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 รายงานการวิจัยที่ผ่านมาพบว่าสารต้านอนุมูลอิสระที่พบในพืช ผัก ผลไม้ และสมุนไพร
นั้นเป็นแหล่งของสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพที่มีฤทธิ์ป้องกันการเกิดมะเร็ง อย่างไรก็ตามสารออก
ฤทธิ์ทางชีวภาพจ านวนมากเหล่านั้นยังไม่ได้ถูกน ามาพัฒนาและใช้ประโยชน์อย่างเต็มที่นัก 
เนื่องจากยังไม่มีการศึกษาในเชิงลึกถึงความเป็นพิษและกลไกการออกฤทธิ์ของสารดังกล่าว 
ดังนั้นการศึกษาในครั้งนี้เพื่อศึกษาฤทธิ์ในการต้านมะเร็ง ความเป็นพิษของสาร รวมถึงกลไกการ
ออกฤทธิ์ของสารสกัดจากส่วนต่างๆ ของผลไม้และสารผลิตภัณฑ์ธรรมชาติจากพืชสมุนไพร 
รวมถึงสารที่มีการปรับเปลี่ยนโครงสร้าง สารสกัดจากส่วนต่างๆ ของผลไม้ที่น ามาศึกษา 
ประกอบด้วยเมล็ดมะขาม ผลทับทิม เมล็ดและเปลือกลิ้นจี่ เมล็ดและเปลือกเงาะ ผลส ารอง 
เปลือกมังคุด และใบฝรั่ง จากการศึกษาพบว่าสารสกัดจากเมล็ดมะขามมีฤทธิ์ต้านมะเร็งที่ดีและ
ไม่เป็นพิษต่อเซลล์เม็ดเลือดขาวปกติเมื่อเปรียบเทียบกับยาต้านมะเร็ง 5-FU และสารสกัดจาก
ผลไม้ชนิดอ่ืนๆ และยังเหนี่ยวน าให้เกิดการตายแบบอะพอพโทซิสในเซลล์มะเร็งช่องปากได้ร้อย
ละ 10 อย่างไรก็ตามพบว่าสาร cathechin และ สาร procyanidin B2 ที่พบรายงานในสารสกัด
จากเมล็ดมะขามพบว่าไม่มีฤทธิ์ในการยับย้ังเซลล์มะเร็ง ส าหรับการศึกษาฤทธิ์ต้านมะเร็งของ
สารผลิตภัณฑ์ธรรมชาติรวมถึงสารที่มีการปรับเปลี่ยนโครงสร้างจากพืชสมุนไพร ได้แก่ ขมิ้น ขิง 
แมงลักคา ฟ้าทะลายโจร ว่านชักมดลูก หอมแขก และโลดทะนง พบว่าสารจากหอมแขกมีฤทธิ์
ยับย้ังเซลล์มะเร็งช่องปากและเซลล์มะเร็งล าไส้ได้ดีกว่าสารจากสมุนไพรชนิดอ่ืนๆ สารจากหอม
แขกประกอบด้วยสาร ASWK023-25 จากการศึกษาพบว่าสาร ASWK024 สามารถเหนี่ยวน าให้
เซลล์มะเร็งช่องปากตายแบบอะพอพโทซิสได้มากที่สุดถึงร้อยละ 47 และยังเหนี่ยวน าให้เกิดการ
หยุดวัฏจักรชีวิตของเซลล์มะเร็งในระยะ G1 ส่วนสาร ASWK023 และ สาร ASWK025 พบว่า
สามารถเหนี่ยวน าให้เซลล์มะเร็งช่องปากตายแบบอะพอพโทซิสได้ร้อยละ 35 และ 32 ตามล าดับ 
ดังนั้นสารสกัดจากเมล็ดมะขามและสารจากหอมแขกเป็นแหล่งของสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพที่
ส าคัญในการต้านมะเร็งช่องปากซึ่งจะต้องศึกษาในเชิงลึกต่อไปในอนาคตอันใกล้นี้ 
 
ค าหลัก: สารสกัดจากผลไม้  สารจากสมุนไพร  ฤทธิ์ต้านมะเรง็  การตายแบบอะพอพโทซิส 
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Abstract 
 
Project Code:  MRG5380076 
Project Title:  Effects of methanolic fruit extract in human oral cancer cells 
Investigator: Asst.Prof.Dr. Warangkana  Chunglok     
  Walailak University 
E-mail Address:  cwarang@wu.ac.th 
Project Period: 14 June 2010 – 14 June 2113 

It has been documented that antioxidants from vegetables, fruit, and herbs were 
the major sources of chemopreventive agents. However, the toxicity and mechanisms of 
actions of the chemopreventive agents remain to be elucidated. The purpose of these 
studies was to investigate anticancer properties, cytotoxicity, and mechanisms of actions 
of methanolic fruit extracts and natural compounds from herbs as well as their analogs 
in human mouth carcinoma cell line (CLS 354). Methanolic extracts were from seed of 
Tamarindus indica Linn., fruit of Punica granatum Linn., seed and pericarp of Litchi 
chinensis Sonn., seed and pericarp of Nephelium lappaccum Linn, fruit of Scaphium 
Macropodum Beaum, pericarp of Garcinia mangstana Linn. and leaf of Psidium guajava 
Linn. Methanolic extracts from seed of Tamarindus indica Linn. exhibited potent 
anticancer activity and less cytotoxic effect than did 5-FU and other fruits. The extract 
could induce apoptosis in CLS 354 cells by ~10%. However, cathechin and procyanidin 
B2 from Tamarindus indica Linn extract did not have any effects on cancer cell 
proliferation. For natural compounds from herbs and their analogs, natural compounds 
from Curcuma longa L., Zingiber officinalis, Murraya koenigii, Curcuma comosa, 
Andrographis paniculata, Hyptis sauveolens, and Trigonostemon reidioides were chosen 
for anticancer testing in CLS 354 cells and in human colon carcinoma celsl (Caco-2). 
Among them, natural compounds from Murraya koenigii were found to possess potent 
anticancer activity than other herbs. They were designed as ASWK023-25. ASWK024 
revealed the greatest apoptosis induction ~47% and caused G1 arrest in CLS 354. 
ASWK023 and ASWK025 could induce apoptosis ~37 and 32%, respectively. Thus, 
methanolic extracts from seed of Tamarindus indica Linn. and natural compounds from 
Murraya koenigii may provide promising sources of anticancer bioactive agents which 
need to be further investigated in the near future 
Keywords: Fruit extract, Bioactive compounds from herbs, Anticancer activity, Apoptosis 
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Executive Summary 
เรื่อง การศึกษาฤทธิต์้านมะเร็งช่องปากของสารสกัดจากผลไม้ด้วยเมทานอล 

 Effects of methanolic fruit extract in human oral cancer cells 
 

โรคมะเร็งเกิดจากความผิดปกติของยีน  ซึ่งยีนผิดปกติเหล่านั้นเป็นยีนที่เกี่ยวข้องกับ
การแบ่งตัวเพิ่มจ านวนของเซลล์และการมีชีวิตของเซลล์ท าให้เซลล์แบ่งตัวเพิ่มจ านวนอย่างไม่
หยุดย้ัง   เซลล์มะเร็งยังไปเบียดบังการท างานของเนื้อเย่ือข้างเคียงและแพร่กระจายไปทั่ว
ร่างกายจนเป็นสาเหตุของการเสียชีวิตในที่สุด  ซึ่งในปัจจุบันพบว่าโรคมะเร็งเป็นสาเหตุของการ
เสียชีวิตของคนไทยเป็นอันดับหนึ่ง  โดยเฉพาะอย่างย่ิงมะเร็งที่น่ากลัวชนิดหนึ่งคือมะเร็งช่อง
ปากซึ่งพบว่ามีอัตราการแพร่กระจายไปยังอวัยวะที่ส าคัญต่างๆ เช่นที่ปอดได้สูง เนื่องจาก
ก้อนมะเร็งมีขนาดเล็กและกว่าจะพบว่าเป็นมะเร็งก็ตรวจเจอในระยะที่มีการแพร่กระจายไปแล้ว 
นอกจากนี้มะเร็งในช่องปากยังเป็นมะเร็งที่พบสูงในประชาชนภาคใต้เมื่อเปรียบเทียบกับภาค
อ่ืนๆ   

จากการศึกษาในเซลล์เพาะเลี้ยงและในสัตว์ทดลองพบว่าการรับประทานผัก ผลไม้ ซึ่ง
ประกอบไปด้วยเส้นใย วิตามิน และ แร่ธาตุต่างๆ นั้นสามารถลดการเกิดมะเร็งในช่องปาก  
มะเร็งคอหอย และ มะเร็งหลอดอาหารได้ การศึกษาถึงประโยชน์ของสารอาหารที่สามารถ
ป้องกันหรือมีฤทธิ์ต้านมะเร็งชนิดนี้จึงมีความส าคัญในการที่จะน าไปใช้ควบคุมป้องกันหรือรักษา
โรคมะเร็งในช่องปาก รายงานการวิจัยที่ผ่านมาเป็นที่ยอมรับกันว่ากลไกการเกิดมะเร็งนั้นเกิด
จากการกระตุ้นให้เกิดอนุมูลอิสระข้ึนภายในเซลล์มากเกินกว่าที่สารต้านอนุมูลอิสระจะสามารถ
ก าจัดได้   จึงท าให้สารอนุมูลอิสระหรือแมทาบอไลท์ที่เป็นพิษเหล่านั้นเข้าท าลายสารชีวโมเลกุล
ต่างๆที่มีความส าคัญภายในเซลล์ เช่น DNA  เอนไซม์  โปรตีน และ ไขมัน ท าให้เกิดการท าลาย
เซลล์และน าไปสู่การเปลี่ยนแปลงของเซลล์กลายไปเป็นเซลล์มะเร็งในที่สุด ข้อมูลจากรายงาน
วิจัยมากมายที่สนับสนุนว่าสารต้านอนุมูลอิสระสามารถช่วยป้องกันและรักษาโรคมะเร็งได้  ซึ่ง
เป็นสารที่สามารถพบได้ในอาหารโดยเฉพาะผักและผลไม้  มีคุณสมบัติในการช่วยลดอัตราเสี่ยง
ต่อการเกิดมะเร็งได้หลายชนิดโดยมียุทธวิธีแตกต่างกันไป เช่น ยับย้ังการเกิดสารก่อมะเร็ง  
ป้องกันสิ่งต่างๆ ที่ส่งเสริมให้เกิดมะเร็ง ลดอัตราการกลายพันธุ์ของเซลล์  และเพิ่มประสิทธิภาพ
การท างานของระบบภูมิคุ้มกันของร่างกาย ดังเช่นที่เคยมีรายงานฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระและ/หรือ
ฤทธิ์ยับย้ังเซลล์มะเร็งของผลไม้ที่พบได้ในท้องถิ่น เช่น มะขาม  เงาะ  ลิ้นจี่ และทับทิม รวมทั้ง
พืชสมุนไพรบางชนิดเช่น ขมิ้น ขิง หอมแขก และโลดทะนง อย่างไรก็ตามยังไม่มีรายงาน
เกี่ยวกับฤทธิ์ต้านมะเร็งช่องปากของผลไม้และพืชสมุนไพรที่พบได้ในท้องถิ่นเหล่านี้รวมถึงยังไม่
มีการศึกษากลไกที่เกี่ยวข้องในการยับย้ังเซลล์มะเร็งช่องปากจากผลไม้และพืชสมุนไพรเหล่านี้  
ดังนั้นในการศึกษาครั้งนี้เพื่อศึกษาฤทธิ์ของสารสกัดจากผลไม้ได้แก่ มะขาม ทับทิม ลิ้นจี่ เงาะ 
ส ารอง มังคุด และฝรั่ง รวมทั้งพืชสมุนไพรได้แก่ ขมิ้น ขิง แมงลักคา หอมแขก ฟ้าทะลายโจร 
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ว่านชักมดลูก และ โลดทะนง ต่อการยับย้ังเซลล์มะเร็งช่องปาก โดยเป็นพิษกับเซลล์ปกติของ
ร่างกายต่ าและกลไกของสารในการท าลายเซลล์มะเร็ง  ทั้งนี้ก็เพื่อน าไปสู่การค้นพบสารต้นแบบ
ส าคัญที่ได้จากผลไม้และพืชสมุนไพรเหล่านี้เพื่อใช้เป็นข้อมูลในการพัฒนายาต้านมะเร็งชนิดนี้ 
รวมถึงการใช้เป็นข้อมูลในการเลือกบริโภคอาหารเพื่อป้องกันหรือรักษาโรคมะเร็งชนิดนี้ต่อไป  

งานวิจัยในครั้งนี้เป็นการศึกษาในระยะที่ 1 และ 2 ในเบ้ืองต้นผู้ วิจัยและคณะได้
ท าการศึกษาในส่วนของการสกัดสารจากผลไม้ด้วยเมทานอลและได้ทดสอบฤทธิ์ในการยับย้ัง
เซลล์มะเร็งช่องปากของสารสกัดจากผลไม้บางชนิดเปรียบเทียบกับยา 5-FU 

การศึกษาในระยะที่ 1 เป็นศึกษาฤทธิ์ของสารสกัดจากผลไม้ด้วยเมทานอลทั้ง 7 ชนิดคือ 
เมล็ดมะขาม ผลทับทิม  เมล็ดลิ้นจี่  เมล็ดเงาะ  ผลส ารอง ใบมังคุด และใบฝรั่ง ต่อการยับย้ัง
เซลล์มะเร็งช่องปากและความเป็นพิษต่อเซลล์ปกติ ตลอดจนศึกษากลไกการตายของเซลลม์ะเรง็
แบบอะพอพโทซิสของสารสกัดที่ให้ฤทธิ์ดีในการยับย้ังเซลล์มะเร็งช่องปาก 

การศึกษาในระยะที่ 2 เป็นการศึกษาฤทธิ์ของสารบริสุทธิ์ที่พบว่ามีรายงานในสารสกัดที่
ให้ฤทธิ์ยับย้ังมะเร็งช่องปากได้ดีและการศึกษาเพิ่มเติมเกี่ยวกับฤทธิ์ของสารผลิตภัณฑ์ธรรมชาติ
บริสุทธิ์และแอนาลอกที่ได้พิสูจน์เอกลักษณ์ของสารแล้ว จากพืชสมุนไพร 5 ชนิด ได้แก่ ขมิ้น ขิง 
แมงลักคา หอมแขก ฟ้าทะลายโจร ว่านชักมดลูก และ โลดทะนง ต่อการยับย้ังเซลล์มะเร็งล าไส้
และเซลล์มะเร็งช่องปาก ตลอดจนศึกษากลไกการหยุดวัฏจักรชีวิตของเซลล์มะเร็งและการตาย
ของเซลล์มะเร็งแบบอะพอพโทซิส 

โดยมีรายละเอียดการศึกษาแต่ละข้ันตอนดังนี้ 
1. ศึกษาฤทธิ์ของสารสกัดจากผลไม้ด้วยเมทานอลทั้ง 7 ชนิดคือจากเมล็ดมะขาม ผล

ทับทิม เมล็ดและเปลือกลิ้นจี่  เมล็ดและเปลือกเงาะ ผลส ารอง ใบมังคุด และใบฝรั่ง ต่อการยับย้ัง
เซลล์มะเร็งช่องปากโดยการทดสอบ cytotoxicity test ด้วยวิธี MTT assay ซึ่งจะท าการทดสอบ
ที่ความเข้มข้นต่างๆ กันเพื่อหาค่าความเข้มข้นของสารที่สามารถยับย้ังเซลล์มะเร็งได้ร้อยละ 50 
(half maximal inhibitory concentration; IC50) โดยเปรียบเทียบกับยาต้านมะเร็ง 5-FU   

2.  ศึกษาความเป็นพิษของสารสกัดจากผลไม้ด้วยเมทานอลทั้ง 7 ชนิดคือจากเมล็ด
มะขาม ผลทับทิม เมล็ดลิ้นจี่  เมล็ดเงาะ  ผลส ารอง ใบมังคุด และใบฝรั่ง ต่อการมีชีวิตของเซลล์
เม็ดเลือดขาวปกติชนิด mononuclear cells ด้วยวิธี MTT assay ซึ่งจะท าการทดสอบที่ความ
เข้มข้นต่างๆกัน  
 3. ศึกษาคุณสมบัติในการเป็น transformed cells เมื่อทดสอบเซลล์มะเร็งช่องปากด้วย
สารสกัดจากผลไม้ที่ให้ฤทธิ์ดีที่สุดคือให้ค่า IC50 น้อยที่สุดและมีความเป็นพิษต่อเซลล์ปกติน้อย
ที่สุด โดยวิธี anchorage independent growth assay ซึ่งจะทดสอบโดยการเลี้ยงเซลล์ในอาหาร
กึ่งเหลว 
 4.  ศึกษาฤทธิ์ของสารบริสุทธิ์ที่พบว่ามีรายงานในสารสกัดที่ให้ฤทธิ์ยับย้ังมะเร็งช่องปาก
ได้ดีและการศึกษาเพิ่มเติมเกี่ยวกับฤทธิ์ของสารผลิตภัณฑ์ธรรมชาติและแอนาลอกที่ได้พิสูจน์
เอกลักษณ์ของสารแล้ว จากพืชสมุนไพร 7 ชนิด ได้แก่ ขมิ้น ขิง แมงลักคา หอมแขก ฟ้าทะลาย
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โจร ว่านชักมดลูก และโลดทะนง ต่อการยับย้ังเซลล์มะเร็งล าไส้และเซลล์มะเร็งช่องปากโดยการ
ทดสอบ cytotoxicity test ด้วยวิธี MTT assay ซึ่งจะท าการทดสอบที่ความเข้มข้นต่างๆ กันเพื่อ
หาค่าความเข้มข้นของสารที่สามารถยับย้ังเซลล์มะเร็งได้ร้อยละ 50 

5. ศึกษากลไกการยับย้ังเซลล์มะเร็งช่องปากของสารสกัดจากผลไม้ด้วยเมทานอลโดย
ศึกษากลไกการตายแบบอะพอพโทซิสโดยการย้อมด้วย Annexin V-FITC/PI staining และ
วิเคราะห์ด้วยเครื่อง flow cytometer  

6. ศึกษากลไกการยับย้ังเซลล์มะเร็งล าไส้และเซลล์มะเร็งช่องปากของสารจากผลติภัณฑ์
ธรรมชาติบริสุทธิ์ที่ให้ฤทธิ์ดีในการหยุดวัฏจักรชีวิตของเซลล์มะเร็งซึ่งจะทดสอบด้วยวิธี 
propidium iodide staining และการเหนี่ยวน าให้เกิดการตายของเซลล์มะเร็งแบบอะพอพโทซิส
ด้วยวิธี Annexin V-FITC/PI staining และวิเคราะห์ด้วยเครื่อง flow cytometer 

 
 

 
เน้ือหางานวิจัย 

 
1. วัตถุประสงค ์

1) ศึกษาฤทธิ์ของสารสกัดจากผลไม้ด้วยเมทานอลทั้ง 7 ชนิดคือ เมล็ดมะขาม ผลทับทิม  
เมล็ดลิ้นจี่  เมล็ดเงาะ  ผลส ารอง ใบมังคุด และใบฝรั่ง ต่อการยับย้ังเซลล์มะเร็งช่องปาก (human 
mouth carcinoma cell line; CLS-354) และทดสอบความเป็นพิษต่อเซลล์เม็ดเลือดขาวปกติ 

2) ศึกษาฤทธิ์ของสารจากผลิตภัณฑ์ธรรมชาติและแอนาลอกจากพืชสมุนไพร 5 ชนิด 
ได้แก่ ขมิ้น ขิง แมงลักคา หอมแขก ฟ้าทะลายโจร ว่านชักมดลูก และโลดทะนง ต่อการยับย้ัง
เซลล์มะเร็งล าไส้และเซลล์มะเร็งช่องปาก  

3) ศึกษาคุณสมบัติในการเป็น transformed cells (anchorage independent growth) เมื่อ
ทดสอบด้วยสารสกัดจากผลไม้ชนิดต่างๆ 

4) ศึกษาวัฏจักรชีวิตของเซลล์มะเร็งล าไส้และเซลล์มะเร็งช่องปากเมื่อทดสอบด้วยสารที่ให้
ฤทธิ์ต้านมะเร็งได้ดี โดยวิธี propidium iodide staining  

5) ศึกษากลไกการตายแบบอะพอพโทซิสของเซลล์มะเร็งช่องปากเมื่อทดสอบด้วยสารที่ให้
ฤทธิ์ต้านมะเร็งได้ดีด้วยวิธี Annexin V-FITC/PI staining  
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2. วิธีการทดลอง 
1) ข้ันตอนการเพาะเลี้ยงเซลล์มะเร็งช่องปาก Human oral squamous carcinoma (CLS-
354 cells) 

1.1 เลี้ยงเซลล์มะเร็งช่องปาก (passages 24-36) ในอาหารเลี้ยงเซลล์ RPMI 1640 
ส าหรับเซลล์มะเร็งล าไส้ Caco-2 เลี้ยงในอาหาร DMEM Ham’s F12 ซึ่งมีองค์ประกอบของ 10% 
fetal bovine serum และ 1% penicillin/streptomycin และ 2 mM glutamine ในตู้ควบคุม
อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ปริมาณก๊าซ CO2 5% และ ความชื้น 95 % โดยมีจ านวนเซลล์ 1 x 
106 เซลล์ใน flask ซึ่งมีพื้นที่ 75 ตารางเซนติเมตร  เลี้ยงไว้จนมีปริมาณเซลล์มากกว่า 90% 
confluency ก่อนที่จะท าการทดสอบความเป็นพิษของสารสกัดจากผลไม้ต่อเซลล์ 

1.2 แยกเซลล์ออกจาก flask โดยการใช้ 0.25 % trypsin/EDTA 
1.3 น าไปป่ันที่ความเร็วรอบ 2500 rpm เป็นเวลา 10 นาที 
1.4 น าส่วนอาหารข้างบนซึ่งมี 0.25 % trypsin/EDTA ทิ้งไปแล้วน าตะกอนเซลล์ที่ได้มา

เจือจางด้วยอาหารใหม่ที่มีองค์ประกอบต่างๆ ครบ 
2) ข้ันตอนการเพาะเลี้ยงเซลล์เม็ดเลือดขาวปกติ (normal white blood cells) 

 2.1  คัดเลือกอาสาสมัครผู้ที่มีสุขภาพแข็งแรงดีจ านวน 4 คน แล้วเจาะเลือด ปริมาตร 
12 ml โดยแบ่ง ใส่ในหลอดที่มีสารกันเลือดแข็ง EDTA ปริมาตร 3 ml (โครงการได้ผ่านการ
รับรองโดยคณะกรรมการจริยธรรมการวิจัยในมนุษย์ มหาวิทยาลัยวลัยลักษณ์ เลขที่ 52/036) 

2.2 น าเลือดที่ใส่สารกันเลือดแข็งมาเจือจางด้วยอาหารเลี้ยงเซลล์ RPMI-1640 ที่มี
องค์ประกอบของ 10% fetal bovine serum  1% penicillin/ streptomysin และ 2 mM 
glutamine ในสัดส่วน 1:2 จะได้ปรมิาตรรวมเป็น 24 ml 

2.3 เตรียม 4 ml ของ Ficoll-Hypaque gradients (IsoPrep) ลงในหลอดทดลอง centrifuge 
tube ขนาด 15 ml แล้วค่อยๆ เติมเลือดที่เจือจางไว้ในขอ้ 2.2 ลงไปในหลอดที่มี IsoPrep อย่าง
ช้าๆ  

2.4 น าไปป่ันที่ 3000 rpm เป็นเวลา 15 นาท ี 
2.5 แยก peripheral blood mononuclear cells (PBMCs) ซึ่งอยู่ในชัน้ interphase 

ออกมาใส่หลอดใหม่และล้างด้วยอาหารเลี้ยงเซลล์อีก 2 ครั้ง 
2.6  น าเซลล ์ใสใ่นอาหารเลี้ยงเซลล์ RPMI-1640 ที่มีองค์ประกอบต่างๆ ครบ  

3) ข้ันตอนการนับจ านวนเซลล์ 
3.1 ภายใตส้ภาวะปราศจากเชื้อ น าเซลล์มะเรง็ที่เตรียมจากข้อ 1) และเซลล์เม็ดเลือดขาวปกติ

ที่เตรียมจากข้อ 2) มา 20 l ใส่ใน หลอด microcentrifuge tube  ซึ่งม ีPBS อยู่ปริมาตร 70 l  
ผสมให้เข้ากัน 

3.2 เติม trypan blue ปริมาตร 10 l ลงไปในหลอด microcentrifuge tube ในข้อที ่3.1 
และผสมโดยการปิเปตเบาๆ 

3.3 ท าความสะอาด hemacytometer   
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3.4 ท า cover slip ให้ชื้นด้วยน้ าหรือลมหายใจ เลื่อน cover slip บน chamber ไปด้านหลัง
และด้านหน้า ใช้การอัด โดยกดเบาๆ จนกระทั่งเกิด Newton’s refraction ring (มองเหน็วง
แหวนเหมือนรุง้ภายใต ้cover slip) 

3.5 เตมิ cell suspension ลงใน chamber ทั้งสองข้าง ประมาณ 5-10 l และส่องภาพ
ภายใต้กล้องจุลทรรศน์แบบใช้แสง ที่ก าลังขยาย 200 เทา่ 

3.6 นับจ านวนเซลล์ที่มชีีวิต (มองเห็นสว่าง) และเซลล์ที่ไม่มีชีวิต (ถูกย้อมให้เป็นสีน้ าเงิน) 
ประมาณ 200-500 cell/0.1 mm3 ควรนับ 2 ครั้งเพื่อเพิ่มความถูกต้องของการนับเซลล ์

3.7 ค านวณปริมาตรของ suspended cells เพื่อให้มีจ านวนเซลล์มะเรง็ 3 x 104 เซลลแ์ละ
เซลลเ์ม็ดเลือดขาวปกต ิ1 x 105 เซลล ์ต่อพืน้ที่ 1.88 ตารางเซนติเมตร (24-well plate) แล้วเติม
อาหารเลี้ยงเซลล์ลงไปหลุมละ 500 l ส าหรับเซลลม์ะเร็งบ่มเลี้ยงไว้เป็นเวลา 48 ชั่วโมง ก่อน
ท าการทดสอบกับสารสกัด ส่วนเซลล์เม็ดเลือดขาวปกติท าการทดสอบกับสารสกัดได้เลย แล้ว
น าไปบ่มที่ 37 องศาเซลเซียส ปริมาณก๊าซ CO2 5% และ ความชื้น 95 % 

4) ข้ันตอนการทดสอบคุณสมบัติในการต้านมะเร็งช่องปากและความเป็นพิษต่อเซลล์เม็ด
เลือดขาวปกติของสารสกัดจากผลไม้ชนิดต่างๆ 

4.1 น าสารสกัดจากเมล็ดมะขาม  ผลทับทิม  เมล็ดและเปลือกลิ้นจี่  เมล็ดและเปลือก
เงาะ เปลือกมังคุด  ผลส ารองและ ใบฝรั่ง ที่สกัดด้วยเมทานอลมาเจือจางให้ได้ 4 ความเข้มข้น 
แล้วน าแต่ละการเจือจางมาทดสอบกับเซลล์มะเร็งและเซลล์เม็ดเลือดขาวปกติ โดยเปรียบเทียบ
กับเซลล์ควบคุม คือเซลล์ที่ไม่ได้เติมสารสกัดลงไป 

4.2 น าไปบ่มในตู้ควบคุมอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ปริมาณก๊าซ CO2 5% และ 
ความชื้น 95 %  เป็นเวลา 24 ชั่วโมง  หลังจากนั้นจึงน ามาศึกษาการมีชีวิตรอดของเซลล์โดยวิธี 
MTT assay 

5) ข้ันตอนการศึกษาการมีชีวิตรอดของเซลล์โดยวิธี MTT assay 
5.1 หลังจากครบเวลา 24 ชั่วโมงของการบม่สารสกัดจากผลไม้ ในข้อที่ 4.2 แล้วเตรียม 

0.5 mg/ml ของ MTT ในอาหารเลี้ยงเซลล ์ แล้วผสมใหเ้ข้ากับอาหารเลี้ยงเซลล์ไม่ควรเตรียมไว้
ในปริมาณมากและนานเนื่องจากสารไม่มีความคงตัว 

5.2 น าอาหารเลี้ยงเซลล์ออกแล้วเติม 0.5 ml ของ 0.5 mg/ml MTT ลงในแต่ละหลุม 
5.3 น าไปบ่มในตูค้วบคุมอุณหภูม ิ37 องศาเซลเซียส ปรมิาณก๊าซ CO2 5% และความชื้น 

95 % เป็นเวลา 4 ชั่วโมง เพื่อที่จะให ้MTT ถูกเมทาบอไลท์ 
5.4 เมื่อครบเวลาน าอาหารเลี้ยงเซลล์ที่ม ีMTT ออกไปแล้วคว่ า plate ลงบนกระดาษซับ

เพื่อเอาอาหารที่เหลือออก 
5.5 เติม 1000 µl ของ DMSO เพื่อไปละลาย formazan (MTT metabolic product) 

ออกมาแล้วผสม formazan ที่ออกมากับ DMSO ให้เข้ากนั 
5.6 น าไปวัดค่าการดูดกลืนแสงที ่ 560 nm  แล้วหักลบค่าที่ได้ออกจากค่าการดูดกลืน

แสงที ่670 nm  
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5.7 ท าการทดสอบซ้ าอีก 3 ครั้ง  
 6) การศึกษาคุณสมบัติของการเจริญในอาหารกึ่งเหลว (anchorage independent growth) 
ของเซลล์มะเร็งช่องปาก CLS-354  

6.1 การเตรียม 5 % agar  (เตรียม 25 มิลลิลิตร) 
 6.1.1 ชั่ง beacto agar 1.25 กรัม ใส่ Duran bottle   
 6.1.2 เติมน้ ากลั่น 25 มิลลิลิตร  
 6.1.3 หลอม agar โดยการ autoclave  
 6.1.4 ให้อุ่น agar ที่ 50 องศาเซลเซียส ใน water bath จนกว่าจะน ามาใชเ้ตรียม 
mixture 
 6.2 การเตรียม Bottom agar (0.5% agar) 
 6.2.1 เตรียม mixture (ปริมาตร 50 มิลลิลิตร ส าหรับ 7 จาน ที่มีขนาดเส้นผ่าน
ศูนย์กลาง 60 มิลลิเมตร) 
 6.2.1.1  เตรียมหลอดปราศจากเชื้อ  ขนาด 50 มิลลิลิตร  
 6.2.1.2  ปิเปตส่วนผสมดังนี้ 
    - 2 เท่า RPMI 1640  5  มิลลิลิตร        
    - FCS  5  มิลลิลิตร (final concentration = 10% FCS) 
    - 100 เท่า P/S 0.5  มิลลิลิตร (final concentration = 1X P/S) 
    - 1 เท่า RPMI 1640  34.5  มิลลิลิตร  
                                Total  =  45     มิลลิลิตร                 
 6.2.1.3  อุ่นส่วนผสมข้างต้น ไว้ที่ 50 องศาเซลเซียส  ใน water bath                      
 6.2.2  เตรียม Bottom agar layer  
 6.2.2.1  น า mixture และ 5% agar ที่อุ่นไว้ ออกจาก water bath 
 6.2.2.2  ปิเปต 5% agar ปริมาตร 5 มิลลิลิตร ผสมลงใน mixture ปริมาตร 
45 มิลลิลิตร ที่เตรียมไว้ ( Final concentration = 0.5 % agar) 
 6.2.2.3 ปิเปตส่วนผสมลงในจานเพาะเชื้อขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 60 
มิลลิลิตร ปริมาตร 7 มิลลิลิตร ได้ 7 จาน 
 6.2.2.4  รอให้ agar แข็ง ที่อุณหภูมิห้อง หรืออาจน าไปบ่มเก็บไว้จนกว่าจะ
ท าการทดสอบที่อุณหภูมิ 37C ในตู้ incubator 
    6.3 การเตรียม Top agar  0.33 % agar 
 6.3.1  เตรียม Mixture (ปริมาตร 25 มิลลิลิตร)  
 6.3.1.1  เตรียม sterile tube  ขนาด 50 มิลลิลิตร 
 6.3.1.2  ปิเปตส่วนผสมดังนี้ 
    -  2X RPMI 1640   2.5  มิลลิลิตร         
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    -  FCS   2.5  มิลลิลิตร (final concentration = 10 % FCS) 
    - 100X P/S  250 มิลลิลิตร (final concentration = 1XP/S) 
    - 1X RPMI 1640 (only)17.25 มิลลิลิตร  
                                   Total   =   22.5  มิลลิลิตร        
  6.3.1.3 อุ่น mixtureไว้ที่ 37 องศาเซลเซียส ใน water bath เพื่อน ามาผสม
กับ   5 % agar ปริมาตร 2.5 มิลลิลิตร         
 6.3.2  เตรียม cell suspension (1 มิลลิลิตร ส าหรับ duplicate) 
  6.3.2.1 ท าการแยกเซลล์ออกมาจากจานเพาะเลี้ยงเซลล ์
  6.3.2.2 ปรับจ านวนเซลลใ์หไ้ด้ความเข้มข้น 2 x10 6 cells /ml 
  6.3.2.3 ค านวณปริมาตรของเซลล์ทีต่้องใชใ้ห้มจี านวนเซลล ์ 1x105cells/ml 
ใน 3 มิลลิลิตร  
 6.3.2.4 น า mixture และ 5% agar ออกจาก water bath แล้วปิเปต 2.5 
มิลลิลิตร ของ 5% agar ผสมใน mixture ปริมาตร 22.5 มิลลิลิตรที่เตรียมไว้ (final 
concentration = 0.5 % agar) อุ่นที่ 37 องศาเซลเซียส 
 6.3.2.5 ปิเปต mixture ที่ผสม agar แล้วจากข้ันตอนที ่ 6.3.2.4 ลงใน cell 
suspension ที่เตรียมไว้ในหลอด centrifuge tube ขนาด 15 มิลลิลิตร หลอดละ 2 มิลลิลิตร ผสม
ให้เข้ากันดี (final concentration = 0.33 % agar) 
   6.3.2.6 ปิเปตส่วนผสมลงในจานที่มี 0.5% agar bottom layer ไว้จานละ 1.5 
มิลลิลิตร 
 6.3.2.7 บ่ม agar plates ไว้ในตู้ควบคุมอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ปริมาณ
ก๊าซ CO2 5% และ ความชื้น 95 %นาน 3 สัปดาห ์และเติมอาหารเลี้ยงเซลล ์RPMI-1640 ที่มี
องค์ประกอบต่างๆ ครบ ปรมิาตร 500 µl บนผิวหน้าของ agar ทุก ๆสัปดาห ์
 6.3.3 นับจ านวนโคโลนีของเซลล์ที่มีจ านวนเซลล์มากกว่าหรือเท่ากับ 20 เซลล์ เป็น                 
1 โคโลนี 
 7)  การหาสารที่เป็นองค์ประกอบหลักด้วยวิธี Thin Layer Chromatography (TLC) 
 7.1 เตรียมระบบของตัวท าละลายส าหรับใช้เป็นตัวพาหรือ mobile phase โดยผสม 
dichloromethane: ethylacetate: methanol  ในสัดส่วน 3:12:1 บรรจุใส่แทงค์ TLC  
 7.2 ตัดแผ่น TLC ขนาดกว้าง 5 ซม. สูง 10 ซม. แล้วน าสารสกัดจากผลิตภัณฑ์
ธรรมชาติที่สนใจจุดลงบนแผ่น TLC (เหนือขอบแผ่น TLC ข้ึนมา 1 ซม.) โดยใช้หลอดแคปปิลลา
รี จากนั้นจุดสารมาตรฐานลงไปโดยห่างจากต าแหน่งแรกประมาณ 1 ซม. รอให้จุดของสารบน
แผ่น TLC แห้ง 
 7.3 น าแผ่น TLC ด้านที่มีจุดของสารดังกล่าวจุ่มลงไปในตัวท าละลายในแทงค์ TLC ที่
เตรียมไว้ (โดยให้จุดของสารอยู่เหนือตัวท าละลาย) จากนั้นรอให้ตัวท าละลายน าพาสารเคลื่อน
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ข้ึนสูงแผ่น TLC ซึ่งจะสามารถเห็นสารผสมแยกออกจากกันเป็นจุดมากกว่าหนึ่งจุด เมื่อสาร
เคลื่อนไปถึงขอบ TLC อีกด้าน ให้น าแผ่น TLC ออกจากแทงค์และปล่อยให้แห้ง 
 7.4 ส ารวจ chromatograms ภายใต้แสงยูวีที่ความยาวคลื่น 254 และ 365 nm และ
บันทึกจุดที่เห็นภายใต้แสง UV น ามาเปรียบเทียบกับต าแหน่งของสารมาตรฐาน 
 8) การทดสอบฤทธิ์ต้านมะเร็งช่องปากของสารบริสุทธิ์ cathechin และ procyanidin B2  
 8.1 น าสารบริสุทธิ์ cathechin และ procyanidin B2 มาเจือจางให้ได้ 6 ความเข้มข้น 
แล้วน าแต่ละการเจือจางมาทดสอบกับเซลล์มะเร็งช่องปาก โดยเปรียบเทียบกับเซลล์ควบคุม คือ
เซลล์ที่ไม่ได้เติมสารลงไป 

8.2 น าไปบ่มในตู้ควบคุมอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ปริมาณก๊าซ CO2 5% และ 
ความชื้น 95 %  เป็นเวลา 24 ชั่วโมง  หลังจากนั้นจึงน ามาศึกษาการมีชีวิตรอดของเซลล์โดยวิธี 
MTT assay และท าต่อในข้ันตอนที่ 5) ข้ันตอนการศึกษาการมีชีวิตรอดของเซลล์โดยวิธี MTT 
assay 

9) การตรวจหาปริมาณ total phenolic content 
9.1 ปิเปตสารละลายมาตรฐาน gallic acid หรือสารตัวอย่าง ปริมาตร 12.5 μl ใน 96 

well microtiter plate และเติมน้ ากลั่นหลุมละ 50 μl 
9.2 ปิเปต Folin-Ciocalteau phenol reagent หลุมละ 12.5 μl และบ่มที่อุณหภูมิห้อง

เป็นเวลา 6 นาที 
9.3 ปิเปต 7% of sodium carbonate และน้ ากลั่น ลงไปหลุมละ 125 μl และ 100 μl 

ตามล าดับ ท าการบ่มที่อุณหภูมิ 45 ºC นาน 45 นาที  
9.4 วัดค่าการดูดกลืนแสงของสารละลายสีฟ้าที่ความยาวคลื่น 765 nm ด้วยเครื่อง 

micro plate reader 
9.5 สร้างกราฟมาตรฐาน gallic acid ที่ความเข้มข้นต่างๆ โดยก าหนดแกน y เป็น OD 

และแกน x เป็นความเข้มข้นของสารมาตรฐาน  
9.6 ค านวณหาปริมาณฟีนอลิกในตัวอย่างโดยน ามาเทียบกับสารมาตรฐาน gallic acid 

และแสดงหน่วยของฟีนอลลิกเป็น gallic acid equivalent (mg GAE) ต่อสาร 1 กรัม 
 10) การทดสอบฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ ABTS 

10.1 น าสารละลายสต๊อก ABTS+ ที่เตรียมไว้มาเจือจางด้วยน้ ากลั่น ให้มีค่าดูดกลืน
แสงเท่ากับ 0.7 ± 0.02 ที่ความยาวคลื่น 734 นาโนเมตร 

10.2 ปิเปตสารละลายมาตรฐานหรือตัวอย่าง ปริมาตร 20 µl ลงใน 96 well microtiter 
plate จากนั้นปิเปตสารละลาย ABTS+ ที่เตรียมไว้ ปริมาตร 180 µl ผสมกับตัวอย่าง  

10.3 บ่มที่อุณหภูมิห้องในที่มืดเป็นเวลา 10 นาที แล้วน ามาวัดค่าการดูดกลืนแสงที่
ความยาวคลื่น 734 nm 

10.4 ค านวณ % inhibition จากสูตร  
% inhibition = (1 – OD sample/OD blank) x 100 
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10.5 สร้างกราฟมาตรฐาน Trolox ที่ความเข้มข้นต่างๆ โดยก าหนดแกน y เป็น % 
Inhibition และ แกน x เป็นความเข้มข้นของสารมาตรฐาน Trolox  

10.6 ค านวณความสามารถในการก าจัดอนุมูลอิสระเอบีทีเอสของสารสมุนไพรจาก
สมการเส้นตรงของกราฟมาตรฐาน Trolox โดยหน่วยของความสามารถในการก าจัดอนุมูลอิสระ 
เอบีทีเอสแสดงเป็นหน่วย mg Trolox /1 g extract (Trolox equivalent antioxidant capacity; 
TEAC) 
 11) การทดสอบฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ DPPH 

11.1 เติมสารละลายมาตรฐานหรือสารสมุนไพรที่เตรียมไว้ปริมาตร 75 µl ใน 96 well 
microtiter plate จากนั้นเติมสารละลาย DPPH ความเข้มข้น 0.2 mM ลงไปผสมปริมาตร 150 µl
แล้วน าไปบ่มไว้ที่อุณหภูมิ 25 ๐C เป็นเวลา 30 นาที  

11.2 น ามาวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 515 nm 
11.3 เปอร์เซ็นต์ความสามารถในการก าจัดอนุมูลอิสระ DPPH สามารถค านวณตามสูตร

ดังนี้ 
% inhibition = [1-(OD sample/OD blank)]   100 

11.4 สร้างกราฟมาตรฐาน ascorbic acid ที่ความเข้มข้นต่างๆ โดยก าหนดแกน y เป็น 
% inhibition และแกน x เป็นความเข้มข้นของสารมาตรฐาน ascorbic acid 

11.5 ค านวณความสามารถในการก าจัดอนุมูลอิสระ DPPH ของสารสมุนไพร จาก
สมการเส้นตรงของกราฟมาตรฐาน ascorbic acid โดยหน่วยของความสามารถในการก าจัด
อนุมูลอิสระ DPPH แสดงเป็นหน่วย mg vitamin C/ 1 g extract (Vitamin C equivalent 
antioxidant capacity; VCEAC) 
 12) การศึกษาฤทธิ์ต้านมะเร็งล าไส้ของสารผลิตภัณฑ์ธรรมชาติจากสมุนไพรชนิดอ่ืนๆ 
 12.1 น าสารผลิตภัณฑ์ธรรมชาติจากสมุนไพรทั้งหมด 5 ชนิด ได้แก่ ขมิ้น ขิง แมงลักคา 
หอมแขก โลดทะนง มาเจือจางให้ได้ 4 ความเข้มข้น แล้วน าแต่ละการเจือจางมาทดสอบกับ
เซลล์มะเร็งล าไส้ โดยเปรียบเทียบกับเซลล์ควบคุม คือเซลล์ที่ไม่ได้เติมสารลงไป 

12.2 น าไปบ่มในตู้ควบคุมอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ปริมาณก๊าซ CO2 5% และ 
ความชื้น 95% เป็นเวลา 24 ชั่วโมง หลังจากนั้นจึงน ามาศึกษาการมีชีวิตรอดของเซลล์โดยวิธี 
MTT assay และท าต่อในข้ันตอนที่ 5) ข้ันตอนการศึกษาการมีชีวิตรอดของเซลล์โดยวิธี MTT 
assay 
 13) การทดสอบฤทธิ์ต้านมะเร็งช่องปากของสารผลิตภัณฑ์ธรรมชาติจากสมุนไพรชนิดอ่ืนๆ 
และแอนาลอก 
 13.1 น าสารผลิตภัณฑ์ธรรมชาติจากสมุนไพรทั้งหมด 6 ชนิด ได้แก่ ขมิ้น แมงลักคา ฟ้า
ทะลายโจร ว่านชักมดลูก หอมแขก และโลดทะนง และ แอนาลอก มาเจือจางให้ได้ 6 ความ
เข้มข้น แล้วน าแต่ละการเจือจางมาทดสอบกับเซลล์มะเร็งช่องปาก โดยเปรียบเทียบกับเซลล์
ควบคุม คือเซลล์ที่ไม่ได้เติมสารลงไป 
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13.2 น าไปบ่มในตู้ควบคุมอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ปริมาณก๊าซ CO2 5% และ 
ความชื้น 95 %  เป็นเวลา 24 ชั่วโมง  หลังจากนั้นจึงน ามาศึกษาการมีชีวิตรอดของเซลล์โดยวิธี 
MTT assay และท าต่อในข้ันตอนที่ 5) ข้ันตอนการศึกษาการมีชีวิตรอดของเซลล์โดยวิธี MTT 
assay 
 14) การศึกษาฤทธิ์ต้านมะเร็งล าไส้และเซลล์มะเร็งช่องปากของสารผลิตภัณฑ์ธรรมชาติจาก
หอมแขกและแอนาลอก 
 14.1 น าสารผลิตภัณฑ์ธรรมชาติจากหอมแขกและแอนาลอกทั้งหมด 6 ชนิด ได้แก่ 
ASWK023-ASWK028 มาเจือจางให้ได้ 5 ความเข้มข้น แล้วน าแต่ละการเจือจางมาทดสอบกับ
เซลล์มะเร็งล าไส้และเซลล์มะเร็งช่องปาก โดยเปรียบเทียบกับเซลล์ควบคุม คือเซลล์ที่ไม่ได้เติม
สารลงไป 

14.2 น าไปบ่มในตู้ควบคุมอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ปริมาณก๊าซ CO2 5% และ 
ความชื้น 95% เป็นเวลา 24 ชั่วโมง หลังจากนั้นจึงน ามาศึกษาการมีชีวิตรอดของเซลล์โดยวิธี 
MTT assay และท าต่อในข้ันตอนที่ 5) ข้ันตอนการศึกษาการมีชีวิตรอดของเซลล์โดยวิธี MTT 
assay 
 15) การศึกษาวัฏจักรชีวิตของเซลล์มะเรง็ล าไส้และเซลลม์ะเร็งช่องปากเมื่อทดสอบด้วยสาร 
จากหอมแขกด้วยวิธี propidium iodide staining 
 15.1 เลี้ยงเซลล์มะเร็งล าไส้และเซลล์มะเร็งช่องปาก ในอาหารเลี้ยงเซลล์ DMEM Ham’s 
F12 และ RPMI 1640 ในตู้ควบคุมอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ปริมาณก๊าซ CO2 5% และ 
ความชื้น 95% โดยมีจ านวนเซลล์ 1.5x105 เซลล์ต่อพื้นที่ 9.6 ตร.ซม.ใน 6-well plate เลี้ยงไว้ 
48 ชั่วโมง 
  15.2 บ่มสารจากหอมแขก 2 ชนิดคือ ASWK023 และ ASWK024 หรือ DMSO ซึ่งเป็น
ตัวท าละลายสารในปริมาตรที่เทียบเท่ากัน ร่วมกับเซลล์มะเร็งเป็นเวลา 24 ชั่วโมง  
  15.3 เก็บอาหารเลี้ยงเซลล์ใส่ในหลอดทดลองขนาด 15 มิลลิลิตร แล้วเติม PBS 
ปริมาตร 250 µl แล้วบ่มไว้ในตู้ควบคุมอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5 นาที เพื่อเป็น
การล้างอาหารเลี้ยงเซลล์ออกจากเซลล์ ท าให้สามารถย่อยเซลล์ด้วยเอนไซม์ได้ง่ายข้ึน 
  15.4 เก็บ PBS ใส่ในหลอดทดลองขนาด 15 มิลลิลิตร ในข้อที่ 15.3 แล้ว trypsinization 
โดยการเติมเอนไซม์ trypsin-EDTA ปริมาตร 250 µl แล้วบ่มไว้ในตู้ควบคุมอุณหภูมิ 37 องศา
เซลเซียส เป็นเวลา 5 นาที เพื่อท าให้เซลล์ที่เกาะกันอยู่ที่ก้นเพลทหลุดออกจากกัน เคาะเพลท
ให้เซลล์หลุดหมด  
  15.5 หยุดฤทธิ์ trypsin โดยการเติมอาหารเลี้ยงเซลล์ RPMI 1640 medium ปริมาตร 
250 µl เพื่อหยุดฤทธิ์ trypsin แล้วเก็บเซลล์มะเร็งที่ผ่านการ trypsinization มาใส่ในหลอด
ทดลองขนาด 15 มิลลิลิตรในข้อที่ 15.3 
  15.6 เติม PBS ปริมาตร 250 µl เก็บ PBS ใส่ในหลอดทดลองขนาด 15 มิลลิลิตรในข้อ
ที่ 14.3 เพื่อเก็บเซลล์ที่ติดอยู่ที่ก้นเพลท 
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  15.7 น าหลอดทดลองขนาด 15 มิลลิลิตรในข้อที่ 15.6 ไปป่ันในเครื่องป่ันควบคุม
อุณหภูมิ ที่ความเร็วรอบ 3,000 rpm อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที เทส่วนใสทิ้ง 
เหลือตะกอนเซลล์ไว้  
 15.8 เติม cold PBS 1,000 µl แล้ว resuspend ให้เป็นสารละลายแขวนลอย แล้วถ่ายใส่ 
microcentrifuge tube น าไปป่ันในเครื่องป่ันควบคุมอุณหภูมิที่ความเร็วรอบ 5,000 rpm 
อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5 นาที เทส่วนใสทิ้ง เหลือตะกอนเซลล์ไว้ 
 15.9 เติม cold PBS 300 µl ผสมให้เข้ากันแล้ว เติม 70% ethanol 700 µl เก็บที่ -20 
องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชั่วโมง (สามารถเก็บไว้ได้นาน 1 สัปดาห์) 
 15.10 จากนั้นป่ันในเครื่องป่ันควบคุมอุณหภูมิ ที่ความเร็วรอบ 5,000 rpm อุณหภูมิ 4 
องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5 นาที  
 15.11 เติม cold PBS 1,000 µl ป่ันล้างเซลล์ในเครื่องป่ันควบคุมอุณหภูมิ ที่ความเร็ว
รอบ 5,000 rpm อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5 นาที ดูดส่วนใสทิ้งให้หมด 
 15.12 เติมสารละลาย propidium iodide ที่มีความเข้มข้น 10 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร 
และ RNAse ความเข้มข้น 100 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตรในสารละลาย PBS ปริมาณ 500 
ไมโครลิตร และบ่มต่อเป็นเวลา 30 นาที ในที่มืดที่อุณหภูมิห้อง 
 15.13 น าไปตรวจวัดปริมาณ DNA ซึ่งแปรผันตรงกับความเข้มข้นแสงฟลูออเรสเซนต์
ของสี propidium iodide ในเซลล์ด้วยเครื่องโฟลไซโตมิเตอร์ โดยนับจ านวนเซลล์ทั้งหมด 
20,000 เซลล์ 
     16) การทดสอบการตายของเซลล์แบบอะพอพโทซิสในเซลล์มะเร็งช่องปากโดยวิธี annexin 
V-FITC/PI staining 
 16.1 การเตรียม annexin V-FLUOS labeling solution 
 ท าการเจือจาง annexin V-Fluos labeling reagent (Roche, Germany) ปริมาตร 
24 ใน incubation buffer ปริมาตร 1,152 ไมโครลิตร และเติม propidium iodide solution 
ปริมาตร 24 ไมโครลิตร ลงไปผสมให้เข้ากันส าหรับตัวอย่าง 12 ตัวอย่าง  
 16.2 การย้อมสีเซลล์มะเร็งช่องปาก 
 16.2.1 เก็บอาหารเลี้ยงเซลล์ใส่ในหลอดทดลองขนาด 15 มิลลิลิตร แล้วเติม PBS 
ปริมาตร 500 µl แล้วบ่มไว้ในตู้ควบคุมอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5 นาที เพื่อเป็น
การล้างอาหารเลี้ยงเซลล์ออกจากเซลล์ ท าให้สามารถย่อยเซลล์ด้วยเอนไซม์ได้ง่ายข้ึน 
 16.2.2 เก็บ PBS ใส่ในหลอดทดลองขนาด 15 มิลลิลิตร ในข้อที่ 2 แล้ว 
trypsinization โดยการเติมเอนไซม์ trypsin without EDTA ปริมาตร 500 µl แล้วบ่มไว้ใน
ตู้ควบคุมอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที เพื่อท าให้เซลล์ที่เกาะกันอยู่ที่ก้นเพลท
หลุดออกจากกัน เคาะเพลทให้เซลล์หลุดหมด 
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  16.2.3 หยุดฤทธิ์ trypsin โดยการเติมอาหารเลี้ยงเซลล์ RPMI 1640 medium 
ปริมาตร 500 µl เพื่อหยุดฤทธิ์ trypsin แล้วเก็บเซลล์มะเร็งที่ผ่านการ trypsinization มาใส่ใน
หลอดทดลองขนาด 15 มิลลิลิตรในข้อที่ 16.2.2 
  16.2.4 เติม PBS ปริมาตร 250 µl เก็บ PBS ใส่ในหลอดทดลองขนาด 15 
มิลลิลิตรในข้อที่ 16.2.2 เพื่อเก็บเซลล์ที่ติดอยู่ที่ก้นเพลท 
   16.2.5 น าหลอดทดลองขนาด 15 มิลลิลิตรในข้อที่ 3.1 ไปป่ันในเครื่องป่ันควบคุม
อุณหภูมิ ที่ความเร็วรอบ 3,000 rpm อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที เทส่วนใสทิ้ง 
เหลือตะกอนเซลล์ไว้  
   16.2.6 เติม cold PBS 1,000 µl resuspend ให้เป็นสารละลายแขวนลอย แล้ว
ถ่ายใส่ FACS -tube น าไปป่ันในเครื่องป่ันควบคุมอุณหภูมิ ที่ความเร็วรอบ 3,000 rpm อุณหภูมิ 
4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5 นาที ดูดส่วนใสทิ้ง เหลือตะกอนเซลล์ไว้ 
 16.2.7 ใส่น้ ายา annexin V-FLUOS labeling solution ปริมาตร 100 ไมโครลิตร 
ที่เตรียมได้จากข้อ 2 ผสมให้กับเซลล์แล้ววางไว้ที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 15 นาที ในที่มืด  
 16.2.8 หลังจากนั้นใส่ incubation buffer เพิ่มอีกปริมาตร 400 ไมโครลิตร แล้ว
น าไปตรวจนับเซลล์ด้วยเครื่องโฟลไซโทมิเตอร์ภายใน 1 ชั่วโมง โดยนับจ านวนเซลล์ทั้งหมด 
15,000 เซลล์ 
  17) การวิเคราะห์ข้อมูลทางสถิต ิ
  เปรียบเทียบร้อยละการมีชีวิตรอดของเซลล์มะเร็งช่องปากที่ทดสอบด้วยสารที่ความ
เข้มข้นต่างๆ กับที่ไม่ได้เติมสารสกัด เมื่อข้อมูลกระจายตัวแบบปกติโดยใช้สถิติ One-way 
ANOVA และส าหรับข้อมูลที่กระจายตัวแบบไม่ปกติใช้สถิติ Mann whitney U test เปรียบเทียบ
ระหว่างสารแต่ละความเข้มข้นกับที่ไม่ได้เติมสาร 
 

3. ผลการทดลอง 
1) ลักษณะของเซลล์มะเร็งช่องปาก (CLS-354 cells) และเซลล์เม็ดเลือดขาวปกติ ที่เลี้ยงใน

อาหารเลี้ยงเซลล์ปกติ  
ในสภาวะปกติเซลล์มะเร็งช่องปาก (passages 24-36) ส่วนใหญ่มีลักษณะรูปร่างคล้าย 

epithelial cells (epithelial-like morphology)  และบางเซลล์มีลักษณะรีคล้ายเซลล์ fibroblast 
(fibroblast-like morphology) ลักษณะของนิวเคลียสกลมรี  ส่วนของไซโตพลาสมจะแผ่ขยาย
ออก ไม่มีแวคคิวโอลภายในเซลล์ เซลล์มีการกระจายตัวเรียงเดี่ยวเป็น  monolayer culture และ
ยึดติดกับจานเพาะเลี้ยง แสดงถึงลักษณะของเซลล์ที่มีชีวิต  ส่วนเซลล์เม็ดเลือดขาวมีรูปร่างกลม  
ขอบเรียบ มีลักษณะวาวใส เซลล์ไม่ยึดติดกับจานเพาะเลี้ยง    

2) การคัดกรองฤทธิ์ต้านมะเร็งช่องปากของสารสกัดเมทานอลจากผลไม้ชนิดต่างๆ  
สารสกัดจากเมล็ดมะขาม ผลทับทิม เมล็ดลิ้นจี่ เปลือกมังคุด และใบฝรั่งที่ใช้ทดสอบกับ

เซลล์มะเร็งและเซลล์เม็ดเลือดขาวอยู่ในช่วงความเข้มข้นตั้งแต่ 17.5-175.0 g/ml ส าหรับสาร
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สกัดจากเปลือกลิ้นจี่  เปลือกเงาะ เมล็ดเงาะ และผลส ารอง  ความเข้มข้นที่ใช้ทดสอบกับ
เซลล์มะเร็งและเซลล์เม็ดเลือดขาวอยู่ในช่วงความเข้มข้นตั้งแต่ 87.5-350.0 µg/ml 

2.1 สารสกัดจากเมล็ดมะขาม (tamarind seed extract)  
สารสกัดจากเมล็ดมะขามในช่วงความเข้มข้นที่ทดสอบคือ 17.5-175.0 µg/ml 

สารสกัดจากเมล็ดมะขามทุกความเข้มข้นที่ทดสอบท าให้เซลล์มะเร็งลดลงอย่างมีนัยส าคัญทาง
สถิติ (p<0.05) เมื่อเปรียบเทียบกับเซลล์ที่ไม่ได้ทดสอบด้วยสารสกัด และความเข้มข้นที่ยับย้ัง
เซลล์มะเร็งได้ร้อยละ 50  คือที่ 103.0 µg/ml (IC50=103.0 µg/ml) (ดังแสดงในภาพที่ 1)  สารสกัด
จากเมล็ดมะขามทุกความเข้มข้นที่ทดสอบไม่มีผลต่อการเปลี่ยนแปลงจ านวนเซลล์เม็ดเลือดขาว
ปกติอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ    
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ภาพที ่1 ร้อยละของการมีชีวิตรอดของเซลล์เม็ดเลือดขาวปกติ (▲) และเซลล์มะเร็ง (■) ของ
สารสกัดจากเมล็ดมะขาม  

 
2.2 สารสกัดจากผลทับทิม (pomegranate extract) 

สารสกัดจากผลทับทิมทุกความเข้มข้นที่ทดสอบท าให้เซลล์เม็ดเลือดขาวปกติ
ลดลงอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (p<0.05) เมื่อเทียบกับเซลล์ที่ไม่ได้ทดสอบด้วยสารสกัด และ
ความเข้มข้นที่ยับย้ังเซลล์มะเร็งได้ร้อยละ 50  คือที่ 108.0 µg/ml (IC50=108.0 µg/ml)  (ดังแสดงใน
ภาพที่ 2) สารสกัดจากผลทับทิมทุกความเข้มข้นที่ทดสอบท าให้เซลล์เม็ดเลือดขาวปกติลด
จ านวนลงอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (p<0.05)  

* 

* * 
* 



  หน้า 17 

0
20
40
60
80

100
120
140

0 20 40 60 80 100 120 140 160 180
Concentration (g/ml)

%
 V

iab
ilit

y

 
*, p<0.05 vs. 0 g/ml 

ภาพที ่2 ร้อยละของการมชีีวิตรอดของเซลล์เม็ดเลือดขาวปกติ (▲) และเซลล์มะเร็ง (■) ของ
สารสกัดจากผลทับทิม  

2.3 สารสกัดจากเมล็ดลิ้นจี่ (litchi seed extract)  
สารสกัดจากเมล็ดลิ้นจี่ที่ความเข้มข้น 35.0-175.0 g/ml สามารถยับย้ัง

เซลล์มะเร็งช่องปากท าให้เซลล์มะเร็งลดลงอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (p<0.05) เมื่อเทียบกับ
เซลล์ที่ไม่ได้ทดสอบด้วยสารสกัด และความเข้มข้นที่ยับย้ังเซลล์มะเร็งได้ร้อยละ 50 คือที่ 135.0 
µg/ml (IC50=135.0 µg/ml) (ดังแสดงในภาพที่ 3) สารสกัดจากเมล็ดลิ้นจี่ทุกความเข้มข้นที่ทดสอบ
ไม่มีผลต่อการเปลี่ยนแปลงจ านวนเซลล์เม็ดเลือดขาวปกติ  
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ภาพที่ 3 ร้อยละของการมีชีวิตรอดของเซลล์เม็ดเลือดขาวปกติ (▲) และเซลลม์ะเรง็ (■) ของ
สารสกัดจากเมล็ดลิน้จี ่

* 
* 

* * 

* * 

* 
* 

* 
* 

* 
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2.4 สารสกัดจากเปลือกลิ้นจี ่
สารสกัดจากเปลือกลิ้นจีทุ่กความเข้มข้นที่ทดสอบมีฤทธิยั์บย้ังเซลล์มะเร็งล าไส้

ได้โดยท าให้เซลล์มะเร็งลดลงอย่างมีนัยส าคัญทางสถิต ิ(p<0.05) เมื่อเทียบกับเซลล์ที่ไม่ได้ทดสอบ
ด้วยสารสกัด และความเข้มข้นที่ยับย้ังเซลล์มะเรง็ได้ร้อยละ 50 คือที่ >350.0 µg/ml (IC50>350.0 
µg/ml) (ดังแสดงในภาพที่ 4) สารสกัดจากเปลือกลิ้นจี่ทุกความเข้มข้นที่ทดสอบไมม่ีผลต่อจ านวน
เม็ดเลือดขาวปกติ  
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ภาพที ่4 ร้อยละของการมีชีวิตรอดของเซลล์เม็ดเลือดขาวปกติ (▲) และเซลล์มะเร็ง (■) ของ
สารสกัดจากเปลือกลิ้นจี ่ 
 

2.5  สารสกัดจากเมล็ดเงาะ (rambutan seed extract) 
สารสกัดจากเมล็ดเงาะที่ความเข้มข้นที่ทดสอบคือ 175.0 -350.0 µg/ml ท าให้

เซลล์มะเร็งลดลงอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (p<0.05) โดยสามารถยับย้ังเซลล์มะเร็งได้ร้อยละ 50 
ที่ความเข้มข้น 308.0 g/ml (IC50=308.0 µg/ml) (ดังแสดงในภาพที่ 5) อย่างไรก็ตามสารสกัด
จากเมล็ดเงาะทุกความเข้มข้นที่ทดสอบท าให้เซลล์เม็ดเลือดขาวปกติลดลงอย่างมีนัยส าคัญทาง
สถิติ (p<0.05)  

 *    *     *      * 
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ภาพที่ 5 ร้อยละของการมีชีวิตรอดของเซลล์เม็ดเลือดขาวปกติ (▲) และเซลล์มะเร็ง (■) ของ
สารสกัดจากเมล็ดเงาะ  

2.6 สารสกัดจากเปลือกเงาะ (rambutan rind extract) 
สารสกัดจากเปลือกเงาะที่ความเข้มข้นที่ทดสอบคือ 175.0 -350.0 µg/ml ท าให้

เซลล์มะเร็งลดลงอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (p<0.05) โดยสามารถยับย้ังเซลล์มะเร็งได้ร้อยละ 50 
ที่ความเข้มข้น 290.0 g/ml (IC50=290.0 µg/ml) (ดังแสดงในภาพที่ 6) อย่างไรก็ตามสารสกัด
จากจากเปลือกเงาะทุกความเข้มข้นที่ทดสอบท าให้เซลล์เม็ดเลือดขาวปกติลดลงอย่างมี
นัยส าคัญทางสถิติ (p<0.05)  
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*, p<0.05 vs. 0 g/ml 

ภาพที ่6 ร้อยละของการมชีีวิตรอดของเซลล์เม็ดเลือดขาวปกติ (▲) และเซลล์มะเร็ง (■) ของ
สารสกัดจากเปลือกเงาะ  

* * 
* 

* 

* * 
* 

* 

* 
* 

* 

* 

* 
* 
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2.7 สารสกัดจากผลส ารอง (malva nut extract) 
สารสกัดจากผลส ารองในช่วงความเข้มข้นที่ทดสอบคือ 262.5-350.0 µg/ml ท า

ให้เซลล์มะเร็งลดลงอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (p<0.05) โดยสามารถยับย้ังเซลล์มะเร็งได้ร้อยละ 
50 ที่ความเข้มข้น 300.0 g/ml (IC50=300.0 µg/ml) (ดังแสดงในภาพที่ 7) สารสกัดจากผลส ารอง
ทุกความเข้มข้นไม่ได้ท าให้เซลล์เม็ดเลือดขาวปกติลดลงอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ  
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*, p<0.05 vs. 0 g/ml 

ภาพที่ 7 ร้อยละของการมีชีวิตรอดของเซลล์เม็ดเลือดขาวปกติ (▲) และเซลล์มะเรง็ (■) ของ
สารสกัดจากผลส ารอง 

 
2.8 สารสกัดจากเปลือกมังคุด (mangosteen rind extract) 

สารสกัดจากเปลือกมังคุดทุกความเข้มข้นที่ทดสอบ 17.5-175.0 µg/ml ท าให้
เซลล์มะเร็งลดลงอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (p<0.05) โดยสามารถยับย้ังเซลล์มะเร็งได้ร้อยละ 50 
ที่ความเข้มข้น 57.0 g/ml (IC50=57.0 µg/ml) (ดังแสดงในภาพที่ 8) สารสกัดจากเปลือกมังคุด
ทุกความเข้มข้นที่ทดสอบไม่มีผลต่อการเปลี่ยนแปลงจ านวนเซลล์เม็ดเลือดขาวปกติ  

* 
* 
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*, p<0.05 vs. 0 g/ml 

ภาพที ่ 8 ร้อยละของการมีชีวิตรอดของเซลลเ์ม็ดเลือดขาวปกติ (▲) และเซลล์มะเร็ง (■) ของ
สารสกัดจากเปลือกมังคุด 

2.9 สารสกัดจากใบฝรั่ง (guava leaf extract) 
สารสกัดจากใบฝรั่งทุกความเข้มข้นที่ทดสอบ 17.5-175.0 µg/ml ท าให้

เซลล์มะเร็งลดลงอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (p<0.05) โดยสามารถยับย้ังเซลล์มะเร็งได้ร้อยละ 50 
ที่ความเข้มข้น >180.0 g/ml (IC50>180.0 µg/ml) (ดังแสดงในภาพที่ 9) และสารสกัดจากใบฝรั่ง
ทุกความเข้มข้นที่ทดสอบไม่มีผลต่อการเปลี่ยนแปลงจ านวนเซลล์เม็ดเลือดขาวปกติ  
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ภาพที ่9 ร้อยละของการมีชีวิตรอดของเซลล์เม็ดเลือดขาวปกติ (▲) และเซลล์มะเร็ง (■) ของ
สารสกัดจากใบฝรัง่ 

* 

* 

*   * 

*    * 
    *      * 
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 3) การศึกษาคุณสมบัติของการเจริญในอาหารกึ่งเหลว (anchorage independent 
growth) ของเซลล์มะเร็งช่องปาก CLS-354 
   จากการศึกษาคุณสมบัติของการเจริญในอาหารกึ่ ง เหลว (anchorage 
independent growth) ของเซลล์มะเร็งช่องปาก CLS-354 พบว่าเซลล์มะเร็งไม่สามารถเจริญใน
อาหารกึ่งเหลวได้ นั่นคือไม่มีคุณสมบัติของ anchorage independent growth เมื่อเทียบกับ 
positive control ซึ่งใช้เซลล์มะเร็งเม็ดเลือดขาว (HL60)  จึงไม่สามารถทดสอบการสูญเสียคุณ
บัติดังกล่าวนี้ด้วยสารสกัดเมทานอลจากผลไม้ที่ให้ฤทธิ์ดีที่สุดได้  
           
      
    
 
 
 
 
 
                                         (A)                                    (B) 
ภาพที ่10  การฟอร์มโคโลนีของเซลล์มะเร็งเม็ดเลือดขาว (HL-60)  ซึ่งใช้เป็น positive control (A) 
และเซลล์มะเร็งช่องปากในอาหารซึ่งไม่สามารถฟอร์มโคโลนีได้ในอาหารกึง่เหลว (B) 

 
4) การตรวจวัดระดับ phenolic compounds ในตัวอย่างสารสกัดเมทานอลจากผลไม้

ชนิดต่างๆ 
  ผลการตรวจวัดระดับ phenolic compounds ในตัวอย่างสารสกัดเมทานอลจาก
ผลไม้ทั้ง 8 ชนิดโดยวิธี Folin-Ciocalteau reagent โดยใช้สารละลาย gallic acid (GAE) เป็น
สารมาตรฐาน พบว่าระดับ phenolic compounds เรียงจากมากไปน้อยคือ สารสกัดจากเปลือก
ทับทิม >เมล็ดมะขาม >ใบฝรั่ง >เมล็ดลิ้นจี่ > เปลือกลิ้นจี่ > เปลือกมังคุด > เมล็ดเงาะ > เปลือก
เงาะ > ผลส ารอง ดังแสดงในตารางที่ 1  
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ตารางที่ 1 ผลการศึกษาระดับ phenolic compounds จากสารสกัดผลไม้ด้วยเมทานอล 
สารสกัดจากผลไม้ ระดับ phenolic compounds (mg GAE/g) 

เมล็ดมะขาม 501.95±3.40 
เปลือกทับทิม 512.13±11.49 
เมล็ดลิ้นจี ่ 341.00±26.16 
เปลือกลิ้นจี่ 254.63±5.48 
เมล็ดเงาะ 114.25±1.41 
เปลือกเงาะ 97.50±0.71 
ผลส ารอง 36.13±1.59 

เปลือกมังคุด 204.13±4.77 
ใบฝรัง่ 465.00±2.83 

 
5) ศึกษาการตายแบบอะพอพโทซสิโดยการย้อมด้วย Annexin V-FITC/PI ของการ

ทดสอบที่ใช้สารสกัดด้วยเมทานอลที่ใหฤ้ทธิ์ดีทีสุ่ด 
  ในการศึกษาครั้งนี้ได้คัดเลือกสารสกัดผลไม้ด้วยเมทานอลที่ให้ฤทธิ์ต้านมะเร็งดี
ที่สุดและไม่มีความเป็นพิษต่อเซลล์เม็ดเลือดขาวปกติในช่วงความเข้มข้นที่ทดสอบมา 2 ชนิดคือ
สารสกัดจากเมล็ดมะขามและสารสกัดจากเมล็ดลิ้นจี่ มาศึกษาการตายแบบอะพอพโทซิสโดยวิธี 
AnnexinV/PI staining เมื่อทดสอบการเหนี่ยวน าให้เซลล์มะเร็งตายแบบอะพอพโทซิสของสาร
สกัดจากเมล็ดมะขามที่ความเข้มข้น 75 g/ml ซึ่งเป็นความเข้มข้นที่ยับย้ังเซลล์มะเร็งได้
ประมาณร้อยละ 45 พบว่าสารสกัดที่ความเข้มข้นดังกล่าวท าให้เซลล์มะเร็งตายแบบอะพอพโท
ซิสประมาณ 10% (ภาพที่ 11C) เมื่อเปรียบเทียบกับเซลล์ควบคุมที่ไม่ได้ทดสอบด้วยสารสกัด 
(ภาพที่ 11A) ส่วนสารสกัดจากเมล็ดลิ้นจี่ที่ความเข้มข้น 135 g/ml ซึ่งเป็นความเข้มข้นที่ท าให้
เซลล์มะเร็งตายได้ร้อยละ 50 พบว่าไม่ท าให้เซลล์มะเร็งตายแบบอะพอพโทซิส (ภาพที่ 11D) 
ส่วน positive control ใช้ยา camptothecin ที่ความเข้มข้น 12 M มาทดสอบกับเซลลมะเร็ง
ช่องปาก พบว่าท าให้เซลล์มะเร็งตายแบบอะพอพโทซิสประมาณร้อยละ 19 (ภาพที่ 11B) 
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           (A)                    (B) 
 

    
 

           (C)                    (D) 
 

ภาพที่ 11  ร้อยละของเซลล์ที่ตายแบบอะพอพโทซิสในเซลล์มะเร็งช่องปากควบคุม (A)  
เซลล์มะเร็งช่องปากที่ทดสอบด้วยยา 12 M  camptothecin (B) เซลล์มะเร็งช่องปากที่ทดสอบด้วย
สารสกัดจากเมล็ดมะขามที่ความเข้มข้น 75 g/ml (C) และเซลล์มะเร็งช่องปากที่ทดสอบด้วยสารสกัดจาก
เมล็ดลิ้นจี่ที่ความเข้มข้น 135 g/ml (D) 
 

6) การหาสารที่เป็นองค์ประกอบหลักจากสารสกัดจากเมล็ดมะขามด้วยวิธี TLC 
  จากการศึกษาฤทธิ์ของสารสกัดจากผลไม้ด้วยเมทานอลที่ให้ฤทธิ์ดีที่สุดคือสาร
สกัดจากเมล็ดมะขามและสารสกัดจากเมล็ดลิ้นจี่  จึงน าสารสกัดดังกล่าวมาหาสารที่เป็น
องค์ประกอบหลัก โดยการน ามาศึกษาด้วยวิธี TLC โดยใช้สารมาตรฐานที่เคยมีรายงานว่าเป็น
องค์ประกอบหลักในสารสกัดจากเมล็ดมะขามและเมล็ดลิ้นจี่มาเปรียบเทียบคือ cathechin 
quercetin และ procyanidin B2 ผลการศึกษาพบว่า สารสกัดจากเมล็ดมะขามไม่มีองค์ประกอบ
ของสารดังกล่าวทั้ง 3 ชนิดคือ cathechin  quercetin และ procyanidin B2 ภาพที่ 12  อย่างไร

0.49% 18.56% 

64.98% 

15.97% 

2.83% 25.27% 

43.56% 

28.35% 

0.81% 16.48% 

55.87% 

26.84% 

0.99% 16.89% 

64.56% 

17.55% 
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ก็ตามอาจมีสารส าคัญซึ่งเป็นสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพอ่ืนๆ เป็นองค์ประกอบที่ทางผู้วิจัยไม่ได้
ทดสอบ เนื่องจากไม่มีสารมาตรฐานที่จะน ามาใช้เปรียบเทียบ 
 
              1        2         3         4         5 

 
 

ภาพที่ 12  การหาสารประกอบหลักในสารสกัดจากเมล็ดมะขามโดยวิธี TLC โดยใช้ mobile 
phase คือ CH2Cl2: AtOAc: MeOH (3:12:1)  สารมาตรฐาน quercetin (1)  สารมาตรฐาน 
procyanidin B2 (2) สารมาตรฐาน cathechin (3) สารสกัดจากเมล็ดมะขาม (4) และสารสกัด
จากเมล็ดลิ้นจี่ (5)  
 

7) การศึกษาฤทธิ์ของสารบริสุทธิ์  cathechin และ procyanidin B2 ในการต้าน
เซลล์มะเร็งช่องปาก 
   จากการศึกษาฤทธิ์ของสารบริสุทธิ์ที่เคยมีรายงานว่าเป็นองค์ประกอบหลักใน
สารสกัดจากเมล็ดมะขามและเมล็ดลิ้นจี่คือ cathechin และ procyanidin B2 มาทดสอบฤทธิ์ต้าน
มะเร็งช่องปากพบว่าไม่มีฤทธิ์ต้านเซลล์มะเร็งช่องปากในช่วงความเข้มข้นที่ทดสอบ ดังแสดงใน
ภาพที่ 13 และ 14 
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     0     0.01         0.02        0.04        0.08         0.16       0.32 %  
*, p< 0.05 vs. 0 g/ml  
 
ภาพที่ 13 ร้อยละการมีชีวิตรอดของเซลลม์ะเรง็ช่องปากเมื่อทดสอบด้วยสาร cathechin 
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    0     0.1          0.2          0.4          0.6           0.8          1.0%   
*, p< 0.05 vs. 0 g/ml  
 
ภาพที่ 14  ร้อยละการมีชีวิตรอดของเซลลม์ะเรง็ช่องปากเมื่อทดสอบด้วยสาร procyanidin B2 
 

8) การศึกษาฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระของสารผลิตภัณฑ์ธรรมชาติจากสมุนไพรชนิดอ่ืนๆ 
จากการศึกษาเพิ่มเติมเกี่ยวกับฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระและฤทธิ์ต้านเซลล์มะเร็ง

ของสารผลิตภัณฑ์ธรรมชาติจากสมุนไพรชนิดต่างๆ ซึ่งได้รับความอนุเคราะห์จาก ศ.ดร.อภิชาต 
สุขส าราญ จากคณะวิทยาศาสตร์ มหาวิทยาลัยรามค าแหง โดยใช้เซลล์มะเร็งล าไส้มาศึกษาแทน

g/ml 
DMSO 

   

 
 

g/ml 
DMSO 

      
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เซลล์มะเร็งช่องปาก พบว่าสารจากขมิ้นให้ฤทธิ์ยับย้ังอนุมูลอิสระ ABTS ได้ดีที่สุด ดังแสดงใน
ตารางที่ 2 สารจากแมงลักคาพบว่าให้ฤทธิ์ยับย้ังอนุมูลอิสระ DPPH ได้ดีที่สุด ตารางที่ 3 

 
ตารางที่ 2 ฤทธิต์้านอนุมูลอิสระ ABTS ของสารผลติภัณฑ์ธรรมชาติบรสิุทธิ์จากสมุนไพร 
สารผลิตภัณฑ์ธรรมชาติบริสทุธิ์จากสมุนไพร TEAC** 

(mg Trolox/ 1 g extract) 
IC50 values 

(µg/ml) ชื่อสามัญ    ชื่อวิทยาศาสตร ์
ขมิ้น Curcuma longa Linn. 1512.30+29.99 16.73±1.08 
แมงลักคา Hyptis suaveolens (L.) Poit. 1383.28+11.44 32.28±1.43 
ขิง Zingiber officinale Roscoe. 1099.85+11.14 44.67±1.81 
โลดทะนง Trigonostemon reidiodes Craib. 1104.09+64.16 50.52±1.27 
หอมแขก Murraya koenigii (L.) Spreng. 865.08+56.07 62.50±2.04 
ฟ้าทะลายโจร Andrographis paniculata 23.24+2.68 NA* 
ว่านสบู่เลือด Jatropha gossypifolia  L. 13.43+6.26. NA* 
ว่านชักมดลูก Curcuma zanthorrhiza Roxb. 6.20 +2.68 NA* 
มะระข้ีนก Momordica charantia Linn. NA* NA* 
NA*= no activity, TEAC ** = Trolox equivalent antioxidant capacity  
 
ตารางที่ 3 ฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ DPPH ของสารผลิตภัณฑ์ธรรมชาติบริสุทธิ์จากสมุนไพร 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

NA*= no activity, VCEAC** = Vitamin C equivalent antioxidant capacity  
  

สารผลิตภัณฑ์ธรรมชาติบริสทุธิ์จากสมุนไพร VCEAC** 

(mg vitamin C/ 1 g extract) ชื่อสามัญ    ชื่อวิทยาศาสตร ์
แมงลักคา Hyptis suaveolens (L.) Poit. 584.41±18.17 
ขิง Zingiber officinale Roscoe. 538.47±42.29 

หอมแขก Murraya koenigii (L.) Spreng. 494.38±24.75 

ขมิ้น Curcuma longa Linn. 369.99±58.28 

โลดทะนง Trigonostemon reidiodes Craib. 147.69±31.47 

ว่านชักมดลูก Curcuma zanthorrhiza Roxb. 60.90±22.34 

ว่านสบู่เลือด Jatropha gossypifolia  L. NA* 
ฟ้าทะลายโจร Andrographis paniculata NA* 

มะระข้ีนก Momordica charantia Linn. NA* 
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9) การศึกษาฤทธิ์ต้านมะเร็งล าไส้ของสารผลิตภัณฑ์ธรรมชาติจากสมุนไพรชนิดอ่ืนๆ 
จากการทดสอบฤทธิ์ต้านมะเร็งพบว่าสารจากขมิ้นที่ความเข้มข้น 5-40 µg/ml มี

ความเป็นพิษต่อเซลล์มะเร็งโดยมีผลยับย้ังการเจริญของเซลล์มะเร็งล าไส้ใหญ่ได้อย่างมี
นัยส าคัญทางสถิติ (p<0.05) และมีผลยับย้ังการเจริญของเซลล์มะเร็งล าไส้ใหญ่ได้ร้อยละ 50 ที่
ความเข้มข้น 16 µg/ml (IC50=16 µg/ml) โดย DMSO มีความเป็นพิษเพียงเล็กน้อย ภาพที่ 15 

 

 
 
*, p< 0.05 vs. 0 g/ml  
ภาพที่ 15  ร้อยละการมีชีวิตของเซลล์มะเร็งล าไส้ใหญ่ (Caco-2 cells) เมื่อทดสอบด้วยสารจาก
ขมิ้น () และ DMSO ()  
  
  สารจากขิงที่ความเข้มข้น 5-40 µg/ml มีความเป็นพิษต่อเซลล์มะเร็งโดยมีผล
ยับย้ังการเจริญของเซลล์มะเร็งล าไส้ใหญ่ได้อย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (p<0.05) แต่ไม่มีผลยับย้ัง
การเจริญของเซลล์มะเร็งล าไส้ใหญ่ร้อยละ 50 ในช่วงความเข้มข้นที่ทดสอบ โดย DMSO มี
ความเป็นพิษเพียงเล็กน้อย ภาพที่ 16 
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*, p< 0.05 vs. 0 g/ml  
ภาพที ่16 ร้อยละการมีชีวิตของเซลล์มะเร็งล าไสใ้หญ่ (Caco-2 cells) เมื่อทดสอบด้วยสารจาก
ขิง () และ DMSO () 
  

  สารจากแมงลักคาทีค่วามเข้มข้น 5-40 µg/ml ไม่มีผลยับย้ังการเจริญของ
เซลล์มะเรง็ล าไสใ้หญ่ โดย DMSO มีความเป็นพิษเพียงเล็กน้อย ภาพที่ 17 
 

 
*, p< 0.05 vs. 0 µg/ml 
ภาพที่ 17 ร้อยละการมีชีวิตของเซลล์มะเร็งล าไส้ใหญ่ (Caco-2 cells) เมื่อทดสอบด้วยสารจาก
แมงลักคา () และ  DMSO () 
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   สารจากหอมแขกที่ความเข้มข้น 5-40 µg/ml มีความเป็นพิษต่อเซลล์มะเร็งโดย
มีผลยับย้ังการเจริญของเซลล์มะเร็งล าไส้ใหญ่ได้อย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (p<0.05) และมีผล
ยับย้ังการเจริญของเซลล์มะเร็งล าไส้ใหญ่ได้ร้อยละ 50 ที่ความเข้มข้น 5.80 µg/ml (IC50= 5.80 
µg/ml) โดย DMSO มีความเป็นพิษเพียงเล็กน้อย ภาพที่ 18 
 

 
 
*, p< 0.05 vs. 0 µg/ml 
ภาพที่ 18 ร้อยละการมีชีวิตของเซลล์มะเร็งล าไส้ใหญ่ (Caco-2 cells) เมื่อทดสอบด้วยสารจาก
หอมแขก () และ DMSO () 
  
    สารจากโลดทะนงที่ความเข้มข้น 30 µg/ml มีความเป็นพิษต่อเซลล์มะเร็งโดยมี
ผลยับย้ังการเจริญของเซลล์มะเร็งล าไส้ใหญ่ได้อย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (p<0.05) ในช่วงความ
เข้มข้นที่ทดสอบแต่ไม่มีผลยับย้ังการเจริญของเซลล์มะเร็งล าไส้ใหญ่ได้ร้อยละ 50 โดย DMSO มี
ความเป็นพิษเพียงเล็กน้อย ภาพที่ 19 
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*, p< 0.05 vs. 0 µg/ml 
ภาพที่ 19 ร้อยละการมีชีวิตของเซลล์มะเร็งล าไส้ใหญ่ (Caco-2 cells) เมื่อทดสอบด้วยสารจาก
โลดทะนง () และ DMSO () 
 

10) การศึกษาฤทธิ์ต้านมะเร็งช่องปากของสารผลิตภัณฑ์ธรรมชาติบริสุทธิ์และแอนา
ลอกจากสมุนไพรชนิดอ่ืนๆ 

การคัดกรองฤทธิ์ต้านมะเรง็ช่องปากของสารบรสิุทธิจ์ากสมุนไพรทัง้ 6 ชนิด คือ 
ขมิ้น (Curcuma longa L.) ว่านชักมดลูก (Curcuma comosa) หอมแขก (Murraya koenijii), 
แมงลักคา (Hyptis sauveolens) ฟ้าทะลายโจร (Andrographis paniculata) และโลดทะนง 
(Trigonostemon reidioides) มีจ านวนสารบริสทุธิ์และแอนาลอกที่ทดสอบรวมทั้งหมด 36 สาร 
แสดงในตารางที ่ 4  จากตารางพบว่าสารบริสุทธิจ์ากหอมแขกใหฤ้ทธิ์ยับย้ังเซลล์มะเรง็ช่องปาก
ชนิด CLS-354 cells ได้ดีที่สุด โดยเฉพาะสาร ASWK024 ให้ค่า IC50 น้อยที่สุดคือประมาณ 10 
M  
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ตารางท่ี 4 แสดงค่าความเข้มข้นของสารจากสมุนไพรทั้งหมด 6 ชนิด ที่สามารถการยับยั้ง
เซลล์มะเร็งชนิด human oral squamous carcinoma (CLS-354 cells) ได้ร้อยละ 50 (IC50)

Thai Herbs 
Compound 

 (code) 
IC50 value  
(g/ml) 

IC50 value 
(M)  

Curcuma longa L. 
(Ka-min-Chan) 

ASWK-001 10.0 29.56 

ASWK-002 18.0 58.38 

ASWK-003 NA NA 

 ASWK-004 20.0 59.64 

 ASWK-005 NA NA 

 ASWK-006 25.0 68.61 

 ASWK-007 14.0 41.87 

 ASWK-008 22.5 73.93 

 ASWK-009 3.0 10.33 

 ASWK-010 8.5 27.75 

 ASWK-011 13.0 40.58 

 ASWK-012 5.0 14.27 

 ASWK-013 5.0 13.68 

 ASWK-014 4.8 14.27 

 ASWK-015 3.5 10.86 

 ASWK-037 NA NA 

 ASWK-038 14.0 42.64 

 ASWK-039 7.0 29.38 

 ASWK-040 9.0 37.08 

Murraya koenijii  

(Hom-khag) 

ASWK-023 4.0 11.52 

ASWK-024 3.5 10.08 
ASWK-025 4.0 11.01 
ASWK-026 9.0 25.92 
ASWK-027 NA NA 
ASWK-028 NA NA 
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NA: No activity 

 
11) การศึกษาฤทธิ์ต้านมะเร็งล าไส้และเซลล์มะเร็งช่องปากของสารจากหอมแขก 

จากการศึกษาข้างต้นพบว่าสารจากหอมแขกมีฤทธิ์ยับย้ังเซลล์มะเร็งล าไส้ได้
มากที่สุด ดังนั้นจึงท าการทดสอบฤทธิ์ของสารจากหอมแขกตัวอ่ืนๆ และแอนาลอกเพิ่มเติม
ได้แก่สาร ASWK023-ASWK028 พบว่าสารจากหอมแขกรหัส ASWK023  ASWK024 และ 
ASWK025 ให้ค่าความเข้มข้นที่สามารถยับย้ังเซลล์มะเร็งล าไส้ Caco-2 ได้ร้อยละ 50 (IC50) คือ
ที่ความเข้มข้น 17  12 และ15 M ตามล าดับ และให้ค่าความเข้มข้นที่สามารถยับย้ังเซลล์มะเร็ง
ช่องปาก (CLS-354) ได้ที่ความเข้มข้น 12  10 และ 11 M ตามล าดับ (ภาพที่ 20, 21 และ 22) 
ส่วนสาร ASWK026 ให้ค่าความเข้มข้นที่สามารถยับย้ังเซลล์มะเร็งล าไส้และเซลล์มะเร็งช่อง
ปากได้ได้ร้อยละ 50 ที่ความเข้มข้น 32 และ 26 M ตามล าดับ (ภาพที่ 23) ส่วนสาร 
ASWK027 และASWK028 พบว่าไม่มีฤทธิ์ในการต้านมะเร็ง (ตารางที่ 5)  ส าหรับตัวท าละลาย 
DMSO (0.17-1.33%) พบว่ามีความเป็นพิษต่อเซลล์เพียงเล็กน้อย  

 

Thai Herbs 
Compound 

 (code) 
IC50 value  
(g/ml) 

IC50 value 
(M) 

Andrographis paniculata 
(Pha-ta-lai-chone) 

ASWK-041 7.0 19.98 
ASWK-042 NA NA 
ASWK-043 NA NA 
ASWK-044 NA NA 
ASWK-045 NA NA 
ASWK-046 NA NA 
ASWK-047 NA NA 
ASWK-048 NA NA 

Hyptis suaveolens 
(Mang-Lak-ka) 

ASWK-030 NA NA 

Curcuma comosa 
(Wan-chak-mod-luke) 

ASWK-049 > 40.0 >125.7 

Trigonostemon reidiodes 
(Lode-ta-nong) 

ASWK-051 NA NA 

Anti-cancer drug cisplatin - - 17.0 
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*, p < 0.05 vs 0 M 

ภาพที่ 20 ความเป็นพิษของสาร ASWK023 ค่อเซลล์มะเร็งล าไส้ (Caco-2) และเซลล์มะเร็งช่อง
ปาก (CLS-354)  
 
 

 
ภาพที่ 21 ความเป็นพิษของสาร ASWK024 ค่อเซลล์มะเร็งล าไส้ (Caco-2) และเซลล์มะเร็งช่อง
ปาก (CLS-354)  
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ภาพที่ 22 ความเป็นพิษของสาร ASWK025 ค่อเซลล์มะเร็งล าไส้ (Caco-2) และเซลล์มะเร็งช่อง
ปาก (CLS-354)  
 
 

 
ภาพที่ 23 ความเป็นพิษของสาร ASWK026 ค่อเซลล์มะเร็งล าไส ้(Caco-2) และเซลล์มะเรง็ช่อง
ปาก (CLS-354) 
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ตารางที่ 5  IC50 ของสารจากหอมแขก ASWK023-ASWK028 

 

Compound 
code 

IC50 (M) 
Caco-2  CLS-354 

ASWK023 17 12 
ASWK024 12 10 
ASWK025 15 11 
ASWK026 32 26 
ASWK027 NA NA 
ASWK028 NA NA 

NA; no activity 
 
12) การศึกษาวัฏจักรชีวิตของเซลล์มะเร็งล าไส้และเซลล์มะเร็งช่องปากเมื่อทดสอบด้วย

สารจากหอมแขก 
จากการศึกษาก่อนหน้านี้ที่พบว่าสาร ASWK023-024 มีฤทธิ์ยับย้ังเซลล์มะเร็ง

ทั้ง 2 ชนิดได้ดีที่สุด  ดังนั้นจึงได้น าสารทั้ง 2 ชนิดมาทดสอบกับเซลล์มะเร็งเพื่อศึกษาวัฏจักร
ชีวิตของเซลล์ สาร ASWK023 เมื่อทดสอบในเซลล์มะเร็งล าไส้ Caco-2 ที่ความเข้มข้น 17 M 
เป็นเวลา 24 ชั่วโมงจะพบเซลล์ในระยะ S phase สูงข้ึน ซึ่งจะบ่งชี้ถึงการหยุดวัฏจักรชีวิตของ
เซลล์ในระยะ S phase นอกจากนั้นยังพบว่าความเข้มข้นของสาร ASWK023 17 และ 23 M 
จะท าให้พบเซลล์ในระยะ Sub G1 สูงข้ึนอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (ภาพที่ 24) ส าหรับสาร 
ASWK024 ที่ความเข้มข้น 17 M พบเซลล์ในระยะ Sub G1 สูงข้ึนอย่างมันัยส าคัญทางสถิติ 
(ภาพที่ 25) ซึ่งจะบ่งชี้ถึงการตายแบบอะพอพโทซิส ส าหรับการทดสอบในเซลล์มะเร็งช่องปาก 
CLS-354 พบว่าสาร ASWK023 ที่ 17 M จะท าให้พบเซลล์ในระยะ G1 สูงข้ึนอย่างมีนัยส าคัญ
ทางสถิติ ซึ่งบ่งชี้ถึงการตายของเซลล์แบบอะพอพโทซิส (ภาพที่ 26) ส่วนสาร ASWK024 ที่
ความเข้มข้น 12 M พบว่าท าให้เซลล์ในระยะ G1 สูงข้ึนอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (ภาพที่ 27) 
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*, p< 0.05 vs untreated sample  

ภาพที่ 24 วัฏจักรชีวิตของเซลล์มะเร็งล าไส้เมื่อทดสอบด้วยสาร ASWK023  

 

*, p< 0.05 vs untreated sample  

ภาพที่ 25 วัฏจักรชีวิตของเซลล์มะเร็งล าไส้เมื่อทดสอบด้วยสาร ASWK024  
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*, p< 0.05 vs untreated sample  

ภาพที่ 26 วัฏจักรชีวิตของเซลล์มะเร็งช่องปากเมื่อทดสอบด้วยสาร ASWK023  

 

*, p< 0.05 vs untreated sample  

ภาพที่ 27 วัฏจักรชีวิตของเซลล์มะเร็งช่องปากเมื่อทดสอบด้วยสาร ASWK024  



  หน้า 39 

13) กลไกการตายแบบอะพอพโทซิสของเซลล์มะเร็งช่องปากด้วยสารจากหอมแขก  
 จากการศึกษากลไกการตายแบบอะพอพโทซิสพบว่าสาร ASWK023   ASWK024 

และ ASWK025 จากหอมแขกที่ความเข้มข้น 17M ท าให้เซลล์มะเร็งตายแบบอะพอพโทซิส
ได้ร้อยละ 37 47 และ 32 ตามล าดับ ส าหรับยาซิสพลาตินซึ่งใช้เป็น positive control ที่ความ
เข้มข้น 50M ท าให้เซลล์มะเร็งตายแบบอะพอพโทซิสได้ร้อยละ 64 (ภาพที่ 28) 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพที่ 28 การตายแบบอะพอพโทซิสของเซลล์มะเร็งช่องปากเมื่อทดสอบด้วยสารจากหอมแขก 

Control  

    

    

0.95 % 33.61 % 

52.39 % 

13.04 % 

67.45 % 

11.31 % 

1.02 % 20.21 % 

8.54 % 

61.88 % 

28.62 % 0.95 % 

34.36 % 

24.21 % 

1.82 % 39.60 % 

0.96 % 

84.88 % 

7.42 % 

6.73 % 

0.69 % 9.07% 

82.82 % 

7.41 % 
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4.  สรุปและวิจารณ์ผลการทดลอง  
1)  ฤทธิ์ต้านมะเร็งของสารสกัดจากผลไม้ด้วยเมทานอล 

การศึกษาในครั้งนี้เป็นการศึกษาฤทธิ์ในการยับย้ังเซลล์มะเร็งช่องปาก (CLS-354) ของ
สารสกัดจากผลไม้ด้วย เมทานอล โดยสารสกัดที่ใช้ศึกษามีดังนี้คือ เมล็ดมะขาม  เปลือกทับทิม  
เมล็ดและเปลือกลิ้นจี่  เมล็ดและเปลือกเงาะ  เปลือกมังคุด  ผลส ารองและ ใบฝรั่ง โดยวิธี MTT 
จากการศึกษาพบว่าสารสกัดมีฤทธิ์ในการยับย้ังเซลล์มะเร็งช่องปากที่ดีที่สุดคือ สารสกัดจาก
เปลือกมังคุด > เมล็ดมะขาม > เปลือกทับทิม > เมล็ดลิ้นจี่ > เปลือกเงาะ > ผลส ารอง > เมล็ด
เงาะ ส่วนเปลือกลิ้นจี่ และใบฝรั่งไม่สามารถหาค่าความเข้มข้นที่ยับย้ังเซลล์มะเร็งได้ร้อยละ 50 
ได้ ส าหรับผลการศึกษาความเป็นพิษต่อเซลล์เม็ดเลือดขาวปกติพบว่าความเป็นพิษของสาร
สกัดที่ไม่มีความเป็นพิษในช่วงความเข้มข้นที่ทดสอบคือสารสกัดจากเปลือกมังคุด เมล็ดมะขาม 
เมล็ดลิ้นจี่  เปลือกลิ้นจี่  ผลส ารอง และใบฝรั่ง แต่สารสกัดจากเปลือกทับทิม เปลือกเงาะ และ
เมล็ดเงาะ พบว่ามีความเป็นพิษต่อเซลล์เม็ดเลือดขาวปกติ และจากการตรวจวัดระดับ phenolic 
compounds ในตัวอย่างสารสกัดเมทานอลจากผลไม้ชนิดต่างๆ พบว่ามีระดับ phenolic 
compounds สูงเรียงจากมากไปน้อยคือ สารสกัดเมทานอลจากเปลือกทับทิม > เมล็ดมะขาม> 
ใบฝรั่ง > เมล็ดลิ้นจี่ > เปลือกลิ้นจี่ > เปลือกมังคุด > เมล็ดเงาะ > เปลือกเงาะ > ผลส ารอง และ
จากการศึกษาตายแบบอะพอพโทซิสโดยการย้อมด้วย Annexin V-FITC/PI ของการทดสอบที่
ใช้สารสกัดด้วยเมทานอลที่ให้ฤทธิ์ดีที่สุด 2 ชนิดคือเมล็ดมะขามและเมล็ดลิ้นจี่คือพบว่าสารสกัด
จากเมล็ดมะขามที่ความเข้มข้น 75 g/ml สามารถเหนี่ยวน าให้เซลล์ตายแบบ อะพอพโทซิสได้
ประมาณ 10% และสารสกัดจากเมล็ดลิ้นจี่ที่ความเข้มข้น 135 g/ml ไม่สามารถเหนี่ยวน าให้
เซลล์ตายแบบอะพอพโทซิส อย่างไรก็ตามเมื่อน าสารสกัดจากเมล็ดมะขามและเมล็ดลิ้นจี่ซึ่งให้
ฤทธิ์ ในการยับย้ังเซลล์มะเร็งช่องปากได้ดีที่สุดมาตรวจสอบพบว่าไม่มีสาร cathechin  
quercetin และ procyanidin B2 เป็นองค์ประกอบ  สารสกัดดังกล่าวอาจมีสารส าคัญซึ่งเป็นสาร
ออกฤทธิ์ทางชีวภาพอ่ืนๆ เป็นองค์ประกอบที่ทางผู้วิจัยไม่ได้ทดสอบ และเมื่อน าสารบริสุทธิ์ที่
เคยมีรายงานว่าเป็นองค์ประกอบหลักของสารสกัดจากเมล็ดมะขามและเมล็ดลิ้นจี่คือ cathechin 
และ procyanidin B2 มาทดสอบฤทธิ์ต้านมะเร็งช่องปากก็พบว่าไม่มีฤทธิ์ต้านเซลล์มะเร็งในช่วง
ความเข้มข้นที่ทดสอบ ฤทธิ์ต้านมะเร็งที่พบอาจเนื่องมาจากสารชนิดอ่ืนที่อาจยังไม่เคยพบ
รายงานการวิจัยมาก่อนหรือสารที่ทางผู้วิจัยไม่ได้ทดสอบ จากรายงานการวิจัยก่อนหน้านี้พบว่า
สารสกัดจากเมล็ดมะขามประกอบไปด้วยฟลาโวนอยด์หลายชนิดได้แก่  (+) – catechin  
procyanidin B2 epicatechin และ polymeric procyanidins (1)  และสารเหล่านี้พบว่ามีฤทธิ์ในการ
ยับย้ังการเจริญเติบโตของเซลล์มะเร็งหลายชนิด (2-4) และยังเหนี่ยวน าให้เกิดการตายของ
เซลล์มะเร็งแบบอะพอพโทซิส (2-3) โดยกลไกการออกฤทธิ์ของสารเหล่านี้จะท าให้เกิดจากการ
เปลี่ยนแปลงของ cellular redox ในเซลล์ซึ่งจะกระตุ้นโปรตีนในวิถีต่างๆ ซึ่งอาจจะท าให้เซลล์
แบ่งตัวเพิ่มจ านวนมากข้ึนหรือท าให้เซลล์ตายแบบอะพอพโทซิส (5-6) สารโพลีฟีโนลิกจากสาร
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สกัดอาจมีบทบาทในการเปลี่ยนแปลงสมดุล redox ภายในเซลล์และกระตุ้นการท างานของ
โปรตีนในวิถีที่เหนี่ยวน าให้เซลล์ตายแบบอะพอพโทซิส ส่วนสารสกัดจากเปลือกเมล็ดลิ้นจี่พบว่า
ประกอบไปด้วย condensed tannins epicatecin procyanidin A2 cyanidin-3-rutinoside และ 
quercetin-3-rutinosid ซึ่งเป็นสารที่มีคุณสมบัติในการต้านอนุมูลอิสระได้สูง (7). ซึ่งสารเหล่านี้มี
ฤทธิ์ในการยับย้ังเซลล์มะเร็งหลายชนิดได้แก่เซลล์มะเร็งเต้านมและเซลล์มะเร็งตับ  (8-9)  สาร
สกัดเอทานอลจากเปลือกเงาะพบว่ามีฤทธิ์ ในการก าจัดอนุมูล อิสระที่ ดี  (free-radical 
scavenging power) (10) และพบว่าไม่มีความเป็นพิษต่อเซลล์เม็ดเลือดขาวปกติ (PBMCs) 
และเซลล์มะเร็งล าไส้ชนิด Caco-2  ในขณะที่พบว่าสารสกัดเอทิลอะซิเตทจากเปลือกเงาะ
ประกอบไปด้วยสารฟิโนลิกสูงถึง 2.28 ± 0.02 GAE mg/ml และยังพบว่ามีฤทธิ์ในการยับย้ัง
เซลล์มะเร็งคอหอยชนิด KB และเซลล์มะเร็งล าไส้ชนิด Caco-2 และไม่มีความเป็นพิษต่อเซลล์
เม็ดเลือดขาวปกติ  (11) อย่างไรก็ตามฤทธิ์ในการต้านอนุมูลอิสระและฤทธิ์ยับย้ังเซลล์มะเร็งของ
สารสกัดจากผลไม้เหล่านี้มีความแตกต่างกันทั้งนี้เนื่องจากความแตกต่างของสายพันธุ์  (12) สปี
ชีร์ (13) และวิธีการสกัด (14)  

2)  ฤทธิ์ต้านอนุมุลอิสระของสารผลิตภัณฑ์ธรรมชาติจากสมุนไพรชนิดอ่ืนๆ 
  นอกจากนี้ผู้วิจัยได้ตรวจคัดกรองฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระของสารผลิตภัณฑ์ธรรมชาติจาก
สมุนไพรชนิดชนิดอ่ืนๆ การศึกษาครั้งนี้ได้ท าการทดสอบฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ ABTS และ 
DPPH  ของสารผลิตภัณฑ์ธรรมชาติบริสุทธิ์จากสมุนไพรทั้งหมด 9 ชนิด ได้แก่ ขมิ้น ขิง 
แมงลักคา หอมแขก ฟ้าทะลายโจร มะระข้ีนก ว่านสบู่เลือด ว่านชักมดลูก และโลดทะนง โดย
ฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ ABTS ของสารสมุนไพรเมื่อค านวณเทียบเท่ากับสารละลายมาตรฐาน
ทรอล็อกซ์แล้วพบว่า สารสมุนไพรที่มีฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ ABTS ได้ดีที่สุดเรียงจากมากไปน้อย
คือ สารจากขมิ้น > แมงลักคา > โลดทะนง > ขิง > หอมแขก > ฟ้าทะลายโจร > ว่านสบู่เลือด > 
ว่านชักมดลูก ส่วนสารจากมะระข้ีนกพบว่าไม่มีฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระเลย  ส าหรับความเข้มข้น
ของสารสมุนไพรที่สามารถยับย้ังอนุมูลอิสระ ABTS ได้ร้อยละ 50 (IC50) เรียงจากสารที่มีค่า 
IC50 น้อยที่สุดไปมากที่สุดคือ สารจากขมิ้น แมงลักคา โลดทะนง ขิง และหอมแขก ส่วนฟ้า
ทะลายโจร ว่านสบู่เลือด ว่านชักมดลูก และมะระข้ีนกพบว่าไม่สามารถยับย้ังอนุมูลอิสระ ABTS 
ได้ร้อยละ 50 ในช่วงความเข้มข้นที่ทดสอบ  ส่วนฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ DPPH ของสารสมุนไพร
เมื่อค านวณเทียบเท่ากับสารละลายมาตรฐานวิตามินซีพบว่าสารสมุนไพรที่มีฤทธิ์ต้านอนุมูล
อิสระ DPPH ได้ดีที่สุดเรียงจากมากไปน้อยคือ สารจากแมงลักคา > ขิง > หอมแขก > ขมิ้น > 
โลดทะนง > ว่านชักมดลูก ส่วนสารจากฟ้าทะลายโจร  มะระข้ีนก และว่านสบู่เลือดพบว่าไม่มี
ฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระเลย โดยจากผลการศึกษาดังกล่าวพบว่าขมิ้นและแมงลักคามีมีฤทธิ์ต้าน
อนุมูลอิสระ ABTS และ DPPH ได้ดีที่สุดตามล าดับ ซึ่งการท าปฏิกิริยาระหว่างสารที่มีฤทธิ์ต้าน
อนุมูลอิสระกับอนุมูลอิสระ ABTS และ DPPH ข้ึนอยู่กับโครงสร้างของทั้งสอง โดยอนุมูลอิสระ 
ABTS และ DPPH เป็นอนุมูลอิสระในกลุ่ม reactive nitrogen species (RNS) เนื่องจากมีหมู่
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ไนโตรเจนเป็นศูนย์กลาง โดยอนุมูล ABTS มีหมู่ไนโตรเจนที่มีอิเล็กตรอนเดี่ยวอยู่ตรงส่วนที่ง่าย
ต่อการเข้าท าปฏิกิริยาของสารต้านอนุมูลอิสระ แต่อนุมูล DPPH มีอิเล็กตรอนเด่ียวที่ถูกบดบัง
ด้วยวงเบนซีน 3 วง ท าให้สารต้านอนุมูลอิสระที่มีฤทธิ์แรงแต่มีขนาดใหญ่ไม่สามารถเข้าท า
ปฏิกิริยาก าจัดอนุมูลหรือเกิดปฏิกิริยาได้ช้ากว่าความเป็นจริง ดังนั้นการท าปฏิกิริยาระหว่าง
อนุมูล ABTS และ DPPH ข้ึนอยู่กับขนาดและสูตรโครงสร้างของสารต้านอนุมูลอิสระจาก
สมุนไพรทั้ง 9 ชนิด โดยสารสมุนไพรที่มีโมเลกุลขนาดเล็กจะเข้าท าปฏิกิริยากับอนุมูล DPPH 
ได้ดีกว่าสารโมเลกุลขนาดใหญ่  

จากรายงานก่อนหน้านี้ที่พบว่าสาร Turmerin จากขมิ้นมีคุณสมบัติในการต้านอนุมูลอิสระ 
ABTS, DPPH และ superoxide (O2

-•) ได้ร้อยละ 50 ที่ความเข้มข้น 83 µg/ml, 48 µg/ml และ 
29µg/ml ตามล าดับ รวมถึงสามารถแย่งจับกับโลหะ Fe3+  ได้ ซึ่งโลหะไอออนเป็นตัวการส าคัญ
ในการเร่งปฏิกิริยาท าให้เกิดสารอนุมูลอิสระต่างๆ มากมาย (15) ส่วนสาร α-turmerone และ 
β-turmerone ที่ได้จากเหง้าสดของขมิ้นมีฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ DPPH และมีความสามารถใน
การแย่งจับกับโลหะได้อีกด้วย (16)  ซึ่งสอดคล้องกับการศึกษาในครั้งนี้ที่พบว่าสารบริสุทธิ์จาก
ขมิ้นที่ความเข้มข้น 16.73 µg/ml มีฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ ABTS ได้ร้อยละ 50 และมีฤทธิ์ต้าน
อนุมูลอิสระ DPPH ได้ เมื่อเปรียบเทียบกับสารมาตรฐานวิตามินซีที่ความเข้มข้น 369.99±58.28 
mg/g ซึ่งให้ฤทธิ์ดีกว่าที่มีรายงานการวิจัยที่ผ่านมา ดังนั้นสารบริสุทธิ์จากขมิ้นจึงน่าจะเป็น
ทางเลือกหนึ่งในการน ามาใช้เป็นผลิตภัณฑ์ธรรมชาติเพื่อพัฒนาเป็นสารต้านอนุมูลอิสระต่อไป 
 รายงานการทดสอบฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระของน้ ามันหอมระเหยจากใบแมงลักคาพบว่ามี
ฤทธิ์ในการต้านอนุมูลอิสระ ABTS เมื่อเทียบกับสารมาตรฐานทรอล็อกซ์ที่ความเข้มข้น 65.02 
µM/mg และมีฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ DPPH ได้ร้อยละ 50 ที่ความเข้มข้น 3.72 mg/ml (17)  
นอกจากนี้สารสกัดเมทานอลจากใบแมงลักคามีความสามารถในการยับย้ังอนุมูลอิสระ DPPH• 
ได้ร้อยละ 50 ที่ความเข้มข้น 14.04 µg/ml โดยฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระนี้อาจเนื่องมาจากการมี
สารประกอบในกลุ่ม ฟลาโวนอยด์ (18) ส าหรับการศึกษาในครั้งนี้พบว่าสารบริสุทธิ์จากแมงลัก
คามีฤทธิ์ในการต้านอนุมูลอิสระ ABTS ได้ร้อยละ 50 ที่ความเข้มข้น 32.28 µg/ml และมีฤทธิ์
ต้านอนุมูลอิสระ DPPH เมื่อเปรียบเทียบกับสารมาตรฐานวิตามินซีที่ความเข้มข้น 
584.41±18.17 mg/g โดยให้ฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระดีกว่าสารสกัดที่เคยมีการศึกษามาก่อนหน้านี้ 
ซึ่งจากงานวิจัยที่ผ่านมานั้นยังไม่เคยมีการศึกษาฤทธิ์ของสารบริสุทธิ์จากแมงลักคาในการต้าน
อนุมูลอิสระมาก่อนเลย  
 มีรายงานการวิจัยพบว่า สารสกัดจากใบและเหง้าของขิงอ่อนมีฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระสูง
อย่างมีนัยส าคัญทางสถิติเมื่อทดสอบด้วยวิธี thiobarbituric acid (TBA) assay (19) สาร [6]-
gingerol จากเหง้าขิงแก่และสารสกัดจากขิงโดยใช้ตัวท าละลายคาร์บอนไดออกไซด์วิกฤต
ย่ิงยวด (supercritical CO2) มีฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ ABTS เมื่อเทียบกับความเข้มข้นของสาร

53 
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มาตรฐานทรอล็อกซ์ที่ความเข้มข้น  813.33 ± 6.67 µmol และ 724.44 ± 7.70 µmol  
ตามล าดับและมีฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ DPPH อีกด้วย  (20) ซึ่งสอดคล้องกับผลการศึกษาครั้งนี้ที่
พบว่าสารบริสุทธิ์จากขิงมีฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ ABTS ได้ร้อยละ 50 ที่ความเข้มข้น 44.67±1.81 
µg/ ml และมีฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ DPPH เมื่อเทียบกับความเข้มข้นของสารมาตรฐานวิตามินซี
ที่ความเข้มข้น 538.47±42.29 mg/g 
 รายงานผลการศึกษาสารสกัดด้วยเอธานอลของผงยาโลดทะนงแดงพบว่ามีฤทธิ์ต้าน
อนุมูลอิสระ DPPH โดยให้ค่าเฉลี่ยของ EC50 เท่ากับ 2.9 ppm (21) ส าหรับสารบริสุทธิ์จาก
โลดทะนงยังไม่เคยมีรายงานการทดสอบฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระมาก่อน และผลการศึกษาครั้งนี้
พบว่าสารสกัดบริสุทธิ์จากโลดทะนงมีฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ ABTS ได้ร้อยละ 50 ที่ความเข้มข้น 
50.52 µg/ml และมีฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ DPPH เมื่อเทียบกับความเข้มข้นของสารมาตรฐาน
วิตามินซีที่ความเข้มข้น 147.69±31.47 mg/g 
 รายงานการวิจัยก่อนหน้านี้พบว่าสารสกัดฟีนอลจากใบของหอมแขกมีฤทธิ์เป็นสารต้าน
อนุมูลอิสระ ABTS และ DPPH และมีรายงานว่าสารประกอบในกลุ่ม carbazole alkaloids ในใบ
หอมแขก ได้แก่ viz:euchrestine B, bismurrayafoline E, mahanine, mahanimbicine,  
mahanimbine และ girinimbine  มีคุณสมบัติเป็นสารต้านอนุมูลอิสระที่ดี (22) ซึ่งสอดคล้องกับ
งานวิจัยครั้งนี้ที่พบว่า สารจากหอมแขกมีฤทธ์ต้านอนุมูลอิสระ ABTS ได้ร้อยละ 50 ที่ความ
เข้มข้น 62.50±2.04 µg/ ml และมีฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ DPPH เมื่อเทียบกับความเข้มข้นของ
สารมาตรฐานวิตามินซีที่ความเข้มข้น 494.38±24.75 mg/g 
 รายงานการศึกษาฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระจากฟ้าทะลายโจรพบว่า สารสกัดด้วยน้ าจากฟ้า
ทะลายโจรมีฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ ABTS ได้ร้อยละ 50 ที่ความเข้มข้น 27 µg/ ml และมี
ความสามารถในการเป็นตัวรีดิวซ์ Fe3+ ได้ดีเมื่อทดสอบด้วยวิธี FRAP assay (23) นอกจากนี้
ยังมีรายงานว่า สารในกลุ่ม andrographolide ที่ได้จากฟ้าทะลายโจรมีโครงสร้างเป็นสารต้าน
อนุมูลอิสระในกลุ่ม Chain breaking ป้องกันการเกิดปฏิกิริยาลูกโซ่ในข้ันตอนอินนิทิเอชั่น และ
สาร Xanthones ที่แยกได้จากรากฟ้าทะลายโจรซึ่งมีหมู่ไฮดรอกซิล 2 ต าแหน่งสามารถยับย้ัง
กระบวนการ lipid peroxidation ในข้ันอินนิทิเอชั่นได้ (24) ส าหรับการทดลองครั้งนี้พบว่าสาร
บริสุทธิ์จากฟ้าทะลายโจรมีฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ ABTS เมื่อเปรียบเทียบกับสารมาตรฐาน      
ทรอล็อกซ์ที่ความเข้มข้น 23.24+2.68 mg/g แต่ในการทดสอบฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ ABTS ที่       
ร้อยละ 50 พบว่าสารสกัดบริสุทธิ์จากฟ้าละลายโจรไม่สามารถยับย้ังอนุมูลอิสระ ABTS ในช่วง
ความเข้มข้นที่ใช้ทดสอบได้ ทั้งนี้อาจเนื่องมาจากสารจากฟ้าทะลายโจรมีปริมาณสารต้านอนุมูล
อิสระน้อย  
 จากรายงานการศึกษาพบว่าสารสกัดจากว่านสบู่เลือดมีฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ ABTS 
และอนุมูลอิสระ DPPH ได้ร้อยละ 50 ที่ความเข้มข้น 0.42 mg/ml และ 1.45±0.04 mg/ml 
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ตามล าดับรวมถึงสามารถยับย้ังกระบวนการ lipid peroxidation ได้ (25) นอกจากนี้ยังพบว่าสาร
สกัดเมทานอลจากว่านสบู่เลือดไม่มีฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระเมื่อทดสอบด้วยวิธี Ferric thiocyanate 
assay (26) ส่วนผลจากการศึกษาครั้งนี้พบว่าสารบริสุทธิ์จากว่านสบู่เลือดมีฤทธิ์ต้านอนุมูล
อิสระ ABTS เมื่อเปรียบเทียบกับสารมาตรฐานทรอล็อกซ์ที่ความเข้มข้น 13.43+6.26 mg/g และ
ในการทดสอบฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ ABTS ที่ร้อยละ 50 พบว่าสารสกัดบริสุทธิ์จากว่านสบู่เลือด
ไม่สามารถยับย้ังอนุมูลอิสระ ABTS ในช่วงความเข้มข้นที่ใช้ทดสอบได้ ซึ่งอาจเนื่องมาจากมี
ปริมาณสารต้านอนุมูลอิสระน้อย 
 รายงานผลการศึกษาฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระจากเหง้าว่านชักมดลูกพบว่า สารสกัดจาก
ว่านชักมดลูกมีฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ ABTS ได้ร้อยละ 50 ที่ความเข้มข้น 0.09 mg/ml รวมถึง
สามารถต้านอนุมูลอิสระ DPPH และยับย้ังกระบวนการ lipid peroxidation ได้ (27) นอกจากนี้
สาร xanthorrhizol จากเหง้าว่านชักมดลูกมีฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระในกลุ่ม reactive oxygen 
species (ROS) และสามารถยับย้ังกระบวนการ lipid peroxidation ที่ถูกเหนี่ยวน าโดย H2O2 ใน
เซลล์ระบบประสาท จึงป้องกันการท าลายเซลล์ประสาทจากการได้รับพิษตะกั่วได้ (28) ซึ่งจาก
ผลการทดลองครั้งนี้พบว่า สารบริสุทธิ์จากว่านชักมดลูกมีฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ ABTS เมื่อ
เปรียบเทียบกับสารมาตรฐานทรอล็อกซ์ที่ความเข้มข้น 6.20+2.68 mg/g และมีฤทธิ์ต้านอนุมูล
อิสระ DPPH เมื่อเปรียบเทียบกับสารมาตรฐานวิตามินซีที่ความเข้มข้น 60.90±22.34 mg/g แต่
ในการทดสอบฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ ABTS ที่ร้อยละ 50 พบว่าสารสกัดบริสุทธิ์จากว่านชักมดลูก
ไม่สามารถยับย้ังอนุมูลอิสระ ABTS ในช่วงความเข้มข้นที่ใช้ทดสอบได้ เนื่องจากมีปริมาณสาร
ต้านอนุมูลอิสระน้อย  
 มีรายงานการศึกษาพบว่า สารสกัดด้วยน้ าและเอทานอลจากมะระข้ีนกที่ความเข้มข้น 
129.94 µg/ml และ 156.78 µg/ml ตามล าดับ สามารถต้านอนุมูลอิสระ DPPH ได้ร้อยละ 50 ซึ่ง
ให้ผลดีกว่าวิตามินอี รวมถึงมีความสามารถในการแย่งจับกับโลหะ Fe3+ และสามารถยับย้ัง
กระบวนการ lipid peroxidation ได้ (29) และพบว่าปริมาณสารประกอบฟีนอลิกมีความสัมพันธ์
กับความสามารถในการต้านอนุมูลอิสระ (30) แต่ในการศึกษาครั้งนี้พบว่าสารบริสุทธิ์จากมะระ
ข้ีนกไม่มีฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ ABTS และ DPPH ทั้งนี้อาจเนื่องมาจากสารบริสุทธิ์จากมะระ
ข้ีนกที่ใช้ในการศึกษาครั้งนี้ไม่ได้มีคุณสมบัติเป็นสารต้านอนุมูลอิสระ ส่วนสารสกัดจากมะระ
ข้ีนกมีองค์ประกอบของสารอยู่หลายชนิดปนกัน ซึ่งสารส าคัญหนึ่งในนั้นก็คือสารต้านอนุมูล
อิสระจึงให้ฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระได้ 
 3) ฤทธิ์ต้านมะเร็งล าไส้และเซลล์มะเร็งช่องปากของสารผลิตภัณฑ์ธรรมชาติจาก
สมุนไพรชนิดอ่ืนๆ 

การศึกษาครั้งนี้ ได้ท าการทดสอบฤทธิ์ต้านมะเร็งล าไส้ใหญ่ (Caco-2) ของสาร
ผลิตภัณฑ์ธรรมชาติบริสุทธิ์จากสมุนไพรทั้งหมด 5 ชนิด ได้แก่ ขมิ้น ขิง แมงลักคา หอมแขก 
และโลดทะนง โดยช่วงความเข้มข้นที่ท าการทดสอบคือตั้งแต่ 5-40 µg/ml พบว่าสารจากขมิ้น
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ทุกความเข้มข้นที่ทดสอบมีความเป็นพิษต่อเซลล์มะเร็งโดยมีผลยับย้ังการเจริญของเซลล์มะเร็ง
ล าไส้ใหญ่ได้อย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ  และมีผลยับย้ังการเจริญของเซลล์มะเร็งล าไส้ใหญ่ได้
ร้อยละ 50 ที่ความเข้มข้น 16 µg/ml (IC50=16 µg/ml) และสารจากหอมแขกมีผลยับย้ังการเจริญ
ของเซลล์มะเร็งล าไส้ใหญ่ได้ร้อยละ 50 ที่ความเข้มข้น 5.08 µg/ml (IC50= 5.08 µg/ml) ส่วนสาร
จากขิงที่ความเข้มข้น 5-40 µg/ml มีความเป็นพิษต่อเซลล์มะเร็งโดยมีผลยับย้ังการเจริญของ
เซลล์มะเร็งล าไส้ใหญ่ได้อย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ แต่ไม่สามารถหาค่าความเข้มข้นที่ยับย้ังการ
เจริญของเซลล์มะเร็งล าไส้ใหญ่ร้อยละ 50 ได้ สารจากแมงลักคาไม่มีผลยับย้ังการเจริญของ
เซลล์มะเร็งล าไส้ใหญ่ และสารจากโลดทะนงที่ความเข้มข้น 30 µg/ml และ 40 µg/ml มีความ
เป็นพิษต่อเซลล์มะเร็งโดยมีผลยับย้ังการเจริญของเซลล์มะเร็งล าไส้ใหญ่ได้อย่างมีนัยส าคัญทาง
สถิติ (p<0.05) แต่ไม่สามารถหาค่าความเข้มข้นที่ยับย้ังการเจริญของเซลล์มะเร็งล าไส้ใหญ่ร้อย
ละ 50 ได้ 

ส าหรับการคัดกรองฤทธิต์้านมะเรง็ช่องปากของสารจากสมุนไพรทัง้ 6 ชนิด คือ ขมิ้น 
(Curcuma longa L.) ว่านชักมดลูก (Curcuma comosa) หอมแขก (Murraya koenijii), แมงลัก
คา (Hyptis sauveolens) ฟ้าทะลายโจร (Andrographis paniculata) และโลดทะนง 
(Trigonostemon reidioides) พบว่าสารจากหอมแขกใหฤ้ทธิ์ยับย้ังเซลล์มะเร็งช่องปากชนิด 
CLS-354 cells ได้ดีที่สุด  
  มีรายงานการศึกษาพบว่าสาร curcumin analogues สามารถยับย้ังเซลล์มะเร็งล าไส้
เพาะเลี้ยงและยับย้ังการเจริญเติบโตของก้อนมะเร็งในสัตว์ทดลองที่ถูกเหนี่ยวน าให้เป็นมะเร็ง 
(31) สาร curcumin จากขมิ้นมีฤทธิ์ยับย้ังเซลล์มะเร็งช่องปากชนิด tongue squamous cell 
carcinoma (SAS) ทั้งในเซลล์เพาะเลี้ยงและในสัตว์ทดลอง (32) ขมิ้นสามารถยับย้ังเซลล์มะเร็ง
ช่องปากในสัตว์ทดลองที่ถูกเหนี่ยวน าด้วยสารก่อมะเร็งได้ (33-34) สาร curcumin ในขมิ้น
สามารถยับย้ังเซลล์มะเร็งช่องปากชนิด CAL-27 โดยการยับย้ังวิถีของ Notch-1 และ NF-κB 
(34) และสามารถยับย้ังเซลล์มะเร็งเม็ดเลือดขาวชนิด K562 และ HL-60 ได้ร้อยละ 54.5 และ 
49.8 ตามล าดับ (35) ซึ่งสอดคล้องกับการศึกษาในครั้งนี้ที่พบว่า สารจากขมิ้นสามารถยับย้ัง
เซลล์มะเร็งล าไส้ใหญ่ (caco-2) ได้ร้อยละ 50 ที่ความเข้มข้น 16 µg/ml  

รายงานการวิจัยก่อนหน้านี้พบว่าสาร girinimbine และสาร mahanine จากหอมแขก
สามารถยับย้ังการเจริญเติบโตของเซลล์มะเร็งตับและเซลล์มะเร็งเม็ดเลือดขาว (36-37) 
นอกจากนั้นยังพบว่าสาร mahanine ที่ได้มีการปรับเปลี่ยนโครงสร้างซึ่งมาจากหอมแขกมีฤทธิ์
ต้านมะเร็งต่อมลูกหมากในสัตว์ทดลองได้ (38) ซึ่งจากผลการทดลองครั้งนี้พบว่าสารจากหอม
แขกสามารถยับย้ังเซลล์มะเร็งล าไส้ใหญ่ (caco-2) ได้ร้อยละ 50 ที่ความเข้มข้น 5.08 µg/ml  
 มีรายงานการศึกษาพบว่าสารสกัดเอทานอลจากขิงมีฤทธิ์ยับย้ังเซลล์มะเร็งล าไส้ใหญ่ 
(HCT 116, HT 29) ได้ร้อยละ 50 ที่ความเข้มข้น 496 ± 34.2  µg/ml และ 455 ± 18.6 µg/ml  
ตามล าดับ (39) และจากการศึกษาในสัตว์ทดลองพบว่าสารสกัดจากขิงมีฤทธิ์ยับย้ังเซลล์มะเร็ง
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ตับโดยเหนี่ยวน าให้เกิดการตายแบบอะพอพโทซิส (40) สาร [6]-Gingerol ในเหง้าขิงมีฤทธิ์ลด
ความสามารถในการเกาะพื้นผิว การเคลื่อนที่  การบุกรุก และ การแพร่กระจายของเซลล์มะเร็ง
เต้านม (MDA-MB-231) ได้ (41) รวมถึงสาร 6-Paradol ในขิงยังสามารถเหนี่ยวน าให้
เซลล์มะเร็งโคนลิ้น (KB cells) เกิดการตายแบบอะพอพโทซิส (40) ส าหรับการศึกษาครั้งนี้
พบว่า สารจากขิงมีความเป็นพิษต่อเซลล์มะเร็งโดยมีผลยับย้ังการเจริญของเซลล์มะเร็งล าไส้
ใหญ่ แต่ไม่สามารถหาค่าความเข้มข้นที่ยับย้ังการเจริญของเซลล์มะเร็งล าไส้ใหญ่ร้อยละ 50 ได้ 
 รายงานการศึกษาพบว่าสารสกัดคลอโรฟอร์มที่ได้จากราก ก้าน และใบแมงลักคา มี
ฤทธิ์ยับย้ังเซลล์มะเร็งได้หลายชนิดได้แก่ เซลล์มะเร็งโคนลิ้น (KB cell) เซลล์มะเร็งล าไส้ใหญ่ 
(HF6) และเซลล์มะเร็งเต้านม (MCF7) (42) แต่ส าหรับผลการศึกษาครั้งนี้พบว่าสารจากแมงลัก
คาที่ความเข้มข้นในช่วงความเข้มข้นที่ทดสอบคือ 5-40 µg/ml ไม่มีผลยับย้ังการเจริญของ
เซลล์มะเร็งล าไส้ใหญ่ 

จากรายงานวิจัยพบว่าสาร rediocide G จากรากต้นโลดทะนงมีความเป็นพิษต่อ
เซลล์มะเร็งหลายชนิด ได้แก่ เซลล์มะเร็งตับ (HepG2) เซลล์มะเร็งปากมดลูก (HeLa) 
เซลล์มะเร็งท่อน้ าดี (HuCCA-1) และเซลล์มะเร็งโคนลิ้น (KB cell) (43) ส าหรับผลการศึกษาใน
ครั้งนี้พบว่าสารจากโลดทะนงที่ความเข้มข้น 30 µg/ml และ 40 µg/ml มีความเป็นพิษต่อ
เซลล์มะเร็งโดยมีผลยับย้ังการเจริญของเซลล์มะเร็งล าไส้ใหญ่ได้อย่างมีนัยส าคัญทางสถิติแต่ไม่
สามารถหาค่าความเข้มข้นที่ยับย้ังการเจริญของเซลล์มะเร็งล าไส้ใหญ่ร้อยละ 50 ได้ 

4). กลไกการยับยั้งเซลล์มะเร็งช่องปากของสารจากหอมแขก 
 จากการศึกษาพบว่าสารจากหอมแขกมีผลต่อการหยุดวัฏจักรชีวิตของเซลล์มะเร็งล าไส้
และเซลล์มะเร็งช่องปากและยังเหนี่ยวน าให้เซลล์มะเร็งช่องปากตายแบบอะพอพโทซิสซึ่งกลไก
การเหนึ่ยวน าให้เซลล์มะเร็งตายแบบอะพอพโทซิสและการเปลี่ยนแปลงวัฏจักรของเซลล์นัน้ได้มี
รายงานพบในเซลล์มะเร็งเม็ดเลือดขาวชนิด HL-60 เมื่อทดสอบด้วยสาร mahanine จากหอม
แขก (44) นอกจากนี้ยังมีรายงานที่พบว่าสารในกลุ่ม carbazole alkaloids ประกอบด้วย 
mahanine  pyrayafoline-D และ murrafoline-I สามารถเหนี่ยวน าให้เกิดการตายของ
เซลล์มะเร็งเม็ดเลือดขาวชนิด HL-60 แบบอะพอพโทซิสโดยการกระตุ้นการท างานของ 
caspase-3 และ caspase 9 กระตุ้นโปรตีน poly(ADP-ribose) polymerase cleavage  เหนึ่ยว
น าให้เกิดการหลั่ง cytochrome C ในไซโตพลาสซึม (45) ฤทธิ์ในการเหนี่ยวน าให้เกิดการตาย
แบบอะพอพโทซิสน่าจะเกิดมาจากคุณสมบัติในการเป็น pro-oxidant ของสารในกลุ่มดังกล่าว
เนื่องจากมีการรายงานพบว่าสาร mahanine สามารถกระตุ้น reactive oxygen species (ROS) 
ในเซลล์มะเร็งเม็ดเลือดขาวได้ (44-46). การเพิ่มข้ึนของ ROS โดยการเหนี่ยวน าของสาร 
mahanine น่าจะท าให้เกิดภาวะ oxidative stress ภายในเซลล์และกระตุ้นโปรตีนในวิถีที่ท าให้
เกิดการตายแบบอะพอพโทซิสในที่สุด  
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5. ข้อเสนอแนะส าหรับงานวิจัยในอนาคต 
ควรมีการศึกษาเกี่ยวกับฤทธิ์ของสารในเชิงลึกในระดับการแสดงออกของโปรตีนและยีน

ที่เกี่ยวข้องกับวิถีที่เหนี่ยวน าให้เกิดการตายแบบอะพอพโทซิส หรือกลการตายแบบอ่ืนเช่น 
autophagy-associated cell death หรือ การยับย้ังกระบวนการ epithelial to mesenchymal 
transition (EMT) หรือกลไกการยับย้ังการแพร่กระจายของเซลล์มะเร็งเป็นต้น  
 
 

ผลผลิต (output) ที่ได้จากโครงการ 
 
 
1. ผลงานตีพิมพ์ในวารสารวิชาการนานาชาติ 

1) เรื่อง Antioxidant and antiproliferative activities of non-edible parts of tropical fruits 
ส่งตีพิมพ์ในวารสาร Sain Malaysiana อยู่ในระหว่างด าเนินการอ่านโดยผู้ทรงคุณวุฒิ 
(ภาคผนวก ก) 

2) เรื่อง Antineoplastic potential of Carbazole Alkaloids from Murraya koenigii  ก าลัง
เตรียม manuscript เพื่อส่งตีพิมพ์ในวารสาร Phytotherapy Research  
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3. อื่นๆ  

1)  น าเสนอผลงานในที่ประชุมวิชาการ (ภาคโปสเตอร)์ 
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และ วรางคณา จุ้งลก. เรื่อง “Cytotoxicity and apoptotic induction property of Tamarind 
seed extract in human oral cancer cell line” ในการประชุมวิชาการและเสนอผลงานวิจัยใน
งาน “วลัยลักษณ์วิจัย” ครั้งที่ 3; 16 มิถุนายน 2554 ณ. มหาวิทยาลัยวลัยลักษณ์ (ภาคผนวก ค) 
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ABSTRACT 

It is of interest that seeds and pericarps of tropical fruits contain phytochemicals being the 

components of various biological activities for beneficial health effects. This study was 

aimed to evaluate antioxidant and anticancer activities of the methanolic extracts from seeds 

and pericarps of three selected tropical fruits including Rambutan (Nephelium lappaceum L.), 

Litchi (Litchi chinensis Sonn.) and Tamarind (Tamarindus indica L.) Total phenolic content 

was determined by using the Folin-Ciocalteu method. Antioxidant capacity was evaluated 

based on the ability of the fruit extracts to scavenge ABTS and DPPH radicals. MTT 

reduction assay and Annexin V-FITC/PI staining were carried out for cytotoxicity and 

apoptosis induction, respectively. Total phenolic contents of the seeds and pericarps of the 

tropical fruits ranged from 104.60 to 501.95 mg/g DW. All extracts were found to have 

significant antioxidant activities. Among them, tamarind seed extract contained the highest 

total phenolic contents and possessed the highest antioxidant capacities. Tamarind seed 

extract showed the highest cytotoxicity to human mouth carcinoma (CLS-354) cells and had 

no toxicity to PBMCs. Staining with annexin V-FITC/PI revealed that this apoptosis occurred 

early in this cell type with 10.0% of the cells undergoing apoptosis. Tamarind seed extract 

might have potential anticancer activity which could be attributed, in part, to selectively 

inhibit the growth of CLS-354 cells and induce apoptosis. This research would be the 

valuable information to identify major constituents of the extracts and mechanisms 

underlying anticancer activity which could be attributed to dietary health supplements or 

cancer chemoprevention from fruits. 
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INTRODUCTION 

Oral cancer accounts for 2% to 3% of all cancers. Incidence rates of oral cancer vary 

internationally worldwide. In developing countries, incidence and mortality had been ranked 

as ninth and tenth, respectively (Jemal et al.  2011). Epidemiological studies have shown that 

high incidence rates were documented in Asian regions, including the South and Southeast 

Asia (Warnakulasuriya 2009). Life style behaviors and socio-cultural habits have been 

associated with oral precancer and oral cancer (Zain 2001; Petti 2009). The habits of tobacco 

smoking, betel-quid chewing, and alcohol consumption have been shown as major risk 

factors of oral cancer (Ko et al. 1995; Petti 2009). Other factors include poor nutritional 

status, low intake of fruits and vegetables, and drinking beverages at high temperatures 

(Islami et al., 2009; De Stefani et al., 2005). The exposure to those risk factors induces 

oxidative stress, a high level of reactive oxygen species (ROS) status, which implicates oral 

carcinogenesis (Zain 2001; Petti 2009; Ko et al. 1995). ROS such as superoxide anion 

(O2•−), hydroxyl radical (OH•) and peroxyl radical (ROO•) causes cellular macromolecule 

damages, including DNA, lipid, and proteins, resulting in mutation, changes in cell 

physiology, and subsequent cancer formation (Lopaczynski & Zeisel 2001). 

  It has been documented that plant antioxidants can help scavenging free radicals and 

oxidants against oxidative stress-related diseases including cancer. Fruits contain a variety of 

phytochemicals which mainly are polyphenolic compounds, such as flavonoids and phenolic 

acids (Ka¨hko¨nen et al. 1999). Many fruit phenolic compounds have been a considerable 

attention for being the components of antioxidants (Lotito & Frei 2006). Interestingly, 

antioxidant compounds vary in different parts of fruits such as non-edible (seed and peel) and 

edible parts and also vary among cultivars and species (Abeysinghe et al. 2007; Singh et al. 

2002; Khanizadeh et al. 2008). Currently, discovery of natural products exerting high 

antioxidants in order to search a powerful chemotherapeutic agent is rising interested. 
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  Rambutan (Nephelium lappaceum L.), Litchi (Litchi chinensis Sonn.), and Tamarind 

(Tamarindus indica L.) are the tropical fruits that have been widely consumed in Thailand 

and Asia countries. It is of interest that non-edible parts of these tropical fruits contain 

antioxidant compounds and possess anticancer activity. Peel extracts of rambutan had been 

documented to have high antioxidant capacity, antimicrobial activity and cytotoxicity against 

colon cancer cells (Khonkarn et al. 2010; Thitilertdecha et al. 2008). The peel extract of litchi 

could inhibit proliferation of hepatocellular carcinoma cells (Wang et al. 2006). Tamarind 

seed extract contained phenolic substances and possessed antioxidant activity (Sudjaroen et 

al. 2005). However, there has been no report of anti-oral cancer activity from the seed and 

pericarp of these tropical fruits. The aim of this study was to investigate antioxidant capacity 

and anticancer activity of the fruit extracts in human oral cancer cells Cytotoxicity to normal 

peripheral blood mononuclear cells was also investigated for screening non-toxic fruit 

extracts in order to select a potentially chemopreventive agent against oral cancer in the 

further study. 

 

MATERIALS AND METHODS 

CHEMICALS 

2, 2- diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH) was purchased from Calbiochem (Germany). 

Folin–Ciocalteu reagent, 2,20-azinobis-(3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid) diammonium 

salt (ABTS), sodium carbonate, gallic acid, ascorbic acid, and Trolox were purchased from 

Sigma–Aldrich (USA). Dimethyl sulfoxide (DMSO) was obtained from LAB-Scan 

Corporation Ltd. (Thailand). Ficoll-Hypaque gradient reagent (Lymphoprep) was purchased 

from Robbins Scientific Corporation (Norway). Fetal bovine serum (FBS) was obtained from 

Biochrom AG (Germany). 3-(4,5-dimethylthiazolyl-2)-2,5-diphenyl tetrazolium bromide 
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(MTT), RPMI 1640, Phosphate buffer saline, trypsin–EDTA, and penicillin–streptomycin 

were purchased from PAA (Austria).  

PREPARATION OF TROPICAL FRUIT EXTRACTS 

Three species of tropical fruits including Rambutan (Nephelium lappaceum L. cv. 

Rong Rean), Litchi (Litchi chinensis Sonn. cv. Hong Huay), and Tamarind (Tamarindus 

indica L. cv. Thailand Sweet) were collected from local markets in Thailand. Fruit pericarps 

and seeds were separated and air-dried. Dried materials were blended to power before 

extraction. Extraction of fruit materials was modified previously (Sudjaroen et al. 2005). Air-

dried material (50 g) was extracted with hexane in a soxhlet apparatus (3 h) to remove lipid. 

After drying, the solid was extracted with methanol (3x3h). Organic solvent was removed by 

rotary evaporation at 35°C in vacuo. The extracts of methanolic fraction were dissolved in 

DMSO and kept at -20 °C until use. 

MEASUREMENT OF TOTAL PHENOLIC CONTENT 

Total phenolic content was measured using Folin-Ciocalteau assay modifying by the 

method of Singleton VL, 1999 (Singleton et al. 1999). Folin-Ciocalteau reagent 

(phosphomolybdic phosphotunstic acid reagent) together with fruit extracts (1.0 mg/ml) were 

added into 96-well plate. The mixture was incubated at room temperature for 6 min. After 

incubation, 7% sodium carbonate were then added and further incubated at 45 °C for 45 min. 

The absorbance was taken to 765 nm by using microtiter plate reader. The standard curve was 

linear between 50-250 mg/L gallic acid. Total phenolic content was expressed as milligrams 

of gallic acid equivalent (mg GEA) per 1 g of dried extract. 

DPPH RADICAL SCAVENGING ASSAY 

 The DPPH radical scavenging assay was performed by using DPPH assay kit. The 2, 

2- diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH) was dissolved in methanol to a final concentration of 

0.2 mM. The extract solutions (0.2-0.25 mg/ml) were mixed with 150 l of DPPH solution in 
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96-well plate. The mixture was incubated at room temperature for 30 min. Then the 

absorbance was taken at 515 nm using a microtiter plate reader. The standard curve was 

linear between 2-10 mg/100 ml ascorbic acid (vitamin C). The percentage of DPPH 

discoloration was calculated following below equation. DPPH radical scavenging activity 

was expressed as millgrams of vitamin C equivalent antioxidant capacity (VCEAC) per 1 g of 

dried extract. 

% radical scavenging activity =    1001 
ODblank

ODsample  

ABTS CATION RADICAL SCAVENGING ASSAY 

2,2-azinobis (3-ethyl-benzothiazoline-6-sulfonic acid) (ABTS) solution was prepared 

following the method of Re R, 1999 (Re et al. 1999). Briefly, the stock solution containg 7.4 

mM ABTS and 2.6 mM potassium persulfate was prepared in deionized water and was 

allowed to stand for 12 h in dark at 4 °C before performing experiment. The working ABTS• + 

solution was prepared by mixing the stock solution with deionized water until the absorbance 

was 0.7±0.02 at 734 nm. Fruit extracts (0.1 mg/ml) were mixed with 180 l of working 

ABTS• + solution. The mixture was incubated in the dark for 3 min. Then the absorbance was 

read at 734 nm using a microtiter plate reader. The standard curve was linear using Trolox 

between 0.5- 5.0 mg/100ml. The percentage of ABTS radical scavenging activity was 

calculated. The unit of radical scavenging activity was defined as Trolox equivalent 

antioxidant capacity (TEAC) per 1 g of died extract. 

CULTURE OF HUMAN MOUTH CARCINOMA CELLS (CLS-354) 

CLS-354 cells (Cell Line Service) at passage number 28-33 were cultured in complete 

media containing RPMI-1640 supplemented with 10% fetal bovine serum, 1% 

penicillin/streptomycin  and 2 mM stable glutamine for 48 h at 37 °C in humidified 5% CO2 
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atmosphere. Cells were then trypsinized and plated at a density of 1.6 × 104 cells/cm2 in order 

to perform cytotoxicity test. 

PREPARATION OF PERIPHERAL BLOOD MONONUCLEAR CELLS (PBMCs)  

EDTA blood was collected from 4 healthy volunteers. All the subjects consented to 

take part in the study. This project had been reviewed and approved by Committee on Human 

Rights Related to Researches Involving Human Subjects, Walailak University (No. 52/036). 

Peripheral blood mononuclear cells (PBMCs) were isolated by using Ficoll-Hypaque 

gradients technique and cells were suspended in complete media. PBMCs were then seeded at 

a density of 5.0 × 104 cells/cm2 and incubated at 37°C in humidified 5% CO2 atmosphere for 

cytotoxicity test. 

CYTOTOXICITY TEST 

CLS-354 cells and PBMCs were treated with crude methanolic extracts at various 

concentrations. For vehicle control, cells were treated with varied volumes of DMSO. Cells 

were incubated for 24 h at 37°C in humidified 5% CO2 atmosphere. After treatment, spent 

medium was removed and replaced with complete RPMI-1640 for overnight. Cell viability 

was performed by MTT assay based on the conversion of 3-(4,5-dimethylthiazole-2-yl)-2,5-

diphenyltetrazolium bromide (MTT) to formazan crystals by mitochondrial dehydrogenases 

from viable cells. Briefly, MTT was dissolved in cultured medium to a final concentration of 

0.5 mg/ml. After spent medium was removed, 500 l of MTT solution was added into each 

well and incubated at 37°C in CO2 incubator for 4 h. The solution was removed and 500 l of 

DMSO was then added to dissolve the formazan crystals. Absorbance was read at 560 nm 

with subtraction of background at 670 nm using a microplate reader. 

APOPTOSIS ASSAY 

Cells at a density of 2.4 × 104 cells/cm2 were incubated with Tamarind seed extract at 

75 g/ml for 24 h. All adhering and floating cells were harvested and washed twice with PBS 
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before transferred to a sterile centrifuge tube. The cell pellet was then suspended in binding 

buffer at a concentration of 0.5 × 106 cells/ml. A sample of this cell suspension (2 × 105 cells) 

was transferred to a 5 ml tube, the cells were stained with annexin V-FITC and PI according 

to the manufacturer's instructions (Roche, Germany). The cells were gently vortexed and 

incubated for 15 min at room temperature in the dark. Fluorescence intensity was 

immediately determined by flow cytometry (BD, USA). For each measurement, at least 

15,000 cells were counted.  The results were analysed using CellQuestPro software. 

STATISTICAL ANALYSIS  

All measurements were performed in three-independent experiment in triplicate. The 

results were expressed as the mean ± standard deviation. One-Way ANOVA was analyzed by 

using SPSS version 16.0. Significant differences were considered at p < 0.05. 

RESULTS AND DISCUSSION 

Oral carcinogenesis is associated with oxidative stress, induced by the exposure to 

risk factors, such as tobacco, smoking, alcohol drinking, and betel-quid chewing (Zain 2001; 

Ko et al. 1995; Petti 2009). The increasing risk of oral cancer has been related to low intake 

of fresh fruits and vegetables (De Stefani et al. 2005; Cartmel 2005). Consumption of fruits 

and vegetables has been possessed reduction in the risk of developing a variety of cancers 

(Surh 2003; Kris-Etherton et al. 2002). Currently, it is of interest that a number of non-edible 

parts of fruits contain antioxidant compounds that possess anticancer activity (Ka¨hko¨nen et 

al. 1999; Akhtar et al. 2009; Xiao et al. 2009).  

In this study, methanolic extracts from seeds and pericarps of three selected tropical 

fruits including Rambutan, Litchi, and Tamarind were subjected for their antioxidant and 

anticancer properties. The percent yield of methanolic extracts from Tamarind, Litchi and 

Rambutan were shown in Table 1. The highest yield (12.93 %) was obtained from Tamarind 

seeds, while the lowest yield (5.47 %) was obtained from Rambutan pericarps. 
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Phenolic compounds were purposed to be major constituents of fruit extracts. 

Tamarind seed extract contained the highest levels of total phenolic content (501.95 ± 3.40 

mg GAE/g) (Table 2) using Folin-Ciocalteau assay. Rambutan pericarp extract showed the 

lowest levels in phenolic content (104.60 ± 0.87 mg GAE/g), while others showed moderate 

levels of total phenolic content. 

Methanolic fruit extracts potentially possessed free radical scavenging activity, which 

was an important mechanism of antioxidants. As compared among each other, Tamarind seed 

extract contained the highest antioxidant activity, which was determined by ABTS assay 

(1105.49 ±17.45 mg TEAC/g) and DPPH assay (535.85 ± 5.88 mg VCEAC/g) as shown in 

Table 2. Rambutan pericarp extract showed the lowest antioxidant activity (167.17 ± 6.86 mg 

TEAC /g and 334.77 ± 1.51 mg VCEAC /g). In this present study, it was found that the 

amount of total phenolic content was consistent with yield of extract and antioxidant 

activities. This result indicated here that phenolic compounds may play an important role in 

antioxidant capacity of the extracts. 

 

 

The effects of methanolic extracts from fruit seeds and peels on the growth of               

CLS-354 and PBMCs were examined by MTT assay. The percent viability of CLS-354 cells 

exposed to the extracts was decreased in a dose-dependent manner (Figure 1). The Tamarind 

seed extract had the highest cytotoxicity against CLS-354 cells with the lowest IC50 value of 

100 g/ml, followed by Litchi seed extract (135 g/ml) (Table 3). The extracts from seeds of 

Tamarind and Litchi showed lower IC50 values than 5-FU (Table 3) indicating a potential 

cytotoxicity. Rambutan pericarp, Rambutan seed, and Litchi seed showed weak cytotoxicity 

Table 1 

Table 2 
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against CLS-354 cells. Moreover, the effects of the extracts on the growth of human 

peripheral blood mononuclear cells (PBMCs) were investigated. The results showed that 

PBMCs were not significantly decreased upon the exposure to the extracts from Tamarind 

seed, Litchi pericarp, and Litchi seed (p<0.05), whereas the extracts of Rambutan seed and 

pericarp significantly reduced PBMCs viability (p<0.05) (Figure 1). It was indicated that the 

extracts of Rambutan had toxicity to PBMCs. Among the extracts tested, Tamarind and 

Litchi seed extracts appeared to be selectively cytotoxic to oral cancer cells.  

 

 

 Cells in early and late apoptosis have been extensively distinguished by using the 

combination of annexin V-FITC with propidium iodide. During early apoptosis, 

phosphatidylserine, which is usually located in the inner membrane of cells, is transported 

into the outer portion of the membrane, and this can be detected by its strong affinity for 

annexin V-FITC, a phospholipid binding protein. While, the dead cells can be detected by the 

binding of propidium iodide to the cellular DNA in cells where the cell membrane has been 

damaged. Viable cells were negative for both annexin V and PI (lower left quadrant); early 

apoptotic cells were positive for annexin V and negative for PI (lower right quadrant); late 

apoptotic displayed positive annexin V and PI (upper right quadrant); necrotic cells were 

negative for annexin V and positive for PI (upper left quadrant). Treatment with Tamarind 

seed extract at 75 g/ml obviously increased the proportion of cells in early apoptosis with 

values of 11% compared to camptothecin, pro-apoptotic drug with values of 12% (Figure 2). 

The total apoptosis was increased up to 43% and 54% in Tamarind seed extract and 

camptothecin treatments, respectively. No significant apoptosis was demonstrated in 

Tamarind treated cells with IC50 values of 50 g/ml (data not shown). This result suggested 

that the cytotoxic effect of Tamarind seed extract was mediated by the induction of apoptosis. 

Figure 1 and  Table 3 
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Polyphenolic compounds are the major bioactive components responsible for 

antioxidation and antiproliferation. Natural antioxidants have been proved to inhibit tumor 

growth selectively, because of different redox status between normal cells and cancer cells 

(Nair et al. 2007). Methanolic extract of Tamarind seed contained many flavonoids such as            

(+) -catechin, procyanidin B2, epicatechin, and polymeric procyanidins (Sudjaroen et al. 2005). 

These compounds have been demonstrated to inhibit cell growth of many cancer types 

(Miura et al. 2008; Al-Hazzani & Alshatwi 2011; Wang et al. 2008) and mediate apoptosis 

induction (Miura et al. 2008; Al-Hazzani & Alshatwi 2011). The changes in cellular redox 

status has been shown to influence cancer growth through activation of signaling pathways 

leading to proliferation or apoptosis (Owuor & Kong 2002; Jiang et al. 2011). These 

polyphenolic compounds may play a role in modulating cellular redox state via regulating 

signaling pathway mediated apoptotic induction. The major components of Litchi pericarp 

extract were condensed tannins, epicatechin, and procyanidin A2, that possessed anticancer 

activity on human breast cancer and hepatocellular carcinoma (Wang et al. 2006a, b). 

Ethanolic extract from Rambutan peel possessed free-radical scavenging power and exhibited 

non-toxic activity to both PBMCs and Caco-2 cells (Okonogi et al. 2007). Ethyl acetate 

fraction from Rambutan peel crude extract contained the highest levels of phenolic content 

(2.28 ± 0.02 GAE mg/ml) among other fractions and possessed antiproliferative property in 

KB and CaCo-2 cells with non-toxicity to PBMCs (Khonkarn et al. 2010). However, 

antioxidants and cytotoxic activities in different fruit extract materials were varied among 

cultivars (Rupasinghe & Clegg 2007), species (Abeysinghe et al. 2007), and extraction 

methods (Sun et al. 2002).  

 

 

Figure 2 
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CONCLUSION 

In conclusion, Tamarind seed extract contained the highest levels of total phenolic 

content and possessed the highest potential antioxidant capacity, but low levels obtained from 

the extracts from Rambutan seed and pericarp. The amount of total phenolic content in 

investigated fruit extracts was related to their antioxidant capacity and cytotoxicity to oral 

cancer cells. The extracts of Tamarind and Litchi seed could inhibit CLS-354 cell growth 

with low IC50 values and had less toxicity to normal PBMCs. Moreover, cytotoxic effect of 

Tamarind seed extract was mediated by the induction of cells in early and late apoptosis. The 

materials of these fruits will be potential source of antioxidant and chemopreventive agents. 

However, compound identification and mechanism(s) underlying antiproliferation have to be 

elucidated by our further investigation. 
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บทคัดยอ 

จากการศกึษาทีผ่านมาพบวาผักและ ผลไมเปนแหลงของสารตานอนุมูลอิสระที่สามารถปองกันและรักษา

โรคมะเร็งบางชนิดได การศึกษาครั้งนี้ จึงเปนการศึกษาฤทธิ์ตานมะเร็งชองปากของสารสกัดเมทานอลจากเมล็ดลิ้นจี่ และ

ความเปนพิษของสารสกัดดังกลาวตอเซลลเมด็เลอืดขาวปกติ  โดยการศึกษารอยละของการมีชีวิตรอดของเซลลดวยวิธี 

MTT จากการศึกษาพบวาสารสกัดจากเมล็ดลิ้นจี่สามารถยับยั้งเซลลมะเร็งชองปากไดรอยละ 50 ที่ความเขมขน 

135.0 µg/ml  (IC50= 135.0 µg/ml) และในชวงความเขมขน 35.0-175.0 µg/ml พบวาทําใหเซลลมะเร็งลดลงอยางมี

นัยสําคัญทางสถิติ (p<0.05) สําหรับผลการศึกษาความเปนพิษของสารสกัดจากเมล็ดลิ้นจี่ตอเซลลเม็ดเลือดขาวปกติพบวา

สารสกัดจากเมล็ดลิ้นจี่ ที่ความเขมขนของสารสกัดสูงสุดเทานั้นที่ใชทดสอบคือ 175.0 µg/ml ทําใหเซลลเม็ดเลือดขาว

ลดลงอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p<0.05) ดังน้ันจะเหน็ไดวาสารสกัดจากเมล็ดลิ้นจี่ มคีวามจาํเพาะตอ เซลลมะเรง็ชองปาก

และมีผลตอเซลลเมด็เลอืดขาวปกติเพียงเลก็นอย  งานวิจัยครั้งน้ีเปนการคัดกรองฤทธิ์ตานมะเร็งเบื้องตนของสารสกัดจาก

เมล็ดลิ้นจี่เพ่ือที่จะนําไปสูการคนพบสารตนแบบที่สําคัญสําหรับรักษาโรคมะเร็งชองปากไดตอไปในอนาคต  

 

คําสาํคัญ : สารสกัดจากเมล็ดลิ้นจี่    ฤทธิต์านมะเรง็ชองปาก 
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Abstract 

Fruits and vegetables are major sources of antioxidants that have been documented for the treatment and 

prevention of some cancers. The aim of this study was to determine anticancer activity against human mouth 

carcinoma cell line and cytotoxicity against normal lymphocytes of litchi seed extract. Percentage of cell viability was  

determined by MTT assay. The half maximal inhibitory concentration (IC50) of the litchi seed extract was 135.0 µg/ml. 

Cell viability was decreased significantly at a concentration range of 35.0-175.0 µg/ml (p<0.05). The extract from 

litchi seed did not significantly decrease the viability of normal lymphocytes except the highest concentration at 175.0 

µg/ml. This indicated that methanolic seed extract of litchi specifically inhibited cancer cells and caused minimal 

effects on normal lymphocytes. Thus, anticancer activity of the extract would be the preliminary information for the 

development of these recipes to anti-oral cancer modern medicines.  

 

Keywords : Litchi seed extract      Anti-oral cancer activity 

 

คํานํา 

ในปจจบุนัน้ีโรคมะเร็งเปนปญหาสาธารณสุขที่สําคัญของทั่วโลก ซึ่ง รวมถึงประเทศไทยที่พบวาโรคมะเร็งเปน

สาเหตุการตายอันดับหน่ึง จากขอมูลสถานการณโรคมะเร็งที่พบบอยในประเทศไทยเปนลําดับตนๆ คือ มะเร็งตั บ มะเร็ง

ปอด มะเรง็ปากมดลกู และมะเรง็เตานม (Deerasamee et al., 1999) สวนมะเร็งชองปากเปนมะเร็งที่มีอุบัติการณนอย

อยางไรก็ตามก็พบมากในภาคใตโดยเฉพาะจงัหวัดสงขลา (Thongsuksai, 1997) โดยทั่วไปแลวการรักษาโรคมะเร็งนั้นจะ

ใชวิธีผสมผสานโดยการศัลยกรรม รังสีรักษา และเคมีบําบัด แตเน่ืองจากการรักษาดวยวิธีเหลาน้ีมีผลขางเคียงตอผูปวย 

จึงไดมีการศึกษาสารสกัดจากธรรมชาติเพื่อนํามาทดแทนการใชสารเคมีตางๆ ขอมูลรายงานการวิจัยที่ผานมาสนับสนุนวา

สารตานอนุมูลอิสระสามารถชวยปองกันและรักษาโรคมะเร็งได สารตานอนุมูลอิสระเปนสารที่สามารถพบไดในอาหาร

โดยเฉพาะในผักและผลไม สารตานอนุมูลอิสระถูกพบวามีคุณสมบัติในการชวยลดอัตราเสี่ยงของการเกิดมะเร็งไดหลาย

ชนิด โดยมีกลไกที่แตกตางกันไป เชน ยับยั้งการเกิดสารกอมะเร็ง  ปองกันสิ่งตางๆ ที่สงเสริมใหเกิดมะเร็ง   ลดอตัราการ

กลายพันธุของเซลลและเพ่ิมประสิทธิภาพการทํางานของระบบภูมิคุมกันของรางกาย (Aggarwal, 2006) อยางไรก็ตาม

งานวิจัยที่ผานมาพบวามีงานวิจัยเพียงสวนนอยที่รายงานเก่ียวกับฤทธิ์ตานมะเร็งชองปากของผลไมที่พบไดในทองถิ่น

ของประเทศไทย  

 ลิ้นจี่ (Litchi chinensis Sonn.) เปนไมผลก่ึงเมืองรอนประเภทผลเด่ียวมีผลรูปรางกลมรี ผิวผลขรุขระ  ลักษณะ

เปลือกสีแดง เปนผลไมที่มีรสชาติอรอย หวาน หอม สสีวย  จงึทาํใหเปนทีต่องการทัง้ภายในและตางประเทศ นอกจากจะ

ใชรับประทานสดแลว ยังสามารถแปรรูปเปนลิ้นจี่บรรจุกระปองจึงถือวาเปนผลไมเศรษฐกิจที่สําคัญของประเทศไทย 

ลิ้นจี่เปนผลไมที่อุดมไปดวยสารอาหารและสรรพคุณดานสมนุไพรตางๆ มากมายเชนสรรพคุณเปนยาชวยยอยอาหาร 

บาํรงุอวัยวะภายในตางๆ ไมวาจะเปนมาม หรอืระบบประสาท  นอกจากน้ี ลิ้นจี่ยังชวยในการบรรเทาอาการกระหายนํ้าได 

และหากนําเนื้อลิ้นจี่ตากแหงมาตมกินเปนประจํา ก็จะชวยบรรเทาอาการปวดอันเนื่องมาจากโรคไสเลื่อน และยังชวย
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รักษาโรคโลหิตจางไดอีกดวย (กองสุขาภิบาลอาหาร กรมอนามัย กระทรวง สาธารณสขุ, 2551) นอกจากน้ันรายงานการ

วิจัยที่ผานมายังพบวาสารสกัดจากเปลือกลิ้นจี่มีฤทธิ์ตานสารอนุมูลอิสระและสามารถยับยั้งเซลลมะเร็งเตานม (Zhao, 

2006; Wang et al., 2006) และเซลลมะเร็งตับ (Wang, 2006) อยางไรก็ตามพบวาในสวนของเมล็ดลิ้นจี่น้ันยังไมเคยมี

การศึกษามากอน จากคุณสมบัติในการเปนสารตานอนุมูลอิสระและสารยับยั้งเซลลมะเร็งของสารสกัดจากลิ้นจี่ ผูวิจัยจึง

สนใจที่จะศึกษาฤทธิ์ตานมะเร็งมะเรง็ชองปากของสารสกัดจากเมล็ดลิ้นจี่และการทดสอบความเปนพิษตอเซลลเม็ดเลือด

ขาวปกติ การ วิจัยในครั้งน้ีจึงเปนการคัดกรองฤทธิ์ตานมะเรง็เบื้องตนของสารสกัดจากเมล็ดลิ้นจี่เพ่ือนําผลการทดสอบที่

ไดไปใชพัฒนาเปนยาตานมะเร็งที่มีประสิทธิภาพในการทําลายเซลลมะเร็งและไมมีผลขางเคียงตอเซลลปกติไดตอไปใน

อนาคต 

 

อุปกรณและวธิกีาร 

ขัน้ตอนการเพาะเล้ียงเซลล Human mouth carcinoma (CLS-354 cells) 

เลี้ยงเซลล CLS-354 (Cell Line Service, Germany) (passage 24) ในอาหารเลี้ยงเซลล RPMI 1640 (PAA, Austria)

ซึ่งมีองคประกอบตางๆ ครบคอื10% fetal bovine serum (Biochrom AG, Germany) และ 1% penicillin/streptomycin 

(PAA, Austria) และ 2 mM glutamine (PAA, Austria)ในตูควบคุมอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซยีส ปรมิาณกาซ  CO2 5% และ 

ความช้ืน 95 % โดยมีจํานวนเซลล 1 x 106 เซลลใน flask ซึ่งมีพ้ืนที่ 75 ตารางเซนติเมตร  เลีย้งไ วเปนระยะเวลา 24-48 

ช่ัวโมงกอนที่จะทําการทดสอบความเปนพิษของสารสกัดจากผลไมและสมุนไพรตอเซลล 

ขัน้ตอนการเพาะเล้ียงเซลลเม็ดเลือดขาว (normal lymphocytes) 

 คัดเลือกอาสาสมัครผูที่มีสุขภาพแข็งแรงดีจํานวน 4 คน ที่ประสงคยินยอมเขารวมวิจัย (โครงการน้ีไดผานการ

พิจารณาเห็นชอบ จากคณะกรรมการจริยธรรมการวิจัยในมนุษย มหาวิทยาลัยวลัยลักษณ เลขที่ 52/036 ) หลังจากน้ันเจาะ

เลือดอาสาสมัครใสหลอดที่มีสารกันเลือดแข็ง  ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA) แลวนําเลือดดังกลาวมาเจือจาง

ดวยอาหารเลี้ยงเซลล RPMI-1640 ที่มีองคประกอบตางๆ ครบในสดัสวน 1:2 หลังจากน้ันคอยๆ เติมเลือดที่เจือจางไวลงไป

ในหลอดที่มีนํ้ายา IsoPrep (Robbins Scientific Corporation, USA) อยางชาๆ หลังจากน้ันนําไปปนที่ 3000 rpm เปนเวลา 

15 นาที  เมื่อครบเวลาแยก peripheral blood mononuclear cells (PBMCs)  ซึ่งอยูระหวางช้ัน (interphase) ออกมาใส

หลอดใหมและลางดวยอาหารเลี้ยงเซลลอีก 2 ครั้ง  แลวจึงนําเซลลมาแบงใหเทากัน ในอาหารเลี้ยงเซลล RPMI-1640 ที่มี

องคประกอบตางๆ ครบ หลังจากน้ันนําเซลลมาบมเลี้ยงไว ในตูควบคุมอุณหภูมิ  37 องศาเซลเซยีส ปรมิาณกาซ  CO2 5% 

และ ความช้ืน 95 % 

ขัน้ตอนการทดสอบฤทธ์ิตานมะเร็งชองปากและความเปนพษิตอเซลลเม็ดเลือดขาวของสารสกัดจากเมล็ดล้ินจี่ 

นําสารสกัดจากเมล็ดลิ้นจี่ที่สกัดดวยเมทานอลโดยวิธีการสกัดสารแบบตอเน่ือง (continuous extraction) และ

ตามดวยการทาํสารสกัดใหเขมขนโดยวิธกีารกลัน่ในภาวะสญุญากาศ (distillation in vacuum) มาเจอืจางแลวนําแตละการ

เจือจางมาทดสอบกับเซลลมะเร็ง ชองปากและเซลลเม็ดเลือดขาว ที่มีจํานวนเซลล 3 x104 และ 1x105 เซลลตามลําดับ ใน

จานเพาะเลีย้งเซลลขนาด 24 หลุม (24-well plate)  โดยเปรียบเทียบกับเซลลควบคุมคือเซลลที่เติม  dimethyl sulfoxide 

(DMSO) ซึ่งใชเปนตัวทําละลายของสารสกัด แลวนําไปบมในตูควบคุมอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซยีส ปรมิาณกาซ  CO2 5% 
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และ ความช้ืน 95 % เปนเวลา 24 ช่ัวโมง  หลังจากน้ันจึงนํามาศึกษาการมีชีวิตรอดของเซลลโดยวิธี MTT (3-(4,5-

dimethylthiazole-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide) assay. 

ขัน้ตอนการศึกษาการมีชวีติรอดของเซลลโดยวธิ ีMTT assay 

 เมื่อ ครบเวลา  24 ช่ัวโมงของการบมสารสกัดจาก เมล็ดลิ้นจี่กับ เซลลมะเร็ง ชองปากหรือ เซลลเม็ดเลือดขาว             

นําอาหารเลี้ยงเซลลออกแลวเติม 0.5 ml ของ 0.5 mg/ml MTT ที่ผสมกับอาหารลงในแตละหลุม แลวนําไปบมในตูควบคุม

อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส  ปรมิาณกาซ CO2 5% และความช้ืน 95 % เปนเวลา 4 ช่ัวโมง เพ่ือที่จะให MTT ถูกเมทาบอไลท 

เมื่อครบเวลานําอาหารเลี้ยงเซลลที่มี  MTT ออก  แลวควํ่า plate ลงบนกระดาษซับเพื่อเอาอาหารที่เหลือออก แลวเติม 

DMSO ลงไปเพ่ือไปละลาย formazan (MTT metabolic product) ออกมาหลังจากน้ันผสม formazan ที่ออกมากับ DMSO 

ใหเขากันแลวนําไปวัดคาการดูดกลนืแสงที ่ 560 nm  โดยทําการทดสอบซ้ําอีก 3 ครั้งแตละครั้งทําการทําสอบซ้ําอีก 3 

การทดสอบยอย 

 

ผลการวิจัยและอภปิรายผล 

จากการศึกษาฤทธิ์ตานเซลลมะเร็งชองปากของสารสกัดจากเมล็ดลิ้นจี่ในชวงความเขมขน 17.5-175 µg/ml 

พบวาสารสกัดดังกลาวสามารถยับยั้งการเจริญของเซลลมะเร็งชองปากไดรอยละ 50 ที่ความเขมขน 135.0 µg/ml 

(IC50=135.0 µg/ml) และในชวงความเขมขน 35-175 µg/ml พบวาทําใหเซลลมะเร็งลดลงอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ 

(p<0.05) (ภาพที ่1 ) สวนตัวทาํละลาย DMSO ที่ใชทดสอบในชวงความเขมขน 0.1-1.0 % พบวาไมมผีลตอเซลลมะเร็ง

ชองปาก จากผลการศึกษาครั้งน้ีเปนการศึกษาแรกที่พบวาสารสกัดเมทานอลจากเมล็ดลิ้นจี่สามารถยับยั้งเซลลมะเร็งชอง

ปากได ซึ่งผลการวิจัยครั้งน้ีมีความสอดคลองกับผลการศึกษาที่ผานมาที่พบวาเปลือกของสารสกัดจากลิ้นจี่มีฤทธิ์ยับยั้ง

เซลลมะเร็งเตานม (Zhao, 2006; Wang et al., 2006) และเซลลมะเร็งตับ (Wang, 2006) โดยสารสกัดเอทานอลจากเปลือก

ลิ้นจี่สามารถยับยั้งเซลลมะเร็งเตานมไดรอยละ 50 ที่ความเขมขน 80.0 µg/ml (Wang, 2006) สารสกัดจากเปลือกลิ้นจี่

ประกอบไปดวยสารสําคัญที่มีฤทธิ์ตานเซลลมะเร็งเตานมคือ epicatechin และ procyanidin B2 โดยสารทั้งสองสามารถ

ยับยั้งเซลลมะเร็งไดรอยละ 50 ที่ความเขมขน 102 µg/ml และ 99 µg/ml ตามลาํดับ (Zhao, 2006) สวนกลไกการทาํลาย

เซลลมะเร็งเกิดจากการทําลาย DNA  การยับยั้งการแบงตัวของเซลลมะเร็งและเหน่ียวนําใหเซลลตายแบบอะพอพโทซีส 

(Wang, 2006) นอกจากน้ันรายงานการวิจัยที่ผานมายังพบอีกวาสารสกัดจากเปลือกลิ้นจี่สามารถยับยั้งกอนมะเร็งใน

สัตวทดลองไดอีกดวย (Wang et al., 2006) 

สารสกัดจากเมล็ดลิ้นจี่ ในชวงความเขมขนที่ทดสอบ คือ 17.5-105.0 µg/ml ไมไดทาํใหเซลลเมด็เลอืดขาวปกติ

ลดลงอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ  ยกเวนที่ความเขมขนสูงสุดที่ใชทดสอบคือ 175.0 µg/ml ทําใหเซลลเม็ดเลือดขาวปกติ

ลดลงอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p<0.05) (ภาพที ่2)  สวนตัวทาํละลาย DMSO ในชวงความเขมขน 0.1-1.0 %  พบวาไมมี

ผลตอจาํนวนซลลเม็ดเลือดขาวปกติ   ผลการศกึษาครัง้น้ีแตกตางจากงานวิจยัหน่ึงทีพ่บวาส ารสกัดที่ไดจากเปลือกลิ้นจี่

ชวยปรับระบบภูมิคุมกัน โดยสามารถกระตุนการเจริญเติบโตของเซลลมามได ที่ความเขมขน 12.5 µg/ml (Zhao, 2006) 

ทัง้น้ีอาจเน่ืองมาจากความแตกตางกันขององคประกอบจากเปลอืกและเมลด็ ระยะเวลา ความเขมขนของสารสกัด                 

ชนิดของเซลลและสภาวะที่ใชในการเลี้ยงเซลล การทดสอบความเปนพิษตอเซลลเม็ดเลือดขาวปกติในครั้งน้ีเปนขอมูลที่
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สาํคญัในการศกึษาถงึความปลอดภัยทีจ่ะนําสารสกัดดังกลาวมาใชใหเกิดประโยชนไดตอไปในอนาคต  

 
 

* p < 0.05 vs. 0 µg/ml 

ภาพท่ี 1  กราฟแสดงความสมัพันธระหวางรอยละการมชีวีติรอดของเซลลมะเรง็ชองปากที่ทดสอบดวยสารสกัดจากเมล็ด

ลิ้นจี ่( ▲) และที่ทดสอบดวยตัวทําละลาย DMSO (  ■) 

 

 
* p < 0.05 vs. 0 µg/ml 

ภาพท่ี 2 กราฟแสดงความสัมพันธระหวางรอยละการมีชีวิตรอดของเซลลเม็ดเลือดขาวปกติที่ทดสอบดวยสารสกัดจาก

เมล็ดลิ้นจี ่( ▲) และที่ทดสอบดวยตัวทําละลาย DMSO ( ■) 

 * 

 * 

 * 

 * 

  * 

   * 
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สรุปผลการวิจัย 

การศึกษาในครั้งน้ีเปนการศึกษาฤทธิ์ตานเซลลมะเร็งชองปาก และความเปนพิษตอเซลลเมด็เลอืดขาวปกติของ

สารสกัดจากเมล็ดลิ้นจี่ดวยเมทานอล โดยศึกษารอยละของการมีชีวิตของเซลลโดยวิธี MTT  จากการศึกษาพบวาสารสกัด

ดังกลาวมีฤทธิ์ตานเซลลมะเรง็ชองปากโดยสามารถยับยั้งเซลลมะเร็งชองปากไดรอยละ 50 ที่ความเขมขน 135.0 µg/ml 

(IC50=135.0 µg/ml) และมีความเปนพิษตอเซลลเม็ดเลือดขาวปกติเพียงเล็กนอย  การศึกษาฤทธิ์ตานมะเรง็ของสารสกัด

จากเมล็ดลิ้นจี่ในครั้งน้ีเปนการนําผลไมที่พบในประเทศไทยมาประยุกตใชใหเกิดประโยชนโดยอาจนําไปใชเปนขอมูล

เบือ้งตนในการพัฒนาเปนสารตนแบบเพ่ือรักษาโรคมะเร็งชองปากไดตอไปในอนาคต  

 

คําขอบคุณ 

 งานวิจัยครั้งน้ีไดรับการสนับสนุนจากสถาบันวิจัยและพัฒนา มหาวิทยาลัยวลัยลักษณและทุนพัฒนาศักยภาพ

ในการทํางานวิจัยของอาจารยรุนใหมจากสํานักงานคณะกรรมการอุดมศึกษากับสํานักงานกองทุนสนับสนุนการวิจัย 

(สัญญาเลขที่ MRG5380076) 
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