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Abstract
This research studied the biochemical properties of Thai herbal extracts, namely the 

antioxidant properties, total phenolic and flavonoid contents, and the inhibition of cell prolif-
eration in cholangiocarcinoma. The extracts were prepared by maceration in organic solvents. 
The ethyl acetate extracts of Balanophora abbreviata (BA) and Dalbergia parviflora (DP) were 
found to possess antioxidants against ABTS●+ and DPPH● and have high contents of total  
phenolics and flavonoids. The TEAC values for ABTS●+ and DPPH● of BA ethyl acetate extract 
were 1.878 ± 0.023 and 1.238 ± 0.066, respectively, while the total phenolic and flavonoid 
contents were detected as 500.71 ± 5.84 mg GAE g-1extract and 353.89 ± 14.7 mg QE g-1extract, 
respectively. The TEAC values for ABTS●+ and DPPH● of DP ethyl acetate extract were 0.892 
± 0.025 and 1.943 ± 0.177, respectively, while the total phenolic and flavonoid contents were 
detected to be 362.44 ± 5.95 mg GAE g-1extract and 685.93 ± 36.19 mg QE g-1extract,  
respectively. The methanol extracts of BA, DP, and Barleria cristata (BC) exhibited the percent 
inhibition of cell proliferation in cholangiocarcinoma cell line, RMCCA-1, at 51.21 ± 1.57,  
64.51 ± 0.77 and 40.40 ± 0.58, respectively. However, the inhibition was not detected in  
Cholangiocyte cell line, MMNK-1. These studies concluded that the ethyl acetate extracts of  
BA and DP contain effective antioxidants, a high level of total phenolic and flavonoid contents, 
and the methanol extracts of BA and DP has the potential to inhibit cell proliferation in  
Cholangiocarcinoma. This information has the potential to be applied in pharmacological and 
biomedical research for developing effective cancer chemotherapeutic agents in the future. 
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 บทคัดย่อ
งานวิจัยนี้ได้ศึกษาสมบัติทางชีวเคมีของสารสกัดสมุนไพรไทย ประกอบด้วยสมบัติต้านอนุมูล

อิสระ ปริมาณรวมของสารประกอบฟีนอลิกและฟลาโวนอยด์ และการยับยั้งการเจริญเติบโตของเซลล์
มะเร็งท่อน้ำาดี สารสกัดเตรียมโดยการแช่สมุนไพรในตัวทำาละลายอินทรีย์ พบว่าสารสกัดเอทิลอะซิเตท
ของโหราเท้าสุนัข (Balanophora abbreviate) และครี้ (Dalbergia parviflora) มีฤทธิ์ต่อต้านอนุมูล
อิสระ ABTS●+ และ DPPH● และมีปริมาณรวมของสารประกอบฟีนอลิกและฟลาโวนอยด์ในระดับสูง 
โดยสารสกัดเอทิลอะซิเตทของโหราเท้าสุนัขมีค่า TEAC ต่อ ABTS●+ และ DPPH● เท่ากับ 1.878 ± 
0.023 และ 1.238 ± 0.066 ตามลำาดับ ปริมาณรวมของสารประกอบฟีนอลิก และฟลาโวนอยด์ เท่ากับ 
500.71 ± 5.84 มิลลิกรัม GAE ต่อกรัมสารสกัดและ 353.89 ± 14.7 มิลลิกรัม QE ต่อกรัมสารสกัด
ตามลำาดับ สารสกัดเอทิลอะซิเตทของครี้ มีค่า TEAC ต่อ ABTS●+ และ DPPH● เท่ากับ 0.892 ±  
0.025 และ 1.943 ± 0.177 ตามลำาดับ ปริมาณรวมของสารประกอบฟีนอลิกและฟลาโวนอยด์เท่ากับ 
362.44 ± 5.95 มิลลิกรัม GAE ต่อกรัมสารสกัดและ 685.93 ± 36.19 มิลลิกรัม QE ต่อกรัมสารสกัด
ตามลำาดับ สารสกัดเมทานอลของโหราเท้าสุนัข ครี้ และอังกาบ (Barleria cristata) ยับยั้งการเจริญ
เติบโตของเซลล์มะเร็งท่อน้ำาดีชนิด RMCCA-1 โดยมีค่าร้อยละการยับยั้งเท่ากับ 51.21 ± 1.57, 64.51 
± 0.77 และ 40.40 ± 0.58 ตามลำาดับ ทั้งนี้ไม่พบการยับยั้งการเจริญเติบโตของเซลล์ท่อน้ำาดีปกติชนิด 
MMNK-1 ผลการศึกษาน้ีสรุปได้ว่าสารสกัดเอทิลอะซิเตทจากโหราเท้าสุนัข และครี้มีฤทธิ์ในการต้าน
อนุมูลอิสระ มีปริมาณรวมของสารประกอบฟีนอลิก และฟลาโวนอยด์สูง และสารสกัดเมทานอลของ
โหราเท้าสุนัขและครี้ สามารถยับยั้งการเจริญเติบโตของเซลล์มะเร็งท่อน้ำาดี ข้อมูลเหล่าน้ีจะเป็น
ประโยชน์ต่อการวิจัยทางเภสัชวิทยาและทางการแพทย์ เพื่อพัฒนาเป็นตัวยาในการรักษาโรคมะเร็งที่มี
ประสิทธิภาพในอนาคต
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บทนำา  
ปจัจบุนัมแีนวโนม้เพิม่ขึน้เกีย่วกบัการศกึษา 

วจิยั และคน้ควา้สารออกฤทธิส์ำาคญัจากสมนุไพร โดย

เฉพาะการศึกษาด้านเภสัชวิทยาที่จำาเป็นต้องมีการ

พฒันาวธิกีารสกดัสารทีม่ปีระสทิธภิาพ การแยกสารให้

บริสุทธิ์เพื่อวิเคราะห์โครงสร้างทางเคมี การทดสอบ

สมบัติทางชีวเคมี และการศึกษากลไกการออกฤทธิ์

ทางชีวภาพ เพื่อนำาไปสู่การพัฒนาเป็นตัวยาสำาหรับ

รกัษาโรคอย่างมปีระสทิธภิาพ การศกึษาสารทีม่สีมบตัิ

ตา้นอนุมลูอสิระในสมนุไพรไดร้บัความสนใจทางเภสชั 

วทิยาและการแพทย ์เนือ่งจากอนมุลูอสิระเปน็สาเหตุ

สำาคญัของการเกดิโรครา้ยแรงในมนษุย ์เชน่ โรคหลอด

เลือดหัวใจอุดตัน โรคเบาหวาน โรคไตเรื้อรัง และโรค

มะเร็งหลายชนิด(1) สารออกฤทธิ์ที่มีรายงานว่าเป็น

ส่วนประกอบสำาคัญที่พบในสมุนไพร ประกอบด้วย

กลุ่มสารประกอบฟีนอลิก (phenolic compounds) 

และฟลาโวนอยด์ (flavonoids) ซึ่งเรียกโดยรวมว่า 

“สารเมแทบอไลต์ทุติยภูมิ (secondary metabo-

lites)” ที่มีสมบัติการออกฤทธิ์ทางชีวภาพที่น่าสนใจ

หลายอย่าง ที่สำาคัญ คือ การเป็นสารต้านอนุมูลอิสระ

ตามธรรมชาต ิและการออกฤทธิย์บัยัง้การเจรญิเติบโต

ของเซลล์มะเร็ง(2, 3) คณะผู้วิจัยมีความสนใจศึกษา 

วิจัยสารสกัดที่จะสามารถนำาไปสู่การพัฒนาเป็นตัวยา

รักษาโรคในกลุ่มมะเร็งท่อน้ำาดี ซึ่งพบมากในผู้ป่วย 

ในภาคตะวันออกเฉียงเหนือของประเทศไทย โดยมี

สาเหตุจากความผิดปกติของการแบ่งเซลล์เยื่อบุทาง

เดินท่อน้ำาดี (biliary tract epithelial cell) ที่พัฒนา

เปลี่ยนเป็นกลุ่มเซลล์เนื้อร้าย ซึ่งทางการแพทย์ 

แบ่งเป็นสองกลุ่มสำาคัญ คือ มะเร็งท่อน้ำาดีนอกตับ  

(extrahepatic CCA) พบประมาณร้อยละ 75 ของ

ผูป้ว่ยมะเรง็ทอ่น้ำาดทีัง้หมด และมะเรง็ทอ่น้ำาดภีายใน

ตับ (intrahepatic CCA) พบประมาณร้อยละ 25 

สาเหตสุำาคญัของการเกดิมะเรง็ทอ่น้ำาด ีพบวา่สมัพนัธ์

กับการอักเสบ และเชือ่มโยงกบัการตดิเชือ้พยาธิใบไม้

ในตบั (Opisthorchis viverrini และ Clonorchis 

sinensis)(4) ซึ่งเกี่ยวข้องกับพฤติกรรมการบริโภค

อาหารที่ไมผ่า่นการปรงุสุกของผูค้นในจังหวดัแถบภาค

ตะวันออกเฉียงเหนือ สำาหรับแนวทางการรักษาใน

ปจัจุบนัยังคงใชก้ารผา่ตดัเปน็วธีิการหลัก รว่มกับการ

ใช้เคมีบำาบัด แต่ปัญหาสำาคัญของมะเร็งท่อน้ำาดีอยู่ที่

วธิกีารตรวจวนิจิฉยั ซึง่ไมส่ามารถตรวจพบได้ในระยะ

แรก ส่วนมากจะพบเมื่อผู้ป่วยมีอาการอยู่ในระยะ

ลุกลาม ทำาให้การรักษาด้วยวิธีข้างต้น มีความเสี่ยง 

และมีอัตราการรอดค่อนข้างต่ำา(5, 6) ดังนั้นแนวทาง

สำาคญัในการรกัษาโรคมะเรง็ทอ่น้ำาดจีงึขึน้กบัหลกัการ 

2 ข้อคือ ข้อแรกต้องพัฒนาวิธีตรวจวินิจฉัยที่มีความ

เที่ยงตรง รวดเร็ว และแม่นยำา เพื่อนำาไปสู่วิธีกำาหนด

แนวทางการรักษาอย่างมีประสิทธิภาพ และข้อที่สอง

คือการพัฒนาตัวยารักษาที่มีเป้าหมายต่อเซลล์มะเร็ง

อย่างจำาเพาะ โดยเกิดอาการข้างเคียงต่อผู้ป่วยน้อย

ที่สุดเท่าที่จะทำาได้ 

การศึกษาครั้งนี้มีวัตถุประสงค์เพื่อทดสอบ

ฤทธ์ิการต้านอนุมูลอิสระของสารสกัดจากสมุนไพร 

ทีส่กดัดว้ยตวัทำาละลายทีม่คีวามมขีัว้แตกตา่งกนั ดว้ย

วิธี ABTS และ DPPH scavenging assay ร่วมกับ

การประเมินความสามารถในการต้านอนุมูลอิสระของ

สารสกัดสมุนไพรแต่ละชนิด การวัดปริมาณรวมของ

สารฟีนอลิก และฟลาโวนอยด์ (total phenolic and 

flavonoid contents) ที่สัมพันธ์กับการต้านอนุมูล

อิสระตามธรรมชาติ(7) โดยศึกษาในสมุนไพรที่พบ 

ได้ในท้องถ่ินของประเทศไทย ได้แก่ โหราเท้าสุนัข 

(Balanophora abbreviata) อังกาบ (Barleria 

cristata) แกแล (Maclura cochinchinensis) 

มะไฟเดือนห้า (Scoparia dulcis) กำาแพงเก้าชั้น 

(Salacia verrucosa) มะเกลอื (Diospyros mollis) 

ครี้ (Dalbergia parviflora) กำาแพงเจ็ดชั้น  

(Salacia chinensis) เพชรหึง (Spirolobium 

cambodianum) มะแขว่น (Zanthoxylum lim-
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onella) และคัดเค้า (Randia horrida) นอกจากนี้ 

ยังได้ศึกษาสมบัติการยับยั้งการเจริญเติบโตของเซลล์

มะเร็งท่อน้ำาดีของสารสกัดจากสมุนไพรเหล่านี้ ด้วย

วิธี MTT assay โดยคาดว่าข้อมูลที่ได้จากการศึกษา

ครั้งนี้จะสามารถนำาไปต่อยอดองค์ความรู้ เพื่อพัฒนา

เป็นตัวยารักษามะเร็งท่อน้ำาดีที่มีประสิทธิภาพและ 

มีผลข้างเคียงต่ำาต่อไปในอนาคต

วัสดุและวิธีการ
1. การเตรียมสารสกัดหยาบจากสมุนไพรด้วยการ

แช่ในตัวทำาละลายอินทรีย์ 

สารสกดัหยาบจากสมนุไพรแตล่ะชนดิ ไดแ้ก่ 

โหราเทา้สนุขั (Balanophora abbreviata) องักาบ 

(Barleria cristata) แกแล (Maclura cochin-

chinnensis) มะไฟเดือนห้า (Scoparia dulcis) 

กำาแพงเก้าชั้น (Salacia verrucosa) มะเกลือ 

(Diospyros mollis) ครี ้(Dalbergia parviflora) 

กำาแพงเจ็ดชั้น (Salacia chinensis) เพชรหึง  

(Spirolobium cambodianum) มะแขว่น  

(Zanthoxylum limonella) และคัดเค้า (Randia 

horrida) เตรียมด้วยการแช่ในตัวทำาละลายอินทรีย์ 

ที่มีความมีขั้ว (solvent polarity) แตกต่างกัน  

โดยเรียงลำาดับความมีขั้วของตัวทำาละลายจากน้อยไป

มาก คือ เฮกเซน เอทิลอะซิเตท และเมทานอล  

ตามลำาดับ ส่วนของสมุนไพรที่ใช้ คือ ใบ ก้าน หรือ

ดอกสำาหรับการสกัดจากพืชแต่ละชนิดสรุปใน Table 1 

ลำาดับวิธีการเตรียมสารสกัดเริ่มด้วยการนำาชิ้นส่วน

สมนุไพรแตล่ะชนดิลา้งทำาความสะอาดดว้ยน้ำา แลว้จงึ

นำาไปอบให้แห้งในตู้อบ ใช้อุณหภูมิประมาณ 45-60 

องศาเซลเซียส จากนั้นนำาชิ้นส่วนที่แห้งแล้วไปปั่นให้

Code# Common name 

(ภาษาไทย)
Scientific name

The part of plant for 

extraction

BA โหราเท้าสุนัข Balanophora abbreviata Cap or Pileus

BC อังกาบ Barleria cristata Stalk and leaf

DM มะเกลือ Diospyros mollis Leaf

DP ครี้ Dalbergia parviflora Stalk and leaf

MC แกแล Maclura cochinchinensis Leaf

RH คัดเค้า Randia horrida Leaf

SA เพชรหึง Spirolobium cambodianum Stalk and leaf

SC กำาแพงเจ็ดชั้น Salacia chinensis Leaf

SD มะไฟเดือนห้า Scoparia dulcis Stalk and leaf

SV กำาแพงเก้าชั้น Salacia verrucose Leaf

ZL มะแขว่น Zanthoxylum limonella Stalk and leaf

Table 1 The part of herbal for extraction in organic solvent

#The code indicates the scientific name of herbal in this study.
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ละเอียด แล้วนำาไปแช่ในตัวทำาละลายอินทรีย์ที่อุณหภูมิ 

ห้องเป็นเวลา 3 วัน นำาไปกรองเพื่อแยกกากด้วย

กระดาษกรอง Whatman no.1 แล้วนำาไประเหยแห้ง

เพื่อแยกตัวทำาละลายส่วนเกินออกด้วยเครื่อง rotary 

evaporator ในขั้นตอนสุดท้ายเก็บรักษาสารสกัด

หยาบทีแ่หง้สนทิใน microtube ทีอ่ณุหภมู ิ-20 องศา

เซลเซียส สำาหรับการทดลองในขั้นต่อไป

2. การวัดการต้านอนุมูลอิสระของสารสกัดสมุนไพร

ด้วยวิธี ABTS และ DPPH scavenging assay 

ABTS scavenging assay ทดสอบด้วย

การนำาสารสกัดจากสมุนไพรแต่ละชนิดมาทำาปฏิกิริยา

กับ 2,2'-azino-bis (3-ethylbenzothiazoline-

6-sulfonic acid) (ABTS) ซึ่งอยู่ในรูปอนุมูลอิสระ 

ABTS●+ โดยใช้หลักการวัดการหายไปของอนุมูล

อิสระ ซึ่งสัมพันธ์กับการลดลงของการดูดกลืนแสงที่

ความยาวคลืน่ 734 นาโนเมตร(8) วดัปฏกิริยิาการตา้น

อนุมลูอิสระในตวัทำาละลายเอทานอลเขม้ขน้รอ้ยละ 95 

โดยใช้ความเข้มข้นของ ABTS●+ เท่ากับ 66  

ไมโครโมลาร์ บ่มปฏิกิริยา (incubate) ที่อุณหภูมิห้อง

เป็นเวลา 10 นาที ในที่มืด แล้ววัดค่าการดูดกลืนแสง

ด้วยเครื่องสเปกโตรโฟโตมิเตอร์

DPPH scavenging assay ทดสอบด้วย

การนำาสารสกัดจากสมุนไพรแต่ละชนิดมาทำาปฏิกิริยา

กับ 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH)  

ซึ่งอยู่ในรูปอนุมูลอิสระ DPPH● โดยใช้หลักการ 

วัดการหายไปของอนุมูลอิสระ ซึ่งสัมพันธ์กับการ 

ลดลงของการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 515  

นาโนเมตร(9) วัดปฏิกิริยาการต้านอนุมูลอิสระในตัว 

ทำาละลายเอทานอลเข้มข้นร้อยละ 95 โดยใช้ความ 

เข้มข้นของ DPPH● เท่ากับ 100 ไมโครโมลาร์  

บ่มปฏิกิริยาที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 2 ชั่วโมง ในที่มืด 

แล้ววัดค่าการดูดกลืนแสงด้วยเครื่องสเปกโตร- 

โฟโตมิเตอร์

วธีิคำานวณหาคา่รอ้ยละการยับย้ัง (%inhibi-

tion) อนุมูลอิสระแสดงใน “Equation 1” โดยนำามา

ใชเ้พือ่คำานวณหาคา่ความเขม้ขน้ของสารสกดัสมนุไพร 

ในการกำาจัดอนุมูลอิสระที่ร้อยละห้าสิบ (inhibitory 

concentration at 50%, IC
50
) แสดงใน “Equation 2” 

การศึกษานี้เปรียบเทียบค่า Trolox Equivalent 

Antioxidant Capacity (TEAC) โดยใช้สัดส่วน

ระหว่างค่า IC
50
 ของ Trolox ต่อ IC

50
 ของสารสกัด

สมุนไพร (หรือ IC
50
 ของ ascorbic acid ที่ใช้ 

เปน็สารตา้นอนมุลูอสิระมาตรฐานในการเปรยีบเทยีบ) 

โดยแสดงความสัมพันธ์ใน “Equation 3”

 

Equation 1 

ค่าร้อยละการยับยั้ง (%inhibition) = 100 – [(A
O
/A

S
) x 100%]

เมื่อค่า A
O
 คือค่าการดูดกลืนแสงของสาร

อนุมูลอิสระ (ABTS●+ หรือ DPPH●) และ A
S
 คือ

ค่าการดูดกลืนแสงของสารอนุมูลอิสระที่ผสมกับสาร

สกัดจากสมุนไพร หรือ สารต้านอนุมูลอิสระมาตรฐาน 

(ในการทดลองนี้ คือ Trolox หรือ ascorbic acid)

 

Equation 2 

Y = mX + C (สมการเส้นตรง)

กราฟความสัมพันธ์ระหว่าง “ค่าร้อยละการ

ยับยั้ง (แกน X)” และความเข้มข้นของสารสกัด

สมุนไพร (หรือความเข้มข้นของสารต้านอนุมูลอิสระ

มาตรฐาน Trolox) (แกน Y) ในหน่วย ไมโครกรัมต่อ

มิลลิลิตร ส่วนค่า C แสดงจุดตัดแกน Y ค่า IC
50
 ได้

จากการแทนค่า Y = 50 จากนั้นคำานวณหาค่าความ

เข้มข้นของสารสกัด ณ จุดนี้

 
Equation 3 

TEAC = ค่า IC
50
 ของ Trolox / ค่า IC

50
 

ของสารสกัดจากสมุนไพร (หรือ ascorbic acid)



กิตติพัฒน์ โสภิตธรรมคุณ และคณะ7524

3. การวัดปริมาณรวมของสารประกอบฟีนอลิก
และฟลาโวนอยด์ 

การวดัปรมิาณรวมของสารประกอบฟนีอลกิ 
อ้างอิงตาม Ainsworth EA และ Gillespie KM 
(2007)(10) วิธีการโดยย่อคือ วัดการดูดกลืนแสงของ
สารประกอบเชงิซอ้นระหว่างสารประกอบฟนีอลกิของ
สารตวัอย่างกับ Folin-Ciocalteu reagent ซึง่ดดูกลนื
แสงที่ความยาวคลื่น 550 นาโนเมตร(11) การรายงาน
ค่าปริมาณรวมของสารประกอบฟีนอลิกจากสารสกัด
สมุนไพรแต่ละชนิด หาได้จากการคำานวณค่าเปรียบ
เทยีบกับกราฟมาตรฐานของกรดแกลลกิ (gallic acid) 
ที่ใช้เป็นสารฟีนอลิกมาตรฐาน โดยรายงานในหน่วย
มิลลิกรัมสมมูลย์กรดแกลลิกต่อกรัมสารสกัด (mg 
GAE g-1 extract) 

การวัดปริมาณรวมของสารฟลาโวนอยด์ 
อ้างอิงตาม Zhishen J, และคณะ 1999(12) วิธีการ
โดยย่อคือ วัดค่าการดูดกลืนแสงของสารประกอบ
เชงิซ้อนระหว่างสารประกอบฟลาโวนอยดก์บัสารละลาย 
ที่ประกอบด้วย โซเดียมไนไตรท์ (NaNO

2
) และ 

อะลูมิเนียมคลอไรด์ (AlCl
3
) ซึ่งดูดกลืนแสงที่

ความยาวคลื่น 510 นาโนเมตร การรายงานค่าปริมาณ
รวมของสารประกอบฟลาโวนอยด์จากสารสกัด
สมุนไพรแต่ละชนิด หาได้จากการคำานวณค่าเปรียบ 
เทียบกับกราฟมาตรฐานของเคอเซติน (quercetin) 
ซึง่เปน็สารฟลาโวนอยดม์าตรฐาน โดยรายงานในหนว่ย
มิลลิกรัมสมมูลย์เคอเซตินต่อกรัมสารสกัด (mg  
QE g-1 extract)

4. การยบัยัง้การเจริญเติบโตของเซลลม์ะเร็งทอ่น้ำาดี
ชนิด RMCCA-1 ด้วยสารสกัดสมุนไพร 

เซลล์มะเร็งท่อน้ำาดีชนิด RMCCA-1 และ 
เซลล์ทอ่น้ำาดปีกตชินดิ MMNK-1 ถกูนำามาเพาะเล้ียง
ใน HAM-F12 ที่มี fetal bovine serum ร้อยละ 10 
และ Dulbecco's Modified Eagle Medium 
(DMEM) ที่มี fetal bovine serum ร้อยละ 5  

ตามลำาดับ(13) จำานวน 5,000 เซลล์ต่อหลุม บนถาด 
96 หลุม จากนั้นนำามาทดสอบกับสารสกัดสมุนไพร
ชนิดต่างๆ ที่ความเข้มข้น 50 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร 
โดยใช้เมทานอลเป็นตัวทำาละลายควบคุม (solvent 
control) จากนั้นนำาเซลล์ที่ทดสอบกับสารสกัดไป
เพาะเล้ียงในตู้บ่มที่มีคาร์บอนไดออกไซด์ร้อยละ 5 
เป็นเวลา 48 ชั่วโมง วัดอัตราการรอดของเซลล์ (cell 
viability) ด้วยวิธี MTT(14) โดยมีหลักการในการ
เปล่ียนสาร 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-
diphenyltetrazolium bromide (MTT) ใหเ้ปน็ผลกึ
ฟอร์มาซาน (formazan crystal) เร่งปฏิกิริยาด้วย
เอนไซม ์mitochondrial dehydrogenase จากเซลล์
ที่มีชีวิต จากนั้นนำาอาหารเลี้ยงเซลล์ออกแล้วจึงนำา 
ผลึกฟอร์มาซาน ไปละลายใน DMSO (dimethyl 
sulfoxide) ปริมาตร 200 ไมโครลิตร นำาสารละลาย 
ฟอร์มาซาน ที่ได้ไปวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาว 
คล่ืน 540 นาโนเมตร เพือ่คำานวณหารอ้ยละการยับย้ัง
การเจริญเติบโตของเซลล์

5. สถิติที่ใช้ในการวิจัย 
การวิเคราะห์ค่าความแตกต่างอย่างมีนัย

สำาคัญทางสถิติ ใช้วิธีการ One-way ANOVA  
(p < 0.05), ดว้ย Data analysis function ในโปรแกรม 
Microsoft Excel (Microsoft Office 365)

ผลการวิจัย
1. คา่การตา้นอนมุลูอสิระ ABTS และ DPPH ของ
สารสกัดสมุนไพร 

กรดแอสคอร์บิก (ascorbic acid) ใช้เป็น
สารต้านอนุมูลอิสระมาตรฐาน สำาหรับเปรียบเทียบค่า 
TEAC กับสารสกัดจากสมุนไพรชนิดต่างๆ โดย 
TEAC ของกรดแอสคอรบ์กิตอ่อนมุลูอสิระ ABTS●+ 

และ DPPH● มคีา่เทา่กบั 1.083 ± 0.002 และ 1.217 

± 0.170 ตามลำาดับ (Table 2) เมื่อเปรียบเทียบค่า 

TEAC ของสารสกัดสมุนไพรชนิดต่างๆ พบสารสกัด
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Standard antioxidant agent
TEAC**

ABTS DPPH

Ascorbic acid 1.083 ± 0.002 1.217 ± 0.170

**The average values are from triplicate experiments, with standard deviation (SD) 

Table 2  Trolox Equivalent Antioxidant Capacity (TEAC) unit of ascorbic acid against ABTS and 

DPPH radicals

จากสมุนไพรสองชนิดที่สกัดด้วยตัวทำาละลายเอทิล-

อะซิเตท มีค่าการต้านอนุมูลอิสระ ABTS●+ และ 

DPPH● มากกว่าร้อยละ 80 ของค่า TEAC ที่ได้จาก

กรดแอสคอรบ์กิ คอื โหราเทา้สนุขั (BA) มคีา่ TEAC 

ตอ่อนมุลูอิสระ ABTS●+ และ DPPH● เทา่กบั 1.878 

± 0.023 และ 1.238 ± 0.066 ตามลำาดับ และครี้ 

(DP) มีค่า TEAC ต่ออนุมูลอิสระ ABTS●+ และ 

DPPH● เท่ากับ 0.892 ± 0.025 และ 1.943 ± 

0.177 ตามลำาดับ นอกจากนี้พบสารสกัดที่มีฤทธ์ิ 

ต้านอนุมูลอิสระ ABTS●+ อย่างเดียว คือ สารสกัด

เมทานอล และเอทิลอะซิเตทจากแกแล (MC) มีค่า 

TEAC เทา่กับ 0.927 ± 0.050 และ 1.043 ± 0.073 

ตามลำาดบั และสารสกดัเอทลิอะซเิตท จากมะไฟเดอืน

ห้า (SD) มีค่า TEAC เท่ากับ 0.830 ± 0.119  

(Table 3)

2. ปริมาณรวมของสารประกอบฟีนอลิกและฟลา

โวนอยด์

ปริมาณรวมที่สูงของสารประกอบฟีนอลิก

และฟลาโวนอยดท์ีพ่บในสารสกดัสมนุไพรซึง่สมัพนัธ์

และสอดคล้องกับความสามารถสูงในการต้านอนุมูล

อิสระ สรุปใน Table 3 (โดยใช้เกณฑ์ในการพิจารณา

จากค่า TEAC ต่ออนุมูลอิสระ ABTS●+ และ 

DPPH●) คอื สารสกดัเอทลิอะซเิตทของโหราเทา้สนุขั 

(BA) มีปริมาณรวมของสารประกอบฟีนอลิกและ 

ฟลาโวนอยด ์เทา่กับ 500.71 ± 5.84 มลิลิกรมั GAE 

ต่อกรัมสารสกัด และ 353.89 ± 14.7 มิลลิกรัม QE 

ต่อกรัมสารสกัด ตามลำาดับ และสารสกัดเอทิลอะซิเตท 

ของครี้ (DP) มีปริมาณรวมของสารประกอบฟีนอลิก

และฟลาโวนอยด์ เท่ากับ 362.44 ± 5.95 มิลลิกรัม 
GAE ต่อกรัมสารสกัดและ 685.93 ± 36.19 

มลิลิกรมั QE ตอ่กรมัสารสกัด ตามลำาดบั ทัง้นีป้รมิาณ

รวมของสารประกอบฟีนอลิกสูงสุดพบในสารสกัด

เอทิลอะซิเตทจากแกแล คือมีปริมาณเท่ากับ 604.97 

± 26.15 มิลลิกรัม GAE ต่อกรัมสารสกัด (ซึ่งมีค่า 

TEAC ต่อการต้านอนุมูลอิสระที่ดีเฉพาะ ABTS●+) 

ปริมาณรวมของสารฟลาโวนอยด์สูงสุดพบในสารสกัด

เมทานอลและเอทิลอะซิเตทของเพชรหึง (SA) 

เท่ากับ 903.89 ± 15.71 และ 864.23 ± 39.28 

มลิลกิรมั QE ตอ่กรมัสารสกดั ตามลำาดบั โดยมคีา่การ

ต้านอนุมูลอิสระ DPPH● ที่ดีกว่าเมื่อเทียบกับ 

ABTS●+ (Table 3)  

3. การยับยั้งการเจริญเติบโตของเซลล์มะเร็งท่อ

น้ำาดี ชนิด RMCCA-1 

ผลทดสอบการยับยั้งการเจริญเติบโตของ

เซลล์มะเร็งท่อน้ำาดีชนิด RMCCA-1 พบว่าสารสกัด

เมทานอลของ โหราเท้าสุนัข (BA) อังกาบ (BC) 

มะเกลือ (DM) ครี้ (DP) แกแล (MC) และมะไฟ

เดือนห้า (SD) และสารสกัดเอทิลอะซิเตทของ
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Plant list
Extraction 

solvent$
TEAC** Total phenolics**

mg GAE g-1extract

Total flavonoids**

mg QE g-1extractABTS DPPH

โหราเท้าสุนัข

B. abbreviata (BA)

MeOH 0.204 ± 0.0140.082 ± 0.003 82.72 ± 0.95 170.23 ± 7.73

EtOAc 1.878 ± 0.0231.238 ± 0.066 500.71 ± 5.84 353.89 ± 14.7

อังกาบ

B. cristata (BC)

MeOH 0.130 ± 0.0070.057 ± 0.001 55.08 ± 1.25 141.94 ± 2.95

EtOAc 0.090 ± 0.0040.031 ± 0.001 62.28 ± 2.15 170.72 ± 10.64

มะเกลือ

D. mollis (DM)

MeOH 0.161 ± 0.0130.077 ± 0.006 64.2 ± 1.66 177.13 ± 10.16

EtOAc 0.217 ± 0.0080.071 ± 0.003 81.08 ± 2.8 303.25 ± 13.48

ครี้

D. parviflora (DP)

MeOH 0.613 ± 0.045 0.097 ± 0.008 273.55 ± 10.74 576.11 ± 30.12

EtOAc 0.892 ± 0.025 1.943 ± 0.177 362.44 ± 5.95 685.93 ± 36.19

แกแล

M. cochinchinensis (MC)

MeOH 0.927 ± 0.0500.278 ± 0.023 517.72 ± 7.78 659.18 ± 31.43

EtOAc 1.043 ± 0.0730.484 ± 0.076 604.97 ± 26.15 524.64 ± 28.87

คัดเค้า

R. horrida (RH)

MeOH 0.324 ± 0.0390.240 ± 0.012 203.71 ± 3.8 509.04 ± 31.94

EtOAc 0.195 ± 0.0130.189 ± 0.016 144.93 ± 4.65 409.98 ± 16.64

เพชรหึง

S. cambodianum (SA)

MeOH 0.657 ± 0.1010.825 ± 0.076 474.65 ± 2.97 903.89 ± 15.71

EtOAc 0.765 ± 0.0550.599 ± 0.016 389.05 ± 18.53 864.23 ± 39.28

กำาแพงเจ็ดชั้น

S. chinensis (SC)

MeOH 0.401 ± 0.0340.563 ± 0.012 358.05 ± 19.17 757.3 ± 41.71

EtOAc 0.262 ± 0.0140.036 ± 0.003 42.67 ± 3.41 338.09 ± 20.95

มะไฟเดือนห้า

S. dulcis (SD)

MeOH 0.500 ± 0.0280.962 ± 0.072 331.71 ± 1.26 274.62 ± 17.78

EtOAc 0.830 ± 0.1190.309 ± 0.026 152.54 ± 3.09 223.19 ± 13.37

กำาแพงเก้าชั้น

S. verrucose (SV) 

MeOH 0.135 ± 0.0010.076 ± 0.006 83.41 ± 1.21 218.8 ± 6.61

EtOAc 0.014 ± 0.0020.059 ± 0.001 58.99 ± 3.44 242.51 ± 6.05

มะแขว่น

Z. limonella (ZL)

MeOH 0.364 ± 0.0030.085 ± 0.005 160.16 ± 1.54 306.87 ± 15.3

EtOAc 0.193 ± 0.0080.047 ± 0.003 96.37 ± 1.91 245.9 ± 15.59

Table 3 Trolox Equivalent Antioxidant Capacity (TEAC) unit against ABTS and DPPH radicals and 

total phenolic and flavonoid contents in each plant extract

$ The abbreviation of extraction solvent; MeOH (methanol), EtOAc (ethyl acetate)

**The average values are in the triplicate experiments with standard deviation (SD)
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มะเกลือ มีค่าการยับยั้งการเจริญเติบโตของเซลล์ 

RMCCA-1 มากกว่าร้อยละ 40 โดยมีความแตกต่าง

อย่างมีนัยสำาคัญทางสถิติ (p < 0.05) เมื่อเทียบกับ 

เมทานอลซึ่งเป็นตัวทำาละลายควบคุม (Fig. 1) 

นอกจากนี้ ผลเปรียบเทียบการยับยั้งการเจริญเติบโต

ระหว่างเซลล์มะเร็งท่อน้ำาดีชนิด RMCCA-1 และ

เซลล์ท่อน้ำาดีปกติ MMNK-1 พบว่าสารสกัดเมทานอล

ของสมุนไพรโหราเท้าสุนัข (BA) อังกาบ (BC) และ

ครี้ (DP) สามารถยับยั้งการเจริญเติบโตของเซลล์

มะเร็งท่อน้ำาดีชนิด RMCCA-1 โดยมีร้อยละการ

ยับยั้งเท่ากับ 51.21 ± 1.57, 40.40 ± 0.58 และ 

64.51 ± 0.77 ตามลำาดับ (Fig. 2) โดยไม่ส่งผลต่อ

การยับยั้งการเจริญเติบโตของเซลล์ท่อน้ำาดีปกติชนิด 

MMNK-1 (p < 0.05) ในทางตรงกันข้ามพบว่าสาร

สกัดเมทานอลและสารสกดัเอทลิอะซเิตทจากมะเกลอื 

(DM) และสารสกัดเมทานอล จากแกแล (MC) และ

มะไฟเดือนห้า (SD) กลับมีค่าการยับยั้งการเจริญ

เติบโตของเซลล์ท่อน้ำาดีปกติมากกว่าของเซลล์มะเร็ง

ท่อน้ำาดี อย่างมีนัยสำาคัญทางสถิติ (p < 0.05) (Fig. 2) 

วิจารณ์และสรุป
จากผลการทดลองโดยพจิารณาเปรยีบเทยีบ

ค่า TEAC ของกรดแอสคอร์บิก (สารต้านอนุมูลอิสระ

มาตรฐาน) พบว่าสารสกัดจากสมุนไพรที่มีความ

สามารถต้านอนุมูลอิสระทั้ง ABTS●+ และ DPPH● 

ทีด่ทีีส่ดุในการทดลองนี ้ไดแ้ก ่สารสกดัเอทลิอะซเิตท 

ของโหราเท้าสุนัข (BA) และครี้ (DP) ซึ่งมีค่าการ

ตา้นอนมุลูอิสระในหนว่ยของ TEAC มากกวา่รอ้ยละ 

80 ของค่าที่เทียบกับกรดแอสคอร์บิก (Table 2 และ 3) 

ในภาพรวมพบว่าสารสกัดจากสมุนไพรทั้งสองชนิด 

Fig. 1  Percent inhibition (%) of cell proliferation in RMCCA-1 using herbal extracts in 48 hours 
incubation. Treatment is defined as the incubation of 50 µg/mL herbal extracts and 
RMCCA-1; control is defined as the incubation of extraction solvent (methanol) and  
RMCCA-1.

*The data are shown the significant difference at p < 0.05 (One-way ANOVA)
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มีค่าการต้านอนุมูลอิสระสัมพันธ์กับปริมาณรวมใน

ระดับที่สูงของสารประกอบฟีนอลิกและฟลาโวนอยด์ 

สอดคล้องกับผลการศึกษาในรายงานวิจัยก่อนหน้าใน

สมนุไพรชนิดอืน่(15) และแมว้า่สารสกดัเอทลิอะซเิตท

จากแกแล (MC) จะไม่ไดม้คีา่การตา้นอนมุลูอสิระตอ่ 

DPPH● ทีสู่งเมือ่เปรยีบเทยีบกบัโหราเทา้สนุขัและครี ้

แต่ก็มีค่า TEAC ต่ออนุมูลอิสระ ABTS●+ ที่สูง 

(1.043 ± 0.073) ซึง่มคีวามสอดคลอ้งไปในแนวโนม้

เดียวกับค่าปริมาณรวมของสารประกอบฟีนอลิก 

(604.97 ± 26.15 มิลลิกรัม GAE ต่อกรัมสารสกัด) 

และฟลาโวนอยด์ (524.64 ± 28.87 มิลลิกรัม QE  

ต่อกรัมสารสกัด ในระดับที่สูงเช่นกัน นอกจากนี้ยัง

พบมีแนวโน้มคล้ายกันในสารสกัดเมทานอลจาก

เพชรหึง (SA) คือมีปริมาณรวมของสารประกอบ 

ฟลาโวนอยด์สูงที่สุดเท่ากับ 903.89 ± 15.71 มิลลิกรัม 
QE ตอ่กรมัสารสกดั และมคีา่ TEAC ตอ่อนมุลูอสิระ 

ABTS●+ และ DPPH● เท่ากับ 0.657 ± 0.101 

และ 0.825 ± 0.076 ตามลำาดับ (Table 3) 

ความสามารถในการละลายของสารสกัด

สมนุไพรในอาหารเลีย้งเซลล ์เปน็ขอ้จำากดัสำาหรบัการ

ศึกษาการยับยั้งการเจริญเติบโตของเซลล์มะเร็ง 

ท่อน้ำาด ีทำาให้ไม่สามารถทดสอบสารสกัดไดค้รบทุกชนดิ 

เนื่องจากสารสกัดจากสมุนไพรที่เตรียมได้ทั้งหมด 

ละลายได้น้อยมากในอาหารเล้ียงเชื้อ หรือในตัวทำา

ละลาย DMSO ดังนั้นในการทดลองนี้จึงเลือกใช้ 

ตวัทำาละลายเมทานอล ซึง่พบวา่ละลายสารสกดัสมนุไพร

ไดด้ ีและไมม่ปีญัหาเรือ่งการตกตะกอนเมือ่เจือจางใน

อาหารเล้ียงเชื้อในขั้นตอนการทดสอบการยับย้ังการ

เจริญเติบโตของเซลล์ ผลการทดสอบฤทธิ์ของสาร

สกัดสมุนไพรต่อการยับย้ังการเจริญเติบโตของเซลล์

มะเร็งใน Fig. 1 แสดงให้เห็นว่าสารสกัดสมุนไพร

แต่ละชนิดสามารถยับยั้งการเจริญเติบโตของเซลล์

มะเร็งท่อน้ำาดีชนิด RMCCA-1 ได้แตกต่างอย่างมี

นยัสำาคญัทางสถติ ิเมือ่เทยีบกบัสภาวะควบคมุที่ใชต้วั

Fig. 2  The comparison between the percent inhibition (%) of cell proliferation in RMCCA-1 and 

MMNK-1 after 48 hours incubation with 50 µg/mL herbal extracts. 

*The data are shown the significant difference at p < 0.05 (One-way ANOVA).
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ทำาละลายเมทานอล (p < 0.05) ปริมาณเมทานอลที่

ใชเ้ปน็ตวัทำาละลายจงึไมม่ผีลโดยตรงตอ่การยบัยัง้การ

เจรญิเตบิโตของเซลลม์ะเรง็ทอ่น้ำาดชีนดิ RMCCA-1 

นอกจากนี้สารสกัดจากสมุนไพรที่ยับยั้งการเจริญ

เติบโตของเซลล์มะเร็งที่ดี ควรจะมีผลข้างเคียงต่อ

เซลล์ปกติน้อยที่สุด เมื่อเปรียบเทียบการยับยั้ง 

การเจริญเติบโตระหว่างเซลล์มะเร็งท่อน้ำาดีชนิด 

RMCCA-1 และเซลล์ท่อน้ำาดีปกติชนิด MMNK-1  

(Fig. 2) ผลการทดสอบเป็นที่น่าสนใจ เนื่องจากพบ

วา่สารสกัดจากโหราเทา้สนุขั (BA) องักาบ (BC) และ

ครี ้(DP) ในตวัทำาละลายเมทานอล สามารถยบัยัง้การ

เจริญเติบโตของเซลล์มะเร็งท่อน้ำาดี RMCCA-1 

เท่านั้น (p < 0.05) โดยไม่พบการยับยั้งการเจริญเติบโต

ของเซลล์ท่อน้ำาดีปกติชนิด MMNK-1 สารสกัดเหล่านี้

จึงเป็นที่น่าสนใจในการศึกษาต่อไป นอกจากนี้ยัง 

พบว่าสารสกัดจากโหราเท้าสุนัข (BA) และครี้ (DP) 

ในตวัทำาละลายเอทลิอะซเิตท มฤีทธิ์ในการตา้นอนมุลู

อิสระ ABTS●+ และ DPPH● ได้ดี เมื่อหาค่าความ

แตกต่างระหว่าง ค่า TEAC เทียบกับสารต้านอนุมูล

อิสระมาตรฐาน กรดแอสคอร์บิก และมีปริมาณรวม

ของสารประกอบฟีนอลิก และฟลาโวนอยด์ในระดับ 

ที่สูง ซึ่งสัมพันธ์กับค่าการต้านอนุมูลอิสระสูง ดังนั้น 

โหราเท้าสุนัขและครี้จึงเป็นสมุนไพรที่น่าศึกษาต่อไป 

เพราะนอกจากมีฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระแล้วยังมีฤทธ์ิ

ต้านการเจริญเติบโตของเซลล์มะเร็งท่อน้ำาดีโดยไม่ 

ส่งผลต่อเซลล์ท่อน้ำาดีปกติ

สารสกดัจากสมนุไพรในการวจิยัครัง้นีเ้ตรยีม

ด้วยวิธีแช่ในตัวทำาละลายอินทรีย์ที่มีระดับความมีขั้ว

แตกต่างกัน ซึ่งเป็นวิธีแยกสารให้บริสุทธิ์ได้ในระดับ

หนึ่ง (partial purification) พบว่าสารออกฤทธิ์ที่มี

สมบัติการต้านอนุมูลอิสระมีปริมาณของสารประกอบ

ฟีนอลิกและฟลาโวนอยด์ที่สูง และมีฤทธิ์ยับยั้งการ

เจริญเติบโตของเซลล์มะเร็ง พบได้ในการสกัดด้วย 

ตวัทำาละลายเอทลิอะซเิตท และเมทานอล ซึง่สอดคลอ้ง

เป็นไปในทิศทางเดียวกันกับการศึกษาสมุนไพรชนิด

อืน่ที่ใชร้ะบบตวัทำาละลายทีม่ขีัว้แตกตา่งกนัในขัน้ตอน

การเตรียมสารสกัด เช่น การสกัดสารจาก  Origanum 

minutiflorum (พชืสมนุไพรมลีกัษณะเปน็พุม่ นำามา

ใช้ทำาเป็นชาสำาหรับดื่ม พบได้ในประเทศแถบยุโรป 

และอเมรกิาทางตอนเหนอื) ดว้ยตวัทำาละลายเฮกเซน 

เอทิลอะซิเตท และบิวทานอล (n-butanol) พบฤทธิ์

ในการต้านอนุมูลอิสระ ABTS●+ และ DPPH● และ

มปีรมิาณรวมของสารประกอบฟนีอลกิทีส่งู จากตวัทำา

ละลายเอทิลอะซิเตท และบิวทานอล(16) การศึกษา

สารสกัดจาก Origanum vulgare L. ssp. viride 

(Boiss.) (Oregano เป็นพืชในกลุ่มมิ้นต์ มีกล่ิน

เฉพาะตวั พบได้ในประเทศในฝัง่ยโุรปที่ใกลแ้ถบศนูย ์

สูตร และแถบเมดิเตอร์เรเนียน) ที่สกัดด้วยตัวทำา

ละลายเอทานอล เมทานอล เอทลิอะซเิตท และเฮกเซน 

ก็ได้รายงานว่าค่าการต้านอนุมูลอิสระ DPPH●  

อนุมูลอิสระในระบบ FRAP (ferric reducing  

antioxidant power) และอนุมูลอิสระ superoxide 

(O
2
-●) พบในระบบตัวทำาละลายที่เป็น น้ำา เมทานอล 

และเอทิลอะซิเตท อีกทั้งยังมีค่าปริมาณรวมของ 

สารประกอบฟีนอลิกและฟลาโวนอยด์ในระดับที่สูง 

นอกจากนี้ยังมีรายงานการยับย้ังการเจริญเติบโตของ

เซลล์มะเร็ง HeLa จากสารสกัดในตัวทำาละลายเอทิล

อะซเิตท(17) สารสกดัจากใบตน้ชงิเฮา (ในประเทศไทย

เรยีกวา่ ตน้โกฐจฬุาลมัพา) ทีส่กดัดว้ยตวัทำาละลายน้ำา

และเมทานอล (อัตราส่วน 20:80) พบว่ามีค่าการ 

ต้านอนุมูลอิสระ ABTS●+ อนุมูลอิสระในระบบ  

CUPRAC (cupric reducing antioxidant  

capacity) มปีรมิาณรวมของสารประกอบฟนีอลกิและ

ฟลาโวนอยด์ที่สูง อีกทั้งยังยับยั้งการเจริญเติบโตของ

เซลล์มะเร็ง DLD-1 (human colon adenocarci-

noma) และ ECC-1 (human endometrium  

carcinoma)(18) ดงันัน้จะเห็นไดว้า่สารออกฤทธ์ิสำาคัญ

จากสมนุไพรทัง้สองชนดิพบไดจ้ากการสกดัดว้ยตวัทำา
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ละลายที่มีสมบัติมีขั้ว (เมทานอล และเอทิลอะซิเตท 

มีความเป็นข้ัวมากกว่าเฮกเซน) ข้อมูลที่ได้เหล่านี้ 

จะนำาไปสูก่ารคน้ควา้ พฒันาวธีิการสกัดท่ีมีประสทิธภิาพ 

และการแยกองค์ประกอบในสารสกัดของสมุนไพร

เหล่านี้ รวมทั้งการศึกษาการออกฤทธิ์ทางชีวภาพใน

เบื้องลึกเพื่อการพัฒนาเป็นตัวยาในการรักษาโรค

มะเร็งในอนาคตต่อไป 

กิตติกรรมประกาศ
ขอขอบคณุ รองศาสตราจารย ์ดร.ฤทยัวรรณ 

โต๊ะทอง คณะวิทยาศาสตร์ มหาวิทยาลัยมหิดล ที่ให้

ความอนเุคราะหส์ารเคม ีและเซลลม์ะเรง็ทอ่น้ำาดชีนดิ 

RMCCA-1 และผู้ช่วยศาสตราจารย์ ดร.วีระชัย  

ทิตภากร วิทยาลัยแพทยศาสตร์นานาชาติจุฬาภรณ์ 

มหาวิทยาลัยธรรมศาสตร์ ที่ให้ความอนุเคราะห์เซลล์

ท่อน้ำาดีปกติชนิด MMNK-1 สำาหรับการวิจัยใน 
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