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บทคัดย่อ 

 

สารสกัดแมงลักคา  (Hyptis suaveolens, mintweed) ซ่ึงมี คุณสมบัติเป็นสาร antioxidants 

สามารถก าจดั free radicals การวิจยัน้ีจึงมีวตัถุประสงค์วิเคราะห์สารสกดัเพื่อตรวจหา (1) คุณสมบติั 

lipid peroxidation inhibition ต่อ oxidation ของ polyunsaturated fatty acid  (2) cytotoxicity ต่อเซลล์

สายพนัธ์ุมะเร็งของคน และ เซลล์ปกติของคน (3) ปัจจยัโปรตีนท่ีท าให้เกิด apoptotic induction ใน 

เซลลส์ายพนัธ์ุมะเร็งของคน และ เซลลป์กติของคน  

Lipid peroxidation inhibition 

 สารสกดัใบแมงลกัคาแสดงคุณสมบติั lipid peroxidation inhibition ต่อ Fe (II)-induced lipid 
peroxidation ของ phosphatidylcholin ซ่ึงเป็น polyunsaturated fatty acid ส่วนประกอบส าคญัชนิดหน่ึง
ในเยือ่เซลล ์สารสกดัใบแมงลกัคาดว้ยเอทธานอล (MLE/e) inhibit ไดดี้กวา่สารสกดัดว้ยน ้า และสาร 
antioxidant มาตรฐาน Catechin 3 เท่า MLE/e มีค่า IC50, 24 ชม.ท่ี 5.43 ± 0.37 g/mL สารสกดัใบ
แมงลกัคาดว้ยน ้า (MLE/w) มีค่า IC50 17.45 ± 0.21 g/mL ใกลเ้คียงกบั IC50 ของ Catechin ซ่ึงเท่ากบั
17.92 ± 0.18 g/mL  ส่วนสารสกดัเมล็ดแมงลกัคามีศกัยภาพ inhibit ต ่ากวา่สารสกดัใบแมงลกัคาอยา่ง
มีนยัส าคญั MSE/e มีค่า IC50 35.95 ± 1.78 g/mL และ MSE/w มีค่า IC50 725.48 ± 17.81 g/mL 

    

Cytotoxicity to T lymphocyte leukemia cell line - Jurkat cells และ peripheral blood mononuclear 
cells (PBMCs) 

 วิเคราะห์ cytotoxicity ของสารสกัดแมงลักคาต่อการเจริญ/ตายของเซลล์ท่ี 24 ชม ด้วย 

Alamar Bleu (AB) assay สารสกดัใบแมงลกัคามีพิษ cytotoxicity ต่อเซลล์สายพนัธ์ุมะเร็งเม็ดเลือด

ขาว human T lymphocyte leukemia Jurkat cells แต่ไม่ มีพิษต่อเซลล์ เม็ดเ ลือดขาวปกติของคน 

peripheral blood mononuclear cells (PBMCs) ความ รุนแรงของพิษ ข้ึนกับความ เข้มข้น  (dose 

dependent)  

Cytotoxicity ต่อ Jurkat cells ของ MLE/e ต ่ากวา่ของ Catechin 1.63 เท่า พิษของ MLE/w ต ่า

กวา่ Catechin 2.68 เท่า ศกัยภาพของ cytotoxicity, IC50 ท่ี 24 ชม ของสารสกดัใบและเมล็ดต่อ Jurkat 

cells เรียงล าดบัดงัน้ี MLE/e, 553.52 ± 14.00 µg/mL > MLE/w, 912.06 ± 16.86 µg/mL > MSE/e, 



ข 

 

2385.95 ± 81.28 µg/mL > MSE/w, 5813.45 ± 111.25 µg/mL ในขณะท่ี IC50 ของ Catechin เท่ากบั 

339.74 ± 14.55 µg/mL  

Cytotoxicity ของ MLE และ MSE ต่อ PBMCs ต ่ามาก และต ่ากวา่พิษของ Catechin อยา่งมี

นยัส าคญั แมว้า่แสดงฤทธ์ิแบบ dose dependent ศกัยภาพ IC50 ท่ี 24 ชม ของสารสกดัทั้งหมดดงัน้ี 

MLE/w, 1140.52 ± 06.05 µg/mL > MLE/e, 1356.17 ± 136.78 µg/mL > MSE/e, 2920.68 ± 155.38 

µg/mL > MSE/w, 5813.45 ± 111.25 µg/mL ส่วน Catechin มีค่า IC50 647.00 ± 12.76 µg/mL 

   

Apoptotic induction    

 สารสกดัใบแมงลกัคาชกัน าใหเ้กิดการตายของเซลล ์Jurkat cells  และ PBMCs แบบ 

Apoptosis ซ่ึงตรวจไดจ้ากการเปล่ียนแปลงของ nucleus ท่ีพองเป็นพู (nuclear blebbing) โดยการยอ้ม

ดว้ยสี Hoschst 33258 ตรวจการแตกหกัของสารพนัธุกรรม DNA โดย SDS-polyacrylamide gel 

electrophoresis (PAGE) และวเิคราะห์การเปล่ียนแปลงของโปรตีนปัจจยับางชนิดท่ีเก่ียวขอ้งใน

กลไก apoptosis ไดแ้ก่ Caspace-9, Bcl-2 และ Bax โดย Western blotting ดว้ย immuno detection  

พบวา่ ความเขม้ขน้ต ่าสุดท่ี 400 µg/mL MLE/e และท่ี 800 µg/mL MLE/w แสดง

ประสิทธิภาพตดั nucleus ออกเป็นส่วนๆ ใหอ้ยูใ่นถุง nuclear blebbing และ ท าให ้nucleosomes หกั

ออกเป็นแต่ละหน่วย/ท่อน ปรากฏเป็นขั้นบนัใด (DNA ladder) ซ่ึงสอดคลอ้งกบัการวเิคราะห์ 

Western ท่ีพบการแสดงออกเพิ่มมากข้ึนของ Caspase-9, Bcl2 และ Bax 

    

  ดังนั้ น สารสกัดแมงลักคาโดยเฉพาะสารสกัดใบมี antioxidants ท่ีมีคุณสมบัติเป็น lipid 

peroxidation inhibitor ในปฏิกิริยา oxidation ของ fatty acids ซ่ึงเป็นคุณสมบติัท่ีดีในการป้องกนัการ

ท าลายไขมนัส่วนประกอบหลกัของเยื่อชีวภาพของเซลล์  สารสกดัใบแมงลกัคามีฤทธ์ิ cytotoxicity 

ต่อเซลล์สายพันธ์ุมะเร็งเม็ดเลือดขาวของคน แต่ไม่เป็นพิษต่อเซลล์เม็ดเลือดขาวปกติของคน 

นอกจากน้ีสารสกดัใบแมงลกัคาสามารถชกัน าใหส้ร้างปัจจยัโปรตีนท่ีเก่ียวขอ้งกบัการท าใหเ้ซลล์สาย

พนัธ์ุมะเร็งตายแบบ apoptosis แต่ไม่ชักน าในเซลล์ปกติ สารสกัดใบแมงลักคาจึงควรได้รับการ

ศึกษาวิจยัเพิ่มเติมในประเด็นอ่ืนๆ อีก เพื่อให้ไดข้อ้มูลทางวิทยาศาสตร์น าสารสกดัไปพฒันาเป็นสาร

ป้องการเกิดมะเร็งหรือเป็นยารักษามะเร็งต่อไปในอนาคต 

 



Abstract 

 

The purposes of this research were to determine (1) lipid peroxidation inhibition property on 
polyunsaturated fatty acids, (2) cytotoxicity on a human cell line and human normal cells, and apoptotic 
proteins which were to induce apoptosis in both human cell line and human normal cells. 

Lipid peroxidation inhibition 

 Mintweed leaf extracts were found to process lipid peroxidation inhibition in Fe (II)-induced lipid 
peroxidation of phosphatidylcholin, the polyunsaturated fatty acid which is one of the principal fat 
components in cell membrane. Leaf ethanol extract (MLE/e) was more potent in lipid peroxidation 
inhibition than water extract and antioxidant standard, Catehin, by 3 fold. The IC50 at 24 h of MLE/e was 
5.43 ± 0.37 g/mL and of MLE/w was 17.45 ± 0.21 g/mL which was merely equal to of Catechin, 17.92 
± 0.18 g/mL. The mintweed seed extracts were significant less potent than the leaf extracts. The IC50 of 
MSE/e was 35.95 ± 1.78 g/mL and of MSE/w was 725.48 ± 17.81 g/mL. 

 

Cytotoxicity to T lymphocyte leukemia cell line - Jurkat cells and peripheral blood mononuclear cells 
(PBMCs) 

 Cytotoxicity of mintweed extracts was analysed by observing the viability/death of the cells at 24 
hours by Alamar Bleu (AB) assay. The leaf extracts were cytotoxic to human T lymphocyte Jurkat cells, 
but not to human peripheral blood mononuclear cells (PBMCs). The level of cytotoxic potency was dose 
dependent fashion. 

Cytotoxicity of MLE/e to Jurkat cells lower then of Catechin 1.63 fold. The MLE/w cytotoxicity 

was less than Catechin’s 2.68 fold. Cytotoxic efficacy of all extracts determined by IC50 at 24 hours was 

arranged as MLE/e, 553.52 ± 14.00 µg/mL > MLE/w, 912.06 ± 16.86 µg/mL > MSE/e, 2385.95 ± 81.28 

µg/mL > MSE/w, 5813.45 ± 111.25 µg/mL. While the IC50 of Catechin was 339.74 ± 14.55 µg/mL. 

Cytotoxicity of both MLE and MSE extracts were very low and much lower than of Catechin, 

significantly. Although, the toxicity was dose dependent. The potency of all extracts was arranged as 

MLE/w, 1140.52 ± 06.05 µg/mL > MLE/e, 1356.17 ± 136.78 µg/mL > MSE/e, 2920.68 ± 155.38 µg/mL > 



ง 
 

MSE/w, 5813.45 ± 111.25 µg/mL. The Catechin’s IC50 was 647.00 ± 12.76 µg/mL. 

 

Apoptotic induction 

 MLEs were able to induce apoptotic death in Jurkat cells and PBMCs analyzed by the nuclear 

morphological changes. The nuclear blebbing appearance was observed by Hoschst 33258 staining. DNA 

fragmentation was investigated by SDS-polyacrylamide gel electrophoresis (PAGE). The apoptotic factor 

proteins, Caspace-9, Bcl-2 and Bax, were analysed by Western blotting followed by immuno detection. 

 It appeared that the lowest effective concentrations at 400 µg/mL MLE/e and at 800 µg/mL MLE/w 

were able to cut nucleus in to nuclear blebbing and nicked nucleosomes into pieces which appeared as DNA 

ladder on PAGE. These evidences were concurred with the Western blot analysis which showed the up-

regulation of Caspase-9, Bcl2 and Bax.  

 Therefore, mintweed extracts particularly MLEs contained antioxidants with property of lipid 

peroxidation inhibition in fatty acid oxidation. This property was good for preventing the damage of fat, the 

principal component of biological membrane. MLEs processed cytotoxic property causing death to human 

T lymphocyte leukemia cell line, but not to normal mononuclear white blood cells. Moreover, MLEs were 

able to induce apoptotic death to the cell line, but the normal cells.  Thus, mintweed could be more studied 

to obtain elaborate scientific data so that it could be developed as cancer prevention agent or cancer drug in 

the future.   
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บทที ่1 
 

บทน ำ 
 
1.1 ควำมส ำคัญ ทีม่ำของปัญหำทีท่ ำกำรวจัิย  

  มะเร็งเป็นกลุ่มของโรคท่ีเกิดจากการเจริญเติบโตและการกระจายของเซลล์ท่ีไม่
สามารถควบคุมได้จนไดก้ลุ่มเซลล์เป็นเน้ืองอก พฒันาเป็นมะเร็งในท่ีสุด  อาจเป็นผลให้ผูเ้ป็น
มะเร็งถึงแก่ความตายได ้มะเร็งเกิดจากทั้งปัจจยัภายนอก เช่น บุหร่ี สารเคมี รังสี และเช้ือโรค จาก
ปัจจยัภายใน เช่น การกลายพนัธุกรรม ฮอร์โมน เง่ือนไขภูมิคุ้มกัน และ การกลายพนัธ์ุจาก
กระบวนการเมทาโบลิซึม ปัจจยัเหล่าน้ีมีปฏิกิริยาร่วมกนัหรือเป็นล าดบัเพื่อกระตุน้ให้เกิดมะเร็ง 
(carcinogenesis) มะเร็งเป็นสาเหตุตน้ๆ ของการตายของคนในประเทศก าลงัพฒันาดา้นเศรษฐกิจ 
และเป็นสาเหตุรองของการตายของคนในประเทศท่ีพฒันาแล้ว  ข้อมูลกรณีมะเร็งอุบติัใหม่ 
(ผูป่้วยใหม่) ทัว่โลกในปี ค.ศ. 2008 ประมาณ 12.7 ล้านราย 5.6 ล้านรายพบในประเทศก าลงั
พฒันาดา้นเศรษฐกิจและ 7.1 ลา้นรายพบในประเทศท่ีพฒันาแลว้ ในจ านวนน้ีผูป่้วยมะเร็งตายไป
ประมาณ 7.6 ลา้นราย หรือประมาณ 21,000 คนต่อวนั ผูป่้วยมะเร็งอยูใ่นประเทศก าลงัพฒันาดา้น
เศรษฐกิจตาย 4.8 ลา้นคน และในประเทศท่ีพฒันาแลว้ตาย 2.8 ลา้นคน มะเร็งเตา้นมเป็นมะเร็งท่ี
พบมากท่ีสุด 23% และตายมากท่ีสุด 14%) ในหญิง มะเร็งปอดพบมากท่ีสุด 17% ของรายใหม่
ทั้งหมด และตายถึง 23%  ประมาณการปี ค.ศ. 2030 ภาระผูป่้วยมะเร็งทัว่โลกจะเป็น 21.4 ลา้น
คน และจะมีผูต้าย 13.2 ลา้นคน ภาระจากมะเร็งจึงเพิ่มข้ึนในประเทศก าลงัพฒันาดา้นเศรษฐกิจ 
เน่ืองจากการประชากรเพิ่มจ านวนมากข้ึน ประชากรมีอายุมากข้ึน การรับวิถีการด ารงชีพท่ีมี
ความสัมพนัธ์กบัมะเร็ง เช่น การสูบบุหร่ี ไม่ออกก าลงั และการรับประทานอาหารแบบตะวนัตก 
นอกจากน้ีการตายของเด็กและการตายจากโรคติดเช้ือในประเทศก าลงัพฒันาดา้นเศรษฐกิจลดลง 
(American Cancer Society, 2011; Jemal, et. al, 2011)   
  ในกลุ่มประเทศอาเชียน ในปี ค.ศ. 2008 ประมาณการมะเร็งรายใหม่มากกวา่ 700,000 
ราย ในจ านวนน้ีตาย 500,000 ราย พบมากท่ีสุดเป็นมะเร็งปอด 98,143 ราย มะเร็งเตา้นม 86,842 
ราย ๖ และ มะเร็งตบั 74,777 ราย มะเร็งท่ีท าให้ผูป่้วยตายมากท่ีสุดคือ มะเร็งปอด 85 ,772 ราย 
มะเร็งตับ  69,115 ราย และมะเร็งล าไส้ใหญ่ 44,280 ราย (Kimman, M., Norman, R., Jan, S., 
Kingston,. And Woodward, M., 2012) ส าหรับประเทศไทย ปี ค.ศ. 2008 ผูป่้วยมะเร็งรายใหม่ 
123,800 ราย ตาย 85,000 ราย (Cancer Index, 2012) 
  อะพอพโทซิส (apotosis) เป็นการตายของเซลล์แบบหน่ึงซ่ึงเป็นแบบท่ีเซลล์ถูก
ก าหนด (programed cell death) โดยการท างานของพันธุกรรมให้ฆ่าตัวตาย (suicide) เป็น
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ปรากฏการณ์ท่ีจ าเป็นระหวา่งพฒันาการของคพัภะตวัอ่อนในมดลูกของส่ิงมีชีวิตชั้นสูงรวมทั้ง
คน และเป็นภาวะปกติเม่ือเซลลมี์ความผดิปกติไม่พึ่งประสงค ์เช่น เซลลม์ะเร็ง 
เซลลน์ั้นๆ จะถูกก าจดัโดยโปรแกรมฆ่าตวัตาย  หรือการก าจดัเซลลไ์ม่พึ่งประสงคอ่ื์นๆ apoptosis 
จึงมีบทบาทส าคญัต่อสุขภาพและโรคต่างๆ apotosis มีกระบวนการ ปัจจยัและขั้นตอนปฏิกิริยา
ชีวเคมีของสารท่ีเก่ียวขอ้งเป็นวิถีของสารโปรตีนหลายๆ ชนิด ซ่ึงถูกก าหนดและเป็นผลผลิตของ
พนัธุกรรม ถา้ปัจจยัโปรตีนท่ีเก่ียวขอ้งเหล่านั้นบกพร่องจากพนัธุกรรม apoptosis จะล้มเหลว 
เป็นผลให้เซลล์ร้ายเหล่าน้ีไม่ถูกก าจดั และ มีชีวิตเป็นเซลล์อมตะ สามารถแบ่งตวัเพิ่มจ านวนได้
เร่ือย กลายเป็นกลุ่มเซลลเ์น้ือร้าย และเป็นมะเร็ง (carcinogenesis) ในท่ีสุด (Lowe, S.W. and Lin, 
A.W., 2000; Renehan, A.G., Booth, C., and Potten, C.S., 2001; Sjostrom, J. and Bergh, J. 2001; 
Elmore, S., 2007) 

  ประเทศไทยอยู่ในเขตร้อน มีพืชพรรณหลากหลาย ประกอบกับคนไทยมีการใช้
สมุนไพรดว้ยภูมิปัญญาพื้นบา้นในการบ ารุงร่างกายและรักษาอาการและโรคต่างๆ สืบทอดกนัมา
ในทอ้งถ่ินเป็นเวลานาน  อีกทั้งรัฐบาลไดส่้งเสริมให้มีการวิจยัศึกษาฤทธ์ิของพืชสมุนไพรทาง
วิทยาศาสตร์ เพื่อแสวงหาสารสกดัธรรมชาติจากพืชสมุนไพรต่างๆ ท่ีสามารถใช้เป็นทางเลือก
การแพทย ์(alternative medicine) ในการป้องกนัและรักษาโรค เพื่อประชาชนสุขภาพดีถว้นหน้า 
การป้องกันและรักษาโรคมะเร็งจากผลผลิตธรรมชาติ (plant natural product for tumor/cancer 
prevention) เป็นทางเลือกอย่างหน่ึงท่ีจะสามารถช่วยลดค่าใช้จ่ายในการรักษาด้วยสารเคมีและ
รังสีท่ีมีราคาสูง  จะช่วยลดการน าเขา้สารเคมีและยาจากต่างประเทศ ท าให้ประชาชนไทยพึ่ ง
ตวัเองได ้ส่งผลดีต่อเศรษฐกิจโดยรวมของประเทศ โดยเฉพาะอย่างยิ่งการศึกษาวิจยัเพิ่มคุณค่า
ให้แก่พืชสมุนไพรท่ีเป็นวชัพืช ในการวิจยัน้ีคือ แมงลกัคา (Mintweed – Hyptis suaveolens) ซ่ึง
พบเจริญแพร่หลายขา้งทางและพบทัว่ไปในมหาวิทยาลยัเทคโนโลยีสุรนารี  ในพื้นท่ีรกร้าง ริม
ทางและถนนหลวงทัว่ไปในจงัหวดันครราชสีมาและในภาคตะวนัออกเฉียงเหนือ การศึกษาฤทธ์ิ
ของสารสกดัจากแมงลกัคาต่อการตายของเซลลส์ายพนัธ์ุมะเร็งในการทดลอง (in vitro) จึงส าคญั
ต่อวจิยัการป้องกนัการเกิดมะเร็งในชีวิต (in vivo) ของคนในขั้นวิจยัต่อไป นอกจากน้ี การศึกษาน้ี
จึงเป็นการน าวชัพืชแมงลกัคามาศึกษาวจิยัพฒันาใหมี้มูลค่าเพิ่ม ใชใ้หเ้กิดประโยชน์ต่อสุขภาพคน
ไทย และยงัสามารถพฒันาเป็นผลิตภณัฑเ์ชิงพาณิชยไ์ดต่้อไป 
 

1.2 วตัถุประสงค์ของโครงกำรวจัิย 
  การวิจยัน้ีประสงค์จะศึกษาวิจยัฤทธ์ิของสารสกดัแมงลกัคา ในด้านพิษต่อการตาย
ของเซลล์ปกติเปรียบเทียบกบัเซลล์สายพนัธ์ุ/เซลล์มะเร็งโดยการเพาะเล้ียงเซลล์ เพื่อเป็นขอ้มูล
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ขั้นต้นน าสู่การพฒันาการวิจยัฤทธ์ิของสารสกัดแมงลกัคาต่อเน้ืองอกในสัตวท์ดลองและต่อ
เซลลม์ะเร็งในคนในขั้นตอนต่อไป โดย 
1) ศึกษาฤทธ์ิของสารสกดัแมงลกัคาต่อ Apoptosis ดา้น Nuclear morphological change และ 

DNA fragmentation ของเซลลป์กติเปรียบเทียบกบัเซลลส์ายพนัธ์ุ/เซลลม์ะเร็ง    
2) ศึกษาฤทธ์ิของสารสกดัแมงลกัคาต่อ  Apoptotic proteinsในเซลลป์กติเปรียบเทียบกบัเซลล์

สายพนัธ์ุ/เซลลม์ะเร็ง  
1.3 ขอบเขตของโครงกำรวจัิย 

 การวจิยัน้ีใชส้ารสกดัใบสกดัดว้ยน ้าและสกดัดว้ยแอลกอฮอลท่ีอุณหภูมิต ่าระหวา่ง 
60-80oC  ในประเด็นต่อไปน้ี 
1) คุณสมบติั antioxidant และ toxicity ของ phyochemicals ในสารสกดัเพื่อใชเ้ป็นขอ้มูลใน

การทดลองขั้นต่อไป 
2) ฤทธ์ิของสารสกดัต่อ apoptosis โดยวเิคราะห์ Nuclear morphological change และ DNA 

fragmentation ศึกษาดว้ยเซลลป์กติเปรียบเทียบกบัเซลลส์ายพนัธ์ุ/เซลลม์ะเร็งโดยการ
เพาะเล้ียง และ 

3) ฤทธ์ิของสารสกดัต่อการเปล่ียนแปลงของ Apoptotic proteins ท่ีชกัน า Apoptosis ซ่ึงเป็น 
Genotoxicity  ของเซลลป์กติเปรียบเทียบกบัเซลลส์ายพนัธ์ุ/เซลลม์ะเร็ง  

 
1.4 วธีิด ำเนินกำรวจัิยโดยย่อ 

การทดลองท่ี 1 วิเคราะห์ Properties ของสารสกดัแมงลกัคา 
1) สกดัใบและเมล็ดแมงลกัคาดว้ยน ้าและ 70% alcohol ท่ี 60-80oC  
2) วเิคราะห์ Antioxidant activity ของสารสกดั โดย lipid peroxidation inhibition methods  
3) วเิคราะห์ cytotoxicity ของสารสกดัต่อเซลลส์ายพนัธ์ุมะเร็งและเซลลปกติของคน โดย 

Alamar blue assay    
การทดลองท่ี 2  ศึกษาฤทธ์ิต่อ Apoptosis ในเซลลป์กติและเซลลส์ายพนัธ์ุ/เซลลม์ะเร็ง 
1) เพาะเล้ียงเซลลป์กติ  24 ชัว่โมง treat ดว้ยสารสกดัหลายความเขม้ขน้  ท่ี 37oC เป็นเวลานาน

ตามก าหนดของการศึกษา/วิเคราะห์ 
2) ศึกษา Nuclear morphological change: เก็บเซลลท่ี์ 6-12 ชัว่โมง ยอ้ม nucleus ของเซลลด์ว้ย

สี Hoechst dye และสังเกตจ านวน apoptotic cells ดว้ย fluorescent inverted microscope 
3) ศึกษา DNA fragmentation: เก็บเซลลท่ี์ 3-6 ชัว่โมง  lyse cells สกดัและตกตะกอน DNA 

แลว้แยก DNA fragment (ladder) ใน 2% agarose gel electrophoresis  
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4) วเิคราะห์ Apoptotic protein factors: เก็บเซลลท่ี์ 6-12-24 ชัว่โมง lyse เซลล ์วดัปริมาณ
โปรตีน แยกโปรตีนดว้ย SDS-polyacrylamide gel electrophoresis และ detect ดว้ย Western 
blotting และ antibody ต่อ apoptotic proteins เช่น cspace-9, Bcl-2, และ Bax  

 
1.5 ประโยชน์ทีค่ำดว่ำจะได้รับ  

1) ผลการวจิยัน้ีสามารถศึกษาต่อเพื่อพฒันาสารสกดัแมงลกัคาใหเ้ป็นผลิตภณัฑอ์าหารเสริม
สุขภาพเชิงพาณิชย ์และพฒันาเป็นยาป้องกนัและรักษามะเร็งได ้

2) จดสิทธิบตัรผลงานวิจยั 

3) เป็นตน้แบบน าสู้การศึกษาหาพืชสมุนไพรและเคร่ืองเทศอ่ืนๆ ท่ีมีฤทธ์ิท าลายเซลลม์ะเร็ง 

4) สร้างมูลค่าเพิ่มใหแ้ก่แมงลกัคา  ส่งเสริมการการใชเ้พื่อสร้างเสริมสุขภาพ และส่งเสริมให้
เพาะปลูกสร้างรายไดเ้สริมใหเ้กษตรกร 

5) ผลิตนกัวจิยัรุ่นใหม่ในรูปของนกัศึกษาบณัฑิตไดไ้ม่นอ้ยกวา่ 1  คน 

6) ไดผ้ลงานวจิยัท่ีตีพิมพใ์นวารสารวชิาการนานาชาติจ านวน 1  เร่ือง 
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บทที ่2 
 

ปริทศัน์วรรณกรรมและงานวจิัยทีเ่กีย่วข้อง 

2.1 ค ำน ำ 

 พืชสังเคราะห์สาร secondary metabolites หลายชนิด  เช่น  phenolics, flavonoids, terpenoids 
และ alkaloids  (Birt, Hendrich, and Wang, 2001; Reddy, Odhav, and  Bhoola, 2003) เพื่อป้องกัน
ตวัเองจากสารปฏิกิริยาออกซิเจน (reactive oxygen species – ROS) ซ่ึงอาจเกิดจากเช้ือโรค รังสี และ
สภาพแวดล้อมท่ีไม่เหมาะสม เช่นความเย็น ความแห้งแล้ง ความเค็มและมลพิษอ่ืนๆ (Grassmann, 
Hippeli, and Elstner, 2002) พบว่าพืชผกั ผลไม้ท่ีมนุษย์บริโภคเป็นอาหารในชีวิตประจ าวนัและ
สมุนไพรหลายชนิดมีสารออกฤทธ์ิเป็น antioxidant ก าจดั ROS ไม่ให้เกิดระหวา่ง normal cell metabolism 
นั่ น คื อ ป้ อ ง กัน ก า รท า ล า ย  lipids, proteins, nucleic acids แล ะ เ ซ ล ล์  (Heinonen, Meyer, and 
Frankel,1998;  Ames, Shigenaga, and Hagen, 1993) และ ต่อตา้นการเกิดเน้ืองอก (antitumor) ท าให้
เซลล์ท่ีร่างกายไม่ตอ้งการตาย (apoptosis) เป็นยบัย ั้งก่อนการเกิดเน้ืองอกและมะเร็ง anti-inflammattion 
และ เสริมภูมิคุม้กนั  ผลไมป้ระเภท berry เช่น strawberry ผลิตสาร antioxidants ในปริมาณสูง (273 mg 
gallic acid equivalents/100 g fruit) และมีฤทธ์ิ ยบัย ั้ งการเพิ่มปริมาณเซลล์มะเร็งตับของคน (HepG2) 
(Meyers, Watkins, Pritts, and Liu, 2003) ส่วนองุ่นมีสารส าคัญคือ resveratrol ซ่ึงเป็น polyphenolic 
compound ธรรมชาติ สามารถชกัน าให้ glioma cells U251 ของคนซ่ึงเป็นเซลลม์ะเร็งของ glia cells ตายอะ
พอพโทซิส (apotosis) (Jiang, et al., 2005)   นอกจากน้ียงัมีพืชในเขตร้อนอีหลายชนิดรวมทั้งในประเทศ
ไทยท่ีมีฤทธ์ิ antioxidation, anti-cell proliferation, antitumor และชกัน า apoptosis ในเซลล์หลายชนิดของ
หนูและของคน เ ช่น ขมิ้น  (curcumin) (Choudhuri, et al. 2002; Sa and Das, 2008)  เข็ม  (Latha and 
Panikkar, 1998) และ Acanthus (christmas holly (Babu, Shylesh, and Padikkala, 2002)  
 แมงลักคา (mintweed, desert lavender, chan) (Hyptis suaveolens)  เป็นวชัพืชในประเทศเขต
ร้อนทัว่ไป เช่น ในไทย พบมากในมหาวิทยาลยัเทคโนโลยีสุรนารีและทัว่ไปในภาคตะวนัออกเฉียงเหนือ 
และในประเทศในทวีปอฟัริกา เป็นพืชอาหารประเภทเคร่ืองเทศในประเทศในเอเชียใต้ ประเทศใน
ทวปีอฟัริกา 
 แมงลกัคาเป็นพืชล้มลุกและเป็นไมพุ้่มเต้ีย ในตระกูลมินท์ (Lamiaceae) มีกล่ิน (aromatic) 
แรง ตน้สูงไดถึ้ง 3 เมตร ล าตน้ส่ีเหล่ียม และมีขน ใบรูปไข่ออกตรงขา้มกนั ใบยาว 2.5-10 เซนติเมตร ฐาน
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ใบรูปหวัใจ ดอกเป็นกลุ่ม กลีบฐานดอกมีฟันคลา้ยขน 5 ซ่ี กลีบดอกสีม่วงเขม้ มีกลีบในดอกสีม่วง 2 กลีบ 
(Figure 2.1)  

 

 

 

 

 

 

 

 

  

Figure 2.1 Hyptis suaveolens  (L.) Poit. A, plant tree. B, seeds.  
Source of Figure 2.1, A: Author;  
  Figure 2.1, B: http://plants.usda.gov/core/profile?symbol=HYSU3# 

 
มีการใช้แมงลักคารักษาอาการหลายอย่างแบบดั้ งเดิม (conventional therapy) เช่น ใช้เป็นสารกระตุ้น
ประสาท (stimulant) ขบัลม (carminative) ขบัเหง่ือ (sudorific) และ ขบัน ้ านม (lactagoue) ใชฉี้ดลดอาการ
บวม (catarrhal condition) ใช้ใบรักษามะเร็งและเน้ืองอก น ้ าคั้นจากใบแก้อาการกล้ามเน้ือกระตุก 
(antispasmodic) และแก้อาการไขข้ออกัเสบ (antirheumatic) อาการปวดกระเพาะ (stomachach) แก้ไข้ 
เมล็ดใช้แก้กระหาย (allay thirst) แก้ทอ้งผูก (constipation) น ้ าของแมงลกัคาต้านการฝังตวัอ่อนในหนู 
(http://www.mpbd.info/plants/hyptis-suaveolens.php) สารสกดัใบแมงลกัสามารถยบัย ั้งการเจริญของโรค
จากเช้ือแบคทีเรียของปลานิล/ทบัทิม (Malar, Sushna, Johnson, Janakiraman, and Ethal, 2012) สารสกดั
ใบแมงลักคาแสดงฤทธ์ิต้านท้องร่วง (Shaikat, Hossain, and Azam, 20012) ลดอาการบวมในหนูเมาส์  
(Grassi, et. al., 2006) และช่วยซ่อมแซมบาดแผลโดยท าให้เยื่อบุผิวปิดบาดแผลเร็วข้ึน (Shenoy, Patil, and 
Kumar, 2009)  
  

  

http://www.itis.gov/servlet/SingleRpt/RefRpt?search_type=author&search_id=author_id&search_id_value=47550
http://plants.usda.gov/core/profile?symbol=HYSU3
http://www.mpbd.info/plants/hyptis-suaveolens.php
http://plants.usda.gov/java/largeImage?imageID=hysu3_001_ahp.tif
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2.2 อนุกรมวธิานของแมงลกัคา (Taxonomy of mintweed) 
ช่ือสามญั chan, Chinese mint, horehound, hyptis, mint weed, mintweed, pignut, wild 

spikenard  
แมงลกัคาเป็นพืชดอกในสกุล Punicaceae มีล าดบัขั้นอนุกรมวธิานดงัน้ี 

 Taxonomic Hierarchy ของ Hyptis suaveolens (L.) Poit. 

  Kingdom Plantae  -- Planta, plantes, plants, Vegetal   
     Subkingdom Tracheobionta  -- vascular plants   

  
      Division Magnoliophyta  -- angiospermes, angiosperms, flowering plants, 

phanérogames, plantes à fleurs, plantes à fruits 
  

           Class Magnoliopsida  -- dicots, dicotylédones, dicotyledons   
              Subclass Asteridae     
                 Order Lamiales     
                    Family Lamiaceae  -- menthes, mints   
                       Genus Hyptis Jacq. -- bushmint, hyptis   
                          Species Hyptis suaveolens (L.) Poit. -- pignut, wild spikenard, mintweed   
Source: 
http://www.itis.gov/servlet/SingleRpt/SingleRpt?search_topic=TSN&search_value=32534 
 
2.3 ฤทธ์ิต้านออกซิเดช่ัน (Antioxidant activity)  

ฤทธ์ิตา้นออกซิเดชัน่ของแมงลกัคา: พฤกษเคมี คือสารเคมีจากพืช ซ่ึงพืชสังเคราะห์ข้ึนเพื่อ
ป้องกนัพืชเองและผูบ้ริโภค นกัวจิยัคาดวา่มีสารพฤกษเคมีประมาณ 40,000 ชนิด  สารตา้นออกซิเดชัน่เป็น
สารท่ีเกิดโดยธรรมชาติในพืชท่ีใชป้้องกนัพืชจากอนุมูลอิสระ (free radicals) ซ่ึงเป็นอะตอมหรือโมเลกุลท่ี
ไม่เสถียรท่ีปฏิกิริยาสูง รบกวนการท างานของเซลล ์  อนุมูลอิสระมีมากมายจากมลพิษ สารเสริมอาหาร 
(additives) สารก าจดัศตัรูพืช (pesticides) สารก าจดัแมลง (insecticides) ควนับุหร่ี ฯลฯ อนุมูลอิสระท าลาย
ส่วนประกอบของเซลล ์รวมทั้ง DNA/RNA ซ่ึงน าสู่การเกิดมะเร็งได ้ซ่ึงหลายงานวจิยัแสดงใหเ้ห็นวา่ สาร
สกดัจากพืช Hiptis spp รวมทั้งแมงลกัคาพนัธ์ุ Hyptis suaveolens มีคุณสมบติัเป็นสาร antioxidants 
(Nantitanon, Chowwanapoonpohn, and Okonogi, 2007; Gavani and Paarakh, 2008; Ghaffari, Ghassam, 
and Prakash, 2012; Ghaffari, Ghassam, Nayaka, Kini, and Prakash, 2014; Priyadharshini, and Sujatha, 

http://keyserver.lucidcentral.org/weeds/data/080c0106-040c-4508-8300-0b0a06060e01/media/Html/glossary.htm#weed
http://www.itis.gov/servlet/SingleRpt/SingleRpt?search_topic=TSN&search_value=202422
http://www.itis.gov/servlet/SingleRpt/SingleRpt?search_topic=TSN&search_value=564824
http://www.itis.gov/servlet/SingleRpt/SingleRpt?search_topic=TSN&search_value=18061
http://www.itis.gov/servlet/SingleRpt/SingleRpt?search_topic=TSN&search_value=18063
http://www.itis.gov/servlet/SingleRpt/SingleRpt?search_topic=TSN&search_value=29909
http://www.itis.gov/servlet/SingleRpt/SingleRpt?search_topic=TSN&search_value=31632
http://www.itis.gov/servlet/SingleRpt/SingleRpt?search_topic=TSN&search_value=32251
http://www.itis.gov/servlet/SingleRpt/SingleRpt?search_topic=TSN&search_value=32522
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2013) เน่ืองจากในสารสกดัแมงลกัคามีสารประกอบ alkaloids, flavonoids, phenols, terpenes และ steros 
(Agarwal and Varma, 2013; Sharma, Roy, Anurag, Gupta, and Vipin, 2013; Okoye and Chukwu, 2014)    
นอกจากน้ียงัพบวา่ resveratrol จากองุ่นและพืชอ่ืนๆ เช่น ถัว่ มีคุณสมบติั antioxidation และช่วยป้องกนั
มะเร็งต่อมลูกหมาก (prostate cancer) (Pezzuto, 2008; Seeni, et al., 2008) 
 
2.4 ฤทธ์ิต้านการก่อมะเร็ง/มะเร็งของแมงลกัคา (Tumour/cancer prevention) 
 ฤทธ์ิตา้นการก่อมะเร็ง/มะเร็งของแมงลกัคา: มะเร็งเป็นเซลลท่ี์แบ่งตวัเพิ่มจ านวนท่ีไม่สามารถ
ควบคุมได ้ มะเร็งจึงท าลายเน้ือและอวยัวะปกติจนอาจท าใหถึ้งแก่ชีวติได ้ สารสกดัจากพืชหลายชนิด 
นอกจากมีฤทธ์ิตา้นออกซิเดชัน่แลว้มีฤทธ์ิตา้นการเจริญของเซลลม์ะเร็งดว้ย เช่น สารสกดัจากใบตน้ลีลา
วดี Plumeria acuminate  (Periyasamy, Gupta, Mazumder, Gebrelibanos, and Sintayehu, 2013) ใบชาด า 
(Arindam Bhattacharyya, Tathagata Choudhuri, Suman Pal, Sreya Chattopadhyay, Goutam K.Datta, 
Gaurisankar Sa and Tanya Das, 2003) ใบพุดชา Zizyphus (Hassan, A.I. and Abdel-Gawad, E.I., 2010) 
และ Lactuca serriola (prickly lettuce) (Mona Alshathly, and Eman Elsharkawy, 2014) มีฤทธ์ิลดขนาด
เน้ืองอก Ehrlich ascites carcinoma (EAC) ในหนูเมาส์ นอกจากน้ี โปรพอลิส (propolis) จากรังผึ้งก็
สามารถลดขนาดของ EAC (Badr, Edrees, Abdallah, El-Deen, Neamat-Allah, et al., 2011)  
 สารสกดัส่วนล าตน้ (aerial part) ของแมงลกัคา H. suaveolens มีศกัยภาพเป็นพิษต่อเซลลม์ะเร็ง
ในช่องทอ้ง (Ehrlich ascites carcinoma / spontaneous murine mammary adenocarcinoma) ท าใหเ้ซลลต์าย
ดว้ยอตัราสูง DNA ของเซลลแ์ตกหกั (Gurunagarajan and  Pemaiah, 2011) และ สารสกดัพืชใน family 
Lamiaceae หรือ genus Hyptis spp เหมือนกนั เช่น มีพิษต่อเซลลเ์น้ืองอกและเซลลม์ะเร็ง สาร hyptoside 
จาก H. verticillata มีฤทธ์ิยบัย ั้งการเจริญของเซลลม์ะเร็งเมด็เลือดขาว adult T-cell leukemia (ALT) 
(Hamada, Whire, Nakshima, Oiso, Fujita, Okamura, Iwagawa and Arima, 2012) และมีหลกัฐานของ สาร
สกดัจาก H. dilatata  มีพิษต่อการเจริญของเซลลม์ะเร็งหลายสายพนัธ์ุของคน [MDA-MB-231 (human 
breast cancer), PC-3, (human prostate cancer), MCF7 (human breast cancer), HT-29 (human colon 
cancer)] และของหนู บ4T1 (mouse mammary cancer), and RAW-267 (mouse leukemic monocyte 
macrophage cell line)] (Taylor, Arsenak, Abad, Fernández, Milano et al., 2013) แต่ในทางตรงขา้ม สาร
สกดัของ H pectinate กระตุน้การเจริญใหม่ของตบัปกติของหนูแรทหลงัการตดัตบัออกบางส่วน (partial 
hepatectomy) (Melo, Silva, Melo, Antoniolli, Roberta, et al., 2006)   
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บทที ่3 
 

ฤทธ์ิยบัยั้งออกซิเดชันของไขมนั และ ความเป็นพษิต่อเซลล์สายพนัธ์ุและเซลล์ปกติ 
Lipid peroxidation inhibition and Cytotoxicity to cell line and normal cells  

 
3.1 ค าน า 

Phenolic compounds พบมีทัว่ไปในพืชและเป็นส่วนส ำคญัของอำหำรส ำหรับคน มีตั้งแต่เป็น
สำรโมเลกุลเดียวจนถึงสำรโพลิเมอร์น ้ำหนกัโมเลกุลสูง ผลไม ้ พืช ผกั และเคร่ืองด่ืมเป็นแหล่งหลกั
ของ phenolic compounds ส ำหรับคน  phenolic compounds มีคุณสมบติั antioxidant activity ซ่ึงข้ึนกบั
โครงสร้ำงของสำร โดยเฉพำะ จ ำนวนและต ำแหน่งของ hydroxyl groups และธรรมชำติของ aromatic 
rings พบวำ่ในสำรสกดัใบแมงลกัคำและเมล็ดแมงลกัคำมีสำร phenolic compounds ซ่ึงเม่ือวเิครำะห์
ดว้ย  DPPH scavenging activity และ Ferric reducing ability power (FRAP) แสดงคุณสมบติัเป็น 
antioxidant (กรกช อินทรำพิเชฐ, 2558)    

คุณสมบติั anti-oxidation ของ phenolic compounds เช่น ก ำจดัอนุมูลอิสระ (free radical 
scavengers) ท่ีเกิดภำยในเซลลมี์ชีวติ เช่น hydroxide radicals และ  reactive oxygen species (ROS) อ่ืนๆ 
จำกกระบวนกำรหำยใจ เช่น superoxide (O2

-) และ peroxide (O2
2-)   ROS ท  ำควำมเสียหำยต่อ DNA 

โปรตีน และ ไขมนัของเยื่อเซลล ์ (cell membrane) และเยือ่หุม้ส่วนประกอบของเซลลป์ระเภท 
organelles  ROS จึงมีบทบำทส ำคญัต่อกำรแก่ (aging) แมว้ำ่ในเซลลมี์เอน็ไซม ์superoxide dismutase 
และ catalase เปล่ียน superoxide และ peroxideใหเ้ป็น oxygen และน ้ำ แต่ไม่มีเอน็ไซมต์ำ้น hydroxide 
radical ดงันั้นกำรเติม free radical scavengers จึงสำมำรถป้องกนัเซลลจ์ำก ROS โดยท ำให ้free radicals 
เสถียร แลว้ถูกก ำจดัทิ้ง (Figure 3.1) (Soderberg, 2015) และ Phenolic compounds สำมำรถยบัย ั้ง lipid 
peroxidation 
 

 
 
 

 
 
Figure 3.1 Radical chain reaction, forming a more stable radical species which can be metabolized 
and excreted. (Soderberg, 2015) 
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Lipid peroxidation 
lipid peroxidation เป็น oxidative degradation (เสีย electrons) ของไขมนัซ่ึงเป็นสำรประกอบ

หลกัของเยือ่ชีวภำพ (biological membrane)  กระบวนกำร lipid peroxidation เกิดไดเ้องในร่ำงกำยโดย
ธรรมชำติในปริมำณไม่มำก ซ่ึงส่วนมำกเป็นอิทธิพลของ reactive oxygen species (ROS) เช่น hydroxyl 
radical, hydrogen peroxide เป็นตน้หรือเกิดจำกปฏิกิริยำของเซลล ์ phagocytes   กระบวนกำร lipid 
peroxidation เกิดเม่ือ oxidants  เช่น free radicles หรือ ROS  เขำ้ท ำปฏิกิริยำกบั  carbon-carbon double 
bond โดยเฉพำะ  polyunsaturated fatty acids (PUFAs) ของ fatty membrane (Mylonas and Kouretas, 
1999) และ plasma lipids (Yoshida, Ito, Shimakawa, and Niki, 2003) และเป็นปฏิกิริยำลูกโซ่ (self-
propagating chain reaction) (Figure 3.2)  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figure 3.2 Mechanism of lipid peroxidation 
(https://commons.wikimedia.org/wiki/File:Lipid_peroxidation.svg) 

 
กำรท ำร้ำย membrane lipid และผลผลิตท่ีเกิดจำก lipid peroxidation น้ีเป็น cytotoxicity ยบัย ั้ง 

gene expression ท ำใหเ้ซลลแ์ละเน้ือเยื่อตำย (Ayala, Muñoz, and Argüelles, 2014) แมว้ำ่ในเซลลมี์
เอนไซม ์catalase, superoxide dismutase และสำรไม่ใช่เอนไซมซ่ึ์งไดแ้ก่ vitamins A และ E ท ำหนำ้ท่ี
เป็นกลไกต่อตำ้น oxidants โดยธรรมชำติไดร้ะดบัหน่ึง จึงท ำใหเ้กิด lipid peroxidationได ้  แต่ดว้ย
ปฏิกิริยำลูกโซ่ของกระบวนกำร แมว้ำ่จะเกิด lipid peroxidation เพียงไม่ก่ีโมเลกุลก็สำมำรถท ำลำย
เน้ือเยือ่ไดอ้ยำ่งมีนยัส ำคญั และเป็นสำเหตุของโรคหลำยโรค เช่น atherosclerosis, asthma, Parkinson's 
disease, kidney (Mylonas and Kouretas, 1999), arthritis (Saxena, 2014), cerebral ischemia (Fuchs, 

 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Mylonas%20C%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10459507
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Mylonas%20C%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10459507


14 
 

Perez-Pinzon, and Dave, 2014), Alzheimer's disease (Petursdottir, et al., 2007) และ aging 
(Rinnerthaler, et al., 2015) 
 
Cytotoxicity  
 กำรตรวจหำควำมเป็นพิษของสำรสกดัต่อเซลล ์ in vitro เพื่อจ ำแนกหำโมเลกุลและกลไกท่ี
เก่ียวขอ้ง กำรตรวจหำสำมำรถด ำเนินกำรไดห้ลำยวธีิ เช่น หำผลต่อจ ำนวนเซลล ์ กำรมีชีวติรอดของ
เซลล ์กำรแบ่งตวัของเซลล ์ส่วนเทคนิกกำรตรวจวดัอำจใช ้กำรวดั ATP, MTT, neutral red membrane 
integrity/LDH release, macromolecular synthesis และ glutathione depletion  เป็นตน้ (Hamid et al., 
2004) ในกำรวจิยัน้ีใช ้Alamar blue ซ่ึงเป็น oxidation-reduction indicator ท่ีเปล่ียนสี fluorescence จำก
น ้ำเงินเป็นแดง เทคนิกน้ีใชต้รวจควำมมีชีวติ กำรเคล่ือนยำ้ย และกำรบุกรุกของ choriocarcinoma cells 
ผำ่น fibronectin-coated filters (Al-Nassirry, et al., 2007) และในกำรทดลองน้ีใช ้ Peripheral blood 
mononuclear cells (PBMCs) ซ่ึงเป็นเซลลเ์มด็เลือดขำวปกติ และ Human T lymphocyte leukemia cells 
(Jurkat cells) ซ่ึงเป็นเซลลม์ะเร็งเซลลเ์มด็เลือดขำวเป็นเซลลต์น้แบบ 
  
3.2 วตัถุประสงค์ 

กำรวจิยัน้ีประสงค ์(1) ศึกษำคุณสมบติั antioxidant ในสำรสกดัแมงลกัคำ Hyptis sauveolens 
ต่อกำรยบัย ั้ง lipid peroxidation ซ่ึงเป็น oxidative degradation ของไขมนั และ (2) ศึกษำพิษของสำร
สกดั H. sauveolens ต่อเซลลป์กติและเซลลส์ำยพนัธ์ุมะเร็ง  

 
3.3 อุปกรณ์และวธีิการ 

3.3.1 การเกบ็ตัวอย่างพืชและการเตรียมสารสกดั 
เก็บแมงลกัคำซ่ึงเป็นวชัพืชพบทัว่ไปในพื้นท่ีภำยในมหำวิทยำลยัเทคโนโลยสุีรนำรีและพื้นท่ี

ขำ้งเคียงบริเวณรอบมหำวทิยำลยั กำรจ ำแนกชนิดของแมงลกัคำตำมอนุกรมวธิำนโดยไดรั้บควำม
อนุเครำะห์จำก ศำสตรำจำรย ์ดร. ประนอม จนัทรโณทยั ภำควชิำชีววทิยำ คณะวทิยำศำสตร์ มหำวทิยำ
ขอนแก่น เก็บใบแมงลกัคำระหวำ่งเดือนตุลำคม ลำ้งใบแมงลกัคำดว้ยน ้ำสะอำดและตำกแหง้ดว้ย
แสงแดด ส่วนเมล็ดแมงลกัคำเก็บช่วงเดือนมกรำคม เตรียมสกดัเมล็ดโดยแช่เมล็ดในน ้ ำสะอำด ตั้งทิ้ง
ไวจ้นเมือกของเมล็ดบวมน่ิม จึงก ำจดัเมือกทิ้ง  ตำกเมล็ดท่ีปรำศจำกเมือกใหแ้หง้ในอำกำศ แยกบดใบ
และเมล็ดแมงลกัคำท่ีตำกแห้งแลว้ในโถบดไฟฟ้ำ (electric blender)  

สกดัผงบดของใบและเมล็ดดว้ยเคร่ืองสกดั  Soxhlet extraction apparatus (Buchi Instruments, 
Switzerland) ใชผ้งบด 50 กรัมในน ้ำ หรือ 70% ethanol (v/v) 500 ml นำน 24 ชัว่โมง กรองสำรสกดั
และท ำใหเ้ขม้ขน้ในเคร่ืองระเหย rotary evaporator (Buchi Instruments, Switzerland) จำกนั้นท ำให้
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สำรสกดัแหง้เป็นผงโดย lyophilization ท่ี -50oC  (Freeze-zone 12 Plus, Labconco Corporation, 
Missouri, USA) เก็บผงสกดั lyophilized extract ท่ี –20oC จนกวำ่จะใชท้ดลอง 

 
3.3.2 การเตรียม  peripheral blood mononuclear cells (PBMCs) 

เลือดของคนสุขภำพดีซ่ึงไดรั้บอนุเครำะห์จำกสภำกำชำดไทย สำขำจงัหวดันครรำชสีมำ ท ำ
เลือดเจือจำงใน phosphate buffered saline (PBS), pH 7.4 g (1:1) หยดลงบน Histopaque-1077 (Sigma-
Aldrich, St. Louis, MO, USA) ซ่ึงเป็น  density gradient ป่ันเหวีย่งท่ี 400xg  ท่ีอุณหภูมิหอ้ง นำน 30 
นำที แยกชั้นฝ้ำขำวของเซลลเ์มด็เลือดขำว PBMCs ประมำณ 0.5 cm ระหวำ่ง ชั้น plasma และ 
Histipaque-1077 (Figure 3.3)  ลำ้ง PBMCs 3 คร้ังดว้ย PBS เก็บเซลลโ์ดยป่ันท่ี 250xg 10 นำที จำกนั้น
เพำะเล้ียงเซลลใ์น complete RPMI 1640 medium (Gibco, New York, USA) คำ้งคืนเพื่อให้monocytes 
และ platelets เกำะติดผวิขวดเล้ียง แลว้เก็บ lymphocytes ท่ีลอยแขวนเพื่อใชใ้นกำรวิเครำะห์ต่อไป 

 
 
 
 

 
 
 
Figure 3.3  Normal lymphocyte separation by Histopaque-1077 (Hofman et al., 1982). 

 
3.3.3 Cell culture ส าหรับ Jurkat cells  

Human T lymphocyte leukemia cells, Jurkat E6-1 (Korean Cell Line Bank, Seoul, Korea).  
เพำะเล้ียงใน RPMI 1640 medium ท่ีมี 10% fetal bovine serum (FBS), 1 mM sodium pyruvate, 100 
IU/mL penicillin and 100 μg/mL streptomycin (สำรเพะเล้ียงเซลลจ์ำก Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, 
USA) บ่มในตูเ้พำะเล้ียงเซลลท่ี์ 95% humidified atmosphere และ 5% CO2 ท่ี at 37°C  

 
3.3.4 Lipid peroxidation (LPO) 

วเิครำะห์หำปริมำณ oxidative stress ดว้ย ท่ี Thiobarbituric acid reactive substances (TBARS) 
assay โดยตรวจวดั peroxidation ซ่ึงผลิต free radical ท่ีเขำ้ท ำปฏิกิริยำกบัไขมนั ไดผ้ลผลิต 
malondiadehyde (MDA) และ MDA น้ีท  ำปฏิกิริยำกบั Thiobarbituric acid (TBA) ท่ีอุณหภูมิ 90-100oC 
ได ้MDA-TBA adduct เป็นสำรสี (chromogen) ซ่ึงวดัควำมเขม้สีไดด้ว้ย spectrophotometer ท่ี 530-540 
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nm หรือวดัดว้ย spectrofluorometer ท่ี excitation wavelength 530 nm และ emission wavelength 550 
nm (Figure 3.4) (Oakes and Van Der Kraak, 2003) 

 
 
 
 
 
Figure 3.4 Thiobarbituric acid reaction กบั MDA ผลผลิตจำก lipid peroxidation (Gerard-Monnier, 
1997).  
 
 ในกำรวจิยัน้ีไดว้เิครำะห์ TBARS assay โดยใชเ้หล็ก (Fe2+) ชกัน ำ peroxidation และใชถุ้งไขมนั 
phosphatidylcholine liposome เป็นสำรตั้งตน้ ด ำเนินตำมวธีิกำรของ Gonzalez-Paramas et al. (2004) 
และปรับเปล่ียนเล็กนอ้ย ใชส้ำรสกดัควำมเขม้ขน้ต่ำงๆ ใส่ใน reaction mixture ท่ีมี mM KCl, 0.2 mM 
FeCl3, และ 1 mg/mL of phosphatidylcholine liposome (final concentration, Sigma-Aldrich, St. Louis, 
MO, USA) เร่ิมปฏิกิริยำ peroxidation โดย ใส่ 0.05 mM sodium L-ascorbate ใน 0.4 mL (final 
concentration & final volume) บ่มท่ี 37oC 60 นำที หยดุปฏิกิริยำโดยเติม 0.4 mL 20% trichloroacetic 
acid (TCA), 0.01% butylated hydroxytoluene (BHT), 0.25 N HCl และ 0.4 mL 0.8% thiobarbituric 
acid (TBA) บ่มท่ี 80oC นำน 30 นำที ไดส้ำรละลำยสีชมพ ูท ำใหเ้ยน็ดว้ยน ้ำ และป่ันเหวีย่งท่ี 5000 rpm 
นำน 10 นำที วดัผลผลิตท่ี  535 nm  ใช ้Fe2+ และ L-ascorbate induced liposome เป็น control และ un-
induced liposome เป็น blank และใช ้catechin เป็น antioxidant standard  ค ำนวณกำรยบัย ั้ง LPO ของ
สำรสกดัจำก malondialdehyde (MDA) ท่ีเกิดข้ึนจำกสมกำรขำ้งล่ำง กำรทดลองท ำ triplicate และ
ด ำเนินกำรซ ้ ำ 3 คร้ัง  ค  ำนวณหำค่ำ inhibitory concentration 50 ( IC50) 
 
 
 
       Acontrol และ Asample เป็นค่ำดูดแสงของ control และ ตวัอยำ่ง  
 
วเิครำะห์ขอ้มูลดว้ย ANOVA และ  Duncan’s Multiple Range Test เพื่อหำ significant differences 
ระหวำ่งกลุ่มท่ี p < 0.05 
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3.3.5 Cytotoxicity test  
ในสำรละลำย Alamar blue (AB)  มี Resazurin เป็น active ingredient และ non-toxic สีฟ้ำ ซ่ึง

เม่ือซึมเขำ้เซลลจ์ะถูก reduced เป็น Resorufin สำรสีแดงและเรืองแสงสูง (Figure 3.5) กำรวเิครำะห์ 
cytotoxicity ดว้ย Alamar blue assay ใชเ้ทคนิกน้ีตำม Berntsen et al. (2010) และปรับเปล่ียนเล็กนอ้ย 

PBMCs (1x105 cells/well) และ Jurkat cells (2.5x104 cells/well) เล้ียงใน 96-well black clear 
bottom plate (Costar, Corning Inc., NY, USA) ใส่สำรสกดัท่ีควำมเขม้ขน้ต่ำงๆ ในปริมำตร 100 
µL/well บ่ม 24 ชม ใส่ 10 µL AB (final 10% v/v AB) บ่มต่อ 4 ชม วดัสำรละลำยเรืองแสงดว้ย  
spectrofluorometer (Spectra MAX Gemini EM, Molecular devices, California, USA) ท่ี excitation 
wavelength ท่ี  540 nm และ emission wavelength ท่ี 590 nm ใช ้Catechin และ  Ascorbic acid เป็นสำร 
positive control และ ใช ้0.2% (v/v) DMSO เป็น negative control และ well ท่ีไม่มี cells เป็น blank และ
วเิครำะห์ triplicate และด ำเนินกำรซ ้ ำ 3 คร้ัง ค ำนวณ % cell viability ดงัน้ี  

 

100





blankofeFluorecenccontrolofeFluorecenc

blankofeFluorecencsampleofeFluorecenc
viabilityCell%  

 
วเิครำะห์ 50% cell viability (IC50) จำกกร๊ำฟ % cell viability กบัควำมเขม้ขน้ของสำรสกดั  
ดว้ย  Probit analysis  Cytotoxicity ตดัสินจำก mean cell vitality ของสำรสกดัและสำรควบคุม  

 
 
 

 
 
 
Figure 3.5  Resazurin and resorufin structures.  Nonreduced Alamar blue correspond to resazurin 
and reduced Alamar blue to resorufin (O’Brien et al., 2000). 
 

3.3.6 Statistical analysis 
วเิครำะห์ขอ้มูลโดย one-way ANOVA และ Duncan’s multiple range tests ดว้ย SPSS program 

ควำมแตกต่ำงระหวำ่ง mean ของกลุ่มสำรสกดัและกลุ่มสำรควบคุมพิจำรณำเป็น unpaired student t’ 
test และควำมแตกต่ำงเป็นนยัส ำคญัทำงสถิติท่ี p < 0.05. 
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3.4  ผลการทดลองและ วจิารณ์ผล  
3.4.1  Lipid Peroxidation Inhibition  

Antioxidant capacity ของสำรสกดัแมงลกัคำวเิครำะห์ดว้ย TBARS assay โดยวดัปริมำณของ  
malondialdehyde (MDA) ซ่ึงเป็นผลผลิตจำกปฏิกิริยำ Fe (II)-induced peroxidation ของ 
phosphatidylcholin liposome (polyunsaturated fatty acids)  MDA จบักบั thiobarbituric acid (TBA) 
ไดส้ำรสี MDA-TBA adduct ท่ีวดัควำมเขม้สีได ้พบวำ่สำรสกดัใบแมงลกัคำ (MLE) แสดงคุณสมบติั
ยบัย ั้ง lipid peroxidation ไดดี้กวำ่ สำรสกดัเมล็ดแมงลกัคำ (MSE) และเทียบประสิทธภำพ lipid 
peroxidation inhibition กบัสำร Catechin ซ่ึงเป็นสำร antioxidant มำตรฐำน  ฤทธ์ิของสำรสกดัดว้ย
เอทธำนอล (-/e) ยบัย ั้งไดดี้กวำ่สำรสกดัดว้ยน ้ำ (-/w) และข้ึนกบัควำมเขม้ขน้ (dose dependent) 
ประสิทธิภำพ lipid peroxidation inhibition เรียงตำมล ำดบัไดด้งัน้ี MLE/e > MLE/w = Catechin > 
MSE/e > MSE/w  

สำรสกดัใบแมงลกัคำดว้ยเอทธำนอล (MLE/e) แสดง lipid peroxidation inhibitionไดดี้ท่ีสุด มี
ค่ำ IC50, 24 ชม. ท่ี 5.43 ± 0.37 g/mL (Table 3.1) รองลงมำคือสำรสกดัใบแมงลกัคำดว้ยน ้ำ (MLE/w) 
มีค่ำ IC50 17.45 ± 0.21 g/mL ซ่ึงประสิทธิภำพใกลเ้คียงกบัสำรควบคุม Catechin ท่ีมีค่ำ IC50 17.92 ± 
0.18 g/mL ส่วนสำรสกดัเมล็ดแมงลกัคำแสดง lipid peroxidation inhibition ไดน้อ้ยกวำ่สำรสกดัใบ 
สำรสกดัเมล็ดดว้ยเอทธำนอล (MSE/e) มีค่ำ IC50 35.95 ± 1.78 g/mL ซ่ึงยบัย ั้งไดดี้กวำ่สำรสกดัเมล็ด
ดว้ยน ้ำ (MSE/w) ประมำณ 20 เท่ำ MSE/w มีค่ำ IC50 725.48 ± 17.81 g/mL 
  

 ดงันั้น ในสำรสกดัใบแมงลกัคำมี antioxidants ท่ียบัย ั้ง Fe (II)- induced lipid peroxidation ได้
สูงกวำ่สำรสกดัเมล็ด ฤทธ์ิข้ึนกบัควำมเขม้ขน้ (dose dependent)  และยงัพบวำ่คุณสมบติัน้ีสอดคลอ้ง
กบัควำมเขม้ขน้ทั้งหมดของ antioxidants หรือ ferric reducing ability power  (FRAP) และ
ประสิทธิภำพต่อ free radicals (DPPH) scavenging ของสำรสกดัใบแมงลกัคำท่ีแสดงฤทธ์ิสูงกวำ่สำร
สกดัเมล็ดแมงลกัคำ (กรกช อินทรำพิเชฐ, 2558)  นอกจำกน้ี ผลกำรวเิครำะห์น้ียงัสอดคลอ้งกบัผลของ
สำรสกดัใบแมงลกัคำท่ีสำมำรถยบัย ั้ง Fe (II)-induced lipid peroxidation ในสมองหนูนอกตวัสัตว ์(in 
vitro) ซ่ึงในสมองเป็นเน้ือเยือ่/อวยัวะท่ีมี polyunsaturated fatty acid สูงมำก แสดงวำ่สำรในใบแมงลกั
คำสำมำรถป้องกนัปฏิกิริยำ peroxidation ในสมองได ้(Oboh, (2008)  และ ผลของสำรสกดัแมงลกัคำ 
ทั้งตน้ยบัย ั้ง CCl4-induced lipid peroxidation ใน tissue homogenate ของตบัหนูแรท (Pradeep, et al., 
2011; Ghaffari, Ghassam, and Prakash, 2012) ยงัมีหลกัฐำนวำ่หนูเมำส์ท่ีไดรั้บสำรสกดัใบของ H. 
spicigera พืชในวงคเ์ดียวกบั H. suaveolens ปริมำณ lipid peroxidateion ในตบัลดลง (Aja, et al., 2015) 
นอกจำกน้ี ยงัมีสำรสกดัอีกหลำยพืชท่ีมีฤทธ์ิยบัย ั้ง Fe (II)-induced lipid peroxidation  อำทิเช่น สำร
สกดัใบ ของ Rumex vesicarius L. สำมำรถยบัย ั้ง lipid peroxidation ใน liver homogenate ของไก่   
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Table 3.1 Lipid peroxidation inhibition by mintweed (H. sauveolens) leaf and seed extracts and 
catechin on phosphatidylcholine liposomes by TBARS assay. Data were mean ± SD., (n = 3).    

Sample Conc.(µg/mL) % inhibition IC50 (µg/mL), 24 h. 
MLE/e 2            5.95 ± 5.51 5.43 ± 0.37a 
 4 27.02 ± 5.30  
 6 56.23 ± 9.17  
  8 87.08 ± 1.26   
MLE/w 5 10.84 ± 0.92 17.45 ± 0.21a 
 10 22.90 ± 0.65  
 15 41.33 ± 0.17  
  20 59.63 ± 1.08   
MSE/e 10   9.59 ± 6.50 35.95 ± 1.78b 
 20 27.79 ± 4.13  
 40 51.98 ± 3.21  
  60 73.58 ± 1.82   
MSE/w 200 10.54 ± 1.13 725.48 ± 17.81c 
 400 28.97 ± 0.99  
 600 39.08 ± 0.99  
  800 57.07 ± 2.37   
Catechin 10   7.76 ± 2.50 17.92 ± 0.18a 
 15 25.12 ± 2.00  
 20 59.25 ± 0.84  
  25 97.48 ± 0.37   

Different letters within the same column were significantly different (p < 0.05). MLE/e, mintweed 
leaf ethanolic extract; MLE/w, mintweed leaf water extract; MSE/e, mintweed seed ethanolic 
extract; MSE/w, mintweed seed water extract. 
 

 (Prasad and Ramakrishnan, 2011) สำรสกดัส่วนเหนือดินของ Hertia cheirifolia ยบัย ั้ง lipid 
peroxidation ต่อ linoleic acid (Kada, et al., 2016) สำรสกดัใบมะม่วง (Mangifera indica) ยบัย ั้ง lipid 
peroxidation ในไข่ไก่ และ homogenates ของสมองและตบั (Badmus, et al., 2011)  สำรสกดัพืชหลำย
ชนิดจำก Amazon ซ่ึงใชเ้ป็นยำพื้นบำ้น  Brownea rosademonte, Piper glandulosissimum, Piper 
krukoffii, Piper putumayoense, Solanum grandiflorum, and Vismia baccifera ยบัย ั้ง lipid peroxidation 
ใน microsomes จำกตบัหนูแรท (Lizcano, et al., 2012) และ สำรสกดัจำก  Metasequoia 
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glyptostroboides ยบัย ั้ง Fe (III)-induced lipid peroxidation ได ้(Bajpai, et al., 2014)  จำกหลกัฐำนท่ี
กล่ำวมำ แสดงใหเ้ห็นวำ่ สำรสกดัแมงลกัคำมีสำรประกอบส ำคญัคือสำรประกอบ phenolics มี
คุณสมบติัเป็นสำร antioxidant และมีฤทธ์ิยบัย ั้ง oxidation ต่อไขมนัสำรส ำคญัในเยือ่เซลล ์ (cell 
membrane) มีชีวติ ซ่ึงน ำสำรสกดัแมงลกัคำโดยเฉพำะจำกไปประยกุตใ์ชใ้นกำรป้องกนักำรเกิดโรค
หรือรักษำอำกำรผดิปกติต่ำงๆ ในมนุษยไ์ด ้และถนอมอำหำรท่ีมีไขมนัเป็นส่วนประกอบ 

 

3.4.2 Cytotoxicity ของสารสกดัแมงลกัคา 
3.4.2.1 Cytotoxicity ต่อ T lymphocyte leukemia cell line - Jurkat cells  

Jurkat cells เป็นเซลล ์ T lymphocyte ซ่ึงเป็นอมตะ ผลิต interleukin 2 มีประโชยน์ส ำหรับ
ศึกษำ human T lymphocyte leukemia cells พบวำ่สำรสกดัใบแมงลกัคำสำมำรถยบัย ั้งกำรเจริญของ 
Jurkat cells ไดม้ำกกวำ่ (ตำยมำกกวำ่) สำรสกดัเมล็ดแมงลกัคำ และโดยเฉพำะสำรสกดัดว้ยเอทธำนอล
แสดงควำมเป็นพิษดีกวำ่สำรสกดัดว้ยน ้ำ และฤทธ์ิยบัย ั้งกำรเจริญของทั้ง 4 สำรสกดัข้ึนกบัควำม
เขม้ขน้ของสำร (dose dependent) ประสิทธิภำพควำมเป็นพิษของสำรสกดัต่อ Jurkat cells ดงัน้ี MLE/e 
> MLE/w > MSE/e > MSE/w ค่ำ IC50 ท่ี 24 ชม. เรียงตำมล ำดบัดงัน้ี 553.52 ± 14.0; 912.06 ± 16.86; 
2,385.95 ± 81.28; และ 5,813.45 ± 111.25 µg/mL ในขณะท่ี IC50 ของ Catechin เท่ำกบั 339.74 ± 14.55 
µg/mL (Table 3.2) 

 
ประสิทธิภำพควำมเป็นพิษต่อ Jurkat cells แสดงเป็นค่ำ inhibition concentration 50 (IC50) ท่ี 

24 ชม.ของสำรสกดัทั้ง 4 ตวัอยำ่งเม่ือเปรียบเทียบกบัสำรควบคุมมำตรฐำน Catechin ดงัน้ี 
 
Extract           IC50 (g/mL), 24 h. Cytotoxicity c/f Catechin (fold) 
 MLE/e               553.52 ± 14.07   < 1.63  
MLE/w               912.06 ± 16.86   < 2.68 
MSE/e           2,385.95 ± 81.28   < 7.02 
MSE/w           5,813.45 ± 111.25   < 17.11 

 Catechin             339.74 ± 14.55 
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Table 3.2 Cytotoxic effects of mintweed leaf and seed extracts on Jurkat cells (human T lymphocyte 
leukemia cells) determined by Alarma blue (AB) assay at 24 h. Percent viability of treated cells and 
IC50 (µg/mL) at 24 h were present. Data were mean ± S.D., (n= 3). 

Extract Conc.  
                                        

Jurkat   
  (µg/mL) % viability IC50 (µg/mL), 24 h. 

       MLE/e 200 92.45 ± 2.00  
 400 79.59 ± 3.25 553.52 ± 14.07c 
 600 49.15 ± 3.00  
  800   8.95 ± 1.30   
       MLE/w 600 66.08 ± 2.10  
 800 53.99 ± 7.40 912.06 ± 16.86d 
 1000 49.35 ± 7.70  
  1200 32.54 ± 2.43   
      MSE/e 1500 66.17 ± 0.90  
 2000 55.19 ± 1.80 2,385.95 ± 81.28e 
 2500 47.55 ± 0.72  
  3000 39.99 ± 3.70   
     MSE/w 2000 72.01 ± 0.31  
 4000 62.93 ± 0.60 5,813.45 ± 111.25f 
 6000 48.42 ± 0.70  
  8000 35.52 ± 0.80   
     Catechin 200 65.48 ± 2.30  
 300 54.63 ± 1.50 339.74 ± 14.55b 
 400 42.18 ± 3.25  
  500 33.46 ± 1.23   

Statistical analysis was performed by ANOVA. Different letters within the same column were 
significantly different (p < 0.05). MLE/e, mintweed leaf ethanolic extract; MLE/w, mintweed leaf 
water extract; MSE/e, mintweed seed ethanolic extract; MSE/w, mintweed seed water extract. 
Catechin was standard control. 
 

ดงันั้นสำรสกดัใบแมงลกัคำแสดงศกัยภำพควำมเป็นพิษต่อ Jurkat cells ซ่ึงเป็นเซลลส์ำยพนัธ์ุ
มะเร็งไดสู้งมำกกวำ่สำรสกดัเมล็ด และพิษใกลเ้คียงกบัสำร antioxidant standard Catechin  ทั้งน้ีอำจ
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เน่ืองจำกในสำรสกดัใบแมงลกัคำมีสำรประกอบ total phenolic compounds และ total flavonoids 
มำกกวำ่ในสำรสกดัเมล็ดแมงลกัคำ (ประมำณ 3 เท่ำ) (กรกช อินทรำพิเชฐ, 2558) และสอดคลอ้งกบั 
antioxidant activity โดย lipid peroxidation inhibition ของสำรสกดัใบแมงลกัคำท่ีสูงกวำ่สำรสกดัเมล็ด
แมงลกัคำประมำณ 7 เท่ำ (Table 3.1) 
 

3.4.2.2 Cytotoxicity to peripheral blood mononuclear cells (PBMCs) 
สำรสกดัแมงลกัคำทั้งจำกใบและเมล็ดแสดงควำมเป็นพิษยบัย ั้งกำรเจริญของ peripheral blood 

mononuclear cells (PBMCs) ซ่ึงเป็นเซลลเ์มด็เลือดขำวปกติในท ำนองคลำ้ยกบัฤทธ์ิต่อ Jurkat cells แต่
ระดบัควำมรุนแรงของ cytotoxicity ต่อ PBMCs นอ้ยกวำ่ต่อ  Jurkat cells แมว้ำ่สำรสกดัใบดว้ยน ้ำ 
MLE/w แสดงควำมเป็นพิษต่อเซลล ์PBMCs มำกกวำ่สำรสกดัเมล็ดดว้ยน ้ำ MSE/w และข้ึนกบัควำม
เขม้ขน้ของสำรสกดั (dose dependent) และพิษนอ้ยมำกเม่ือเปรียบเทียบกบัพิษของสำรมำตรฐำน 
Catechin (Table 3.3) สงัเกตุไดว้ำ่สำรสกดัแมงลกัคำดว้ยเอทธำนอลทั้งใบและเมล็ดไม่ยบัย ั้งแต่มี
แนวโนม้กระตุน้กำรเจริญของ PBMCs 

ประสิทธิภำพควำมเป็นพิษยบัย ั้งกำรเจริญของ PBMCs ดงัน้ี MLE/w > MLE/e > MSE/e > 
MSE/w  และค่ำ inhibition concentration 50 (IC50) ท่ี 24 ชม. ของสำรสกดัทั้ง 4 ตวัอยำ่งเปรียบเทียบกบั
สำรควบคุม Catechin สรุปไดด้งัน้ี (Table 3.3) และ cytotoxicity ของ MLE/e และ MLE/w ไม่ต่ำงกนั
อยำ่งมีนยัส ำคญั  
 

Extract            IC50 (g/mL), 24 h  Cytotoxicity c/f Catechin (fold) 
 MLE/e               1,356.17 ± 136.78  < 2.10  
MLE/w               1,140.52 ± 06.05   < 1.76 
MSE/e             2,920.68 ± 155.38   < 4.51 
MSE/w             5,813.45 ± 111.25   < 17.57 

 Catechin       647.00 ± 12.76  
 
ระดบัควำมรุนแรงควำมเป็นพิษของสำรสกดัใบแมงลกัคำต่อเซลล ์PBMCs นอ้ยกวำ่พิษต่อ Jurkat cells 
ประมำณ 2 เท่ำ หรือ PBMCs ท่ีไดรั้บสำรสกดัแมงลกัคำตำยนอ้ยกวำ่ Jurkat cells และตำยนอ้ยกวำ่จำก
พิษของ Catechin ประมำณ 1.7-2.0 เท่ำ ทั้งน้ี MLE/e แสดงพิษต่อเซลลต์ ่ำกวำ่ MLE/w เล็กนอ้ย (Table 
3.2 และ 3.3)  
 ประสิทธิภำพ cytotoxicity (IC50, 24 ชม)ของ สำรสกดัใบและเมล็ดแมงลกัคำดว้ยตวัท ำละลำย
เอทธำนอลและน ้ำต่อ Jurkat cells และ PBMCs เปรียบเทียบไดด้งัใน Figure 3.6  
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Table 3.3 Cytotoxic effects of mintweed (H. sauveolens) leaf and seed extracts on peripheral blood 
mononuclear cells (PBMCs) determined by Alarma blue assay at 24 h. Percent viability of treated 
cells and IC50 (µg/mL) at 24 h were present. Data were mean ± S.D., (n= 3). 

    Extract  Conc.                              PBMCs   
   (µg/mL) % viability IC50 (µg/mL), 24 h. 
    MLE/e  200   140.50 ± 9.50  
  400   125.36 ± 0.70 1,356.17 ± 136.78a 
  600   115.92 ± 2.50  
   800     89.93 ± 0.43   
    MLE/w  600     93.09 ± 2.00  
  800     81.90 ± 3.30 1,140.52 ± 6.05a 
  1000     61.18 ± 0.30  
   1200     44.24 ± 1.34   
    MSE/e  1500   142.34 ± 4.80  
  2000   133.50 ± 3.00 2,920.68 ± 155.38b 
  2500   128.47 ± 3.40  
   3000   119.69 ± 5.00   
    MSE/w  2000   107.23 ± 2.00  
  4000     86.34 ± 0.50 11,366.26 ± 266.28c 
  6000     79.72 ± 2.00  
   8000     71.31 ± 0.80   
    Catechin  200   106.00 ± 2.50  
  300     99.23 ± 6.50 647.00 ± 12.76a 
  400     82.35 ± 0.60  
   500     67.91 ± 0.80   

Statistical analysis was performed by ANOVA. Different letters  within the same column were 
significantly different (p < 0.05).  MLE/e, mintweed leaf ethanolic extract; MLE/w, mintweed leaf 
water extract; MSE/e, mintweed seed ethanolic extract; MSE/w, mintweed seed water extract. 
Catechin was standard control. 
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Figure 3.6  Comparison between the cytotoxicity (IC50, 24 h) of mintweed extracts on Jurkat cells 
(human T lymphocytes leukemia cells) and PBMCs (peripheral blood mononuclear cells) at 24 h (n 
= 3). MLE/e, mintweed leaf ethanolic extract; MLE/w, mintweed leaf water extract; MSE/e, 
mintweed seed ethanolic extract; MSE/w, mintweed seed water extract; CA, catechin. (** = p < 0.01, 
*** = p < 0.001). 

 

 Extract    Cytotoxicity to Cells   Fold 

MLE/e     Jurkat cells  >  PBMCs   2.45 

MLE/w   Jurkat cells  >  PBMCs  1.25 

MSE/e   Jurkat cells  >  PBMCs  1.22 

MSE/w   Jurkat cells >  PBMCs  1.90 

Catechin (standard)  Jurkat cells >  PBMCs  1.90 

 

กำรศึกษำน้ีช้ีใหเ้ห็นวำ่ สำรสกดัแมงลกัคำมีฤทธ์ิ cell death/cytotoxicity ต่อเซลลส์ำยพนัธ์ุ

มะเร็งเมด็เลือดขำวไดม้ำกกวำ่เซลลเ์มด็เลือดขำวปกติของคน โดยเฉพำะสำรสกดัใบแมงลกัคำดว้ย

เอทธำนอลท ำให้เซลลส์ำยพนัธ์ุตำยไดใ้กลเ้คียงกบัฤทธ์ิของสำร antioxidant มำตรฐำน Catachin   ส่วน

สำรสกดัเมล็ดแมงลกัคำมีฤทธ์ิ cytotoxicity ต่อเซลลม์ะเร็งไดน้อ้ยเม่ือเทียบกบัสำรมำตรฐำน และ ต่อ

เซลลป์กติไดน้อ้ยมำกแมต้อ้งใชส้ำรสกดัปริมำณมำก  ฤทธ์ิของสำรสกดัทั้งหมดเป็นแบบ dose 

dependent 

** *** 
** 

*** 

*** 
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 ยงัไม่พบหลกัฐำนอ่ืนท่ีแสดงวำ่สำรสกดัแมงลกัคำ (Hyptis suaveolens) มีคุณสมบติัเป็นพิษ
ต่อเซลลส์ำยพนัธ์ุมะเร็งและเซลลป์กติ แต่มีหลกัฐำนแสดงวำ่ triterpene ในสำรสกดัรำกของ Salvia 
buchananii  พืชในวงศ ์ Lamiaceae วงศเ์ดียวกบัแมงลกัคำมีศกัยภำพควำมเป็นพิษต่อเซลลส์ำยพนัธ์ุ
มะเร็ง Jurkat cells ไดสู้งกวำ่ Hela cells และ MCF7 cells (Beladjila, et al., 2017) นอกจำกน้ียงัมี
ผลกำรวจิยัของสำรสกดัพืชอีกหลำยชนิดแสดงควำมเป็นพิษต่อ Jurkat cells อำทิเช่น สำรสกดัของ 
Parinari cratellifolia (Mukanganyama, Dumbura, and Mampuru, 2012) Solanum nigrum (Gabrani et 
al., 2012) Convolvulus arvensis (Saleem, et al., 2014) Triumfetta welwitschii ซ่ึงใชใ้นกำรรักษำไข้
และทอ้งร่วงใน Zimbabwe (Moyo and Mukanganyama, 2015) Lantana ukambensis (Sawadogo, 
2015) ดงันั้นกำรวจิยัน้ีจึงเป็นกำรศึกษำคร้ังแรกท่ีแสดงใหเ้ห็นถึงศกัยภำพควำมเป็นพิษของสำรสกดั
แมงลกัคำต่อเซลลม์ะเร็ง จึงเสนอใหมี้กำรศึกษำวิจยัสำรสกดัแมงลกัคำในประเด็นอ่ืนๆ ต่อไปอีก
เพื่อใหไ้ดข้อ้มูลเพิ่มเติมจนสำมำรถพฒันำเป็นสำรป้องกนักำรเกิดมะเร็งและพฒันำเป็นยำรักษำมะเร็ง 
 

3.5 สรุปผลการทดลอง 
สำรสกดัแมงลกัคำมีคุณสมบติั lipid peroxidation inhibition ต่อ Fe (II)-induced lipid 

peroxidation ของ phosphatidylcholin liposome (polyunsaturated fatty acids) สำรสกดัใบดว้ย
เอทธำนอล MLE/e แสดงประสิทธิภำพ lipid peroxidation inhibition ไดดี้กวำ่สำรมำตรฐำน Catechin 
ถึง 3 เท่ำ ในขณะท่ีสำรสกดัใบดว้ยน ้ำ MLE/w ยบัย ั้งไดใ้กลเ้คียงกบั Catechin   ส่วนสำรสกดัเมล็ดมี
ประสิทธิภำพ lipid peroxidation inhibition ไดค้่อนขำ้งต ่ำ  จึงน่ำจะน ำสำรสกดัใบแมงลกัคำทั้ง MLE/e 
และ MLE/w ไปพฒันำเป็นอำหำรเสริมหรือยำใชป้ระโยชน์ในกำรรักษำอำกำรของหลำยโรคท่ีเกิดจำก
ผลกระทบของ reactive oxygen species (ROS) จำกผลผลิตของ lipid oxidation ของไขมนัในเซลลห์รือ
เน้ือเยือ่ของคน หรือพฒันำเป็นสำรถนอมอำหำรจำก lipid oxidation ป้องกนักำรเหม็นหืนและยดืกำร
เก็บอำหำรใหน้ำนมำกข้ึน สำรสกดัใบแมงลกัคำมีฤทธ์ิ cytotoxicity ยบัย ั้งกำรเจริญของเซลลส์ำยพนัธ์ุ
มะเร็งเมด็เลือดขำวของคน Jurkat cells  แต่ไม่เป็นพิษต่อเซลลเ์มด็เลือดขำวปกติของคน peripheral 
blood mononuclear cells  

แมงลกัคำจึงเป็นวชัพืชในประเทศไทย (ประเทศอินเดียและอฟัริกำใชเ้ป็นพืชสมุนไพร) ท่ี
น่ำสนใจศึกษำเพิ่มเติมในอีกหลำยประเด็นเพื่อใหไ้ดห้ลกัฐำนทำงวทิยำศำสตร์มำสนบัสนุนใหมี้กำร
พฒันำใชใ้หเ้ป็นประโยชน์ทำงเภสัช กำรแพทยแ์ละอุตสำหกรรมอำหำรต่อไป 
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กรกช อินทรำพิเชฐ (2558) บทท่ี 3 พฤกษเคมี ฤทธ์ิตำ้นออกซิเดชนั และ ควำมเป็นพิษต่อเซลลมี์ชีวติ
ใน รำยงำนวจิยัเร่ือง ฤทธ์ิตำ้นออกซิเดซัน่และตำ้นกำรเจริญเซลลม์ะเร็งของแมงลกัคำ 
Antioxidant activities and anti-cancer cell proliferation of mintweed. SUT 1-104-48-24-01. 

 



  
 

บทที ่4 
 

การชักน าการตายแบบอะพอพโทซิสของเซลล์สายพนัธ์ุมะเร็งเม็ดเลือดขาว 
Apoptotic induction in human T lymphocyte leukemia cells (Jurkat cells) 

  
3.1 ค าน า  

จากผลการวเิคราะห์ในบทท่ี 3 ยนืยนัไดว้า่สารสกดัใบแมงลกัคามีศกัยภาพของสาร 
antioxidants ท่ีมีคุณสมบติั lipid peroxidation inhibition โดยสามารถยบัย ั้ง Fe (II)-induced lipid 
peroxidation ของ polyunsaturated fatty acid ไดดี้กวา่สารสกดัเมล็ดแมงลกัคา และ antioxidant 
standard และสารสกดัใบแมงลกัคามีฤทธ์ิเป็นสาร cytotoxic agents สามารถท าใหเ้ซลลส์ายพนัธ์ุ
มะเร็งเมด็เลือดขาว Jurkat cells ไม่เจริญ/ตาย แต่ไม่มีผล cytotoxicity ต่อเซลลเ์มด็เลือดขาวปกติ 
PBMCs ดงันั้นในการวเิคราะห์หาปัจจยัชกัน าการตายแบบอะพอ็พโตซิส (apoptotic induction) จึง
วเิคราะห์เฉพาะฤทธ์ิของสารสกดัใบแมงลกัคาต่อ apoptotic inductionใน Jarkat cells ซ่ึงไดรั้บการ
ตีพิมพใ์นวารสารนานาชาติ จึงขอเสนอบทความน้ีเป็นส่วนหน่ึงในรายงานวจิยัฉบบัสมบูรณ์ของ
โครงการวจิยั 

 
3.2 วตัถุประสงค์ 

เพื่อวเิคราะห์หากลไกท่ีเป็นสาเหตุชกัน าการตายของเซลลส์ายพนัธ์ุมะเร็งเซลลเ์มด็เลือดขาว
ของคน human T lymphocyte leukemia - Jurkat cells ตายแบบ apoptosis หลงัไดรั้บสารสกดัใบ
แมงลกัคาหลายความเขม้ขน้ โดยวเิคราะห์  

1)  Cell morphology ดู chromatin condensation และ nuclear fragmentation 
2) DNA fragmentation 
3) Apoptotic proteins ท าส าคญั – Caspace-9, Bcl-2 และ Bax 
 

อุปกรณ์และวธีิการ,  ผลการทดลองและ วจิารณ์ผล,  สรุปผลการทดลอง, และ เอกสารอ้างองิ 
ในบทความเร่ือง  
“Cytotoxicity and apoptotic induction on mintweed (Hyptis suaveolens L. Poit) leaf extracts on 
human T-leukemia cell line, Jurkat cells”  
World journal of pharmacy and pharmaceutical sciences, 3 (3): 304-317. ISSN 2278 – 4357, 2014  
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ABSTRACT 

Mintweed, Hyptis suaveolens L. Poit, leaf ethanolic and water extracts 

(MLE/e and MLE/w) were investigated for cytotoxic effect and 

apoptotic cell death induction in human T-leukemia cell line, Jurkat 

cells. The cytotoxicity was evaluated by Alamar blue assay and the 

apoptosis was detected for nuclear blebbing by Hoechst 33258 

staining, DNA fragmentation by SDS-PAGE and related apoptotic 

protein expression by Western blot analysis. MLE/e and MLE/w 

significantly reduced the viability of Jurkat cells in concentration 

dependent manner with IC50 values of 553.52  14.07 and 912.06   

16.86 g/ml, respectively. The cell nuclei and nucleosome breakages were detectable as 

nuclear blebbing and ladders of DNA fragments. Concurrently, Western analysis 

demonstrated that MLE/e and MLE/w up-regulated Caspase-9, Bcl-2 and Bax expressions. In 

addition, MLE/e was likely to enhance the growth of normal peripheral blood mononuclear 

cells, PBMCs, at lower concentrations with IC50 value of 1,356.17  136.78 g/ml. This 

study is the first report on the cytotoxic and the apoptotic properties of the mintweed extracts 

on T lymphocyte leukemia. This can be further studied and clinically developed for 

immunomodulative agents and cancer preventive and therapeutic drugs. 

 
Key words: Cell proliferation, Nuclear blebbing, DNA fragmentation, Apoptotic proteins. 

  
INTRODUCTION 

Cancer is a disease of worldwide importance as it is the leading cause of death. It is a 

complex disease and closely related to the abnormality of the intracellular transduction of 

signaling system [1]. Successful cancer treatments by anticancer drugs have been evident, but 
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effective therapeutic agents act at molecular level for many cancer types are awaiting for 

identification and development [2]. Naturally occurring chemopreventive agents can induce 

apoptosis of cancer cells without side effects. Thus, actively novel phytochemicals are of 

interest to search and apply for cancer prevention and cure [3]. Mintweed, Hyptis suaveolens 

L. Poit, belongs to the family Lamiaceae and it is aromatic. It is native to tropical America 

and now it is considered a worldwide weed [4]. In Thailand, this plant is locally named 

“maeng lak kha”. It is a fast-growing perennial herb which is found in dense clumps along 

roadsides, in over-grazed pastures and around stockyards. Almost all parts of mintweed are 

used in traditional medicine for treatment of various symptoms such as gastrointestinal 

disorders, respiratory tract infections, colds, pain, fever, cramps, and skin diseases [5]. Its 

leaves have been utilized as a stimulant, carminative, sudorific, galactogogue, and as a cure 

for parasitic cutaneous disease [6]. It was also reported to possess anti-HIV [7], antiparasitic 

activity [8]. The plant also possessed antimicrobial [9], antifungal [10], antiplasmodial [4, 

11], antinociceptive [12], antidiarrhoeal [13], anti-hyperglycemic [14], anti-inflammatory 

[15], and anticancer activities [16]. Mintweed extracts comprised of alkaloids, glycoside, 

saponin, tannins and flavonoids as major active constituents [13], sabinene, limonene, 

biclyclogermacrene, -phellandrene and 1,8-cineole  [17], 1,8-cineole, (E)-caryophyllene, 

spathulenol [18]. The extracts also exhibited insecticidal activity against rice weevils, 

Stitophilus oryzae [19] and mosquitoes, Aedes aegypti [20]. 

 
However, there are no mechanisms of mintweed extracts acting on cytotoxicity and apoptosis 

of cancer cell lines available. Thus, the present study aimed to investigate the actions of 

mintweed leaf ethanolic and water extracts on viability and apoptotic induction in Jurkat 

human cancer cell line. 

 
MATERIALS AND METHODS 

Chemicals 

Alamar blue, Hoechst 33258 and SeeBlue® Plus2 prestained standard were purchased from 

Invitrogen (California, USA). Histopaque-1077, ribonuclease A, bovine pancreas, 

acrylamide, and bis-acylamide were purchased from Sigma-Aldrich Company Ltd. (St. Louis 

MO, USA). Dimethylsulfoxide (DMSO) and formaldehyde were obtained from Amresco 

(Ohio, USA). Phenol: chloroform: isoamyl (25:24:1) solution and Super Signal West Pico 

chemilluminesence substrate were from Thermoscientific (Lillinos, USA). Proteinase K, 

agarose, and Lambda DNA/Hind III marker were purchased from Promega (Wisconsin, 
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USA). Ethidium bromide was purchased from Bio-Rad (California, USA). Bovine serum 

albumin (BSA), fraction V and TEMED were from BDH Chemicals (Yorkshire, England). 

Protease inhibitor cocktail was from Roche (Mannheim, Germany).  All antibodies were 

obtained from Santa-Cruz Biotechnology (California, USA). Nitrocellulose membranes were 

obtained from Amersham Biosciences (Vienna, Austria). RPMI 1640, penicillin-

streptomycin, Hepes and fetal bovine serum (FBS) were obtained from Gibco (New York, 

USA).   

 
Plant extraction 

Mintweed, H. suaveolens, leaves were collected on Suranaree University of Technology 

campus, Nakhon Ratchasima, Thailand, in October 2008. The plant was kindly identified by 

Professor Dr. Pranom Chantaranothai, Faculty of Science, Khon Kaen University, Thailand 

and the voucher specimens were in the Forest Herbarium, Royal Forest Department, 

Bangkok, Thailand. The leaves were washed, sun dried, ground into fine powder. Fifty grams 

of the leaf powder were extracted in 500 mL of 70% ethanol or water in Soxhlet extraction 

apparatus for 24 h. The extract was filtered, evaporated (Buchi Instruments, Switzerland) and 

lyophilized into powder (Freeze-zone 12 plus, Labconco Corporation, Missouri, USA) and 

then stored at -20°C until used. The powder extract (MLE/e and MLE/w) was dissolved in 

0.2% DMSO in RPMI 1640.  

 
Cell culture  

Human T lymphocyte leukemia cell line, Jurkat E6.1, was purchased from Cell Line Services 

(Eppelheim, Germany). Whole blood from healthy donors was a kind gift from the Blood 

Bank of the Thai Red Cross Society, Nakhon Ratchasima. Peripheral blood mononuclear 

cells (PBMCs) were separated by density-gradient centrifugation in Histopaque-1077 at 400g 

for 30 min at room temperature. The PBMCs in the opaque interface were transferred into a 

15-ml conical centrifuge tube, washed in PBS, pH 7.4, and collected by centrifugation at 

250g for 10 min. the Jurkat cells and the PBMCs were cultured in RPMI 1640 medium 

containing 10% fetal bovine serum, 1 mM sodium pyruvate, 100 IU/ml penicillin and 100 

µg/ml streptomycin under a humidified atmosphere of 95% air and 5% CO2 at 37°C. 

 
Cell growth and viability 

Cell viability was determined by Alamar blue (AB) assay as described by Berntsen et al. [21]  

with slight modification. Jurkat cells of 2.5x104 cells/well and PBMCs of 1x105 cells/well 

were cultured in a 96-well plate, black clear bottom (Costar, Corning Incorporated, NY, 
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USA) and treated with varying concentrations of mintweed leaf ethanolic and water extracts 

(MLE/e and MLE/w) at 100 µl/well.  After incubation for 24 h, 10 µl of AB was added and 

incubated for 4 h.  The fluorescence of the assayed solution was measured at excitation 

wavelength at 540 nm and emission wavelength at 590 nm in spectrofluorometer (Spectra 

MAX Gemini EM, Molecular Devices, California, USA). Vehicle control of 0.2% (v/v) 

DMSO in culture medium was used as a negative control.  Blank was set using wells without 

cells and subtracted as background from each sample.  The experiments were performed in 

three replicates and the percentage of cell viability was calculated as following: 

 

         100% 




blankofeFluoresenccontrolofeFluoresenc
blankofeFluoresencsampleofeFluoresencviabilityCell  

 
The percentage of cell viability was plotted against various concentrations of the extracts. 

The concentration of the extracts effectively inhibits 50% of cell viability (IC50) was 

determined. 

 
Nuclear morphological observation 

Cell nuclear morphological change was observed using the method of Chen et al. [22]. Jurkat 

cells of 2.5×104 cells/well were cultured in a 96-wells plate and incubated with different 

concentrations of MLE/e and MLE/w for 24 h. The cells were washed twice with PBS, pH 

7.4, fixed with 4% formaldehyde for 20 min at room temperature and then washed with PBS. 

The cells were stained with 10 µg/ml of Hoechst 33258 in PBS containing 0.1% triton x-100 

and left in the dark at 37°C for 30 min.  The cells were washed with PBS, observed and then 

photographed immediately under the inverted fluorescence microscope (Olympus IX51 with 

Digital Camera DP50 and View Finderlite Program, Olympus Corporation, Japan). 

 
DNA fragmentation  

DNA fragmentation was observed as described by Itoh et al. [23] with slight modification.  

Jurkat cells, 1x106 cells/well, were cultured in a 6-well plate and treated with the extracts. 

The cells were harvested by centrifugation at 700g and lysed with lysis buffer containing 10 

mM Tris-HCl, pH 8, 0.1M NaCl, 1 mM EDTA, and 1% SDS. 100 µg/ml Proteinase K was 

added and incubated at 56°C for 4 h.  DNA was extracted twice with equal volume of phenol: 

chloroform: isoamyl (25:24:1) solution. The upper layer was collected, to which 3M sodium 

acetate was added at a 1:10 (v/v) ratio and then precipitated with 2.5 volume of absolute 

ethanol and kept in -20°C, overnight. DNA pellet was collected by centrifugation at 14,000g, 



www.wjpps.com           Vol 3, Issue 3, 2014.                   
         

 

308 

 

Indrapichate et al.                      World Journal of Pharmacy and Pharmaceutical Sciences 

4°C for 30 min, washed twice with cold 70% ethanol and then dried.  DNA was resuspended 

in Tris-EDTA (TE) buffer containing 10 mM Tris-HCl, 1mM EDTA. DNA of 5 µg was 

mixed with 100 µg/ml RNase A and incubated at 37°C for 30 min.  Loading dye was added 

to samples at the ratio of 1:5 (v/v). DNA fragments were separated on a 1.5% agarose gel 

electrophoresis at constant voltage of 70 V for 90 min.  The DNA gel was stained with 

ethidium bromide and the DNA pattern was visualized under UV light, and photographed. 

 
Western blot analysis  

Jurkat cells, 4x106 cells, were treated with the extracts, incubated for 12 and 24 h. The cells 

were harvested, washed twice with PBS and lysed with lysis buffer containing 50 mM Tris, 

pH 8, 150 M NaCl, 5 mM EDTA, 0.5% NP-40, 0.5 mM PMSF, and protease inhibitor 

cocktail for 30 min on ice. The cell lysate was collected by centrifugation at 16,000g, 4°C for 

30 min. The lysate protein was quantified by Bradford assay [24].  The lysate protein (40 µg) 

was separated on 12% SDS-PAGE gels at constant voltage of 120 V for 150 min and then 

electrically transferred onto a nitrocellulose membrane at 400 mA, 4°C for 4 h. The blot was 

blocked with   BSA solution (BSA of 3% for Caspase-9 and 5% for Bcl-2, Bax and actin) 

containing 0.1% Tween-20 in Tris-buffered saline (TBST) for 1 h at room temperature. The 

blot was washed with TBST and incubated with the primary antibodies against anti-mouse 

Bcl-2, Bax (1:1000) or Caspase-9 (1:500) in TBST containing BSA for 3 h at room 

temperature.  Then, the blot was washed thrice in TBST and incubated with the secondary 

goat anti-mouse IgG-horseradish peroxidase-conjugated antibody (1:10000) in TBST-BSA 

for 1 h at room temperature.  The blot was washed thrice with TBST and twice with TBS, 

incubated in chemilluminescent detection solution for 5 min and then autoradiographed on X-

ray films. 

 
RESULTS 

Cytotoxicity of mintweed leaf extracts on Jurkat cells and PBMCs 

The cytotoxic effects of mintweed leaf ethanolic and water extracts (MLE/e & MLE/w) on 

Jurkat cells and PBMCs proliferation were determined by Alamar blue assay for 24 h.  

MLE/e treatment at 200 g/ml and higher concentrations reduced the viability of Jurkat cells 

in a dose dependent manner. On the contrary, 200 g/ml MLE/e activated the proliferation of 

PBMCs as compared to the growth of Jurkat cells and the control. The number of PBMCs 

gradually declined as increasing the amount of MLE/e (Figure 1, A). At highest concentration 

of MLE/e, 800 g/ml, the reduction of Jurkat cells was approximately 11 fold of the control, 
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but the proliferation of PBMCs was merely equal to the control. The IC50 values of MLE/e at 

24 h on Jurkat cells and PBMCs were 553.52 ± 14.07 and 1,356.17 ± 136.78 µg/ml, 

respectively. The proliferative reduction of MLE/w on both cell types was required higher 

concentration than MLE/e and exhibited as concentration dependence (Figure 1, B). 

However, the cytotoxic reduction on Jurkat cells was slightly higher than that on PBMCs. 

The IC50 values of MLE/w, 24 h, on Jurkat cells and PBMCs were 912.06 ± 16.86 and 

1,140.52 ± 6.05 µg/ml respectively. Thus, both MLE/e and MLE/w inhibited the viability of 

Jurkat cells, the human T-leukemia cells. MLE/e was likely to stimulate the growth of 

PBMCs as opposed to MLE/w which significantly inhibited the growth of PBMCs (Figure 2, 

A and B).   

 

 
Figure 1. Cytotoxic effect of mintweed leaf extracts on human leukemia T cells (Jurkat 
cells) and normal peripheral blood mononuclear cells (PBMCs) evaluated by Alamar 
blue assay for 24 h.  (A), the effects of MLE/e on Jurkat cells and PBMCs. (B), the 
effects of MLE/w on Jurkat cells and PBMCs. Data were means of % cell viability ± SD, 
n = 3. 
Apoptotic effect of mintweed leaf extracts on Jurkat cells 

To obtain cell morphological changes as a result of apoptotic induction by mintweed leaf 

extracts, Jurkat cells treated with MLE/e and MLE/w were stained with Hoechst 33258. 
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Chromatin condensation and nuclear fragmentation caused nuclear blebbing were observed 

(arrows in Figure 2, B-D and F-H). MLE/e effectively induced nuclear blebbing in Jurkat 

cells at approximately twice lower concentration than MLE/w. The lowest effective 

concentration of MLE/e was 400 g/ml (Figure 2, B) and of MLE/w was 800 g/ml (Figure 

2, F).  

 

 
Figure 2. Apoptotic effect of mintweed leaf extracts on Jurkat cells at 24 h. The 
apoptotic cells were arrowed. A and E, control; B, MLE/e 400 µg/ml; C, MLE/e 600 
µg/ml; D, MLE/e 800 µg/ml; F, MLE/w 800 µg/ml; G, MLE/w 1,000 µg/ml; H, MLE/w 
1,200 µg/ml. The results were from three independent experiments (magnification 
400x). 
 DNA fragmentation in Jurkat cells   

DNA fragmentation of cells indicates the apoptotic cell death. Mintweed leaf extracts were 

able to induce DNA fragmentation in Jurkat cells in dose- and time-dependent manner 
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(Figure 3). MLE/e was required less amount but more intense in DNA fragmentation than 

MLE/w (Figure 3, A and C). MLE/e at 400 g/ml produced few DNA fragments or 

nucleosomes at 24 h. The more extract the more DNA band intensity was appeared and DNA 

smearing was observed at 800 g/ml MLE/e treatment (Figure 3, A).  

 
MLE/w, from 800 µg/ml to 1,200 g/ml, showed similar DNA band profiles as produced by 

MLE/e, but much less intensity (Figure 3, C). In addition, the nucleosomes were early 

detected at 6 h of 600 g/ml MLE/e treatment as compared to 1,000 g/ml MLE/w 

treatments (Figure 3, B and D).     

 

 
Figure 3.  DNA fragmentation in Jurkat cells induced by minweed leaf extracts with 
varying concentrations and times. DNA fragments were separated on 1.5% agarose gel 
electrophoresis and stained with ethidium bromide. Each band indicates a nucleosome 
of a chromosome. A, MLE/e treatment at 400-800 g/ml, 24 h; B, 600 g/ml MLE/e 
treatment at 6-24 h;  C, MLE/w treatment at 800-1200  g/ml, 24 h; and D, 1,000 µg/ml 
MLE/w treatment at 6-24 h;  M, marker; C, control. The results were from three 
independent experiments. 
 Western blot analysis for Caspase-9, Bcl-2 and Bax  

Cell apoptosis is mechanically regulated by a numbers of proteins including Caspase and Bcl-

2 protein families. Thus, to make certain that the mintweed leaf extracts induced apoptosis in 
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human leukemia T cells, besides the reduction in cell viability and DNA breakage, the 

expression of somes related apoptotic proteins, i.e., Caspase-9, Bcl-2 and Bax were observed. 

MLE/e at 400 g/ml induced Caspase-9 and Bax at 12 h and Bcl-2 at 24 h (Figure 4, A). 

However, 600 g/ml MLE/e at 24 h incubation markedly abolished the expression of 

Caspase-9, Bcl-2 and Bax.  

 
MLE/w was required two fold of MLE/e concentration to induce these proteins (Figure 4, B). 

MLE/w did not affect the expression of Caspase-9 at 12 h, but intensely affected at 24 h 

incubation. The expression of Bcl-2 was not affected by MLE/w treatment throughout the 

incubation periods, Bax was notably induced at 12 h and dramatically increased at 24 h.   

 

 
 

Figure 4. Western blot analysis for the effect of mintweed leaf extracts on the expression 
of Caspase-9, Bcl-2 and Bax in Jurkat cells. The cell lysate, 40 g,  was separated on 
12% SDS-PAGE and immunobloted. A, MLE/e treatment at 400 and 600 g/ml. B, 
MLE/w treatment at 800 and 1000 g/ml. Two independent experiments were 
performed. -actin was used as protein loading control. 
 
DISCUSSION 

Mintweed (Hyptis suaveolens) is widely used in folk medicine in Latin American and Asian 

countries. Its leaf extracts were separated for the active compounds. Diterpenoid was 

determined and tested for the activities of anti-inflammation [5], antiplasmodium [4], and 

wound healing [25]. The aerial part ethanolic and hexane extracts [26] and the leaf hexane 

extract [27] of this plant possessed gastroprotective activity.  

Our study is the first report demonstrated that mintweed leaf ethanolic and water extracts 

were able to inhibit the growth and induced the apoptotic death of human T-cell leukemia cell 

line, Jurkat cells, evident by cell nuclear blebbing and DNA fragmentation. Western blot 
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analysis showed that the extracts up-regulated Caspase-9, Bcl-2 and Bax expression. These 

results concurrently agreed with and supported by previous evidences that Caspase-9, an 

initiator for apoptoic execution and linked protein to mitochondrial death [28, 29, 30, 31]; 

Bcl-2, a regulator for the permeabilization of mitochondrial outer membrane [32, 33, 34]; and 

Bax, an apoptotic regulator and a Bcl-2 antagonist inducing the release of cytochrome c from 

mitochondia [35, 36] synchronously induced apoptotic cell death.  

 
Interestingly, our study demonstrated that mintweed leaf ethanolic extract (MLE/e) was likely 

to activate the proliferation of normal peripheral blood mononuclear cells (PBMCs), which 

could benefit to immunomodulation. This finding was corresponding to the stimulatory effect 

of the arial part water extract of H. suaveolens on the proliferation of PBMCs and the 

enhancement of NK cell activity [37]. Oppositely, our study demonstrated that MLE/e of this 

plant was cytotoxic and induced DNA fragmentation in Jurkat cancer cell line, which was 

supported by the growth inhibition of Ehrlich Ascites carcinoma cells [16]. Menthol and 

linalool isolated from leaf ethyl acetate extract of H. suaveolens inhibited the growth of 

human breast cancer cells (MCF-7) [38]. In addition, a novel compound (lignan-related 

agent) obtained from the ether/water extract of the aerial part of H. verticillata was reported 

that it was highly cytotoxic to Jurkat cells and adult T-cell leukemia cell line, S1T, and 

induced expression of apoptotic proteins, Caspase-3, Caspase-9 and Bax  [39]. The 

methanolic extract of H. verticillata also inhibited the growth and induced the apoptosis of 

S1T cells [40]. Therefore, it is suggested that mintweed Hyptis suaveolens extracts are 

selectively beneficial to both abnormal cancer and normal human cells depeding on the 

extract solvents which could pulled out different phytochemicals for different purposes.   

 
CONCLUSION 

The present study demonstrated that both mintweed (Hyptis suaveolens) leaf ethanolic and 

water extracts possessed potent cytotoxic and apoptotic effects on T lymphocyte cancer cell 

line, Jurkat cells. The cell viability was significantly decreased. The cytotoxic IC50 values of 

MLE/e and MLE/w were 553.52  14.07 and 912.06  16.86 g/ml, respectively. The 

apoptotic characteristics were detectable as cell nuclear blebbing, DNA fragmentation and 

up-regulation of Caspase-9, Bcl-2 and Bax proteins. The leaf ethanolic extract was likely to 

enhance the growth of normal immunological cells. Thus, mintweed ought to be further 

studied and searched for different active phytochemicals for immunomodulation  and cancer 

prevention and therapy.   
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บทที ่5 
 

สรุปผลการทดลอง 
 
5.1  Lipid peroxidation inhibition  

สารสกดัใบแมงลกัคาดว้ยเอทธานอล (MLE/e) ยบัย ั้ง lipid peroxidation ใน Fe (II)-induced lipid 
peroxidation ท่ี IC50, 24 ชม. เท่ากบั 5.43 ± 0.37 g/mL ซ่ึงดีกวา่สารมาตรฐาน Catechin ท่ีมีค่า IC50 17.92 
± 0.18 g/mL สารสกดัใบแมงลกัคาดว้ยน ้า (MLE/w) มีประสิทธิภาพยบัย ั้งไดเ้ท่ากบัสารมาตรฐาน มีค่า 
17.45 ± 0.21 g/mL ส่วนสารสกดัเมล็ดแมงลกัคาเป็น lipid peroxidation inhibitors ท่ีค่อนขา้งอ่อนถึง
อ่อนมาก  MSE/e มีค่า IC50 35.95 ± 1.78 g/mL และ MSE/w มีค่า IC50 725.48 ± 17.81 g/mL  

ดงันั้น MLE/e และ MLE/w จึงเป็น lipid peroxidation inhibitors ท่ีมีศกัยภาพสูงในการป้องกนั
ไขมนัในเยือ่เซลลแ์ละเยือ่ชีวภาพของ organelles อ่ืนในเซลลไ์ม่ใหถู้กท าลายจากสาร oxidants  

 
5.2  Cytotoxicity  

5.2.1 Cytotoxicity to T lymphocyte leukemia cell line - Jurkat cells 
MLE/e และ MLE/w แสดงฤทธ์ิความเป็นพิษต่อเซลล ์(cytotoxicity) สายพนัธ์ุมะเร็งเซลลเ์มด็

เลือดขาวของคน Jurkat cells โดยยบัย ั้งการเจริญของเซลล์เพาะเล้ียงตามความเขม้ขน้ของสารสกดั หรือ 
dose dependent ในขณะท่ี MSE/e และ MSE/w แสดงความเป็นพิษต ่ากวา่มาก ประสิทธิภาพของสารสกดั
ทั้ง 4 เรียงตามล าดบัดงัน้ี MLE/e > MLE/w > MSE/e > MSE/w โดยมีค่า IC50 ท่ี 24 ชม. 553.52 ± 14.0; 
912.06 ± 16.86; 2,385.95 ± 81.28; และ 5,813.45 ± 111.25 µg/mL เรียงตามล าดบั ในขณะท่ีสารมาตรฐาน

มีค่า IC50 339.74 ± 14.55 µg/mL 
MLE/e และ MLE/w มีพิษ cytotoxicity นอ้ยกวา่สารมาตรฐาน Catechin 1.63 และ 2.68 เท่า

ตามล าดบั  
 

5.2.2 Cytotoxicity to peripheral blood mononuclear cells (PBMCs) 
MLE/e และ MLE/w แสดงฤทธ์ิ cytotoxicity ต่อเซลลเ์มด็เลือดขาวปกติของคน PBMCs สูงกวา่

ฤทธ์ิของ MSE/e และ MSE/w ฤทธ์ิของสารสกดัทั้ง 4 ชนิดเป็นแบบ dose dependent   ประสิทธิภาพของ 
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cytotoxicity เรียงล าดบัดงัน้ี MLE/w > MLE/e > MSE/e > MSE/w และค่า IC50 ท่ี 24 ชม.ดงัน้ี 1,140.52 ± 
06.05; 1,356.17 ± 136.78; 2,920.68 ± 155.38; 5,813.45 ± 111.25 µg/mL ทั้งน้ี cytotoxicity ของ MLE/e 
และ MLE/w ไม่ต่างกนัอยา่งมีนยัส าคญั  Catechin มีค่า IC50  647 ± 12.76 µg/mL  

ระดบัความแรงของพิษ cytotoxicity ของสารสกดัใบและเมล็ดแมงลกัคาต่อ PBMCs ต ่ามากเม่ือ
เทียบกบัพิษของสารมาตรฐาน Catechin และเทียบกบัพิษสารสกดัเหล่าน้ีต่อ Jurkat cells  ยิง่กวา่นั้นสาร
สกดัใบและเมล็ดแมงลกัคาดว้ยเอทธานอลมีแนวโนม้กระตุน้การเจริญของ PMBCs 
  
 สรุปไดว้า่ สารสกดัใบแมงลกัคามีคุณสมบติัเป็นสาร antioxidants แสดงบทบาทเป็น inhibitors ท่ี
สามารถยบัย ั้งปฏิกิริยาลูกโซ่ของ lipid oxidation ซ่ึงใหผ้ลผลิต reactive oxygen species (ROS) ท าลาย 
DNA, โปรตีน และ ไขมนั ในเซลล ์ ไขมนัเป็นสารประกอบหลกัส าคญัของเยือ่เซลลแ์ละเยือ่ชีวภาพของ 
organelles ทุกชนิดในเซลลส่ิ์งมีชีวติ  สารสกดัแมงใบลกัคามีฤทธ์ิดา้น cytotoxicity ยบัย ั้งการเจริญหรือท า
ใหเ้ซลลส์ายพนัธ์ุมะเร็งเซลลเ์มด็เลือดขาวของคนตาย แต่ไม่มีพิษต่อเซลลเ์มด็เลือดขาวปกติของคน จาก
หลกัฐานการวจิยัน้ึจึงสมควรศึกษาวจิยัสารสกดัใบแมงลกัคาใน primary tumor/cancer cells ปัจจยัอ่ืนๆ 
รวมทั้งศึกษาในสัตวเ์ล้ียงลูกดว้ยนมหรือคนจนสามารถท าเป็นผลิตภณัฑป้์องกนัการเกิดมะเร็งหรือเป็นยา
รักษามะเร็งในคนต่อไป 
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