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บทคัดย่อ 

การศึกษาน้ีมีวัตถุประสงค์เพื่อศึกษาฤทธ์ิต้านการอักเสบและความเป็นพิษของสารสกัดใบล าพูและใบล าแพนที่สกัด
ด้วยตัวท าละลายชนิดเอทานอลต่อเซลล์มะเร็งเม็ดเลือดขาวเพาะเลี้ยงชนิด K562, Molt4, HL60 และเซลล์ปกติเพาะเลี้ยงชนิด 
Vero ด้วยวิธี MTT และฤทธ์ิต้านการอักเสบโดยปฏิกิริยา Griess ในเซลล์แมคโครฟาจเพาะเลี้ยงชนิด RAW 264.7 ที่ถูกกระตุ้น
สาร LPS พบว่าสารสกัดใบล าพูที่ระดับความเข้มข้น 89.5 ± 6.45 µg/mL มีความเป็นพิษ (IC50) ต่อเซลล์มะเร็งเม็ดเลือดขาว
เพาะเลี้ยงชนิด HL60 อย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (p<0.05) ส่วนสารสกัดล าแพนที่ความเข้มข้นเท่ากับ 36.6 ± 5.38 µg/mL มี
ความเป็นพิษ (IC50) ต่อเซลล์มะเร็งเม็ดเลือดขาวเพาะเลี้ยงชนิด K562 อย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (p<0.05) ทั้งน้ีสารสกัดใบล าพู
และล าแพนไม่มีความเป็นพิษต่อเซลล์ปกติเลี้ยงชนิด Vero (309.8 ± 6.58 และ 210.4 ± 7.27 µg/mL ตามล าดับ) นอกจากน้ี
สารสกัดใบล าพูที่ความเข้มข้น 26.5 ± 6.08 µg/mL สามารถยับยั้งการหลั่งไนตริกออกไซด์ได้ร้อยละ 50 อย่างมีนัยส าคัญทาง
สถิติ (p<0.05) เม่ือเปรียบเทียบกับสารสกัดล าแพน (43.0 ± 6.06 µg/mL) ดังน้ันจากการทดสอบชี้ให้เห็นว่าสารสกัดใบล าพู
และใบล าแพน มีฤทธ์ิต้านการอักเสบและฤทธ์ิความเป็นพิษต่อเซลล์มะเร็งเม็ดเลือดขาวเพาะเลี้ยงชนิด K562, Molt4, HL60  

ค าส าคัญ:  ต้านการอักเสบ ความเป็นพิษต่อเซลล์ ล าพู ล าแพน 
 

Abstract 
The objectives in this study were to study of anti-inflammatory and cytotoxicity activity of 

Sonneratia caseolaris (L) (Lamphu) and Sonneratia ovata (Lampan) leaf ethanol extract on K562, Molt4, 
HL60 leukemic cell line, and Vero cell. The cytotoxicity was measured by using MTT method whereas anti-
inflammatory activity was investigated by using the Griess reaction in RAW 264.7 macrophage cell stimulated 



     ปีที ่10 ฉบบัที ่1 มกราคม – มถิุนายน 2567           58                     ว.วทิย. เทคโน. หวัเฉียวเฉลมิพระเกยีรติ 
  
with LPS. The result showed that Sonneratia caseolaris (L) leaf extract at the concentration of 89.5 ± 6.45 
µg/mL was significantly toxic to HL60 when compared to K562 and Molt cells (p<0.05). The Sonneratia 
ovata leaf extract at the concentration of 36.6 ± 5.38 µg/mL showed significantly high cytotoxicity (IC50) 
effect on K562 cell. However, Sonneratia caseolaris (L) and Sonneratia ovata leaves extracts were not toxic 
to Vero cell (309.8 ± 6.58 and 210.4 ± 7.27 µg/mL, respectively). Moreover, Sonneratia caseolaris (L) leaf 
extract at a concentration of 26.5 ± 6.08 µg/mL also significantly inhibited nitric oxide secretion by 50 percent 
when compared to Sonneratia ovata leaf extract (43.0 ± 6.06 µg/mL) (p<0.05). Therefore, the all of results 
indicated that Sonneratia caseolaris (L) and Sonneratia ovata leaves extracts exhibited both cytotoxicity 
and anti-inflammatory activities on the K562, Molt4, HL60 leukemic cell lines. 

Keyword: Anti-inflammation, Cytotoxicity, Sonneratia caseolaris (L.), Sonneratia alba 
 
บทน า 

มะเร็งเป็นโรคกลุ่มไม่ติดเชื้อ ที่เกิดจากความผิดปกติในการควบคุมการแบ่งตัวและการเปลี่ยนแปลงของเซลล์ สาเหตุ
อาจเกิดจากสารหรือสิ่งแปลกปลอมที่กระตุ้นหรือเหน่ียวน าท าให้เกิดความผิดปกติในระดับสารพันธุกรรมส่งผลให้เซลล์มีการ
เจริญเติบโต การแบ่งตัว และการแพร่กระจายที่ผิดปกติส่งผลท าให้อวัยวะน้ัน ๆ มีการท างานที่เปลี่ยนแปลงไป และน าไปสู่การ
ตายของเซลล์ในที ่สุด [1] การรักษาโรคมะเร็งเม็ดเลือดขาวในปัจจุบันมีวิธีร ักษาที่หลากหลาย เช่น การใช้ร ังสีร ักษา 
(radiotherapy) หรือเคมีบ าบัด (chemotherapy) ซึ่งมีผลข้างเคียงกับคนไข้มาก นอกจากนี้ภาวะระบบภูมิคุ้มกันโรคที่ต ่า     
จะส่งผลท าให้มีการเติบโตและการกระจายของเซลล์มะเร็ง ซ่ึงการรักษาด้วยการผ่าตัดและเคมีบ าบัดในผู้ป่วยมะเร็งอาจมีผล
ท าลายระบบภูมิคุ้มกันของผู้ป่วยได้ และเกิดปัญหาที่ท าให้ภูมิคุ้มกันลดลงหรือบกพร่อง ซึ่งเป็นปัญหาหนึ่งที่ท าให้การรักษา
ผู้ป่วยมะเร็งไม่ประสบผลส าเร็จ โดยจะเห็นได้จากการกลับเป็นซ ้าของโรค นอกจากน้ียังพบมีภาวะการอักเสบ (inflammation) 
ซ่ึงเป็นกระบวนการของร่างกายที่เกิดขึ้นเพื่อตอบสนองต่อสิ่งเร้าที่ท าให้เน้ือเยื่อในร่างกายได้รับบาดเจ็บ ถือเป็นกลไกที่ส าคัญ
ในการป้องกันสิ่งแปลกปลอมหรือสิ่งที่ท าให้เซลล์ต่าง ๆ ของร่างกายได้รับบาดเจ็บ ภาวะการเกิดการอักเสบมากเกินไปอาจท า
ให้เกิดการตายของเน้ือเยื่อร่างกาย มีผลท าให้เกิดพยาธิสภาพต่อเน้ือเยื่อ ความเจ็บป่วย หรืออาจท าให้เกิดโรคในกลุ่มโรคภูมิแพ้
ต ่อตนเอง (autoimmune disease) เช ่น โรคข ้ออ ักเสบร ูมาตอยด์  ( rheumatoid arthritis) โรคข ้อเส ื ่อมอ ั ก เ สบ 
(osteoarthritis) โรคเอสแอลอี (systemic lupus erythematosus; SLE) นอกจากน้ีกระบวนการอักเสบยังมีบทบาทต่อการ
เปลี่ยนแปลงที่พบในกลุ่มโรคต่างๆ เช่น มะเร็ง (cancer) ภาวะไขมันสะสมในผนังหลอดเลือด (atherosclerosis) โรคหลอด
เลือดหัวใจ (ischemic heart disease) และกลุ่มโรคที่มีการเสื่อมของเน้ือเยื่อ (degenerative disease) เช่น โรคอัลไซเมอร์ 
(Alzheimer’s disease) นอกจากนี้ยังมีการอักเสบที่เนื่องมาจากระบบภูมิคุ้มกันโดยเกิดขึ้นจากระบบภูมิคุ้มกันที่ติดตัวแต่
ก าเนิด (innate immunity) ร่วมกับสารที่หลั่งจากเซลล์และสารจากพลาสมา เช่น cytokine, prostaglandins, leukotriene, 
platelet activating factor (PAF), bradykinin, histamine, interferon (IFN) และ ระบบคอมพลีเมนต์ (complement 
system) ซ่ึงกระบวนการอักเสบชนิดน้ีเกิดจากการต่อต้านการติดเชื้อไวรัสหรือแบคทีเรียของร่างกายกล่าวคือเม่ือแมคโครฟาจ  
(macrophage) นิวโทรฟิล (neutrophil) และ เซลล์เดรนไดติก (dendritic cell) กลืนกินไวรัสหรือแบคทีเรียแล้วจะมีการ
ปล่อยโปรตีนของไวรัสหรือผนังเซลล์ของแบคทีเรียบางส่วนออกมาซ่ึงโปรตีนเหล่าน้ีสามารถเหน่ียวน าและกระตุ้นเซลล์ในระบบ
ภูมิคุ ้มกันให้ตอบสนองท าให้เกิดการอักเสบด้วยการหลั่งสารสื ่อกลางทางเคมี ( chemical mediator) เช่น histamine,     
nitric oxide (NO), prostaglandin E2 (PGE2) และ leukotriene ออกมา [2]  

ล าพูและล าแพนเป็นพืชที่ขึ้นตามป่าชายเลน มนุษย์ใช้ประโยชน์จากป่าชายเลนมาแต่โบราณพันธุ์ไม้ป่าชายเลนมี
ความส าคัญในการน ามาใช้เป็นสมุนไพรในการรักษาโรคต่าง ๆ [3-4] ล าพูและล าแพนเป็นพันธุ์ไม้ป่าชายเลนอยู่ในวงศ์ 
Sonneratiaceae สกุล Sonneratia ในประเทศไทยพบ 4 ชนิด ได ้แก่ ล  าพ ู (Sonneratia caseolaris (L)) ล าพูทะเล 



ว.วทิย. เทคโน. หวัเฉียวเฉลมิพระเกยีรต ิ                    59             ปีที ่10 ฉบบัที ่1 มกราคม – มถิุนายน 2567 
 

(Sonneratia alba) ล าแพน (Sonneratia ovata) และล าแพนหิน (Sonneratia griffithii) [5] ในต ารับยาพื้นบ้านจะใช้ส่วน
ต่าง ๆ ของล าพู เช่น รากใช้แก้ไข้เน่ืองจากการอักเสบ ถอนพิษไข้ ขับปัสสาวะ ขับน่ิว ส่วนผลแก่แก้ท้องร่วง ใบแก้ปวดท้อง   
แก้พิษปลาดุกแทง และเปลือกแก้โรคผิวหนัง แก้แผลเปื่อยพุพอง แก้โรคป่วง [6] ส่วนล าพูทะเลและล าแพน ใช้ผลแก้ปวดบวม
เคล็ดขัดยอก ขับพยาธิ ขับเสมหะ แก้ท้องผูก และห้ามเลือดที่แผล [7-8] นอกจากน้ียังใช้ในการรักษาโรคติดเชื้อที่เกิดจากจุล
ชีพต่าง ๆ สารจากล าพูและล าแพนมีการออกฤทธ์ิทางชีวภาพในหลากหลายด้าน เช่น ฤทธ์ิต้านอนุมูลอิสระ (antioxidant) 
ฤทธ์ิความเป็นพิษต่อเซลล์ (cytotoxicity) ฤทธ์ิต้านจุลชีพ (antibacterial) [9-11] ฤทธ์ิยับยั้งการเกิดเปอร์ออกซิเดชันของ
ไขมัน (anti lipid peroxidation) ฤทธ์ิต้านมะเร็ง (anticancer) [4] ฤทธ์ิปกป้องเซลล์ตับ (Hepatoprotective activity) [12] 
และฤทธ์ิยับยั้งเอนไซม์ acetylcholinesterase [9] เป็นต้น นอกจากน้ียังมีรายงานสารประกอบที่พบในกลุ่มสารสกัดล าพูและ
ล าแพน เป็นกลุ ่มของสารฟลาโวนอยด์ (flavonoids) โดย Wu และคณะ [13] พบ oleanolic acid, ß-sitosterol-ß-D-
glucopyranoside, (–)-R-nyasol, (–)-R-4′-O-methylnyasol, luteolin, luteolin 7-O-ß-glucoside และ  maslinic acid 
ส่วน Dev และคณะ [14] รายงานพบ ellagic acid, vanillic acid และ myricetin วิเคราะห์ด้วยหลักการแยกสารโดยใช้
เครื ่องมือวิเคราะห์ที ่มีสมรรถนะสูง  (High Performance Liquid Chromatography; HPLC) และยังมีการรายงานพบ 
flavonoids, luteolin and luteolin 7-O-ß-glucoside จากสารสกัดใบล าพู [15] ส่วน Wetwitayaklung และคณะ รายงาน
พบ maslinic acid, sterols และ triterpenoids [16] 

ดังน้ันงานวิจัยน้ีมีวัตถุประสงค์เพื่อศึกษาฤทธ์ิต้านการอักเสบของสารสกัดใบล าพูและล าแพน และฤทธ์ิความเป็นพิษ
ต่อเซลล์มะเร็งเม็ดเลือดขาวชนิด K562 มะเร็งเม็ดเลือดขาวเรื้อรังชนิด human chronic myeloid leukemia HL60 มะเร็ง
เม็ดเลือดขาวเฉียบพลันชนิด human acute promyelocytic leukemia Mlot 4 มะเร็งเม็ดเลือดขาวเฉียบพลันชนิด human 
acute lymphoblastic และเซลล์ปกติเพาะเลี้ยงชนิด Vero 

 
วิธีด าเนินการวิจัย 

1. การเตรียมสารสกัดใบล าพูและล าแพน 
 ส่วนของพืชที่ใช้ในการศึกษาฤทธ์ิการต้านอักเสบและความเป็นพิษต่อเซลล์มะเร็งเม็ดเลือดขาวเพาะเลี้ยงในงานวิจัยน้ี
ใช้ส่วนที่เป็นใบของต้นล าพูและล าแพน ที่ขึ้นในป่าชายเลนบริเวณสถานตากอากาศบางปู จังหวัดสมุทรปราการ น าส่วนใบของ
พืชตัวอย่างมาล้างและตากแห้ง บดให้ละเอียดแช่ด้วยเอทานอลความเข้มข้น 95% เป็นเวลานาน 5 วัน น าสารละลายที่สกัดได้
ไปกรองและระเหยตัวท าละลายออกด้วยเครื่องระเหยตัวท าละลาย (rotary evaporator) แล้วท าให้แห้งด้วยเครื่องท าแห้งแบบ
แช่เยือกแข็ง (freeze dryer) เก็บสารสกัดหยาบ (crude extract) ที่ได้ไว้ที่ -20 องศาเซลเซียส เพื่อรอการน าไปทดสอบต่อไป 
ค านวณ ผลผลิตร้อย (%yield) ของสารสกัดแต่ละชนิด ตามสูตรดังน้ี 

ผลผลิตร้อยของสารสกัด (%yield) = (น ้าหนักของสารที่ได้ / น ้าหนักของสารที่ใช้ในการสกัด) x 100 

2. การเพาะเล้ียงเซลล์มะเร็งเม็ดเลือดขาวเพาะเล้ียงชนิด K562, Molt4, HL60 เซลล์ปกติเพาะเล้ียงชนิด Vero 
และเซลล์แมคโคฟาจเพาะเล้ียงชนิด RAW 264.7 [17]  

น าเซลล์มะเร็งเม็ดเลือดขาวเพาะเลี้ยงชนิด K562 (human chronic myeloid leukemia) เซลล์มะเร็งเม็ดเลือดขาว
เพาะเลี ้ยงชนิด Molt4 (human acute lymphoblastic leukemia) และเซลล์มะเร็งเม็ดเลือดขาวเพาะเลี ้ยงชนิด HL60 
(human acute promyelocytic leukemia) มาเพาะ เล ี ้ ย ง ในอาหารเล ี ้ ยง เซลล ์ ชน ิ ด ท ี ่ มี  10% FBS ใน  RPMI 1640 
(Gibco/Invitrogen, USA) และม ี  L-glutamine 100 µg/mL, penicillin 100 U/mL และ  streptomycin 100 µg/mL 
(Gibco/Invitrogen, USA) ส่วนเซลล์ปกติเพาะเลี้ยงชนิด Vero (African green monkey kidney cell) ส าหรับการทดสอบ
ฤทธ์ิความเป็นพิษของสารสกัดใบล าพูและล าแพน และเซลล์แมคโคฟาจเพาะเลี้ยงชนิด RAW 264.7 น ามาเลี้ยงในอาหารเลี้ยง
เซลล์ชนิดที ่ม ีร ้อยละ  10 FBS ใน DMEM (high glucose) (Gibco/Invitrogen, USA) และมี penicillin 100 U/mL และ 
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streptomycin 100 µg/mL (Gibco/Invitrogen, USA) ส าหรับการทดสอบฤทธิ ์ต้านการอักเสบ บ่มที ่อุณหภูมิ 37 องศา
เซลเซียส ที่สภาวะคาร์บอนไดออกไซด์ (CO2) ร้อยละ 5 และความชื้นสัมพัทธ์ร้อยละ 85  

3. ศึกษาความเป็นพิษของสารสกัดใบล าพูและใบล าแพนต่อเซลล์มะเร็งเม็ดเลือดขาวเพาะเลี้ยงชนิด K562, 
Molt4, HL60 แ ล ะ เ ซ ล ล์ ป ก ติ เ พ า ะ เ ล ี ้ ย ง ช น ิ ด  Vero โ ด ย ว ิ ธ ี  MTT [3-(4,5 dimethylthiazol-2-yl)-5 
diphenyltetrazolium bromide] [18] 

จ านวนเซลล์มะเร็งเม็ดเลือดขาวเพาะเลี้ยงเริ่มต้นที่ใช้ในการทดสอบ คือ เซลล์มะเร็งเม็ดเลือดขาวเพาะเลี้ยงชนิด 
K562 จ านวน 1 x 105 ชนิด Molt4 เท่ากับ 2 x 105 ชนิด HL 60 เท่ากับ 3 x 105 cells/mL ส่วนเซลล์ปกติเพาะเลี้ยงชนิด 
Vero เท่ากับ 5 x 104 cells/mL เพาะเลี้ยงในจานเลี้ยงเซลล์แบบ 96 หลุม ด้วยอาหารเลี้ยงเซลล์ชนิดที่ม ี 10% FBS ใน RPMI 
1640 ปริมาตร 100 µL/หลุม บ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส สภาวะคาร์บอนไดออกไซด์ 5% และความชื้นสัมพัทธ์ 85% 
นาน 24 ชั่วโมง จากนั้นเติมอาหารเลี ้ยงเซลล์ที่มีส่วนผสมของสารสกัด ใบล าพูและล าแพนที่ละลายในตัวท าละลายชนิด 
dimethylsulfoxide (DMSO) ความเข้มข้นต่างๆ (0-500 µg/mL) ส่วนชุดควบคุม (vehicle control; VC) เติมอาหารเลี้ยง
เซลล์ที่มีเฉพาะ dimethyl sulfoxide (DMSO) (Sigma-Aldrich, Germany) โดยมีความเข้มข้นสุดท้ายของ DMSO ในระบบ
เป็น 1% (ซ่ึงเป็น %DMSO ที่ไม่มีผลกระทบต่อการท างานและรูปร่างเซลล์) [19-20] เพาะเลี้ยงเซลล์นาน 48 ชั่วโมง จากน้ัน
เติมสารละลายสี MTT ความเข้มข้น 5 mg/mL ปริมาตร 20 µL แล้วบ่มต่ออีกนาน 2 ชั่วโมง ครบเวลา คว ่า จานอาหารเลี้ยง
เซลล์ และเติม DMSO เพื ่อละลายผลึกฟอร์มาซาน (formazan) ที ่เกิดขึ ้น วัดค่าการดูดกลืนแสงที ่ความยาวคลื ่น 540         
และ 620 nm โดยในแต่ละความเข้มข้นท า 3 หลุม และแต่ละการทดลองท า 3 ซ ้า ในช่วงเวลาที่แตกต่างกัน ค านวณร้อยละ
ของการมีชีวิต (% cell viability) เทียบกับค่าการดูดกลืนแสงในหลุมควบคุม  

ร้อยละของการมีชีวิต (% cell viability) = (ค่าการดูดกลืนแสงของชุดทดสอบ / ค่าการดูดกลืนแสงของชุดควบคุม) x 100 

4. ศึกษาฤทธิ์ต้านการอักเสบของสารสกัดใบล าพูและใบล าแพนโดยวัดการปริมาณไนตริกออกไซด์ (NO) ด้วย 
Griess reagent [21-22] 

ความเข้มข้นของไนไตรท์ในอาหารเลี้ยงเซลล์ เป็นดัชนีที่บ่งบอกปริมาณการผลิตไนตริกออกไซด์ เนื่องจากไนไตรท์
เป็นผลผลิตของการออกซิเดชันไนตริกออกไซด์ที่มีความเสถียร  การวิเคราะห์ความเข้มข้นของไนไตรท์โดยปฏิกิริยา Griess    
น าเซลล์แมคโครฟาจเพาะเลี้ยงชนิด RAW 264.7 เพาะเลี้ยงในจานเพาะเลี้ยงเซลล์แบบ 96 หลุม โดยมีจ านวนเซลล์ เท่ากับ    
1 x 105 cells/หลุม ในอาหารเล ี ้ยงเซลล์ชนิดที ่มี 10% FBS ใน DMEM (high glucose) (Gibco/Invitrogen, USA) ท ี ่มี       
L-glutamine 100 µg/mL, penicillin 100 U/mL และ  streptomycin 100 µg/mL (Gibco/Invitrogen, USA) และบ่ ม
เซลล์ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ในบรรยากาศ ที่มีคาร์บอนไดออกไซด์ 5% นาน 4-6 ชั่วโมง หลังจากนั้นเติมอาหารเลี้ยง
เซลล์ท ี ่ม ีส ่วนผสมของสารสกัด  (100 µg/mL) ในสภาวะที ่ม ีหร ือไม่ มี  100 ng/mL ของ lipopolysaccharide (LPS) 
(Escherichia coliserotype 055 : B5 ) (Sigma-Aldrich, Germany) ท ี ่อ ุณหภ ู มิ  37 องศาเซลเซ ียส  ในบรรยากาศท ี ่ มี
คาร์บอนไดออกไซด์ 5% นาน 48 ชั่วโมง เมื่อครบเวลาเก็บอาหารเลี ้ยงเซลล์จ านวน 100 µL ผสมกับสารละลาย Griess      
[1% sulfanilamide และ 0.1% N-(1-naphthyl) ethylene-diaminedihydrochloride ใน  2.5% phosphoric] จ  านวน 
100 µL ผสมให้เข้ากันและบ่มที่อุณหภูมิห้องนาน 10 นาที หลังจากน้ันวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ 540 nm หลังจากน้ันค านวณ
ค่าความเข้มข้นของไนไตรท์ในอาหารเลี้ยงเซลล์โดยเทียบจากกราฟมาตรฐานของโซเดียมไนไตรท์  (NaNO2) ที่ความเข้มข้น    
0-100 µM และค านวณร้อยละการยับยั้ง (%inhibition) การผลิตไนตริกออกไซด์ ของสารสกัดแต่ละส่วนในพืชแต่ละชนิด โดย
เปรียบเทียบกับการผลิตไนตริกออกไซด์ในเซลล์ที ่สัมผัสกับ  LPS เพียงอย่างเดียว ใช้สาร apigenin (Sigma-Aldrich, 
Germany) ความเข้มข้น 25 µM   เป็นสารควบคุมแบบบวก และค านวณร้อยละของการยับยั ้งการหลั ่งไนตริกออกไซด์ 
(%inhibition of NO production) 
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ร้อยละของการยับยั้งการหลั่ง (%inhibition) = [(A-B) / (A-C)] x 100 

 โดย A-C: NO2 concentration (µM) 
  A: LPS (+), sample (-) 
  B: LPS (+), sample (+) 
  C: LPS (-), sample (-) 

การวิเคราะห์ข้อมูล 
 ผลการทดลองแสดงในรูปของ Mean ± SD และ one way ANOVA โดยเปรียบเทียบกับชุดควบคุมการทดสอบ     
ที่ระดับความเชื่อม่ันที่ 95% โดยแต่ละการทดลองท า 3 ซ ้าในช่วงเวลาที่แตกต่างกัน 
  
ผลการวิจัย 

การศึกษาความเป็นพิษของสารสกัดใบล าพูและใบล าแพนต่อเซลล์มะเร็งเม็ดเลือดขาวเพาะเลี้ยงชนิด K562, 
Molt4 , HL60 และ เซลล ์ปกต ิ เพาะ เล ี ้ ยงชน ิด Vero cell โดยว ิ ธ ี  MTT [3- (4 ,5 dimethylthiazol-2-yl)-5 
diphenyltetrazolium bromide] 

การสกัดสารจากใบล าพูและใบล าแพนซ่ึงเป็นพืชป่าชายเลน จังหวัดสมุทรปราการ โดยใช้เอทานอลเป็นตัวท าละลาย
ในการสกัดสารต่าง ๆ ทั้งที่มีขั้วและไม่มีขั้วจากใบล าพูและล าแพน ได้ร้อยละของผลผลิตของสารสกัด (%yield) คือ 11.24% 
และ 19.92% ตามล าดับ (ตารางที่ 1) และท าการทดสอบความเป็นพิษของสารสกัดใบล าพูและใบล าแพนต่อเซลล์มะเร็งเม็ด
เลือดขาวเพาะเลี้ยงชนิด K562, Molt4 และ HL60 นอกจากน้ียังได้ท าการทดสอบกับเซลล์ปกติเพาะเลี้ยงชนิด Vero ด้วยวิธี 
MTT พบว่าสารสกัดใบล าพูที่มีความเป็นพิษ (IC50) หรือท าให้เซลล์มะเร็งเม็ดเลือดขาวเพาะเลี้ยงชนิด K562, Molt4 และ 
HL60 ตายไป 50% คือความเข้มข้นที่ 190.2 ± 4.40, 124.4 ± 7.38 และ 89.5 ± 6.45 µg/mL ตามล าดับ โดยความเข้มข้น
ของสารสกัดใบล าพูที่ 86.5 ± 6.45 µg/mL สามารถท าให้เซลล์มะเร็งเม็ดเลือดขาวเพาะเลี้ยงชนิด HL60 ตายไป 50% ซ่ึงเป็น
ความเข้มข้นที่ต ่าที่สุดอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ ที่ระดับความเชื่อมั่น 95% (p<0.05) เมื่อเปรียบเทียบกับความเข้มข้นท าให้
เซลล์มะเร็งเม็ดเลือดขาวเพาะเลี้ยงชนิด K562 และ Molt4 (190.2 ± 4.40, 124.4 ± 7.38 µg/mL) (ตารางที ่ 2 และ         
ภาพที่ 1) ส่วนสารสกัดใบล าแพนแสดงความเป็นพิษต่อเซลล์มะเร็งเม็ดเลือดขาวเพาะเลี้ยงชนิด K562, Molt4 และ HL60     
มีระดับความเข้มข้นที่ 36.6 ± 5.38, 150.3 ± 4.59 และ 143.3 ± 5.49 µg/mL ตามล าดับ นอกจากนี้ยังพบว่าสารสกัดใบ
ล าแพนมีความเป็นพิษต่อเซลล์มะเร็งเม็ดเลือดขาวเพาะเลี้ยงชนิด K562 ซ่ึงเป็นความเข้มข้นต ่าที่สุดอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ 
(p<0.05) ที่ท าให้เซลล์มะเร็งเม็ดเลือดขาวเพาะเลี้ยงชนิด K562 ตายไป 50% เม่ือเปรียบเทียบกับความเข้มข้นที่ท าให้เซลล์เม็ด
เลือดขาวเพาะเลี้ยงชนิด Molt4 และ HL60 ตายไป 50% (150.3 ± 4.59 และ 143.3 ± 5.49 µg/mL ตามล าดับ) (ตารางที่ 2 
และ ภาพที่ 1) นอกจากน้ีที่ระดับความเข้มข้นของสารสกัดใบล าพูและใบล าแพนที่มีความเป็นพิษต่อเซลล์มะเร็งเม็ดเลือดขาว
เพาะเลี ้ยงชนิด K562, Molt4 และ HL60 แต่ไม่มีความเป็นพิษต่อเซลล์ปกติเพาะเลี ้ยงชนิด Vero (309.8 ± 6.58 และ     
280.9 ± 7.27 µg/mL ตามล าดับ) (ตารางที่ 2 และ ภาพที่ 1) 

ตารางท่ี 1 ผลผลิตร้อยละของสารสกัด 

ชนิดของสารสกัดพืชป่าชายเลน ชื่อวิทยาศาสตร์ ส่วนท่ีใช้ในการสกัด ผลผลิตร้อยละ 

ใบล าพู Sonneratia caseolaris (L)  ใบ 11.24 
ใบล าแพน Sonneratia alba ใบ 19.92 
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ตารางท่ี 2 ความเป็นพิษของสารสกัดใบล าพูและใบล าแพนต่อเซลล์มะเร็งเม็ดเลือดขาวเพาะเลี้ยงชนิด K562, Molt4, HL60 
และเซลล์ปกติเพาะเลี้ยงชนิด Vero 

ชนิดของเซลล์เพาะเลี้ยงท่ี
ท าการทดสอบ 

ความเข้มข้นของสารสกัดท่ีมีความเป็นพิษต่อเซลล์ (IC50)  
ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร (Mean ± SD) (µg/mL)  

ใบล าพู ใบล าแพน 

Vero cell 309.8 ± 6.58 280.9 ± 7.27 
K562 cell 190.2 ± 4.40 36.6 ± 5.38* 
Mlot4 cell 124.4 ± 7.38 150.3 ± 4.59 
HL60 cell 89.5 ± 6.45* 143.3 ± 5.49 

*แสดงถึงผลการทดสอบที่มีความแตกต่างจากกลุ่มตัวอย่างอ่ืนอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ ที่ระดับความเชื่อมั่นที่ 95% (p<0.05) 

 
 

 
*แสดงถึงผลการทดสอบที่มีความแตกต่างจากกลุ่มตัวอย่างอื่นอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ ที่ระดับความเช่ือม่ันที่ 95% (p<0.05) 

ภาพท่ี 1 ความเป็นพิษของสารสกัดใบล าพู (     ) และใบล าแพน (     ) ต่อเซลล์มะเร็งเม็ดเลือดขาวเพาะเลี้ยงชนิด K562, 
Molt4, HL60 และเซลล์ปกติเพาะเลี้ยงชนิด Vero โดยวิธี MTT 

 
การศึกษาฤทธิ์ต้านการอักเสบของสารสกัดใบล าพูและใบล าแพนโดยวัดการปริมาณไนตริกออกไซด์ด้วยปฏิกิริยา 

Griess  
การทดสอบฤทธ์ิต้านการอักเสบของสารสกัดใบล าพูและใบล าแพนโดยการวัดปริมาณไนตริกออกไซด์ในเซลล์แมคโคร

ฟาจเพาะเลี้ยงชนิด RAW 264.7 ที่ถูกกระตุ้นด้วย LPS ด้วยปฏิกิริยา Griess พบว่าความเข้มข้นของสารสกัดใบล าพูและ      
ใบล าแพนที่สามารถยับยั้งการหลั่งไนตริกออกไซด์ได้ 50% คือ 26.5 ± 6.08 และ 43.0 ± 6.06 µg/mL โดยมีอัตราการมีชีวิต
รอดเซลล์แมคโครฟาจเพาะเลี้ยงชนิด RAW 264.7 มากกว่า 80% ทั้งนี้ยังพบว่าสารสกัดใบล าพูมีฤทธิ์ในการต้านการอักเสบ
ดีกว่าสารสกัดใบล าแพน เน่ืองจากใช้ความเข้มข้นเพียง 26.5 ± 6.08 µg/mL ซ่ึงน้อยกว่าสารสกัดใบล าแพน อย่างมีนัยส าคัญ
ทางสถิติ (p<0.05) (ตารางที่ 3 และ ภาพที่ 2 ถึง ภาพที่ 3) 
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ตารางท่ี 3 ฤทธ์ิของสารสกัดใบล าพูและล าแพนต่อการยับยั้งการหลั่งไนตริกออกไซด์ 50% ในเซลล์แมคโครฟาจเพาะเลี้ยงชนิด 
RAW 264.7 ที่ถูกกระตุ้นด้วย LPS 

สารสกัดท่ีท าการทดสอบ 
ความเข้มข้นของสารสกัด ท่ีสามารถยับย้ังการหลั่ง 

ไนตริกออกไซด์ 50% (µg/mL; Mean ± SD) 
ร้อยละของการมีชีวิตรอด 

ใบล าพู 26.5 ± 6.08* > 80 
ใบล าแพน 43.0 ± 6.06 > 80 

25 M Apigenin (ชุดควบคุมเชิงบวก) ยับยั้งการหลั่งไนตริกออกไซด์ 89% ± 2.41 > 80 
*แสดงถึงผลการทดสอบที่มีความแตกต่างจากกลุ่มตัวอย่างอ่ืนอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ ที่ระดับความเชื่อมั่นที่ 95% (p<0.05) 

 

 
ภาพท่ี 2 ฤทธ์ิต้านการอักเสบของสารสกัดใบล าพูและใบล าแพน โดยวัดปริมาณการลดลงของไนตริกออกไซด์ในเซลล์แมค

โคฟาจเพาะเลี้ยงชนิด RAW 264.7 ด้วยการกระตุ้นด้วย LPS ด้วยปฏิกิริยา Greiss ที่ระดับความเข้มข้นที่สามารถยับยั้งไนตริก 
ออกไซด์ได้ 50% ของเซลล์แมคโคฟาจเพาะเลี้ยงชนิด RAW 264.7 ด้วยการกระตุ้นด้วย LPS และเลี้ยงร่วมกับสารสกัด       

(ก) ใบล าพู และ (ข) ใบล าแพน นาน 48 ชั่วโมง 
 

 
*แสดงถึงผลการทดสอบที่มีความแตกต่างจากกลุ่มตัวอย่างอื่นอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ ที่ระดับความเช่ือม่ันที่ 95% (p<0.05) 

ภาพท่ี 3 การวิเคราะห์ฤทธ์ิต้านการอักเสบของสารสกัดใบล าพู ( ) และใบล าแพน (  )โดยวัดปริมาณการลดลงของ      
ไนตริกออกไซด์ในเซลล์แมคโคฟาจเพาะเลี้ยงชนิด RAW 264.7 ด้วยการกระตุ้นด้วย LPS ด้วยปฏิกิริยา Greiss ที่ระดับความ

เข้มข้นที่สามารถยับยั้งการไนตริกออกไซด์ได้ 50% ของเซลล์แมคโคฟาจเพาะเลี้ยงชนิด RAW 264.7 ด้วยการกระตุ้นด้วย LPS 
และเลี้ยงร่วมกับสารสกัดใบล าพูและใบล าแพน นาน 48 ชั่วโมง 
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อภิปรายและสรุปผลการวิจัย 

ต้นล าพูและล าแพนเป็นพืชชนิดหน่ึงในกลุ่มพรรณไม้ในป่าชายเลนที่มีอยู่ในต ารับยาแผนโบราณ เปลือกต้นล าพูเป็น
ยาในกลุ่มรสเค็ม ขับเมือกในล าไส้ แก้โรคผิวหนัง แก้แผลเปื่อยพุพอง ท าน ้ากระสายยาแก้โรคป่วง ส่วนรากใช้แก้ไขเน่ืองจาก
การอักเสบ ถอนพิษไข้ ขับปัสสาวะ ขับนิ่ว [6] จากการศึกษานี้พบว่าสารสกัดใบล าพูที่สกัดด้วยตัวท าละลายชนิดเอทานอล 
95% แสดงคุณสมบัติการมีสารต้านมะเร็งเม็ดเลือด โดยสารสกัดใบล าพูสามารถท าให้เซลล์มะเร็งเม็ดเลือดขาวเพาะเลี้ยงชนิด 
HL60 ซึ ่งเป็นเซลล์มะเร็งเม็ดเลือดขาวเฉียบพลันชนิด human acute promyelocytic leukemia ตายไป 50% (IC50)         
ที่ระดับความเข้มข้น 89.5 ± 6.45 µg/mL เป็นความเข้มข้นที่น้อยที่สุดอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (p<0.05) เม่ือเปรียบเทียบกับ
เซลล์มะเร็งเม็ดเลือดขาวเพาะเลี้ยงชนิด Molt 4 (เป็น human acute lymphoblastic) และ เซลล์มะเร็งเม็ดเลือดขาว
เพาะเลี้ยงชนิด K562 ซึ่งเป็นมะเร็งเม็ดเลือดขาวเรื้อรัง ชนิด human chronic myeloid leukemia ซึ่งต้องใช้ความเข้มข้น 
124.4 ± 7.38 และ 190.2 ± 4.40 µg/mL ตามล าดับ ซึ่งสารสกัดใบล าพูมีคุณสมบัติในการต้านมะเร็งเม็ดเลือดขาวชนิด 
human acute promyelocytic leukemia ได้ดีกว่าเซลล์มะเร็งเม็ดเลือดขาวชนิด human acute lymphoblastic และ 
ชนิด human chronic myeloid leukemia คิดเป็น 1.39 และ 2.13 เท่า ตามล าดับ ส่วนสารสกัดใบล าแพนที่สกัดด้วยตัวท า
ละลายชนิดเอทานอล 95% แสดงฤทธ์ิต้านมะเร็งต่อเซลล์มะเร็งเม็ดเลือดขาวเพาะเลี้ยงชนิด K562 ได้ดีที่สุดโดยใช้ความเข้มข้น
เพียง 36.6 ± 5.38 µg/mL ในการท าให้เซลล์มะเร็งเม็ดเลือดขาวเพาะเลี้ยงชนิด K562 ตายไป 50% ซ่ึงเป็นความเข้มข้นที่น้อย
กว่าความเข ้มข ้นที ่ ใช ้ในการ เซลล์มะเร ็งเม ็ดเล ือดขาวเพาะเลี ้ยงชนิด Molt4 (150.3 ± 4.59 µg/mL) และ HL60             
(143.3 ± 5.49 µg/mL) อย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (p<0.05) ซ่ึงคิดเป็น 4.11 และ 3.92 เท่า นอกจากน้ีการวิจัยน้ียังพบว่าสาร
สกัดใบล าพูและใบล าแพนไม่มีความเป็นพิษต่อเซลล์ปกติเพาะเลี้ยงชนิด Vero (309.8 ± 6.58 และ 280.9 ± 7.27 µ/mL 
ตามล าดับ) สารสกัดใบล าพูแสดงความไม่เป็นพิษต่อเซลล์ปกติเพาะเลี้ยงชนิด Vero คิดเป็น 3.46 เท่า เมื่อเปรียบเทียบกับ
ความเป็นพิษต่อเซลล์มะเร็งเม็ดเลือดขาวเพาะเลี้ยงชนิด HL60 (89.5 ± 6.45 µg/mL) ส่วนสารสกัดใบล าแพนแสดงความไม่
เป็นพิษต่อเซลล์ปกติเพาะเลี้ยงชนิด Vero เป็น 7.67 เท่า เมื่อเปรียบเทียบกับความเป็นพิษต่อเซลล์มะเร็งเม็ดเลือดขาว
เพาะเลี้ยง K562     (36.6 ± 5.38 µg/mL) มีรายงานว่าสารส าคัญของล าแพนคือ (7S,8R)-dehydroconiferyl alcohol, 
(7S,8R)-5-methoxydehydroconiferyl alcohol , sonnerphenolic C มีความเป็นพิษ (IC50) ต่อเซลล์มะเร็งเพาะเลี้ยงชนิด 
MCF-7 (human breast cancer) ที่ความเข้มข้น 146.9 ± 9.0, 114.5 ± 7.2, และ 112.8 ± 9.4 µM ตามล าดับ และไม่มี
ความเป็นพิษต่อเซลล์ปกติ เพาะเลี้ยงชนิด PHF (primary human fibroblast) [23] และสารสกัดบริสุทธิ์ (-)-(R)-nyasol,      
(-)-(R)-4′-O-methylnyasol  และ maslinic acid ที่แยกมาจากสารสกัดผลของล าพูและล าแพน แสดงฤทธ์ิความเป็นพิษปาน
กลางต่อเซลล์เพาะเลี้ยงชนิด rat glioma C-6 [24] นอกจากน้ียังมีการรายงานว่าพืชพันธ์ุไม้โกงกาง (Rhizophora) มีฤทธ์ิและ
ประสิทธิภาพในการต ้านมะเร ็ง (anticancer) โดยมีสารประกอบที ่ส  าค ัญ ค ือ แอนทราควิโนน (anthraquinones)             
ฟลาโวนอยด์ (flavonoids) และอัลคาลอยด์ (alkaloids) [25] และมีผลการวิจัยของ Tian และคณะ [26] รายงานถึงกลไกใน
การต้านมะเร็งของสารประกอบแอนทราควิโนน คือ เป้าหมายของสารประกอบแอนทราควิโนน คือ DNA ซึ่งสารประกอบ     
แอนทราควิโนนบางชนิดถูกน ามาใชใ้นการรักษามะเร็งโดยมีเป้าหมายในการลดและต้านความเสียหายของ DNA ซ่ึงเป็นสาเหตุ
ที่จะท าให้เกิดจากเซลล์มะเร็ง นอกจากนี ้ยังลดการเกิดอนุมูลอิสระ ROS และแอนทราควิโนนยังท าให้เกิดการตายของ
เซลล์มะเร็งโดยการเหนี่ยวน าให้เกิดลดลงการท างาน (downregulate) ของ MDM2, AKT และแอนทราควิโนนยังมีแสดง
คุณสมบัติการเป็นการยับยั้งการแบ่งตัวของเซลล์ (antiproliferative) ในเซลล์มะเร็งเพาะเลี้ยงกลุ่ม multiple drug-resistant 
cancer cell lines ส่วนสารประกอบฟลาโวนอยด์ มีรายงานว่าเกี ่ยวข้องกับกลไกการเหนี ่ยวน าให้เกิด apoptosis ของ
เซลล์มะเร็ง [27]  

นอกจากน้ีการศึกษาน้ียังพบว่าสารสกัดใบล าพูและใบล าแพนยังแสดงฤทธ์ิต้านการอักเสบของสารสกัดโดยการวัดการ
ลดลงของปริมาณไนตริกออกไซด์ ด้วยปฏิกิริยา Griess โดยใช้ RAW 264.7 (macrophage cell line) เป็นเซลล์ต้นแบบ และ
กระตุ้นด้วย LPS ให้หลั่งไนตริกออกไซด์ จากการทดสอบพบว่าสารสกัดใบล าพูที่ความเข้มข้น 26.5 ± 6.08 µg/mL และสาร
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สกัดใบล าแพนใช้ความเข้มข้นที่ 43.0 ± 6.06 µg/mL สามารถยับยั้งการการผลิตไนตริกออกไซด์ 50% ทั้งน้ียังพบว่าความ
เข้มข้นของสารสกัดใบล าพูที่สามารถยับยั้งการผลิตไนตริกออกไซด์ 50% น้อยกว่าสารสกัดใบล าแพนอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ 
(p<0.05) หรือประมาณ 1.62 เท่า มีรายงานสารประกอบกลุ่มฟลาโวนอยด์หลายชนิดส่งผลโดยตรงต่อเอนไซม์ในกระบวนการ
อักเสบ และฟลาโวนอยด์บางชนิดสามารถยับยั้งการเหน่ียวน าการยึดเกาะโมเลกุล (adhesion molecule) เช่น นิวโทรฟิลใน
เลือดซึ ่งกลไกที ่ส าคัญต่อกระบวนการอักเสบ [28-29] มีรายงานว่าสาร 27-[(E)-p-coumaroyloxy]canophyllic acid,       
27-[(Z)-p-coumaroyloxy]canophyllic acid, 27-[(Z)-p-coumaroyloxy]friedelin-28-carboxylic acid, 3-oxo-
friedelan-28-oic acid ซึ่งเป็นสารในกลุ่มเทอร์ปีนอยด์ ที่แยกมาจากสารสกัดใบสารภีทะเลหรือกระทิง (Calophyllum 

inophyllum) สามารถยับยั้งการหลังไนตริกออกไซด์ได้ โดยผ่านการยับยั้ง pro-inflammatory เช่น NO, IL-1ß, and TNF-α 
และยังรายงานว่า E-coumaroyl triterpenoid สามารถยับยั้งการท างานของ iNOS ด้วย [30] นอกจากน้ียังมีรายงานว่าสาร
สกัดจากลูกล าพูที่สกัดด้วยตัวท าละลายเอทานอล 96% ที่ความเข้มข้น 250 และ 500 mg/Kg มีฤทธ์ิการต้านการอักเสบโดย
ศึกษาในหนู (mice) ที่เหน่ียวน าท าให้เกิดอุ้งเท้าบวม (paw edema) แบบตามความเข้มข้นที่เพิ่มสูงขึ้น (dose-dependent 
manner) [31] และยังมีรายงานสารสกัดด้วยอะซีโตน 70% จากล าพู (Sonneratia caseolaris) ล าพูทะเล (Sonneratia 
alba) และล าแพน (Sonneratia ovata) มีฤทธ์ิในต้านแบคทีเรียแกรมบวก คือ Bacillus subtilis และ แกรมลบ คือ 
Aeromonas hydrophila  ได้ดีที่สุด [32] นอกจากนี้ยังมีการรายงานว่าสารสกัดจากลูกล าพูมีฤทธิ์ในการต้านอนุมูลอิสระ 
(antioxidant) โดยการวัดปริมาณฟีนอล (phenolics) ฟลาโวนอยด์ (flavonoids) และ แทนนิน (tannins) ด้วยวิธี DPPH 
เท่ากับ 122 mg GAE/gm, 613 mg QE/gm และ 30 mg GAE/gm [31] อย่างไรก็ตามมีรายงานว่าสารสกัดล าแพนก็แสดง
ฤทธิ ์ต ้านอนุมูลอิสระเช่นกันโดยมีค่า IC50 4.73  และ 2.00 µg/mL ด้วยวิธี DPPH และ ABTS ตามล าดับ [33] จากผล
การศึกษาน้ีจะน าไปสู่การศึกษาการเสริมฤทธ์ิของสารสกัดเน่ืองจากยารักษามะเร็งที่ดีควรจะมีฤทธ์ิท าลายเซลล์มะเร็งได้ดีและ
ควรต้องมีฤทธ์ิในการต้านการอักเสบได้ดีด้วย และต้องไม่มีความเป็นพิษต่อเซลล์ปกติ  
 ดังนั้นจากข้อมูลวิจัยเบื้องต้นนี้ชี้ให้เห็นว่า สารสกัดเอทานอลล าพูมีฤทธ์ิความเป็นพิษต่อเซลล์มะเร็งเม็ดเลือดขาว
เพาะเลี้ยงชนิด HL60 ได้ดีสุด และมีฤทธ์ิต้านการอักเสบสูงด้วย ส่วนสารสกัดล าแพนมีความเป็นพิษต่อมีฤทธ์ิความเป็นพิษต่อ
เซลล์มะเร็งเม็ดเลือดขาวเพาะเลี้ยงชนิด K562 ได้ดีสุด แต่มีฤทธ์ิในการต้านการอักเสบน้อยกว่าสารสกัดใบล าพู ข้อมูลที่ได้จาก
การศึกษาน้ีจะสามารถน าไปสู่การต่อยอดในการศึกษาการแยกสารบริสุทธ์ิ การศึกษาโครงสร้างของสารที่ออกฤทธ์ิ เพื่อใช้
ประโยชน์ในด้านต่าง ๆ  เช่น ทางการแพทย์ อาหาร เครื่องส าอาง และอุตสาหกรรม นอกจากนี้ยังจะเป็นข้อมูลพื้นฐานทาง
ห้องปฏิบัติการในการสนับสนุนการพัฒนาต ารับครีมสมุนไพรใบล าพูและล าแพนในบรรเทาอาการอักเสบ หรือเป็นข้อมูล
เบื้องต้นในหาสารออกฤทธ์ิต้านมะเร็งและต้านการอักเสบที่ได้จากพืชป่าชายเลน เพื่อพัฒนาเป็นยาในรักษามะเร็งร่วมกับการ
ต้านการอักเสบต่อไป 
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คลาราม และโรงเรียนเพ็ญแขแพทย์แผนไทย ในการพิสูจน์เอกลักษณ์ของพืช และขอขอบคุณคณะเทคนิคการแพทย์ และคณะ
วิทยาศาสตร์และเทคโนโลยี มหาวิทยาลัยหัวเฉียวเฉลิมพระเกียรติที่สนับสนุนในการท าวิจัย 
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