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บทคัดย!อ 
 

แม�ว�าการรักษาด�วยยาเคมีบําบัดจะมีประสิทธิภาพสูงในการกําจัดเซลล"มะเร็งท้ังชนิดก�อนและมะเร็ง
ในระบบเลือด แต�ผลข�างเคียงท่ีได�จากการได�รับจากยาเคมีบําบัดนั้นทําให�เกิดความทุกข"ทรมานกับผู�ป/วยและ
อาจเป0นสาเหตุให�ผู�ป/วยเสียชีวิต การค�นหาสารจากธรรมชาติท่ีมีการออกฤทธิ์อย�างจําเพาะเจาะจงกับ
เซลล"มะเร็ง น�าจะเป0นทางเลือกท่ีช�วยแก�ป3ญหาข�างต�นได� จากงานวิจัยก�อนหน�าท่ีได�แสดงให�เห็นถึงฤทธิ์ในการ
ต�านมะเร็งของสารสกัดเอทานอลและสารสกัดน้ําจากใบชาขลู� (Pluchea indica (L.) Less. ในการยับยั้งการ
เจริญของเซลล"มะเร็งเต�านมและเซลล"มะเร็งปากมดลูก งานวิจัยนี้จึงมีวัตถุประสงค"เพ่ือศึกษาต�อเนื่องถึงชนิด
และฤทธิ์ของสารสําคัญท่ีพบในสารสกัดและเปรียบเทียบกับผลท่ีเกิดข้ึนในเซลล"ท่ีไม�ใช�มะเร็ง ผลจากการ
ทดสอบพบว�า สารสําคัญท่ีพบในปริมาณมากท่ีสุดในสารสกัดขลู� คือ 4,5-di-caffeoylquinic acid (4,5-
diCQA) ซ่ึงเม่ือนําสารนี้ไปทดสอบฤทธิ์ในการยับยั้งเซลล"มะเร็งพบว�า สามารถยับยั้งการเจริญของเซลล"มะเร็ง
ปากมดลูก C-33A และเซลล"มะเร็งเต�านม MDA-MB-231 ได�ดีท่ีสุด โดยมีค�า IC50 เท�ากับ 162 ± 6.34 และ 
171 ± 5.22 µM ตามลําดับ และมีความเป0นพิษต�อเซลล"ท่ีไม�ใช�มะเร็ง Vero ตํ่ากว�า (IC50 มากกว�า 200 µM) 
นอกจากนี้  ยังได� ทําการตรวจสอบระดับของอนุ มูลอิสระ (reactive oxygen species, ROS) ภายใน
เซลล"มะเร็งท้ังสอง พบว�า เซลล"มะเร็งท่ีได�รับสารทดสอบจะมีระดับ ROS เพ่ิมสูงข้ึน 182.96 ± 15.04% และ 
237.24 ± 52.35% ตามลําดับ ในขณะท่ีเซลล" Vero จะมีการเปลี่ยนแปลงเพียงเล็กน�อย ผลจากการทดลองนี้ 
จึงเป0นข�อสรุปในเบ้ืองต�นว�า สาร 4,5-diCQA นี้ น�าจะสามารถนําไปเป0นสารต้ังต�นในการพัฒนายาต�านมะเร็ง
เต�านมหรือปากมดลูกท่ีมีประสิทธิภาพและลดอาการข�างเคียงให�กับผู�ป/วยได� 

 
คําสําคัญ : สารสกัดจากใบชาขลู�, Pluchea indica, ฤทธิ์ต�านมะเร็ง, 4,5-di-caffeoylquinic acid, ROS 
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บทที่ 1 

บทนํา 

 

1.1 ความสําคัญและสรุปความเป*นมาของโครงการฯ 

 โรคมะเร็งเป0นโรคท่ีทําให�เกิดการเสียชีวิตมากเป0นอันดับหนึ่งในกลุ�มของโรคไม�ติดต�อเรื้อรัง และ
จัดเป0นป3ญหาทางสาธารณสุขท่ีสําคัญของโลก แม�ว�าการรักษาด�วยยาเคมีบําบัดจะมีประสิทธิภาพสูงในการ
กําจัดเซลล"มะเร็งท้ังชนิดก�อนและมะเร็งในระบบเลือด แต�ผลข�างเคียงท่ีได�จากการได�รับจากยาเคมีบําบัดนั้นทํา
ให�เกิดความทุกข"ทรมานกับผู�ป/วยและอาจเป0นสาเหตุให�ผู�ป/วยเสียชีวิตได� (Ohe, 2002; Nair & Gongora, 
2016) อีกท้ังยังพบว�า เซลล"มะเร็งสามารถพัฒนาให�ด้ือต�อยาเคมีบําบัดได�หลังได�รับยาไปแล�วระยะหนึ่งด�วย 
ดังนั้น จึงจําเป0นอย�างยิ่งท่ีต�องค�นหายาเคมีบําบัดชนิดใหม�ข้ึนมาใช�ควบคู�หรือทดแทนยาเคมีตัวเดิมเพ่ือ
แก�ป3ญหานี้ และเนื่องจากสารจากธรรมชาติสามารถหาได�ง�าย ต�นทุนตํ่า และมีรายงานว�ามีผลข�างเคียงตํ่ากว�า
สารสังเคราะห" (Huang et al., 2017) การใช�สารจากธรรมชาติท่ีออกฤทธิ์อย�างจําเพาะเจาะจงกับเซลล"มะเร็ง 
โดยไม�กระทบต�อการเจริญของเซลล"ปกติ จะช�วยลดอาการไม�พึงประสงค"ท่ีจะเกิดข้ึนกับผู�ป/วยในระหว�างการ
รักษาด�วยวิธีเคมีบําบัดนี้ได� ซ่ึงจะช�วยเพ่ิมอัตราความสําเร็จในการรักษาผู�ป/วยมะเร็งและลดภาระของภาครัฐใน
ด�านสาธารณสุขลง 

 ขลู� (Pluchea indica (L.) Less.) เป0นสมุนไพรท่ีพบได�บริเวณป/าชายเลนของประเทศเขตร�อน และมี
การปลูกในเชิงเศรษฐกิจเพ่ือจําหน�ายเป0นผลิตภัณฑ"สุขภาพต�างๆ เช�น ชาใบขลู� ท่ีมีการผลิตและจําหน�ายโดย
วิสาหกิจชุมชนหลายแห�งของประเทศไทย  รวมถึงกลุ�มวิสาหกิจชุมชนของภาคตะวันออก ในเขตเทศบาลตําบล
บ�อ อําเภอ ขลุง จังหวัดจันทบุรี ขลู�เคยถูกรายงานว�ามีฤทธิ์ทางชีวภาพ ท้ังฤทธิ์ต�านอนุมูลอิสระ ต�านอักเสบ 
และฤทธิ์ในการต�านมะเร็ง (Srisook et al., 2012; Cho et al., 2012; Buapool et al., 2013; Kao et al., 
2015; Petchlert et al., 2016) อีกท้ังยังเป0นแหล�งของสารประกอบพอลิฟyนอลมากมาย เช�น Caffeic acid, 
Chlorogenic acid, Quercetin Luteolin, Apigenin และ Kaempferol เป0นต�น ซ่ึงสารเหล�านี้เป0นสารท่ีเคย
ถูกรายงานว�ามีฤทธิ์ในการต�านอนุมูลอิสระและน�าจะเป0นสารออกฤทธิ์ท่ีช�วยให�ขลู�สามารถยับยั้งปฎิกิริยาออกซิ
เดชั่นได� (Karakas et al., 2016; Indradi et al., 2017) แต�ยังไม�พบการยืนยันผลในเซลล"สิ่งมีชีวิต นอกจากนี้ 
สารสกัดน้ําจากรากขลู�เคยถูกรายงานว�ามีคุณสมบัติในการต�านเซลล"มะเร็งปากมดลูก HeLa โดยการเพ่ิมระดับ
อนุมูลอิสระ ในเซลล"มะเร็งนี้ (เป0น pro-oxidant) แต�ยังไม�ได�มีการระบุถึงชนิดของสารออกฤทธิ์ดังกล�าว (Cho 
et al., 2012) และผลการวิจัยก�อนหน�านี้ในปyท่ีแล�ว เราพบว�า สารสกัดเอทานอลและสารสกัดน้ําจากใบขลู�มี
ฤทธิ์ในการยับยั้งการเจริญของเซลล"มะเร็งเต�านมและเซลล"มะเร็งปากมดลูกได� และแสดงความเป0นพิษตํ่าต�อ
เซลล"ท่ีไม�ใช�มะเร็ง (พสธร มุตะพัฒน", 2562; อานัน มีจอม, 2562; ผลงานวิจัยรอตีพิมพ") จึงเป0นท่ีมาของ
ความคิดว�า ในสารสกัดจากใบขลู�นี้น�าจะมีสารองค"ประกอบท่ีสามารถออกฤทธิ์ได�อย�างจําเพาะเจาะจงต�อ
เซลล"มะเร็ง โดยไม�กระทบต�อเซลล"ปกติ และจากการท่ีใบขลู�เป0นส�วนท่ีพบสารประกอบฟyนอลสูงท่ีสุดในขลู� 
(Normala & Suhaimi, 2011) ซ่ึงสารประกอบฟyนอลจากพืชอ่ืนๆ เช�น gallic acid และ curcumin หรือสาร
อ่ืนอย�าง  vitamin C เคยมีรายงานว�ามีการแสดงฤทธิ์ยับยั้งการเจริญท่ีจําเพาะต�อเซลล"มะเร็ง โดยสารเหล�านี้
จะแสดงคุณสมบัติได� 2 บทบาท กล�าวคือ เป0น pro-oxidant ในเซลล"มะเร็ง (เพ่ือฆ�าเซลล"มะเร็ง) และสามารถ
เป0น anti-oxidant ในเซลล"ปกติ (ปกป�องเซลล"ปกติ ไม�ให�เซลล"เกิดความเสียหายท่ีจะพัฒนาไปเป0นเซลล"มะเร็ง) 
(Park, 2013; Malik & Mukherjee, 2014; Badhani et al., 2015) ดังนั้น จากแนวโน�มท่ีน�าจะเป0นไปได�นี้ 



 

 

งานวิจัยชิ้นนี้จึงสนใจท่ีจะค�นหาสารประกอบพอลิฟyนอลจากใบขลู�ท่ีสามารถออกฤทธิ์ในลักษณะดังท่ีกล�าวมา
ข�างต�นได� 

 และเพ่ือเป0นการส�งเสริมสมุนไพรท่ีผลิตและจัดจําหน�ายโดยวิสาหกิจชุมชนในภาคตะวันออกของไทย 
งานวิจัยชิ้นนี้จึงใช�ใบขลู�ท่ีจําหน�ายอยู�ในรูปของชาใบขลู� จากวิสาหกิจชุมชน เขตเทศบาลตําบลบ�อ อําเภอขลุง 
จังหวัดจันทบุรี มาทําการสกัดสาร ถึงแม�ว�าผลวิจัยก�อนหน�าของเราจะแสดงให�เห็นว�าสารสกัดเอทานอลมีฤทธิ์ท่ี
ดีกว�า แต�การสกัดใบชาขลู�ด�วยน้ําก็มีความใกล�เคียงกับวิถีการบริโภคชา ดังนั้นในงานวิจัยชิ้นนี้ ผู�วิจัยจะใช�ท้ัง
สารสกัดเอทานอลและสารสกัดน้ํา เพ่ือเป0นตัวแทนของท้ังวิถีการปรุงยาแบบชาวบ�านท่ีนิยมใช�แอลกอฮอล"และ
วิธีการด่ืมชาท่ีใช�น้ําร�อน มาทําการวิเคราะห"ปริมาณของสารท่ีอยู�ในกลุ�มสารประกอบฟyนอล และนําสารกลุ�มนี้
มาทดสอบฤทธิ์ในการส�งเสริมให�เกิดอนุมูลอิสระของออกซิเจน (Reactive oxygen species, ROS) ใน
เซลล"มะเร็งเต�านมและเซลล"มะเร็งปากมดลูก เปรียบเทียบกับผลท่ีเกิดข้ึนในเซลล"ปกติ โดยมุ�งหวังว�าจะค�นพบ
สารจากใบขลู�อย�างน�อย 1 ชนิดท่ีสามารถออกฤทธิ์เป0นได�ท้ังสารท่ีส�งเสริมและสารท่ีต�านปฏิกิริยาออกซิเดชันใน
บริบทของเซลล"ท่ีต�างกัน เพ่ือเป0นข�อมูลทางวิทยาศาสตร"เบ้ืองต�นในการนําสารชนิดนี้ไปต�อยอดในการใช�
ร�วมกับยาเคมีบําบัดต�อไป (ซ่ึงงานวิจัยต�อยอดนี้ผู�วิจัยวางแผนขอทุนจากหน�วยงานภายนอก และต�องการผล
วิจัยจากงานชิ้นนี้เป0นผลเบ้ืองต�นเพ่ือสนับสนุน)  

 

1.2 วัตถุประสงค�ของโครงการวิจัย 

งานวิจัยนี้มีจุดมุ�งหมาย เพ่ือค�นหาสารประกอบพอลิฟyนอลจากใบขลู�ท่ีสามารถออกฤทธิ์เป0นสารก�อ
อนุมูลอิสระ (pro-oxidant) ในเซลล"มะเร็ง แต�เป0นสารต�านอนุมูลอิสระ (anti-oxidant) ในเซลล"ปกติ ซ่ึงจะ
ส�งผลให�การออกฤทธิ์มีความจําเพาะเจาะจงกับเซลล"มะเร็ง และลดอาการข�างเคียงไม�พึงประสงค"ซ่ึงเป0นข�อด�อย
ของยาเคมีบําบัดท่ีใช�อยู�ในป3จจุบัน อีกท้ังจะเป0นงานวิจัยท่ีจะผลักดันการใช�ประโยชน"จากสมุนไพรไทยท่ีปลูก
ได�ในภาคตะวันออกด�วย โดยแบ�งวัตถุประสงค"ของงานออกเป0นข�อย�อย ดังนี้ 

๑. เพ่ือตรวจสอบปริมาณและสัดส�วนของสารประกอบพอลิฟyนอลท่ีพบในสารสกัดเอทานอลจากใบชา
ขลู�และเปรียบเทียบผลกับสารสกัดน้ําจากใบชาขลู� 

๒. เพ่ือตรวจสอบความเป0นพิษต�อเซลล"มะเร็งเต�านมและเซลล"มะเร็งปากมดลูกหลังได�รับสารประกอบ
พอลิฟyนอลจากใบขลู� โดยจะใช�สารประกอบพอลิฟyนอลท่ีพบได�ในปริมาณสูงจากใบขลู�มาทดสอบ และ
เปรียบเทียบกับผลจากเซลล"ปกติ 

๓. เพ่ือตรวจสอบระดับอนุมูลอิสระท่ีเกิดข้ึนภายในเซลล"มะเร็งหลังได�รับสารประกอบพอลิฟyนอลจาก
ใบขลู� และเปรียบเทียบกับผลท่ีได�จากเซลล"ปกติ โดยจะใช�สารประกอบพอลิฟyนอลท่ีพบได�ในปริมาณสูงจากใบ
ขลู�มาทดสอบ 

 

 

 



 

 

1.3 ขอบเขตของโครงการวิจัย 

ใบชาขลู�แห�งจากวิสาหกิจชุมชน เขตเทศบาลตําบลบ�อ อําเภอขลุง จังหวัดจันทบุรี จะถูกนํามาบดเป0น
ผงและสกัดสารด�วยเอทานอลและน้ํากลั่น จากนั้น สารสกัดท้ังสองชนิดจะถูกนําไปตรวจสอบเพ่ือหาปริมาณ
รวมของสารประกอบฟyนอลด�วยวิธี folin-ciocalteu และนําไปวิเคราะห"ปริมาณและสัดส�วนของสาร
องค"ประกอบด�วยเทคนิค Quantitative Nuclear Magnetic Resonance (qNMR) จากนั้นจะนําสารประกอบ
พอลิฟyนอลชนิดท่ีพบว�ามีปริมาณมากในสารสกัดใบชาขลู�มาตรวจสอบความเป0นพิษด�วยวิธี MTT assay กับ
เซลล"มะเร็งท้ัง 5 ชนิด ได�แก� เซลล"มะเร็งเต�านม 2 ชนิด คือ MDA-MB-231 และ MCF-7 และเซลล"มะเร็งปาก
มดลูก 3 ชนิด คือ HeLa SiHa และ C33A เปรียบเทียบผลท่ีได�กับเซลล"ปกติ (Vero) สุดท�ายจะทําการ
ตรวจสอบระดับ ROS ท่ีเกิดข้ึนในเซลล"มะเร็งท่ีได�รับสารประกอบพอลิฟyนอลจากใบชาขลู� โดยใช�เทคนิคการ
ย�อมเซลล"ด�วย 2',7' –dichlorofluorescin diacetate (DCFDA) วิเคราะห"ผลด�วย fluorescent microscopy 
ทําการเปรียบเทียบกับผลท่ีได�ในเซลล"ท่ีไม�ใช�มะเร็ง Vero และเปรียบเทียบกับยาเคมีบําบัดท่ีใช�ในการรักษา
มะเร็งท้ังสองชนิด ได�แก� Doxorubicin และ Cisplatin 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 



 

 

บทที่ 2 
การสํารวจเอกสารที่เกี่ยวข)อง (literatures review) 

  
 โรคมะเร็งจัดเป0นกลุ�มโรคไม�ติดต�อเรื้อรัง (Non-Communicable diseases หรือ NCDs) ท่ีสําคัญ

และกําลังคุกคามชีวิตและสุขภาพของประชากรท่ัวโลก ซ่ึงสร�างความเสียหายทางเศรษฐกิจให�กับหลาย
ประเทศรวมถึงประเทศไทย จากข�อมูลของสถาบันมะเร็งแห�งชาติและกระทรวงสาธารณสุขพบว�า ชนิดของ
มะเร็งท่ีมีสถิติการพบผู�ป/วยรายใหม�และเสียชีวิตสูงสุดเป0นอันดับต�นๆ ในปy 2560 ท่ีผ�านมา ได�แก� มะเร็งเต�านม 
มะเร็งตับและท�อน้ําดี มะเร็งลําไส�ใหญ�และทวารหนัก มะเร็งปอด และมะเร็งปากมดลูก  

 แม�ว�าการรักษามะเร็งจะถูกพัฒนาข้ึนหลากหลายวิธีตามความหลากหลายของชนิดมะเร็งและระยะ
ของโรค ซ่ึงวิธีเคมีบําบัดก็เป0นวิธีหนึ่งท่ีได�รับความนิยม เนื่องจากยาเคมีบําบัดท่ีใช�อยู�นั้นมีประสิทธิภาพในการ
ฆ�าเซลล"มะเร็งได�สูงและสามารถใช�ได�กับมะเร็งหลากหลายรูปแบบ ท้ังมะเร็งชนิดก�อนและมะเร็งในระบบเลือด 
แต�ด�วยข�อจํากัดของการใช�ยาเคมีบําบัดท่ีมักพบว�าก�อให�เกิดผลข�างเคียงกับผู�ป/วย เช�น คลื่นไส� อาเจียน ผมร�วง 
หรือรุนแรงจนถึงข้ันไตวาย หัวใจล�มเหลว เป0นต�น (Ohe, 2002; Nair & Gongora, 2016)  ซ่ึงเป0นผลมาจาก
การออกฤทธิ์แบบไม�จําเพาะเจาะจงต�อเซลล"มะเร็งของยาเคมีบําบัด ทําให�ผู�ป/วยเกิดความกลัวต�อการเข�ารับ
การรักษา ผู�ป/วยในกลุ�มนี้ส�วนหนึ่งจึงใช�สมุนไพรเป0นทางเลือกในการรักษา เนื่องจากผลิตภัณฑ"จากธรรมชาติ
มักพบว�ามีความปลอดภัยต�อผู�บริโภคมากกว�าสารสังเคราะห" (Huang et al., 2017) รวมท้ังผู�ป/วยมี
ความคุ�นเคยกับพืชสมุนไพรใกล�ตัวมากกว�า อย�างไรก็ตาม สมุนไพรจํานวนไม�น�อยท่ีมีการกล�าวอ�างสรรพคุณว�า
สามารถฆ�าเซลล"มะเร็งได�โดยไม�มีข�อมูลทางวิทยาศาสตร"หรือข�อมูลทางการแพทย"มารองรับ ซ่ึงการรับประทาน
สมุนไพรเหล�านี้แบบไม�ถูกวิธี อาจทําให�เกิดการลุกลามของโรคจนไม�สามารถรักษาได�และผู�ป/วยเสียชีวิตในท่ีสุด 
ดังนั้น เพ่ือเป0นการสนับสนุนการใช�สมุนไพรของไทยและการเพ่ิมคุณค�าให�กับพืชพรรณในประเทศ จึงจําเป0น
อย�างยิ่งท่ีจะต�องใช�ความรู�ทางวิทยาศาสตร"มาพิสูจน"สรรพคุณทางยาของสมุนไพรต�างๆ รวมถึงศึกษากลไกการ
ออกฤทธิ์และรูปแบบการให�ยาสมุนไพรท่ีจะช�วยเพ่ิมประสิทธิภาพของยาเคมีบําบัด เพ่ือลดอาการท่ีไม�พึง
ประสงค"ของยาเคมีบําบัด ตลอดจนการศึกษาต�อยอดเพ่ือค�นหาสารออกฤทธิ์จากสมุนไพร ซ่ึงในอนาคตอาจใช�
เป0นต�นแบบในการผลิตยาต�านมะเร็งเพ่ือทดแทนการนําเข�ายาจากต�างประเทศได� 

 ขลู� (Khlu) มีชื่อวิทยาศาสตร"ว�า Pluchea indica Less. เป0นพืชในวงศ" Compositae (Asteraceae) 
มีลักษณะเป0นไม�พุ�ม สูงประมาณ 0.5-2 เมตร พบได�ตามธรรมชาติในป/าชายเลนของประเทศเขตร�อน รวมถึง
ประเทศไทย ใบขลู�จะมีสีเขียวตลอดปyและถูกนํามาบริโภคเป0นผักลวกจิ้มน้ําพริก ใส�ยําหรือแกงเผ็ด และด�วย
กลิ่นหอมละมุน รสหวาน ฝาดเล็กน�อยของใบขลู�ทําให�มีการนํามาแปรรูปทําเป0นชาใบขลู� ด่ืมแบบชาสมุนไพร 
ซ่ึงป3จจุบันมีการปลูกต�นขลู�ในเชิงเศรษฐกิจเพ่ือนํามาแปรรูปเป0นผลิตภัณฑ"จําหน�าย ภายใต�โครงการสนับสนุน
วิสาหกิจชุมชนของสํานักงานพัฒนาเศรษฐกิจจากฐานชีวภาพ (องค"การมหาชน) ในหลายจังหวัด เช�น 
สมุทรสงคราม เพชรบุรี นครราชสีมา อุดรธานี จันทบุรี และระยอง เพ่ือให�ผลิตชาขลู�ท่ีมีคุณภาพสูงและถูก
สุขลักษณะ(http://www.pharmacy.mahidol.ac.th/th/knowledge/article/227/ใบขลู�-ประโยชน"-โทษ-
ฤทธิ์-ความเป0นพิษ/) 

 ก�อนหน�านี้ คณะผู�วิจัยจากคณะวิทยาศาสตร" มหาวิทยาลัยบูรพาได�ทําการศึกษาฤทธิ์ทางชีวภาพของ
ชาใบขลู�และได�ศึกษากันมาอย�างต�อเนื่อง โดยพบว�า สารสกัดน้ําจากชาใบขลู�มีฤทธิ์ต�านออกซิเดชันและต�าน 



 

 

อักเสบในหลอดทดลอง (Srisook et al., 2012) สารสกัดเอทานอลจากใบขลู�มีฤทธิ์ต�านอักเสบในเซลล"แมคโคร
ฟาจ RAW264.7 และในหนูทดลองท่ีเหนี่ยวนําการอักเสบด�วย carrageenan (Buapool et al., 2013) มีฤทธิ์
ยับยั้งปฏิกิริยาออกซิเดชันของไขมันและยับยั้งการก�อกลายพันธุ"ได� (Petchlert et al., 2016) และเม่ือไม�นาน
มานี้ สารสกัดจากชาใบขลู�มีการรายงานว�าสามารถยับยั้งการทํางานของเอนไซม" CYP2A6 ท่ีย�อยสลายนิโคติน
และเอนไซม" CYP2A13 ท่ีย�อยสลายสารก�อมะเร็ง 4-(methylnitrosa-mino)-1-(3-pyridyl)-1-butanone 
(NNK) ในคน (Boonruang et al., 2017) นอกจากนี้ ยังมีการรายงานถึงฤทธิ์ของใบขลู�และส�วนอ่ืนๆ ของขลู�
จากคณะผู�วิจัยในประเทศอ่ืนๆ เช�น ฤทธิ์ต�านออกซิเดชัน ฤทธิ์ต�านอักเสบและการปวด (antinociceptive) 
ฤทธิ์ต�านวัณโรค และฤทธิ์ต�านพิษงู (Viperu russellii) (Andarwulan et al., 2010; Rosilda et al., 2008; 
Mohamad et al., 2011; Goyal & Aggarwal, 2013) เป0นต�น  

 สําหรับฤทธิ์ต�านมะเร็งของสารสกัดจากขลู� มีรายงานว�าสารสกัดจากรากหรือรากผสมใบขลู� มี
ความสามารถในการยับยั้งการเจริญของเซลล"มะเร็งสมองชนิด GBM8401 เซลล"มะเร็งปากมดลูกชนิด HeLa 
และเซลล"มะเร็งหลังโพรงจมูกชนิด NPC-TW 01 และ NPC-TW 04 ได� (Cho et al., 2012; Kao et al., 
2015) และเม่ือปyท่ีผ�านมา ทีมวิจัยของเราได�ทําการศึกษาฤทธิ์ต�านมะเร็งของสารสกัดจากใบชาขลู� ซ่ึงพบว�า
สารสกัดท่ีสกัดด�วยเอทานอลและท่ีสกัดด�วยน้ําสามารถยับยั้งการเจริญของเซลล"มะเร็งได�ท้ังมะเร็งปากมดลูก
และมะเร็งเต�านมซ่ึงเป0นกลุ�มของมะเร็งท่ีพบมากในสตรีไทย โดยเซลล"มะเร็งเต�านม MDA-MB-231 เป0น
เซลล"มะเร็งท่ีถูกยับยั้งได�มากท่ีสุด มีค�า IC50 ของสารสกัดเท�ากับ 130 และ 175 µg/mL ตามลําดับ นอกจากนี้
ยังพบว�า สารสกัดท้ังสองชนิดจากใบชาขลู�แสดงความเป0นพิษต�อเซลล"ท่ีไม�ใช�มะเร็ง Vero ค�อนข�างตํ่า โดยมีค�า 
IC50 ของสารสกัดเท�ากับ 388 และ 311 µg/mL ตามลําดับ(ผลงานรอตีพิมพ"; พสธร มุตะพัฒน", 2562; อานัน 
มีจอม, 2562) ซ่ึงทําให�เกิดความคิดต�อยอดว�า ในสารสกัดขลู�นี้น�าจะมีสารองค"ประกอบบางตัวท่ีมีการแสดง
ฤทธิ์อย�างจําเพาะต�อเซลล"มะเร็ง และมีความน�าสนใจท่ีจะศึกษาในเชิงลึก จึงเป0นท่ีมาของงานวิจัยในครั้งนี้ 

 จากงานวิจัยก�อนหน�าท่ีเคยมีการรายงานว�าใบขลู�มีปริมาณสารประกอบฟyนอลสูง และพบสารอีก
หลายชนิด เช�น Caffeic acid, Chlorogenic acid, Quercetin Luteolin, Apigenin และ Kaempferol เป0น
ต�น ซ่ึงสารเหล�านี้เคยมีการพิสูจน"แล�วว�ามีฤทธิ์ในการต�านมะเร็งและป�องกันการเกิดมะเร็งได� รวมถึงมีฤทธิ์ใน
การต� านอนุ มู ล อิสระ  ( Shukla & Gupta, 2010; Ye et al., 2010; Chen & Chen, 2013; Suriyaphan, 
2014; Karakas et al., 2016; Cook et al., 2016; Boonruang et al., 2017) ดังนั้น จึงมีแนวโน�มเป0นอย�าง
มากท่ีสารประกอบฟyนอลเหล�านี้จะใช�กลไกในการออกฤทธิ์เป0นได�ท้ัง pro-oxidant ในเซลล"มะเร็ง แต�เป0น 
anti-oxidant ในเซลล"ปกติ ซ่ึงส�งผลให�ใบขลู�สามารถออกฤทธิ์ได�อย�างจําเพาะเจาะจงต�อเซลล"มะเร็งและไม�
ก�อให�เกิดอาการข�างเคียงไม�พึงประสงค"จากการใช�สารนี้ในผู�ป/วยมะเร็ง อย�างไรก็ตาม ยังขาดการทดลองทาง
วิทยาศาสตร"มายืนยันแนวความคิดนี้ 

 ดังนั้น เพ่ือเป0นการสนับสนุนและเพ่ิมมูลค�าให�กับชาใบขลู�ซ่ึงเป0นผลิตภัณฑ"ของไทยและผลิตข้ึนเอง
จากวิสาหกิจชุมชนของจังหวัดจันทบุรี งานวิจัยชิ้นนี้จะทําการสกัดสารจากใบขลู�ท่ีจําหน�ายในรูปชาใบขลู� ด�วย
ตัวทําลาย 2 ชนิด คือ สกัดด�วยน้ําร�อนตามวิธีการชงชาด่ืม และสกัดด�วยตัวทําละลายเอทานอลเทียบได�กับวิธี
ปรุงยาพ้ืนบ�าน มาทําการวิเคราะห"ปริมาณของสารท่ีอยู�ในกลุ�มสารประกอบฟyนอล และนําสารกลุ�มนี้มา
ทดสอบฤทธิ์ ในการส�งเสริมให� เ กิดอนุ มูลอิสระของออกซิเจน (Reactive oxygen species, ROS) ใน
เซลล"มะเร็งเต�านมและเซลล"มะเร็งปากมดลูก ซ่ึงเป0นชนิดของมะเร็งท่ีพบมากโดยเฉพาะในสตรีไทย 
เปรียบเทียบกับผลท่ีเกิดข้ึนในเซลล"ปกติ และเปรียบเทียบกับยาเคมีบําบัดท่ีใช�ในมะเร็งท้ังสองชนิด 



 

 

(doxorubicin และ cisplatin) เพ่ือเป0นข�อมูลทางวิทยาศาสตร"เบ้ืองต�นในการนําสารชนิดนี้ไปต�อยอดในการใช�
ร�วมกับยาเคมีบําบัดต�อไป โดยองค"ความรู�ท่ีได�จะช�วยเพ่ิมคุณค�าให�กับชาใบขลู� ผลักดันให�เป0นสินค�าประจําถ่ิน
หรือสินค�าส�งออกได� ตลอดจนเป0นการอนุรักษ"ทรัพยากรธรรมชาติ ช�วยกระตุ�นการเพาะปลูกในท�องถ่ินและ
กระตุ�นเศรษฐกิจในระดับชุมชนเพ่ือชุมชนยั่งยืนในอนาคต 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 

 

บทที่ 3 

วิธีการดําเนินการวิจัย 

 

๓.๑  การสกัดสารจากชาใบขลู!  

ใบชาขลู�ท่ีซ้ือจากกลุ�มวิสาหกิจชุมชน เขตเทศบาลตําบลบ�อ อําเภอขลุง จังหวัดจันทบุรี และจะ
ถูกนํามาเตรียมสารสกัดน้ําและสารสกัดเอทานอล ตามวิธีดังต�อไปนี้ 

  ๓.๑.๑ การเตรียมสารสกัดน้ําจากใบชาขลู! 

 การสกัดใบชาขลู�ด�วยน้ําร�อนจะทําตามวิธีท่ีรายงานไว�ใน  Srisook et al. (2012) โดยต�มผง
ชาท่ีบดละเอียดในน้ําร�อนเป0นเวลา 30 นาที ในอัตราส�วนผงชา 1 กรัม ต�อน้ํา 10 มิลลิลิตร จากนั้นจะ
กรองสารสกัดท่ีได�ด�วยกระดาษกรอง Whatmann เบอร" 1 และนํากากชามาสกัดซํ้าอีก 2 ครั้ง สาร
สกัดท่ีได�จะถูกนําไประเหยแห�งเพ่ือเอาตัวทําละลายออกด�วยเครื่องระเหยสุญญากาศแบบหมุน 
(rotary evaporator) และเครื่อง freeze dryer ตามลําดับ ชั่งน้ําหนักของสารสกัดท่ีได�และจดบันทึก
ไว� 
 
๓.๑.๒ การเตรียมสารสกัดเอทานอลจากใบชาขลู! 
 ผงใบชาขลู�จะถูกนํามาห�อด�วยผ�าขาวบางแล�วนําไปแช�ในสารละลายเอทานอลในอัตราส�วนผง
ชา 1 กรัม ต�อเอทานอล 10 มิลลิลิตร แช�ไว�เป0นเวลา 5 วัน กรองสารสกัดท่ีได� แล�วนํากากชาเดิมมา
สกัดซํ้าด�วยเอทานอลอีก 2 รอบ ทําการระเหยเอทานอลออกด�วยเครื่อง rotary evaporator และ
เครื่อง freeze dryer ตามลําดับ ชั่งน้ําหนักของสารสกัดท่ีได�และจดบันทึกไว�  
 

๓.๒  การเล้ียงเซลล�ไลน� 

เซลล"ท่ีใช�ในการทดลองท้ังหมดทําการสั่งซ้ือมาจากบริษัท American Type Culture 
Collection (ATCC) ประเทศสหรัฐอเมริกา ได�แก� เซลล"มะเร็งเต�านม 2 ชนิด (MDA-MB-231 และ MCF-
7) และเซลล"มะเร็งปากมดลูก 3 ชนิด (HeLa SiHa และ C33A) รวมท้ังเซลล"ท่ีไม�ใช�มะเร็ง Vero จะถูก
เลี้ยงในอาหาร Dulbecco’s modified Eagle’s medium (DMEM) ท่ีผสม 100 U/mL penicillin, 100 
µg/mL streptomycin และ 10% heat-inactivated fetal bovine serum (FBS) เลี้ยงในตู�บ�มท่ี
อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ท่ีมีความชื้นและคาร"บอนไดออกไซด" 5%  

 

๓.๓  การตรวจหาปริมาณสารประกอบฟ�นอลรวม ด)วยวิธี Folin-ciocalteu 



 

 

นําสารสกัดเอทานอลและสารสกัดน้ําจากใบชาขลู�ปริมาตร 25 µL ผสมกับน้ํากลั่นปริมาตร 100 
µL  จากนั้นเติมสารละลาย Folin ปริมาตร 30 µL แล�วทําการบ�มเป0นเวลา 6 นาที ในท่ีมืด หลังจากนั้น
เติม 7% (w/v) Na2CO3 ปริมาตร 250 µL ลงไปผสม และทําการปรับปริมาตรด�วยน้ํากลั่นให�ได�ปริมาตร
สุดท�ายเป0น 600 µL ทําการบ�มต�อเป0นเวลา 90 นาที ในท่ีมืด เม่ือครบเวลาให�ทําการป�เปตสารมาใส�ใน 
96-well plate หลุมละ 150 µL จํานวน 3 หลุมและนําไปวัดค�าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคลื่น 765 
nm ค�าการดูดกลืนแสงท่ีได�นําไปเทียบกับกราฟมาตรฐานของกรดแกลลิค และรายงานในรูปของ 
มิลลิกรัมสมมูลของกรดแกลลิคต�อกรัมของสารสกัด   

 

๓.๔  การตรวจสอบชนิดและสัดส!วนปริมาณของสารประกอบพอลิฟ�นอลท่ีมีอยู!ในสารสกัดจากใบชาขลู! 

  สารสกัดจากใบชาขลู�จะถูกนํามาวิเคราะห"หาสัดส�วนร�อยละของสารองค"ประกอบท่ีเป0นสารใน
กลุ�มพอลิฟyนอลด�วยเทคนิค Nuclear magnetic resonance (NMR) spectroscopy (1H-NMR และ 
13C-NMR) โดยจะอ�างอิงข�อมูลจากงานวิจัยอ่ืนท่ีเคยรายงานชนิดของสารประกอบพอลิฟyนอลท่ีพบในใบ
ขลู�  เ ช� น  luteolin apigenin quercetin เป0 นต� น  (Andarwulan et al., 2012; Suriyaphan, 2014; 
Boonruang et al., 2017) นํามาเป0นสารมาตรฐานท่ีจะใช�ในการค�นหาและคํานวณหาสัดส�วนร�อยละของ
สารประกอบพอลิฟyนอลแต�ละชนิดในสารสกัดเอทานอลและสารสกัดน้ําจากใบชาขลู� สารประกอบพอลิฟy
นอลท่ีพบว�ามีสัดส�วนปริมาณมากท่ีสุดในสารสกัดเอทานอลหรือสารสกัดน้ําจากใบชาขลู�จะถูกเลือกเพ่ือ
นําไปทดสอบคุณสมบัติต�อไป  

 

๓.๕  การตรวจสอบความเป*นพิษของสารต!อการเจริญของเซลล�ด)วยวิธี MTT assay (Iawsipo et al., 
2018) 

เซลล"มะเร็งและเซลล"ปกติ ท้ัง 6 ชนิด จะถูกเลี้ยงใน 96-well plate ตามสภาวะข�างต�นเป0นเวลา 
18-24 ชั่วโมงก�อนเริ่มทดสอบ จากนั้นจะทําการบ�มด�วยสารทดสอบ (สารสกัดเอทานอล สารสกัดน้ํา หรือ
สารประกอบพอลิฟyนอล รวมท้ังยาเคมีบําบัดท่ีใช�เป0น positive control) ผสมลงในอาหารเลี้ยงเซลล"ให�มี
ความเข�มข�นสุดท�ายตามท่ีต�องการ (ทําอย�างละ 4 ความเข�มข�น ความเข�มข�นละ 3 ซํ้า; สารสกัดจะใช�
เข�มข�น 0-400 µg/mL สารประกอบพอลิฟyนอลและยาเคมีบําบัดจะใช�ความเข�มข�น 0-4 µM) บ�มเซลล"ไว�
เป0นเวลา 72 ชั่วโมง ท่ี 37 องศาเซลเซียสในสภาวะท่ีมีคาร"บอนไดออกไซด" 5% เม่ือครบกําหนดเวลาจะ
เปลี่ยนเป0นอาหารเลี้ยงเซลล"ท่ีมีสารละลาย MTT 0.5 มิลลิกรัมต�อมิลลิลิตร แล�วนําเซลล"กลับไปบ�มในตู�
บ�มเซลล"ต�ออีก 4 ชั่วโมง เม่ือครบเวลาจะนํามาละลายผลึกสาร formazan ท่ีเกิดข้ึนด�วย DMSO 200 µl 
ต�อหลุม แล�วนําไปวัดค�าการดูดกลืนแสงท่ี 540 นาโนเมตรด�วย microplate reader แสดงผลท่ีได�ในรูป
เปอร"เซ็นต"ของเซลล"ท่ีมีชีวิต ซ่ึงคํานวณจาก (ค�าเฉลี่ยของการดูดกลืนแสงของหลุมท่ีใส�สารทดสอบ/ 
ค�าเฉลี่ยของการดูดกลืนแสงของหลุมท่ีไม�ใส�สารทดสอบ) X 100 เม่ือกําหนดให�การรอดชีวิตของเซลล"ท่ี



 

 

สภาวะท่ีไม�มีสารสกัดเท�ากับ 100% ทําการทดลองซํ้าอย�างน�อย 3 ครั้ง แล�วรายงานผลความเป0นพิษต�อ
เซลล"ของสารทดสอบแต�ละชนิดด�วยค�า IC50 (ค�าความเข�มข�นของสารท่ียับยั้งการเจริญของเซลล"ได� 50%) 

 

๓.๖  การตรวจสอบระดับอนุมูลอิสระท่ีเกิดข้ึนในเซลล�ท่ีได)รับสารทดสอบ 

เซลล"จํานวน 75,000 เซลล"จะถูก seed ลงแต�ละหลุมใน 96-well plate ไว�ข�ามคืน จากนั้นทํา
การบ�มด�วยสารประกอบพอลิฟyนอลจากใบขลู� (ชนิดท่ีพบว�ามีปริมาณมากในสารสกัด) ท่ีความเข�มข�น
ต�างๆ ไว�เป0นเวลา 24 ชั่วโมง ล�างออกด�วย PBS buffer 2 ครั้งแล�วจึงเปลี่ยนเป0นอาหารท่ีไม�ผสม FBS บ�ม
เป0นเวลา 1 ชั่วโมง เม่ือครบเวลาเปลี่ยนเป0นอาหารท่ีผสมด�วยสีย�อม 2',7' –dichlorofluorescin  

diacetate (DCFDA) เข�มข�น 15 µM บ�มต�ออีก 30 นาที แล�วล�างเซลล"ด�วย PBS buffer สุดท�ายเติม PBS 
buffer ล ง ไป  200 µL แล� วนํ า ไปวั ด ระ ดับฟลู ออ เ รส เซ� นต" ท่ี เ ปล� ง ออกมาด� วย  Fluorescent 
spectrophotometer (Ex 504 /Em 529 nm) ทําท้ังหมด 3 ซํ้า แล�วนําผลท่ีได�มา normalized ด�วย 
ค�า % cell viability และเทียบกับเซลล"ท่ีไม�ได�รับสารทดสอบ  

   

๓.๗  การวิเคราะห�ค!าทางสถิติ 

ผลการทดลองท่ีแสดงจะเป0นค�าเฉลี่ย ± ค�าเบ่ียงเบนมาตรฐาน ของผลการทดลองอย�างน�อย 3 
ครั้งท่ีเป0นอิสระต�อกัน แต�ละครั้งทํา 3 ซํ้า วิเคราะห"ข�อมูลการทดลองท่ีได�ด�วย one-way ANOVA 
(analysis of variance) และวิเคราะห"ความแปรปรวนด�วย Tukey Honestly (HSD) โดยกําหนดค�า
ความมีนัยสําคัญทางสถิติท่ี p<0.05 

 

๓.๘ วิธีการประเมินผล / สังเคราะห�ข)อมูล 

เนื่องจากคุณสมบัติของสารท่ีต�องการจากงานวิจัยชิ้นนี้คือ สารประกอบพอลิฟyนอลจากใบชาขลู�
ท่ีมีคุณสมบัติแสดงความเป0นพิษแบบจําเพาะต�อเซลล"มะเร็งเต�านมหรือเซลล"มะเร็งปากมดลูก แต�ไม�แสดง
ความเป0นพิษกับเซลล"ปกติ โดยตรวจสอบผ�านกลไกเบ้ืองต�นท่ีเก่ียวข�องกับการส�งเสริมหรือต�านอนุมูล
อิสระภายในเซลล" ดังนั้น การประเมินผลจะวิเคราะห"จากข�อมูล 2 ส�วน ได�แก� ส�วนท่ีหนึ่ง จะประเมิน
ความเป0นพิษจากค�า IC50 ของสารทดสอบ โดยจะเลือกสารท่ีให�ค�า IC50 ต�อเซลล"มะเร็งตํ่ากว�าค�าท่ีได�จาก
เซลล"ปกติอย�างน�อย 2 เท�า หรือสารประกอบพอลิฟyนอลท่ีทําให�เปอร"เซ็นต"การรอดชีวิตในเซลล"มะเร็ง
ลดลงตํ่ากว�า 50% ในขณะท่ีเม่ือใช�ความเข�มข�นเดียวกันนี้กับเซลล"ปกติจะมีเปอร"เซ็นต"การรอดชีวิต
มากกว�า 80%  



 

 

 

 

 

สําหรับการประเมินในส�วนท่ีสอง จะประเมินจากระดับ ROS ท่ีเกิดข้ึนภายในเซลล" โดย
สารประกอบพอลิฟyนอลจากใบขลู�ท่ีต�องการ จะต�องเป0นสารท่ีทําให�ปริมาณ ROS ในเซลล"มะเร็งนั้นสูงข้ึน
เม่ือเทียบกับสภาวะท่ีไม�ได�รับสาร ในขณะท่ีสารต�องลดหรือไม�เพ่ิมปริมาณ ROS ในเซลล"ปกติ (การไม�เพ่ิม 
ROS จะทําให�ไม�เกิดการตายของเซลล"ปกติ ซ่ึงจะลดผลข�างเคียงในการรักษาผู�ป/วยได� และหากสารนี้ช�วย
ลดอนุมูลอิสระได�จะยิ่งดี เพราะจะช�วยปกป�องเซลล"ปกติไม�ให�พัฒนาไปเป0นเซลล"มะเร็งได� เป0นการลด
อัตราการเป0นโรคมะเร็งได�นั่นเอง)  

ในการทดสอบท้ังหมดจะมีการทําเปรียบเทียบกัน ดังนี้ 1) เปรียบเทียบผลของสารสกัดระหว�าง
สารสกัดเอทานอลและสารสกัดน้ํา 2) เปรียบเทียบผลของสารประกอบพอลิฟyนอลจากขลู�และยาเคมี
บําบัดท่ีใช�อยู�ในป3จจุบัน และ 3) เปรียบเทียบผลท่ีได�ในเซลล"มะเร็งและเซลล"ปกติ โดยจะใช�สถิติมา
กําหนดนัยสําคัญของความแตกต�างท่ีเกิดข้ึนในการเปรียบเทียบนี้ 
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บทที่ 4 
ผลการวิจัยและอภิปรายผล 

 
4.1 ผลการตรวจหาปริมาณสารประกอบฟ�นอลรวม ด)วยวิธี Folin-ciocalteu 

  สารสกัดเอทานอลและสารสกัดน้ําจากใบชาขลู�ถูกนํามาทดสอบเพ่ือหาปริมาณสารประกอบฟyนอล
รวมด�วยวิธี Folin-ciocalteu เทียบค�ากับกราฟมาตรฐานของกรดแกลลิค (ภาพท่ี 4-1) พบว�า สารสกัดเอทา
นอลจากใบชาขลู�มีปริมาณสารประกอบฟyนอลรวมเท�ากับ 200.85 ± 13.20 มิลลิกรัมสมมูลของกรดแกลลิคต�อ
กรัมของสารสกัด ในขณะท่ี สารสกัดน้ําจากใบชาขลู�มีปริมาณสารประกอบฟyนอลรวม มากกว�าสารสกัดเอทา
นอล เท�ากับ 271.31 ± 31.81 มิลลิกรัมสมมูลของกรดแกลลิคต�อกรัมของสารสกัด จากผลจะเห็นได�ว�า สาร
สกัดชาใบขลู�ท่ีสกัดด�วยตัวทําละลายท้ังสองชนิดนี้ มีปริมาณของสารประกอบฟyนอลค�อนข�างสูง โดยก�อนหน�านี้ 
ได�มีการเปรียบเทียบปริมาณสารประกอบฟyนอลท่ีพบในใบขลู�และใบชาเขียว พบว�า ใบขลู�นั้นมีปริมาณ
สารประกอบฟyนอลสูงกว�า (Widyawati et al., 2017) ซ่ึงชี้ให�เห็นถึงบทบาทท่ีสําคัญของสารประกอบฟyนอลท่ี
น�าจะเก่ียวข�องกับการแสดงฤทธิ์ทางชีวภาพของสารสกัดจากชาใบขลู� 

 

ภาพท่ี 4-1 กราฟมาตรฐานกรดแกลลิคจากการทดสอบด�วยวิธี Folin-ciocalteu 

 

4.2 ผลการตรวจสอบชนิดและสัดส!วนปริมาณของสารประกอบพอลิฟ�นอลที่มีอยู!ในสารสกัด
จากใบชาขลู! 

 ชนิดของสารประกอบฟyนอลในสารสกัดเอทานอลและสารสกัดน้ําจากใบชาขลู� ได�ถูกตรวจสอบด�วย 
1H-NMR และ 13C-NMR โดยใช�สารมาตรฐานตามข�อมูลจากงานวิจัยท่ีถูกตีพิมพ"ก�อนหน�า โดยสารมาตรฐานท่ี

y = 1.6457x + 0.0177
R² = 0.9996
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ถูกนํามาใช�ในการตรวจสอบครั้งนี้ มีท้ังสิ้น 10 ชนิด ได�แก� Apigenin, Luteolin, Quercetin, Kaempferol, 
กลุ�ม mono-caffeoylquinic acid (CQAs) 3 ชนิด ได�แก� Chlorogenic acid, Neochlorogenic acid, 
Cryptochlorogenic acid), และกลุ�ม di-caffeoylquinic acid (di-CQAs) อีก 3 ชนิด ได�แก� 3,4-di-CQA, 
3,5-di-CQA และ 3,5-di-CQA 

 ผลจากการตรวจสอบพบว�า ไม�สามารถตรวจพบสารมาตรฐานเหล�านี้ในสารสกัดท้ังสองชนิดเลย 
ท้ังนี้ อาจเนื่องมาจาก ข�อจํากัดของการละลายสารท่ีทําให�ไม�สามารถเตรียมสารให�มีความเข�มข�นสูงมาก ๆ ได� 
หรือปริมาณสารแต�ละชนิดมีสัดส�วนท่ีน�อยเกินไปเม่ือเทียบกับชนิดของสารท่ีมีมากในสารสกัดหยาบ หรืออาจ
เป0นไปได�ว�า สารท่ีมีปริมาณมากเป0นสารประกอบฟyนอลชนิดอ่ืนท่ีไม�ใช�กลุ�มสารท่ีถูกรายงานไว�และถูกเลือกมา
ทดสอบ   

 ดังนั้น ทางผู�วิจัยจึงได�ทําการสกัดแยกส�วนสารสกัดออกไป 3 ส�วนสกัดย�อย ได�แก� ส�วนสกัดย�อยเฮ
กเซน ส�วนสกัดย�อยเอทิลอะซิเตท และส�วนสกัดย�อยน้ํา รวมท้ังได�นําส�วนสกัดย�อยท้ังสามไปตรวจสอบปริมาณ
สารประกอบฟyนอลรวม ซ่ึงพบว�า ส�วนสกัดเอทิลอะซิเตท มีปริมาณสารประกอบฟyนอลรวมสูงท่ีสุดในสารสกัด
หยาบท้ังสองชนิด รองลงมาคือส�วนสกัดย�อยน้ํา และส�วนสกัดย�อยเฮกเซน ตามลําดับ จากนั้นจึงนําส�วนสกัด
ย�อยเอทิลอะซิเตท ไปตรวจสอบหาชนิดของสารประกอบฟyนอลด�วยเทคนิค NMR อีกครั้ง ได�ผลดังตารางท่ี 4-1 
ซ่ึงสรุปได�ว�า ส�วนสกัดย�อยเอทิลอะซิเตทจากสารสกัดหยาบท้ังสองชนิด มีชนิดของสารประกอบฟyนอลท่ี
เหมือนกัน คือ Quercetin, Chlorogenic acid และ 4,5-di-CQA โดยสารท่ีพบในสัดส�วนสูงท่ีสุดเม่ือเทียบกับ
ปริมาณสารท่ีใช�ในการทดสอบ ได�แก� สาร 4,5-di-CQA ซ่ึงพบได�มากท่ีสุดในส�วนสกัดย�อยเอทิลอะซิเตทจากท้ัง
สองสารสกัดหยาบ (5.51% และ 3.22%) ดังนั้น สาร 4,5-di-CQA จะถูกนํามาใช�ในการทดสอบต�อไป 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

ตารางท่ี 4-1 ชนิดและปริมาณของสารประกอบฟyนอลท่ีพบในสารสกัดจากชาใบขลู� 

ชนิดสารสกัด 
ปริมาณสาร
ท่ีใช) (mg) 

ชนิดของสารท่ีพบ 

ปริมาณท่ีพบ  

(ใน 650µl ของตัว
ทําละลาย) 

คิดเป*น
สัดส!วน 

(w/w, %) 

สารสกัดหยาบน้ํา 21.5 ไม�พบ N/A N/A 

ส�วนสกัดย�อยเอทิลอะซิเตท
ของสารสกัดหยาบน้ํา 

30 

Quercetin 
3.981 mM 

(0.782 mg) 
2.61% 

Chlorogenic acid 
 

1.698 mM 

(0.391 mg) 
 

1.30% 

3,5-diCQA 
1.778 mM 

(0.597 mg) 
1.99% 

4,5-diCQA 
4.928 mM  

(1.654 mg) 
5.51% 

สารสกัดหยาบเอทานอล 20 ไม�พบ N/A N/A 

ส�วนสกัดย�อยเอทิลอะซิเตท
ของสารสกัดเอทานอล 

30 

Quercetin 
1.905 mM 

(0.374 mg) 
1.25% 

Chlorogenic acid 
2.207 mM 

(0.508 mg) 
1.69% 

4,5-diCQA 
2.876 mM 

(0.965 mg) 
3.22% 

N/A = ไม�สามารถนํามาคํานวณได� 

 

 



 

 

4.3 ผลการตรวจสอบความเป*นพิษของสารต!อการเจริญของเซลล�ด)วยวิธี MTT assay 

จากการตรวจสอบผลของสาร 4,5-di-CQA ท่ีมีต�อความมีชีวิตรอดของเซลล"มะเร็งเต�านมและ
เซลล"มะเร็งปากมดลูก เปรียบเทียบกับเซลล"ท่ีไม�ใช�มะเร็ง Vero ด�วยวิธี MTT  พบว�า สาร 4,5-di-CQA 
สามารถลดการรอดชีวิตของเซลล"ทดสอบได� และความเป0นพิษของสารจะแปรผันตรงกับความเข�มข�นของสารท่ี
ใช� (ภาพท่ี4-2) ค�า IC50 ของสารท่ีมีต�อเซลล"ทดสอบแสดงดังตารางท่ี 4-2 โดยในกลุ�มของเซลล"มะเร็งปาก
มดลูก เซลล" C-33A เป0นเซลล"ท่ีตอบสนองต�อสารได�ดีท่ีสุด มีเซลล"รอดชีวิตเพียง 35.93% เม่ือได�รับสารท่ีความ
เข�มข�น 200 µM สําหรับเซลล"ในกลุ�มของมะเร็งเต�านม เซลล" MDA-MB-231 จะเป0นเซลล"ท่ีตอบสนองต�อสาร
ได�ดีท่ีสุด ซ่ึงมีเซลล" 41.08% ท่ีรอดชีวิตจากการได�รับสารท่ีความเข�มข�น 200 µM 

อย�างไรก็ตาม พบว�า สาร 4,5-di-CQA มีความเป0นพิษต�อเซลล"ท่ีไม�ใช�มะเร็ง Vero ด�วย โดยท่ีความ
เข�มข�นของสาร 200 µM เซลล" Vero มีเปอร"เซ็นต"การรอดชีวิตเท�ากับ 63.45% ซ่ึงหากเปรียบเทียบฤทธิ์ของ
สารท่ีเกิดข้ึนต�อเซลล"มะเร็งและเซลล"ท่ีไม�ใช�มะเร็งแล�ว จะพบว�า สาร 4,5-di-CQA นั้น สามารถยับยั้งการเจริญ
ของเซลล"มะเร็งเซลล"มะเร็งปากมดลูก C-33A และเซลล"มะเร็งเต�านม MDA-MB-231 ได�มากกว�าเซลล" Vero 
นั่นคือ สารแสดงความเป0นพิษต�อเซลล"มะเร็งมากกว�าเซลล"ปกติ ซ่ึงชี้ให�เห็นถึงแนวโน�มของสาร 4,5-di-CQA ท่ี
มีประสิทธิภาพในการยับยั้งมะเร็งท้ังสองชนิดได� และในขณะเดียวกันก็ก�อให�เกิดผลข�างเคียงต�อเซลล"ปกติตํ่า
กว�า 

 

 

 

 



 

 

 

ภาพท่ี 4-2 เปอร"เซ็นต"การรอดชีวิตของเซลล"มะเร็งเต�านมและเซลล"มะเร็งปากมดลูก เปรียบเทียบกับเซลล"ท่ี
ไม�ใช�มะเร็ง Vero หลังได�รับสาร 4,5-di-CQA ท่ีความเข�มข�นต�าง ๆ เป0นเวลา 72 ชั่วโมง โดยตัวอักษร
ภาษาอังกฤษ (a-d) ท่ีแตกต�างกันบนกราฟแท�งแสดงถึงการลดของการมีชีวิตรอดอย�างมีนัยสําคัญทางสถิติของ
กลุ�มเซลล"ชนิดเดียวกันท่ีได�รับสารสกัดเม่ือเทียบกับเซลล"ท่ีไม�ได�รับสารสกัด และ * แสดงถึงการลดลงของ
เปอร"เซ็นต"การรอดชีวิตในเซลล"มะเร็งอย�างมีนัยสําคัญเม่ือเทียบกับเซลล"ท่ีไม�ใช�มะเร็งท่ีความเข�มข�นเดียวกัน 
(p<0.05) (n=9) 

 
ตารางท่ี 4-2 ค�า IC50 (µM) ของสาร 4,5-di-CQA ต�อเซลล"ทดสอบท้ัง 6 ชนิด  

เซลล�ทดสอบ IC50 (µM) 

Vero >200  

MDA-MB-231 171 ± 5.22 

MCF-7 >200 

C-33A 162 ± 6.34 

HeLa >200 

SiHa >200 
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4.4 ผลการตรวจสอบระดับอนุมูลอิสระที่เกิดข้ึนในเซลล�ที่ได)รับสารทดสอบ 

 เพ่ือเป0นการตรวจสอบกลไกการสร�างความเป0นพิษต�อเซลล"ของสาร 4,5-di-CQA ว�าเก่ียวข�องกับการ
เปลี่ยนแปลงระดับ reactive oxygen species (ROS) หรือไม� เซลล"มะเร็งปากมดลูก C-33A และเซลล"มะเร็ง
เต�านม MDA-MB-231 จึงได�ถูกนําไปบ�มกับสาร 4,5-di-CQA เป0นเวลา 72 ชั่วโมง และทําการตรวจสอบระดับ 
ROS ท่ีมีอยู�ในเซลล" ด�วยเทคนิค DCFDA staining เปรียบเทียบกับเซลล"ท่ีไม�ใช�มะเร็ง Vero 

ผลการตรวจสอบพบว�า เซลล"มะเร็งท้ังสองชนิดมีระดับ ROS ภายในเซลล"สูงข้ึนหลังได�รับสารทดสอบ 
4,5-di-CQA อย�างมีนัยสําคัญทางสถิติ เม่ือเทียบกับเซลล"ท่ีไม�ได�รับสารทดสอบ โดยท่ีความเข�มข�น 200 µM 
เซลล"มะเร็ง MDA-MB-231 และ เซลล"มะเร็ง C-33A มีระดับ ROS ภายในเซลล"เท�ากับ 237.24 ± 52.35% 
และ 182.96 ± 15.04% ตามลําดับ อีกท้ัง เม่ือเปรียบเทียบกับเซลล" Vero พบว�า เซลล" Vero นั้นมีปริมาณ
ของ ROS ภายในเซลล"เพ่ิมข้ึนเล็กน�อย (119.22% ท่ีความเข�มข�นของสารทดสอบเท�ากับ 200 µM) ซ่ึงแนวโน�ม
ของการเพ่ิมข้ึนของปริมาณ ROS ภายในเซลล"นี้ แปรผันตามเปอร"เซ็นต"การรอดชีวิตของเซลล"ท่ีลดลงหลังได�รับ
การทดสอบ (ภาพท่ี 4-2) แสดงให�เห็นว�า การเพ่ิมอนุมูลอิสระภายในเซลล"น�าจะเป0นหนึ่งในกลไกท่ีสาร 4,5-di-
CQA ใช�เพ่ือสร�างความเป0นพิษต�อเซลล" ซ่ึงสามารถส�งผลให�เกิด oxidative stress ในเซลล"มะเร็ง จนนําไปสู�
การท่ีเซลล"มะเร็งไม�สามารถรอดชีวิตในท่ีสุด  

 

 

ภาพท่ี 4-3 ระดับ ROS ภายในเซลล"มะเร็งเต�านม MDA-MB-231 และเซลล"มะเร็งปากมดลูก C-33A 
เปรียบเทียบกับเซลล"ท่ีไม�ใช�มะเร็ง Vero หลังได�รับสารทดสอบ 4,5-di-CQA เป0นเวลา 72 ชั่วโมง เม่ือ
ตรวจสอบด�วยเทคนิค DCFDA staining 
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 บทบาทในการเป0นสาร prooxidant ของสารสกัดน้ําจากรากขลู�  ท่ีสามารถเหนี่ยวนําให�เกิด 
oxidative stress ได�ถูกแสดงให�เห็นมาก�อนหน�านี้จากงานวิจัยของ Cho และคณะ (2012) โดยพบว�า ท่ีความ
เข�มข�น 500 µg/mL สารสกัดน้ําจากรากขลู� สามารถเพ่ิมการเกิด malondialdehyde peroxidation ใน
เซลล"มะเร็งปากมดลูก HeLa ได�อย�างมีนัยสําคัญเม่ือเทียบกับเซลล"ท่ีไม�ได�รับสารทดสอบ และเหนี่ยวนําให�
เซลล"มะเร็งเกิดการตายแบบ apoptosis ได�โดยผ�านทางการทํางานของโปรตีน p53 แต�ยังไม�ได�ทําการศึกษา
หาสารองค"ประกอบในสารสกัดรากของขลู�ท่ีเก่ียวข�องในบทบาทนี้ 

สารองค"ประกอบจากใบขลู�นั้น ได�เคยถูกศึกษาและรายงานไว�ในงานวิจัยก�อนหน�านี้ (Andarwulan et 

al., 2010; Boonruang et al., 2017; Vongsak, et al., 2018; Ruan et al., 2019) ซ่ึงสารเหล�านี้บางชนิด
ได�เคยถูกพิสูจน"ว�ามีฤทธิ์ทางชีวภาพ อย�างเช�น ฤทธิ์ต�านอนุมูลอิสระ ต�านอักเสบ ต�านมะเร็ง เป0นต�น (Lee, et 

al., 2018; Vongsak, et al., 2018; Zeng et al., 2021) 

งานวิจัยชิ้นนี้ เป0นงานวิจัยแรกท่ีได�แสดงให�เห็นถึงสารสําคัญในสารสกัดจากชาใบขลู�ท่ีมีฤทธิ์ในการ
ยับยั้งการเจริญของเซลล"มะเร็งเต�านมและเซลล"มะเร็งปากมดลูก ผ�านทางกลไกการเพ่ิมระดับของ ROS ภายใน
เซลล" และจากการท่ีสารสกัดจากขลู�และสารบริสุทธิ์ 4,5-di-CQA นั้น ได�แสดงความเป0นพิษต�อเซลล"มะเร็ง
มากกว�าเซลล"ท่ีไม�ใช�มะเร็ง สะท�อนให�เห็นถึงการท่ีสารทดสอบนี้จะสามารถช�วยลดอาการข�างเคียงไม�พึง
ประสงค"ท่ีจะเกิดข้ึนกับผู�ป/วยในขณะท่ีได�รับการรักษาด�วยเคมีบําบัดได� อย�างไรก็ตาม ผลท่ีได�จากการวิจัยนี้
เป0นเพียงผลทดสอบเบ้ืองต�น ซ่ึงควรมีการทดสอบฤทธิ์และกลไกการออกฤทธิ์เพ่ิมเติม เพ่ือให�สามารถนําไป
พัฒนาและใช�ประโยชน"กับผู�ป/วยมะเร็งได�จริงในอนาคต 
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