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บทคัดย่อ 

กลุ่มผู ้วิจัยได้ศึกษาคุณสมบัติของสารสกัดหยาบจากใบต้นจ�ำปี (Michelia alba) และจ�ำปา (Michelia 

champaca) ด้วยวิธีการสกัดด้วยตัวท�ำละลายอินทรีย์ คือ เฮกเซน เอทิลอะซิเตท และเมทานอล ตัวอย่างในการวิเคราะห์

คือ ใบจากต้นจ�ำปีและจ�ำปาที่เก็บได้จากช่วงเดือนมกราคม เมษายน และมิถุนายน ในปี พ.ศ. 2559 โดยน�ำมาทดสอบการ

ต้านอนุมูลอิสระด้วยวิธี DPPH scavenging assay ผลการทดสอบพบว่า สารสกัดหยาบในเมทานอลจากใบต้นจ�ำปีและ

จ�ำปาทีเ่กบ็ใบทัง้ 3 ช่วงเวลา มฤีทธิใ์นการต้านอนมุลูอสิระดกีว่าสารสกดัหยาบจากใบต้นจ�ำปีและจ�ำปาในเฮกเซนและเอทลิ

อะซเิตท เมือ่เปรยีบเทยีบกบัสารต้านอนมุลูอิสระมาตรฐาน BHT พบว่า สารสกดัหยาบจากใบต้นจ�ำปาทีเ่ก็บในเดอืนมกราคม

และมิถุนายนมีค่า IC
50
 เท่ากับ 0.018+0.001 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ซึ่งมีความสามารถในการต้านอนุมูลอิสระดีกว่าสารต้าน

อนุมูลอิสระมาตรฐาน BHT ที่มีค่า IC
50
 เท่ากับ 0.048 + 0.002 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร นอกจากนี้พบว่าสารสกัดหยาบใน

เอทลิอะซเิตทของใบต้นจ�ำปาทีเ่กบ็ในเดอืนมกราคมมฤีทธิก์ารยบัยัง้การเจรญิเตบิโตของเซลล์มะเรง็ท่อน�ำ้ดีชนดิ RMCCA-1 

ซึ่งวัดได้ด้วยวิธีทดสอบ MTT มีค่าการยั้ง IC
50
 เท่ากับ 13.51+1.12 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร โดยสารสกัดจากใบต้นจ�ำปีและ

จ�ำปาที่ความเข้มข้นในช่วงเดียวกับท่ีใช้ทดสอบเซลล์มะเร็งท่อน�้ำดีชนิด RMCCA-1 ไม่ยับยั้งการเจริญเติบโตของเซลล์ท่อ

คุณสมบัติการต้านอนุมูลอิสระและการยับยั้งการเจริญเติบโตของเซลล์มะเร็งท่อน�้ำดี

ของสารสกัดหยาบจากใบต้นจ�ำปีและจ�ำปา

Antioxidant properties and the inhibition of cholangiocarcinoma cell 

proliferation from leaf extracts of Michelia alba and Michelia champaca
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น�้ำดีปกติชนิด MMNK-1 จากผลดังกล่าวแสดงให้เห็นว่าสารสกัดจ�ำปีและจ�ำปามีความสามารถต้านอนุมูลอิสระและยับย้ัง

การเจริญเติบโตของเซลล์มะเร็ง การศึกษาน้ีมีประโยชน์ในการเป็นทางเลือกในการพัฒนายาต้านมะเร็งในอนาคต อย่างไร

ก็ตามกลไกในการต้านการเจริญเติบโตของเซลล์มะเร็งท่อน�้ำดียังคงต้องศึกษาต่อไปในอนาคต

ค�ำส�ำคัญ: มะเร็งท่อน�้ำดีชนิด RMCCA-1 การต้านอนุมูลอิสระ บิวทิเลต ไฮดรอกซิลโทลูอีน จ�ำปี จ�ำปา 

Abstract	
Our research group studied the properties of crude extracts from Michelia alba and Michelia 

champaca leaves using the extraction method in the organic solvent i.e. hexane, ethyl acetate and 

methanol. The subjects of analysis were the collection of M. alba and M. champaca leaves from different 

time in January, April and June in 2016 which compared the antioxidant properties via DPPH scavenging 

assay. The results shown that the extraction of M. alba and M. champaca in methanol from all three 

periods composed of antioxidant properties more than the extraction M. alba and M. champaca in 

hexane and ethyl acetate. Additionally, the comparing of antioxidant properties with BHT, standard 

antioxidant agent, were found that the extraction of M. champaca in methanol from January and June 

can determine the IC
50
 to be 0.018+0.001 mg/mL. These results suggested the better antioxidant values 

than the standard antioxidant BHT which can determine the IC
50
 to be 0.048+0.002 mg/mL. Moreover, 

the extraction of M. champaca in ethyl acetate in January inhibited cell proliferation of Cholangiocarcinoma 

RMCCA-1 with IC
50 

of 13.51 + 1.12 µg/mL using the MTT assay method for detection. The range in the 

concentration of M. alba and M. champaca leaves extracts were applied to determine the effect against 

the cell proliferation in Cholangiocyte MMNK-1. The results shown that there is not significant affect the 

cell proliferation in MMNK-1. Together, results of this study show that crude extract of M. alba and M. 

champaca have antioxidant properties and anti-cancer cell proliferation. This study may be useful for 

the development of some alternative anti-cancer drug in the future. However, mechanism of inhibition 

of cholangiocarcinoma cell proliferation may be further elucidate. 

Keywords: Cholangiocarcinoma RMCCA-1, antioxidant, Butylated hydroxyltoluene (BHT), Michelia alba, 

Michelia champaca	

บทน�ำ 

จ�ำปี (Michelia alba) และจ�ำปา (Michelia 

champaca) เป็นไม้ยืนต้นอยู่ในวงศ์ Magnoliaceae จ�ำปี

เป็นไม้ต้นสูงถึง 20 เมตร ใบเดี่ยว ออกเวียนสลับ รูปใบหอก

แกมขอบขนาน ดอกมีกลีบยาวสีขาวนวล กลีบอ ่อน 

มีกลิ่นหอม ออกเดี่ยว ตามซอกใบ ดอกตูมรูปกระสวย มีถิ่น

ก�ำเนดิทางจีนตอนใต้และมาเลเซยี ใบต้มกับน�ำ้ระงบัไอ และ

แก้หลอดลมอักเสบ ส่วนจ�ำปาเป็นไม้ต้น สูงกว่าจ�ำปี 

ยอดอ่อน ใบอ่อนมีขน ใบแก่เกลี้ยง ใบเดี่ยวออกเรียงสลับ 

รูปรี รูปไข่ ปลายแหลม โคนกลมมน ดอกสีเหลืองอมส้ม 

ออกเด่ียวตามซอกใบ กลีบดอกรูปใบหอกค่อนข้างยาว 

กลิน่หอมแรง จ�ำปาเป็นไม้ทีม่ปีระโยชน์ทางด้านสมนุไพร เช่น
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เปลือก แก้ไข้ ใบแก้โรคประสาท ดอกเป็นยาบ�ำรุงหัวใจ 

ประสาท และโลหิต มีถิ่นก�ำเนิดอินเดีย [1] จากการศึกษา

วิจัยที่ผ่านมาพบว่าจ�ำปีและจ�ำปาเป็นสมุนไพรที่มีสารออก

ฤทธิ์ทางชีวภาพที่มีประสิทธิภาพในการป้องกันโรคต่างๆ ซึ่ง

มีสาเหตุมาจากสารอนุมูลอิสระ เช่น การต้านต่อการ 

กลายพันธุ์ที่เกิดจากแสงอาทิตย์ การต้านแบคทีเรีย ดังเช่น

ชนเผ่าคาโร อยู่ทางตอนเหนือของเกาะสุมาตรา ประเทศ

อินโดนีเซีย มีพิธีกรรมดั้งเดิมในการใช้ดอกจ�ำปีเป็นส่วน

ประกอบของสมุนไพรใช้ในการอบซาวน่าและอาบน�้ำหลัง 

คลอด เพื่อการผ่อนคลาย [2] ในการศึกษาสารสกัดจากใบ

จ�ำปีพบว่ามีฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระและสามารถยับยั้งการ

ท�ำงานของเอนไซม์ matrix metalloproteinases (MMPs) 

ที่ย่อยสลายคอลลาเจนที่ท�ำให้เกิดความแก่ของผิวหนังจาก

แสง UVB [3] สารสกัดจากดอกและใบจ�ำปาในชั้นของเอทา

นอลสามารถลดการเกิดแผลที่กระเพาะอาหารที่เกิดจากยา

แอสไพรนิในหน ู[4] และพบว่า β-sitosterol เป็นสารส�ำคญั

ในใบและเปลือกของจ�ำปามีฤทธ์ิต้านอนุมูลอิสระ จากการ

ทดสอบด้วยเทคนิค HPTLC พบ β-sitosterol ในใบเป็น

ปริมาณมาก [5] จากการศึกษาสารสกัดจากดอกจ�ำปาในชั้น

ของเอทลิอะซิเตท และเฮกเซน พบว่ามีฤทธิต้์านอนมูุลอสิระ

และมีฤทธิ์ต้านเชื้อแบคทีเรียก่อโรค เช่น Bacillus subtilis, 

Staphylococcus aureus, Salmonella typhi และ 

Shigella dysenteriae ในชั้นเอทิลอะซิเตทดีท่ีสุด [6] 

นอกจากนี้ยังพบว่าสารสกัดจากเปลือกต้นจ�ำปาในช้ันของ

เมทานอลยังมีฤทธิ์ป้องกันและรักษาโรคมะเร็งผิวหนังที่เกิด

จากแสง UV [7] สารสกัดจากกิ่งต้นจ�ำปามีความสามารถใน

การยบัย้ังการเจรญิของเซลล์มะเรง็เพาะเลีย้ง (cell line) เช่น 

เซลล์มะเร็งเต้านม (breast cancer) เซลล์มะเร็งปอด (lung 

cancer) และเซลล์มะเร็งผิวหนัง (human melanoma) [8, 

9] สารสกัดจากดอกจ�ำปียังพบว่ามีผลยับยั้งต่อเซลล์เพาะ

เล้ียงของกลุ่มเซลล์ที่พัฒนาไปเป็นเซลล์มะเร็งเม็ดเลือดขาว 

(leukemia) และมะเร็งเต้านม (breast cancer) [10] แต่

อย่างไรก็ตามยังไม่มีการศึกษาสารสกัดจากใบจ�ำปีจ�ำปาใน

เซลล์มะเร็งท่อน�้ำดี 

มะเรง็ท่อน�ำ้ดเีป็นมะเรง็ทีเ่กดิขึน้ท่ีอพิทิเีรยีลเซลล์

บริเวณท่อน�้ำดีทั้งภายนอกและภายในตับ โดยพบว่า

อบุตักิารณ์ของโรคมะเรง็ท่อน�ำ้ดพีบมากทีส่ดุในประเทศไทย

ในภาคตะวันออกเฉียงเหนือ สาเหตุการเกิดโรคยังไม่ทราบ

แน่ชัดแต่มีความสัมพันธ์กับการอักเสบเรื้อรังและยังพบว่ามี

ความสมัพนัธ์ในการตดิเชือ้พยาธใิบไม้ในตบั (Opisthorchis 

viverrini) [11, 12] มะเรง็ท่อน�ำ้ดเีป็นปัญหาทางสาธารณสขุ

ของคนไทย เนื่องจากการตรวจพบได้น้อยในระยะแรกและ

การรกัษาทีมี่ประสทิธภิาพของโรคในปัจจบุนัยงัคงต้องใช้วธิี

การผ่าตัด แต่คนไข้ทีส่ามารถผ่าตดัได้มจี�ำนวนน้อยเนือ่งจาก

ต�ำแหน่งของอวยัวะทีเ่ป็นโรคมะเรง็ท�ำให้ไม่สามารถผ่าตดัได้ 

อีกทั้งยังพบว่าผู้ป่วยส่วนใหญ่จะอยู่ในระยะของโรคมะเร็งที่

ลุกลาม การใช้รังสีและยาเคมีบ�ำบัดยังประสบปัญหาต่อการ

รกัษาหรอืเกดิผลข้างเคยีงต่อผูป่้วย [13] การหาสารธรรมชาติ

ทีม่ปีระสทิธภิาพในการยบัยัง้การเจริญเติบโตของเซลล์มะเรง็

ท่อน�้ำดีได้จึงเป็นที่มาของงานวิจัยในครั้งนี้ กลุ่มวิจัยมีความ

สนใจในการสกัดสารที่มีอยู่ในใบต้นจ�ำปีและจ�ำปาเพื่อที่จะ

ทดสอบฤทธิต้์านอนมุลูอสิระและฤทธิใ์นการยบัยัง้การเจรญิ

ของเซลล์มะเร็งท่อน�้ำดีชนิด RMCCA-1 ซึ่งเป็นเซลล์มะเร็ง

เพาะเลี้ยงที่ได้จากชิ้นเนื้อของคนไทย [14] โดยใช้สารสกัด

จากส่วนใบของต้นจ�ำปีและจ�ำปาที่เก็บในช่วงฤดูที่แตกต่าง

กัน ตัวอย่างใบจ�ำปี จ�ำปาที่เก็บมาในเดือนมกราคม (อยู่ใน

ช่วงปลายฤดูหนาว) เมษายน (เข้าสู่ฤดูร้อน) และมิถุนายน 

(เข้าสู่หน้าฝน) ซึ่งในแต่ละช่วงฤดูที่ต่างกันน่าจะมีผลต่อ

ปริมาณสารสกัดที่ได้จากใบต้นจ�ำปีและจ�ำปาและงานวิจัย

ส่วนใหญ่ไม่ได้ระบถุงึช่วงเวลาทีเ่ก็บตวัอย่างมาท�ำการทดลอง 

การสกัดด้วยการใช้ตัวท�ำละลายที่มีความมีขั้วต่างกัน ได้แก่ 

เฮกเซน เอทลิอะซเิตท และเมทานอล โดยมสีมมตฐิานว่าสาร

ที่มีฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระน่าจะมีคุณสมบัติที่มีขั้ว ทดสอบ

ความสามารถในการต้านอนุมูลอิสระด ้วยวิธี  DPPH 

scavenging assay ร่วมกับวิธีทางสเปคโตรโฟโตเมทรี การ

ทดสอบความสามารถในการยบัยัง้การเจรญิเตบิโตของเซลล์

มะเรง็ท่อน�ำ้ดด้ีวยวธิ ีMTT assay เพือ่ทีจ่ะส�ำรวจว่าการเกบ็

ตัวอย่างพืชในช่วงเวลาที่ต่างกันมีผลสอดคล้องกับปริมาณ

สารออกฤทธิ์ที่มีความสามารถในการต้านอนุมูลอิสระและ

การยบัยัง้การเจรญิของเซลล์มะเรง็ท่อน�ำ้ด ีท�ำให้ได้ข้อมลูใน

การเก็บพืชตัวอย่างใช้ในทางเภสัชวิทยาต่อไปในอนาคต 
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วิธีด�ำเนินการวิจัย

1. การเตรียมวัตถุดิบ

เก็บใบต้นจ�ำปีและจ�ำปาจากพื้นที่ อ�ำเภอกุยบุรี 

จังหวัดประจวบคีรีขันธ์ โดยสุ่มเก็บใบท้ังใบอ่อนและใบแก่ 

แบ่งการเกบ็เป็น 3 ช่วงเวลา คอื ช่วงที ่1 เดอืนมกราคม ช่วงที่ 

2 เดือนเมษายน และช่วงที่ 3 เดือนมิถุนายน ปี พ.ศ. 2559 

น�ำใบสดของจ�ำปีและจ�ำปามาล้างท�ำความสะอาดด้วยน�้ำ 

ผึ่งให้สะเด็ดน�้ำแล้วน�ำไปหั่นเป็นชิ้นหยาบ ๆ แล้วน�ำไปอบที่

อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส จนแห้ง บดให้ละเอียดจากนั้น

จึงน�ำไปสกัดด้วยตัวท�ำละลายในขั้นตอนต่อไป 

2. การสกัดสารด้วยตัวท�ำละลาย (extraction)

น�ำใบจ�ำปาที่แห้งและบดละเอียด หนัก 200 กรัม 

แช่ในตวัท�ำละลายเฮกเซน ในอตัราส่วนน�ำ้หนกัแห้งตวัอย่าง 

1 ส่วนต่อตัวท�ำละลาย 5 ส่วน ปิดปากภาชนะให้สนิท แช่ทิ้ง

ไว้ทีอ่ณุหภมูห้ิอง เป็นเวลา 5 วนั กรองกากออกด้วยกระดาษ

กรอง Whatman® เบอร์ 1 สกดัซ�ำ้ด้วยตวัท�ำละลายเฮกเซน

อีก 2 ครั้ง น�ำสารละลายที่ได้จากการกรองไประเหยเอาตัว

ท�ำละลายออกด้วยเครื่องระเหยตัวท�ำละลาย (rotary 

evaporator) ท�ำให้แห้งด้วยเครือ่งอบแห้งเยอืกแข็ง (freeze 

dryer) จะได้สารสกัดหยาบจากใบต้นจ�ำปาในชั้นเฮกเซน 

หลังจากนั้นน�ำกากที่เหลือมาแช่ต่อด้วยตัวละลายเอทิล

อะซเิตท ในอตัราส่วน 1 ต่อ 5 แช่ทิง้ไว้ 5 วนัแล้วน�ำไประเหย 

ตัวท�ำละลายออกและท�ำให้แห้งจะได้ส่วนสกัดชั้นเอทิล

อะซิเตท ต่อมาน�ำกากที่เหลือไปแช่ด ้วยตัวท�ำละลาย

เมทานอล โดยใช้อตัราส่วน ระยะเวลา ในการสกดัเหมอืนกบั

วิธีข้างต้นจะได้ส่วนสกัดชั้นเมทานอล 

ส่วนสารตัวอย่างใบจ�ำปีและจ�ำปาที่เก็บมาทั้ง 3 

ช่วงเวลาน�ำมาสกัดตามวิธีข้างต้น จะได้ส่วนสกัดทั้งหมด 18 

ตัวอย่าง ชั่งสารสกัดหยาบที่ได้ เพื่อค�ำนวณร้อยละของ

น�้ำหนักสารสกัดหยาบ (% yield) เก็บใสในขวดสีชาและ

เก็บรักษาไว้ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส ส�ำหรับการทดสอบ

ความสามารถในการต้านอนมุลูอสิระและทดสอบฤทธิใ์นการ

ยับยั้งการเจริญของเซลล์มะเร็งท่อน�้ำดี 

3. ความสามารถในการต้านอนมุลูอิสระด้วยวธิกีาร DPPH 

scavenging assay

การทดสอบความสามารถในการต้านอนุมูลอิสระ

ด้วยวธีิ DPPH scavenging assay [15] เปรยีบเทยีบระหว่าง

สารสกัดหยาบจากใบต้นจ�ำปีและจ�ำปา กับสารต้านอนุมูล

อิสระมาตรฐานคือ BHT (Butylated hydroxy toluene) 

มีวิธีการคือ สารสกัดหยาบจากใบต้นจ�ำปี และจ�ำปา

ความเข้มข้นเท่ากับ 0.00625 - 1 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร และ

ความเข้มข้นของ BHT เท่ากับ 0.00625 - 1 มิลลิกรัมต่อ

มิลลิลิตร การทดสอบจะใช้ความเข้มข้นของ DPPH เท่ากับ 

0.04 มลิลกิรมัต่อมลิลลิติร ท�ำการบนัทกึค่าการดดูกลนืคลืน่

แสงของ DPPH ที่ความยาวคลื่น 517 นาโนเมตร (OD
517

) 

ด้วยเคร่ืองสเปคโตโฟโตมิเตอร์ หลังจากที่บ่ม (incubate) 

สารทดสอบกับ DPPH ที่อุณหภูมิห้อง ในที่มืด เป็นเวลา 30 

นาที จากนั้นน�ำค่าที่วัดได้ไปค�ำนวณค่าเปอร์เซ็นต์การยับยั้ง

อนุมูลอิสระ DPPH (% inhibitory) ค่า OD
517

 ที่ได้มาจาก

การทดลองท�ำซ�้ำ 3 ครั้ง (triplicate) เพื่อใช้ค�ำนวณและ

รายงานเป็นค่าเฉล่ีย (mean) และค่าเบี่ยงเบนมาตรฐาน 

(standard deviation, SD) วิธีการค�ำนวณค่า เปอร์เซ็นต์

การยับยั้งอนุมูลอิสระ DPPH ในสมการที่ 1

	 % การยับยั้งอนุมูลอิสระ DPPH = [(A
0 
- (A

S 
- B

S
)/ A

0
] x 100		  สมการที่ 1

จากสมการที่ 1 เมื่อ A
0
 คือ ค่า OD

517
 ของสารละลาย DPPH; A

S
 คือ ค่า OD

517
 ของสารละลาย DPPH ผสมกับ

สารทดสอบ (สารสกัดหยาบจากใบต้นจ�ำปี หรือจ�ำปา หรือสารต้านอนุมูลอิสรมาตรฐาน BHT) B
S
 คือ ค่า OD

517
 ของสาร

ทดสอบ

จากนั้นค่า OD
517

 แต่ละค่าที่ค�ำนวณได้จากสมการที่ 1 จะใช้ค�ำนวณหาค่า inhibitory concentration at 50% 

(IC
50
) ต่ออนุมูลอิสระ DPPH ดังสมการที่ 2 คือ
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         	                Y = mX + c 							       สมการที่ 2

จาก สมการที่ 2 เมื่อก�ำหนดให้ค่าแกน Y คือ %การยับยั้งอนุมูลอิสระ DPPH; ค่าแกน X คือ ความเข้มข้นของสาร

ทดสอบ (สารสกัดหยาบจากใบต้นจ�ำปี หรือจ�ำปา หรือสารต้านอนุมูลอิสรมาตรฐาน BHT) มีหน่วยเป็น มิลลิกรัม/มิลลิลิตร; 

ค่า m คือค่าความชันของกราฟ (slope); ค่า c คือจุดตัดบนแกน Y 

โดยให้มีความหนาแน่นของเซลล์ (cell density) 5 x 103 

เซลล์ต่อหลุม จากนั้นบ่มใน CO
2
 incubator เป็นเวลา 

24 ชั่วโมง เติมสารสกัดหยาบจากใบต้นจ�ำปีหรือจ�ำปา

ความเข้มข้นที่ 0-100 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร จากนั้นจึงบ่ม

ต่อใน CO
2
 incubator เป็นเวลา 48 ชัว่โมง น�ำไปวดัการรอด

ชีวิตของเซลล์ (cell survive) ด้วยวิธี MTT assay [16] วิธี

การคือเติมสารละลาย MTT ให้มีความเข้มข้นสุดท้ายที่ 5 

มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ใน 96-well microplate บ่มต่อใน 

CO
2
 incubator เป็นเวลา 3 ชั่วโมง จะเกิดผลึก Formazan 

จากนัน้ละลายผลกึด้วย DMSO แล้ว น�ำไปวดัค่าการดูดกลนื

แสงที่ความยาวคลื่น 540 นาโนเมตร (OD
540

) เปรียบเทียบ

กลุ่มที่เป็นตัวแปรควบคุม (solvent control) กับกลุ่ม

ทดสอบทีใ่ส่สารสกดัหยาบจากใบต้นจ�ำปีหรอืจ�ำปา ค�ำนวณ

ค่า % การยบัยัง้การเจรญิเตบิโตของเซลล์ (% inhibition of 

cell proliferation) ดังสมการที่ 3

 

ในการค�ำนวณค่า IC
50
 สามารถหาได้จากการเขียน

กราฟความสัมพันธ์ระหว่างข้อมูลของ % การยับยั้งอนุมูล

อสิระ DPPH กบัความเข้มข้นของสารทดสอบทีค่่าต่างๆ เพือ่

ท�ำการค�ำนวณหาค่าความชันของกราฟ จากนั้นในสมการที่ 

2 แทนค่า Y=50 (% การยบัยัง้อนมุลูอสิระที ่50% หรอื IC
50
) 

และค่าความชันที่ได้จากการค�ำนวณข้างต้น ซึ่งจะสามารถ

ค�ำนวณค่าความเข้มข้น (X) ของสารทดสอบที่มีค่า IC
50
 ได้ 

4. การยับยั้งการเจริญของเซลล์มะเร็งท่อน�้ำดี ชนิด 

RMCCA-1 เซลล์ท่อน�ำ้ดปีกตชินดิ MMNK-1 ของสารสกดั

หยาบจากใบ ต้นจ�ำปีและจ�ำปา

การทดสอบความสามารถในการยับยั้งการเจริญ

เตบิโตของเซลล์ด้วยการใช้สารสกัดหยาบจากใบต้นจ�ำปีและ

จ�ำปาโดยการเปรยีบเทยีบกนัระหว่างเซลล์มะเรง็ท่อน�ำ้ดชีนดิ 

RMCCA-1 และเซลล์ท่อน�้ำดีปกติ (cholangiocyte ชนิด 

MMNK-1) เลี้ยงเซลล์ทั้งสองชนิดใน 96-well microplate 

	 % การยับยั้งการเจริญเติบโตของเซลล์ = 100 – {A
Control

 / A
Treatment

) x 100}		  สมการที่ 3

จากสมการที่ 3 เมื่อ A
Control

 คือ ค่า OD
540

 ของสารละลายเซลล์ที่เป็น solvent control; A
Treatment

 คือ ค่า OD
540

 

ของสารละลายเซลล์ที่เติมสารสกัดหยาบจากใบต้นจ�ำปีหรือจ�ำปา 

ค่า % การยบัยัง้การเจรญิเตบิโตของเซลล์ทีไ่ด้จาก

สมการที่ 3 น�ำไปเขียนกราฟความสัมพันธ์ระหว่างข้อมูล % 

การยับยั้งการเจริญเติบโตของเซลล์กับความเข้มข้นของสาร

สกดัหยาบจากใบต้นจ�ำปีหรอืจ�ำปาทีค่า่ต่าง ๆ  ชดุข้อมลูทีไ่ด้

นี้น�ำไปหาค่าการยับยั้งการเจริญเติบโตที่ 50% (inhibitory 

concentration of cell proliferation at 50% หรือ IC
50
) 

ด้วยการใช้สมการหาความสัมพันธ์แบบ Sigmoidal curve 

ด้วยโปรแกรม KaleidaGraph (Synergy Software. 

Copyright 1995-2004; Version 4.0) ด้วยหลักการ

วเิคราะห์ข้อมลูทีเ่รยีกว่า non-linear fitting algorithm ของ

ตัวโปรแกรม ดังสมการที่ 4
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	 Y = {C
1
+(C1

1
-C

2
)} / {1+(X/C

3
)^C

4
}						      สมการที่ 4

จากสมการที่ 4 เมื่อชุดข้อมูลถูกน�ำไปค�ำนวณในสมการดังกล่าวด้วยวิธี non-linear fitting algorithm ค่า Y คือ 

% การยับยั้งการเจริญเติบโตของเซลล์ โดยการหาค่านี้จะแทนค่า Y=50 (IC
50
); C

1
 คือค่า % การยั้บยั้งการเจริญเติบโตของ

เซลล์ที่มีค่าต�่ำสุดของชุดข้อมูลทั้งหมด; C
2
 คือค่า % การยั้บยั้งการเจริญเติบโตของเซลล์ที่มีค่าสูงที่สุดของชุดข้อมูลทั้งหมด; 

C
3
 คือ ค่าประมาณ % การยับยั้งการเจริญเติบโตที่ 50% โดยโปรแกรมจะท�ำการค�ำนวณโดยยึดเอาจ�ำนวนชุดข้อมูลที่มี

ทั้งหมด; C
4
 คือ ค่าความชันของสมการ (slope) บริเวณชุดข้อมูลที่มีลักษณะความสัมพันธ์เชิงเส้นตรง 

5. วิธีการวิเคราะห์ทางสถิติ 

ในการวิเคราะห์ค่าความแตกต่างของการยับยั้ง

อนุมูลอิสระ DPPH ที่ 50% หรือการยับยั้งการเจริญเติบโต

ของเซลล์ที่ 50% เปรียบเทียบระหว่างกลุ่มการทดลอง

ควบคุม และกลุ่มทดสอบในการทดลองนี้ วิเคราะห์ผลความ

ต่างอย่างมีนัยส�ำคัญด้วยการก�ำหนดความต่างอย่างมีนัย

ส�ำคัญที่ P-value < 0.05 ด้วย one-way ANOVA ด้วย

ซอฟท์แวร์ SPSS (Version 16, SPSS Inc. Chicago, IL, 

USA)

ผลการวิจัย

1. ปริมาณสารสกัดหยาบจากใบจ�ำปีและใบจ�ำปา

สารตัวอย่างจากใบจ�ำปีและจ�ำปาท่ีเก็บใบในช่วง

เดือนมกราคม เดือนเมษายน และเดือนมิถุนายน ปี พ.ศ. 

2559 ที่แช่ด้วยตัวท�ำละลายอินทรีย์ เฮกเซน เอทิลอะซิเตท 

และเมทานอล ตามล�ำดับ เมื่อน�ำไประเหยตัวท�ำละลายออก

แล้วท�ำให้แห้ง จะได้ลักษณะสารสกดัหยาบใบจ�ำปีและจ�ำปา

ในชั้นของเฮกเซนมีสีด�ำเแห้ง ในชั้นของเอทิลอะซิเตทและ

เมทานอลมีลักษณะคล้ายกันคือ มีสีด�ำและเหนียว และ % 

สารสกัดหยาบต่อน�้ำหนักแห้งของสารสกัดหยาบจ�ำปีและ

จ�ำปาพบว่า ไม่มีความสัมพันธ์กับช่วงเดือนที่เก็บใบตัวอย่าง 

แต่จะขึ้นอยู่กับตัวท�ำละลายที่ใช้ในการสกัดโดยพบว่า ในตัว

ท�ำละลายเมทานอลจะสกดัสารจากใบตนัจ�ำปีและจ�ำปามีค่า

เฉล่ีย 43.13 กรมั% และ 63.23 กรมั% ตามล�ำดบั ซึง่มากกว่า

ตัวท�ำละลายเฮกเซนและเอทิลอะซิเตท แสดงดังตารางที่ 1
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ตารางที่ 1 ความเข้มข้นของสารสกัดหยาบ กรัม% และความสามารถในการต้านสารอนุมูลอิสระ DPPH ที่ 50% (IC
50
) ของ

 สารสกัดหยาบใบต้นจ�ำปีและจ�ำปา 

ใบจ�ำปี ใบจ�ำปา

สาร/

ตัวท�ำละลาย

เดือน *สารสกัด

หยาบ 

กรัม%

**IC
50
 

มิลลิกรัม/

มิลลิลิตร

สาร/

ตัวท�ำละลาย

เดือน *สารสกัด

หยาบ 

กรัม%

**IC
50

มิลลิกรัม/

มิลลิลิตร

BHT   0.048 ± 0.002 BHT    0.048 ± 0.002

Hexane มกราคม 42.62 0.300 ± 0.015 Hexane มกราคม 63.54 0.768 ± 0.088

เมษายน 54.5 0.379 ± 0.033 เมษายน 33.01 0.484 ± 0.039

มิถุนายน 18.73 0.434 ± 0.014 มิถุนายน 20.36 0.346 ± 0.030

เฉลี่ย 38.16 เฉลี่ย 38.97

Ethyl acetate มกราคม 3.22 0.464 ± 0.012 Ethyl acetate มกราคม 36.75 0.131 ± 0.002

เมษายน 20.80 0.305 ± 0.010 เมษายน 23.66 0.176 ± 0.005

มิถุนายน 42.42 0.157 ± 0.004 มิถุนายน 21.08 0.129 ± 0.028

เฉลี่ย 22.14 เฉลี่ย 27.16

Methanol มกราคม 39.89 0.079 ± 0.001 Methanol มกราคม 41.52 0.018 ± 0.001

เมษายน 46.36 0.054 ± 0.0004 เมษายน 51.21 0.064 ± 0.001

มิถุนายน 43.14 0.055 ± 0.001 มิถุนายน 96.96 0.018 ± 0.001

เฉลี่ย 43.13 เฉลี่ย 63.23 
หมายเหตุ *% น�้ำหนักแห้งของสารสกัดในแต่ละช่วงเดือนของสารสกัดในแต่ละตัวท�ำละลายอินทรีย์

   **ข้อมูลที่ได้จากการท�ำซ�้ำ 3 ครั้งแล้วหาค่าเฉลี่ย (mean) และค่าเบี่ยงเบนมาตรฐาน (standard deviation; SD)

2. การต้านสารอนมุลูอสิระ DPPH ของสารสกดัหยาบจาก

ใบต้นจ�ำปีและจ�ำปี 

น�ำสารสกดัหยาบใบจ�ำปีและจ�ำปามาทดสอบฤทธิ์

ต้านสารอนมุลูอสิระ โดยเปรยีบเทยีบกบัสารต้านอนมุลูอสิระ

มาตรฐาน BHT พบว่า สารสกัดหยาบจากตัวท�ำลายอินทรีย์

ที่มีขั้วมากที่สุดในการทดลองนี้ คือ เมทานอล สามารถสกัด

สารทีอ่อกฤทธิต้์านอนมุลูอสิระได้ดกีว่าตวัท�ำละลายอนิทรย์ี

ทีไ่ม่มขีัว้ คอื เฮกเซน สารสกัดหยาบจากใบต้นจ�ำปีและจ�ำปา

ในเมทานอลมีฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ DPPH ดีที่สุดมีค่า IC
50 

เท่ากับ 0.054±0.0004 และ 0.018±0.001 มิลลิกรัมต่อ

มลิลลิติร ตามล�ำดบั และพบว่าสารสกดัหยาบจากใบต้นจ�ำปา

ในเมทานอลมีฤทธิ์ต ้านอนุมูลอิสระ DPPH เท ่ากับ 

0.018±0.001 มลิลกิรมัต่อมลิลลิติร มค่ีาการต้านอนมุลูอสิระ 

DPPH ดกีว่าสารต้านอนมุลูอสิระมาตรฐาน BHT ซึง่มค่ีา IC
50
 

เท่ากับ 0.048±0.002 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร (ตารางที่ 1) 

3. การยับยั้งการเจริญของเซลล์มะเร็งท่อน�้ำดีชนิด 

RMCCA-1 และเซลล์ท่อน�้ำดีปกติชนิด MMNK-1

การทดสอบการยับยั้งการเจริญเติบโตของเซลล์

มะเร็งท่อน�้ำดีชนิด RMCCA-1 และเซลล์ท่อน�้ำดีปกติ ชนิด 

MMNK-1 พบว่าการใช้ความเข้มข้นของสารสกัดหยาบจาก

ใบต้นจ�ำปีและจ�ำปาในตัวท�ำละลายอินทรีย์แต่ละชนิด ที่



ว. วิทย. เทคโน. หัวเฉียวเฉลิมพระเกียรติ 37ปีที่ 5 ฉบับที่ 1 มกราคม - มิถุนายน  2562

ความเข้มข้นของสารสกัดหยาบความเข้มข้น 50 ไมโครกรัม

ต่อมิลลิลิตร โดยท�ำการทดสอบเปรียบเทียบตัวท�ำละลายที่

ใช้ในการสกดั (solvent control) เกณฑ์ในการพจิารณาการ

เลอืกสารทีจ่ะศกึษาต่อไปคอื สารสกดัหยาบทีย่บัยัง้การเจรญิ

เติบโตของเซลล์ RMCCA-1 ได้มากกว่า 80% ขึ้นไป และมี

ความแตกต่างในการยบัยัง้การเจรญิเตบิโตของเซลล์ท่อน�ำ้ดี

ปกติ MMNK-1 อย่างมีนัยยะส�ำคัญ (P-value < 0.05) 

(ภาพท่ี 1) ผลการทดลองพบว่ามีเพียงสารสกัดจากใบต้น

จ�ำปา ที่เก็บได้จากเดือนมกราคม โดยสกัดในตัวท�ำละลาย

เอทลิ อะซิเตท (01MC-E) จากน้ันน�ำสารสกดัหยาบชัน้เอทลิ

อะซิเตท (01MC-E) มาทดสอบหาค่าการยับยั้งการเจริญ

เติบโตของเซลล์ที่ 50% (IC
50
) ของเซลล์มะเร็งท่อน�้ำดีชนิด 

RMCCA-1 มีค่าเท่ากับ 13.55+0.91 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร 

(ภาพที่ 2) เมื่อเปรียบเทียบกับเซลล์ท่อน�้ำดีปกติ MMNK-1 

พบว่ามีค่า IC
50
 ที่มากกว่า 400 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร 

สารสกัดจากตัวอย่างที่ 1 (เดือนมกราคม)

สารสกัดจากตัวอย่างที่ 2 (เดือนเมษายน)

สารสกัดจากตัวอย่างที่ 3 (เดือนมิถุนายน)

ภาพที่ 1 % การยับยั้งการเจริญเติบโตระหว่างเซลล์มะเร็งท่อน�้ำดีชนิด RMCCA-1 และเซลล์ท่อน�้ำดีปกติ MMNK-1 โดย

ใช้ความเข้มข้นของสารสกัดหยาบจากใบต้นจ�ำปีและจ�ำปา โดย 01-ตัวอย่างเดือนมกราคม 02-ตัวอย่างเดือนเมษายน 03-ตัวอย่าง

เดอืนมถุินายน สารสกัดหยาบจากจ�ำปี (MA) และจ�ำปา (MC) ตวัท�ำละลายทีใ่ช้ในการสกดั H-เฮกเซน E-เอทลิอะซเิตท และ M-เมทานอล 

และ * แสดงความแตกต่างอย่างมีนัยส�ำคัญ โดย P-value < 0.05 ด้วย one-way ANOVA ด้วยซอฟท์แวร์ SPSS (Version 16, SPSS 

Inc. Chicago, IL, USA)	
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ภาพที่ 2 ค่าการยับยั้งการเจริญเติบโตของเซลล์มะเร็งท่อน�้ำดีที่ 50% (IC
50
) เท่ากับ 13.55 + 0.91 ไมโครกรัมต่อ

มิลลิลิตร (triplicate) เมื่อทดสอบกับสารสกัดหยาบที่ได้จากใบต้นจ�ำปา ตัวอย่างที่ 1 เดือนมกราคมในตัวท�ำละลายเอทิล

อะซิเตท (ผลการทดลองจากการท�ำ triplicate (n=3) ค�ำนวณค่า IC
50
 ด้วยวิธี non-linear algorithm ด้วยโปรแกรม 

KaleidaGraph (Synergy Software. Copyright 1995-2004; Version 4.0

อภิปรายและสรุปผลการวิจัย

1. ความสามารถในการต้านอนุมูลอิสระ DPPH ของสาร

สกัดหยาบจากใบต้นจ�ำปีและจ�ำปา 

 จากการทดสอบสารสกัดหยาบจากใบจ�ำปีและ

จ�ำปาที่ได้เก็บใบตัวอย่างในช่วงเวลา 3 ช่วง คือ ช่วงเวลาที่ 

1 เดือนมกราคม ช่วงเวลาที่ 2 เดือนเมษายน และช่วงเดือน

ที่ 3 เดือนมิถุนายน ในแต่ละตัวท�ำละลายที่ใช้ในการสกัดคือ 

เฮกเซน เอทิล อะซิเตท และเมทานอล และสถิติที่ใช้ในการ

วิเคราะห์ตัวอย่างที่ได้จากท้ังสามช่วงเวลา คือ One-way 

ANOVA แบบ single factor โดยก�ำหนดค่าความเชื่อมั่นที่ 

95% (P-value = 0.05) พบว่าสารสกัดหยาบจากใบต้นจ�ำปี

และจ�ำปาในชัน้เฮกเซน มค่ีาความสามารถในการต้านอนมุลู

อิสระ DPPH ที่ความเข้มข้น 50% (IC
50
) ใกล้เคียงกัน อยู่ใน

ช่วง 0.300-0.768 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ในชั้นเอทิลอะซิเต

ทสารสกัดหยาบใบต้นจ�ำปีมีค่า IC
50
 ในช่วง 0.157-0.464 

มลิลกิรมัต่อมลิลลิติร ส่วนสารสกดัหยาบใบต้นจ�ำปามค่ีา IC
50
 

ในช่วง 0.129-0.176 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร พบว่าสารสกัด

หยาบใบต้นจ�ำปามีความสามารถต้านอนุมูลอิสระได้ดีกว่า

สารสกัดหยาบจากใบต้นจ�ำปี เพราะมีองค์ประกอบของสาร

ที่ออกฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระแตกต่างกัน [17] และสารสกัด

หยาบใบต้นจ�ำปีและจ�ำปาในช้ันเมทานอลมีค่า IC
50
 ในช่วง 

0.018-0.079 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร จากผลการทดลอง

ดงักล่าวพบว่าสารสกดัหยาบ ใบต้นจ�ำปีและจ�ำปาจากในชัน้

เมทานอลมีความสามารถในการต้านอนุมูลอิสระดีที่สุด 

รองลงมาคือ เอทลิอะซเิตทและเฮกเซน ตามล�ำดบั โดยเฉพาะ

สารสกัดหยาบใบต้นจ�ำปาในชั้นเมทานอลมีฤทธิ์ในการต้าน

อนุมูลอิสระ DPPH ที่ความเข้มข้น 50% (IC
50
) ดีที่สุดคือ 

0.018 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร เมื่อเทียบกับสารต้านอนุมูล

อิสระมาตรฐาน BHT มีฤทธิ์สูงกว่า 2 เท่า ซึ่งมีผลสอดคล้อง

กับการศึกษาหาความสามารถในการต้านอนุมูลอิสระของ

สารสกัดหยาบใบจ�ำปาในเมทานอล [18] และโดยภาพรวม

ส่วนใหญ่ค่าความสามารถในการต้านอนุมูลอิสระ DPPH ได้

ดีที่สุด จะเป็นสารสกัดที่เก็บใบในช่วงเดือนมิถุนายน เมื่อ

พิจารณาจากค่า IC
50 

ซึ่งสอดคล้องกับงานวิจัยที่พบว่าจ�ำปา

มีองค์ประกอบทางเคมีของน�้ำมันหอมระเหยที่แยกได้จาก

ดอก ใบ และผล ในช้ันเฮกเซนที่มีฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ 

ประกอบด้วย β-sitosterol, glucoside, parthenolide, 

dihydroparthenolide, micheliolide, germacranolide, 

constinolide, iriodenine, macheline A, urshinsunine, 

oxoushinsunine และ magnoflorine [19] มีรายงานพบ

สารพฤกษเคมทีีแ่ยกจากใบของจ�ำปีได้ 21 ชนดิเพือ่การรกัษา

โรคมะเร็ง และต้านอนุมูลอิสระ [20] และพบสารประกอบ 

37 ชนิดที่สกัดได้จากใบต้นจ�ำปาในเมทานอล [21] จากการ

ทดลองนี้ท�ำให้ได ้ข ้อมูลเบื้องต้นเกี่ยวกับระยะเวลาที่
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เหมาะสมในการเก็บตัวอย่างใบต้นจ�ำปีและจ�ำปา เพื่อสกัด

สารน�ำไปทดสอบความสามารถทางชวีภาพด้านต่าง ๆ  ซึง่จะ

น�ำไปสูก่ารพัฒนาต่อยอด ในอนาคตอาจเป็นสมนุไพรทีไ่ด้รับ

การยอมรับว่าการรักษาได้จริงในอนาคต

2. การยับยั้งการเจริญเติบโตของเซลล์มะเร็งท่อน�้ำดีชนิด 

RMCCA-1 เปรียบเทียบกับเซลล์ท่อน�้ำดีปกติ MMNK-1 

จากการทดสอบการยับยั้งการเจริญเติบโตของ

เซลล์มะเร็งท่อน�้ำดีโดยใช้สารสกัดหยาบจ�ำปีและจ�ำปา 

พบว่าสารสกัดหยาบจากใบต้นจ�ำปีมีความสามารถในการ

ยบัยัง้การเจริญเตบิโตของเซลล์มะเรง็ท่อน�ำ้ดชีนดิ RMCCA-1 

ได้ โดยเฉพาะสารสกดัจากใบจ�ำปีและจ�ำปาทีเ่กบ็ในช่วงเดอืน

มกราคมในชัน้ตวัท�ำละลายเอทลิอะซเิตท มีความสามารถใน

การยับยั้งการเจริญเติบโตของเซลล์มะเร็งท่อน�้ำดีชนิด 

RMCCA-1 ได้ดทีีส่ดุเมือ่เทยีบกบัสารสกดัตวัอืน่ ๆ  โดยพบว่า 

มี IC
50
 เท่ากับ 13.55 ± 0.91 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ช่วง

เวลาในการเก็บตัวอย่างเพื่อการสกัดสารน้ันมีผลต่อสารที่มี

ประสิทธภิาพ (active ingredient) ทีแ่ตกต่างกนั ดงันัน้ การ

ศึกษาเรื่องความสัมพันธ์และช่วงเวลาท่ีมีการสังเคราะห์ใน

จ�ำปีและจ�ำปาที่มีฤทธ์ิต้านการเจริญเติบโตของเซลล์มะเร็ง

ท่อน�้ำดีนั้นจึงควรศึกษาต่อไปในอนาคต 
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