยงเซลล์ 5 × 103 เซลล์ต่อหลุม (จากข้อ 2.6.1) บ่มไว้ในตู้เลี้ยงเซลล์ที่ 37 องศาเซลเซียส ที่มี

คาร์บอนไดออกไซด์ 5 เปอร์เซ็นต์ เป็นเวลา 24 ช่ัวโมง (1 วัน) จากนั้นเติมสารที่ต้องการทดสอบที่ความเข้มข้นต่างๆ (จากข้อ 

2.6.2) ปริมาตร 2 ไมโครลิตรต่อหลุม (1:100 สารเจือจาง 100 เท่า) บ่มไว้ในตู้เลี้ยงเซลล์เป็นเวลา 72 ช่ัวโมง (3 วัน) จากนั้นเติม

สารละลาย MTT (จากข้อ 2.6.3) ปริมาตร 10 ไมโครลิตรต่อหลุม บ่มไว้ในตู้เลี้ยงเซลล์เป็นเวลา 4 ช่ัวโมง ดูดอาหารเลี้ยงเซลล์ทิ้ง

แล้วเติม 100% DMSO ปริมาตร 150 ไมโครลิตรต่อหลุม เขย่าบน plate mixer ให้สารละลายเป็นเนื้อเดียวกันเป็นเวลา 3-5 นาท ี

ท้าการวัดค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคลื่น 540 นาโนเมตร และท้าการค้านวณหาค่าเปอร์เซ็นต์การมีชีวิตรอดของเซลล์ (จากข้อ 

2.6.4) น้าค่าเปอร์เซ็นต์การรอดของเซลล์มาสร้างกราฟความสัมพันธ์กับความเข้มข้นของสารที่ความเข้มข้นต่างๆ จากนั้น 

ค้านวณหาความเข้มข้นของสารที่ท้าให้เซลล์มีการรอด 50 เปอร์เซ็นต์ หรือหาค่า IC50 (inhibit concentration 50%) 
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ค้านวณเปอร์เซ็นต์การมีชีวิตรอดของเซลล์ (percent survival, PS) = ค่าการดูดกลืนแสงหลุมที่ใส่สารทดสอบ  × 100 

       ค่าการดูดกลืนแสงหลุมที่ไม่ใส่สารทดสอบ 

2.7 ทดสอบฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระในเซลล์ (cellular antioxidant activity assay; CAA assay) ของสารสกัด

 หยาบจากใบชะอม 

ทดสอบโดยเลี้ยงเซลล์ CaCo-2 และ HT-29 ในอาหาร RPMI1640 ที่เติม FBS 5 เปอรเซ็นต์, penicillin 100 

ยูนิตต่อมิลลิลิตร และ streptomycin 100 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร เลี้ยงเซลล์ในตู้บ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ที่มี

คาร์บอนไดออกไซด์ 5 เปอร์เซ็นต์ และความช้ืน 

ทดสอบฤทธิ์การต้านอนุมูลอิสระในเซลล์โดยเลี้ยงเซลล์ในจานชนิด 96 หลุม สีด้าให้เซลล์มีจ้านวน 6  104 

เซลล์ต่อหลุมในอาหารเลี้ยงเซลล์ 100 ไมโครลิตร เลี้ยงเซลล์ไว้นาน 24 ช่ัวโมง จากนั้นดูดอาหารเก่าในหลุมทิ้ง ล้างเซลล์ด้วย PBS 

ปริมาตร 100 ไมโครลิตร จ้านวน 1 ครั้ง เติมสารทดสอบที่ความเข้มข้นต่างๆที่เจือจางในอาหารเลี้ยงเซลล์ ปริมาตร 50 ไมโครลิตร

ต่อหลุม โดยมีสาร quercetin เป็นตัวควบคุมบวก และเติม DCFH-DA เข้มข้น 50 ไมโครโมลาร์ ละลายในอาหารเลี้ยงเซลล์

ปริมาตร 50 ไมโครลิตรต่อหลุม บ่มไว้ในตู้เลี้ยงเซลล์นาน 1 ช่ัวโมง ท้าการล้างเซลล์ด้วย PBS จ้านวน 3 ครั้ง เติม ABAP เข้มข้น 

600 ไมโครโมลาร์ เจือจางในอาหารเลี้ยงเซลล์ปริมาตร 100 ไมโครลิตรต่อหลุม จากนั้นน้าไปวัดค่าการเรืองแสง (fluorescense 

unit, FU) ด้วยเครื่อง microplate reader SynergyTM HT วัดที่ความยาวคลื่น 538 nm (emission wavelength) และความ

ยาวคลื่น 485 nm (excitation wavelength) ทุกๆ 5 นาที เป็นเวลา 1 ช่ัวโมง หลุมควบคุมเติม DCFH-DA และ ABAP ไม่เติม

สารทดสอบ มีค่าการเรืองแสงสูงสุด (เนื่องจากไม่มีการยับยั้งปฏิกิริยาของ ABAP และ DCFH-DA) หลุม blank เติมเฉพาะ DCFH-

DA ไม่เติม ABAP มีค่าเรืองแสงต่้า (เนื่องจากไม่มีสารผลิตอนุมูลอิสระ) และการทดสอบฤทธิ์การต้านอนุมูลอิสระในเซลล์นั้น ระดับ

ความเข้มข้นของสารทดสอบต้องไม่เป็นพิษต่อเซลล์หรือยับยั้งการเจริญของเซลล์ เซลล์ที่ใส่สารทดสอบต้องมีการเจริญใกล้เคียงกับ

เซลล์ที่ไม่ได้ใส่สารทดสอบ ดังนั้นจึงต้องท้าการตรวจหาการมีชีวิตรอดของเซลล์ด้วยวิธี MTT colorimetric assay คู่กันไปด้วย 

โดยจะท้าการเตรียมเซลล์และเติมสารตัวอย่างในสภาวะเดียวกัน 

ค้านวณ CAA unit = เปอร์เซ็นตต์้านอนุมูลอสิระ = [1 – (FU หลมุสารทดสอบ/FU หลุมควบคมุ)]  100 

FU = fluorescense units ได้จากการค้านวณพื้นที่ใต้กราฟจากการวัดทุกๆ 5 นาที เป็นเวลานาน 1 ช่ัวโมง (data analysis 

software)  
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2.8 ทดสอบฤทธิ์ต้านการอักเสบของสารสกัดหยาบจากใบชะอม 

เตรียมเซลล์ RAW 264.7 เพื่อการทดสอบฤทธิ์ต้านการอักเสบของสารโดยเตรียมเซลล์เข้มข้น 8 × 105 เซลล์
ต่อมิลลิลิตร เติมเซลล์ปริมาตร 180 ไมโครลิตร ลงในจานเลี้ยงเซลล์ 96 หลุม บ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ในตู้บ่มที่มี
คาร์บอนไดออกไซด์ 5 เปอร์เซ็นต์ เป็นเวลา 1 วัน 

เติมสารทดสอบที่ความเข้มข้นต่างๆปริมาตร 10 ไมโครลิตรต่อหลุม ในสภาวะที่มีและไม่มี LPS เข้มข้น 1 
ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ปริมาตร 10 ไมโครลิตร บ่มไว้เป็นเวลา 24 ช่ัวโมง จากนั้นดูดอาหารเลี้ยงเซลล์ในหลุมไปวัดปริมาณไนตริก 
ออกไซด์ โดยดูดอาหารปริมาตร 100 ไมโครลิตร ผสมกับสารละลาย griess ปริมาตร 100 ไมโครลิตร ผสมให้เข้ากัน บ่มที่
อุณหภูมิห้องในที่มืดเป็นเวลา 15 นาที จากนั้นวัดค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคลื่น 540 นาโนเมตร และค้านวณความเข้มข้นของ
ไนตริกออกไซด์ในอาหารเลี้ยงเซลล์เทียบกับกราฟมาตรฐานโซเดียมไนไตรท์ (NaNO2) ที่ความเข้มข้น 0 - 80 ไมโครโมลาร์ และ
ค้านวณเปอร์เซ็นต์การยับยั้งการผลิตไนตริก ออกไซด์ของสารทดสอบ โดยเปรียบเทียบกับการผลิตไนตริกออกไซด์ในเซลล์ที่เติม 
LPS เพียงอย่างเดียว ใช้สาร quercetin เป็นสารควบคุมแบบบวกในการยับยั้งการผลิตไนตริกออกไซด์ 

ค้านวณเปอรเ์ซ็นตย์ับยั้งการผลติไนตริกออกไซด ์ = [( A – B )/A] × 100 

A = ปริมาณไนตริกออกไซด์หลุมที่กระตุ้นเซลล์ด้วย LPS 

B = ปริมาณไนตริกออกไซด์หลุมที่กระตุ้นเซลล์ด้วย LPS และ 

เติมสารทดสอบ 



3. ผลการวิจัย (Results)

3.1 ผลการคัดเลือกและเก็บตัวอย่างใบชะอม

ท ำกำรเก็บตวัอย่ำงใบชะอมจำกแหลง่ทีป่ลูกเพือ่จ ำหน่่ำย่คือ่อ ำเภอวิเศษชัยชำญ่จังหวัดอ่ำงทอง่ในวันที่่27่ม.ค.่

2560่และน ำมำเก็บไว้ในห้องเย็น่1่คืน่วันรุ่งข้ึนจึงนำใบชะอมทั้งหมดมำผึ่งให้สะเด็ดน้ ำ่ท ำกำรเด็ดและซอยยอดอ่อนและใบ

จำกกิ่งชะอมทั้งหมด่น้ ำหนักรวม่19.1่กิโลกรัม่จะได้ส่วนเฉพำะใบชะอม่น้ ำหนัก่7.42่กิโลกรัม่คิดเป็น่38่เปอร์เซ็นต์ของ

น้ ำหนักทั้งหมด่และแบ่งใส่ถุง่220่กรัม่เก็บไว้ใน่-70่องศำเซลเซียส่ส ำหรับใช้เตรียมสำรสกัดหยำบจำกใบชะอมสด่ส่วนใบ

ชะอมสดที่เหลืออีก่7.2่กิโลกรัมน ำไปอบแห้งที่อุณหภูมิ่70่องศำเซลเซียส่เป็นเวลำ่24่ช่ัวโมง่่จำกนั้นน ำมำบดละเอียดจะ

ได้ผงชะอมแห้ง่1.56่กิโลกรัม่คิดเป็น่21.7่เปอร์เซ็นต์่เก็บไว้ในตู้ดูดควำมช้ืน่จนกว่ำจะน ำมำใช้ในกำรเตรียมสำรสกัดหยำบ

จำกใบชะอมแห้งต่อไป

3.2 ผลการเตรียมสารสกัดหยาบจากใบชะอม 

ส ำหรับตัวอย่ำงน้ ำหนักใบชะอมสดจะใช้ประมำณ่10่กรัม่ส่วนตัวอย่ำงใบชะอมแห้งใช้ประมำณ่2่กรัม่(เนื่องจำก

ใบชะอมสดเมื่อน ำไปอบแห้งจะมีน้ ำหนักลดลงเหลือประมำณ่20่เปอร์เซ็นต์ของน้ ำหนักเริ่มต้น) โดยกำรเตรียมสำรสกัดหยำบ

จำกใบชะอมจะใช้ตัวท ำละลำยที่สกัด่2่ชนิด่คือ่น้ ำและ่95% เอทำนอล่ในอัตรำส่วน่1:3่(กรัมต่อปริมำตร)่ในกำรสกัดครั้ง

แรก่และใช้อัตรำส่วน่1:2 (กรัมต่อปริมำตร)่ในกำรสกัดซ้ ำ่จำกนั้นน ำสำรละลำยทั้ง่2่ครั้ง่มำรวมกัน่จำกนั้นน ำสำรละลำย

ไประเหยเอำตัวท ำละลำยออกด้วย่rotary evaporator ที่อุณหภูมิ่80่องศำเซลเซียส่(น้ ำ),่60่องศำเซลเซียส่(95% เอ

ทำนอล)่จำกกำรทดลอง่พบว่ำ่เมื่อใช้ตัวท ำละลำยในกำรสกัดคือ่น้ ำ่จะได้น้ ำหนักของสำรสกัดหยำบที่มำกกว่ำกำรใช้่95% 

เอทำนอลสกัดทั้งใบชะอมสดและแห้ง่ดังแสดงน้ ำหนักของสำรสกัดหยำบจำกใบชะอมในตำรำงท่ี่1 

ตารางที่ 1 ผลการสกัดหยาบใบชะอมสดและแห้งด้วยตัวท าละลาย 2 ชนิด (น  าและ 95% เอทานอล) 

ใบชะอมสด (10 กรัม) ใบชะอมอบแห้ง (2 กรัม) 

สกัดด้วยน  า สกัดด้วย 95% เอทานอล สกัดด้วยน  า สกัดด้วย 95% เอทานอล 

ปริมำตรรวมของ

สำรสกัด่2่ครั้ง่

(มิลลลิิตร) 

น้ ำหนัก่

(กรัม) 

ปริมำตรรวมของ

สำรสกัด่2่ครั้ง่

(มิลลลิิตร) 

น้ ำหนัก่

(กรัม) 

ปริมำตรรวมของ

สำรสกัด่2่ครั้ง่

(มิลลลิิตร) 

น้ ำหนัก่

(กรัม) 

ปริมำตรรวมของ

สำรสกัด่2่ครั้ง่

(มิลลลิิตร) 

น้ ำหนัก่

(กรัม) 

47 0.9384 35 0.6578 40 0.8825 39 0.4679 
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จากนั้น เตรียมสารละลายตัวอย่างสารสกัดหยาบจากใบชะอมโดยเตรียมให้ได้ความเข้มข้น 50 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร และ

น าสารละลายไปเซนติฟิวจ์เพื่อตกตะกอนส่วนท่ีไม่ละลายก่อนน าส่วนใสมาท าการวิเคราะห์หาปริมาณฟินอลิกรวมและทดสอบฤทธิ์

การต้านอนุมูลอิสระในข้ันตอนต่อไป โดยก าหนดรหัสของสารละลายตัวอย่างเป็น 

FH (fresh, H2O) = ใบชะอมสดสกัดด้วยน้ า, FE (fresh, 95% ethanol) = ใบชะอมสดสกัดด้วย 95% เอทานอล 

DH (dry, H2O) = ใบชะอมแห้งสกัดด้วยน้ า, DE (dry, 95% ethanol) = ใบชะอมแห้งสกัดด้วย 95% เอทานอล 

3.3 ผลการวิเคราะห์หาปริมาณฟินอลิกรวมในสารสกัดหยาบจากใบชะอม 

ท าการวิเคราะห์หาปริมาณฟินอลิกรวมในสารสกัดหยาบจากใบชะอมโดยวิธี Folin-Ciocalteu colorimetric method 

โดยใช้กรดแกลลิก (gallic acid) เป็นสารมาตรฐานโดยเตรียมกราฟมาตรฐานท่ีความเข้มข้นเท่ากับ 50, 100, 200, 300 และ 400 

ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตรในเมทานอล ได้ผลการทดลองดังแสดงในตารางที่ 2 และ รูปที่ 1 จากนั้นท าการเจือจางสารสกัดหยาบจาก

ใบชะอมให้ได้ความเข้มข้น 5,000 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร (5 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร) โดยท าการทดลอง 3 ซ้ าต่อ 1 ตัวอย่าง ได้ผล

การทดลองดังแสดงในตารางที่  3 พบว่า ตัวอย่างสารสกัดหยาบจากใบชะอมทั้ง 4 ตัวอย่างคือ FH, FE, DH และ DE มีปริมาณฟิ

นอลิกรวมเท่ากับ 40.17, 33.74, 41.17 และ 53.65 ไมโครกรัมต่อ 1 มิลลิกรัมสารสกัดหยาบใบชะอม ตามล าดับ 

ตารางที่ 2 ค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคลื่น 765 นาโนเมตร ส าหรับสร้างกราฟมาตรฐานของสารละลายกรดแกลลิก 

ความเข้มขน้ของสารสารละลายกรดแกลลิก 

(ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร) 

ค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคลื่น 765 นาโนเมตร 

1 2 3 เฉลี่ย 

0 0.042 0.042 0.042 0.042 

50 0.131 0.135 0.133 0.133 

100 0.215 0.219 0.217 0.217 

200 0.373 0.374 0.379 0.375 

300 0.423 0.428 0.424 0.425 

400 0.641 0.644 0.664 0.650 
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รูปที่ 1 กราฟมาตรฐานของสารละลายกรดแกลลิกที่ความเขม้ขน้ 0 ถึง 400 ไมโครกรัมต่อมิลลิลติร 

ตารางที่ 3 ปริมาณฟินอลิกทั้งหมดของตัวอย่างสารสกัดหยาบจากใบชะอมจ านวน 4 ตัวอย่าง 

สารสกัดหยาบ 

ค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคลื่น 765 นาโนเมตร ปริมาณฟินอลิกรวม 

ต่อ 5 มิลลิกรัมสารสกัด 

(ไมโครกรัม) 

ปริมาณฟินอลิกรวม 

ต่อ 1 มิลลิกรัมสารสกัด 

(ไมโครกรัม) 
1 2 3 ค่าเฉลี่ย 

FH 0.331 0.344 0.345 0.340 200.86 40.17 

FE 0.292 0.298 0.295 0.295 168.71 33.74 

DH 0.343 0.353 0.345 0.347 205.86 41.17 

DE 0.428 0.438 0.437 0.434 268.24 53.65 

3.4 ผลการทดสอบฤทธิ์การต้านอนุมูลอสิระของสารสกัดหยาบจากใบชะอม 

3.4.1 ผลการทดสอบฤทธิ์การต้านอนุมูลอิสระของสารสกัดหยาบจากใบชะอมโดยวิธี DPPH assay 

การทดสอบฤทธิ์การต้านอนุมูลอิสระของสารสกัดหยาบจากใบชะอมโดยวิธี DPPH assay จะท าใน 96-well 

plate และท าการทดลอง 3 ซ้ าต่อ 1 ตัวอย่าง โดยมีสาร ()-6-hydroxy-2,5,7,8-tetra-methylchromane-2-carboxylic acid 

(trolox) เป็นสารเปรียบเทียบเทียบ โดยใช้ความเข้มข้นอยู่ในช่วง 0.1 ถึง 10 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ส่วนสารตัวอย่างสารสกัด

หยาบจากใบชะอมใช้ความเข้มข้นอยู่ในช่วง 0 ถึง 50 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร จากนั้นค านวณหาค่าเปอร์เซ็นต์ radical scavenging 

activity จากสูตร (ข้อ 2.5.1) และสร้างกราฟความสัมพันธ์ระหว่างความเข้มข้นของสารกับค่าเปอร์เซ็นต์ radical scavenging 



19 

activity ดังตัวอย่างท่ีแสดงในตารางที่ 4 และรูปที่ 2 เพื่อน าสมการมาค านวณหาค่าเปอร์เซ็นต์ radical scavenging activity 50 

เปอร์เซ็นต์ โดยผลการทดสอบฤทธิก์ารต้านอนุมูลอิสระ โดยวิธี DPPH assay ของสารสกัดหยาบจากใบชะอมทั้ง 4 ตัวอย่าง ได้ผล

การทดลองดังแสดงในตารางที่ 5 และ 6 โดยสามารถหาค่าความเข้มข้นของสารทดสอบที่มีเปอร์เซ็นต์ radical scavenging 

activity 50 เปอร์เซ็นต์ ของ trolox และสารสกัดหยาบจากใบชะอมทั้ง 4 ตัวอย่างคือ FH, FE, DH และ DE ได้เท่ากับ 0.06, 

3.91, 7.80, 4.13 และ 19.24 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ตามล าดับ  

ตารางที่ 4 ค่าการดูดกลืนแสงท่ี 520 นาโนเมตร ของสาร trolox ที่ความเข้มข้น 0.1 ถึง 10 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร และค่า 

  เปอร์เซ็นต์ radical scavenging activity ที่ได้จากการค านวณ 

สารตัวอย่าง 
ความเข้มขน้ 

(ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร) 

ค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคลื่น 520 นาโนเมตร ค่า เปอร์เซ็นต์ radical 

scavenging activity 1 2 3 เฉลี่ย 

0.1 0.576 0.578 0.580 0.578 1.20 

0.5 0.558 0.560 0.566 0.561 4.05 

trolox 1 0.537 0.536 0.542 0.538 7.98 

5 0.372 0.354 0.336 0.354 39.49 

10 0.159 0.117 0.106 0.127 78.23 

80% ethanol 0 0.587 0.582 0.585 0.585 0.00 

รูปที่ 2 กราฟความสัมพันธ์ระหว่างความเข้มข้นของสาร trolox และค่าเปอร์เซ็นต์ radical scavenging activity 
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ตารางที่ 5 ค่าการดูดกลืนแสงท่ี 520 นาโนเมตร ของสารสกัดหยาบใบชะอม ท่ีความเข้มข้น 1.5625 ถึง 50 มิลลิกรัมต่อ 

  มิลลิลิตร และค่าเปอร์เซ็นต์ radical scavenging activity ที่ได้จากการค านวณ 

สารสกัดหยาบ 

ใบชะอม 

ความเข้มขน้  

(มิลลิกรัมต่อมลิลลิิตร) 

ค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคลื่น 520 นาโนเมตร ค่าเปอร์เซ็นต์ radical 

scavenging activity 1 2 3 เฉลี่ย 

1.56 0.447 0.437 0.442 0.442 23.92 

3.13 0.314 0.312 0.307 0.311 46.47 

FH 6.25 0.197 0.146 0.150 0.164 71.72 

12.50 0.105 0.111 0.108 0.108 81.41 

25 0.122 0.123 0.124 0.123 78.83 

H2O 0 0.583 0.581 0.578 0.581 0.00 

1.56 0.481 0.488 0.479 0.483 17.21 

3.13 0.433 0.432 0.421 0.429 26.47 

FE 6.25 0.310 0.284 0.290 0.295 49.46 

12.50 0.177 0.178 0.175 0.177 69.70 

25 0.265 0.280 0.283 0.276 52.66 

95% ethanol 0 0.587 0.583 0.578 0.583 0.00 

1.56 0.447 0.444 0.445 0.445 23.35 

3.13 0.343 0.331 0.327 0.334 42.57 

DH 6.25 0.170 0.177 0.177 0.175 69.94 

12.50 0.114 0.115 0.115 0.115 80.26 

25 0.143 0.143 0.142 0.143 75.44 

H2O 0 0.583 0.581 0.578 0.581 0.00 

3.13 0.478 0.477 0.473 0.476 18.35 

6.25 0.418 0.412 0.411 0.414 29.05 

DE 12.50 0.317 0.314 0.306 0.312 46.43 

25 0.252 0.260 0.254 0.255 56.20 

50 0.486 0.508 0.483 0.492 15.55 

95% ethanol 0 0.587 0.583 0.578 0.583 0.00 
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ตารางที่ 6 ความเข้มขน้ของสารตัวอย่างท่ีเปอร์เซ็นต์ radical scavenging activity 50% 

สารตัวอย่าง ความเข้มขน้ของสารที่เปอร์เซ็นต์ radical scavenging activity 50%  (มิลลิกรัมต่อมิลลลิิตร) 

trolox 0.06 

FH 3.91 

FE 7.80 

DH 4.13 

DE 19.24 

3.4.2 ผลการทดสอบฤทธิก์ารต้านอนุมลูอิสระของสารสกัดหยาบจากใบชะอมโดยวิธี FRAP assay 

ท าการทดสอบฤทธิ์การต้านอนุมูลอิสระโดยวิธี FRAP assay โดยจะท าใน 96-well plate และท าการทดลอง 

3 ซ้ าต่อ 1 ตัวอย่าง โดยใช้การเปรียบเทียบกับสารมาตรฐาน คือ สารละลาย FeSO4.7H2O ที่มีความเข้มข้นเท่ากับ 0.0625, 

0.125, 0.25, 0.5 และ 1 มิลลิโมลาร์ ได้ผลการทดสอบดังแสดงในตารางที่ 7 และรูปที่ 3 และท าการเจือจางตัวอย่างสารสกัด

หยาบจากใบชะอมให้อยู่ในอัตราส่วนที่เหมาะสม ได้ผลการทดสอบดังแสดงในตารางที่ 8 พบว่า สารสกัดหยาบจากใบชะอมทั้ง 4 

ตัวอย่างคือ FH, FE, DH และ DE มีค่า reducing ability เท่ากับ 5.09, 4.10, 5.01 และ 2.91 มิลลิโมลาร์ ตามล าดับ 

ตารางที่ 7 ค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคลื่น 600 นาโนเมตรของสารละลาย FeSO4.7H2O ที่ความเข้มข้น 0 ถึง 1 

  มิลลิโมลาร์ 

ความเข้มขน้ของสารสารละลาย FeSO4.7H2O (มิลลิโมลาร์) 
ค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคลื่น 600 นาโนเมตร 

1 2 3 เฉลี่ย 

0 0.088 0.089 0.090 0.089 

0.06 0.172 0.176 0.173 0.174 

0.13 0.259 0.259 0.264 0.261 

0.25 0.430 0.434 0.433 0.432 

0.50 0.771 0.768 0.763 0.767 

1 1.466 1.451 1.455 1.457 
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รูปที่ 3 กราฟมาตรฐานของสารละลาย FeSO4.7H2O ที่ความเข้มข้น 0 ถึง 1 มิลลิโมลาร์ 

ตารางที่ 8 ค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคลื่น 600 นาโนเมตรและค่า reducing ability ที่ได้จากการเปรียบเทียบกับกราฟ 

 มาตรฐานสารละลาย FeSO4.7H2O ของสารสกัดหยาบจากใบชะอม 4 ตัวอย่าง 

สารสกัดหยาบ

จากใบชะอม 
dilution 

ค่าการดูดกลืนแสงท่ี 600 นาโนเมตร ค่า reducing ability 

(มิลลิโมลาร์) 

ค่าเฉลี่ย 

(มิลลิโมลาร์) 1 2 3 เฉลี่ย 

FH 1:20 0.443 0.447 0.461 0.450 5.17 5.09 

1:10 0.769 0.791 0.808 0.789 5.01 

FE 1:10 0.608 0.706 0.714 0.676 4.20 4.10 

1:5 1.147 1.230 1.242 1.206 3.99 

DH 1:20 0.429 0.453 0.456 0.446 5.10 5.01 

1:10 0.750 0.784 0.794 0.776 4.91 

DE 1:10 0.468 0.520 0.526 0.505 2.97 2.91 

1:5 0.819 0.919 0.922 0.887 2.85 
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3.5 ผลการทดสอบฤทธิ์ในการยับย้ังการเจริญฃองเซลล์มะเร็งชนิดต่างๆโดยวิธี MTT colorimetric assay ของ 

 สารสกัดหยาบจากใบชะอม 

การทดสอบฤทธิ์ของสารสกัดหยาบจากใบชะอมในการยับยั้งการเจริญฃองเซลล์มะเร็งชนิดต่างๆ โดยมียา doxorubicin 

ซึ่งเป็นยาท่ีสามารถท าลายเซลล์มะเร็งได ้สามารถท าได้โดยเลี้ยงเซลล์ไว้ในตู้เลี้ยงเซลล์ที่ 37 องศาเซลเซียส ท่ีมีคาร์บอนไดออกไซด์ 

5 เปอร์เซ็นต์ เป็นเวลา 24 ช่ัวโมง จากนั้นเติมสารทดสอบที่ความเข้มข้นต่างๆ ปริมาตร 2 ไมโครลิตรต่อหลุม บ่มไว้ในตู้เลี้ยงเซลล์

เป็นเวลา 72 ช่ัวโมง จากนั้นเติมสารละลาย MTT ปริมาตร 10 ไมโครลิตรต่อหลุม บ่มไว้เป็นเวลา 4 ช่ัวโมง ดูดอาหารเลี้ยงเซลล์ทิ้ง

แล้วเติม 100% DMSO ปริมาตร 150 ไมโครลิตรต่อหลุม เขย่าบน plate mixer ให้สารละลายเป็นเนื้อเดียวกันเป็นเวลา 3-5 นาที 

ท าการวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 540 นาโนเมตร และท าการค านวณหาค่าเปอร์เซ็นต์การมีชีวิตรอดของเซลล์ น าค่า

เปอร์เซ็นต์การรอดของเซลล์มาสร้างกราฟความสัมพันธ์กับความเข้มข้นของสารที่ความเข้มข้นต่างๆ จากนั้น ค านวณหาความ

เข้มข้นของสารที่ท าให้ยับยั้งการเจริญของเซลล์ 50 เปอร์เซ็นต์ หรือค่า IC50 (inhibit concentration 50%)  

ผลการทดสอบหาค่า percent survival (PS) ดังแสดงในตารางที่ 9 จากน้ันค านวณหาค่า IC50 ได้ดังแสดงในตารางที่ 10 

จากผลการทดลองพบว่า สารสกัดหยาบจากใบชะอมที่สกัดด้วยน้ าคือ FH และ DH มีค่า IC50 ต่อเซลล์ทั้ง 14 ชนิดมากกว่า 500 

ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ส่วนสารสกัดหยาบจากใบชะอมที่สกัดด้วย 95% เอทานอลคือ FE และ DE นั้น มีค่า IC50 แตกต่างกันไป 

โดยสารสกัดหยาบ FE มีฤทธิ์ท าลายเซลล์สูงรวมทั้งท าลายเซลล์ปกติ คือ เซลล์ MCF-10A และ WI-38 ที่เป็นเซลล์ไฟโบรบลาส 

ส่วนสารสกัดหยาบ DE มีฤทธ์ิท าลายเซลล์มะเร็งได้ดีได้แก่ เซลล์ A375, KB, HT-29, NUGC-4 และ CaCo-2 โดยมีค่า IC50 เท่ากับ 

24.8, 35.2, 37.3, 38.5 และ 45.6 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ตามล าดับ รองลงมาได้แก่ เซลล์มะเร็ง MDA-MB-231, BT474, Hep-

G2 และ KATO-III มีค่า IC50 เท่ากับ 122.7, 276.1, 280.2 และ 290.8 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ตามล าดับ แต่จะมีฤทธิ์ท าลาย

เซลล์มะเร็ง Chago-K1 และ MCF-7 ได้น้อยคือมีค่า IC50 เท่ากับ 478.5 และ 483.3 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ตามล าดับ และมีฤทธิ์

ท าลายเซลล์ไฟโบรบลาสน้อยมาก ได้แก่ เซลล์ MCF-10A และ WI-38 โดยมีค่า IC50 ที่สูงคือมีค่าเท่ากับ 459.7 และ 483.3 

ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ตามล าดับ ดังนั้นจะเห็นได้ว่าการสกัดหยาบชะอมแห้งด้วย 95% เอทานอล จะได้สารสกัดที่มีฤทธิ์ท าลาย

เซลล์มะเร็งได้ดีกว่าการสกัดหยาบชะอมสดและ 95% เอทานอลสามารถสกัดสารได้ดีกว่าน้ า 

ตารางที่ 9 ค่าเปอร์เซ็นต์การรอดของสารสกัดหยาบจากใบชะอม 4 ตัวอย่าง ต่อเซลล์ 14 ชนิด 

สาร/เซลล์ conc. (µg/ml) 
เปอร์เซ็นต์การรอด : PS (%) 

A375 BT474 CaCo-2 Chago-K1 Hep-G2 HT-29 KATO-III 

500 79 63 77 108 88 97 94 

50 82 71 84 117 113 91 104 

FH 5 82 84 81 106 103 100 101 
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0.5 78 92 87 102 105 95 96 

0.05 82 81 96 111 91 95 95 

สาร/เซลล์ conc. (µg/ml) KB MCF-7 MCF-10A MDA MB-231 NUGC-4 SW620 WI-38 

500 74 102 84 79 69 73 89 

50 89 104 85 96 65 83 100 

FH 5 94 102 93 79 75 86 106 

0.5 95 95 91 88 86 84 110 

0.05 92 106 96 84 83 85 105 

control 0 100 100 100 100 100 100 100 

สาร/เซลล์ conc. (µg/ml) 
เปอร์เซ็นต์การรอด : PS (%) 

A375 BT474 CaCo-2 Chago-K1 Hep-G2 HT-29 KATO-III 

500 6 24 17 43 15 10 16 

50 49 44 39 51 27 35 40 

FE 5 80 76 88 104 100 93 89 

0.5 85 99 96 112 102 100 94 

0.05 92 98 104 100 98 101 98 

control 0 100 100 100 100 100 100 100 

สาร/เซลล์ conc. (µg/ml) KB MCF-7 MCF-10A MDA MB-231 NUGC-4 SW620 WI-38 

7 38 12 12 6 26 25 

50 40 49 73 19 30 51 48 

FE 5 86 91 95 77 86 82 98 

0.5 94 101 95 84 90 86 97 

0.05 100 106 97 87 103 87 108 

control 0 100 100 100 100 100 100 100 
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สาร/เซลล์ conc. (µg/ml) 
เปอร์เซ็นต์การรอด : PS (%) 

A375 BT474 CaCo-2 Chago-K1 Hep-G2 HT-29 KATO-III 

500 89 76 82 100 94 101 96 

50 91 102 99 104 109 101 108 

DH 5 91 107 108 124 107 90 108 

0.5 89 103 101 114 117 89 106 

0.05 92 102 98 112 101 81 95 

control 0 100 100 100 100 100 100 100 

สาร/เซลล์ conc. (µg/ml) KB MCF-7 MCF-10A MDA MB-231 NUGC-4 SW620 WI-38 

73 115 83 73 62 79 89 

50 97 111 95 95 72 93 109 

DH 5 96 110 96 92 85 95 105 

0.5 92 106 104 95 86 94 111 

0.05 89 102 100 101 82 93 111 

control 0 100 100 100 100 100 100 100 

สาร/เซลล์ conc. (µg/ml) 
เปอร์เซ็นต์การรอด : PS (%) 

A375 BT474 CaCo-2 Chago-K1 Hep-G2 HT-29 KATO-III 

500 8 31 18 49 32 10 39 

50 32 97 48 101 97 35 81 

DE 5 91 111 97 120 122 90 100 

0.5 93 94 104 119 120 94 104 

0.05 95 103 109 115 112 95 106 

control 0 100 100 100 100 100 100 100 

สาร/เซลล์ conc. (µg/ml) KB MCF-7 MCF-10A MDA MB-231 NUGC-4 SW620 WI-38 

6 41 46 14 6 39 48 

50 31 99 98 73 43 84 103 

DE 5 93 106 103 93 87 95 109 
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0.5 98 105 104 98 86 97 104 

0.05 96 107 101 96 99 99 109 

control 0 100 100 100 100 100 100 100 

ตารางที่ 10 ค่า IC50 ของสารสกดัหยาบจากใบชะอม 4 ตัวอย่าง ต่อเซลล์ 14 ชนิด 

สาร/เซลล์ 
ความเข้มขน้ของสารที่ท าให้ยับยั้งการเจริญของเซลล์ 50 เปอร์เซ็นต์ (ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร) 

A375 BT474 CaCo-2 Chago-K1 Hep-G2 HT-29 KATO-III 

FH > 500 >500 > 500 >500 >500 > 500 >500

FE 50.0 39.4 30.0 52.2 33.7 40.0 47.4

DH > 500 >500 > 500 >500 >500 > 500 >500

DE 24.8 276.1 45.6 478.5 280.2 37.3 290.8

สาร/เซลล์ KB MCF-7 MCF-10A MDA MB-231 NUGC-4 SW620 WI-38 

FH > 500 >500 >500 >500 > 500 >500 >500

FE 26.3 113.2 87.1 13.4 29.4 54.0 45.6

DH > 500 >500 >500 >500 > 500 >500 >500

DE 35.2 483.3 419.3 122.7 38.5 322.7 459.7

จากนั้นได้ท าการทดสอบฤทธิ์ของสารสกัดหยาบจากชะอมแห้งและสกัดด้วย 95% เอทานอลกับเซลล์ปกติ CCD-986SK 

ซึ่งเป็นเซลล์ไฟโบรบลาสผิวหนังได้ผลดังตารางที่ 11 จากการทดสอบพบว่า สารสกัดหยาบจากชะอมไม่มีฤทธิ์ท าลายเซลล์ โดย

ทดสอบสารสกัดหยาบจากชะอมที่ความเข้มข้นสูงสุดคือที่ 500 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร พบว่ามีค่าเปอร์เซ็นต์การรอดของเซลล์

ใกล้เคียง 100% และมีค่า IC50 มากกว่า 500 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร และเมื่อท าการทดสอบฤทธิ์ของยา doxorubicin กับ

เซลล์มะเร็ง A375, CaCo-2, HT-29, KB และ NUGC-4 เปรียบเทียบกับสารสกัดหยาบจากชะอมจะเห็นว่า ยาทางเคมีจะมีฤทธิ์

ท าลายเซลล์มะเร็งได้ดีคือจะมีค่า IC50 อยู่ในช่วง 1 – 10 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ดังแสดงในตารางที่ 12       
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ตารางที่ 11 ค่าเปอร์เซ็นต์การรอดของสารสกัดหยาบ DE ต่อเซลล์ CCD-786SK 

สาร/เซลล์ 
ความเข้มขน้  

(ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร) 

การรอดของเซลล์ : PS (%) 

คร้ังท่ี 1 คร้ังท่ี 2 ค่าเฉลี่ย 

500 97 90 94  5 

50 88 89 89  1 

DE 5 96 93 95  2 

0.5 98 73 86  18 

0.05 92 124 108  23 

0.005 91 107 99  11 

control 100 100 100 

ตารางที่ 12 ค่าเปอร์เซ็นต์การรอดและค่า IC50 ของยา doxorubicin ต่อเซลล์ A375, CaCo-2, HT-29, KB และ NUGC-4 

สาร 
conc. 

(µg/ml) 

A375 CaCo-2 HT-29 KB NUGC-4 

A540 PS A540 PS A540 PS A540 PS A540 PS 

10 0.102 7 0.218 43 0.586 56 0.087 5 0.176 9 

1 0.861 63 0.407 79 0.798 76 1.236 74 1.037 51 

doxorubicin 0.1 1.155 84 0.509 99 0.931 88 1.219 73 1.720 85 

0.01 1.219 89 0.553 108 0.922 88 1.508 90 2.031 100 

0.001 1.300 95 0.515 100 0.944 90 1.526 91 2.059 102 

control 0 1.370 100 0.513 100 1.053 100 1.676 100 2.023 100 

IC50 1.1 7.0 10.0 2.2 1.1 

3.6 ผลการทดสอบฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระในเซลล์ (cellular antioxidant activity assay; CAA assay) ของสาร

 สกัดหยาบจากใบชะอม

จากนั้นน าสารสกัดหยาบ DE มาท าการทดสอบฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระในเซลล์ 2 ชนิดคือ CaCo-2 และ HT-29 ซึ่งเป็น

มะเร็งล าไส้ โดยมีสาร quercetin เป็นตัวเปรียบเทียบ  
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ผลการทดสอบฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระในเซลลข์องสารสกัดหยาบ DE ดังแสดงในตารางที่ 13 พบว่าค่าเปอร์เซ็นต์ต้านอนุมูล

อิสระของสารสกัดหยาบ DE ในเซลล์ CaCo-2 มีค่าเท่ากับ 76.8% ซึ่งสูงกว่าในเซลล์ HT-29 ที่มีค่าเท่ากับ 34.5% ที่ความเข้มข้น 

2000 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร โดยการทดสอบฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระในเซลล์นั้น ระดับความเข้มข้นของสารทดสอบต้องไม่เป็นพิษต่อ

เซลล์หรือยับยั้งการเจรญิของเซลล์ เซลล์ที่ใส่สารทดสอบต้องมีการเจริญใกล้เคียงกับเซลล์ที่ไม่ได้ใส่สารทดสอบ ดังนั้นจึงต้องท าการ

ตรวจหาการมีชีวิตรอดของเซลล์ (MTT colorimetric assay) ควบคู่กันไป โดยจะเห็นได้ว่าค่าเปอร์เซ็นต์การรอดของเซลล์เมื่อ

ทดสอบด้วยสารสกัดหยาบ DE ที่ความเข้มข้น 2000 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร กับเซลล์ CaCo-2 และเซลล์ HT-29 มีค่าประมาณ 

100% และ 70% ตามล าดับ ส่วนฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระของสาร quercetin ที่ความเข้มข้น 1000 ไมโครโมลาร์ ซึ่งเป็นตัว

เปรียบเทียบนั้น (ตารางที่ 14) มีฤทธ์ิต้านอนุมูลอิสระประมาณ 80% ทั้งเซลล์ CaCo-2 และ HT-29 และเปอร์เซ็นต์การมีชีวิตรอด

ของเซลล์ CaCo-2 และ HT-29 มีค่าประมาณ 120% จากการทดสอบจะเห็นได้ว่า สารสกัดหยาบ DE ที่ความเข้มข้น 2000 

ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร มีฤทธิ์ต่านอนุมูลอิสระในเซลล์ CaCo-2 ได้ดีกว่าในเซลล์ HT-29 และมีฤทธิ์ใกล้เคียงกับสาร quercetin ที่

ความเข้มข้น 1000 ไมโครโมลาร์  

ตารางที่ 13 ฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระของสารสกัดหยาบ DE ในเซลล์ CaCo-2 และ HT-29 

ความเข้มขน้ 

(ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร) 

CaCo-2 HT-29 

ฤทธิ์ต้านอนุมลูอิสระ 

(%) 

การรอดของเซลล์ 

(%) 

ฤทธิ์ต้านอนุมลูอิสระ 

(%) 

การรอดของเซลล์ 

(%) 

2000 76.8 110  12 34.5 68  4 

1000 39.8 112  13 10.6 72  4 

500 22.7 108  4 15.6 77  5 

250 16.9 105  5 6.5 83  6 

125 15.1 100  6 11.9 82  5 

62.5 7.0 105  4 9.4 89  8 

31.25 5.6 106  5 3.9 96  3 

0 0 100 0 100 

IC50 > 2000 > 2000
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ตารางที่ 14 ฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระของสาร quercetin ในเซลล์ CaCo-2 และ HT-29 

ความเข้มขน้ 

(ไมโครโมลาร์) 

CaCo-2 HT-29 

ฤทธิ์ต้านอนุมลูอิสระ 

(%) 

การรอดของเซลล์ 

(%) 

ฤทธิ์ต้านอนุมลูอิสระ 

(%) 

การรอดของเซลล์ 

(%) 

1000 75.3 116  3 78.3 124  7 

500 71.7 114  4 73.8 109  11 

250 69.4 112  5 73.8 113  7 

125 60.4 98  3 60.1 109  3 

62.5 49.1 101  4 43.6 102  1 

31.25 32.6 105  6 18.0 94  3 

0 0 100 0 100 

IC50 > 2000 > 2000

3.7 ผลการทดสอบฤทธิ์ต้านการอักเสบของสารสกัดหยาบจากใบชะอม 

ท าการทดสอบฤทธิ์ต้านการอักเสบในหลอดทดลองของสารสกัดหยาบ DE และมีสาร quercetin เป็นตัวเปรียบเทียบ 

โดยดูจากความสามารถในการยับยั้งการผลิตไนตริกออกไซด์ของเซลล์ RAW 264.7 ซึ่งค่าเปอร์เซ็นต์ของไนตริกออกไซด์ของสาร

สกัดหยาบ DE และสาร quercetin ได้จากการค านวณดังแสดงในตารางที่ 16 โดยเปรียบเทียบจากกราฟมาตรฐานของสารละลาย

ไนตริกออกไซด์มาตรฐานท่ีความเข้มข้น 0 – 80 ไมโครโมลาร์ (ตารางที่ 15 และ รูปที่ 4) จากผลการทดสอบ พบว่า ที่ความเข้มข้น

ของสารสกัดหยาบ DE ที่ความเข้มข้น 100 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร มีฤทธิ์ต้านการอักเสบเท่ากับ 28% โดยการทดสอบฤทธิ์ต้าน

การอักเสบในเซลล์นั้น ระดับความเข้มข้นของสารทดสอบต้องไม่เป็นพิษต่อเซลล์หรือยับยั้งการเจริญของเซลล์ เซลล์ที่เติมสาร

ทดสอบต้องมีการเจริญใกล้เคียงกับเซลล์ที่ไม่ได้เติมสารทดสอบ ดังนั้นจึงต้องท าการตรวจหาการมีชีวิตรอดของเซลล์ (MTT 

colorimetric assay) ควบคู่กันไปด้วย ซึ่งผลจากการทดสอบ พบว่า ที่ความเข้มข้นของสารสกัดหยาบ DE 100 ไมโครกรัมต่อ

มิลลิลิตร มีค่าเฉลี่ยของเปอร์เซ็นต์การรอดชีวิตของเซลล์เท่ากับ 110  11 เปอร์เซ็นต์ ส่วนสาร quercetin ที่ความเข้มข้น 50 ไม

โครโมลาร์นั้น ผลการทดสอบมีฤทธ์ิต้านการอักเสบเท่ากับ 76  3 เปอร์เซ็นต์ และมีเปอร์เซ็นต์การรอดชีวิตของเซลล์เท่ากับ 156 

 2 เปอร์เซ็นต์
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ตารางที่ 15 ค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคลื่น 540 นาโนเมตรของสารละลายไนตริกออกไซด์มาตรฐานที่ความเข้มข้น 

 0 – 80 ไมโครโมลาร์ 

ความเข้มขน้ไนตริกออกไซด์มาตรฐาน 

(ไมโครโมลาร์) 

ค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคลื่น 540 นาโนเมตร 

คร้ังท่ี 1 คร้ังท่ี 2 ค่าเฉลี่ย 

0 0.076 0.076 0.076 

0.5 0.080 0.086 0.083 

1 0.088 0.110 0.099 

2 0.103 0.103 0.103 

5 0.158 0.159 0.159 

10 0.234 0.241 0.238 

20 0.365 0.372 0.369 

40 0.632 0.640 0.636 

60 0.928 0.941 0.935 

80 1.162 1.264 1.213 

รูปที่ 4 กราฟมาตรฐานของสารละลายไนตริกออกไซด์มาตรฐานที่ความเข้มขน้ 0 – 80 ไมโครโมลาร์ 
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ตารางที่ 16 ฤทธิ์ต้านการอักเสบของสารสกัดหยาบ DE และสาร quercetin ในเซลล์ RAW 264.7 

สาร 
ความเข้มขน้  

(ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร) 
ไนตริกออกไซด์ (%) ฤทธิ์ต้านการอักเสบ (%) 

การรอดของเซลล์ 

(%) 

100 20.5 28 110  11 

50 29.1 -3 95  7 

25 32.6 -16 93  5 

สารสกัดหยาบ DE 12.5 33.9 -20 88  4 

6.25 39.6 -30 89  5 

3.13 31.6 -12 88  3 

1.56 33.9 -20 93  1 

สาร 
ความเข้มขน้ 

(ไมโครโมลาร์) 
ไนตริกออกไซด์ (%) 

ฤทธิ์ต้านการอักเสบ 

(%) 

การรอดของเซลล์ 

(%) 

50 6.7 76 156  2 

25 13.2 54 130  1 

12.5 21.1 25 107  4 

quercetin 6.25 26.0 8 96  4 

3.13 27.5 3 95  6 

1.56 28..2 0 97  4 

0.79 27.7 2 96  4 

control 0 28.3 0 100 



4. สรุปและอภิปรายผลการทดลอง (Discussion)

น ำตัวอย่ำงใบชะอมจำกแหลง่ทีป่ลูกเพือ่จ ำหน่่ำยมำเตรียมตัวอย่ำงสำรสกัดหยำบจำกใบชะอม่ท ำกำรทดลองทั้งใบชะอม

สดและใบชะอมอบแห้ง่่โดยใช้ตัวท ำละลำย่2่ชนิดคือ่น้ ำและ่95% เอทำนอล่ได้สำรสกัดหยำบจำกใบชะอมทั้งหมด่4่ตัวอย่ำง

คือ่FH (ใบชะอมสดสกัดด้วยน้ ำ),่FE (ใบชะอมสดสกัดด้วย่95% เอทำนอล),่DH (ใบชะอมแห้งสกัดด้วยน้ ำ)่และ่DE (ใบชะอม

แห้งสกัดด้วย่95% เอทำนอล) และท ำกำรวิเครำะห์หำปริมำณฟินอลิกทั้งหมดของสำรสกัดหยำบ่FH, FE, DH และ่DE โดยวิธี่

Folin-Ciocalteu colorimetric method ได้ปริมำณฟินอลิกรวมทั้งหมดเท่ำกับ่40.17,่33.74,่41.17่และ่53.65่ไมโครกรัมต่อ่

1่มิลลิกรัมสำรสกัดหยำบใบชะอม่ตำมล ำดับ่ 

ท ำกำรทดสอบฤทธิ์กำรต้ำนอนุมูลอิสระของสำรสกัดหยำบจำกใบชะอม่2่วิธี่คือ่DPPH assay่ได้ค่ำควำมเข้มข้นของ

สำรทดสอบที่มีเปอร์เซ็นต์ radical scavenging activity่50%่ของ่trolox (สำรเปรียบเทียบ) และสำรสกัดหยำบจำกใบชะอมคือ่

FH, FE, DH และ่DE่ได้เท่ำกับ่0.06,่3.91,่7.80,่4.13่และ่19.24่มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร่ตำมล ำดับ่เมื่อดูจำกค่ำที่ได้จะเห็นว่ำ

กำรใช้น้ ำในกำรสกัดจะได้ค่ำควำมเข้มข้นของสำรสกัดหยำบจำกใบชะอมที่น้อยกว่ำเมื่อใช้่95% เอทำนอลในกำรสกัด และเมื่อ

เปรียบเทียบในใบชะอมสดและบดแห้ง่พบว่ำ่เมื่อใช้ใบชะอมสดจะได้ค่ำควำมเข้มข้นของสำรสกัดหยำบที่น้อยกว่ำเมื่อใช้ใบชะอม

บดแห้ง่และทดสอบอีกวิธีคือ่FRAP assay่ได้ค่ำ่reducing ability่ของสำรสกัดหยำบ่FH, FE, DH และ่DE่เท่ำกับ่5.09,่4.10,่

5.01่และ่2.91่มิลลิโมลำร์่ตำมล ำดับ่จำกผลกำรทดสอบจะเห็นได้ว่ำเมื่อใช้น้ ำเป็นตัวท ำละลำยในกำรสกัดจะได้ค่ำ่ reducing 

ability่ที่ใกล้เคียงกันท้ังใบชะอมสดและใบชะอมบดแห้ง่แต่ถ้ำใช้่95% เอทำนอลเป็นตัวท ำละลำยในกำรสกัดจะได้ค่ำ่reducing 

ability่ที่แตกต่ำงกัน่โดยเมื่อใช้ใบชะอมสดจะได้ค่ำที่สูงกว่ำกำรใช้ใบชะอมบดแห้ง่ 

ท ำกำรทดสอบฤทธิ์ในกำรยับยั้งกำรเจริญฃองเซลล์มะเร็งชนิดต่ำงๆของสำรสกัดหยำบจำกใบชะอมโดยวิธี่MTT 

colorimetric assay พบว่ำ่สำรสกัดหยำบที่สกัดด้วยน้ ำคือ่FH และ DH มีค่ำ่IC50่ต่อเซลล์ทั้ง่14่ชนิดมำกกว่ำ่500่ไมโครกรัม

ต่อมิลลิลิตร่ส่วนสำรสกัดหยำบที่สกัดด้วย่95% เอทำนอลคือ่FE และ่DE นั้น่มีค่ำ่IC50 แตกต่ำงกันไป่โดยสำรสกัดหยำบ่FE มี

ฤทธิ์ท ำลำยเซลล์สูงรวมทั้งท ำลำยเซลล์ปกติ่คือ่เซลล์่MCF-10A และ่WI-38 ที่เป็นเซลล์ไฟโบรบลำส่ส่วนสำรสกัดหยำบ่DE มี

ฤทธิ์ท ำลำยเซลล์มะเร็งได้ดีได้แก่่เซลล์่A375, KB, HT-29, NUGC-4 และ่CaCo-2 โดยมีค่ำ่IC50 เท่ำกับ่24.8,่35.2,่37.3,่38.5่

และ่45.6่ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร่ตำมล ำดับ่รองลงมำได้แก่่เซลล์มะเร็ง่MDA-MB-231, BT474,่Hep-G2 และ่KATO-III มีค่ำ่

IC50 เท่ำกับ่122.7,่276.1,่280.2่และ่290.8่ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร่ตำมล ำดับ่แต่จะมีฤทธิ์ท ำลำยเซลล์มะเร็ง่Chago-K1 และ่

MCF-7 ได้น้อยคือมีค่ำ่IC50 เท่ำกับ่478.5่และ่483.3่ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร่ตำมล ำดับ่และมีฤทธ์ิท ำลำยเซลล์ไฟโบรบลำสน้อย

มำก่ได้แก่่เซลล์่MCF-10A และ่WI-38 โดยมีค่ำ่IC50 ที่สูงคือมีค่ำเท่ำกับ่459.7 และ่483.3่ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร่ตำมล ำดับ่

ดังนั้นจะเห็นได้ว่ำกำรสกัดหยำบชะอมแห้งด้วย่95% เอทำนอล่จะได้สำรสกัดที่มีฤทธิ์ท ำลำยเซลล์มะเร็งได้ดีกว่ำกำรสกัดหยำบ

ชะอมสดและ่95% ่่เอทำนอลสำมำรถสกัดสำรได้ดีกว่ำน้ ำ  และท ำกำรทดสอบสำรสกัดหยำบ่DE กับเซลล์ปกติ่CCD-986SK ซึ่ง 
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เป็นเซลล์ไฟโบรบลาสผิวหนัง พบว่า ที่ความเข้มข้น 500 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตรของสารสกัดหยาบ DE ไม่มีฤทธิ์

ท าลายเซลล์ โดยมีค่าเปอร์เซ็นต์การรอดของเซลล์ใกล้เคียง 100% และมีค่า IC50 มากกว่า 500 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร 

ท าการทดสอบฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระของสารสกัดหยาบ DE ในเซลล์ 2 ชนิดคือ CaCo-2 และ HT-29 โดยมีสาร 

quercetin เป็นตัวเปรียบเทียบ พบว่าค่าเปอร์เซ็นต์ต้านอนุมูลอิสระของสารสกัดหยาบ DE ในเซลล์ CaCo-2 มีค่าเท่ากับ 

76.8% ซึ่งสูงกว่าในเซลล์ HT-29 ที่มีค่าเท่ากับ 34.5% ที่ความเข้มข้น 2000 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร และค่าเปอร์เซ็นต์การ

รอดของเซลล์เมื่อทดสอบด้วยสารสกัดหยาบ DE ที่ความเข้มข้น 2000 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร กับเซลล์ CaCo-2 และเซลล์ 

HT-29 มีค่าประมาณ 100% และ 70% ตามล าดับ ส่วนฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระของสาร quercetin ที่ความเข้มข้น 1000 ไมโคร

โมลาร์ มีฤทธ์ิต้านอนุมูลอิสระประมาณ 80% ทั้งเซลล์ CaCo-2 และ HT-29 และเปอร์เซ็นต์การมีชีวิตรอดของเซลล์ CaCo-2 

และ HT-29 มีค่าประมาณ 120% จากการทดสอบจะเห็นได้ว่า สารสกัดหยาบ DE ที่ความเข้มข้น 2000 ไมโครกรัมต่อ

มิลลิลิตร มีฤทธิ์ต่านอนุมูลอิสระในเซลล์ CaCo-2 ได้ดีกว่าในเซลล์ HT-29 และมีฤทธิ์ใกล้เคียงกับสาร quercetin ที่ความ

เข้มข้น 1000 ไมโครโมลาร์  

ท าการทดสอบฤทธิ์ต้านการอักเสบของสารสกัดหยาบ DE โดยมีสาร quercetin เป็นตัวเปรียบเทียบ พบว่า ที่ความ

เข้มข้นของสารสกัดหยาบ DE ที่ความเข้มข้น 100 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร มีฤทธิ์ต้านการอักเสบเท่ากับ 28% และมีค่า

เปอร์เซ็นต์การรอดชีวิตของเซลล์เท่ากับ 110  11 เปอร์เซ็นต์ ส่วนสาร quercetin ที่ความเข้มข้น 50 ไมโครโมลาร์ มีฤทธิ์

ต้านการอักเสบเท่ากับ 76  3 เปอร์เซ็นต์ และมีเปอร์เซ็นต์การรอดชีวิตของเซลล์เท่ากับ 156  2 เปอร์เซ็นต์ 

จากผลการทดสอบทั้งหมด พบว่าสารสกัดหยาบจากใบชะอมจ านวน 4 ตัวอย่าง คือ FH, FE, DH และ DE มี

ปริมาณฟินอลิกรวมทั้งหมดในปริมาณที่ใกล้เคียงกัน โดยสารสกัดหยาบจากใบชะอมที่สกัดด้วยน้ ามีฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระที่

ดีกว่าสกัดด้วย 95% เอทานอล ส่วนฤทธิ์ในการยับยั้งการเจริญของเซลล์มะเร็งต่างๆนั้น สารสกัดหยาบจากใบชะอมทีส่กัดด้วย 

95% เอทานอลสามารถยับยั้งการเจริญของเซลล์มะเร็งขนิดต่างๆได้ดกีว่าเมื่อสกัดด้วยน้ า และสารสกัดหยาบจากใบชะอมแห้ง

ที่สกัดด้วย 95% เอทานอล ท่ีความเข้มข้น 500 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ไม่มีฤทธ์ิท าลายเซลล์ปกติที่ทดสอบอีกด้วย  ดังนั้นผล

การทดสอบของสารสกัดหยาบจากใบชะอมในงานวิจัยนี้น่าจะสามารถน าไปใช้เป็นข้อมูลเบื้องต้นในการพัฒนางานวิจัย

ทางด้านพืชสมุนไพรไทยที่มีฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระและยับยั้งการเจริญของเซลล์มะเร็งได้ต่อไป 
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ภาคผนวก (Appendix) 

1. DPPH· 150 ไมโครโมลาร์ ใน 80% เมทานอล, DPPH· (Fluka MW = 394.33)

1 ไมโครโมลาร์  = 394.33  ไมโครกรมัต่อลติร 

150 ไมโครโมลาร์ = 5.91  มิลลิกรัมต่อ 100 มิลลิลติร 

2. FRAP reagent

2.1 300 มิลลิโมลาร์ acetate buffer (pH 3.6) 

3.1 กรัม sodium acetate trihydrate (C2H3NaO2.3H2O) + 16 มิลลลิิตร glacial acetic 

acid   

2.2 สารละลาย 10 มิลลิโมลาร์ 2,4,6-tripyridyl-s-triazine (TPTZ) (Sigma, MW = 312.34) 

เตรียมสารละลาย 10 มิลลิโมลาร ์TPTZ ใน 40 มิลลิโมลาร์ HCl (conc. HCl 0.8 มิลลลิิตร + 

น ้า 199.2 มิลลิลิตร) 

1 มิลลิโมลาร์  = 0.31234  กรัมต่อลิตร 

10 มิลลิโมลาร์  = 3.12 กรัมต่อลิตร, 

= 31.2 มิลลิกรัมต่อ 10 มิลลิลติร 

2.3 20 มิลลิโมลาร์ FeCl3.6H2O (Sigma, MW = 270.3) 

1 มิลลิโมลาร์  = 0.2703  กรัมต่อลิตร 

20 มิลลิโมลาร์  = 5.406 กรัมต่อลิตร 

= 0.5406  กรัมต่อ 100 มิลลลิิตร 

= 54.06 มิลลิกรัมต่อ 10 มิลลิลติร 

ผสม reagent ในข้อ 2.1 ถึง 2.3 ในอัตราส่วน 10:1:1 และบ่มที่ 37 องศาเซลเซียส ก่อนใช้ 
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3. standard FeSO4.7H2O (Sigma, MW = 278)

1 โมลาร์   = 278  กรัมต่อลิตร 

1000 ไมโครโมลาร์ = 27.8  มิลลิกรัมต่อ 100 มิลลิลติร 

4. การเตรียมอาหารเลี้ยงเซลล์

อาหารเลี้ยงเซลลส์่วนใหญ่จะอยู่ในรูปของเหลว ขนาดปริมาตรขวดละ 500 หรือ 1,000 มิลลิลติร น ามาแบ่งใส่ขวดท่ีผ่าน

การฆ่าเชื้อปรมิาตร 40 ถึง 80 มิลลิลิตร ก่อนใช้เลี้ยงเซลล์น ามาเติม FBS ปริมาณ 10 ถึง 20 เปอร์เซ็นต์ ตามการใช้งาน 

การเตรียมอาหารเลี้ยงเซลลจ์ากอาหารชนิดผง ซึ่งจะบรรจุขนาดส าหรับเตรียมปริมาณ 1, 5 หรือ 10 ลิตร เลือกให้

เหมาะสมตามการใช้งาน อาหารเลี้ยงเซลล์ชนิดผงจะมรีาคาถูกกว่าชนิดของเหลวมาก แต่ต้องเสียเวลาในการเตรียมและใช้อุปกรณ์

การกรอง ซึ่งต้องใช้เทคนิคการปลอดเชื้อ ถ้าการทดลองใช้อาหารเลี้ยงเซลลไ์ม่มากนัก ควรซื้อชนิดของเหลวพร้อมใช้ แต่ในงานท่ี

ต้องใช้อาหารเลี้ยงเซลลจ์ านวนมากควรซื้อชนิดผงแล้วน ามาเตรียมเองจะท าให้ประหยดัได้มาก 

การเตรียมอาหารเลี้ยงเซลล์ RPMI 1640 ปริมาตร 10 ลิตร ประกอบด้วย 

1. RPMI 1640 (ขนาด 10 ลิตร)   104 กรัม 

2. sodium bicarbonate (NaHCO3)   20 กรัม 

3. ยาปฏิชีวนะ streptomycin   1 กรัม 

4. ยาปฏิชีวนะ penicillin G    100,000 ยูนิต 

5. น้ า (sterile water for injection)   10 ลิตร 

ละลายส่วนประกอบท้ังหมดในน้ า ปรับ pH ให้เป็น 7.0 ด้วย 1N HCl หรือ 1N NaOH ปรับปริมาตรให้ได้ครบ 

10 ลิตร น าไปกรองด้วยเครื่องกรองผ่านเมมเบรนขนาด 0.22 ไมโครเมตร แบ่งใส่ขวดอาหาร ปริมาตร 50 ถึง 100 มิลลิลิตร ตาม

การใช้งาน เก็บแช่เย็นท่ี 4 องศาเซลเซยีส 

5. การเตรียมสารละลาย Trypsin

เตรียม phosphste buffer saline (PBS) เข้มข้น 0.01M มี EDTA ปริมาณ 0.01 เปอร์เซ็นต์ ปราศจาก Ca2+ และ 

Mg2+ ประกอบด้วย 

1. NaCl 8 กรัม 
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2. KCl      0.2 กรัม 

3. Na2HPO4     1.15 กรัม 

4. KH2PO4     0.2 กรัม 

5. EDTA      0.2 กรัม 

6. phenol red     0.01 กรัม 

7. distilled water     1 ลิตร 

ปรับ pH เท่ากับ 7.4 ด้วย 1N HCl หรือ 1N NaOH ท าให้ปราศจากเชื้อโดย Autoclave 

ช่ัง trypsin (1:250) น้ าหนัก 0.05 กรัม ละลายใน PBS ปริมาตร 100 มิลลิลิตร กรองผา่นเมมเบรน ขนาด 0.22 

ไมโครเมตร แบ่งใส่ขวด 10 ถึง 20 มิลลลิิตร เก็บแช่แข็งที่ -20 องศาเซลเซียส 

6. การทดสอบฤทธิ์ในการยับย้ังการเจริญฃองเซลล์มะเร็งชนิดต่างๆโดยวิธี MTT colorimetric assay

ค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคลื่น 540 นาโนเมตรของสารสกัดหยาบจากใบชะอมจ านวน 4 ตัวอย่าง ต่อเซลล์ 14 ชนิด 

สาร/เซลล์ conc. (µg/ml) 
ค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคลื่น 540 นาโนเมตร 

A375 BT474 CaCo-2 Chago-K1 Hep-G2 HT-29 KATO-III 

500 1.073 0.316 0.351 0.268 0.766 0.873 0.764 

50 1.106 0.356 0.383 0.289 0.989 0.816 0.846 

FH 5 1.115 0.423 0.372 0.263 0.898 0.898 0.822 

0.5 1.054 0.465 0.399 0.252 0.921 0.853 0.781 

0.05 1.112 0.406 0.438 0.274 0.793 0.857 0.771 

control 0 1.356 0.504 0.457 0.247 0.873 0.899 0.812 

สาร/เซลล์ conc. (µg/ml) KB MCF-7 MCF-10A MDA MB-231 NUGC-4 SW620 WI-38 

0.960 0.368 1.187 0.871 1.131 1.074 0.518 

50 1.160 0.374 1.196 1.049 1.053 1.213 0.584 

FH 5 1.228 0.369 1.318 0.867 1.224 1.252 0.617 

0.5 1.243 0.341 1.288 0.971 1.393 1.233 0.641 

0.05 1.196 0.381 1.357 0.925 1.347 1.236 0.609 
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control 0 1.304 0.360 1.415 1.097 1.629 1.462 0.583 

สาร/เซลล์ conc. (µg/ml) 
ค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคลื่น 540 นาโนเมตร 

A375 BT474 CaCo-2 Chago-K1 Hep-G2 HT-29 KATO-III 

500 0.087 0.120 0.079 0.106 0.131 0.091 0.130 

50 0.659 0.221 0.176 0.127 0.240 0.316 0.326 

FE 5 1.083 0.381 0.400 0.257 0.869 0.836 0.723 

0.5 1.159 0.499 0.437 0.276 0.888 0.902 0.766 

0.05 1.242 0.494 0.474 0.248 0.856 0.909 0.797 

control 0 1.356 0.504 0.457 0.247 0.873 0.899 0.812 

สาร/เซลล์ conc. (µg/ml) KB MCF-7 MCF-10A MDA MB-231 NUGC-4 SW620 WI-38 

0.092 0.139 0.172 0.136 0.095 0.379 0.145 

50 0.526 0.178 1.032 0.210 0.490 0.747 0.279 

FE 5 1.127 0.328 1.349 0.844 1.406 1.197 0.569 

0.5 1.224 0.365 1.339 0.924 1.474 1.257 0.568 

0.05 1.298 0.382 1.376 0.949 1.670 1.278 0.630 

control 0 1.304 0.360 1.415 1.097 1.629 1.462 0.583 

สาร/เซลล์ conc. (µg/ml) 
ค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคลื่น 540 นาโนเมตร 

A375 BT474 CaCo-2 Chago-K1 Hep-G2 HT-29 KATO-III 

500 1.094 0.384 0.311 0.246 0.823 0.884 0.778 

50 1.120 0.516 0.375 0.257 0.950 0.883 0.875 

DH 5 1.116 0.540 0.406 0.307 0.934 0.785 0.873 

0.5 1.089 0.521 0.381 0.282 1.018 0.782 0.858 

0.05 1.127 0.516 0.368 0.277 0.881 0.708 0.773 

control 0 1.226 0.504 0.377 0.247 0.873 0.874 0.812 

สาร/เซลล์ conc. (µg/ml) KB MCF-7 MCF-10A MDA MB-231 NUGC-4 SW620 WI-38 

500 0.821 0.413 1.169 0.799 0.945 1.149 0.519 
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50 1.088 0.401 1.342 1.044 1.100 1.362 0.637 

DH 5 1.074 0.397 1.362 1.013 1.304 1.382 0.611 

0.5 1.031 0.381 1.477 1.040 1.317 1.370 0.645 

0.05 0.992 0.366 1.410 1.112 1.253 1.357 0.649 

control 0 1.120 0.360 1.415 1.097 1.532 1.462 0.583 

สาร/เซลล์ conc. (µg/ml) 
ค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคลื่น 540 นาโนเมตร 

A375 BT474 CaCo-2 Chago-K1 Hep-G2 HT-29 KATO-III 

500 0.096 0.157 0.068 0.120 0.279 0.090 0.317 

50 0.396 0.489 0.180 0.250 0.846 0.310 0.661 

DE 5 1.110 0.560 0.366 0.296 1.062 0.788 0.808 

0.5 1.139 0.475 0.393 0.294 1.046 0.823 0.846 

0.05 1.163 0.520 0.411 0.284 0.976 0.834 0.859 

control 0 1.226 0.504 0.377 0.247 0.873 0.874 0.812 

สาร/เซลล์ conc. (µg/ml) KB MCF-7 MCF-10A MDA MB-231 NUGC-4 SW620 WI-38 

500 0.069 0.148 0.653 0.154 0.094 0.569 0.280 

50 0.346 0.358 1.391 0.806 0.664 1.222 0.599 

DE 5 1.042 0.380 1.460 1.019 1.337 1.382 0.637 

0.5 1.092 0.378 1.476 1.074 1.311 1.417 0.604 

0.05 1.071 0.384 1.424 1.050 1.516 1.451 0.635 

control 0 1.120 0.360 1.415 1.097 1.532 1.462 0.583 



41 

7. การทดสอบฤทธิ์ต้านอนุมูลอสิระในเซลล์โดยวิธี CAA assay

กลไกการเกิดอนุมลูอิสระภายในเซลล์ (Kellett และคณะ, 2018. Modification of the cellular antioxidant activity (CAA) 

assay to study phenolic antioxidants in a Caco-2 cell line. Food Chemistry. 244: p.360.) 

การเปลีย่นแปลงโครงสร้างของสาร DCFH-DA เป็นสารเรืองแสง (Kellett และคณะ, 2018. Modification of the cellular 

antioxidant activity (CAA) assay to study phenolic antioxidants in a Caco-2 cell line. Food Chemistry. 244: 

p.360.)
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การเตรียมสารละลายส าหรับทดสอบฤทธิ์ต้านอนุมูลอสิระในเซลล์ 

- 12.5 มิลลโิมลาร ์DCFH-DA stock solution ละลายในเมทานอล เก็บที่ -20 องศาเซลเซียส

- 60 มิลลโิมลาร ์ABAP stock solution ละลายใน RPMI1640

- สารตัวอย่างละลายใน DMSO เจือจางสารที่ความเข้มข้นต่างๆในอาหารเลี้ยงเซลล์

- 5 มิลลิกรัมต่อมิลลลิิตร MTT

ค่า FU จากเคร่ือง microplate reader SynergyTM HT จากการทดสอบ CAA ของสารสกัดหยาบ DE ในเซลล์ CaCo-2 

ความเข้มขน้ 

(ไมโครกรัมต่อ

มิลลลิิตร) 

fluorescence unit (FU)/min 

คร้ังท่ี 1 คร้ังท่ี 2 

1 2 3 ค่าเฉลี่ย 1 2 3 ค่าเฉลี่ย 

2000 1.719 1.151 1.281 1.384 0.898 0.965 1.018 0.960 

1000 3.259 2.978 2.892 3.043 2.671 2.259 2.679 2.536 

500 3.620 4.147 3.523 3.763 3.633 2.949 3.777 3.453 

250 4.113 4.503 4.502 4.373 3.693 3.233 4.000 3.642 

125 4.764 4.424 4.260 4.483 3.804 3.797 3.818 3.806 

62.50 4.569 4.625 4.512 4.569 5.164 3.691 4.654 4.503 

31.25 4.171 4.624 4.668 4.488 4.438 4.576 4.049 4.354 

0 
5.612 4.595 4.211 

4.580 
4.223 3.998 4.840 

ความเข้มขน้ 

(ไมโครกรัมต่อ

มิลลลิิตร) 

fluorescence unit (FU)/min 

คร้ังท่ี 3 คร้ังท่ี 4 

1 2 3 ค่าเฉลี่ย 1 2 3 ค่าเฉลี่ย 

2000 1.015 0.759 0.593 0.789 0.857 0.859 0.777 0.831 

1000 2.480 2.360 2.098 2.313 2.032 2.534 2.367 2.311 

500 3.013 3.038 2.755 2.935 2.415 3.089 3.403 2.969 

250 3.444 3.267 3.249 3.320 2.710 2.826 2.886 2.807 

125 3.638 3.226 2.992 3.285 3.393 2.611 2.658 2.887 

62.50 3.722 3.623 3.185 3.510 3.333 3.138 3.282 3.251 
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31.25 4.043 4.036 3.318 3.799 3.451 3.043 3.642 3.379 

0 
3.600 3.814 4.624 

3.891 
3.674 3.564 4.068 

ฤทธิ์ต้านอนุมลูอิสระจากการทดสอบ CAA ของสารสกัดหยาบ DE ในเซลล์ CaCo-2 

ความเข้มขน้  

(ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร) 

ฤทธิ์ต้านอนุมลูอิสระ (%) 

คร้ังท่ี 1 คร้ังท่ี 2 คร้ังท่ี 3 คร้ังท่ี 4 ค่าเฉลี่ย 

2000 69.8 79.0 79.7 78.6 76.8 

1000 33.6 44.6 40.6 40.6 39.8 

500 17.8 24.6 24.6 23.7 22.7 

250 4.5 20.5 14.7 27.9 16.9 

125 2.1 16.9 15.6 25.8 15.1 

62.50 0.3 1.7 9.8 16.5 7.0 

31.25 2.0 4.9 2.4 13.2 5.6 

0 0 0 0 0 0 

ค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคลื่น 540 นาโนเมตรในการท า MTT colorimetric assay ของสารสกัดหยาบ DE ต่อเซลล์ 

CaCo-2 

ความเข้มขน้ 

(ไมโครกรัมต่อ

มิลลลิิตร) 

ค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคลื่น 540 นาโนเมตร 

คร้ังท่ี 1 คร้ังท่ี 2 

1 2 3 ค่าเฉลี่ย 1 2 3 ค่าเฉลี่ย 

2000 1.554 1.534 1.347 1.478 1.427 1.346 1.173 1.315 

1000 1.521 1.498 1.531 1.517 1.447 1.429 1.083 1.320 

500 1.377 1.525 1.498 1.467 1.462 1.481 1.328 1.424 

250 1.479 1.497 1.526 1.501 1.401 1.340 1.308 1.350 

125 1.516 1.390 1.394 1.433 1.388 1.366 1.304 1.353 

62.50 1.538 1.563 1.310 1.470 1.371 1.433 1.376 1.393 

31.25 1.428 1.440 1.394 1.421 1.367 1.384 1.466 1.406 
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0 

1.341 1.479 1.406 

1.385 
1.303 1.405 1.471 

1.318 1.429 1.346 

1.330 1.368 1.425 

ความเข้มขน้ 

(ไมโครกรัมต่อ

มิลลลิิตร) 

ค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคลื่น 540 นาโนเมตร 

คร้ังท่ี 3 คร้ังท่ี 4 

1 2 3 ค่าเฉลี่ย 1 2 3 ค่าเฉลี่ย 

2000 1.342 1.424 1.366 1.377 1.294 1.288 1.358 1.313 

1000 1.493 1.244 1.461 1.399 1.409 1.300 1.340 1.350 

500 1.307 1.142 1.340 1.263 1.202 1.221 1.286 1.236 

250 1.277 1.066 1.275 1.206 1.230 1.194 1.193 1.206 

125 1.261 1.057 1.220 1.179 0.988 1.111 1.001 1.033 

62.50 1.318 1.038 1.082 1.146 1.300 1.199 1.183 1.227 

31.25 1.341 1.249 1.200 1.263 1.232 1.211 1.207 1.217 

0 

1.320 1.160 1.282 

1.128 
1.359 1.237 1.174 

0.997 1.071 1.140 

0.878 0.883 1.035 

ค่าเปอร์เซ็นต์การรอดของเซลล์ CaCo-2 เมื่อทดสอบด้วยสารสกัดหยาบ DE 

ความเข้มขน้  

(ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร) 

การรอดของเซลล์ (%) 

คร้ังท่ี 1 คร้ังท่ี 2 คร้ังท่ี 3 คร้ังท่ี 4 ค่าเฉลี่ย 

2000 107 95 122 116 110 

1000 110 95 124 120 112 

500 106 103 112 110 108 

250 108 97 107 107 105 

125 103 98 105 92 100 
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62.50 106 101 102 109 105 

31.25 103 101 112 108 106 

0 100 100 100 100 100 

ค่า FU จากเคร่ือง microplate reader SynergyTM HT จากการทดสอบ CAA ของสารสกัดหยาบ DE ในเซลล์ HT-29 

ความเข้มขน้ 

(ไมโครกรัมต่อ

มิลลลิิตร) 

fluorescence unit (FU)/min 

คร้ังท่ี 1 คร้ังท่ี 2 

1 2 3 ค่าเฉลี่ย 1 2 3 ค่าเฉลี่ย 

2000 1.045 1.501 2.180 1.575 1.274 1.318 1.366 1.319 

1000 1.909 1.708 2.959 2.192 1.399 1.385 2.424 1.736 

500 1.826 2.725 1.645 2.065 1.813 1.712 1.858 1.794 

250 1.999 2.293 1.824 2.039 2.407 2.321 1.908 2.212 

125 2.560 2.310 1.687 2.186 2.034 1.948 1.866 1.949 

62.50 2.192 2.412 1.663 2.089 2.124 2.073 1.557 1.918 

31.25 2.279 2.454 1.859 2.197 2.153 2.386 2.062 2.200 

0 
3375 2.431 2.044 

2.335 
1.727 2.400 2.031 

ความเข้มขน้ 

(ไมโครกรัมต่อ

มิลลลิิตร) 

fluorescence unit (FU)/min 

คร้ังท่ี 3 คร้ังท่ี 4 

1 2 3 ค่าเฉลี่ย 1 2 3 ค่าเฉลี่ย 

2000 1.966 2.824 2.981 2.590 2.573 1.037 2.063 1.891 

1000 3.186 3.141 3.095 3.141 2.840 3.033 3.156 3.010 

500 2.727 2.823 2.915 2.822 1.958 2.910 3.467 2.778 

250 2.712 3.125 3.764 3.200 2.724 3.048 3.348 3.040 

125 2.080 2.848 2.952 2.627 3.088 3.080 3.042 3.070 

62.50 2.879 3.286 3.420 3.195 2.819 3.808 3.198 3.275 

31.25 3.214 3.413 2.790 3.139 3.335 3.492 2.849 3.225 
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0 
3.136 3.385 2.990 

3.248 
3.280 3.426 3.273 

ฤทธิ์ต้านอนุมลูอิสระจากการทดสอบ CAA ของสารสกัดหยาบ DE ในเซลล์ HT-29 

ความเข้มขน้  

(ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร) 

ฤทธิ์อนุมลูอิสระ (%) 

คร้ังท่ี 1 คร้ังท่ี 2 คร้ังท่ี 3 คร้ังท่ี 4 ค่าเฉลี่ย 

2000 32.5 43.5 20.3 41.8 34.5 

1000 6.1 25.7 3.3 7.3 10.6 

500 11.6 23.2 13.1 14.5 15.6 

250 12.7 5.3 1.5 6.4 6.5 

125 6.4 16.5 19.1 5.5 11.9 

62.50 10.5 17.9 1.6 7.4 9.4 

31.25 5.9 5.8 3.4 0.7 3.9 

0 0 0 0 0 0 

ค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคลื่น 540 นาโนเมตรในการท า MTT colorimetric assay ของสารสกัดหยาบ DE ต่อเซลล์ 

HT-29 

ความเข้มขน้ 

(ไมโครกรัมต่อ

มิลลลิิตร) 

ค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคลื่น 540 นาโนเมตร 

คร้ังท่ี 1 คร้ังท่ี 2 

1 2 3 ค่าเฉลี่ย 1 2 3 ค่าเฉลี่ย 

2000 1.135 1.066 1.136 1.112 0.993 1.114 1.121 1.076 

1000 1.249 1.209 1.071 1.176 1.165 1.201 1.155 1.174 

500 1.100 1.320 1.271 1.230 1.285 1.344 1.205 1.278 

250 1.435 1.439 1.264 1.379 1.319 1.250 1.349 1.306 

125 1.449 1.302 1.298 1.350 1.335 1.287 1.377 1.333 

62.50 1.484 1.394 1.483 1.454 1.429 1.319 1.377 1.375 

31.25 1.743 1.671 1.613 1.676 1.590 1.525 1.702 1.606 

0 1.927 1.710 1.739 1.716 
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1.776 1.673 1.740 

1.579 1.811 1.791 

1.530 1.660 1.656 

ความเข้มขน้ 

(ไมโครกรัมต่อ

มิลลลิิตร) 

ค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคลื่น 540 นาโนเมตร 

คร้ังท่ี 3 คร้ังท่ี 4 

1 2 3 ค่าเฉลี่ย 1 2 3 ค่าเฉลี่ย 

2000 1.218 1.324 1.305 1.282 1.278 1.245 1.133 1.219 

1000 1.263 1.269 1.431 1.321 1.299 1.369 1.239 1.302 

500 1.393 1.521 1.525 1.480 1.405 1.467 1.230 1.367 

250 1.542 1.639 1.579 1.587 1.480 1.555 1.536 1.524 

125 1.648 1.552 1.548 1.583 1.529 1.364 1.447 1.447 

62.50 1.778 1.810 1.625 1.738 1.714 1.555 1.490 1.586 

31.25 1.763 1.701 1.760 1.741 1.744 1.638 1.507 1.630 

0 

1.847 1.986 1.967 

1.757 
1.894 1.832 1.523 

1.638 1.868 1.675 

1.711 1.657 1.482 

ค่าเปอร์เซ็นต์การรอดของเซลล์ HT-29 เมื่อทดสอบด้วยสารสกัดหยาบ DE 

ความเข้มขน้  

(ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร) 

การรอดของเซลล์ (%) 

คร้ังท่ี 1 คร้ังท่ี 2 คร้ังท่ี 3 คร้ังท่ี 4 ค่าเฉลี่ย 

2000 65 63 73 69 68 

1000 69 68 75 74 72 

500 72 74 84 78 77 

250 80 76 90 87 83 

125 79 78 90 82 82 

62.50 85 80 99 90 89 
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31.25 98 94 99 93 96 

0 100 100 100 100 100 

ค่า FU จากเคร่ือง microplate reader SynergyTM HT จากการทดสอบ CAA ของสาร quercetin ในเซลล์ CaCo-2 

ความเข้มขน้ 

(ไมโครโมลาร์) 

fluorescence unit (FU)/min 

คร้ังท่ี 1 คร้ังท่ี 2 

1 2 3 ค่าเฉลี่ย 1 2 3 ค่าเฉลี่ย 

1000 0.946 1.156 1.109 1.070 1.120 1.020 1.149 1.096 

500 1.222 1.152 1.276 1.217 1.192 1.273 1.204 1.223 

250 1.255 1.275 1.195 1.242 1.265 1.235 1.421 1.307 

125 1.619 1.635 1.859 1.704 1.545 1.451 1.603 1.533 

62.50 1.818 1.220 1.962 1.667 2.016 1.886 2.079 1.994 

31.25 2.864 2.633 2.969 2.822 2.638 2.966 2.789 2.798 

0 
5.612 4.595 4.211 

4.580 
4.223 3.998 4.840 

ความเข้มขน้ 

(ไมโครโมลาร์) 

fluorescence unit (FU)/min 

คร้ังท่ี 3 คร้ังท่ี 4 

1 2 3 ค่าเฉลี่ย 1 2 3 ค่าเฉลี่ย 

1000 0.966 0.881 1.046 0.964 1.007 1.066 1.036 1.036 

500 1.146 1.087 1.042 1.092 1.187 1.241 1.292 1.240 

250 1.219 1.225 1.338 1.261 1.265 1.221 1.530 1.339 

125 1.664 1.718 1.674 1.685 1.581 1.757 1.857 1.732 

62.50 2.095 2.389 2.497 2.327 2.552 2.574 2.320 2.482 

31.25 2.734 2.344 2.951 2.676 2.802 3.024 3.316 3.047 

0 
3.600 3.814 4.624 

3.891 
3.674 3.564 4.068 
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ฤทธิ์ต้านอนุมลูอิสระจากการทดสอบ CAA ของสาร quercetin ในเซลล์ CaCo-2 

ความเข้มขน้  

(ไมโครโมลาร์) 

ฤทธิ์ต้านอนุมลูอิสระ (%) 

คร้ังท่ี 1 คร้ังท่ี 2 คร้ังท่ี 3 คร้ังท่ี 4 ค่าเฉลี่ย 

1000 76.6 76.1 75.2 73.4 75.3 

500 73.4 73.3 71.9 68.1 71.7 

250 72.9 71.5 67.6 65.6 69.4 

125 62.8 66.5 56.7 55.5 60.4 

62.50 63.6 56.5 40.2 36.2 49.1 

31.25 38.4 38.9 31.2 21.7 32.6 

0 0 0 0 0 0 

 

ค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคลื่น 540 นาโนเมตรในการท า MTT colorimetric assay ของสาร quercetin ต่อเซลล์ 

CaCo-2 

ความเข้มขน้ 

(ไมโครโมลาร์) 

ค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคลื่น 540 นาโนเมตร 

คร้ังท่ี 1 คร้ังท่ี 2 

1 2 3 ค่าเฉลี่ย 1 2 3 ค่าเฉลี่ย 

1000 1.721 1.603 1.479 1.601 1.646 1.613 1.679 1.646 

500 1.537 1.578 1.577 1.564 1.664 1.654 1.548 1.622 

250 1.447 1.437 1.501 1.462 1.439 1.569 1.634 1.547 

125 1.365 1.253 1.386 1.335 1.408 1.429 1.417 1.418 

62.50 1.424 1.489 1.372 1.428 1.391 1.351 1.376 1.373 

31.25 1.343 1.527 1.456 1.442 1.369 1.357 1.346 1.357 

0 

1.341 1.479 1.406 

1.385 
1.303 1.405 1.471 

1.318 1.429 1.346 

1.330 1.368 1.425 
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ความเข้มขน้ 

(ไมโครโมลาร์) 

ค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคลื่น 540 นาโนเมตร 

คร้ังท่ี 3 คร้ังท่ี 4 

1 2 3 ค่าเฉลี่ย 1 2 3 ค่าเฉลี่ย 

1000 1.347 1.332 1.108 1.262 1.092 1.521 1.307 1.307 

500 1.281 1.149 1.220 1.217 1.183 1.355 1.387 1.308 

250 1.269 1.194 1.300 1.254 0.969 1.292 1.726 1.329 

125 0.989 1.008 1.262 1.086 1.150 0.968 1.225 1.114 

62.50 1.071 1.122 1.086 1.093 1.127 1.220 1.206 1.184 

31.25 1.276 1.294 1.252 1.274 1.104 1.034 1.347 1.162 

0 

1.320 1.160 1.282 

1.128 
1.359 1.237 1.174 

0.997 1.071 1.140 

0.878 0.883 1.035 

 

ค่าเปอร์เซ็นต์การรอดของเซลล์ CaCo-2 เมื่อทดสอบด้วยสาร quercetin   

ความเข้มขน้  

(ไมโครโมลาร์) 

การรอดของเซลล์ (%) 

คร้ังท่ี 1 คร้ังท่ี 2 คร้ังท่ี 3 คร้ังท่ี 4 ค่าเฉลี่ย 

1000 116 119 112 116 116 

500 113 117 108 116 114 

250 106 112 111 118 112 

125 96 102 96 99 98 

62.50 103 99 97 105 101 

31.25 104 98 113 103 105 

0 100 100 100 100 100 
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ค่า FU จากเคร่ือง microplate reader SynergyTM HT จากการทดสอบ CAA ของสาร quercetin ในเซลล์ HT-29 

ความเข้มขน้ 

(ไมโครโมลาร์) 

fluorescence unit (FU)/min 

คร้ังท่ี 1 คร้ังท่ี 2 

1 2 3 ค่าเฉลี่ย 1 2 3 ค่าเฉลี่ย 

1000 0.492 0.658 0.455 0.535 0.534 0.540 0.656 0.577 

500 0.505 0.674 0.587 0.589 0.508 0.654 0.507 0.556 

250 0.622 0.508 0.516 0.549 0.522 0.638 0.751 0.637 

125 0.747 0.965 0.888 0.867 0.837 0.920 0.963 0.907 

62.50 1.159 1.179 1.188 1.175 1.091 1.600 1.385 1.359 

31.25 1.500 1.551 1.614 1.555 1.735 2.248 2.091 2.025 

0 
3.375 2.431 2.044 

2.335 
1.727 2.400 2.031 

ความเข้มขน้ 

(ไมโครโมลาร์) 

fluorescence unit (FU)/min 

คร้ังท่ี 3 คร้ังท่ี 4 

1 2 3 ค่าเฉลี่ย 1 2 3 ค่าเฉลี่ย 

1000 0.556 0.674 0.580 0.603 0.668 0.597 0.730 0.665 

500 0.749 0.947 0.778 0.825 0.935 1.010 1.013 0.986 

250 0.962 0.862 0.779 0.868 0.848 0.868 0.934 0.883 

125 1.619 1.227 1.288 1.378 1.393 1.281 1.359 1.344 

62.50 1.922 1.885 1.787 1.865 1.910 1.978 1.922 1.937 

31.25 2.973 3.057 2.744 2.925 2.935 2.538 2.776 2.750 

0 
3.136 3.385 2.990 

3.248 
3.280 3.426 3.273 
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ฤทธิ์ต้านอนุมลูอิสระจากการทดสอบ CAA ของสาร quercetin ในเซลล์ HT-29 

ความเข้มขน้ 

(ไมโครโมลาร์) 

ฤทธิ์ต้านอนุมลูอิสระ (%) 

คร้ังท่ี 1 คร้ังท่ี 2 คร้ังท่ี 3 คร้ังท่ี 4 ค่าเฉลี่ย 

1000 77.1 75.3 81.4 79.5 78.3 

500 74.8 76.2 74.6 69.6 73.8 

250 76.5 72.7 73.3 72.8 73.8 

125 62.9 61.2 57.6 58.6 60.1 

62.50 49.7 41.8 42.6 40.4 43.6 

31.25 33.4 13.3 10.0 15.3 18.0 

0 0 0 0 0 0 

ค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคลื่น 540 นาโนเมตรในการท า MTT colorimetric assay ของสาร quercetin ต่อเซลล์ HT-

29 

ความเข้มขน้ 

(ไมโครโมลาร์) 

ค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคลื่น 540 นาโนเมตร 

คร้ังท่ี 1 คร้ังท่ี 2 

1 2 3 ค่าเฉลี่ย 1 2 3 ค่าเฉลี่ย 

1000 2.418 2.128 2.265 2.270 2.249 2.207 2.069 2.175 

500 2.041 1.796 1.959 1.932 2.071 2.181 2.068 2.107 

250 2.174 2.000 1.948 2.041 2.131 1.916 1.952 2.000 

125 1.854 2.001 1.896 1.917 1.936 1.906 1.830 1.891 

62.50 1.813 1.856 1.619 1.763 1.824 1.724 1.722 1.757 

31.25 1.495 1.617 1.734 1.615 1.906 1.550 1.452 1.636 

0 

1.927 1.710 1.739 

1.716 
1.776 1.673 1.740 

1.579 1.811 1.791 

1.530 1.660 1656 
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ความเข้มขน้ 

(ไมโครโมลาร์) 

ค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคลื่น 540 นาโนเมตร 

คร้ังท่ี 3 คร้ังท่ี 4 

1 2 3 ค่าเฉลี่ย 1 2 3 ค่าเฉลี่ย 

1000 2.054 2.009 2.165 2.076 2.029 2.082 2.069 2.060 

500 1.708 1.631 1.783 1.707 1.642 1.906 1.911 1.820 

250 1.913 1.824 1.812 1.850 1.957 1.863 1.925 1.915 

125 1.918 1.948 1.921 1.929 1.811 1.901 1.801 1.838 

62.50 1.826 1.834 1.792 1.817 1.778 1.848 1.635 1.754 

31.25 1.720 1.664 1.743 1.709 1.660 1.481 1.675 1.605 

0 

1.847 1.986 1.967 

1.757 
1.894 1.832 1.523 

1.638 1.868 1.675 

1.711 1.657 1.482 

 

ค่าเปอร์เซ็นต์การรอดของเซลล์ HT-29 เมื่อทดสอบด้วยสาร quercetin  

ความเข้มขน้  

(ไมโครโมลาร์) 

การรอดของเซลล์ (%) 

คร้ังท่ี 1 คร้ังท่ี 2 คร้ังท่ี 3 คร้ังท่ี 4 ค่าเฉลี่ย 

1000 132 127 118 117 124 

500 113 123 97 104 109 

250 119 117 105 109 113 

125 112 110 110 105 109 

62.50 103 102 103 100 102 

31.25 94 95 97 91 94 

0 100 100 100 100 100 
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8. การทดสอบฤทธิ์ต้านการอักเสบ

ค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคลื่น 540 นาโนเมตร ในการท า MTT colorimetric assay ของสารสกัดหยาบ DE 

สาร 
ความเข้มขน้ 

(ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร) 

ค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคลื่น 540 นาโนเมตร 

คร้ังท่ี 1 คร้ังท่ี 2 คร้ังท่ี 3 ค่าเฉลี่ย PS (%) 

100 1.683 1.707 1.742 1.711 117 

50 1.446 1.456 1.478 1.460 100 

25 1.392 1.355 1.455 1.401 96 

DE คร้ังท่ี 1 12.5 1.326 1.331 1.336 1.331 91 

6.25 1.353 1.333 1.313 1.333 92 

3.13 1.317 1.297 1.305 1.306 90 

1.56 1.319 1.342 1.372 1.344 92 

Control 0 
1.512 1.431 1.481 

1.456 100 
1.477 1.431 1.402 

สาร 
ความเข้มขน้ 

(ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร) 

ค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคลื่น 540 นาโนเมตร 

คร้ังท่ี 1 คร้ังท่ี 2 คร้ังท่ี 3 ค่าเฉลี่ย PS (%) 

100 1.465 1.529 1.457 1.484 102 

50 1.292 1.344 1.299 1.312 90 

25 1.306 1.281 1.299 1.295 89 

DE คร้ังท่ี 2 12.5 1.266 1.208 1.230 1.235 85 

6.25 1.249 1.240 1.257 1.249 85 

3.13 1.318 1.208 1.260 1.262 86 

1.56 1.355 1.356 1.357 1.356 93 

Control 0 
1.453 1.462 1.444 

1.461 100 
1.436 1.459 1.513 
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ค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคลื่น 540 นาโนเมตร ในการท า MTT colorimetric assay ของสาร quercetin 

สาร 
ความเข้มขน้ 

(ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร) 

ค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคลื่น 540 นาโนเมตร 

คร้ังท่ี 1 คร้ังท่ี 2 คร้ังท่ี 3 ค่าเฉลี่ย PS (%) 

50 2.271 2.287 2.279 2.279 157 

25 1.801 1.876 1.999 1.892 130 

12.5 1.558 1.525 1.737 1.607 110 

quercetin 6.25 1.399 1.413 1.533 1.448 99 

คร้ังท่ี 1 3.13 1.408 1.425 1.477 1.437 99 

1.56 1.312 1.361 1.447 1.373 94 

0.79 1.394 1.377 1.507 1.426 98 

Control 0 
1.512 1.431 1.481 

1.456 100 
1.477 1.431 1.402 

สาร 
ความเข้มขน้ 

(ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร) 

ค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคลื่น 540 นาโนเมตร 

คร้ังท่ี 1 คร้ังท่ี 2 คร้ังท่ี 3 ค่าเฉลี่ย PS (%) 

50 2.185 2.282 2.294 2.254 154 

25 1.832 1.948 1.862 1.881 129 

12.5 1.412 1.468 1.665 1.515 104 

quercetin 6.25 1.345 1.360 1.380 1.362 93 

คร้ังท่ี 2 3.13 1.305 1.414 1.262 1.327 91 

1.56 1.314 1.344 1.725 1.461 100 

0.79 1.313 1.375 1.402 1.363 93 

Control 0 
1.453 1.462 1.444 

1.461 100 
1.436 1.459 1.513 



ประวัติผู้รับผิดชอบแผนงานวิจัย 

หัวหน้าโครงการ 

1. ช่ือ - นามสกุล (ภาษาไทย) นายอณุมาศ บัวเขียว 
2. ช่ือ - นามสกุล (ภาษาอังกฤษ) Mr. Anumart Buakeaw 

3. เลขหมายบตัรประจ าตัวประชาชน 3 8099 00658 39 3 

4. ต าแหน่งปัจจุบัน นักวิจัย  

5. หน่วยงานและสถานท่ีอยู่ท่ีตดิตอ่ได้สะดวก

สถาบันวิจัยเทคโนโลยีชีวภาพและวิศวกรรมพันธุศาสตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย 

อาคารสถาบัน 3  ถนนพญาไท แขวงวังใหม่ เขตปทุมวัน กรุงเทพฯ 10330  

โทรศัพท์ 02-2188076          โทรสาร 02-2533543 

E-mail anumart.b@chula.ac.th

6. ประวัติการศึกษา

พ.ศ. 2545      วท.ม. (เทคโนโลยชีีวภาพ) จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย 

พ.ศ. 2541      วท.บ. (ชีวเคมี) จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย 

7. สาขาวิชาการที่มีความช านาญพิเศษ (แตกต่างจากวุฒิการศึกษา) ระบุสาขาวิชาการ

การเพาะเลี้ยงเซลล์มะเร็ง และการเตรียมมอนอโคลนอลแอนติบอดี

8. ผลงานวิจัย

8.1 ผู้อ านวยการแผนงานวิจัย : - 

8.2 หัวหน้าโครงการวิจัย :  

8.2.1 ฤทธ์ิต้านอนูลอิสระและยับยั้งการเจรญิของเซลล์มะเร็งจากสารสกัดใบชะอม ไดร้ับทุนอุดหนุนการ

วิจัยจาก กองทุนรัชดาภิเษกสมโภช ปีงบประมาณ 2561  
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8.3 งานวิจัยท่ีท าเสร็จแล้ว 
8.3.1 ผลงานวิจัยท่ีพิมพ์เผยแพรใ่นวารสารวิชาการระดับนานาชาติ 

1) Puthong, P., Rojpibulstit, P., and Buakeaw, A. (2009). Cytotoxic effect of Hep 88 mAb : A novel

monoclonal antibody against hepatocellular carcinoma. Thammasat Int. J. Se. Tech. 14(1): 95-104.

 2) Somwong, P., Suttisri, R., and Buakeaw, A. (2011). A new 1,3-diketofriedelane triterpene from

Salacia verrucosa. Fitoterapia. 82 : 1047 -1051.

3) Mungmee, C., Sithigool, S., Buakeaw, A., and Suttrisi, R. (2013). A new biphenyl and other

constituents from the wood of Garcinia schomburgkiana. Natural Product Research : Formerly Natural

Product Letters, DOI:10.1080/14786419.2013.796469.

4) Somwong, P., Suttisri, R. and Buakeaw, A. (2013). New sesquiterpenes and phenolic compound

from Ficus foveolata. Fitoterapia. 85 : 1 – 7.

5) Wongtangprasert, T., Natakuathung, W., Pimpitak, U., Buakeaw, A., Palaga, T., Komolpis, K. and

Khongchareonporn, N. (2014). Production of a monoclonal antibody against oxytetracycline and its

application for oxytetracycline residue detection in shrimp. Journal of Zhejiang University-SCIENCE B

(Biomedicine & Biotechnology). 15(2) : 165 – 172.

6) Nuanyai, T., Chailap, B., Puthong, S. and Buakeaw, A. (2015). Cytotoxicity of xanthone from twigs of

Cratoxylum cochinchinense (Lour.) Blume. Journal of Science Ladkrabang. 2 : 1 – 12.

7) Buakeaw, A., Puthong, S., Kongkavitoon, P., Khongarsa, K., Komolpis, K. and Khongchareonporn, N.

(2016). Production of monoclonal antibodies for ractopamine residue detection in pork. Maejo

International Journal of Science and Technology. 10(02) : 175 – 186.

8.3.2 ผลงานวิจัยท่ีเสนอในการประชุมวิชาการระดับชาติและนานาชาติ 

1) Sangdokmai, A., Pimpitak, U., Buakeaw, A., Palaga, T., and Komolpis, K. (2011). Production and

Characterization of Monoclonal Antibodies Against Aflatoxin M1. 2011 International Conference on

Environmental, Biomedical and Biotechnology IPCBEE. 16. IACSIT Press, Singapore.
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2) Khongarsa, K., Khongchareonporn, N., Komolpis, K., and Buakeaw, A. (2012). 1st ASEAN PLUS THREE

GRADUATE RESEARCH CONGRESS. 1 – 2 March 2012 Chaing Mai ,Thailand.

3) Tesvichian, S., Komolpis, K., Khongchareonporn, N., Puthong, S., Pimpitak, U., and Buakeaw, A.

Development of Tetracycline Test Kit Using Enzyme-Linked Immunosorbent Assay Technique. (2010).

The 3rd Technology and Innovation for Sustainable Development International Conference.

(TISD2010). Faculty of Engineering, Khon Kaen University, Thailand, 4 – 6 March 2010.

4) Buakeaw, A., Puthong, S., Komolpis, K., Khnongchareonporn, N., and Pimpitak, U. (2015). Produciton

of monoclonal antibody against semicarbazide. The 27th Annual Meeting of the Thai Society for

Biotechnology and International Conference. Thailand.

8.4 โครงการวิจัยที่ด าเนินการอยู ่

8.4.1 การพัฒนาและตรวจสอบความถูกต้องของแถบทดสอบแบบไหลในแนวระนาบส าหรับตรวจหานอร์

ฟล็อกซาซินและเอ็นโรฟล็อกซาซิน (ผู้ร่วมวิจัย) ได้รับทุนอุดหนุนการวิจัยจาก ส านักงานพัฒนาการวิจัยการเกษตร 

(องค์การมหาชน) 15 มิ.ย. 2562 ถึง 14 มิ.ย. 2563 

8.4.2 การพัฒนาแถบทดสอบแบบไหลในแนวระนาบส าหรับตรวจคัดกรองสารเคลนบู      เทอรอล ซัลบูทา

มอล และซิลพาเทอรอลในปัสสาวะสุกร (ผู้ร่วมวิจัย) ได้รับทุนอุดหนุนการวิจัยจาก ส านักงานคณะกรรมการส่งเสริม

วิทยาศาสตร์ วิจัยและนวัตกรรม (สกสว) 1 มิ.ย. 2562 ถึง 30 พ.ย. 2563 

8.4.3 ฤทธิ์ต้านอนูลอิสระและยับยั้งการเจริญของเซลล์มะเร็งจากสารสกัดใบชะอม (หัวหน้าโครงการ)  ได้รับ

ทุนอุดหนุนการวิจัยจาก กองทุนรัชดาภิเษกสมโภช ปีงบประมาณ 2561 

8.4.4 การประเมินประสิทธิภาพชุดแถบทดสอบแรคโตพามีนตกค้างโดย lateral flow strip test ในตัวอย่าง

เนื้อสัตว์และอาหารสัตว์ (ผู้ร่วมวิจัย) ได้รับทุนอุดหนุนการวิจัยจาก ส านักงานกองทุนสนับสนุนการวิจัย (สกว) 14 ก.ย. 

2561 ถึง 13 ก.ย. 2562 

ผู้ร่วมโครงการคนที่ 1 

1. ช่ือ - นามสกุล (ภาษาไทย) นางทรงจันทร ์ภู่ทอง 
2. ช่ือ - นามสกุล (ภาษาอังกฤษ) Mrs. Songchan Puthong 

3. เลขหมายบัตรประจ าตัวประชาชน 3 2001 01339 43 0 
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4. ต าแหน่งปัจจุบัน   นักวิจัย (ช านาญการพิเศษ) 
5. หน่วยงานและสถานท่ีอยู่ท่ีติดต่อได้สะดวก พร้อมหมายเลขโทรศัพท์ โทรสาร และไปรษณีย์อิเล็กทรอนิกส์ (e-mail) 
              สถาบันวิจัยเทคโนโลยีชีวภาพและวิศวกรรมพันธุศาสตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย 

              อาคารสถาบัน 3  ถนนพญาไท แขวงวังใหม ่เขตปทุมวัน กรงุเทพฯ 10330  

             โทรศัพท์ 02-2188076          โทรสาร 02-2533543 

             E-mail songchan.p@chula.ac.th 

6. ประวัติการศึกษา 
 พ.ศ. 2540      วท.ม. (เทคโนโลยชีีวภาพ) จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย 

 พ.ศ. 2529      วท.บ. (ชีววิทยา) มหาวิทยาลัยบูรพา 

7. สาขาวิชาการที่มีความช านาญพิเศษ (แตกต่างจากวุฒิการศึกษา) ระบุสาขาวิชาการ 
 การเตรียมมอนอโคลนอลแอนติบอดี การเพาะเลี้ยงเซลล์มะเรง็และการทดสอบความเป็นพิษต่อเซลล์  

8.  ผลงานวิจัย 

8.1 ผู้อ านวยการแผนงานวิจัย : - 

 8.2 หัวหน้าโครงการวิจัย :  

8.2.1 การพฒันาชุดตรวจวิเคราะห์โพรเจสเทอโรนในน้ านมโคด้วยวธิีเอนไซม์อิมมิวโนซอรเ์บนท์แอสเสย์ (พ.ศ. 

2556) 

 8.3 งานวิจัยท่ีท าเสร็จแล้ว 
    8.3.1 ผลงานวิจัยท่ีพิมพ์เผยแพรใ่นวารสารวิชาการระดับนานาชาต ิ

 1) Komenek, S., Luesakul, U., Ekgasit, S., Vilaivan, T., Praphairaksit, N., Puthong, S. and 
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16) Kustiawan, M.P., Puthong, S., Arung, T.E. and Chanchao, C. (2014). In vitro cytotoxicity of 

Indonesian stingless bee products against human cancer cell lines. Asian Pacific Journal of Tropical 

Biomedicine. 4(7) : 549 – 556. 
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 19) Manaspong, C., Wongphanit, P., Palaga, T., Puthong, S., Sooksai, S., and Komolpis, K. 
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8.3.2 ผลงานวิจัยท่ีเสนอในการประชุมวิชาการระดับชาติและนานาชาติ 
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8.4 โครงการวิจัยที่ด าเนินการอยู ่

8.4.1 การพัฒนาและตรวจสอบความถูกต้องของแถบทดสอบแบบไหลในแนวระนาบส าหรับตรวจหานอร์

ฟล็อกซาซินและเอ็นโรฟล็อกซาซิน (ผู้ร่วมวิจัย) ได้รับทุนอุดหนุนการวิจัยจาก ส านักงานพัฒนาการวิจัยการเกษตร 

(องค์การมหาชน) 15 มิ.ย. 2562 ถึง 14 มิ.ย. 2563 

8.4.2 การพัฒนาแถบทดสอบแบบไหลในแนวระนาบส าหรับตรวจคัดกรองสารเคลนบู      เทอรอล ซัลบูทา

มอล และซิลพาเทอรอลในปัสสาวะสุกร (ผู้ร่วมวิจัย) ได้รับทุนอุดหนุนการวิจัยจาก ส านักงานคณะกรรมการส่งเสริม

วิทยาศาสตร์ วิจัยและนวัตกรรม (สกสว) 1 มิ.ย. 2562 ถึง 30 พ.ย. 2563 

8.4.3 ฤทธิ์ต้านอนูลอิสระและยับยั้งการเจริญของเซลล์มะเร็งจากสารสกัดใบชะอม (ผู้ร่วมวิจัย)  ได้รับ

ทุนอุดหนุนการวิจัยจาก กองทุนรัชดาภิเษกสมโภช ปีงบประมาณ 2561 
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7. สาขาวิชาการที่มีความช านาญพิเศษ (แตกต่างจากวุฒิการศึกษา) ระบุสาขาวิชาการ 

 เทคโนโลยีชีวภาพ (การเตรียมมอนอโคลนอลแอนติบอดี การวิเคราะห์ด้วย ELISA และแถบทดสอบ) 

8. ประสบการณ์ที่เกีย่วข้องกับการบริหารงานวิจัยทั้งภายในและภายนอกประเทศ 
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(องค์การมหาชน) 15 มิ.ย. 2562 ถึง 14 มิ.ย. 2563 
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 8.3 งานวิจัยท่ีท าเสร็จแล้ว 
    8.3.1 ผลงานวิจัยท่ีพิมพ์เผยแพรใ่นวารสารวิชาการระดับนานาชาต ิ
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Microbiology and Biotechnology 23: 69-75 

(แหล่งทุน – โครงการมหาวิทยาลัยวิจัยแห่งชาติ คลัสเตอร์วิจัยวัสดขุั้นสูง (Project 954-3-1023) 

ส านักงานคณะกรรมการอดุมศึกษาแห่งชาติ) 

 5. Komolpis, K., Udomchokmongkol, C., Phutong, S. and Palaga, T. 2010. Comparative 

production of a monoclonal antibody specific for enrofloxacin in a stirred-tank bioreactor. 

Journal of Industrial and Engineering Chemistry 16: 567-571 
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monoclonal antibody-based enzyme-linked immunosorbent assay for detection of the 
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