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บทคัดย่อ 
 
          งานวิจัยในครั้งนี้ได้ท้าการสกัดสารจากใบต้นจ้าปีและจ้าปาเพ่ือศึกษาคุณสมบัติการต้านอนุมูล
อิสระ 1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl (DPPH) และการยับยั้งการเพ่ิมจ้านวนของเซลล์มะเร็งท่อ
น้้าดีชนิด RMCCA-1 การสกัดสารใช้วิธีแช่ในตัวท้าละลาย (maceration) แบบล้าดับขั้น ด้วยตัวท้า
ละลายอินทรีย์ที่มีขั้วแตกต่างกันคือ เฮกเซน เอทิลอะซิเตท และเมทานอล น้าสารสกัดในแต่ละชั้นของ
ตัวท้าละลายมาวิเคราะห์องค์ประกอบเบื้องต้น เพ่ือให้ได้รูปแบบการกระจายตัวด้วยวิธีโครมาโทกราฟี
แบบผิวบาง โดยมีวัฏภาคนิ่งคือ ซิลิกา (silica) และวัฏภาคเคลื่อนที่คือ เฮกเซน และเอทิลอะซิเตท ใน
อัตราส่วน 4:1 โดยปริมาตร การทดสอบความสามารถในการต้านอนุมูลอิสระ DPPH พบว่าสารสกัด
จากใบต้นจ้าปาในชั้นเมทานอลมีค่าความเข้มข้นที่ท้าให้ DPPH มีปริมาณเหลือ 50% (inhibitory 
concentration at 50%, IC50) ดีที่สุดคือเท่ากับ 0.018 ± 0.001 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ซึ่งดีกว่าสาร
ต้านอนุมูลอิสระมาตรฐาน Butylated hydroxy toluene (BHT) ที่มีค่า IC50 เท่ากับ 0.048 ± 0.002 
มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร การเปรียบเทียบสารสกัดในชั้นตัวท้าละลายเดียวกันที่เก็บได้ในแต่ละรอบเดือน 
ได้แก่ รอบที่ 1 เดือนมกราคม รอบที่ 2 เดือนเมษายน และรอบที่ 3 เดือนมิถุนายน พบว่าสารสกัด
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หยาบมีค่า IC50 ต่อ DPPH แตกต่างกันอย่างมีนัยยะส้าคัญ (One-way ANNOVA, SPSS, p < 0.05) 
คาดว่าฤดูกาลน่าจะมีผลต่อองค์ประกอบของสารในใบต้นจ้าปีและจ้าปา การยับยั้งการเพ่ิมจ้านวนของ
เซลล์มะเร็งท่อน้้าดีชนิด RMCCA-1 ใช้ความเข้มข้นเบื้องต้นที่ 50 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร โดยจะ
เปรียบเทียบผลการยับยั้งกับเซลล์ท่อน้้าดีปกติชนิด MMNK-1 เพื่อใช้เป็นผลในเลือกสารสกัดเพ่ือศึกษา
ค่าความเข้มข้นที่มีผลต่อการยับยั้งการเพ่ิมจ้านวนของเซลล์ที่ 50% ( IC50) พบว่าสารสกัดจากใบต้น
จ้าปีในตัวอย่างรอบที่ 1 ในชั้นตัวท้าละลายเอทิลอะซิเตท สารสกัดจากใบต้นจ้าปาในตัวอย่างรอบที่ 2 
ในชั้นตัวท้าละลายเอทิลอะซิเตท และเมทานอล มีค่า IC50 ต่อเซลล์มะเร็งท่อน้้าดีชนิด RMCCA-1 
เท่ากับ 13.51 ± 1.12, 51.07 ± 10.52 และ 26.43 ±1.36 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ตามล้าดับ ผล
การศึกษาในครั้งนี้สรุปได้ว่าสารสกัดจากใบต้นจ้าปีและจ้าปามีความสามารถในการต้านอนุมูลอิสระ 
และยับยั้งการเติบโตของเซลล์มะเร็งท่อน้้าดีชนิด RMCCA-1 ดังนั้นสารสกัดจากจ้าปีและจ้าปาจึงมี
ความน่าสนใจที่จะพัฒนาเป็นตัวยาในทางการแพทย์ในอนาคต 
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Abstract 
        This research has extracted compounds from Michelia alba and M. champaca 
leaves to study the antioxidant properties of 1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl (DPPH) and 
inhibit the cell proliferation of cholangiocarcinoma (RMCCA-1). The extraction method 
is performed by the maceration using sequential extraction system. The extraction 
solvents are different in polarity i.e. hexane, ethylacetate and methanol. The extracts 
in each solvent system were analyzed preliminarily using thin layer chromatography 
(TLC) for identifying the distribution pattern. TLC system composed of silica as a 
stationary phase. The mobile phase for use in the separation is the ratio 4:1 by 
volume of hexane and ethylacetate. DPPH antioxidant assay indicated that the crude 
extracts from M. champaca leave have the highest potential for the inhibitory 
concentration at 50% (IC50) of DPPH with 0.018 + 0.001 mg/ml. This IC50 value is 
overcome IC50 of standard antioxidant, Butylated hydroxy toluene (BHT), determined 
to be 0.048 ± 0.002 mg/ml. The comparison of the extracts between each harvesting 
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time; 1st  (January), 2nd (April) and 3rd (June) exhibited the significantly different (One-
way ANNOVA, SPSS, p < 0.05) in IC50 of DPPH. This result is suggesting that the season 
for harvesting caused the amount of active ingredient in M. alba and M. champaca 
leaves. RMCCA-1 cell cytotoxicity assay was examined by using screening extracted 
concentration of 50 µg/ml and compared the effect with cholangiocyte (MMNK-1, 
normal cell). This screening concentration and the effect against normal cell were 
used for the decision for determining the IC50 in cell cytotoxicity assay of RMCCA-1. 
The effective extraction from M. alba in 1st harvesting time in methanol, M. 
champaca in 2nd harvesting time in ethylacetate and methanol can determine the 
IC50 for RMCCA-1 cell cytotoxicity to be 13.51 + 1.12, 51.07 + 10.52 and 26.43 + 1.36 
µg/ml, respectively. In conclusion, M. alba and M. champaca extraction have 
antioxidant properties and anti-proliferation of cholangiocarcinoma (RMCCA-1). 
Therefore, M. alba and M. champaca extraction are very fascinating to develop into 
pharmaceutical agents in the future. 
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สัญลักษณ์และคําย่อ 
 

g =  Gram 
mg =  Milligram 
ml =  Milliliter 
mg/ml =  Milligram/milliliter 
g/ml =  Microgram/milliliter 
l =  Micro liter 
IC50 =  inhibitory concentration at 50% 



บทที่  1 
บทนํา 

  
1.1 ความเป็นมาและความสําคัญของปัญหา 
 อนุมูลอิสระ (free radical) ในทางเคมีคืออะตอมหรือโมเลกุลที่มีความว่องไวในการทํา
ปฏิกิริยาซึ่งเป็นตัวการสําคัญที่นําไปสู่การทําลายโปรตีนและไขมันที่เป็นส่วนประกอบในโครงสร้าง
ของเซลล์ในร่างกาย (1) ปัจจัยการเกิดอนุมูลอิสระมีสาเหตุทั้งจากปัจจัยภายในและภายนอกร่วมกัน 
โดยปัจจัยภายในที่เก่ียวข้องกับการเกิดสารอนุมูลอิสระ ตัวอย่างเช่น ปฏิกิริยาชีวเคมีในกระบวนการ
หายใจในระดับเซลล์ (cellular respiration) กระบวนการสลายสารพิษที่ผ่านระบบของกลุ่มโปรตีนที่
เรียกว่า “cytochrome P450” ที่เกิดขึ้นในตับและกระบวนการทําลายเซลล์เม็ดเลือดแดง ส่วนปัจจัย
ภายนอก เช่น อาหารที่มีการปรุงแต่งด้วยสารเคมีที่ไม่มีความปลอดภัย การได้รับรังสีเอ็กซ์ (x-ray) 
การได้รับสารโอโซน (ozone) ควันบุหรี่ สิ่งแวดล้อมที่มีมลพิษ การสูดดมสารพิษของเสียที่ปล่อยออก
มากจากโรงงานอุตสาหกรรมและการสัมผัสกับสารอินทรีย์ที่ใช้ในโรงงานอุตสาหกรรม  อนุมูลอิสระ
เหล่าน้ีเป็นสาเหตุสําคัญที่ทําให้เกิดโรคหลายอย่าง เช่น โรคหลอดเลือดหัวใจอุดตัน การลดลงของภูมิ
ต้านเช้ือ โรคต้อกระจก เป็นต้น จากรายงานการวิจัยพบว่าอนุมูลอิสระเป็นสาเหตุหน่ึงของการเกิด
ความชราและการเสื่อมสลายของเซลล์ (aging) (2) 
        มะเร็งท่อนํ้าดีในประเทศไทยเป็นปัญหาที่สําคัญทางสาธารณสุข ข้อมูลของกรมอนามัย 
กระทรวงสาธารณสุข พบสถิติการเสียชีวิตของมะเร็งท่อนํ้าดีสูงสุดในปี พ.ศ 2548  โดยมีประชากรที่
เป็นมะเร็งท่อนํ้าดีเสียชีวิตประมาณ 25,000 ราย คิดเป็นอัตราการเสียชีวิตวันละ 70 คน หรือเฉล่ีย
ช่ัวโมงละ 3 ราย ปี พ.ศ. 2554 พบคนไทยเสียชีวิตจากโรคมะเร็งท่อนํ้าดีและตับจํานวน 14,314 ราย 
ประมาณคร่ึงหน่ึงเป็นคนภาคตะวันออกเฉียงเหนือ หรือประมาณ 7,539 ราย (3) ปัจจุบันการรักษา
โรคมะเร็งท่อนํ้าดียังไม่ได้ผลดีนักไม่ว่าจะด้วยการผ่าตัด การฉายรังสี หรือการให้ยาต้านมะเร็งและ 
ผู้ป่วยมักจะมาพบแพทย์ในระยะที่มีการแพร่กระจายของเซลล์มะเร็งแล้ว ทําให้การรักษาทําได้ยาก
และไม่ได้ผล การรักษาด้วยยาต้านมะเร็งส่วนใหญ่มักทําให้เกิดอาการข้างเคียงค่อนข้างมาก (4) ดังน้ัน
การพัฒนาตัวยาที่นําไปสู่การรักษาให้มีประสิทธิภาพจึงยังคงเป็นสิ่งที่จําเป็นอย่างมากในปัจจุบัน 
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        การรักษาผู้ป่วยส่วนใหญ่ใช้เคมีบําบัดร่วมกับการผ่าตัด ซึ่งเป็นความเสี่ยงต่อผู้ป่วยในกลุ่ม
อาการเหล่าน้ี  วิธีการที่จะช่วยลดความเสี่ยงต่อโรคเหล่าน้ีคือการดูแลรักษาสุขภาพและป้องกัน
ร่างกายไม่ให้ได้รับสาร ที่จะนําไปสู่ความเสี่ยงในการได้รับอนุมูลอิสระ การศึกษาสารที่มีฤทธ์ิต้าน
อนุมูลอิสระจากสารผลิตภัณฑ์ธรรมชาติที่มีฤทธ์ิยับย้ังการเจริญของเซลล์มะเร็งท่อนํ้าดี เป็นอีกหน่ึง
แนวทางที่ทางกลุ่มวิจัยมีความสนใจจึงเป็นที่มาถึงความพยายามในการหาวิธีการสกัดสารจากแหล่ง
ธรรมชาติที่อยู่ใกล้ตัวเช่นพืชสมุนไพรที่มีอยู่มากมาย หาได้ง่าย ราคาถูกและยังมีความได้เปรียบใน
เรื่องความหลากหลายทางชีวภาพ การวิจัยครั้งน้ีทางกลุ่มผู้วิจัยมีความสนใจในการสกัดสารที่มีอยู่ใน
ใบต้นจําปีและจําปาเพ่ือที่จะทดสอบฤทธ์ิต้านอนุมูลอิสระและฤทธ์ิในการยับย้ังการเจริญของ
เซลล์มะเร็งในท่อนํ้าดี  โดยจะใช้สารสกัดจากส่วนใบของต้นจําปีและจําปา เน่ืองจากใบของต้นดัง
กล่าวหาได้ง่ายและยังไม่พบข้อมูลการศึกษาฤทธ์ิในการยับย้ังการเจริญของเซลล์มะเร็งในท่อนํ้าดี 
ดังน้ันทางกลุ่มวิจัยจึงมีความสนใจที่จะศึกษาเพ่ือเป็นข้อมูลพ้ืนฐานซึ่งจะนําไปสู่การต่อยอดความรู้ใน
เร่ืองสารต้านอนุมูลอิสระและการพัฒนาสารที่มีฤทธ์ิการยับย้ังการเจริญของเซลล์มะเร็งท่อนํ้าดี 
 
1.2 วัตถุประสงค์ของการวิจัย 
        1. เพ่ือสกัดสารจากใบต้นจําปีและจําปาด้วยตัวทําละลายอินทรีย์ 
        2. เพ่ือทดสอบฤทธ์ิในการต้านอนุมูลอิสระของสารสกัดหยาบจากใบต้นจําปีและจําปา ที่สกัด
ด้วยตัวทําละลายอินทรีย์  
        3. เพ่ือทดสอบฤทธ์ิการยับย้ังการเจริญของเซลล์มะเร็งท่อนํ้าดี ด้วยการใช้สารสกัดหยาบจากใบ
ต้นจําปีและจําปา 
 
1.3 สมมติฐานของการวิจัย 
        1. การใช้ตัวทําละลายอินทรีย์ที่มีขั้วจะสามารถสกัดสารที่มีฤทธ์ิการต้านสารอนุมูลอิสระได้
ดีกว่าตัวทําละลายอินทรีย์ที่ไม่มีขั้ว 
        2. สารสกัดหยาบจากใบต้นจําปีและจําปามีฤทธ์ิต้านอนุมูลอิสระ 
        3. สารสกัดหยาบจากใบต้นจําปีและจําปามีฤทธ์ิในการยับย้ังการเจริญของเซลล์มะเร็งท่อนํ้าดี 
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1.4 ขอบเขตของการวิจัย 
        1. เพ่ือสกัดสารจากใบต้นจําปีและจําปาด้วยตัวทําละลายอินทรีย์ (organic solvent) ที่มีความ
เป็นขั้ วแตกต่างกัน  คือ  เฮกเซน  (hexane) เอทิลอะซิ เตท  (ethyl acetate) และเมทานอล 
(methanol) 
        2. ทดสอบฤทธ์ิต้านอนุมูลอิสระของสารสกัดหยาบจากใบต้นจําปีและจําปา ด้วยวิธี DPPH  
        3. ทดสอบฤทธ์ิในการยับย้ังการเจริญของเซลล์มะเร็งท่อนํ้าดีของสารสกัดหยาบจากใบต้นจําปี 
และจําปา ด้วยวิธี MTT assay 
 
1.5 นิยามศัพท์เฉพาะ 
        อนุมูลอิสระ (free radicals) คือ อะตอมหรือโมเลกุลที่มีอิเล็กตรอนคู่โดดเด่ียวเพียงอิเล็กตรอน
เดียวโดยอะตอมดังกล่าวมีความไม่เสถียรและว่องไวในการเกิดปฏิกิริยาออกซิเดชันสูงเป็นสาเหตุที่
นําไปสู่การทําลายของโมเลกุลชีวภาพที่เป็นองค์ประกอบในเซลล์ เช่น ไขมัน โปรตีน และดีเอ็นเอ (2) 
        สารต้านอนุมูลอิสระ (antioxidant) คือ โมเลกุลที่มีความสามารถในการยับย้ังปฏิกิริยา
ออกซิเดชัน (oxidation) ที่มีต่อโมเลกุลอ่ืน สารต้านอนุมูลอิสระเป็นสารที่สามารถทําลายอนุมูลอิสระ 
(free radical scavenger) โดยเฉพาะในเซลล์ของสิ่งมีชีวิต เช่น การป้องกันปฏิกิริยาออกซิเดชันกับ
ไขมันที่เป็นองค์ประกอบของเย่ือหุ้มเซลล์ (lipid membrane peroxidation) เป็นต้น (5) 
        DPPH (1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl) เป็นสารอนุมูลอิสระที่มีความเสถียรในโครงสร้าง 
(stable free radical) ที่มีอิเล็กตรอนโดดเด่ียวบนอะตอมของไนโตรเจน DPPH เป็นอนุมูลอิสระที่
เป็นที่ยอมรับในการทดสอบหาสารที่มีฤทธ์ิต้านอนุมูลอิสระ (antioxidant assay) (6) DPPH มีสมบัติ
ในการดูดกลืนคลื่นแสงที่ความยาวคลื่น 517 นาโนเมตร ซึ่งอาศัยสมบัติดังกล่าวน้ี ในปฏิกิริยาการ
ต้านอนุมูลอิสระโดยใช้การวัดค่าการดูดกลืนแสงด้วยเทคนิคสเปคโตรโฟโตเมทรี (7) 
        จําปา (Michelia champaca Linn.) เป็นพืชในวงศ์ Magnoliaceae ไม้ยืนต้นความสูง 15-30 
เมตร ลักษณะลําต้นตรง ทรงพุ่มโปร่งเป็นรูปกรวยควํ่า ปลูกเลี้ยงเป็นไม้ดอกไม้ประดับทั่วไป ดอกมีสี
เหลืองขนาดใหญ่และออกดอกได้ตลอดปี ลักษณะใบเป็นรูปรีแกมรูปขอบขนาน ส่วนที่มีฤทธ์ิทางยาใช้
ดอก เปลือกต้น เปลือกราก ใบ กระพ้ี เน้ือไม้ เมล็ด ราก นํ้ามันกลั่นจากดอก (8) 
        จําปี (Michelia alba) เป็นพืชในวงศ์ Magnoliaceae ไม้ยืนต้นขนาดกลาง ลําต้นมีความสูง
ประมาณ 10 – 20 เมตร ผิวลําต้นสีนํ้าตาลจะแตกเป็นร่องถี่ ๆ ลักษณะของจําปี บริเวณก่ิงมีขนสีเทา
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ขึ้นปกคลุมอยู่ มักเปราะและหักได้ง่าย ขยายพันธ์ุด้วยการตอนกิ่งและเพาะเมล็ด เป็นใบเด่ียวสีเขียว 
โคนมน ปลายแหลม ขอบใบเรียบหนาและใหญ่ ดอกเป็นดอกเด่ียวมีกลิ่นหอมกลีบดอกสีขาวคล้ายกับ
งาช้าง ส่วนผลเป็นกลุ่มซึ่งเมื่อผลแก่จะแห้งแตก ลักษณะคล้ายรูปทรงไข่หรือกลม ผลแก่มีสีแดงด้าน
ในมีเมล็ดเล็ก ๆ สีดําอยู่ประมาณ 1 – 4 เมล็ด ส่วนที่มีฤทธ์ิทางยาคือใบและดอก (9) 
        มะเร็งท่อนํ้าดี (Cholangiocarcinoma) ในประเทศไทยจะเกี่ยวข้องกับพยาธิใบไม้ ตับ 
Opisthorchis viverrini (OV) ผู้ป่วยส่วนใหญ่จะเป็นคนในภาคตะวันออกเฉียงเหนือและภาคเหนือ
ของประเทศไทย ซึ่งอาจมีวิถีชีวิตคล้ายกันในการรับประทานปลาน้ําจืดดิบ ซึ่งมีตัวอ่อนพยาธิใบไม้ตับ 
มะเร็งท่อนํ้าดีแบ่งออกเป็นสองกลุ่มใหญ่ คือ กลุ่มที่ 1 Intra-hepatic เป็นมะเร็งที่เกิดที่ท่อนํ้าดีภายใน
ตับและขยายออกสู่เน้ือตับด้านข้าง มีลักษณะเป็นก้อนมะเร็งคล้ายกับมะเร็งตับชนิด Hepatocellular 
carcinoma กลุ่มที่ 2 Extra-hepatic เป็นมะเร็งที่เกิดที่ท่อนํ้าดีใหญ่ ต้ังแต่ที่ขั้วตับ (hepatic hilar) 
จนถึงท่อนํ้าดีร่วม (common bile dust) ส่วนปลาย ทั้งน้ีไม่รวมมะเร็งที่ ampula of vater  ใน
ปัจจุบันยังไม่มีวิธีการใดมีข้อมูลหลักฐานช้ีประจักษ์ว่าคัดกรองมะเร็งท่อนํ้าดีได้ แต่มีคําแนะนําให้ทํา
การวินิจฉัยในระยะเริ่มต้นในกลุ่มเสี่ยง (10) 
        MTT assay เป็นการทดสอบ cytotoxicity ของเซลล์โดยใช้ วิธีการวัดการทํางานของเอนไซม์ 
succinate dehydrogenase ที่ อ ยู่ ใ น ไ ม โ ตคอน เ ด รี ย  (mitochondria)  ที่ ส า ม า ร ถ เปลี่ ย น 
tetrazolium salt (3-(4,5-dimethyldiazol-2-yl)-2-5 diphenyl tetrazolium bromide (MTT) ที่
มีสีเหลืองไปเป็น formazan product ที่มีสีม่วงมีค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 540 nm ซึ่ง
ระดับของสีจะสัมพันธ์กับจํานวนเซลล์ที่มีชีวิตอยู่ (11) 
 
1.6 ประโยชน์ที่คาดว่าจะได้รับ 
        1 ได้ข้อมูลเกี่ยวกับปริมาณสารที่มีฤทธ์ิต้านอนุมูลอิสระที่ได้จากใบต้นจําปีและจําปา เมื่อใช้
ระบบตัวทําละลายอินทรีย์ที่มีขั้วแตกต่างกัน จนนําไปสู่การพัฒนาวิธีการสกัดสารให้มีประสิทธิภาพ 
        2 ได้ข้อมูลของสารสกัดจากใบต้นจําปีและจําปาในแง่ฤทธ์ิการต้านทานต่อเซลล์มะเร็งท่อนํ้าดี 
ซึ่งสามารถนําไปเป็นข้อมูลในการพัฒนาเป็นตัวยาต้านมะเร็งในอนาคต 
 
 



บทที่  2 
เอกสารและงานวิจัยท่ีเก่ียวข้อง 

 
        อนุมูลอิสระ (free radicals) ในทางเคมีให้นิยามความหมายว่าเป็นอะตอมหรือโมเลกุลที่มี
อิเล็กตรอนโดดเดี่ยวที่ไม่มีคู่ ทําให้อะตอมหรือโมเลกุลดังกล่าวเกิดปฏิกิริยาออกซิเดชันกับสารอ่ืนได้
อย่างรวดเร็ว (1), (2) สารอนุมูลอิสระเป็นตัวการสําคัญที่ทําลายโมเลกุลชีวภาพที่เป็นองค์ประกอบ
ของเซลล์ต่าง ๆ ในร่างกาย ปัจจัยภายในร่างกายที่นําไปสู่การเกิดอนุมูลอิสระเกิดจากขบวนการ 
เมแทบอลิซึม (metabolism) เช่น กระบวนการขนส่งและลําเลียงอิเล็กตรอน (electron transport 
chain) ภายในเย่ือหุ้มไมโตคอนเดรีย (mitochondrial membrane) เพ่ือสร้างพลังงาน (oxidative 
phosphorylation) กลไกการทําลายสิ่งแปลกปลอมโดยเม็ดเลือดขาวในระบบภูมิคุ้มกันของร่างกายท่ี
เ รียกว่า “phagocytosis” การเกิดการอักเสบเนื่องจากการตอบสนองของระบบภูมิคุ้ม กัน 
(inflammatory) เป็นต้น (2), (12) ปัจจัยภายนอกน้ันมาจากอาหารท่ีเราบริโภคในแต่ละวัน ควันพิษ
จากท่อไอเสียเคร่ืองยนต์ สารพิษที่ปล่อยโรงงานอุตสาหกรรม เป็นต้น อนุมูลอิสระเป็นสาเหตุหน่ึงของ
การเกิดโรคต่าง ๆ เช่น ภาวะเส้นเลือดตีบตัน (atherosclerosis) โรคที่เกิดจากระบบประสาททํางาน
ผิดปกติ  เ ช่นโรคอัลไซเมอร์  (Alzheimer’s disease) โรคพาร์กินสัน  (Parkinson’s disease) 
โรคมะเร็งและโรคที่เกิดจากความผิดปกติของระบบภูมิคุ้มกัน เช่น โรคข้ออักเสบรูมาตอยด์ 
(rheumatoid arthritis) เป็นต้น (2)  
        จําปา (M. champaca) และจําปี (M. alba) เป็นไม้ยืนต้นที่มีการศึกษาและวิจัยถึงสมบัติทาง
เคมีของสารสกัดอย่างกว้างขวางที่มีผลทางเภสัชวิทยา (pharmaceutical) ที่เก่ียวข้องกับการพัฒนา
ตัวยารักษาการติดเช้ือและโรคมะเร็ง เช่น รายงานการวิจัยคุณสมบัติของสารสกัดจากจําปา ที่ได้จาก
ส่วนของใบ เมล็ด เปลือกและรากถึงผลต่อการยับย้ังการเจริญเติบโตของแบคทีเรียและเช้ือราก่อโรค 
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 (13), (14) สารสกัดจากเปลือกต้นจําปาที่ทําลายเช้ือที่ก่อโรค Leishmaniasis (มีลักษณะร่วมหลาย
อย่าง เช่น มีแผลที่ผิวหนัง เย่ือบุจมูกและปากมีอาการซีด ไข้เรื้อรัง ตับม้ามโตสาเหตุเกิดจากปรสิตใน
กลุ่มโปรโตซัว จีนัสลิชมาเนีย (Leishmania) ที่ก่อให้เกิดโรคในมนุษย์ (15) สารสกัดจากกิ่งต้นจําปามี
ความสามารถในการยับย้ังการเจริญของเซลล์มะเร็งที่เพาะเลี้ยง (cell line) เช่น เซลล์มะเร็งเต้านม 
(breast cancer) เซลล์มะเร็งปอด (lung cancer) และเซลล์มะเร็งผิวหนัง (human melanoa) (16), 
(17) 
        สารสกัดจากดอกจําปีพบว่ามีผลยับย้ังเซลล์เพาะเลี้ยงของกลุ่มเซลล์ที่จะพัฒนาไปเป็น
เซลล์มะเร็งเม็ดเลือดขาว (leukemia) และมะเร็งเต้านม (18) นอกจากนี้สารสกัดดอกจําปามีผลต่อ
การลดระดับนํ้าตาลในกระแสเลือด จากการสังเกตผลที่เกิดกับหนูทดลอง (19) รายงานการศึกษาผล
ของสารสกัดจากต้นจําปาและจําปีในการต้านอนุมูลอิสระในกลุ่มวิจัยของ Hossain M และคณะ ได้
อธิบายถึงการสกัดสารจากใบต้นจําปา ด้วยการใช้เอทานอล ที่อุณหภูมิ 65 องศาเซลเซียสพบว่าสาร
สกัดหยาบ (crude extract) มีฤทธ์ิในการต้านสารอนุมูลอิสระ (20) โดยมีการรายงานเก่ียวกับ
การศึกษาสารสกัดหยาบจากใบต้นจําปีด้วยตัวทําละลายเอทานอลมีฤทธ์ิในการต้านสารอนุมูลอิสระ 
รวมถึงการวิเคราะห์หาโครงสร้างทางเคมีของสารสกัดจากใบต้นจําปี (21), (22) 
 มะเร็งท่อนํ้าดี (cholangiocarcinoma) คือ มะเร็งที่เกิดจากเซลล์เย่ือบุผนังของท่อทางเดิน
นํ้าดี ทั้งท่อนํ้าดีภายในและภายนอกตับ แต่ยังไม่รวมถึงเย่ือบุของถุงนํ้าดีและส่วนของ papilla of 
vater ในการแบ่งกลุ่มของมะเร็งท่อนํ้าดีตามลักษณะทางกายภาพ สามารถแบ่งได้เป็น 2 กลุ่ม กลุ่ม
แรกคือ มะเร็งท่อนํ้าดีภายในตับ (Intrahepatic cholangiocarcinoma หรือ peripheral type 
cholangiocarcinoma) และ กลุ่มที่สองคือ มะเร็งท่อ นํ้าดีภายนอกตับ (Extrahepatic type 
cholangiocarcinoma) โรคมะเร็งท่อนํ้าดีเกิดในเพศชายมากกว่าเพศหญิงและที่สําคัญคือพบใน
ประเทศไทยมากที่สุดในโลก ในปี ค.ศ.1998-2000 พบว่าจังหวัดทางภาคตะวันออกเฉียงเหนือมี
อุบัติการณ์ในการเป็นมะเร็งท่อนํ้าดีสูงกว่าภาคอ่ืน ๆ ของประเทศไทย เช่น ขอนแก่น อุดรธานี 
นครพนม เป็นต้น (23) 
 สาเหตุการเกิดโรคมะเร็งท่อนํ้าดียังไม่เป็นที่ทราบแน่ชัด แต่พบว่ามีปัจจัยเสี่ยงจากการป่วย
อ่ืน ๆ ที่สัมพันธ์กับการเกิดโรคมะเร็งท่อนํ้าดี ได้แก่ น่ิวในท่อนํ้าดี โรคตับเร้ือรัง (chronic liver 
disease) ภาวะโรคเร้ือรังจากการเป็นโรคตับอักเสบจากเช้ือไวรัส (เช่น HBV, HCV) โรคตับจาก
แอลกอฮอล์หรือตับแข็งและอาจมีสาเหตุร่วมอ่ืน ๆ ที่จะเพ่ิมความเสี่ยงต่อการเป็นมะเร็งท่อนํ้าดี เช่น 
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โรคติดเช้ือปรสิตบางชนิดจากเช้ือพยาธิใบไม้ในตับ Opisthorchis. viverrini  (เป็นเช้ือที่พบใน
ประเทศไทย ลาวและ มาเลเซีย) หรือ Clonorchis sinensis (พบในญี่ปุ่น เกาหลีและเวียดนาม) โดย
การติดต่อสู่คนจากการกินปลานํ้าจืดมีเกล็ดที่มีพยาธิเหล่าน้ี  ที่ไม่ผ่านการปรุงที่ถูกสุขลักษณะ เป็นต้น 
การติดเช้ือพยาธิ O. viverrini ส่งผลให้เกิดการอักเสบเรื้อรังและมีความสัมพันธ์ต่อการเกิดโรคมะเร็ง
ท่อนํ้าดี (24) การผ่าตัด เป็นการรักษาหลักของโรคมะเร็งท่อนํ้าดี การผ่าตัดเน้ืองอก เป็นวิธีการรักษา
มาตรฐานที่ได้ผลดีและเพ่ิมอัตรารอดชีวิตของผู้ป่วยได้ การตัดตับเป็นการรักษาที่เป็นวิธีมาตรฐานของ
มะเร็งท่อน้ําดี แต่พบว่ามีอัตราการรอดชีพที่ 5 ปี ร้อยละ 40 และการเกิดตับวายหลังการผ่าตัดและ 
ทําให้อัตราการตายสูงข้ึน นอกจากน้ีจะเป็นการส่องกล้องและการใช้เคมีบําบัด/รังสีรักษา ซึ่งใช้ใน
กรณีที่ไม่สามารถผ่าตัดเน้ืองอกออกได้หรือผู้ป่วยไม่สามารถเข้ารับการผ่าตัดได้ หรือใช้ในการรักษา
หลังผ่าตัดเพ่ือเพ่ิมโอกาสการหายขาด 
        การหาสารธรรมชาติจากการใช้สมุนไพรรักษามะเร็งจึงเป็นที่น่าสนใจ เพ่ือลดอาการข้างเคียง
และช่วยในการยับย้ังการเจริญเติบโตของเซลล์มะเร็ง ส่วนประกอบในสมุนไพรหลาย ๆ ชนิด มีส่วน
ช่วยในระบบการทํางานของอวัยวะต่าง ๆ ของร่างกายพร้อม ๆ กันและยังสามารถบํารุงร่างกายได้
ด้วย สมุนไพรสามารถออกฤทธ์ิต่าง ๆ ดังน้ี ระงับการสร้างเส้นเลือดใหม่ (antiangiogenesis) ยับย้ัง
การเจริญของเซลล์มะเร็ง (anti-proliferation) ระงับการอักเสบ (anti-inflamatory) ซ่อมแซมดีเอ็นเอ 
(DNA repairing)  กําจัดอนุมูลอิสระ (antioxidant) และยับย้ังจุลชีพ (anti-microbial)   
        ปัจจุบันสมุนไพรท่ีมีผลการทดสอบที่เป็นประโยชน์ต่อการรักษามะเร็งได้ถูกค้นพบมากข้ึน เช่น 
สารสกัดจากดอกจําปีที่มีผลยับย้ังเซลล์เพาะเล้ียงของเน้ืองอกและกลุ่มเซลล์ที่จะพัฒนาไปเป็น
เซลล์มะเร็งเม็ดเลือดขาว (leukemia) และมะเร็งเต้านม ดังกล่าวข้างต้น ดังน้ันทางกลุ่มผู้วิจัยมีความ
สนใจสารที่สกัดได้จากใบต้นจําปีและจําปา เพ่ือทดสอบฤทธ์ิต้านอนุมูลอิสระและฤทธ์ิในการยับย้ังการ
เจริญของเซลล์มะเร็งท่อนํ้าดี เน่ืองจากจําปีและจําปาเป็นไม้ยืนต้นที่ปลูกในเขตร้อนช้ืน เติบโตได้ดีใน
ประเทศไทยถือเป็นข้อได้เปรียบในเรื่องของแหล่งวัตถุดิบที่นํามาใช้ในการวิจัย แนวทางการวิจัยเรื่อง
สารต้านอนุมูลอิสระใช้วิธีการสกัดสารจากใบต้นจําปีและจําปาด้วยตัวทําละลายอินทรีย์ที่มีขั้วแตกต่าง
กัน เป็นวิธีการที่ไม่ซับซ้อน ใช้ต้นทุนในเร่ืองอุปกรณ์  สารเคมีที่ไม่สูงมาก สามารถทําได้ใน
ห้องปฏิบัติการเคมีทั่วไป ในการวิจัยนี้การเตรียมและสกัดสารต้านอนุมูลอิสระของสารสกัดหยาบจาก
ใบต้นจําปีและจําปา จะใช้วิธีการทดสอบฤทธ์ิความสามาถในการต้านอนุมูลอิสระ DPPH (6) และใน
การทดสอบการยับย้ังการเจริญของเซลล์มะเร็งท่อนํ้าดีจะใช้วิธีการ MTT assay (11) ทางกลุ่มผู้วิจัย
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คาดหวังว่าองค์ความรู้ที่ได้จากงานวิจัยน้ี จะเป็นประโยชน์ในการต่อยอดฐานความรู้และการ
ประยุกต์ใช้ในทางเภสัชวิทยาต่อไปในอนาคต 
 
กรอบแนวคิดในการวิจัย 
        1 การสกัดสารที่มีฤทธ์ิต้านอนุมูลอิสระในใบต้นจําปีและจําปาโดยใช้ตัวทําละลายอินทรีย์ที่มีขั้ว
แตกต่างกัน การใช้วิธี DPPH assay เป็นตัวบ่งช้ีถึงปริมาณสารที่มีฤทธ์ิในการต้านอนุมูลอิสระสารสกัด
หยาบในใบต้นจําปีและจําปา  
        2 สารสกัดหยาบจากใบต้นจําปีและจําปามีฤทธ์ิในการยับย้ังการเจริญของเซลล์มะเร็งท่อนํ้าดี 
โดยใช้วิธี MTT assay เป็นวิธีทดสอบ 
 



 

 

บทที่  3  

ระเบียบวิธีวิจัย 

 

        แสดงรายละเอียดเกี่ยวกับขั้นตอนและวิธีทดสอบความสามารถในการต้านอนุมูลอิสระและการ
ยับยั้งการเจริญของเซลล์มะเร็งท่อน้้าดีชนิด RMCCA เปรียบเทียบกับเซลล์ท่อน้้าดีปกติชนิด MMNK-I   
(24) ด้วยสารสกัดหยาบจากใบต้นจ้าปีและจ้าปา ณ ห้องปฏิบัติการของคณะวิทยาศาสตร์และ
เทคโนโลยี มหาวิทยาลัยหัวเฉียวเฉลิมพระเกียรติ โดยมีรายละเอียดของประชากรและวิธีการเลือกเก็บ
กลุ่มตัวอย่าง รายละเอียดเกี่ยวกับเครื่องมือที่ใช้ในการวิจัย วิธีการเก็บและการวิเคราะห์ข้อมูล ดังนี้ 
 

3.1 ประชากรและกลุ่มตัวอย่าง 

 สารสกัดหยาบจากใบต้นจ้าปีและจ้าปา จากพ้ืนที่ในอ้าเภอกุยบุรี จังหวัดประจวบคีรีขันธ์ โดย

มีวิธีในการสุ่มเก็บตัวอย่างโดยการเก็บใบมาทั้งกิ่งทั้งใบอ่อนและใบแก่ การทดลองแบ่งตัวอย่างการ

เก็บใบต้นจ้าปีและจ้าปาเป็น 3 ช่วงเวลา คือ ช่วงที่ 1 เดือนมกราคม  ช่วงที่ 2 เดือนเมษายน และช่วง

ที่ 3 เดือนมิถุนายน  

 เซลล์มะเร็งท่อน้้าดี RMCCA-1 วิธีการเตรียมเซลล์และพัฒนาเพ่ือใช้เป็น cell line ในการ
ทดลอง (cell establishment) เพ่ือทดสอบความสามารถในการยับยั้งการเจริญเติบโต (cell 
cytotoxicity assay) ท้าตามวิธีการในเอกสารอ้างอิง (11)  
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3.2 เครื่องมือและสารเคมีที่ใช้ในการวิจัย 

 3.2.1 อุปกรณ์และเครื่องแก้ว 

      1. ตู้อบเครื่องแก้ว (Hot air oven) 
 2. เครื่องสเปคโตรโฟโตมิเตอร์ (T60 Visible-spectrophotometer ยี่ห้อ PG   
      instruments) 
 3. เครื่องผสมสาร (Vortex mixer) 
     4. เครื่องปั่น (blender) 
      5. เครื่องระเหยตัวท้าละลาย (rotary evaporator) 

6. TLC developing tank 
7. Capillary tube 

 8. Ultraviolet cabinet 
      9. เครื่องระเหยแห้งแบบสูญญากาศ (Speed vacuum) 
      10. เครื่องชั่งชนิดละเอียด 4 ต้าแหน่ง  
      11. ไมโครปิเปตขนาด 1,000 ไมโครลิตร 
               12. ไมโครปิเปตขนาด 200 ไมโครลิตร 
      13. ไมโครปิเปตขนาด 20 ไมโครลิตร 

14. แผ่น TLC silica gel 60F254 (Merck) 
      15. บีกเกอร์ขนาด 1000, 500, 250 มิลลิลิตร  
      16. กรวยกรอง 
      17. พาราฟิล์ม (parafilm) 
      18. หลอดทดลองขนาด 13x100 มิลลิเมตร  
      19. ขวดแก้วใส่สารสกัด (vial) 
      20. ถุงมือยาง 
      21. ปากกาเคมี 
      22. CO2 Incubator: Heraeus 

23. Laminar Flow Cabinets (Labconco) 
24. Water bath (Jalabo) 

     25. Vortex (Scientific industries) 
     26. CO2 Inubator (Themo scientific) 
     27. Inverted microscope (Olympus รุ่น CKX31) 
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     28. Centrifuge (Heraeus instrument) 
     29. Light microscope (Nikon instrument รุ่น E100) 
 
3.2.2 สารเคมี 
     1. สารมาตรฐาน BHT (Butylated hydroxy toluene) Aldrich ขนาด 100 กรัม 

      2. DPPH (1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl)  Aldrich ขนาด 2 กรัม 
      3. DMSO (Dimethyl sulfoxide) Sigma-Aldrich ปริมาตร 1 ลิตร 
      4. Absolute Ethanol AR Merck ปริมาตร 2.5 ลิตร  
               5. 95% Ethanol 15 กิโลกรัม 2 ถัง  
      6. Methanol AR Merck ปริมาตร 2.5 ลิตร  
      7. Methanol 15 กิโลกรัม 2 ถัง  
      8. Hexane AR Merck ปริมาตร 2.5 ลิตร 
               9. Hexane 15 กิโลกรัม 2 ถัง  
               10. Dichloromethane AR Merck ปริมาตร 2.5 ลิตร 
               11. Ethyl acetate AR Merck ปริมาตร 2.5 ลิตร 
               12. DI water  
               13. Ethyl acetate 15 กิโลกรัม 2 ถัง 

     14. HAM’s F-12  
          15. Fetal bovine serum (FBS)  

     16. Antibiotic – Antimycotic solution  
     17. HAM’s F-12  

          18. Fetal bovine serum (FBS)  
     19. Antibiotic – Antimycotic solution  
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3.3 วิธีด าเนินการวิจัย 
 3.3.1 การเตรียมสารละลายมาตรฐาน 
 -   เตรียมสารละลายมาตรฐาน BHT (Butylated hydroxy toluene) ความเข้มข้น  
50 mg/ml ในเอทานอล ละลายมาตรฐาน BHT ที่ใช้ในการทดสอบจะใช้ความเข้มข้นในช่วง 0.00625 
– 1 mg/ml เพ่ือเปรียบเทียบความสามารถในการต้านอนุมูลอิสระของสารสกัดหยาบจากใบต้นจ้าปี 
และจ้าปา ในแต่ละตัวท้าละลายอินทรีย์ที่ใช้ในการสกัด   
 - เตรียมสารอนุมูลอิสระมาตรฐานโดยการชั่ง DPPH (1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl) 
ด้วยเครื่องชั่งน้้าหนักทศนิยมสี่ต้าแหน่ง โดยเตรียมให้มีความเข้มข้น 3.94 mg/100 ml ในตัวท้า
ละลายเมทานอล  สารละลาย DPPH ที่ใช้เป็นสารมาตรฐานนี้จะต้องเตรียมใหม่ทุกครั้งก่อนการ
ทดลอง โดยอนุมูลอิสระ DPPH เป็นอนุมูลไนโตรเจนที่คงตัว มีสีม่วง การวิเคราะห์เป็นการวัด
ความสามารถในการรีดิวซ์โดยใช้เครื่องสเปคโตรมิเตอร์วัดการลดลงของสี เมื่อเติมสารต้านอนุมูลลงไป
โดยวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 517 นาโนเมตร 
 3.3.2. การเตรียมสารสกัดหยาบ (crude extract) ด้วยวิธีการแช่ในตัวท้าละลายอินทรีย์ 
(maceration) 
    ขั้นตอนที่ 1 เตรียมโดยน้าใบสดของต้นจ้าปีและใบจ้าปามาล้างท้าความสะอาดด้วย
น้้า แล้วตากให้สะเด็ดน้้า น้าไปหั่นเป็นชิ้นหยาบ ๆ แล้วน้าไปอบที่อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส จนแห้ง
  
  ขั้นตอนที่ 2 น้ามาปั่นด้วยเครื่องปั่นละเอียด แล้วชั่งน้้าหนักให้ได้ชนิดละ 500 กรัม 
จากนั้นน้าไปแช่ในตัวท้าละลายอินทรีย์ที่ไม่มีขั้วก่อนปริมาตร 4 ลิตร โดยใช้เวลาประมาณ 5 วันต่อตัว
ท้าละลายอินทรีย์แต่ละชนิด 
  ขั้นตอนที่ 3 กรองสารละลายที่ได้ลงในขวดสีชาปิดฝาติดฉลากระบุชนิดของพืชที่
สกัดและชนิดของตัวท้าละลายอินทรีย์ที่ใช้เก็บเอาไว้ สกัดซ้้าด้วยตัวท้าละลายอินทรีย์เดิมอีก 2 ครั้ง 
น้าสารละลายจากการกรองทั้ง 3 ครั้งของพืชมารวมกัน โดยแยกพืชแต่ละชนิด น้าสารละลายไป
ระเหยเอาตัวท้าละลายออกด้วยเครื่องระเหยตัวท้าละลาย (rotary evaporator) จะได้สารสกัดหยาบ
ใบต้นจ้าปีและจ้าปาที่สกัดจากตัวท้าละลายชนิดแรกเก็บไว้ส้าหรับการทดสอบต่อไป 
  ขั้นตอนที่ 4 น้ากากของใบต้นจ้าปีหรือจ้าปาที่สกัดด้วยตัวท้าละลายอินทรีย์ตัวแรก
คือ เฮกเซนซึ่งเป็นตัวท้าละลายอินทรีย์ที่ไม่มีขั้ว ไปตากหรือระเหยตัวท้าละลายอินทรีย์จนหมด ท้า
การเปลี่ยนชนิดตัวท้าละลายอินทรีย์ชนิดที่มีข้ัวเพ่ิมขึ้นตามล้าดับคือ เอทิลอะซิเตทและเมทานอล โดย
ท้าการสกัดตามวิธีในขั้นตอนที่ 3 คือท้าการสกัดซ้้า 3 ครั้ง แล้วน้าไประเหยแห้งเอาตัวท้าละลายออก
ด้วยเครื่องระเหยตัวท้าละลาย  
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  ขั้นตอนที่ 5 น้าสารสกัดหยาบที่ได้จากใบต้นจ้าปีและจ้าปาจากการใช้ตัวท้าละลาย
อินทรีย์ที่มีขั้วและไม่มีขั้ว น้าไปทดสอบฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระและทดสอบฤทธิ์ในการยับยั้งการเจริญ
ของเซลล์มะเร็งท่อน้้าดี  
 
 3.3.3. MTT assay 

ขั้นตอนที่ 1 เลี้ยงเซลล์มะเร็งชนิด RMCCA จ้านวน 5.0 x 103 cells/200 ml ใน 
96 well plate ในตู้เลี้ยงเซลล์เป็นเวลา 24 ชั่วโมง 
  ขั้นตอนที่ 2 เติมสารสกัดหยาบจากใบต้นจ้าปีและจ้าปา ที่ได้จากการสกัดด้วยตัวท้า
ละลายอินทรีย์ เฮกเซน หรือเอทิลอะซิเตท หรือเมทานอล โดยใช้ความเข้มข้น 50 ug/ml ในการ
คัดเลือกสารสกัดท่ีมีประสิทธิภาพในการยับยั้งการเจริญเติบโตเบื้องต้น (screening) จากนั้นเลือกสาร
สกัดที่มีผลในการยับยั้งการเจริญเติบโตทดสอบต่อ โดยใช้ความเข้มข้นตั้นแต่ 1.5-100 ug/ml เพ่ือหา
ค่าความเข้มข้นของสารสกัดที่มีผลในการยับยั้งการเจริญเติบโต 50% (inhibitory concentration at 
50%, IC50)  ในการทดสอบผลของสารสกัด RMCCA-1 จะใช้เวลา 48 ชั่วโมง ในตู้เลี้ยงเซลล์เป็นเวลา 
ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ปริมาณ CO2 ~ 5%  
  ขั้นตอนที่ 3 เติมสารละลาย MTT ความเข้มข้น 5 mg/ml  ลงไปในเซลล์แต่ละหลุม
ทดสอบของ 96-well plate และ น้าไปบ่มในตู้เลี้ยงเซลล์เป็นเวลา 3 ชั่วโมง หลักการคือ สารละลาย 
MTT จะเปลี่ยนเป็นผลึก formazan ใช้ pipette ดูดอาหารเลี้ยงเซลล์ทิ้ง โดยระวังไม่ให้ถูกผลึกที่
เกิดขึ้น จากนั้นเติม dimethysulfoxide (DMSO) จ้านวน 200 µl เพ่ือละลายผลึก formazan จะได้
สารละลายสีม่วง แล้วจึงน้าไปวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 540 นาโนเมตร ด้วยเครื่อง 
microplate reader เพ่ือวิเคราะห์ cell cytotoxicity ที่เป็นผลมาจากสารสกัดหยาบ 
  ขั้นตอนที่ 4 การวิเคราะห์ผลความสามารถในการยับยั้งการเจริญเติบโตของ
เซลล์มะเร็งท่อน้้าดีชนิด RMCCA-1 ด้วยการใช้โปรแกรม KaleidaGraph 4.0 โดยใช้สมการ
ความสัมพันธ์แบบ “Sigmoidal Curve” จากสมการ; 
 Y = {m1+(m1-m2)} / {1+(X/m3)^m4} 
 Y คือ คือค่าท่ีแสดง %การยับยั้งการเจริญเติบโต (%inhibition) 
 X คือ ค่าความเข้มข้นของสารสกัด หน่วยเป็น ug/ml 
 m1 คือ %การยับยั้งที่ต่้าที่สุด;  
 m2 คือ %การยับยั้งที่มากที่สุด 
 m3 คือ %การยับยั้งที่ความเข้มข้นที่ 50% 
 m4 คือ ค่าความชันในช่วยที่ครอบคลุมค่า %การยับยั้งที่ 50% 
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 วิธีการหาค่าความสัมพันธ์จากสมการนี้ ใช้วิธีที่เรียกว่า “non-linear fitting algorithm” 
(26)  
 
 3.3.4 การทดสอบฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระด้วยวิธีการ DPPH (6) 
  ขั้นตอนที่ 1 ใช้สารสกัดหยาบจากใบต้นจ้าปีและจ้าปา ที่สกัดจากตัวท้าละลาย
อินทรีย์ เฮกเซน เอทิลอะซิเตทและเมทานอล ที่ความเข้มข้น 0.000625-10 mg/ml ในการทดสอบ
หาค่าความเข้มข้นที่ยับยั้ งอนุมูลอิสระ DPPH ที่ความเข้มข้น 50% (IC50) ด้วยวิธีการวัดการ
เปลี่ยนแปลงค่าการดูดกลืนคลื่นแสงด้วยเครื่อง UV-Visible Spectrophotometer โดยใช้ความยาว
คลื่น 517 นาโมเมตร ความเข้มข้นของ DPPH ในสารละลายเท่ากับ 0.04 mg/ml จากนั้นทิ้งให้
ปฏิกิริยาเกิดขึ้นที่อุณหภูมิห้อง ในที่มืดเป็นเวลา 30 นาที น้าไปวัดค่าการดูดกลืนคลื่นแสงที่ความยาว
คลื่น 517 นาโนเมตร การทดลองท้าซ้้า 3 ครั้ง (triplicate experiment) เพ่ือน้าไปค้านวณความ
เข้มข้นที่ยับยั้งสารต้านอนุมูลอิสระ DPPH ที5่0% (IC50) 
  สารต้านอนุมูลอิสระมาตรฐานคือ BHT (Butylated hydroxy toluene) การ
ทดสอบความสามารถในการต้านอนุมูลอิสระใช้ความเข้มข้นช่วง  0.00625 – 1 mg/ml ท้าการ
ค้านวณความเข้มข้นที่ยับยั้งสารต้านอนุมูลอิสระที่ 50% (IC50) โดยการวัดค่าการดูดกลืนคลื่นแสงที่
ความยาวคลื่น 517 นาโนเมตรท้าการวัดซ้้า 3 ครั้ง เพ่ือใช้ในการหาค่าเฉลี่ย (mean) และค่าเบี่ยงเบน
มาตรฐาน (standard deviation, SD)  
  ขั้นตอนที่ 2 ค้านวณหาเปอร์เซ็นต์การยับยั้ง (% inhibition) จากสารสกัดหยาบ 
โดยท้าการเปรียบเทียบกับเปอร์เซ็นต์การยับยั้ง จากสารละลายมาตรฐาน BHT และหาค่า IC50  ซึ่งค่า 
IC50 มาจากค้าว่า 50% Inhibitory Concentration คือ ค่าความเข้มข้นที่สารนั้นมีประสิทธิภาพใน
การยับยั้งอนุมูลอิสระที่ 50% โดยใช้สูตร 
  เปอร์เซ็นต์การยับยั้ง (%inhibition) = [(A0-(As-Bs)/A0] x 100 
            เมื่อ A0 คือ ค่าการดูดกลืนแสงเริ่มต้น  
  As คือ ค่าการดูดกลืนแสงหลังเติมสารที่ใช้ศึกษา 
  Bs คือ ค่าการดูดกลืนแสงของสารที่ใช้ศึกษา 
 3.3.5 การวิเคราะห์องค์ประกอบในสารสกัดหยาบจากใบต้นจ้าปีและจ้าปาด้วยวิธีการโครมา 
โทกราฟีแบบชั้นบาง (Thin layer chromatography, TLC) 
  ขั้นตอนที่ 1 วิธีโครมาโทกราฟีแบบชั้นบาง (TLC) ใช้วัฏภาคหยุดนิ่ง (stationary 
phase) คือซิลิกา (silica) ที่ เคลือบบนแผ่น TLC และท้าการทดสอบหาระบบวัฏภาคเคลื่อนที่ 
(mobile phase) ที่เหมาะสมต่อการแยกองค์ประกอบในสารสกัดหยาบ โดยใช้ระบบดังนี้ 
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    ตารางท่ี 1 แสดงการใช้ระบบวัฏภาคเคลื่อนที่ต่อการแยกองค์ประกอบในสารสกัดหยาบ 
 

ร ะบบตั วท า ล ะล าย ใน วัฏภาค
เคลื่อนที่ 

สัดส่วนของตัวท าละลายอินทรีย์ (โดยปริมาตร) 

MP01 เฮกเซน                                     (100%) 

MP02 เฮกเซน : เอทิลอะซิเตท                     4:1 
MP03 เฮกเซน : เอทิลอะซิเตท                     3:2 

MP04 เฮกเซน : เอทิลอะซิเตท                     1:4 

MP05 เฮกเซน : เอทิลอะซิเตท : เมทานอล       3:1:1 
   
  ขั้นตอนที่ 2 ท้าการแยกสารสกัดจากใบต้นจ้าปีและจ้าปาที่ได้จากชั้นตัวท้าละลาย
ต่าง ๆ บนระบบของ TLC โดยทดสอบกับระบบตัวท้าละลายในวัฏภาค MP01-04 จากนั้นท้าการ
ตรวจสอบการแยกของสารภายใต้แสงยูวี (UV light) ที่ความยาวคลื่น 254 นาโนเมตร 
 
 3.3.6 สถิติที่ใช้ในการวิเคราะห์ผลการทดลอง 
  เปรียบเทียบความสามารถในการต้านอนุมูลอิสระและการยับยั้งการเพ่ิมจ้านวนของ

เซลล์มะเร็งท่อน้้าดีชนิด RMCCA-1 ด้วยสารสกัดหยาบ โดยระบุชนิดชั้นสารละลายจากใบต้นจ้าปีและ 

จ้าปา โดยใช้หลักของสถิติคือ one-way ANOVA แบบ single factor ในการวิเคราะห์ผลโดยใช้ค่า

ความสามารถในการต้านอนุมูลอิสระ IC50 เป็นตัวแปรในการวิเคราะห์เท่านั้น 
 



บทที่ 4 

ผลการวิจัย 

4.1 การสกัดสารจากใบต้นจ าปีและจ าปาด้วยตัวท าละลายอินทรีย์ชนิดต่าง ๆ 

     การสกัดจะได้สารสกัดหยาบในชั้นของตัวท าละลายดังตารางที่ 2 

 ตารางท่ี 2 แสดงการสกัดใบต้นจ าปีและจ าปาในชั้นของตัวท าละลายต่าง ๆ 

 

         

        จากนั้นน ามาหาเอกลักษณ์ของสารสกัดหยาบจากใบต้นจ าปีและจ าปา เพ่ือดูว่าสารเคลื่อนที่

เป็นอย่างไร โดยท าเทคนิคโครมาโทกราฟีแบบชั้นผิวบาง (Thin layer chromatography, TLC) น า

สารสกัดหยาบใบต้นจ าปีแต่ละรอบการสกัดมา spot จุดละ 2 l ลงบนแผ่น TLC แล้วใช้ตัวท า

ละลายเฮกเซนเป็นวัฏภาคเคลื่อนที่ (mobile phase) เมื่อเสร็จแล้วท าการทดสอบเหมือนเดิมแต่

เปลี่ยนตัวท าละลายเป็นเอทิลอะซิเตทและเมทานอล ตามล าดับ จากนั้นเปลี่ยนสารสกัดเป็นสารสกัด

หยาบใบต้นจ าปาแล้วท าการทดสอบเหมือนสารสกัดหยาบใบต้นจ าปีซ้ า ได้ผลการทดสอบดังภาพที่ 1 

และภาพท่ี 2 

รอบท่ีเก็บ 

(ตัวอย่างท่ี) 

ตัวท าละลาย 

Hexane Ethyl Acetate Methanol 

1 
จ าปี จ าปี จ าปี 

จ าปา จ าปา จ าปา 

2 
จ าปี จ าปี จ าปี 

จ าปา จ าปา จ าปา 

3 
จ าปี จ าปี จ าปี 

จ าปา จ าปา จ าปา 



17 
 

   

                  ภาพที่ 1       ภาพที่ 2 

 

หมายเหตุ: LC2 และ LP2 = ระบบตัวท าละลายอินทรีย์ของ mobile phase ที่ใช้ในการแยกองค์ประกอบของสาร

สกัดคือ เฮกเซนต่อเอทิลอะซิเตท อัตราส่วน 4:1 โดยปริมาตร ซึ่ง C หมายถึงสารสกัดจากใบต้นจ าปี และ P หมายถึง

สารสกัดจากใบต้นจ าปา; H = สารสกัดในตัวท าละลายอินทรีย์เฮกเซน; E = สารสกัดในตัวท าละลายอินทรีย์เอทิลอะ

ซิเตท; M = สารสกัดในตัวท าละลายอินทรีย์เมทานอล 

 

ภาพที่ 1 และ 2 แสดงการแยกองค์ประกอบของสารสกัดจากใบต้นจ าปีและจ าปาจากตัวอย่างที่     

         1-3 (แทนด้วยสัญลักษณ์ A, B และ C) 

 
 จากภาพที่ 1 และภาพที่ 2   วิธีการวิเคราะห์องค์ประกอบของสารสกัดหยาบจากใบต้นจ าปี 

และจ าปาตามล าดับ ที่สกัดในชั้นของตัวท าละลายอินทรีย์เฮกเซน เอทิลอะซิเตทและเมทานอล ด้วย

เทคนิคโครมาโทกราฟีแบบชั้นผิวบางที่มีวัฏภาคหยุดนิ่ง (stationary phase) คือ silica และ

ใช้วัฏภาคเคลื่อนที่ (mobile phase) ในการแยกสารบนแผ่น TLC ด้วยระบบตัวท าละลายอินทรีย์

ของเฮกเซนต่อเอทิลอะซิเตทอัตราส่วน 4:1 โดยปริมาตร จากผลการทดลองพบว่า การแยกสารที่เป็น

องค์ประกอบในสารสกัดหยาบจากใบต้นจ าปีและจ าปา กลุ่มตัวอย่างท่ี 1-3 พบว่ามีการกระจายตัวของ
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สารที่เป็นองค์ประกอบแตกต่างกัน จากกลุ่มตัวอย่างที่ได้จากท้ังสามช่วงเวลา ได้แก่ ช่วงที่ 1 เดือน

มกราคม  ช่วงที่ 2 เดือนเมษายน และช่วงที่ 3 เดือนมิถุนายน 

 ในการแยกสารได้ทดสอบหาระบบตัวท าละลายเคลื่อนท่ีได้ผลการทดสอบดังภาพ 

 

  

ภาพที่ 3 

 

 

 

ภาพที่ 4 

หมายเหตุ: มีระบบตัวท าละลายมีดังนี้ MP01 = เฮกเซน MP02 = เป็นตัวท าละลายผสมเฮกเซนและเอทิลอะซิเตท

อัตราส่วน 4:1 MP03 = เป็นตัวท าละลายผสมเฮกเซนและเอทิลอะซิเตทอัตราส่วน 3:2 MP04 = เป็นตัวท าละลาย

ผสมเฮกเซนและเอทิลอะซิเตทอัตราส่วน 1:4  MP05 = เป็นตัวท าละลายผสมเฮกเซน เอทิลอะซิเตท และเมทานอล 

อัตราส่วน 3:1:1 

 ภาพที่ 3 และ 4 เป็นสารสกัดหยาบจากใบต้นจ าปีและจ าปาตามล าดับ ภาพที่อยู่ทางด้าน

ซ้ายมือถ่ายที่แสงปกติ ด้านขวามือถ่ายที่ความยาวคลื่นแสง 254 nm 



19 
 

        จากการทดสอบพบว่าในการแยกสารบนแผ่น TLC ด้วยระบบตัวท าละลายอินทรีย์ของเฮกเซน

ต่อเอทิลอะซิเตทอัตราส่วน 4:1 โดยปริมาตร ใช้แยกสารได้ดีที่สุด สารสกัดหยาบใบต้นจ าปีและจ าปา

ที่เก็บในแต่ละรอบมีสารอยู่ในชั้นของตัวท าละลายอินทรีย์เฮกเซน เอทิลอะซิเตทและเมทานอล

เหมือนกันและพบว่าสารที่ออกฤทธิ์จะเคลื่อนที่ใน mobile phase ที่มีอัตราส่วนตัวท าละลายอินทรีย์

ที่มีข้ัวมากได้ดีกว่า คือเอทิลอะซิเตทและเมทานอล  

 

4.2 การทดสอบความสามารถในการต้านสารอนุมูลอิสระของสารสกัดหยาบจากใบต้นจ าปีและ

จ าปี ด้วยวิธี DPPH  

 น าสารสกัดหยาบใบต้นจ าปีและจ าปา มาทดสอบฤทธิ์ต้านสารอนุมูลอิสระ โดยเปรียบเทียบ

กับสารมาตรฐาน ให้ผลการทดสอบดังตารางที่ 3 

ตารางท่ี 3 แสดงความสามารถในการยับยั้งสารอนุมูลอิสระ 50 %(IC50) ด้วยวิธี DPPH ของสาร   
สกัดหยาบใบต้นจ าปีและจ าปา ในตัวท าละลายเฮกเซน เอทิลอะซิเตทและเมทานอล 

             เทียบกับสารมาตรฐาน BHT 

 

สารสกัด ตัวท าละลาย รอบตัวอย่างที่ IC50 IC50 ± SD 

ใบต้นจ าปี 

  

  

  

  

  

  

  

Hexane 

  

  

1 0.32049534 0.300 ± 0.015 

0.289 

0.290136492 

2 0.417 0.379 ± 0.033 

0.337526558 

0.382 

3 0.422924157 0.434 ± 0.014 

0.423780072 

0.453949447 



20 
 

ตารางท่ี 3 ( ต่อ) 

       

 

 

 

 
 

 

 

  

สารสกัด ตัวท าละลาย รอบตัวอย่างที่ IC50 IC50 ± SD 

ใบต้นจ าปี Ethyl 

acetate 

  

  

1 0.447 0.464 ± 0.012 

0.472 

0.472296626 

2 0.319 0.305 ± 0.010 

0.295 

0.301 

3 0.161738253 0.157 ± 0.004 

0.152616833 

0.157413623 

ใบต้นจ าปี Methanol 

  

  

1 0.079392888 0.079 ± 0.001 

0.080698396 

0.077984951 

2 0.047067015 0.054 ± 0.0004 

0.041874146 

0.045510522 

3 0.054618837 0.055 ± 0.001 

0.056055808 

0.055113062 
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ตารางท่ี 3 ( ต่อ) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

  

สารสกัด ตัวท าละลาย รอบตัว

อย่างที่ 

IC50 IC50 ± SD 

ใบต้นจ าปา 

  

Hexane 

  

  

1 0.702454562 0.768 ± 0.088 

0.70859515 

0.891911407 

2 0.521350682 0.484 ± 0.039 

0.513082808 

0.418707805 

3 0.30456688 0.346 ± 0.300 

0.376250371 

0.35712294 

ใบต้นจ าปา Ethyl acetate 

  

  

1 0.130276701 0.131 ± 0.002 

0.1337242 

0.129051136 

2 0.182791117 0.176 ±0.005 

0.176390325 

0.170218498 

3 0.110104678 0.129 ± 0.028 

0.107544379 

0.168035543 
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ตารางท่ี 3 (ต่อ) 

สารสกัด ตัวท าละลาย รอบตัว

อย่างที่ 

IC50 IC50 ± SD 

ใบต้นจ าปา Methanol 1 0.018890361 0.018 ± 0.001 

0.018797678 

0.016917422 

2 0.062557249 0.064 ± 0.001 

0.065935278 

0.064207043 

3 0.017648727 0.018 ± 0.001 

0.018617389 

0.017011949 

 

 

 

ตารางท่ี 4 แสดงความสามารถในการยั้บยั้งสารอนุมูลอิสระ50 %(IC50) ด้วยวิธี DPPH ของสาร  

             BHT (Butylated hydroxy toluene) 

สารมาตรฐาน ตัวท าละลาย ความเข้มข้น 

mg/ml 

IC50 IC50 ± SD 

BHT Ethyl alcohol 0.05-0.025 0.0507 0.048 ± 0.002 

0.0458 

0.048346102 
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ภาพที่ 5  แสดงกราฟของสารมาตรฐาน BHT 

 

        จากการทดสอบพบว่า สารสกัดจากตัวท าลายอินทรีย์ที่มีขั้ว คือ เอทิลอะซิเตทและเมทานอล 

สามารถแยกสกัดสารที่ออกฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระได้ดีกว่าตัวท าละลายอินทรีย์ที่ไม่มีขั้ว สารสกัดที่สกัด

จากใบต้นจ าปีและจ าปาในชั้นของตัวท าละลายเมทานอลมีฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระได้ดีที่สุดเมื่อเทียบกับ

สารสกัดจากตัวท าลายเฮกเซน เอทิลอะซิเตทและเมทานอล นอกจากนี้พบว่าสารสกัดจากใบต้นจ าปา

ในชั้นของเมทานอลมีฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระได้ดีที่สุดเมื่อเทียบกับสารสกัดจากใบต้นจ าปีและสาร

มาตรฐาน BHT 

 

4.3 ความสามารถในการยับยั้งการเจริญเติบโต (Cell cytotoxicity assay) ของเซลล์มะเร็งท่อ  

     น้ าดีชนิด RMCCA-1 เปรียบเทียบกับเซลล์ท่อน้ าดีปกติชนิด MMNK-1 ด้วยวิธี MTT assay 

        การยับยั้งการเจริญเติบโตของเซลล์ RMCCA-1 และ MMNK-1 ด้วยสารสกัดหยาบใบต้นจ าปี

และจ าปาที่ความเข้มข้น 50 ug/ml  (แสดงดังภาพที่ 6-7) โดยรอบตัวอย่างที่ 01, 02 และ 03 แสดง

ล าดับของตัวอย่างที่เก็บมาสกัดตามล าดับ โดย MA คือ สารสกัดหยาบจากใบต้นจ าปี (Michelia 

alba) และ MC คือ สารสกัดหยาบจากใบต้นจ าปา (M. champaca), H คือ ตัวท าละลายเฮกเซน, Et 

คือ ตัวท าละลายเอทิลอะซิเตทและ M คือตัวท าละลายเมทานอล Extract คือสารสกัดหยาบที่ใช้

ทดสอบและ Solvent control คือตัวท าละลายอินทรีย์ที่ใช้สกัดเป็น negative control สารสกัด
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หยาบที่จะน าไปใช้ทดสอบหาค่าความเข้มข้นที่มีผลต่อการยับยั้งการเจริญเติบโตที่ 50% (IC50) (ท า

การทดสอบซ้ า 3 ครั้งในแต่ละการทดลอง, triplicated experiment) ใช้หลักเกณฑ์การเลือกดังนี้ 

 1) สารสกัดหยาบที่ยับยั้งการเจริญเติบโตเซลล์มะเร็งท่อน้ าดี (RMCCA-1) มากกว่า 50% และ

สามารถละลายได้ดี ไม่มีการแยกชั้นและตกตะกอนในอาหารเลี้ยงเซลล์ 

 2) เซลล์ RMCCA-1-1 ไม่ถูกยับยั้งโดยการใส่ตัวท าละลายอินทรีย์ (control) ที่ใช้สกัดสารจาก

ใบต้นจ าปีและจ าปา ซึ่งความเข้มข้นสูงสุดของตัวท าละลายอินทรีย์น้อยกว่า 1% 

 3) สารสกัดหยาบจากใบต้นจ าปีและจ าปา ยับยั้งการเจริญเติบโตของเซลล์ปกติ (MMNK-1) 

น้อยกว่า 70% จากการใช้เกณฑ์ทั้งสามข้อ ได้สารสกัดคือ ตัวอย่างที่ 1 สารสกัดจากใบต้นจ าปาในตัว

ท าละลายเอทิลอะซิเตท (01MC-Et) ตัวอย่างที่ 2 สารสกัดจากจ าปีในตัวท าละลายเอทิลอะซิเตท 

(02MA-Et) และตัวอย่างที่ 2 สารสกัดจากใบต้นจ าปาในตัวท าละลายเอทานอล (02MC-M)  

 จากนั้นจะน าสารสกัดที่มีค่าการยับยั้งการเจริญเติบโตของเซลล์มะเร็งท่อน้ าดีชนิด RMCCA-

1 ไปทดสอบหาค่าความเข้มข้นที่มีผลต่อการยับยั้งการเจริญเติบโต 50% (IC50) โดยสารสกัดหยาบที่

จะท าการทดสอบต่อนั้น จะมีความสามารถในการยับยั้งการเจริญเติบโตของเซลล์มะเร็งท่อน้ าดีชนิด 

RMCCA-1 แต่ไม่ถูกยับยั้งโดยตัวท าละลายอินทรีย์ที่ใช้ในการสกัด (negative control คือ เฮกเซน 

เอทิลอะซิเตทและเมทานอล) และเซลล์ท่อน้ าดีปกติชนิด MMNK-1 ตามเกณฑ์ที่ได้อธิบายไว้ข้างต้น 
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ภาพที่ 6 กราฟแสดงความเข้มข้นที่มีผลต่อการยับย้ังการเจริญของเซลล์มะเร็งท่อน้ าดีชนิด  

           RMCCA-1 และเซลล์ท่อน้ าดีปกติชนิด MMNK-1 ของสารสกัดหยาบจากใบต้นจ าปี  

           (MA – Michelia alba, รอบตัวอย่างท่ี 01-03) 

รอบตัวอย่างที่ 01 

  
รอบตัวอย่างที่ 02 

  
รอบตัวอย่างที่ 03 

  
 

Extraction = สารสกัดที่ใช้ในการทดสอบในตัวท าละลาย H-เฮกเซน, Et-เอทิลอะซิเตท และ M-เมทานอล 

Solvent control = ตัวท าละลายที่ใช้ในการสกัดสารนั้นคือ H-เฮกเซน, Et-เอทิลอะซเิตท และ M-เมทานอล 

การทดลองท าซ้ า 3 ครั้งในแต่ละการทดลอง (triplicated experiment) 
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ภาพที่ 7 กราฟแสดงความเข้มข้นที่มีผลต่อการยับย้ังการเจริญของเซลล์มะเร็งท่อน้ าดีชนิด  
           RMCCA-1 และเซลล์ท่อน้ าดีปกติชนิด MMNK-1 ของสารสกัดหยาบจากใบต้นจ าปา  

           (MC – Michelia champaca, รอบตัวอย่างที่ 01-03) 

รอบตัวอย่างท่ี 01 

  
รอบตัวอย่างท่ี 02 

  
รอบตัวอย่างท่ี 03  

  
 

Extraction = สารสกัดที่ใช้ในการทดสอบในตัวท าละลาย H-เฮกเซน, Et-เอทิลอะซิเตท และ M-เมทานอล 

Solvent control = ตัวท าละลายที่ใช้ในการสกัดสารนั้นคือ H-เฮกเซน, Et-เอทิลอะซเิตท และ M-เมทานอล 

การทดลองท าซ้ า 3 ครั้งในแต่ละการทดลอง (triplicated experiment) 
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        ผลการทดสอบหาค่าการยับยั้งการเจริญเติบโตของเซลล์ RMCCA-1 ที่ 50% (IC50) ด้วยการ

ทดสอบ Cell cytotoxicity โดยใช้ MTT assay วัดการเปลี่ยนแปลงการดูดกลืนคลื่นแสงที่ความยาว

คลื่น 540 นาโนเมตร ท าการวิเคราะห์หาค่า IC50 ด้วยการใช้สมการ Sigmoidal จากโปรแกรม 

KaleidaGraph 4.0 (Synergy Software) ผลการวิ เคราะห์จากการวัดซ้ าสามครั้ ง (triplicated 

experiment)  

 

 

ค่าการยับยั้งการเจริญเติบโตของเซลล์ RMCCA-1 ที่ 50% 

(IC50) เท่ากับ 13.51 + 1.12 ug/ml 

 

 

 

ภาพที่ 8 การหาค่า IC50 ต่อเซลล์มะเร็งท่อน้ าดีแสดง % การยับยั้งการเจริญของเซลล์มะเร็งท่อ

น้ าดีชนิด RMCCA-1 สารสกัดหยาบจากตัวอย่างท่ี 01 โดยใชส้ารสกัดจากใบต้นจ าปาในตัวท า

ละลายเอทิลอะซิเตท (01MC-Et) 

 

   

 

ค่าการยับยั้งการเจริญเติบโตของเซลล์ RMCCA-1 ที่ 50% 

(IC50) เท่ากับ 51.07 + 10.52 ug/ml 

 

 

 

ภาพที่ 9 การหาค่า IC50 ต่อเซลล์มะเร็งท่อน้ าดีแสดง % การยับยั้งการเจริญของเซลล์มะเร็งท่อ

น้ าดีชนิด RMCCA-1 สารสกัดหยาบจากตัวอย่างที่ 02 โดยใช้สารสกัดจากใบต้นจ าปีในตัวท า

ละลายเอทิลอะซิเตท (02MA-Et) 
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ค่าการยับยั้งการเจริญเติบโตของเซลล์ RMCCA-1 ที่ 50% 

(IC50) เท่ากับ 26.43 + 1.36 ug/ml 

 

 

 

ภาพที่ 10 การหาค่า IC50 ต่อเซลล์มะเร็งท่อน้ าดีแสดง % การยับยั้งการเจริญของเซลล์มะเร็งท่อ

น้ าดีชนิด RMCCA-1 สารสกัดหยาบจากตัวอย่างที่ 02 โดยใช้สารสกัดจากจากใบต้นจ าปาในตัว

ท าละลายเมทานอล (02MC-M) 

 



 
 

บทที่ 5 
อภิปราย และสรุปผลการทดลอง 

 

อภิปรายตอนที ่ 1 ความสามารถในการต้านอนุมูลอิสระ DPPH ของสารสกัดจากใบต้นจ าปีและ 

จ าปาที่สกัดในตัวท าละลายเฮกเซน เอทิลอะซิเตทและเมทานอล  

 สารสกัดหยาบจากใบต้นจ าปีและจ าปา ที่ได้จากการเก็บใบตัวอย่างในช่วงเวลาที่แตกต่างกัน

คือ ช่วงเวลาที่ 1 เดือนมกราคม ช่วงเวลาที่ 2 เดือนเมษายนและช่วงเดือนที่ 3 เดือนมิถุนายน โดยจะ

ท าการเปรียบเทียบความสามารถในการต้านอนุมูลอิสระ DPPH ในแต่ละตัวท าละลายที่ใช้ในการสกัด

คือ เฮกเซน เอทิลอะซิเตทและเมทานอล วิธีการทางสถิติที่ใช้ในการวิเคราะห์ตัวอย่างที่ได้จากทั้งสาม

ช่วงเวลา คือ One-way ANOVA แบบ single factor โดยก าหนดค่าความเชื่อมั่นที่ 95% (p value 

= 0.05) ทั้งนี้รายละเอียดของการทดสอบสารสกัดหยาบจากใบต้นจ าปีและจ าปามีรายละเอียดดังนี้ 

 สารสกัดหยาบใบต้นจ าปี ตัวอย่างใบที่เก็บได้จากทั้งสามช่วงเวลาพบว่าค่าความสามารถใน

การต้านอนุมูลอิสระ DPPH มีความแตกต่างอย่างมีนัยทางสถิติ (p < 0.05) โดยค่าการต้านอนุมูล

อิสระ DPPH ที่ความเข้มข้น 50% (IC50) ในตัวอย่างที่ 1, 2 และ 3 มีค่าเท่ากับ 0.300 ± 0.015, 

0.379 ± 0.033 และ 0.434 ± 0.014 mg/ml ตามล าดับ แสดงให้เห็นว่าสารออกฤทธิ์ในสารสกัด

หยาบในตัวท าละลาย  เฮกเซนในแต่ละรอบการเก็บตัวอย่างมีค่าแตกต่างกัน ทั้งนี้อาจเป็นผลของ

ช่วงเวลา สภาพอากาศ ในแต่ละช่วงเดือนที่ เก็บตัวอย่างมีผลต่อการสร้างสารออกฤทธิ์ที่มี

ความสามารถในการต้านอนุมูลอิสระ จากข้อมูลเบื้องต้นนี้พบว่าในช่วงเดือนที่ 1 (มกราคม) หากสกัด

ด้วยตัวท าละลายเฮกเซนเพียงอย่างเดียว จะได้สารที่มีคุณสมบัติในการต้านอนุมูลอิสระ ได้ดีเมื่อ

เปรียบเทียบกับช่วงเวลาอ่ืน ที่สกัดด้วยเฮกเซนเหมือนกัน 

 สารสกัดหยาบจากใบต้นจ าปีในตัวท าละลายเอทิลอะซิเตท มีผลที่สอดคล้องกันในแง่ของค่า

การต้านอนุมูลอิสระ IC50 มีแนวโน้มค่าที่สูงเหมือนกัน โดยมีค่า IC50 ของสารตัวอย่างที่ 1, 2 และ 3 

เท่ากับ 0.464 ± 0.012 , 0.305 ± 0.010 และ 0.157 ± 0.004 mg/ml ตามล าดับ ส าหรับค่าที่



30 
 

ได้จากตัวอย่างที่ 3 มีความแตกต่างจากตัวอย่างที่ 1 และ 2 อย่างเห็นได้ชัด อาจมีสาเหตุ

มาจากองค์ประกอบของสารออกฤทธิ์ หรือเกิดความแตกต่างในระหว่างการสกัดสาร เช่น 

ใช้เวลาในการสกัด แช่ในตัวท าละลายที่นานกว่า หรือ ใช้เวลาในขั้นตอนการระเหยแห้ง

น้อยกว่าจึงอาจท าให้มีปริมาณสารที่ออกฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ มีมากกว่าในตัวอย่างที่  1 

และ 2 

 สารสกัดหยาบจากใบต้นจ าปีในตัวท าละลายเมทานอล มีค่าความสามารถในการต้านอนุมูล

อิสระ DPPH ได้ดีที่สุด เมื่อเทียบกับในชั้นตัวท าละลายเฮกเซนและเอทิลอะซิเตท โดยมีค่า IC50 ใน

ตัวอย่างที่ 1, 2 และ 3 เท่ากับ 0.079 ± 0.001 , 0.054 ± 0.0004 และ 0.055 ± 0.001 mg/ml 

ตามล าดับ จากสารสกัดหยาบในชั้นเมทานอลมีค่าการต้านอนุมูลอิสระ DPPH ดีที่สุด น่าจะเป็นผลมา

จากวิธีการที่กลุ่มวิจัยใช้ในการสกัดสารแบบเป็นล าดับขั้น (stepwise) เป็นการช่วยแยกสารอ่ืน ๆ ที่

ไม่มีความสามารถในการต้านอนุมูลอิสระ หรือเป็นวิธีการแยกให้บริสุทธิ์ในเบื้อ งต้น (partial 

purification) นอกจากนี้อาจมีสาเหตุจากสารต้านอนุมูลอิสระส่วนใหญ่ น่าจะมีการกระจายตัวในส่วน

ที่มีขั้วของพืช ดังนั้นวิธีการที่กลุ่มวิจัยสกัดสารที่มีฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ DPPH โดยเริ่มจากการใช้ตัว

ท าละลายที่ไม่มีขั้วแล้วค่อยเพ่ิมความมีขั้วขึ้นเช่น เฮกเซน เอทิลอะซิเตท อาจจะช่วยสกัดสารที่ไม่

ต้องการ เช่น องค์ประกอบของผนังเซลล์ ลิพิดที่อยู่ที่ผนังเซลล์พืช (ลิกนิน) ออกได้และใช้ตัวท า

ละลายที่มีขั้ว เมทานอลในการสกัดเป็นล าดับสุดท้าย จึงมีประสิทธิภาพที่ดีกว่า  

 ส าหรับช่วงเวลาในการเก็บใบจากต้นจ าปี จากการสังเกตและประเมินจากค่า IC50 ของการ

ต้านอนุมูลอิสระ DPPH อาจยังไม่สามารถได้ข้อสรุปได้แน่ชัด ว่าช่วงเวลาที่เก็บตัวอย่าง มีผลอย่างไร

ต่อปริมาณสารที่เราสนใจ แต่จากข้อมูลเบื้องต้น อาจพอบอกได้ว่า ช่วงเวลาที่ 3 ในเดือนมิถุนายน 

อาจจะเหมาะสมต่อการเก็บตัวอย่างใบต้นจ าปีเพ่ือสกัดสารที่มีฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ หากพิจารณา

เฉพาะสารสกัดในชั้นตัวท าละลายเอทิลอะซิเตทและเมทานอลที่ผลค่อนข้างสอดคล้อง และเป็นไปใน

ทิศทางเดียวกัน 

 สารสกัดหยาบจากใบต้นจ าปาในตัวท าละลายเฮกเซน มีค่าการต้านอนุมูลอิสระ DPPH ที่ 

50% (IC50) ในตัวอย่างที่ 1, 2 และ 3 เท่ากับ 0.768 ± 0.088, 0.484 ± 0.039 และ 0.346 ± 0.300 

mg/ml ตามล าดับ จะเห็นได้ว่าแนวโน้มจะคล้ายกับสารสกัดหยาบจากใบต้นจ าปี ที่ในชั้นตัวท า

ละลายเฮกเซน มีค่า IC50 ที่สูง เมื่อเทียบกับชั้นตัวท าละลายเอทิลอะซิเตทและเมทานอล แสดงว่าสาร
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ที่มีฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระจากใบต้นจ าปาน่าจะถูกสกัดออกมาในชั้นตัวท าละลายที่มีขั้ว ซึ่งเหมือนกับ

ของใบต้นจ าปี ช่วงเวลาในการเก็บใบต้นจ าปาก็อาจมีผล หากพิจารณาเฉพาะสารสกัดในชั้นเฮกเซน

อย่างเดียวพบว่า ตัวอย่างที่ 3 ช่วงเดือนมิถุนายน น่าจะมีปริมาณสารต้านอนุมูลอิสระมากที่สุด   

 สารสกัดหยาบจากใบต้นจ าปาในตัวท าละลายเอทิลอะซิเตท มีค่าการต้านอนุมูลอิสระ DPPH 

ที่ 50% (IC50) ในตัวอย่างที่ 1, 2 และ 3 เท่ากับ 0.131 ± 0.002 , 0.176 ±0.005 และ 0.129 ± 

0.028 mg/ml ตามล าดับ แนวโน้มของปริมาณสารสกัดที่มีความสามารถในการต้านอนุมูลอิสระในตัว

ท าละลายเอทิลอะซิเตท ดูเหมือนว่าจะเพ่ิมขึ้นและมีแนวโน้มเหมือนกับสารสกัดจากใบต้นจ าปี เมื่อ

เปรียบเทียบระหว่างสารสกัดจากใบต้นจ าปีและจ าปา ในตัวท าละลายชั้นเอทิลอะซิเตท จะพบว่า

จ าปา มีปริมาณสารที่สามารถต้านอนุมูลอิสระได้ดีกว่าสารสกัดหยาบจากใบต้นจ าปี ข้อมูลนี้เป็น

ข้อมูลเบื้องต้นที่อาจแสดงให้เห็นถึงความแตกต่างขององค์ประกอบของสารสกัดระหว่างต้นจ าปีและ

จ าปา ซึ่งเป็นต้นไม้ที่อยู่ใน genus เดียวกัน  

 สารสกัดหยาบจากใบต้นจ าปาในตัวท าละลายเมทานอล ให้ผลเหมือนกับใบต้นจ าปีในตัวท า

ละลายชนิดเดียวกัน คือมีปริมาณสารที่มีความสามารถในการต้านอนุมูลอิสระมากที่สุด โดยค่าการ

ต้านอนุมูลอิสระ DPPH ที่ 50% (IC50) ในตัวอย่างที่ 1, 2 และ 3 เท่ากับ 0.018 ± 0.001, 0.064 ± 

0.001 และ 0.018 ± 0.001 mg/ml ตามล าดับ ผลการทดลองการวัดค่าการต้านอนุมูลอิสระ DPPH 

ในสารสกัดหยาบจากใบต้นจ าปา ท าให้ได้ข้อมูลเบื้องต้น เกี่ยวกับระยะเวลาที่เหมาะสมในการเก็บ

ตัวอย่างใบต้นจ าปา เพ่ือสกัดสารที่มีคุณสมบัติต้านอนุมูลอิสระ ด้วยผลที่สอดคล้องและเป็นไปใน

ทิศทางเดียวกัน จะเห็นได้ว่าการเก็บตัวอย่างในช่วงที่ 3 เดือนมิถุนายน สารสกัดจากใบต้นจ าปามีสาร

ที่ต้านอนุมูลอิสระมาก เมื่อพิจารณาจากค่า IC50 

 จากผลการทดลองที่ได้ ชี้ให้เห็นว่าช่วงเวลาที่อาจเหมาะสมต่อการเก็บตัวอย่างใบต้นจ าปี 

และจ าปาเป็นช่วงเดือนมิถุนายน จากข้อมูลเบื้องต้นที่ได้อาจวิเคราะห์ ได้ว่า ช่วงเดือนมิถุนายนเป็น

ช่วงที่เข้าสู่ฤดูฝน สิ่งมีชีวิตส่วนใหญ่ ซึ่งรวมถึง microorganism และเชื้อก่อโรคในพืชนั้น เจริญเติบโต

ได้ดี ในช่วงที่มีความชื้นสูง มีโอกาสที่พืชจะถูกเชื้อเหล่านี้บุกรุกเกิดโรคในพืชได้จึงท าให้พืชต้องมีกลไก

ในการสร้างสารหลายอย่างมาต่อต้าน เพ่ือป้องกันตัวเองโดยสารต้านอนุมูลอิสระก็อาจเป็นหนึ่งใน

กลไกส าคัญในการปกป้องตัวเองของพืชเช่นกัน  

  สารสกัดหยาบจากใบต้นจ าปีและจ าปาที่สกัดด้วยตัวท าละลายอินทรีย์ที่มีความมีขั้วน้อยไป

หามาก คือ เฮกเซน เอทิลอะซิเตทและเมทานอล จากผลการทดลองชี้ให้เห็นว่าสารสกัดหยาบในชั้น 
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เมทานอลมีความสามารถในการต้านอนุมูลอิสระ  DPPH ที่ 50% (IC50) ได้ดีกว่าเมื่อเทียบกับชั้น 

เฮกเซนและเอทิลอะซิเตท โดยเมื่อเปรียบเทียบสารสกัดหยาบระหว่างใบต้นจ าปีและจ าปา ด้วยวิธีการ

สกัดเดียวกัน พบว่าสารสกัดหยาบจากใบต้นจ าปามีความสามารถในการต้านอนุมูลอิสระ DPPH 

มากกว่าใบต้นจ าปีอย่างมีนัยส าคัญ (p value < 0.05)   

 

อภิปรายตอนที่ 2 การเปรียบเทียบสารสกัดหยาบจากใบต้นจ าปีและจ าปาสกัดด้วยตัวท าละลาย

อินทรีย์เมทานอลกับสารต้านอนุมูลอิสระมาตรฐาน BHT 

 ท าการเปรียบเทียบค่าความสามารถในการต้านอนุมูลอิสระ จากสารต้านอนุมูลอิสระ

มาตรฐาน BHT มีค่า IC50 เท่ากับ 0.048 ± 0.002 mg/ml ในส่วนของสารสกัดหยาบจากใบต้นจ าปี 

และจ าปาในตัวท าละลายเมทานอลมีค่าเท่ากับ 0.054 + 0.0004 และ 0.018 + 0.001 mg/ml 

ตามล าดับ ชี้ให้เห็นว่าสารสกัดจากใบต้นจ าปา มีค่าการต้านอนุมูลอิสระ DPPH ที่ดีกว่าสารมาตรฐาน 

BHT โดยที่สารสกัดจากใบต้นจ าปาที่น ามาท าการทดสอบเป็นเพียงสารสกัดหยาบ (crude extract 

จากการท า partial purification) จึงมีความน่าสนใจที่จะต่อยอดศึกษาถึงองค์ประกอบภายในว่ามี

สารที่มีฤทธิ์การต้านอนุมูลอิสระในอนาคต ซึ่งจะน าไปสู่การพัฒนาเป็นตัวยาต้านอนุมูลอิสระ ที่

สามารถประยุกต์ใช้ในทางการรักษาได้จริงในอนาคต  

 

อภิปรายผลตอนที่ 3 การวิเคราะห์องค์ประกอบเบื้องต้นในสารสกัดหยาบจากใบต้นจ าปีและจ าปี

ด้วยวิธีโครมาโทกราฟีแบบช้ันบาง (Thin layer chromatography, TLC) 

 การวิเคราะห์องค์ประกอบเบื้องต้นในสารสกัดหยาบในใบต้นจ าปีและจ าปา ด้วยวิธีโคร

มาโทกราฟีแบบชั้นบาง เป็นวิธีการที่ง่าย สะดวก มีอุปกรณ์และสารเคมี ในห้องปฏิบัติการเคมี คณะ

วิทยาศาสตร์และเทคโนโลยี มหาวิทยาลัยหัวเฉียวเฉลิมพระเกียรติ การวิเคราะห์เบื้องต้นเริ่มต้นด้วย

การหาวัฎภาคเคลื่อนที่ (mobile phase) ที่ใช้ในการแยกสารที่เป็นองค์ประกอบในสารสกัดหยาบ 

ระบบตัวท าละลาย MP02 (เฮกเซนต่อเอทิลอะซิเตท อัตราส่วน 4:1 โดยปริมาตร) มีความเหมาะสม

ในการดูการกระจายตัวของสารที่เป็นองค์ประกอบในสารสกัดหยาบและถูกใช้เป็นวิธีการติดตาม

ปริมาณของสารสกัดที่ได้ในแต่ละครั้งและยังช่วยในการวิเคราะห์ปริมาณสารที่เป็นองค์ประกอบ จาก

การสกัดในแต่ละครั้ง ว่ามีความ reproducible หรือสามารถท าซ้ าได้อย่างแม่นย าและถูกต้องหรือไม่ 
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 จากผลการทดสอบความสามารถในการต้านอนุมูลอิสระ DPPH จะเห็นได้ว่าสารที่มี

ความสามารถต้านอนุมูลอิสระมีการกระจายตัวในตัวท าละลายเมทานอล โดยจ านวนแถบสารของสาร

สกัดในชั้นเมทานอลมีจ านวนและปริมาณท่ีน้อยกว่าการกระจายตัวของสารในตัวท าละลายทีไ่ม่มีขั้วใน

เฮกเซนและเอทิลอะซิเตท แสดงให้เห็นว่าสารที่ไม่มีขั้วส่วนใหญ่ถูกสกัดไปในชั้นของตัวท าละลายที่ไม่

มีขั้ว แสดงให้เห็นว่าวิธีการสกัดสารเป็นล าดับขั้น เป็นวิธีการที่เหมาะสมในการสกัดสารที่มีฤทธิ์ต้าน

อนุมูลอิสระ  

 

อภิปรายผลตอนที่ 4 ผลในการยับยั้งการเจริญเติบโตของเซลล์มะเร็งท่อน้ าดีชนิด RMCCA-1 

โดยสารสกัดหยาบจากใบต้นจ าปีและจ าปา 

 การทดสอบในเบื้องต้นพบว่าสารสกัดหยาบจากใบต้นจ าปีและจ าปายับยั้งการเจริญเติบโต

เซลล์ มะเร็งท่อน้ าดีชนิด RMCCA-1 แต่ไม่ยับยั้งเซลล์ท่อน้ าดีปกติ MMNK-1 จากนั้นคัดเลือกสารที่มี

ฤทธิ์การยับยั้งการเจริญเติบโตของเซลล์มะเร็งท่อน้ าดี เพ่ือหาความเข้มข้นของสารที่ยับยั้งการ

เจริญเติบโต 50% (IC50) สารที่มีผลในการยับยั้งการเจริญเติบโตของเซลล์มะเร็งท่อน้ าดี ได้จากสาร

สกัดหยาบจ าปีในตัวท าละลายเอทิลอะซิเตทและสารสกัดหยาบจากใบต้นจ าปาในตัวท าละลาย

เอทิลอะซิเตทและเมทานอล ซึ่งสารที่สนใจยังคงอยู่ในชั้นตัวท าละลายที่มีข้ัวอย่างในเมทานอล  

 

สรุปผลการวิจัย 

        1. การใช้ตัวท าละลายอินทรีย์ที่มีขั้วจะสามารถสกัดสารที่มีฤทธิ์การต้านสารอนุมูลอิสระได้

ดีกว่าตัวท าละลายอินทรีย์ที่ไม่มีขั้ว 

 ในการสกัดสารจากใบต้นจ าปีและจ าปาในชั้นของตัวท าละลายอินทรีย์เฮกเซน เอทิลอะซิเตท 

และเมทานอลแล้วน าไปทดสอบด้ วยเทคนิ คโครมาโทกราฟีแบบชั้นผิ วบาง (Thin layer 

chromatography, TLC) พบว่าสามารถแยกองค์ประกอบของสารสกัดหยาบโดยมีอัตราส่วนตัวท า

ละลายอินทรีย์ คือเฮกเซนและเอทิลอะซิเตท ส่วนชั้นของสารละลายอินทรีย์ที่สกัดสารออกฤทธิ์ต้าน

อนุมูลอิสระ DPPH ที่ 50% (IC50) ได้มากที่สุดคือเมทานอล  

        2. สารสกัดหยาบจากใบต้นจ าปีและจ าปามีฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ  

 สารสกัดหยาบจากใบต้นจ าปีและจ าปาในชั้นของตัวท าละลายอินทรีย์เฮกเซน เอทิลอะซิเตท 

และเมทานอล เมื่อน าไปทดสอบฤทธิ์ต้านสารอนุมูลอิสระ โดยเปรียบเทียบกับสารมาตรฐาน BHT 



34 
 

พบว่า สารสกัดจากใบต้นจ าปีและจ าปามีฤทธิ์ต้านสารอนุมูลอิสระ โดยสารสกัดใบต้นจ าปาในชั้นของ

เมทานอลมีค่าการต้านอนุมูลอิสระ DPPH ที่ 50% (IC50) เท่ากับ 0.018 ± 0.001 mg/ml ดีกว่าสาร

มาตรฐาน BHT ที่มีค่าการต้านอนุมูลอิสระที่ 50% (IC50) เท่ากับ 0.048 ± 0.002 mg/ml 

 

 3. สารสกัดหยาบจากใบต้นจ าปีและจ าปาที่มีฤทธิ์ยับยั้งการเจริญเติบโตของเซลล์มะเร็ง

ท่อน้ าดีชนิด RMCCA-1 

 สารสกัดหยาบที่มีผลต่อการยับยั้งการเจริญเติบโตของเซลล์มะเร็งท่อน้ าดี พบในใบต้นจ าปี

โดยสกัดได้ในชั้นตัวท าละลายเอทิลอะซิเตท โดยมีค่า IC50 เท่ากับ 51.07 + 10.52 ug/ml และในใบ

ต้นจ าปาในชั้นตัวท าละลายเอทิลอะซิเตทและเมทานอลโดยมีค่า IC50 เท่ากับ 13.51 + 1.12 และ 

26.43 + 1.36 ug/ml ตามล าดับ ทั้งนี้จะเห็นได้ว่าวิธีการสกัดสารในระบบตัวท าละลายที่มีขั้ว

แตกต่างกัน เป็นวิธีการที่แยกสารที่มีฤทธิ์ต้านการเจริญเติบโตของเซลล์มะเร็งท่อน้ าดี แต่เนื่องจาก

ข้อจ ากัดในเรื่องของระยะเวลาที่ได้รับทุน จึงไม่สามารถวิเคราะห์สารออกฤทธิ์ส าคัญได้ ทั้งนี้ในอนาคต

ก็มีโอกาสที่จะท าการแยกให้บริสุทธิ์ขึ้น รวมถึงวิเคราะห์โครงสร้างของสารที่ออกฤทธิ์ต่อไป 
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ภาคผนวก ก 
ตัวอย่างการคาํนวณ %inhibition 

 

[ ] Blank BS

mg/ml OD OD1 OD2 OD3 OD.average SD con OD OD1 OD2 OD3 OD.average SD samp
% inhibit 
average % inhibit 1

0.1 0 0.495 0.505 0.535 0.5116667 0.0169967 -0.014 0.05 0.026 0.048 0.0413333 0.010873 89.185668 87.491857
0.05 0 0.492 0.503 0.535 0.51 0.0182392 -0.001 0.064 0.068 0.066 0.066 0.001633 86.862745 87.254902

0.025 0 0.481 0.498 0.538 0.5056667 0.0238933 -0.003 0.177 0.178 0.179 0.178 0.0008165 64.205669 64.403428
0.0125 0 0.481 0.494 0.529 0.5013333 0.0202704 -0.035 0.285 0.289 0.313 0.2956667 0.0123648 34.042553 36.170213
0.0063 0 0.476 0.489 0.521 0.4953333 0.0189091 -0.042 0.366 0.346 0.39 0.3673333 0.0179877 17.362046 17.631225

ผลการทดสอบจําปาใน MeOH คร้ังที่ 2 lot1             25/10/59
Reaction  SampleControl

 
 
แสดงการคํานวณ การนําค่า OD. มาหา % inhibition โดยใช้สูตร  
% inhibition1 = [(0.511667-(0.0413333-(-0.014))/0.511667]x100 
                   = 89.185 
 

    

average sd con 5%
0.511667 0.016997 3.3218

0.51 0.018239 3.5763
0.505667 0.023893 4.7251
0.501333 0.02027 4.0433
0.495333 0.018909 3.8175                                               

average sd samp 5%
0.0413333 0.010873004 3.950789908

0.066 0.001632993 1.237116032
0.178 0.000816497 6.946530708

0.2956667 0.012364825 6.083759893
0.3673333 0.01798765 0

 
   

คุณภาพของข้อมูล โดยกําหนดให้ค่าค่าเบ่ียงเบนมาตรฐาน (standard deviation: SD ) ไม่เกิน 5 %   
        
 

                             
       
                  
 
 

 
   
 
 
แทนค่าในสมการ y = mx + c ได้ค่า IC50 = 0.01889 

mg/ml % inhibit 
0.025 64.4034278 
0.0125 36.1702128 
0.00625 17.6312248 

y = 2460.8x + 3.5146
R² = 0.995
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