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บทคัดย่อ 

 งานวิจัยน้ีมีวัตถุประสงค์เพื่อศึกษาฤทธ์ิต้านอนุมูลอิสระและความเป็นพิษต่อเซลล์มะเร็งในหลอดทดลองของสารสกัด
ใบกระท่อม โดยการตรวจสอบฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระด้วยวิธี DPPH assay และ Metal chelating assay รวมถึงการทดสอบ
ความเป็นพิษต่อเซลล์มะเร็งในมนุษย์ ซึ่งได้แก่ เซลล์มะเร็งล าไส้ใหญ่ (HT29) เซลล์มะเร็งช่องปาก (KB) เซลล์มะเร็งเต้านม 
(MCF7) และเซลล์มะเร็งตับ (HepG2) ด้วยวิธี MTT assay ผลการศึกษาพบว่าสารสกัดใบกระท่อมที่ความเข้มข้นต่าง ๆ มีฤทธ์ิ
ต้านอนุมูลอิสระแตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (p<0.05) โดยวีธี DPPH assay มีค่า SC50 เท่ากับ 43 ไมโครกรัมต่อ
มิลลิลิตร และวิธี Metal chelating assay มีค่า MC50 มากกว่า 500 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร สารสกัดใบกระท่อมก่อให้เกิด
ความเป็นพิษสูงสุดต่อเซลล์ HepG2 (IC50= 593 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร) รองลงมาคือ เซลล์ KB (IC50= 1,178 ไมโครกรัมต่อ
มิลลิลิตร), เซลล์ MCF7 (IC50= 1,412 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร) และเซลล์ HT29 (IC50= 2,343 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร) 
ตามล าดับ งานวิจัยน้ีแสดงให้เห็นว่าสารสกัดใบกระท่อมมีศักยภาพเป็นแหล่งสารต้านอนุมูลอิสระตามธรรมชาติและสามารถ
น าไปพัฒนาเป็นยารักษาโรคมะเร็ง อีกทั้งเป็นหลักฐานทางวิทยาศาสตร์ที่สนับสนุนการใช้พืชกระท่อมในภูมิปัญญาไทยส าหรับ
การรักษาโรคมะเร็ง 

ค าส าคัญ: ฤทธ์ิต้านอนุมูลอิสระ ความเป็นพิษต่อเซลล์ การศึกษาในหลอดทดลอง พืชกระท่อม 
 

Abstract 

 This research aimed to study in vitro antioxidant and cytotoxic activities of Mitragyna speciose Kort. 
leaf extract (Kratom leaves extract). The antioxidant properties were determined using DPPH assay and Metal 
chelating assay. The Kratom leaves extract was also tested for in vitro cytotoxic potential against various 
human cancer cell lines including HT29, KB, MCF7 and HepG2 by MTT assay. The results showed that Kratom 
leaves extract at various concentrations of antioxidant activity were statistically significant differences 
(p<0.05). It could scavenge DPPH radical (SC50= 43 µg/ml) and exert a metal chelating activity (MC50 >500 
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µg/ml). The cytotoxicity to human cancer cell lines showed the highest cytotoxic activity against HepG2 
(IC50= 593 µg/ml) followed by KB (IC50= 1,178 µg/ml), MCF7 (IC50= 1,412 µg/ml) and HT29 (IC50= 2,343 µg/ml) 
respectively. Based on this research, Kratom leaf extract has the potential to be a natural antioxidant and 
can be developed into a therapeutic agent for treating cancer. In addition, it provides scientific evidence to 
support the use of Kratom in Thai wisdom for cancer treatments. 
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บทน า 
 ในอดีตพืชกระท่อมจัดอยู่ในพืชเสพติด (Narcotic Plants) ประเภทที่ 5 ตามพระราชบัญญัติยาเสพติดให้โทษ            
พ.ศ. 2522 ดังนั้นการน ามาใช้ประโยชน์ทางการแพทย์ การศึกษาวิจัย และการครอบครอง หากยังไม่ได้รับอนุญาตจาก
ส านักงานคณะกรรมการอาหารและยา กระทรวงสาธารณสุข ถือว่าผู้น้ันมีความผิดตามกฎหมายต้องระวางโทษ ต่อมาได้มีการ
ประกาศพระราชบัญญัติยาเสพติดให้โทษ ฉบับที่ 8 พ.ศ. 2564 มีผลท าให้พืชกระท่อมถูกปลดออกจากยาเสพติดให้โทษ 
ประเภทที่ 5 ซ่ึงมีผลบังคับใช้ตั้งแต่วันที่ 24 สิงหาคม 2564 ที่ผ่านมา ท าให้ประชาชนสามารถปลูก ครอบครอง และจ าหน่าย
หรือน ามาบริโภคได้อย่างเสรีไม่ผิดกฎหมาย รวมถึงสามารถน ามาศึกษาวิจัยในคุณค่าของพืชกระท่อม ได้อย่างสะดวกยิ่งขึ้น  
 พืชกระท่อม (Mitragyna speciose Kort., Kratom) เป็นพืชพื้นถิ่นที่พบมากในแถบเอเชียตะวันออกเฉียงใต้และ
บริเวณเขตภาคใต้ของประเทศไทย ส าหรับชาวบ้านภาคใต้ของประเทศไทยถือว่าพืชกระท่อมมีความผูกพันทางวัฒนธรรม
ท้องถิ่นมาช้านาน จึงรู้จักพืชชนิดนี้เป็นอย่างดี มีรายงานและการให้สัมภาษณ์จากชาวบ้านบอกถึงประโยชน์จากการ ใช้พืช
กระท่อม ได้แก่ ช่วยให้ท างานได้มากขึ้น ไม่เกียจคร้านในการงาน แก้ปวดเมื่อย แก้ไอ แก้ไข้ ขับพยาธิ รักษาโรคมะเร็ง 
เบาหวาน เริม งูสวัด โรคผิวหนัง แก้แผลอักเสบ แก้ท้องร่วงและลดความดันโลหิตสูง เป็นต้น โดยการฉีกก้านใบทิ้งแล้วขบเคี้ยว 
ต้มดื่ม บดผงหรืออาจผสมเข้ากับสมุนไพรอื่น ๆ  เป็นต ารับยาเฉพาะ [1] ซึ่งต าราเภสัชกรรมไทยได้ระบุรสยาของใบกระทอ่ม  
ว่ามีรสขมเฝื ่อน (ฝาด) เมา มีฤทธิ ์ทางสมาน แก้ปวดท้อง แก้บิด ปวดเบ่ง ท้องร่วงลงแดง แก้ปวดเมื ่อยตามร่างกาย               
ถ้ารับประทานมากอาจท าให้เมา อาเจียน คอแห้งได้ นอกจากนี้คัมภีร์แพทย์ไทยแผนโบราณเล่ม 1 และเล่ม 3 ของอ าพัน              
กิตติขจร (ขุนโสภิตบรรณลักษณ์) [2, 3] กล่าวถึงพืชกระท่อมว่าเป็นส่วนประกอบหน่ึงในต ารับยา ได้แก่ ยาประสะใบกระท่อม 
ยาหนุมานจองถนนปิดมหาสมุทร ยาท าให้อดฝิ่น ยาแก้บิดลงเป็นเลือด ยาแก้บิดหัวลูก เป็นต้น จากข้อมูลข้างต้นท าให้เห็นว่า
พืชกระท่อมถูกน ามาใช้ตั้งแต่สมัยโบราณตามภูมิปัญญาบรรพบุรุษที่ได้มีการลองผิดลองถูกจนสามารถสรุปและเขียนเป็นต ารา
ยาไทยสืบทอดกันมาจนถึงปัจจุบัน ส าหรับในด้านวิทยาศาสตร์มีหลักฐานงานวิจัยพบว่าสารสกัดกระท่อมมีฤทธ์ิต้านจุลชีพและ
ฤทธ์ิต้านอนุมูลอิสระ [4] ฤทธ์ิต้านการอักเสบและฤทธ์ิแก้ปวด [5, 6] ซ่ึงฤทธ์ิทางชีวภาพดังกล่าวอาจเป็นเพราะในใบกระท่อมมี
สารพฤกษเคมีหลากหลายกลุ่ม เช่น alkaloids, flavonoids, triterpenes, steroids, saponins และ tanins [7, 8] ส าหรับ
การแยกสารบริสุทธ์ิของสารสกัดใบกระท่อมพบสารไมทราไจนีน (mitragynine) ซ่ึงจัดอยู่ในกลุ่ม indole alkaloids เป็นสาร
กลุ่มใหญ่และเป็นสารส าคัญหลัก [9] และมีศักยภาพเป็นสารต้านมะเร็ง [10]  
 สารไมทราไจนีน ในกลุ่ม indole alkaloids ของใบกระท่อมนั้น อาจมีฤทธิ์ต้านเซลล์มะเร็งตามธรรมชาติ ซึ่งเป็นที่
น่าสนใจของนักวิจัยหลายท่านที่พยายามค้นหาพืชสมุนไพรต่าง ๆ ตามธรรมชาติ เพื่อน ามาพัฒนาเป็นยาต้านมะเร็งไว้เป็น
ทางเลือกหน่ึงของการรักษาโรคมะเร็งและลดค่าใช้จ่ายในการน าเข้ายาเคมีบ าบัดจากต่างประเทศ ตามรายงานทะเบียนมะเร็ง
ระดับโรงพยาบาล พ.ศ. 2564 ของสถาบันมะเร็งแห่งชาติ กระทรวงสาธารณสุข ได้จัดกลุ่มโรคมะเร็งที่พบมากที่สุด 5 อันดับ
แรกของเพศชาย ได้แก่ โรคมะเร็งตับและท่อน ้าดี โรคมะเร็งล าไส้ใหญ่และล าไส้ตรง โรคมะเร็งปอดและหลอดลม โรคมะเร็งใน
ช่องปาก และโรคมะเร็งต่อมลูกหมาก ส าหรับเพศหญิง ได้แก่ โรคมะเร็งเต้านม โรคมะเร็งปากมดลูก โรคมะเร็งล าไส้ใหญ่และ
ล าไส้ตรง โรคมะเร็งปอดและหลอดลม และโรคมะเร็งตับและท่อน ้าดี [11] จากการทบทวนงานวิจัยเก่ียวกับฤทธ์ิการยับยั้งหรือ
ความเป็นพิษต่อเซลล์มะเร็งของสารสกัดใบกระท่อมค่อนข้างน้อย โดยเฉพาะอย่างยิ่งในเซลล์มะเร็งเต้านม มะเร็งตับ มะเร็ง
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ล าไส้ใหญ่และมะเร็งช่องปาก ซ่ึงเป็นกลุ่มเซลล์มะเร็งในมนุษย์ที่ใช้เป็นโมเดลในการศึกษาโรคมะเร็งที่ส าคัญข้างต้น ท าให้ขาด
ข้อมูลหลักฐานทางวิชาการที่จะสนับสนุนการใช้ประโยชน์จากพืชกระท่อมในการรักษาโรคมะเร็ง ตามวิถีชีวิตชาวบ้านและหมอ
พื้นบ้านไทย  
 ดังน้ันงานวิจัยครั้งน้ีผู้วิจัยจึงมุ่งเน้นการทดสอบฤทธ์ิต้านอนุมูลอิสระและศึกษาความเป็นพิษต่อเซลล์ของสารสกัดใบ
กระท่อมในเซลล์มะเร็ง เพื่อเป็นข้อมูลที่จะน าไปสู่การต่อยอดความรู้ในการใช้ประโยชน์ทางเภสัชวิทยาและการสนับสนุนองค์
ความรู้ทางภูมิปัญญาไทย 
 
วัตถุประสงค์ของการวิจัย 
 1. เพื่อทดสอบฤทธ์ิต้านอนุมูลอิสระของสารสกัดใบกระท่อม  
 2. เพื่อศึกษาความเป็นพิษต่อเซลล์มะเร็งของสารสกัดใบกระท่อม 
 
วิธีด าเนินการวิจัย 

1. การเตรียมสารสกัดหยาบ 
      น าใบกระท่อมสายพันธุ์ก้านแดงที่ไม่แก่ไม่อ่อน (ใบเพสลาด) เก็บจากหมอพื้นบ้าน หมู่ที่ 1 บ้านทุ่งโพธิ์ ต าบล
พุนพิน อ าเภอพุนพิน จังหวัดสุราษฎร์ธานี ช่วงเดือนมิถุนายน พ.ศ.  2565 มาคัดแยกสิ่งปลอมปน ท าความสะอาดและผึ่ง              
ให้แห้งแล้วน าใบกระท่อม จ านวน 250 กรัม มาหั่นเป็นชิ้นเล็ก ๆ แล้วหมักด้วยตัวท าละลาย 95% เอทานอล 1,500 มิลลิลิตรที่
อุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 7 วัน หลังจากน้ันท าการกรองด้วยกระดาษกรอง (Whatman No.1) และน าสารไประเหยด้วยเครื่อง
ระเหยสารแบบหมุนภายใต้สุญญากาศ (Rotary evaporator) ชั่งหาน ้าหนักของส่วนสารสกัดหยาบ (% Yield) เก็บไว้ใน
โถดูดความชื้น (Desiccator) เพื่อใชในการทดลองต่อไป 

2. การทดสอบฤทธ์ิต้านอนุมูลอิสระ 
2.1 Free radical scavenging activity 

     การทดสอบฤทธิ ์ต ้านอนุมูลอิสระของสารสกัดใบกระท่อม ด้วยวิธี DPPH (2,2-diphenyl-1-picryl 
hydrazyl) โดยดัดแปลงจากวิธีของ Boonpisuttinant และคณะ [12] เตรียมสารสกัดใบกระท่อมที่ความเขมขน 0.5-500 
ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ที่ละลายใน 95% เอทานอล เติมลง 96-well plate ปริมาตร 100 ไมโครลิตร ตามดวยสารละลาย 
DPPH ความเขมขน 0.1 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ปริมาตร 100 ไมโครลิตร ตั้งทิ้งไวในที่มืดเปนเวลา 30 นาที หลังจากน้ันวัดคา
การดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 515 นาโนเมตร ด้วยเครื่อง Microplate reader การทดลองชุดควบคุมใช้ 95% เอทานอล 
ปริมาตร 100 ไมโครลิตร แทนสารสกัด และใช้สารละลาย L-ascorbic acid เป็นสารต้านอนุมูลอิสระมาตรฐาน ท าการทดสอบ 
3 ซ ้า แล้วค านวณหาเปอร์เซ็นต์การต้านอนุมูลอิสระของสารสกัดใบกระท่อมที่ความเข้มข้นต่าง ๆ จากสมการ 

% DPPH radical scavenging activity = [(A0 – A1) / A0] x 100 

     A0 หมายถึง ค่าการดูดกลืนแสงที่ 515 nm ของการทดลองชุดควบคุม 
     A1 หมายถึง ค่าการดูดกลืนแสงที่ 515 nm ของการทดลองชุดที่เติมสารตัวอย่าง    
     น าค่าร้อยละของการยับยั้งที่ระดับความเข้มข้นต่าง ๆ มาสร้างกราฟความสัมพันธ์ระหว่างร้อยละของการ
ยับยั้งและความเข้มข้นของสารสกัดใบกระท่อม เพื่อค านวณค่า SC50 คือ ค่าความเข้มข้นของสารตัวอย่างที่สามารถดักจับ
อนุมูลอิสระได้ร้อยละ 50 

2.2 Metal chelating activity 
     การวิเคราะห์ความสามารถในการจับโลหะของสารสกัดจากธรรมชาติ โดยด ัดแปลงจากวิธ ีของ 
Boonpisuttinant และคณะ [12] เตรียมสารสกัดใบกระท่อมที ่ความเขมขน 0.5-500 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ปริมาตร        
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50 ไมโครลิตร จากน้ันเติมสารละลาย FeCl2 เข้มข้น 1 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร และสารละลาย Ferrozine เข้มข้น 1 ไมโครกรัม
ต่อมิลลิลิตร ใน 1% HCl อย่างละ 50 ไมโครลิตร เติมลงใน 96-well plate เขย่าเพื่อให้สารละลายเข้ากัน จากน้ันน าไปบ่มใน
ที่มืดที่อุณหภูมิห้องนาน 60 นาที น าไปวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 570 นาโนเมตร ด้วยเครื่อง Microplate reader 
โดยใช้ Ethylene diamine tetra-acetic acid (EDTA) เป็นสารมาตรฐาน ท าการทดสอบ 3 ซ ้า แล้วค านวณหาเปอร์เซ็นต์
ยับยั้งการเกิดคีเลชั่นของโลหะ จากสมการ    

% Metal chelation = [(A0 – A1) / A0] x 100 

     A0 หมายถึง ค่าการดูดกลืนแสงที่ 570 nm ของการทดลองชุดควบคุม 
     A1 หมายถึง ค่าการดูดกลืนแสงที่ 570 nm ของการทดลองชุดที่เติมสารตัวอย่าง   
     น าค่าร้อยละของการยับยั้งที่ระดับความเข้มข้นต่าง ๆ มาสร้างกราฟความสัมพันธ์ระหว่างร้อยละของการ
ยับยั้งและความเข้มข้นของสารสกัดใบกระท่อม เพื่อค านวณค่า MC50 คือ ค่าความเข้มข้นของสารตัวอย่างที่สามารถยับยั้งการ
เกิดคีเลชั่นของโลหะได้ร้อยละ 50  

3. การทดสอบความเป็นพิษต่อเซลล์ด้วยวิธี MTT assay 
      การทดสอบความเป็นพิษต่อเซลล์มะเร็งล าไส้ใหญ่ (HT29) มะเร็งช่องปาก (KB) มะเร็งเต้านม (MCF7) และ
มะเร็งตับ (HepG2) ด้วยวิธี MTT assay ทดสอบโดยศูนย์เครื่องมือวิทยาศาสตร์ คณะวิทยาศาสตร์ สถาบันเทคโนโลยีพระจอม
เกล้าเจ้าคุณทหารลาดกระบัง ด้วยวิธีการดังน้ี 
   3.1 วิธีการเตรียมสารตัวอย่าง  
     น าสารสกัดใบกระท่อม ละลายใน 100% Dimethyl Sulfoxide (DMSO) แล้วเจ ือจางด ้วยอาหาร 
Dulbecco's Modified Eagle's Medium (DMEM)  ท ี ่ มี  5% Fetal Bovine Serum (FBS)  ให ้ ม ี ความเข ้ มข ้น เท ่ากับ             
10 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร กรองด้วย Syringe Filter ขนาด 0.22 ไมโครเมตร จากนั้นปรับเจือจางสารสกัดใบกระท่อมให้มี
ความเข้มข้นสุดท้าย เท่ากับ 5,000, 2,500, 1,250, 625 และ 312.5 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร และใช้ความเข้มข้น 1% DMSO 
ส าหรับใช้ในการทดสอบ 
   3.2 วิธีการทดสอบความเป็นพิษต่อเซลล์ 
     เลี้ยงเซลล์จ านวน 1x105 เซลล์ต่อมิลลิลิตร ใน 96-well plate ปริมาตร 100 ไมโครลิตร บ่มเซลล์ในตู้บ่ม
อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ภายใต้บรรยากาศที่ควบคุมความเข้มข้น 5% คาร์บอนไดออกไซด์ นาน 24 ชั่วโมง เม่ือครบเวลา  
ปิเปตอาหารเลี ้ยงเซลล์ในแต่ละหลุมทิ ้งและเติมสารสกัด ใบกระท่อมที่ความเข ้มข้น 5,000, 2,500, 1,250, 625 และ         
312.5 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ลงในหลุมหลุมละ 100 ไมโครลิตร บ่มในตู้บ่มเซลล์นาน 24 ชั่วโมง เม่ือครบเวลาเติมสารละลาย 
3,(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide (MTT) ความเข้มข้น 5,000 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร 
จ านวน 10 ไมโครลิตรต่อหลุม น าไปบ่มในตู้บ่มเซลล์นาน 4 ชั่วโมง จากนั้นปิเปตสารละลาย MTT ทิ้ง และเติมสารที่ละลาย
ผลึก Formazan [100% DMSO : 10% Sodium Dodecyl Sulfate (SDS)] อัตราส่วน 9:1 จ านวน 100 ไมโครลิตรต่อหลุม       
ตั้งโปรแกรมเครื่อง Microplate reader ให้เขย่าก่อนวัดค่าดูดกลืนแสง 5 นาที และวัดค่าดูดกลืนแสงที่ 570 นาโนเมตร 
จากน้ันจึงค านวณหาเปอร์เซ็นต์ cytotoxicity จากสมการ 

% cytotoxicity = [(A – B) / A] x 100 

      A หมายถึง ค่าการดูดกลืนแสงที่ 570 nm ของการทดลองชุดควบคุม (หลุมที่มีเซลล์ในอาหารเพาะเลี้ยง) 
       B หมายถึง ค่าการดูดกลืนแสงที่ 570 nm ของการทดลองชุดที่เติมสารตัวอย่าง 
 โดย A และ B จะต้องน าค่าการดูดกลืนแสงของ Blank (100% DMSO : 10% SDS) มาหักลบออกก่อน  จึงน าไป
ค านวณจากสูตรข้างต้น และหาค่าความเข้มข้นที่มีผลต่อการยับยั้งการเจริญเติบโตที่ร้อยละ 50 (IC50) 
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การวิเคราะห์ข้อมูล  
 การทดลองทั้งหมดท า 3 ซ ้า (Triplicate) แสดงผลการทดลองในรูป ค่าเฉลี่ย±ส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐาน (SD) วิเคราะห์
ความแปรปรวนและเปรียบเทียบความแตกต่างระหว่างค่าเฉลี่ยของแต่ละทรีทเมนท์ โดยวิธี Duncan's Multiple Range Test 
(DMRT) ที่ระดับความเชื่อม่ันร้อยละ 95 ด้วยโปรแกรมส าเร็จรูป SPSS Statistics (version 25.0)  
 
ผลการวิจัย 

  ผลจากการสกัดใบกระท่อม ด้วยวิธีการหมักและระเหยแห้ง มีลักษณะเป็นผงสีเขียวเข้ม ได้ปริมาณร้อยละโดย
น ้าหนักเทียบกับน ้าหนักของพืชสด (% yield) ร้อยละ 5.85 จากการทดสอบฤทธ์ิต้านอนุมูลอิสระด้วยวิธี DPPH assay พบว่า
สารสกัดใบกระท่อมที่ความเข้มข้นต่าง ๆ มีฤทธ์ิต้านอนุมูลอิสระแตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (p<0.05) โดยมีค่าความ
เข้มข้นของสารตัวอย่างที่สามารถดักจับอนุมูลอิสระได้ร้อยละ 50 (SC50) เท่ากับ 43 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร และสารมาตรฐาน 
L-ascorbic acid มีค่า SC50 เท่ากับ 30 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ส่วนการทดสอบฤทธ์ิต้านอนุมูลอิสระด้วยวิธี Metal chelating 
activity พบว่าสารสกัดใบกระท่อมที่ความเข้มข้นต่าง ๆ  มีฤทธ์ิยับยั้งการเกิดคีเลชั่นของโลหะได้แตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญ
ทางสถิติ (p<0.05) โดยมีค่าความเข้มข้นของสารตัวอย่างที่สามารถยับยั้งการเกิดคีเลชั่นของโลหะได้ร้อยละ 50 (MC50) 
มากกว่า 500 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร และสารมาตรฐาน EDTA มีค่า MC50 เท่ากับ 320 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร แสดงดังตาราง
ที่ 1 และตารางที่ 2 

ตารางท่ี 1 ร้อยละการต้านอนุมูลอิสระของสารสกัดใบกระท่อม ด้วยวิธี DPPH assay และ Metal chelating activity (n=3) 

     *ตัวอักษรก ากับที่แตกต่างกันในแนวตั้ง แสดงถึงความแตกต่างกันอย่างนัยส าคัญทางสถิติ (p<0.05) 

ตารางท่ี 2 ค่า SC50  ด้วยวิธี DPPH assay และ MC50  ด้วยวิธี Metal chelating activity (n=3) 

 
 จากการทดสอบความเป็นพิษต่อเซลล์ด้วยวิธี MTT assay พบว่าสารสกัดใบกระท่อมที่ความเข้มข้นต่าง ๆ เกิดความ
เป็นพิษต่อเซลล์มะเร็งทั้ง 4 ชนิด คือ มะเร็งล าไส้ใหญ่ (HT29) มะเร็งช่องปาก (KB) มะเร็งเต้านม (MCF7) และมะเร็งตับ 
(HepG2) โดยมีค่า IC50 เท่ากับ 2,343, 1,178, 1,412 และ 593 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ตามล าดับ แสดงดังตารางที่ 3 ซ่ึงจะ
เห็นว่าภาพจากความเข้มข้นสูงสุดของสารสกัดใบกระท่อมที่ 5,000 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร มีการรอดชีวิตของเซลล์มะเร็งลดลง 
เม่ือเปรียบเทียบกับภาพกลุ่มควบคุมที่ 24 ชั่วโมง แสดงดังภาพที่ 1 

ความเข้มข้นของ 
สารสกัดใบกระท่อม (µg/ml) 

ร้อยละการต้านอนุมูลของสารสกัดใบกระท่อม 

DPPH assay Metal chelating activity 

0.5 22.207 ± 0.152a 8.767 ± 0.323a 

5 27.817 ± 0.286b 14.800 ± 0.235b 

50 54.720 ± 0.405c 17.463 ± 0.850c 

500 95.040 ± 0.135d 23.613 ± 0.702d 

สารทดสอบ SC50 (µg/ml) MC50 (µg/ml) 

สารสกัดใบกระท่อม 43 ± 0.002 >500 
L-ascorbic acid 30 ± 0.001 - 

EDTA - 320 ± 0.000 
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DMEM DMEM+1%DMSO 

DMEM+1%DMSO+5,000 
µg/ml สารสกัดใบกระท่อม 

 
ภาพท่ี 1 แสดงการมีชีวิตรอดของเซลล์มะเร็งชนิดต่าง ๆ ที่เจริญใน DMEM, DMEM+1% DMSO และ DMEM+1% DMSO+

สารสกัดใบกระท่อม 5,000 µg/ml ก าลังขยาย 200 เท่า 
 
ตารางท่ี 3 ค่า IC50 ของสารสกัดใบกระท่อมต่อเซลล์มะเร็งทั้ง 4 ชนิด  

สารทดสอบ ชนิดของเซลล์มะเร็ง IC50 (µg/ml) 

สารสกัดใบกระท่อม 

HT29 2,343 
KB 1,178 

MCF7 1,412 
HepG2 593 

 
อภิปรายและสรุปผลการวิจัย 
 จากการศึกษาฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระด้วยวิธี DPPH assay ซึ่งเป็นการทดสอบความสามารถในการก าจัดอนุมูลอิสระ
ของตัวอย่างสารสกัดต่ออนุมูลอิสระ DPPH ซึ่งเป็นสารสังเคราะห์อยู่ในรูปอนุมูลอิสระที่คงตัวสูง และนิยมใช้ในการทดสอบ 
หากสารสกัดใบกระท่อมมีคุณสมบัติเป็นสารต้านอนุมูลอิสระ จะให้อิเล็กตรอนแก่อนุมูลอิสระ DPPH ส่งผลให้โครงสร้างของ
อนุมูลอิสระ DPPH เปลี่ยนไปเป็นโครงสร้างที่ไม่ใช่อนุมูลอิสระ ท าให้เกิดการเปลี่ยนแปลงของสีจากสีม่วงของอนุมูลอิสระ 
DPPH เป็นสีเหลือง ผลการศึกษาในงานวิจัยน้ีพบว่าสารสกัดใบกระท่อมที่ความเข้มข้นต่าง ๆ มีฤทธ์ิต้านอนุมูลอิสระแตกต่าง
กันอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (p<0.05) และมีค่า SC50 ใกล้เคียงกับสารมาตรฐาน L-ascorbic acid ซ่ึงสอดคล้องกับงานวิจัย
ของ Parthasarathy และคณะ [4] พบว่าฤทธิ ์ต ้านอนุมูลอิสระด้วยวิธี DPPH assay มีค่า IC50 ของสารสกัดน ้า สารสกัด             
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เมทานอล และสารสกัดแอลคาลอยด์จากใบกระท่อม เท่ากับ 213.4, 37.08 และ 104.81 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ตามล าดับ 
และมีรายงานวิจัยของ Yuniarti และคณะ [8] ศึกษาฤทธ์ิต้านอนุมูลอิสระของสารสกัดเอทานอลจากใบกระท่อม ด้วยวิธี DPPH 
assay พบว่าสารสกัดใบกระท่อม มีค่า IC50 เท่ากับ 38.56 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ส าหรับการศึกษาฤทธ์ิต้านอนุมูลอิสระด้วย
วิธี Metal chelating activity เป็นการวิเคราะห์ความสามารถยับยั้งการเกิดคีเลชั่นของโลหะของสารสกัดจากธรรมชาติต่อ
ปฏิกิริยาของสาร FeCl2 กับ Ferrozine หากสารสกัดใบกระท่อมสามารถยับยั้งการเกิดคีเลชั่นของโลหะได้จะท าให้เกิดการ
เปลี่ยนแปลงโครงสร้างปฏิกิริยาของสีจางลง ผลการศึกษาพบว่าสารสกัดใบกระท่อมที่ความเข้มข้นต่าง ๆ มีฤทธ์ิยับยั้งการเกิด 
คีเลชั่นของโลหะได้แตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (p<0.05) ทั้งน้ี ประสิทธิภาพในการจับโลหะของสารสกัดใบกระท่อม 
เมื่อมีระดับความเข้มข้นของสารสกัดสูงขึ้น ความสามารถยับยั้งการเกิดคีเลชั่นของโลหะจะแปรผันตามเช่นกัน ซึ่งยังไม่พบ
รายงานการศึกษาก่อนหน้าน้ีในฤทธ์ิต้านอนุมูลอิสระด้วยวิธี Metal chelating activity ของสารสกัดใบกระท่อม 
 อย่างไรก็ตามการศึกษาฤทธิ ์ต ้านอนุม ูลอิสระทั ้งว ิธ ี  DPPH assay และ Metal chelating activity ในด ้าน
ประสิทธิภาพการต้านอนุมูลอิสระ ขึ้นอยู่กับชนิดและปริมาณของสารพฤกษเคมีในใบกระท่อมที่ท าหน้าที่ต้านอนุมูลอิสระ
แตกต่างกัน โดยสารสกัดใบกระท่อมเป็นสารต้านอนุมูลอิสระได้ดี เมื่อเทียบกับค่าระดับประสิทธิภาพของการเป็นสารต้าน
อนุมูลอิสระ ซ่ึงจัดอยู่ในกลุ่มสารต้านอนุมูลอิสระที่มีประสิทธิภาพสูง [13] จากการกล่าวข้างต้น ในใบกระท่อมมีสารประกอบ 
ฟีนอลได้แก่ flavonoids และ tanins ที่เป็นสารต้านอนุมูลอิสระ จากการศึกษาของ Pengpeng Zhang และคณะ [14] พบ
ปริมาณสารประกอบฟีนอลรวม ในสารสกัดเอทานอลจากใบกระท่อม เท่ากับ 24.62 มิลลิกรัมสมมูลของกรดแกลลิคต่อกรัม
สารสกัด และอาจกล่าวได้ว่าพืชสมุนไพรที่พบสารประกอบฟีนอลปริมาณมากจะมีความสัมพันธ์กับฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระที่ดี 
[15] และมีความเก่ียวข้องกับความสามารถในการจับโลหะ โดยมีรายงานของ Nathan R. Perron และ Julia L. Brumaghim 
[16] ได้ทบทวนการศึกษาปฏิสัมพันธ์ระหว่างสารกลุ่มโพลีฟีนอลกับการจับโลหะ โดยสารกลุ่มฟีนอลจะเป็นตัวดักจับไอออนของ
โลหะได้ 
 การศึกษาการทดสอบความเป็นพิษต่อเซลล์ด้วยวิธี MTT assay เป็นวิธีการตรวจสอบความอยู่รอดของเซลล์หลังจาก
ที่ได้รับตัวอย่างสารสกัด โดยอาศัยหลักการท างานของเอนไซม์ Succinate dehydrogenase ในไมโทคอนเดรียของเซลล์ที่มี
ชีวิตจะสามารถเปลี่ยนสาร 3,(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide (MTT) ที ่มีสีเหลืองให้
กลายเป็นผลึก Formazan ที่มีสีม่วง หากสารสกัดใบกระท่อมมีความสามารถเป็นพิษต่อเซลล์ของมะเร็งได้ ท าให้เซลล์มะเร็ง
ตาย จะมีลักษณะใสไม่มีสีหรือท าให้สีม่วงจางลง ผลการศึกษาพบว่าสารสกัดใบกระท่อมที่ความเข้มข้นต่าง ๆ เกิดความเป็นพิษ
ต่อเซลล์มะเร็งทั้ง 4 ชนิด คือ มะเร็งล าไส้ใหญ่ (HT29) มะเร็งช่องปาก (KB) มะเร็งเต้านม (MCF7) และมะเร็งตับ (HepG2)  
จากงานวิจัยที่มีการรายงานก่อนหน้านี้ พบว่าสารพฤกษเคมีที่ประกอบอยู่ในส่วนต่าง ๆ  ของพืชกระท่อมมีมากกว่า 40 ชนิด    
ที่มีโครงสร้างเป็น alkaloids ซ่ึงจัดอยู่ในกลุ่ม indole alkaloids และเป็นสารไมทราไจนีนอยู่ถึงร้อยละ 66 ของสาร alkaloids 
ทั้งหมด [17] สารไมทราไจนีน จึงเป็นสารส าคัญหลักในพืชกระท่อม โดยสารในกลุ่ม indole alkaloids น้ีจะมีความเป็นพิษต่อ
เซลล์มะเร็งได้ โดยท าหน้าที่ส่งสัญญาณควบคุมระบบการตายของเซลล์มะเร็ง (Regulated Cell Death, RCD) [18] นอกจากน้ี
มีการศึกษาความพิษต่อเซลล์ของสารสกัดใบกระท่อมในเซลล์ปกติ ได้แก่ เซลล์ไต (HEK293) และเซลล์ตับ (HeLa Chang liver 
cells) พบว่าสารสกัดใบกระท่อม ไม่แสดงผลความเป็นพิษต่อเซลล์ปกติ [19] 
 งานวิจัยนี้ได้แสดงให้เห็นว่า สารสกัดเอทานอลจากใบกระท่อมมีฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระโดยเป็นตัวให้อิเล็กตรอนแก่
อนุมูลอิสระได้ดี มีฤทธ์ิยับยั้งการเกิดคีเลชั่นของโลหะ และยังท าให้เกิดความเป็นพิษต่อเซลล์มะเร็งทั้ง 4 ชนิดได้ ซ่ึงเป็นไปได้ที่
จะใช้ประโยชน์จากพืชกระท่อมทางเภสัชวิทยา และอาจใช้พัฒนายาจากพืชสมุนไพรในการรักษาโรคมะเร็ง อีกทั้งเป็นการ
สนับสนุนองค์ความรู้ทางภูมิปัญญาไทยว่าพืชกระท่อมมีสรรพคุณช่วยในการต้านมะเร็งได้ 
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