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บทคดัย่อ 

แมงลกัคาหรือกระเพราผี (Hyptis suaveolens) เป็นวชัพืชท่ีเจริญแพร่หลายตามขา้งถนนและ

ไร่เกษตรทัว่ไป ในภูมิปัญญาพื้นบา้นมีการใชแ้มงลกัคารักษาโรคหลายอาการ จึงเป็นพืชท่ีน่าสนใจ

น ามาศึกษาวจิยัในระดบัเซลลเ์พื่อน าไปพฒันาใชป้ระโยชน์ต่อไป วตัถุประสงคข์องการวจิยัคร้ังน้ี เพื่อ

ศึกษาหาสารทุติยภูมิและคุณสมบติัทางชีววิทยาของสารสกัดแมงลกัคาต่อระดับเซลล์และระดบั

โมเลกุลในเซลลป์กติและเซลลม์ะเร็งสายพนัธ์ุของคน การทดลองประกอบดว้ย 

1) วเิคราะห์หาสารทุติยภูมิในสารสกดัใบและเมล็ด 

2) วดัปริมาณ total phenolic compounds และ total flavonoid content ในสารสกดั 

3) วเิคราะห์คุณสมบติั antioxidant activity ของสารสกดั 

4) วเิคราะห์หาคุณสมบติั cytotoxicity ของสารสกดั 

5) วเิคราะห์ฤทธ์ิต่อการเจริญเพิ่มจ านวนของเซลลป์กติและเซลลม์ะเร็งสายพนัธ์ุ 

6) วเิคราะห์ฤทธ์ิต่อวฎัจกัรเซลลแ์ละปัจจยัควบคุมวฎัจกัรเซลล ์

7) วเิคราะห์ฤทธ์ิการชกัน าใหเ้กิดการตายแบบฆ่าตวัตาย (apoptosis) ของเซลลม์ะเร็งสายพนัธ์ุ 

สารทุติยภูม ิคุณสมบัติ antioxidation   และ cytotoxicity ของสารสกดัแมงลกัคา 

 สารสกดัใบและเมล็ดแมงลกัคาซ่ึงสกดัดว้ย ethanol และดว้ยน ้า แยกวเิคราะห์ดว้ย Thin layer 

chtomatography (TLC) และ specific reagent testing  สารสกดัใบ MLEs และสารสกดัเมล็ด MSEs มี 

phenolics, terpenoids, และ essential oils ยกเวน้ MSE/w  มี saponins โดยเฉพาะในสารสกดัเมล็ด  สาร

สกดัทุกชนิดมีคุณสมบติัเป็นสาร antioxidant 

 สารสกดัใบแมงลกัคามี total phenolic compounds (TPC) และ total flavonoids (TF) มากกวา่

สารสกดัจากเมล็ด   MLEs มี TPC 319.45 ± 8.67 - 370.07 ± 7.10 mg GAE/g dried extract มี TF 240.81 

± 5.01 - 278.81 ± 3.40 mg CAE/g dried extract;  MSEs มี TPC 77.02 ± 2.05 - 135.92 ± 2.17 mg GAE/g 

dried extract มี TF 15.38  ± 0.21 - 86.28  ± 0.67 mg CAE/g dried extract 

Antioxidant activity ของสารสกัดแมงลักคา วิเคราะห์โดย free radical scavenging DPPH 

และ ferric reducing ability power (FRAP) สารสกัด MLEs มี activity สูงกว่าสารสกัด MSEs โดย 

MLEs มี DPPH activity, IC50 9.26 ± 0.08 - 10.89 ± 0.70 ug/ml และมี FRAP 6.27 ± 0.03 - 8.52 ± 0.44 

uM FeSO4/mg และ MSEs มี DPPH activity, IC50 32.85± 0.05 - 147.17 ± 1.67 ug/ml และมี FRAP 2.01 

± 0.35 - 1.36 ± 0.00 uM FeSO4/mg คุณสมบติั antioxidant activity ของสารสกดัแมงลกัคาสอดคลอ้ง

กบัปริมาณ TPC และ TF ท่ีมีในสารสกดั 
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 สารสกดัแมงลกัคาทั้งหมดไม่มีพิษระดบัเซลล์ต่อกุง้ฝอยและเซลล์ปกติโดยเปรียบเทียบกบั

สารมาตรฐาน ascorbic acid ซ่ึงมี LC50 13.77 ug/ml  ในขณะท่ี Cytotoxicity, LC50 ของ MLE/e 360.48 

ug/ml; ของ MLE/w 1,282.47 ug/ml; ของ MSE/e 708.26 ug/ml และ ของ  MSE/w 470.60 ug/ml  

 

อทิธิพลของสารสกดัแมงลกัคาต่อการเพิม่จ านวนเซลล์ วฏัจักรเซลล์ และ การตายของเซลล์ 

 วิเคราะห์ cell proliferation ด้วย AlamarBlue  (AB) assay พบว่าสารสกัดแมงลักคา MLE/e 

เพิ่มจ านวนเซลล์ (proliferation) ของเซลล์เม็ดเลือดขาวปกติ peripheral blood mononuclear cells 

(PBMCs), IC50 24 ชม 1,356.17 ± 136.78 ug/ml  ในทางตรงข้ามสารสกัดยบัย ั้ง proliferation ของ

เซลล์มะเร็งเม็ดเลือดขาวสายพนัธ์ุ Jurkat human T leukemia cells ทั้งน้ี MLEs แสดง antiproliferative 

effect สูงกว่า MSEs  ฤทธ์ิของสารสกัดทั้ งหมดต่อ Jurkat cells และเพิ่มมากข้ึนตามความเข้มข้น 

(dose-dependent manner)  เรียงประสิทธิภาพจาก IC50 ท่ี 24 ชม ดงัน้ี MLE/e (553.52 ± 14.07 µg/ml) 

 MLE/w (912.06 ± 16.86 µg/ml)  MSE/e (2,385.95 ± 81.28 µg/ml)  MSE/w (5,813.45 ± 111.25 

µg/ml) นัน่คือสารสกดัเมล็ดทั้ง MSE/e และ MSE/wไม่แสดง natiproliferation ต่อ Jurkat cells  เม่ือ
เลือกเฉพาะ MLE/e ทดลองกบัเซลลม์ะเร็งซ่ึงแนบติดจานเล้ียง 3 สายพนัธ์ุ   MLE/e ยบัย ั้ง proliferation 

แบบ dose-dependent manner   MLE/e  ยบัย ั้ง proliferation ของ MCF7 human breast cancer cells ดว้ย 

IC50 763.12 ± 9.51 µg/ml และของ HepG2 human hepatocellular carcinoma cells ด้วย IC50, 866.06 ± 

16.44 µg/ml    แต่ MLE/e ไม่ลดจ านวนเซลล์ PC3 human prostate cancer cells, IC50, 1 ,636.16 ± 

152.90 µg/ml  

 วเิคราะห์การหยดุของวฏัจกัรเซลล ์(cell cycle arrest) ดว้ยการแยกเซลล์ระยะต่างๆ ในวฏัจกัร

โดย Flow cytometer  สารสกดัใบแมงลกัคา, MLEs หยดุ cell cycle ของ Jurkat cells ท่ีระยะ G1 ท าให้

เซลลส์ะสมอยูท่ี่ Sub G1 และสะสมเพิ่มข้ึนแบบ dose- and time-dependent manner   สารสกดั MLE/e 

ท่ีความเขม้ขน้ 400, 600, และ 800 ug/ml, 24 h ท าให้เซลล์สะสมใน Sub G1 1.07%, 8.01%, 27.29% 

และ 63.10% ตามล าดบั  MLE/w ตอ้งการความเขม้ขน้สูงกว่าจึงแสดงฤทธ์ิ   MLE/w ท่ี 800, 1,000 

และ 1,200 ug/ml  มีเซลล์สะสมท่ี Sub G1 1.23%, 4.33%, 10.23% และ 22.38% ตามล าดบั จึงเลือกท่ี

ความเขม้ขน้ 600 ug/ml MLE/e บ่มกบั Jurkat cells ระหวา่ง  0, 6, 12, และ 24 ชม  เซลล์สะสมท่ี Sub 

G1 1.24%, 4.87%,  22.13% และ 28.06% ตามล าดบั และ 1,000 ug/ml MLE/w ท าให้เซลล์สะสมเพียง 

1.70%, 1.92%, 4.12%, และ 10.11% ตามล าดบั  ส่วน MSEs ไม่มีผลต่อ cell cycle  arrest ของ Jurkat 

cells ซ่ึงผลน้ีสอดคลอ้งกบัผลของ cell proliferation ขา้งตน้ 
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 เลือกเฉพาะ MLE/e ท่ี 400 ug/ml และ 600 ug/ml บ่มกบั Jurkat cells นาน 0, 1.5, 3, และ 6 ชม 

วิเคราะห์ protein lysate ด้วย SDS-PAGE และ Western blotting พบว่า MLE/e ท่ี 600 ug/ml ชักน า 

deregulation ของ Jurkat cell cycle factor แบบ dose- and time-dependent manner  โดยท าให้ Cyclin 

D1 เร่ิมลดลงท่ี 1.5 ชม  Cyclin E เร่ิมลดลงท่ี 3 ชม CDK4 ลดลงท่ี 6 ชม  CDK2 ไม่ปรากฏ expression 

ตั้งแต่ 1.5 ชม deregulation ของ proteins เหล่าน้ีสอดคล้องกับผลของ MLE/e ต่อ cell cycle arrest

 MLE/e ชักน า Jurkat cells ให้เกิด apoptosis ตรวจวิเคราะห์โดยการยอ้มเซลล์ด้วย Annexin 

V/propidium iodide และแยกดว้ย flow cytometer  เม่ือบ่มสารสสกดัท่ีความเขม้ขน้ 400, 600 และ 800 

ug/ml กับเซลล์นาน 24 ชม ชักน า apoptosis ทั้ งหมด 32.00%, 73.97% และ 93.27% ตามล าดับ           

เม่ือเลือก MLE/e ท่ี 600 ug/ml บ่มกบั cells นาน 0, 6, 12 และ 24 ชม ชกัน า apoptosis ทั้งหมด 17.55%, 

25.28% และ 74.00% ตามล าดบั ฤทธ์ิของ MLE/e ชักน า  apoptosis แบบ dose-and time-dependent 

manner  

  ดังนั้ น แมงลักคามีสาร phenolics, flavonoids และ essential oils ท่ีมีคุณสมบัติเป็นสาร 

antioxidants ไม่มี cytotoxicity เซลล์ปกติ  สารสกดัเพิ่มจ านวนเซลล์ปกติ  แต่สารสกดัใบมีศกัยภาพ

ยบัย ั้งการเพิ่มจ านวนเซลล์มะเร็งสายพนัธ์ุ Jurkat, MCF7 และ HepG2 โดยเฉพาะ MLE/e หยุดวฏัจกัร

เซลล์ของ Jurkat cells ท่ีระยะ G1 ลดปริมาณ CDK2, CDK4, Cycle D1 และ Cycle E  และชักน าให้

เซลล์ตายแบบ  apoptosis    แมงลกัคาจึงเป็นพืชหน่ึงท่ีมีศกัยภาพสูงท่ีจะวิจยัและพฒันาเพิ่มเติมอีก

หลายประเด็นรวมทั้งการทดลองทางคลินิกเพื่อใชป้ระโยชน์ทางการแพทยแ์ละเภสัชในการป้องกนั

และเป็นยารักษามะเร็งต่อไปได ้ 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

  
 

Abstract 

 
Mintweed (Maenglak-kha / Kraproawphee) (Hyptis suaveolens) is a weed that grows widely 

along road sides and farms. It is traditionally used to cure many symptoms. It is an interesting plant 
to be studied at cellular level for further applications. The purposes of this research were to determine 
secondary metabolites and biological properties at cellular and molecular levels in its extracts in 
normal and cancer cell lines. The studies were performed as followings. 

1) Analyzing secondary metabolites in leaf and seed extracts 
2) Measuring total phenolic compounds and total flavonoid content in the extracts 
3) Analyzing antioxidant activities of the extracts 
4) Analyzing cytotoxicity of the extracts 
5) Analyzing the proliferative effect on normal cells and cancer cell lines 
6) Analyzing the cell cycle effect and its control factors 
7) Analyzing the apoptotic induction on cancer cell lines  

 
Secondary metabolites, antioxidant property and cytotoxicity of the mintweed extracts 

Ethanol and water extracts of leaves and seeds of mintweed were separated and analyzed by 
thin layer chromatography (TLC) and specific reagent testing. The leaf extracts, MLEs and the seed 
extracts, MSEs possessed phenolics, terpenoids and essential oils, except in MSE/w. There is saponins 
only in the seed extracts. All extracts have antioxidant property. 

The mintweed leaf extracts contained more total phenolic compounds (TPC) and total 
flavonoid (TF) content than those of the seed extracts. MLEs had TPC 319.45 ± 8.67 - 370.07 ± 7.10 
mg GAE/g dried extract and TF 240.81 ± 5.01 - 278.81 ± 3.40 mg CAE/g dried extract. MSEs had 
TPC 77.02 ± 2.05 - 135.92 ± 2.17 mg GAE/g dried extract and TF 15.38 ± 0.21 - 86.28  ± 0.67 mg 
CAE/g dried extract. 

Antioxidant activity of the mintweed extracts were analyzed by free radical scavenging 
DPPD and ferric reduction ability power (FRAP). MLEs possessed DPPH activity, IC50 9.26 ± 0.08 - 
10.89 ± 0.70 ug/ml and FRAP 6.27 ± 0.03 - 8.52 ± 0.44 uM FeSO4/mg. MSEs contained DPPH 
activity, IC50 32.85± 0.05 - 147.17 ± 1.67 ug/ml and FRAP 2.01 ± 0.35 - 1.36 ± 0.00 uM FeSO4/mg. 
The antioxidant activities of the extracts were agreed with the amounts of TPC and TF. 
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All extracts did not express cytotoxicity on brine shrimp and normal cells as compared to 
ascorbic acid standard with LC50 of was 13.77 ug/ml. The cytotoxicity, the LC50 of MLEs was 360.48 
ug/ml; of MLE/w was 1,282.47 ug/ml; of MSE/e was 708.26 ug/ml; and of MSE/w was 470.60 ug/ml. 
 
Effect of mintweed extracts on cell proliferation, cell cycle and apoptosis 

Cell proliferation was analyzed by AlamarBlue (AB) assay. It appeared that MLE/e enhanced 
the proliferation of normal white blood cells, peripheral blood mononuclear cells (PBMCs), with IC50 
at 24 h of 1,356.17 ± 136.78 ug/ml. On the contrary, mintweed extracts against the proliferation of 
Jurkat human T leukemia cells by which the MLEs was higher than MLE/w. Their effects were dose-
dependent manner. Their IC50, 24 h, was orderly arranged as MLE/e (553.52 ± 14.07 µg/ml)  
MLE/w (912.06 ± 16.86 µg/ml)  MSE/e (2,385.95 ± 81.28 µg/ml)  MSE/w (5,813.45 ± 111.25 
µg/ml). MLE/e was selected to be tested with 3-surface attach cell lines, MLE/e reduced these cell 
lines as dose-dependent manner. It reduced proliferation of MCF7 human breast cancer cells with 
IC50, of 763.12 ± 9.51 µg/ml and of HepG2 human hepatocellular carcinoma cells with IC50, of  866.06 
± 16.44 µg/ml. However, MLE/e did not reduce the proliferation of PC3, its IC50, was 1,636.16 ± 
152.90 µg/ml.  

Cell cycle arrest was analyzed by separation of cells at different phases of cell cycle through 
flow cytometer. MLEs arrested Jurkat cell cycle at G1 phase causing the cells accumulated in sub G1 
in dose- and time-dependent manner. MLE/e at 400, 600, แ ล ะ  800 ug/ml, 24 h induced cell 
accumulation in Sub G1 1.07%, 8.01%, 27.29% and 63.10% respectively. MLE/w needed higher 
amount of the extracts to express their effects. MLE/w at 800, 1,000 แล ะ  1,200 ug/ml caused cell 
accumulation at Sub G1 1.23%, 4.33%, 10.23% and 22.38% respectively. MLE/e at 600 ug/ml was 
selected to treat Jurkat cells for 0, 6, 12 and 24 h, these caused the cells accumulated in Sub G1 1.24%, 
4.87%, 22.13% and 28.06%   respectively. MLE/w at 1,000 ug/ml made low cell accumulation, only 
1.70%, 1.92%, 4.12%, and 10.11% respectively. While MSEs did not exert their effects on Jurkat cell 
cycle arrest. This result was correlated to the results of cell proliferation above. 

MLE/e was chosen at 400 ug/ml and 600 ug/ml to treat Jurkat cells for 0, 1.5, 3, and 6 h. The 
protein lysates were separated by SDS-PAGE and Western blotting. MLE/e at 600 ug/ml induced 
deregulation of Jurkat cell cycle factor dose and time dependently. Cyclin D1 began to decline at 1.5 
h, Cyclin E at 3 h, and CDK4 at 6 h. CDK2 did not express from 1.5 h of treatment on ward. The 
deregulation effect on cell cycle factors of MLE/e agreed with its effect on cell cycle arrest.      
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  Cell apoptosis was analyzed by Annexin V/propidium iodide staining and flow cytometry.  
MLE/e at 400, 600 and 800 ug/ml incubated with Jurkat cells for 24 h were able to induce apoptosis 
32.00%, 73.97% and 93.27% respectively. Selected MLE/e at 600 ug/ml treated the cells for 0, 6, 12 
and 24 h was able to induce total apoptotic cells 17.55%, 25.28% and 74.00% respectively. Thus 
MLE/e induced Jurkat cell apoptosis in dose- and time dependent manners. 
 In summary, mintweed extracts contained phenolics, flavonoids and essemtial oils with 
antioxidant property, without cytotoxicity but enhanced proliferation of normal cells. The leaf extracts 
possessed potential against cell proliferation of Jurkat, MCF7, and HepG2 cancer cell lines. 
Selectively, MLE/e arrested Jurkat cell cycle at G1 phase; deregulated CDK2, CDK4, Cyclin D1, and 
Cyclin E; and induced cell apoptosis dose and time dependently. Mintweed is therefore a weed plant 
with high potential for further research and development in many other aspects including clinical and 
pharmaceutical researches for cancer prevention and cure.     
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บทน ำ 
 
1.1 ควำมส ำคัญ ทีม่ำของปัญหำทีท่ ำกำรวจัิย  

มะเร็งเป็นสาเหตุการตายล าดบัตน้ๆ ในประเทศพฒันา และเป็นล าดบัรองในประเทศก าลงัพฒันา 
และเพิ่มข้ึนอยา่งต่อเน่ืองเพราะวยัและการเจริญของประชากรโลกร่วมกบัพฤติกรรมท่ีจะท าให้เกิดมะเร็ง 
โดยเฉพาะอยา่งยิง่วถีิการด ารงชีพ การกินอยูแ่ละการสูบบุหร่ีในประเทศก าลงัพฒันาทางเศรษฐกิจ   ปี ค.ศ. 
2008 ประมาณการมีคนเป็นมะเร็งเกิดใหม่ 12.7 ลา้นคน และผูป่้วยมะเร็งตาย 7.6 ลา้นคน (Jernal, et al., 
2011)     และคาดวา่ในปี ค.ศ. 2030 ผูป่้วยมะเร็งจะเพิ่มข้ึนจนเป็นภาระหลกัของทัว่โลกประมาณ 22 ลา้น
คน (World Cancer Factsheet, WHO, 2012) 
  ประเทศในกลุ่มอาเซียน (ASEAN)  ปี ค.ศ. 2008 มีผูป่้วยมะเร็งรายใหม่ 700,000 คน ส่วนมากเป็น
มะเร็งปอด มะเร็งเตา้นม และมะเร็งตบั มีผูป่้วยมะเร็งตาย 500,000 คนจากมะเร็งปอด มะเร็งตบัและมะเร็ง
ล าไส้ใหญ่ ประชากรในอาเซียนมีรูปแบบของมะเร็งต่างกนั อตัราการเกิดมะเร็งข้ึนกบัอายแุละการเปล่ียน
วถีิการด ารงชีวิต ประเทศกลุ่มอาเซียนจึงตอ้งมีนโยบายควบคุมมะเร็ง โดยเนน้ระบบสุขภาพท่ีเขม้แข็งเพื่อ
เพิ่มการป้องกนั การรักษาและการจดัการ (Kimman, Norman, Jan, Kingston and Woodward, 2012)   
  มะเร็งในประเทศไทยจัดอยู่ในล าดับท่ีสามของโลก ผูป่้วยมะเร็งตายปีละ 6,000 – 7,000 คน 
ผูห้ญิงส่วนมากตายจากมะเร็งมดลูก (cervical cancer) และมะเร็งเตา้นม (breast cancer) ผูช้ายส่วนมากตาย
จ า ก  ม ะ เ ร็ ง ตั บ  (liver cancer) แ ล ะ ม ะ เ ร็ ง ป อ ด  (lung cancer) (http://archive.mail-
list.com/hbv_research/msg01749.html)    เน้ืองอก (tumor) และมะเร็ง (malignant tumor/cancer) เกิดจาก
ปัจจยัส่ิงแวดลอ้มหลายประการ เช่น สารไนโตรซามีน (nitrosamine) พยัโรลยัเซต (pyrolysates) และ โพลี
ไซคลิกอะโรมาติกไฮโดรคาร์บอน (polycyclic aromatic hydrocarbon) จากอาหารป้ิงย่างและทอด (วิสิฐ
ศกัด์ิ 2543) สารเคมีอ่ืนๆ รังสี (American Cancer Society, 2014) ปัจจยักายภาพอ่ืน ๆ และ ความเครียด 
ปัจจยัเหล่าน้ีเป็นสาเหตุเบ้ืองตน้ให้เกิดการเปล่ียนแปลงระดบัเซลล์และการแสดงออกของพนัธุกรรมท่ี
เก่ียวขอ้งกบัการสังเคราะห์สารโปรตีนปัจจยัการแบ่งเซลล์ ท าให้เซลล์แบ่งตวัไดเ้ซลล์กลุ่มใหม่ท่ีผิดปกติ
และแบ่งตวัไดอ้ยา่งไม่มีขีดจ ากดัจนกลายเป็นมะเร็ง ไปรบกวนการท าหนา้ท่ีของเซลลป์กติ  ความผดิปกติ
เช่นน้ีสามารถป้องกนัไดใ้นเบ้ืองตน้   ดว้ยปัจจยัจากภายนอกเซลล์บางประการดงักล่าวมาท่ีท าให้วฏัจกัร
เซลล์ผิดปกติ ไม่สามารถผา่นจากระยะ G1 เขา้สู่ระยะ S ซ่ึงเป็นระยะสังเคราะห์ DNA   เซลล์ไม่สามารถ

http://archive.mail-list.com/hbv_research/msg01749.html
http://archive.mail-list.com/hbv_research/msg01749.html
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แบ่งตวัได ้และเซลล์จะหยุดในระยะ G1 ของวฏัจกัรเซลล์ซ่ึงมีทั้งหมด 4 ระยะ คือ G1  (Gap 1), S (DNA 
Synthetic phase), G2 (Gap 2) และ M (Mitotic phase) หรือเซลลอ์าจถูกก าหนดใหฆ่้าตวัตายเอง (apoptosis 
– programmed death) (van den Heuvel, 2005)      

การรักษาเน้ืองอกและมะเร็งหลงัวินิจฉัยพบแลว้มีความเส่ียงและค่าใช้จ่ายสูง กอร์ปกบัปัจจุบนั
ประเทศก าลงัพฒันารวมทั้งประเทศไทยมีการใช้สมุนไพรตามภูมิปัญญาพื้นบา้นท่ีสืบทอดกนัมาเป็น
เวลานานในการรักษามะเร็งและโรคหลายโรค แต่ไม่ปรากฏมีหลกัฐานวิจยัละเอียดทางวิทยาศาสตร์
สนบัสนุนฤทธ์ิของพืชสมุนไพรเหล่านั้นมากนกั  การแสวงหาสารสกดัธรรมชาติจากพืชสมุนไพรต่างๆ 
และวเิคราะห์ศึกษาอยา่งละเอียดถึงฤทธ์ิของพืชสมุนไพรตามหลกัการทางวทิยาศาสตร์ เพื่อการใชป้้องกนั
ก่อนเกิดเ น้ืองอกและมะเร็ง  (plant natural product for tumor/cancer prevention)  การศึกษาวิจัยพืช
สมุนไพรจึงเป็นความส าคญัอยา่งหน่ึงในระดบัประเทศ ทั้งน้ีเพื่อให้การใชส้ารสกดัจากพืชเป็นการแพทย์
ทางเลือก (alternative medicine) ลดค่ารักษาดว้ยสารรังสีท่ีราคาสูง และยงัสามารถพฒันาเป็นอาหารเสริม 
(supplement) เพื่อการป้องกนั และใชเ้ป็นยารักษาโรคอ่ืนๆ ต่อไปในอนาคตไดด้ว้ย นอกจากน้ียงัจะช่วย
ลดการน าเขา้สารเคมียาจากต่างประเทศ ท าใหป้ระชาชนไทยพึ่งตวัเองได ้ส่งผลดีโดยรวมต่อเศรษฐกิจของ
ประเทศ 

การวจิยัน้ีตอ้งการวิเคราะห์สารสกดัแมงลกัคา (กระเพราผ)ี (Hyptis suaveolens, (L,) Poit) ซ่ึงเป็น
ทั้งพืชผกัและวชัพืช เพื่อใช้ในการป้องกนัหรือยบัย ั้งการเกิดและการรักษาเน้ืองอกและมะเร็ง โดยเน้น
วิเคราะห์หาฤทธ์ิการตา้นออกซิเดชนั (antioxidant activity) ความเป็นพิษต่อเซลล์ (toxicity) และหาฤทธ์ิ
ต่อการเพิ่มจ านวนเซลลม์ะเร็ง ต่อการตายของเซลลม์ะเร็ง และปัจจยัโปรตีนควบคุมกลไกท่ีเก่ียวขอ้งในวฏั
จกัรเซลล ์

 
1.2  วตัถุประสงค์ของโครงกำรวจัิย 

1.2.1 วิเคราะห์หาสารทุติยภูมิ (secondary metabolites) คุณสมบติัตา้นออกซิเดชันหรือตา้นการก่อ
อนุมูลอิสระ  (antioxidant activity) และความเป็นพิษต่อเซลล์ (cytotoxicity) ของสารสกัด
แมงลกัคา  (Hyptis suaveolens)  

1.2.2 วิเคราะห์ฤทธ์ิของสารสกดัแมงลกัคาต่อการเจริญเพิ่มจ านวนเซลล ์(proliferation) วฏัจกัรและ
ปัจจยัในวฏัจกัรเซลล์ (cell cycle and factors) และการตายแบบ apoptosis ของเซลลม์ะเร็งสาย
พนัธ์ุ (cancer cell line) 
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1.3 ขอบเขตของโครงกำรวจัิย 

 โครงการวจิยัก าหนดขอบเขตไวด้งัน้ี 
1.3.1 วิเคราะห์หาสารทุติยภูมิ/พฤกษเคมี ปริมาณสารประกอบฟีนอลทั้ งหมด (total phenolic 

compounds) และ สารประกอบฟลาโวนอยส์ทั้งหมด (total flavonoid content) ในสารสกดั
หยาบ (crude extract) ใบและเมล็ดแมงลกัคา 

1.3.2 วเิคราะห์ฤทธ์ิตา้นอนุมูลอิสระของสารสกดัหยาบ ของแมงลกัคาในหลอดทดลอง (in vitro)   
1.3.3 วิเคราะห์พิษต่อเซลล์ (cytotoxicity) ฤทธ์ิของสารสกดัแมงลกัคาต่อการเจริญเพิ่มจ านวนเซลล์

และวฏัจกัรเซลล์ (proliferation and cell cycle) ของเซลลม์ะเร็งสายพนัธ์ุตน้แบบ  
1.3.4 วเิคราะห์ฤทธ์ิของสารสกดัแมงลกัคาต่อการตาย (apoptosis) ของเซลลส์ายพนัธ์ุ 

 
1.4 วธีิด ำเนินกำรวจัิยโดยย่อ 

1.4.1 การเตรียมสารสกดั (crude extract) จากแมงลกัคา 
  เก็บตวัอยา่งแมงลกัคาในพื้นท่ีมหาวิทยาลยัเทคโนโลยีสุรนารีและพื้นท่ีขา้งเคียง  แยกใบ
และเมล็ด ลา้งใบดว้ยน ้ าและตากใตแ้สงแดดให้แห้ง ส่วนเมล็ดแช่น ้ าให้เยื่อหุ้มพองแลว้ก าจดัเยื่อหุ้มออก 
ท าเมล็ดให้แห้งโดยเป่าลม บดใบแห้งและเมล็ดแห้งให้เป็นผง สกดัผงตวัอย่างแห้งด้วยน ้ า และ 70% 
แอลกอฮอล ์ท าสารสกดัใหแ้หง้เป็นผง เก็บท่ี -20oC ก่อนใชว้เิคราะห์ในขั้นตอนต่อไป 

1.4.2 วเิคราะห์หาสารทุติยภูมิในสารสกดัใบและเมล็ด  
1.4.3 วเิคราะห์ปริมาณ total phenolic compounds และ total flavonoid content ในสารสกดั  
1.4.4 วเิคราะห์คุณสมบติั antioxidant activity ของสารสกดั  
1.4.5  วเิคราะห์หาคุณสมบติั cytotoxicity ของสารสกดั   
1.4.6 วิเคราะห์ฤทธ์ิต่อการเจริญเพิ่มจ านวนเซลล์ (cell proliferation) ของเซลล์ปกติและเซลลม์ะเร็ง

สายพนัธ์ุ 
1.4.7  วเิคราะห์ฤทธ์ิต่อวฎัจกัรเซลลแ์ละปัจจยัควบคุมวฎัจกัรเซลล ์(cell cycle and factors) 
1.4.8 วเิคราะห์ฤทธ์ิต่อการตายแบบฆ่าตวัตาย (apoptosis)   

 
1.5 ประโยชน์ทีค่ำดว่ำจะได้รับ  

1.5.1 ผลการวิจยัน้ีจะไดอ้งค์ความรู้ด้านส่วนประกอบเบ้ืองตน้ของสารทุติยภูมิในแมงลกัคา และ 
ดา้นฤทธ์ิของสารสกดัโดยรวมจากแมงลกัคาในระดบัเซลล์ ซ่ึงจะเป็นฐานขอ้มูลท่ีส าคญัยิง่ใน
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การศึกษาวิจยัขั้นละเอียดลึกต่อไปอีก เช่น การวิเคราะห์หาสารออกฤทธ์ิ (active compounds) 
ท่ีสามารถแยกไดจ้ากสารสกดัแมงลกัคา และปฏิกิริยาการท างานระดบัโมเลกุลของสารภายใน 

                  เซลลเ์พื่อประโยชน์ทางวจิยัระดบัสูงเก่ียวกบัฤทธ์ิต่อมะเร็งต่างๆ ในมนุษยแ์ละพฒันาใช ้ 
                  ทางคลินิกต่อไป 

1.5.2 ผลการวิจยัน้ีจะเป็นการสร้างมูลค่าเพิ่มให้กบัแมงลกัคาซ่ึงในประเทศไทยจดัเป็นวชัพืชและ
พบเจริญแพร่หลายในพื้นท่ีท าการเกษตร จึงสามารถให้เป็นบริการความรู้แก่เกษตรกร 
ส่งเสริมให้เกษตรกรเพาะปลูกแมงลักคาขายเป็นรายได้เสริม และสามารถพัฒนาเป็น
ผลิตภณัฑส์มุนไพรรูปแบบต่างๆ เชิงพาณิชยไ์ด ้

1.5.3 ผลการยบัย ั้งการเจริญแบ่งเซลล์และท าให้เซลล์มะเร็งตายจะเป็นการน าร่องสู่การวิจยัทาง
คลินิกของการแพทย ์การพฒันาเป็นอาหารเสริมและการพฒันาเป็นยารักษามะเร็งจากแมงลกั
คาน้ีไดต่้อไป 
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ปริทศัน์วรรณกรรมและงานวจิัยทีเ่กีย่วข้อง 

2.1 ค าน า 

 พืชสั ง เคราะ ห์สาร  secondary metabolites หลายชนิด  เ ช่น   phenolics, flavonoids, 
terpenoids และ alkaloids  (Birt, Hendrich, and Wang, 2001; Reddy, Odhav, and  Bhoola, 2003)  เพื่อ
ป้องกนัตวัเองจากสารปฏิกิริยาออกซิเจน (reactive oxygen species – ROS) ซ่ึงอาจเกิดจากเช้ือโรค 
รังสี และสภาพแวดล้อมท่ีไม่เหมาะสม เช่นความเย็น ความแห้งแล้ง ความเค็มและมลพิษอ่ืนๆ 
(Grassmann, Hippeli, and Elstner, 2002)  พบว่าพืชผ ัก  ผลไม้ ท่ีม นุษย์บ ริโภค เ ป็นอาหารใน
ชีวิตประจ าวนัและสมุนไพรหลายชนิดมีสารออกฤทธ์ิต้านปฏิกิริยาออกซิเดชัน หรือเป็นสาร 
antioxidant ก าจัด ROS ไม่ให้เกิดระหว่างกระบวนการเมตาโบลิสมในเซลล์ปกติ (normal cell 
metabolism) นั่นคือป้องกันการท าลาย lipids, proteins, nucleic acids และเซลล์ (Heinonen, Meyer, 
and Frankel,1998;  Ames, Shigenaga, and Hagen, 1993) และย ัง ต่อต้านการ เพิ่ มจ านวนเซลล์  
(antiproliferation) และหยดุวฏัจกัรเซลล ์(cell cycle arrest) ในเซลลท่ี์ผดิปกติ  ต่อตา้นการเกิดเน้ืองอก 
(antitumorigenesis) ท าให้เซลล์ท่ีร่างกายไม่ตอ้งการฆ่าตวัตายแบบ apoptosis  เป็นการยบัย ั้งก่อนการ
เกิดเน้ืองอกและมะเร็ง ตา้นการบวมอกัเสบ (anti-inflammattion) และ เสริมภูมิคุม้กนั   

 ผลไมป้ระเภท berry เช่น strawberry ผลิตสาร antioxidants ในปริมาณสูง (273 mg gallic 
acid equivalents/100 g fruit) และมีฤทธ์ิ ย ับย ั้ งการเพิ่มปริมาณเซลล์มะเร็งตับของคน (HepG2) 
(Meyers, Watkins, Pritts, and Liu, 2003)  ส่วนองุ่นมีสารส าคญัคือ resveratrol ท าใหเ้ซลล ์HepG2 เกิด 
apoptosis และหยุดการแบ่งเซลล์ โดยชักน าการแสดงออกของโปรตีน  p21, p53 และ Bax (Kuo, 
Chiang, and Lin, 2002) ซ่ึงเป็นปัจจยัโปรตีนยบัย ั้งการแบ่งเซลล์ ท าให้เกิด apoptosis ในเวลาต่อมา   
นอกจากน้ียงัพบว่า resveratrol จากองุ่นและพืชอ่ืนๆ เช่น ถั่ว มีคุณสมบติั antioxidation และช่วย
ป้องกันมะเร็งต่อมลูกหมาก (prostate cancer) (Pezzuto, 2008; Seeni, et al., 2008)   ชา (Camellia 
sinensis) ซ่ึงเป็นเคร่ืองด่ืมท่ีนิยมกนัทัว่โลก สามารถยบัย ั้งการเพิ่มจ านวนเซลล์มะเร็งผิวหนงั ยบัย ั้ง
การแบ่งเซลลม์ะเร็งผวิหนงั และ เซลลม์ะเร็งเตา้นม (Lin, Liang, and Lin-Shiau, 1999)    นอกจากน้ียงั
มีพืชในเขตร้อนอีกหลายชนิดรวมทั้งในประเทศไทยท่ีมีฤทธ์ิ antioxidation, anti-cell proliferation, 
antitumor และชักน า apoptosis ในเซลล์มะเร็งหลายชนิดของหนูและของคน เช่น ขมิ้น (curcumin) 
(Choudhuri, T., et al., 2002; Sa and Das, 2008)  เข็ม  (Latha and Panikkar, 2000; Kharat, Nambiar, 
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Tarkasband and Pujari, 2013) Jivanti (Leptadenia reticulata) (Sathiyanarayanan, Arulmozhi and 
Chidambaranathan, 2007) และ Acanthus (christmas holly) (Babu, Shylesh, and Padikkala, 2002)  
 แมงลกัคา (mintweed, desert lavender, chan) (Hyptis suaveolens)  เป็นวชัพืชในประเทศเขต
ร้อนทัว่ไป ในประเทศไทยพบมากทัว่ไปในภาคตะวนัออกเฉียงเหนือ ในมหาวิทยาลยัเทคโนโลยีสุร
นารีและพื้นท่ีรอบๆ มหาวิทยาลยัพบมีมากในตามขา้งถนน ไร่พืชทัว่ไป  ในประเทศเอเชียใต ้และใน
ทวีปอฟัริกาบริโภคแมงลกัคาเป็นพืชอาหารประเภทเคร่ืองเทศ   แมงลกัคาเป็นพืชลม้ลุกและเป็นไม้
พุ่มเต้ีย ในวงศมิ์นท ์(Lamiaceae) มีกล่ิน (aromatic) แรง ตน้สูงไดถึ้ง 3 เมตร ล าตน้ส่ีเหล่ียม และมีขน 
ใบรูปไข่ออกตรงขา้มกนั ใบยาว 2.5-10 เซนติเมตร ฐานใบรูปหวัใจ ดอกเป็นกลุ่ม กลีบฐานดอกมีฟัน
ค ล้ า ย ข น  5  ซ่ี  ก ลี บ ด อ ก สี ม่ ว ง เ ข้ ม  มี ก ลี บ ใ น ด อ ก สี ม่ ว ง  2  ก ลี บ  (Figure 2.1) 
(http://eol.org/pages/579589/overview) 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

Figure 2.1 Hyptis suaveolens  (L.) Poit. A, plant tree. B, seeds (Provided by ARS Systematic Botany 
and Mycology Laboratory, Mexico) 

  

 

 

http://www.itis.gov/servlet/SingleRpt/RefRpt?search_type=author&search_id=author_id&search_id_value=47550
http://nt.ars-grin.gov/
http://nt.ars-grin.gov/
http://plants.usda.gov/java/largeImage?imageID=hysu3_001_ahp.tif
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2.2  อนุกรมวธิานของแมงลกัคา 

แมงลกัคาหรือกระเพราะผีเป็นพืชดอกในสกุล Hyptis มีช่ือสามญัเรียกตามทอ้งถ่ินหลายช่ือ 
เ ช่ น  chan, Chinese mint, horehound, hyptis, mint weed, mintweed, pignut, wild spikenard  
แหล่งก าเนิดในอเมริกากลางและเขตร้อนของอเมริกา และมีล าดบัขั้นอนุกรมวธิานดงัน้ี 

 Taxonomic Hierarchy ของ Hyptis suaveolens (L.) Poit. 

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

  
      Division Magnoliophyta - angiospermes, angiosperms, flowering plants, 

phané rogames, plantes a fleurs, plantes a fruits 
  

           Class Magnoliopsida  - dicots, dicotyledones, 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 
 
มีการใชแ้มงลกัคารักษาหลายอาการเช่น ใชเ้ป็นสารกระตุน้ประสาท (stimulant) ขบัลม (carminative) 
ขบัเหง่ือ (sudorific) และ ขบัน ้ านม (lactagoue) ใชฉี้ดลดอาการบวม (catarrhal condition) ใชใ้บรักษา
มะเร็งและเน้ืองอก น ้ าคั้นจากใบแก้อาการกล้ามเน้ือกระตุก (antispasmodic) และแก้อาการไขขอ้
อกัเสบ (antirheumatic) อาการปวดกระเพาะ (stomachach) แกไ้ข ้ เมล็ดใชแ้กก้ระหาย (allay thirst) แก้
ทอ้งผูก (constipation) ใบของแมงลกัคามีฤทธ์ิตา้นการเจริญพนัธ์ุ (Pokharkar, Saraswat, and Kotkar, 
2010) น ้ าจากใบใช้ห้ าม เ ลือดออก (blood bleeding) (Sukumaran, Brintha, Subitha, Sheebha, and 
Jeeve, 2014) สารสกดัใบแมงลกัคาสามารถรักษาบาดแผล ท าให้ปากแผลปิดไดดี้ (Shenoy, Ushenoy, 
Patil, and Kumar, 2009) 

  

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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2.3  สารต้านออกซิเดชัน (Antioxidants) จากพืช 

 สารออกซิแดนท์ (oxidants) เป็นธาตุ/สารรับอิเล็กตรอน เช่น oxygen, ozone, hydrogen 
peroxide, inorganic peroxide, nitric acid, nitrate compounds, chlorite, hyperchlorite และสารท าความ
สะอาดในบา้น household bleach เป็นตน้ หรือเป็นอนุพนัธ์ุของโปรตีนหรือไขมนั   สารออกซิแดนท์
หรือสารอนุมูลอิสระ (free radicals) เป็นอะตอมหรือโมเลกุลท่ีไม่เสถียร มีปฏิกิริยาสูง รบกวนการ
ท างานของเซลล์  อนุมูลอิสระมีมากมายจากมลพิษ สารเสริมอาหาร (additives) สารก าจดัศตัรูพืช 
(pesticides) สารก าจดัแมลง (insecticides) ควนับุหร่ี ฯลฯ  อนุมูลอิสระท าลายส่วนประกอบของเซลล ์
รวมทั้ง DNA และ RNA ซ่ึงน าสู่การเกิดมะเร็งได้ สาร oxidants ยงัสามารถท าลายโมเลกุลอ่ืนๆ ใน
เซลล ์มีผลต่อส่ิงมีชีวติ เช่นท าใหเ้กิดการบวมอกัเสบ ท าลายเน้ือเยือ่และอวยัวะท าใหเ้น้ือเยือ่สมองขาด
เลือด เป็นโรคไต โรคหวัใจ และโรคอ่ืนๆ (Gospodatyov and Lushchak, 2012)    ส่วนสารตา้นออกซิ
แดน (antioxidants) เป็นโมเลกุลขนาดเล็ก จากภายนอกและภายในเซลล์เอง อาจไดรั้บจากอาหารและ
ไวตามิน เช่น ไวตามิน C (Ascorbic acid), glutathione (GSH) และ ไวตามิน E (tocopherols) เป็นตน้ 
(Frei, 1999) 

พฤกษเคมี คือสารเคมีจากพืช ซ่ึงพืชสังเคราะห์ข้ึนเพื่อป้องกนัพืชเองและผูบ้ริโภค นกัวิจยั
คาดว่ามีพฤกษเคมีประมาณ 40,000 ชนิด สารเหล่าน้ีเป็นสารทุติยภูมิ (secondary metabolites) และ
เป็นสารประกอบในกลุ่มโพลีฟีนอลิค (polyphenolic compounds) หลายชนิดมีคุณสมบติัทางชีวภาพ
หลายอย่างท่ีไม่เป็นพิษต่อส่ิงมีชีวิต รวมทั้งยบัย ั้งการอกัเสบ ตา้นไวรัส ตา้นออกซิเดชัน ยบัย ั้งการ
เจริญของเซลล์ หรือ ยบัย ั้งวฏัจกัรเซลล์ การก่อมะเร็ง และท าให้เซลล์ผิดปกติฆ่าตวัตาย (apoptosis) 
(Guo,  Matsidak, Ablise, Sheng, and Abudula, 2013; Katyal, Bhardwaj, and Khajuria, 2014; Saritha, 
Karpagam, and Sumathi, 2014)   

แมงลักคาเป็นพืชอีกชนิดหน่ึงท่ีสารสกัดแมงลักคามีคุณสมบัติเป็นสาร 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, 2013)   เน่ืองจากในสารสกัดแมงลักคามีสารประกอบ alkaloids, flavonoids, phenols, 
terpenes และ  sterols (Agarwal and Varma, 2013; Sharma, Roy, Anurag, Gupta, and Vipin, 2013; 
Okoye and Chukwu, 2014) นอกจากน้ี สารสกดัแมงลกัคาเพิ่มระดบัของ antioxidant enzymes catalase 
และ  superoxide dismutase และ เสริมการรักษาบาดแผล (Shirwaikar, Shenoy, Udupa, Udupa and 
Shetty, 2003) 
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2.4 สารต้านการเจริญของเซลล์ (Antiproliferation) จากพชื 

สารจากพืชหลายชนิดแสดงฤทธ์ิตา้นการเจริญเติบโตของเซลลส์ายพนัธ์ุหรือเซลลม์ะเร็ง เช่น 
สารสกดัใบพุดชาจีน (Zizyphus) (Hassan and Abdel-Gawad, 2010)  สารสกดัใบราชาวดี (Plumeria 
acuminata) (Periyasami, Gupta, Mazumder, Gebrelibanos, and Sintayehu, 2013) สารสกดัจากทั้งตน้
ของ Lactuca serriola (prickly lettuce) (Alshathly and Elsharkawy, 2014) ยบัย ั้งการเจริญของเซลล์
เน้ืองอกชนิดน่ิม Ehrlich ascites carcinoma ในช่องทอ้งของหนูเมาส์ Swiss albino  พบวา่ชา (Camellia 
sinensis) ผลิตสาร polyphenol - Epigallocatechin-3-gallate (EGCG) ท่ีสามารถกดสัญญาณนอกเซลล์ 
ยบัย ั้งการเพิ่มจ านวนเซลลม์ะเร็งผวิหนงั ก าจดั ROS (reactive oxygen species) และยบัย ั้งสัญญาณการ
แบ่งเซลล์ mitosis ในผู้ป่วยโรคหลอดเลือดหัวใจ (cardiovascular disease) โรคประสาทเส่ือม 
(neurodegenerative disorder) และมะเร็ง  (Yang and Wang, 2010) โดย  EGCG จับกับ epidermal 
growth factor receptor ของเซลล์มะเร็งผิวหนัง (hunam epidermoid carcinoma cells)  EGCG ยบัย ั้ง
การชกัน าให้ผลิต inhibitory nitric oxide synthase (iNOS) ในเซลล์ macrophage และ EGCG ยบัย ั้งวฏั
จักรเซลล์มะเร็งเต้านม  (MCF7) ไวท่ี้ระยะ  G1  โดยชักน าการสังเคราะห์ p21 และ p27 ไปยบัย ั้ง 
cyclin-dependent kinase (CDK2/4) ซ่ึงเป็นสารปัจจยัการแบ่งเซลล ์(Lin, Liang, and Lin-Shiau, 1999)  
นอกจากน้ี EGCG ยบัย ั้งการเกิดเน้ืองอกในปอด ทางเดินอาหาร และ ต่อมลูกหมากโดยยบัย ั้งการ
ท างานของเอนไซมใ์นวิถี signal transduction ซ่ึงจะไปกดการแบ่งเพิ่มจ านวนเซลล์ (Yang, Wang, Lu 
and Picinich, 2009) 

สารสกัดจากใบแมงลักคามีฤทธ์ิต้านการเจ ริญของเ ช้ือ จุ ลินทรีย์ Escherichia coli, 

Staphylococcus aureus และเช้ือรา Candida albicans, Aspergillus niger และ Trichophyton rubrum 

(Iwalokun, Olwadun, Otunba, and Oyenuga, 2012)  ในทางตรงกนัขา้มพบวา่สารสกดัแมงลกัคาเสริม

การเจริญเติบโตของเซลล์เม็ดเลือดขาวปกติของคน (human lymphocytes)  เสริมการท างานของเซลล์

เมด็เลือดขาวปกติชนิด natural killer T lymphocytes (NK) (Sriwanthana, Treesangsri, Boriboontrakul, 

Somchit Niumsakul, and Chavalittumrong, 2007) และ ลดเวลาในการสร้างเน้ือเยือ่บุผวิ (epithelization 

period) ในการรักษาบาดแผล (Rajiput, et al., 2011)    การศึกษาฤทธ์ิของแมงลกัคาต่อ antioxidation, 

cell proliferation, cell cycle และ apoptosis ของเซลล์มะเร็งจึงมีความส าคญั เพื่อวิเคราะห์หาศกัยภาพ

ของสารสกดัแมงลกัคา น าไปประยุกตแ์ละพฒันาเป็นอาหารเสริมเพื่อป้องกนัการเกิดเน้ืองอก/มะเร็ง 

และพฒันาเป็นยารักษามะเร็งในทางคลินิกตอ่ไป 
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บทที ่3 
 

พฤกษเคมี ฤทธ์ิต้านออกซิเดชัน และ ความเป็นพษิต่อเซลล์มีชีวติ 
 

3.1 ค าน า 
องคก์ารอนามยัโลก (WHO) ประมาณวา่ 80% ของประชากรในทอ้งถ่ินพึ่งพาการแพทยแ์บบ

ดั้งเดิม (traditional medicine) ส าหรับการรักษาปฐมภูมิ (primary health care)   การแพทยใ์นประเทศ
จีนมีการใช้พืชเป็นฐานหลกัส าหรับการรักษาประชากรซ่ึงมีจ านวนมาก ในประเทศไทยมีโครงการ
การแพทยป์ฐมภูมิเพื่อส่งเสริมการใชพ้ืชสมุนไพรและการรักษาแบบดั้งเดิม (Srivastava, Lambert, and 
Vietmeyer, 1996)  นกัวจิยัประมาณการวา่ สองในสามของพืชทัว่โลกมีคุณค่าทางการแพทย ์เน่ืองจาก
พืชผลิตสารต้านออกซิแดนส์ (antioxidants) (Balassundraum, Sundram and Samman, 2006; Khalil, 
Moustaf, and Naguib, 2007) ซ่ึงเป็นสารท่ีมีศักยภาพต้านกระบวนการออกซิเดชัน (antioxidation 
activity)   

Antioxidants จากธรรมชาติ แมท่ี้ความเขม้ขน้ต ่าก็สามารถป้องกนั oxidation ของสารในเซลล์
ได ้เช่น ป้องกนัโปรตีน ไขมนั คาร์โบไฮเดรท และ DNA (Deoxyribonucleic acid) จากการกลายพนัธ์ุ 
และการก่อมะเร็ง (Tapiero, Tew, Nguyen Ba, and Mathe, 2002) antioxidants มีส่วนประกอบทาง
กายภาพและเคมีแตกต่างกนั   antioxidants แบ่งเป็นกลุ่มหลกัๆ ได้ ดงัน้ี (Gupta and Sharma, 2006; 
Sharma, Singh, and Singh, 2013) 

1) Enzymes ใ นน ้ า เ ลื อ ด  (plasma) มี  superoxide dismutase (SOD), catalase (CAT), แล ะ 
Glutathion peroxidase (GPx) ท าหน้าเปล่ียน Reactive Oxygen Species (ROS) และ Nitrogen 
Reactive Species (RNS) ให้เป็นโมเลกุลเสถียร และมี lipid proteases, transferase และ DNA 
repair enzymes เป็นตน้ 

2) High molecular weight compounds ไดแ้ก่โปรตีน เช่น albumin, transferrin, และ ceruplasmin 
ซ่ึงควบคุมผลผลิตของ metal catalyzed free radicals    

3) Low molecular weight compounds ซ่ึงจ าแนกยอ่ยไดอี้กเป็น  
3.1 Lipid soluble antioxidants: tocopherol, quinins, bilirubin และ polyphenols บางชนิด  
3.2 Water soluble antioxidants: ascorbic acid, uric acid และ polyphenols บางชนิด 

4) Minerals: selenium, copper, manganese, zinc เป็นตน้ 
5) Vitamins: vitamin A, C  และ E  
6) Antioxidants พืชและส่ิงมีชีวติอ่ืน : carotenoids, phenolic compounds  และ flavonoids   
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Antioxidants จากพืชผกั ผลไมแ้ละสมุนไพรก าลงัได้รับความสนใจอย่างมากดว้ยสามารถ
ป้องกันความเสียหายจากฤทธ์ิของ  oxidation  และ ส่งเสริมสุขภาพของคน      antioxidants เป็น
โมเลกุลท่ีสามารถชะลอหรือป้องกนัปฏิกิริยา oxidation ได ้ นอกจากน้ี antioxidants ซ่ึงเป็นสารทุติย
ภูมิสกดัจากพืชสมุนไพรหรือพฤกษเคมีช่วยการท างานของอวยัวะ ยงัสามารถลดความเครียดจาก 
oxidative stress  ในระดบัเซลล์   antioxidants จึงมีประโยชน์ในการรักษาหลายๆ โรคในคน รวมทั้ง
โรคหัวใจและโรคเส้นเ ลือด โรคภูมิแพ้ (Tripoli et al., 2005; Kris-Etherton, 2002) โรคสมอง 
(Kennedy and Wightman, 2011) โรคจากการเส่ือมของอวยัวะ โรคผิดปกติของเมตาโบลิสม และ
โรคมะเร็ง   เน่ืองจากพืชมีสารประกอบฟีนอลลิกส์ (phenolic compounds) และ ฟลาโวนอยส์ 
(flavonoids) เ ป็น  antioxidants (Winston, 1999; Gupta and Sharma, 2006: Krishnaiah, Sarbatly and 
Nithyanandam, 2011; Sharma, Singh, and Singh, 2013 )   

แมงลักคามีพฤกษเคมีท่ีสามารถฤทธ์ิต้านอาการน ้ าตาลในเลือดสูง (anti-hyperglycemic) 
(Danmalam, Abdullahi, Agunu, and Musa, 2009; Mishra Verma, Mukerjee, and Vijayakumar, 2011) 
ต้าน เบาหวาน  (antidiabetic) (Nayak, Kar, and Nayak, 2013) ป้องกันตับ  (hepatoprotective and 
cytoprotective) (Ghaffari, Ghassam, Prakash, 2012) ป้องกันประสาท (neuroprotective activities) 
(Ghaffari, Ghassam, Nayaka, Kini, and Prakash, 2014) ต้านอาการรูมาติก (antirheumatic)  ต้านการ
เจริญพนัธ์ุ (antifertility) และตา้นการติดเช้ือ (antiseptic) (Chitra, Patil, and Ravi, 2009)  แมงลกัคาจึง
มีศกัยภาพตา้นการเกิด oxidation ในเซลล์ส่ิงมีชีวิต ป้องกนัการเกิดอนุมูลอิสระ และ ความผิดปกติ
หรือโรคหลายๆ อยา่งในคนได ้การศึกษาวจิยัสารสกดัแมงลกัคาน้ีจึงมีคุณค่าท่ีสามารถน าไปประยุกต์
เพื่อใชใ้หเ้ป็นประโยชน์เชิงการป้องกนัและการรักษาได ้
 

3.2 วตัถุประสงค์ 
เพื่อศึกษาสารสกัดแมงลักคา (Hyptis suaveolens) โดยตรวจหาสารทุติยภูมิ (secondary 

metabolites) หรือ พฤกษเคมี (phytochemicals) เบ้ืองตน้  วิเคราะห์หา ปริมาณสารประกอบฟีนอลิค
ทั้งหมด (total phenolic compounds - TPC) ปริมาณฟลาโวนอยส์ทั้งหมด (total flavonoids content - 
FC)  ศึกษาคุณสมบัติต้านออกซิ เดชัน  (antioxidant activity) และศึกษาความเป็นพิษ ต่อเซลล์  
(cytotoxicity) ปกติและเซลล์มะเร็งสายพันธ์ุ  ในประเด็นการต้านการเพิ่มจ านวนเซลล์ (cell 
proliferation) วฏัจกัรเซลล ์และการฆ่าตวัตายของเซลล ์(cell apoptosis)   
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3.3 อุปกรณ์และวธีิการ 

3.3.1 การเกบ็ตัวอย่างพืชและการเตรียมสารสกดั 
เก็บแมงลกัคาจากพื้นท่ีภายในมหาวิทยาลยัเทคโนโลยีสุรนารีและพื้นท่ีขา้งเคียงบริเวณรอบ

มหาวทิยาลยั การจ าแนกชนิดของแมงลกัคาตามอนุกรมวธิาน ไดรั้บความอนุเคราะห์จาก ศาสตราจารย ์
ดร. ประนอม จนัทรโณทยั ภาควิชาชีววิทยา คณะวิทยาศาสตร์ มหาวิทยาขอนแก่น เก็บใบแมงลกัคา
ระหวา่งเดือนตุลาคม ลา้งใบแมงลกัคาดว้ยน ้ าสะอาดและตากแห้งดว้ยแสงแดด ส่วนเมล็ดแมงลกัคา
เก็บช่วงเดือนมกราคม เตรียมสกดัเมล็ดโดยแช่เมล็ดในน ้ าสะอาดตั้งทิ้งไวจ้นเมือกของเมล็ดบวมน่ิม 
จึงก าจดัเมือกทิ้ง  ตากเมล็ดท่ีปราศจากเมือกให้แหง้ในอากาศ แยกบดใบและเมล็ดแมงลกัคาท่ีตากแห้ง
แลว้ในโถบดไฟฟ้า (electric blender)  

สกดัผงบดของใบและเมล็ดดว้ยเคร่ืองสกดั  Soxhlet extraction apparatus (Buchi Instruments, 
Switzerland) ใช้ผงบด 50 กรัมในน ้ า หรือ 70% ethanol (v/v) 500 ml นาน 24 ชัว่โมง กรองสารสกดั
และท าให้เขม้ขน้ในเคร่ืองระเหย rotary evaporator (Buchi Instruments, Switzerland) จากนั้นท าให้
สารสกัดแห้ง เ ป็นผงโดย  lyophilization ท่ี  -50 oC  (Freeze-zone 12 Plus, Labconco Corporation, 
Missouri, USA) เก็บผงสกดั lyophilized extract ท่ี –20oC จนกวา่จะใชท้ดลอง 

 
3.3.2 การตรวจหาสารทุติยภูม ิ(Secondary metabolites screening) 

3.3.2.1 การตรวจหาสารด้วย Thin layer chromatography (TLC)    

ใช้แผ่นเคลือบ silica gel 60 F254  0.25 mm (Merck, Darmstadt, Germany) ละลายสารสกัด
ในน ้ า หรือ 70% ethanol  จุด (spot) สารตวัอยา่งบนแผน่ TLC จุ่มปลายแผ่นดา้นจุดสารตวัอยา่งลงใน
สารละลาย mobile phase ซ่ึงประกอบด้วย ethyl acetate: methanol: water (81:11:8) สังเกตแถบสาร
ภายใตแ้สง UV ท่ี A-254 และ A-366 nm  จากนั้นพ่นดว้ยสารพิเศษจ าเพาะเพื่อตรวจหาสารบางชนิด
ดัง น้ี  (1) Potassium hydroxide (KOH) reagent ส าห รับตรวจหา  anthraquinones, anthones และ 
coumarins group, (2) Dragendorff’s reagent ส า ห รั บ ต ร ว จ ห า  alkaloids group, (3) 
Anisaldehyde/sulfuric acid (H2SO4) reagent, และ  (4) Vanillin/sulfuric (H2SO4) reagent ส าห รับ 
essential oils, steroid, terpenoids and phenols, (5) Iron (III) chloride reagent ส าหรับตรวจหา phenolic 
compounds และ  tannins, (6) DPPH reagent ส าหรับตรวจหา antioxidants และ  (7) Kedde reagent 
ส าหรับตรวจหา cardiac glycosides (Wagner and Bladt, 1996; Gibbons and Gray, 1998) ค านวณ Rf 

ดงัสูตรขา้งล่าง 

Rf  
)cm(originfromdistancefrontSovent

)cm(originfromcetandisCompound
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3.3.2.2 การตรวจหาสารด้วย Specific reagent testing  
ใชส้ารพิเศษท าปฏิกิริยากบัสารสกดัในหลอดทดลอง ท าให้เกิดสี (coloration) เพื่อตรวจหา

สาร เฉพาะ  (Sofowora, 1993; Trease and Evans, 1989; Harborne, 1973) ดัง น้ี  (1)  Salkowski test 
ส าหรับตรวจหา terpenoids น าสารสกดัใบแมงลกัคา 0.05 กรัม และ สารสกดัเมล็ดแมงลกัคา 0.2 กรัม 
ผสมกบั chloroform (CHCl3) 2 ml ค่อยๆ ใส่ conc. H2SO4 3 ml บนผิวของสารผสมนั้น แถบสีน ้ าตาล
แดงท่ีเกิดข้ึนระหวา่ง interface แสดงวา่มี terpenoids    (2) Ferric chloride test ส าหรับตรวจหา tannins 
ตม้สารสกดัแมงลักคา 0.2 กรัม ในน ้ ากลั่น 4 ml 10 นาที กรอง แล้วหยด 5% FeCl3 2-3 หยดใส่ใน 
filtrate ถ้า มี  tannins จะได้สี  brownish green หรือ  blue-black   (3)  Dragendorff’s reagent ส าห รับ
ตรวจหา alkaloids น าสารสกัดแมงลกัคา 0.2 กรัม ผสมกบั 2% H2SO4 3 ml จากนั้นกรอง แล้วหยด 
Dragendorff reagent 2-3 หยดใส่ใน filtrate  ถ้า มี  alkaloids จะได้สี  orange red   (4) Frothting test 
ส าหรับตรวจหา saponins (Harborne, 1998) สารสกดัแมงลกัคา 0.2 กรัม ในน ้ ากลัน่ 4 ml อุ่น 10 นาที 
กรองและเขย่าอยา่งแรงจนเกิดฟองท่ีคงท่ี   จากนั้นยืนยนัการมี saponins โดย  1) เติม NaOH เขยา่ ถา้
ยงัมีฟองอยู่ แสดงว่ามี  saponins  หรือ 2) เติม HCl แล้วตม้เพื่อ hydrolyze saponin glycoside ให้เป็น 
aglycone  แลว้ไม่มีฟอง 

 
3.3.3 การวเิคราะห์ปริมาณ Total phenolic compounds (TPC) 

ปริมาณ total phenolic compounds ในสารสกดัวดัโดยวิธี Folin-Ciocault method  (Matthaus, 
2002)  ละลายสารสกัดในน ้ าหรือแอลกอฮอล์ สารละลายตัวอย่าง 0.1 ml ผสมกับ 2% Sodium 
carbonate (Na2CO3) 2 ml   ตั้งไวท่ี้อุณหภูมิหอ้ง 2 นาที เติมสารละลาย  Folin-Ciocault (Folin:methanol, 
1:1) 0.1 ml บ่ม 30 นาที ว ัดค่าดูดกลืนแสงท่ี A-750 nm ด้วย spectrophotometer (CE1011, Cecil 
Instruments, Cambridge, UK) ใช้ Gallic acid เป็นสารมาตรฐาน ปริมาณ TPC รายงานเป็นหน่วย mg 
Gallic acid equivalent ต่อ mg สารสกดัแหง้  (mg GAE/mg dried extract)  

 
3.3.4 การวเิคราะห์ปริมาณ Total flavonoid (TF) contents 

ปริมาณ total flavonoid contents วิเคราะห์ด้วยปฏิกิริยากับ Aluminum chloride (AlCl3) ซ่ึง
อธิบายโดย Liu et al. (2002) ท าละลายสารตวัอยา่ง 5 mg/ml ในสารตั้งตน้ท าสกดั สารละลายตวัอยา่ง 
0.250 ml ผสมกบัน ้ า 1.25 ml และ 5% NaNO2 75 ul บ่ม 6 นาที แลว้เติมสารละลาย 10% AlCl3.6H2O 
บ่ม 5 นาที เติม 1 M NaOH 0.25 ml เติมน ้าใหไ้ดป้ริมาณทั้งหมด 2.5 ml วดัค่าดูดแสงท่ี A-510 nm ดว้ย  
spectrophotometer ใช้  Catechin เป็นสารมาตรฐาน ปริมาณ TF รายงานเป็นหน่วย mg Catechin 
equivalent ต่อ mg สารสกดัแหง้ (mg CA/mg dried extract)    
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3.3.5  การวเิคราะห์ Antioxidant activity 
3.3.4.1 Free radical scavenging activity โดย DPPH 

ศักยภาพการก าจัดอนุมูลอิสระของสารสกัดด้วยวิธี 2,2-2 diphenyl-1-picryl 
hydrazyl (DPPH method) (Sanchez-Moreno et al., 1999) สารละลายท่ีหลายความเข้มข้นของแต่ละ
ตวัอยา่ง 50 ul ผสมกบักบัสารละลาย 40 mg/ml methanol DPPH 1.95 ml ผสมเขยา่อยา่งแรงใหเ้ขา้กนั 
ตั้งไว ้45 นาทีในท่ีมืด วดัค่าดูดกลืนแสงท่ี A-515 nm โดยใช้ methanol เป็น blank control และใช้ 
methanol DPPH    เป็นสารควบคุม ใช ้L-ascorbic acid และ  Catechin เป็นสารมาตรฐาน   antioxidant 
activity รายงานเป็นเขม้ขน้ประสิทธิภาพก าจดั DPPH ตั้งตน้ ได ้50% (Inhibition concentration 50, 
IC50 ugCAE/ml หรือ ugAAE/ml)  

 

100% 






 


controlA

sampleAcontrolA
inhibition  

  
A control คือค่า absorbance ของสารควบคุม 
A sample คือค่า absorbance ของสารตวัอยา่ง 

 
3.3.4.2 Ferric reducing antioxidant power (FRAP) 

ความสามารถลด ferric ions ของสาร antioxidants ในสารสกดั วิเคราะห์ดว้ยวิธี 
FRAP (Benzie and Strain, 1996) ซ่ึงเป็นการวดัความเขม้ขน้ทั้งหมดของ antioxidants   เตรียม FRAP 
reagent ใหม่ๆ โดยผสม 10 mM TPTZ (2,4,6-tripyridyl-s-strazine) ในสารละลาย  40 mM HCl, 20 
mM FeCl3 ใน 0.1 M Acetate buffer, pH 3.6 ในอตัราส่วน 1:1:4 (v/v/v)  ผสมสารละลายตวัอยา่ง 50 ul 
และ FRAP reagent 1.5 ml บ่ม 10 นาที วดัค่าดูดแสงท่ี A-593 nm ใช้ FeSO4.7H2O (100 - 1000 µM) 
เป็นสารมาตรฐาน และรายงานผลเทียบเท่า เป็น uM FeSO4.7H2O ต่อ mg สารสกัดแห้ง (uM 
FeSO4.7H2O equivalent/mg dried extract) 

 
3.3.5 การวเิคราะห์ Cytotoxicity โดย Brine shrimp lethal assay 

   วเิคราะห์ฤทธ์ิความเป็นพิษต่อเซลล์ดว้ยวิธี Brine Shrimp Lethal Assay (BSLA) (Wanyoike, 
et al., 2004) โดยเตรียมน ้ าทะเลเทียม (3.8% NaCl) ใส่ในกล่องซ่ึงแบ่งเป็น 2 ช่องไม่เท่ากนั เพาะกุ้ง
ฝอย (brine shrimp) โดยใส่ไข่แหง้ (cysts) ในช่องเล็ก ปิดช่องน้ีเพื่อกนัแสงดว้ยกระดาษด า  เล้ียง brine 
shrimp ท่ี  25 ± 2oC ประมาณ 24 ชัว่โมง ไดต้วัอ่อน nauplii   ส่องไฟ 20 วตัตท่ี์ช่องใหญ่เพื่อดึงดูดตวั
อ่อน nauplii ออกมาจากท่ีเพาะไข่ (ช่องเล็ก)   (Figure 3.1)  
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Figure 3.1 Two-chamber container with a perforate divider. The smaller compartment was for brine 
shrimp egg hatching. The larger compartment was for the nauplii, migrated toward the light. 

 

ยา้ย 10 nauplii ใส่ในหลุมของ 24-well plate (SPL Life Sciences, Gyeonggi-do, Korea) ซ่ึงบรรจุน ้ า
ทะเลเทียม  4 ml ใส่สารละลายสารสกดัในน ้ า หรือ ใน 1% DMSO (ความเขม้ขน้สุดทา้ย) และปรับ
ความเขม้ขน้สารระหวา่ง 10 - 1000 ug/ml ความเขม้ขน้ละ 6 หลุม เล้ียง nauplii ต่ออีก 24 ชัว่โมง และ
นบัจ านวน  nauplii ตาย ใน 24 ชัว่โมง ค านวณหา % corrected mortality ดว้ย Abbot’s formula (1925) 
 

% Corrected mortality = 
Observed treatment mortality-Control mortality 

×  100 
100- Control mortality 

 
วิเคราะห์ขอ้มูลด้วย Probit analysis (Finney, 1971) หา ความเขม้ข้นท่ีท าให้ brine shrimp ตาย 50% 
(Lethal concentration 50, LC50) 

 
3.4 ผลการทดลองและวจิารณ์ 

3.4.1 Secondary metabolites ในสารสกดัแมงลกัคา 
การตรวจหาสารทุติยภูมิ/พฤกษเคมีในสารสกดัใบและเมล็ดแมงลกัคาซ่ึงสกดัดว้ย 70% 

ethanol และ น ้า (MLE/e, MSE/e, MLE/w, และ MSE/w ตามล าดบั) ไดด้ าเนินการ 2 วธีิหลกั คือ   
(1)  แยกสารประกอบดว้ย thin layer chromatography (TLC) ดว้ยระบบ ethyl acetate: methanol: water 
81:11:8 แลว้ตรวจหาสารดว้ยแสง UV และ (2) ทดสอบดว้ยการให้ท าปฏิกิริยากบัสารพิเศษ (specific 
reagent testing) 
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3.4.1.1 Thin layer chromatography (TLC)  
แยกสารสกัด ด้วย TLC และ ตรวจหาต าแหน่งสารด้วย UV  2 modes คือ UV short 

wavelength ท่ี A-254 nm และ UV long wavelength ท่ี A-366 nm แลว้ประเมินผลเชิง qualitative ของ 
chromatogram จาก Rf value ซ่ึงเป็นการประเมิน เบ้ืองตน้   สารบางชนิดดูดกลืนแสงท่ี UV-254 nm 
ซ่ึงเป็นสารไม่เรืองแสง (quench fluorescence) สารปรากฏเป็นแถบ (zone) สีด า บนพื้น (background) 
สีเขียวสด   ส่วน UV-366 nm ท าให้เห็นแถบสารแสงเรืองโดยธรรมชาติ (native fluorescence) บน 
background สีด า และ ประเมินหาสารท่ีแยกไดโ้ดย TLC แลว้ดว้ยการพน่ดว้ย visualization reagents   

เม่ือแยกสารสกดัดว้ย TLC และตรวจหาดว้ย UV พบว่าแมงลกัคาสกดัดว้ย 70% ethanol  
สามารถแยกสารประกอบจากใบและเมล็ดแมงลกัคาไดม้ากกว่าสกดัดว้ยน ้ า  ในท านองเดียวกนัแยก
สารสกดัจากใบไดม้ากกว่าสารสกดัจากเมล็ด (Figure 3.2, A & B)   จาก Rf value (Table 3.1)  ภายใต ้
UV-254 nm ไดส้ารเป็นจุดม่วงด าบนพื้นสีเขียวสด   ในสารสกดัใบดว้ย ethanol (MLE/e) มี 5 แถบ (Rf 
0.39-.079) สารสกดัเมล็ดดว้ย ethanol (MSE/e) มี 4 แถบ (Rf 0.14-0.79)   สารสกดัใบดว้ยน ้า (MLE/w) 
มี 2 แถบ (Rf 0.23-0.60) และ สารสกดัเมล็ดดว้ยน ้ า (MSE/w) มี 3 แถบ (Rf 0.16-0.42)  ภายใต ้UV 366 
nm ได้แถบสาร fluorescence บนพื้นด า ทั้ งน้ีแม้ Rf เท่ากันแต่แถบสีแตกต่างกันจึงไม่ใช่สารชนิด
เดียวกัน   MLE/e มี 7 แถบ (Rf 0.032-0.79)  MSE/e มี 4 แถบ (Rf 0.06-0.79)  MLE/w มี 4 แถบ (Rf 
0.23-0.65) และ  MSE/w มี 1 แถบ (Rf 0.06) 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 3.2 TLC fingerprints of mintweed extracts were separated in ethyl acetate: methanol: water 
(81:11:8) and visualized under UV light at 254 nm (A) and 366 nm (B). MLE/e, mintweed leaf 
ethanolic extract; MSE/e, mintweed seed ethanolic extract; MLE/w, mintweed leaf water extract; 
MSE/w, mintweed seed water extract; E2, estradiol 
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Table 3.1 Rf values of TLC fingerprints of mintweed extracts visualized under UV light at A-254 nm 
and A-366 nm.  

TLC              Rf of  extracts   
Detection MLE/e MSE/e MLE/w MSE/w 
UV, A-254 nm 0.79 (LD) 0.79 (LD) 0.60 (B) 0.42 (LD) 
 0.74 (LD) 0.60 (LD) 0.23 (B) 0.25 (LD) 
 0.72 (B) 0.21 (B)  0.16 (LD) 
 0.44 (LD) 0.14 (B)   
  0.39 (LD)       
UV, A-366 nm 0.79 (LR) 0.79 (LBl) 0.65 (LBl) 0.06 (Bl) 
 0.65 (Bl) 0.58 (Bl) 0.58 (Bl)  
 0.62 (P) 0.21 (Bl) 0.47 (Bl)  
 0.58 (Bl) 0.06 (Bl) 0.23 (Bl)  
 0.45 (Bl)    
 0.42 (G)    
  0.32 (Bl)       

MLE/e, mintweed leaf ethanolic extract; MSE/e, mintweed seed ethanolic extract; MLE/w, mintweed 
leaf water extract; MSE/w, mintweed seed water extract 
(LD), light dark; (B), black; (LR), light red; (Bl), blue; (R), red; (G), grey; (LBl), light blue.  
 
 สารประกอบในสารสกดัแมงลกัคาดูดกลืนแสงท่ี UV-254 ปรากฏเป็นแถบม่วงด าบนพื้นเขียว
สด (dark violet spots on a bright green background) (Figure 3.2 , A) ซ่ึ ง  Jachen (1991) อธิบายว่า 
สารประกอบท่ีดูดกลืนแสงท่ี A-254 nm ส่วนมากเป็นสารท่ีมี aromatic rings และ conjugated double 
bonds ปรากฏเป็น  dark violet spots บน bright green background เ ช่น anthraquinones, coumarins, 
flavonoids และ polyphenols   แสดงว่า สารสกดัแมงลกัคาจากใบและเมล็ดทุกสารสกดัมี aromatic 
rings และ conjugated double bonds ของ flavonoids และ polyphenols การตรวจหาสารเฉพาะจึงไดใ้ช้
ส า ร  visualization reagents พิ เ ศ ษ  KOH, Dragendorff’s reagent, anisaldehyde/H2SO4 reagent, 
vanillin/H2SO4 reagent, FeCl3 reagent, DPPH reagent และ Kedde reagent เพื่อจ าแนกสารเฉพาะอยา่ง
ใน chromatogram 

1) การตรวจหา anthraquinones (red), anthrone (yellow) และ  coumarins โดยใช้ KOH 
reagent ฉีดพ่น TLC plate ซ่ึงมี coumarins เป็นสารมาตรฐานส าหรับเปรียบเทียบ และตรวจแถบท่ี A-
366 nm   coumarins เคล่ือนท่ีท่ี Rf 0.75 (blue-green) (Wagner and Bladt, 1996) ในสารสกดัแมงลกัคา
แต่ละชนิดแสดงใน Figure 3.3, A และ Table 3.2  MLE/e อาจมี  anthraquinones (Rf 0.79 LR) แต่ไม่มี 
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anthrones  และ coumarins  ในขณะท่ี  MSE/e ไม่มี anthraquinones, anthrones  แต่มี coumarins (Rf 
0.79 BI)  ส่วน MLE/w และ MSE/w ไม่มีสารทั้ง 3 ชนิดน้ี  

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 3.3 TLC fingerprints of mintweed extracts were developed in ethylacetate: methanol: water 
(81:11:8) and sprayed with specific reagents: A, KOH reagent (UV-366 nm); B, Dragendorff’s 
reagent (vis); C, Anisaldehyde/H2SO4 reagent (vis); D, Vanillin/H2SO4 reagent (vis).  
MLE/e, mintweed leaf ethanolic extract; MSE/e, mintweed seed ethanolic extract; MLE/w, mintweed 
leaf water extract; MSE/w, mintweed seed water extract; Cou; coumarin. 
 
 

2) การตรวจหา  alkaloids และสาร   nitrogen compounds โดยพ่น  TLC plate ด้วย 
Dragendorff’s reagent (potassium iodide-bismuth nitrate) ซ่ึง alkaloids จะปรากฏแถบสีน ้ าตาลหรือ
ส้ม ภายใต ้visible light (Wagner and Bladt, 1996)  พบว่าสารสกดัแมงลกัคาจากใบและเมล็ดทั้ง 4 
สารสกดัไม่มี alkaloids (Figure 3.3, B และ Table 3.2)   แต่ในพืชโดยทัว่ไป alkaloids มีมากในเมล็ด 
แสดงวา่แมงลกัคาน่าจะไม่เป็นพืชท่ีมีพิษ (Doughari, 2012) 

3) การตรวจหา essential oils ใช้  Anisaldehyde/H2SO4 reagent พ่น  TLC plate ซ่ึ งจะ
ตรวจหาได้ทั้ ง essential oils, steroids, terpenoids และ phenols ได้แถบสีม่วงแดง หรือ น ้ าเงิน หรือ 
เขียว ท่ี visible light (Jork et al., 1990; Wagner and Bladt, 1996)   ในการวิจยัน้ีใช้ eugenol (Rf 0.83) 
เป็นสารมาตรฐานส าหรับ phenyl essential oils   พบวา่ MLE/e,  MSE/e และ MLE/w มี essential oils 
ในระดบัความเขม้ขน้ต่างกนั และ ไม่พบมี essential oils ใน MSE/w  (Figure 3.3, C และ Table 3.2)  

4) การตรวจหา terpenes/steroids ใช ้Vanillin/H2SO4 reagent  พน่ TLC plate ซ่ึง terpenes 
หลายชนิดใหสี้แดงและน ้าเงิน เม่ือท าปฏิกิริยากบั Vanillin/H2SO4 reagent (Macherey Nagel GmbH & 
Co.) ใช ้estradiol (Rf 0.77 NBl) เป็นสารมาตรฐานส าหรับ sterol triterpenoids   พบวา่สารสกดัแมงลกั
คาจากใบและเมล็ด ทุกชนิดมี  terpenoids ในระดับความเข้มข้นต่างกัน  (Figure 3.3 , D และ                 
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Table 3.2) และท่ีเด่นชัด MLE/e (Rf 0.79),   MSE/e (Rf 0.79) เคล่ือนท่ีใกล้เคียงกับ estradiol   ส่วน 
terpenoids ใน MLE/w (Rf 0.58) อาจจะ  polar กว่า estradiol จึงเคล่ือนท่ีได้ช้ากว่า และ MSE/w มี 
terpenoids ความเขม้ขน้นอ้ย  
 
 
Table 3.2 Rf values of TLC fingerprints of mintweed extracts detected by KOH, Dragendorff reagent, 
anisaldehyde/ H2SO4 and vanillin/H2SO4 reagent. 

TLC 
Detection 

Rf of  extract 
MLE/e MSE/e MLE/w MSE/w Coumarin Eugenol Estradiol 

KOH 0.79 (P) 0.79 (Bl) 0.65 (Bl) - 0.75 (BGr) - - 
 0.65 (Bl)  0.43 (Bl)     
  0.58 (DBl)       
 0.47 (LBl)       
Dragendorff ND 0.05 (CYL) ND 0.00 CYD) - - - 
Anisaldehyde/ 0.79 (V) 0.88 (P) 0.69 (LPu) - - 0.83 (Pu) - 
H2SO4 0.74 (Pu) 0.79 (Pu) 0.63 (LPu)     
 0.63 (LPu) 0.71 (LPu) 0.54 (LPu)     
 0.56 (LPu) 0.48 (Pu)      
 0.50 (LPu) 0.38 (LPu)      
 0.04 (Br) 0.28 (LPu)      
 0.38 (Br) 0.24 (Pu)      
 0.35 (PGr) 0.16 (Y)      
 0.31 (Bl) 0.06 (Pu)      
 0.25 (Br)       
Vanillin/ 0.79 (NBl) 0.86 (DBl) 0.65 (LV) 0.33 (LBl) - - 0.77 (NBl) 
H2SO4 0.70 (DBl) 0.79 (NBl) 0.58 (Bl) 0.25 (PG)    
 0.60 (G) 0.70 (Bl) 0.47 (PG) 0.23 (LP)    
 0.54 (G) 0.48 (Pu) 0.36 (G) 0.05 (Gr)    
 0.47 (DG) 0.40 (G) 0.52 (Br)     
 0.43 (DG) 0.35 (Bl) 0.14 (Y)     
  0.31 (G)      
  0.27(NBl)      
  0.23 (LV)      

MLE/e, mintweed leaf ethanolic extract; MSE/e, mintweed seed ethanolic extract; MLE/w, mintweed 
leaf water extract; MSE/w, mintweed seed water extract 
(P), purple; (Bl), blue; (V), violet; (LV), light violet; (Pu), purple; (LPu), light purple; (Bl), blue; ; 
(BGr), blue green; (NBl), nevy blue; (DBl), dark blue; (LBl), light blue; (Br), brown; (Gr), green; 
(PGr), pale green; (CYL), cadmium yellow light; (CYD), cadmium yellow deep; (P), pink; (LP), light 
pink; (Y), yellow; (G), grey; (DG), dark grey; (PG), pale grey; ND, not detectable 
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5) การตรวจหา phenolic compounds และ tannins ดว้ย FeCl3 reagent   พ่น TLC plate ใช้  
catechin เป็นสารมาตรฐาน  เม่ือฉีดพน่ดว้ย FeCl3 ไดจุ้ดสีน ้าตาลหรือเทาด าท่ี Rf 0.67   พบในสารสกดั
ทุกชนิดมี phenolic compounds  ในสารสกดัใบมี phenolic compounds มากกวา่ในสารสกดัเมล็ด  สาร
บางชนิดเคล่ือนท่ีช้ากว่าสารมาตรฐาน  catechin (Figure 3.4 , A และ  Table 3.3)  สาร phenolic 
compounds ในสารสกดัแมงลกัคาน่าจะมีโมเลกุลท่ี polar มากกวา่  catechin  

6) การตรวจหา antioxidants ในสารสกดั โดยการพ่น TLC plate ดว้ย DPPH reagent และ 
ใช ้Trolox เป็นสารมาตรฐาน   พบวา่ phenolic compounds ในสารสกดัทั้งหมดท าปฏิกิริยากบั DPPH 
ให้สีเหลืองบนพื้นสีค่อนขา้งม่วง นั่นคือสารสกัดแมงลกัคามีคุณสมบติัเป็นสาร antioxidants และ
ปรากฏวา่สาร  antioxidants ใน Figure 3.4, B มีรูปแบบตรงกบัรูปแบบของ phenolics compounds ใน 
Figure 3.4, A และ    MLE/e, MSE/e และ MLE/w มี  Rf 0.60 ตรงกบั Rf ของ Trolox   ในสารสกดัทั้ง
สามน้ีจึงน่าจะมี Trolox ประกอบอยู่ด้วย   การแยกสารสกดัด้วย TLC แล้วพ่นด้วยสาร DPPH เป็น
แนวทางการตรวจหาสารท่ีมีคุณสมบติั antioxidants  ซ่ึงเป็นวิธีตรวจหาคุณสมบติัโดยการแยกจาก
ภาพอตัโนมติัของชีวเป็นแนวทาง (TLC bioautography-guided method) ช่วยใหส้ามารถระบุไดว้า่ใน
สารสกดัมีสารท่ีมีศกัยภาพเป็น antioxidant มากหรือน้อย เพื่อการแยกสาร (fractionation) ให้ไดส้าร
บริสุทธ์ิในขั้นต่อไป (Vogel, et al., 2005; Gu, Wu and Wang, 2009; Wang, Yue, Tang and Sun, 2012) 

7) การตรวจหา cardenolides/cardiac glycosides  พน่ TLC plate ดว้ย Kedde reagent  และ
ดูแถบภายใต้แสงสีขาว (visible light) ได้แถบสี ชมพู แดง หรือ ม่วง ซ่ึงในสารสกัดใบและเมล็ด
แมงลกัคาไม่ปรากฏมี cardiac glycosides (Figure 3.4, C และ Table 3.3)   cardiac glycosides เป็นสาร 
steroid ชนิดหน่ึง และเป็นสารท่ีค่อนขา้ง hydrophilic อาจเคล่ือนท่ีไม่ดี ชา้ หรือไม่เคล่ือนทีใน solvent 
system ระบบ ethyl acetate: methanol: water (81:11:8) ท่ีใชน้ี้ อาจตอ้งเลือกใชร้ะบบอ่ืนๆ ซ่ึงเคล่ือนท่ี 
Rf  ต่างๆ กนั (Heftmann, 1979) หรือในแมงลกัคาอาจจะมี cardiac glycosides น้อยมากหรือไม่มีเลย 
แสดงวา่แมงลกัคาเป็นพืชท่ีไม่มีพิษต่อการท างานของกลา้มเน้ือหวัใจ  
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Figure 3.4 TLC fingerprints of mintweed extracts were developed in ethyl acetate: methanol: water 
(81:11:8) and sprayed with specific reagents: A, FeCl3 reagent; B, DPPH reagent; C, Kedde reagent. 
MLE/e, mintweed leaf ethanolic extract; MSE/e, mintweed seed ethanolic extract; MLE/w, mintweed 
leaf water extract; MSE/w, mintweed seed water extract; CA, catechin; Tro, trolox. 
 
 
Table 3.3 Rf values of TLC fingerprints of mintweed extracts detected by FeCl3, DPPH and Kedde 
reagents.  

TLC 
Detection 

Rf of  extracts 
MLE/e MSE/e MLE/w MSE/w Catechin Trolox 

FeCl3 0.77 (DB) 0.23 (B) 0.60 (DB) 0.21 (DB) 0.67 (B) - 
 0.60 (DB) 0.12 (DB) 0.46 (DB)    
   0.21 (B)    
DPPH 0.73 (Y) 0.60 (Y) 0.75 (Y) 0.07 (Y) - 0.60 (Y) 
 0.60 (Y) 0.20 (Y) 0.66 (Y) 0.13 (Y)   
  0.14 (Y) 0.60 (Y)    
   0.46 (Y)    
Kedde 0.79 (PBr) 0.25 (Y) 0.65 (PBr) 0.15 (Br) - - 
 0.73 (PBr) 0.13 (Br) 0.44 (PBr)    
 0.60 (PBr)  0.21 (Br)    
 0.44 (PBr)      
 0.37 (Br)      

MLE/e, mintweed leaf ethanolic extract; MSE/e, mintweed seed ethanolic extract; MLE/w, mintweed 
leaf water extract; MSE/w, mintweed seed water extract 
(DB), diluted black; (B), black. (Y), yellow; (Br), brown; (PBr), pale brown 
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 3.4.1.2 Specific reagent testing 
        1) Salkowski test ส าหรับ terpenoids 
 Salkowski test ทดสอบหา terpenoids ในสารสกัด ปฏิกิริยาให้ชั้ นแถบสีเหลืองแล้ว
เปล่ียนเป็นน ้ าตาลแดงระหวา่ง interphase ของ ethanol/water กบั chloroform ใน 2 นาที   พบสารสกดั
ใบและเมล็ดแมงลกัคาทั้งหมดมี terpenoids ในสารสกดัเมล็ดมีความเขม้ขน้มากกวา่ในใบ (Figure 3.5, 
A)   terpenoids มีคุณสมบติัทางชีวภาพหลายอยา่ง เช่น เป็นสาร antioxidants, antibiotics, antitumour, 
insecticides, และบางชนิดเป็นสารหอมระเหย (volatiles) (Raaman, 2006)  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 3.5 A: Terpenoids detection in mintweed extracts by Salkowski test. B: Tannins detection in 
mintweed extracts by Ferric chloride test. C: Alkaloids detection in mintweed extracts by Dragendorff 
reagent test. MLE/e, mintweed leaf ethanolic extract; MLE/w, mintweed leaf water extract; MSE/e, 
mintweed seed ethanolic extract; MSE/w, mintweed seed water extract 
 

      2) Ferric chloride test ส าหรับ tannins 
   Ferric chloride ท าปฏิกิริยากับ tannins ให้สี brownish green หรือ blue-black  พบว่า 
MLE/e, MLE/w มี tannins และ MSE/e มี tannins เขม้ขน้มาก   ส่วน MSE/w ไม่มี tannins (Figure 3.5, 
B)   tannins เป็นสาร polyphenolic compound   ในพืชหลายชนิด tannins เป็นสารท่ีท าให้พืชมีรสขม  
ป้องกนัพืชจากการท าลายโดยแมลง และใช ้tannins เป็น astringent (Ashok and Upadhyaya, 2012) 
 
  3) Dragendorff reagent test ส าหรับ alkaloids 
  Dragondorff's reagent (potassium iodide-bismuth nitrate) ใช้อย่ า งกว้า งขวาง เพื่ อ
ตรวจหา alkaloids โดย heavy metal atom (BiI4) รวมกบั nitrogen ใน alkaloid ได ้ion pairs ท่ีไม่ละลาย 
ไดต้ะกอนสาร complex สีส้มแดง   ในสาร MLE/e, MLE/w และ MSE/e ไม่มี alkaloids แต่ MSE/w มี 
alkaloids (Figure 3.5, C) 
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 4) Frothing test ส าหรับ saponins 
 Saponins พบมีในพืชหลายชนิด เป็นกลุ่ม amphipathic glycosides ในโมเลกุลมีหน่วย 
hydrophilic glycoside moieties กบั lipophilic triterpene derivative มีลักษณะพิเศษคือ เม่ือเขย่าอย่าง
แรงในสารละลายน ้ า เกิดฟอง (froth) (Hostettmann and Marston, 1995; Silva et al., 1998) ซ่ึงแสดงวา่
มี  saponins  พบว่า MLE/e และ MLE/w) เกิดฟอง และ MSE/w มีฟองมากท่ีสุด เป็น honeycomb สูง
กว่า 2 น้ิวจากผิวของเหลวและเสถียรอยู่นานถึง 10 นาที ในขณะท่ี MLE/e และ MLE/w ให้ 
honeycomb สูงประมาณ 1 cm (Figure 3.6, A)  แต่เม่ือยืนยนัด้วยการเติม NaOH  พบ MSE/e มีฟอง
มากกว่า MSE/w, MLE/e และ  MLE/w (Figure 3.6, B) และ เม่ือย่อย saponin glycoside ดว้ย HCl ให้
เป็น aglycone sapogenin ซ่ึงไม่มีฟองหรือมีฟองนอ้ยมาก สารสกดัทั้ง 4 ชนิดไม่มีฟอง (Figure 3.6, C) 
แสดงวา่สารสกดัแมงลกัทุกชนิดมี saponins ในปริมาณท่ีต่างกนั (Trease and Evans, 1983)   
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 3.6 Frothting test of mintweed extracts. A, after shaking, B, after adding NaOH and shaking, C, 
after adding HCl, boiling for 10 min and shaking. MLE/e, mintweed leaf ethanolic extract; MLE/w, 
mintweed leaf water extract; MSE/e, mintweed seed ethanolic extract; MSE/w, mintweed seed water 
extract. 
 

สารพฤกษเคมีในสารสกดัใบและเมล็ดแมงลกัคาซ่ึงตรวจหาดว้ยเทคนิค TLC แลว้พฒันาสี
(develop) ดว้ยการฉีดพ่น TLC plate ดว้ยสารตรวจเฉพาะ และเทคนิคทดสอบปฏิกิริยากบัสารพิเศษ  
สรุปผลการตรวจหาสารพฤกษเคมีในสารสกดัไดด้งัปรากฏในสรุป Table 3.4  พบวา่มีสาร phenolics 
และ terpenoids ในสารสกัดทั้ ง  4  ชนิด (MLE/e, MLE/w, MSE/e, MSE/w)  มี  essential oils และ 
tannins ใน MLE/w, MLE/e และ MSE/e  แต่ไม่พบมีใน MSE/w  ส่วน saponins พบมีเฉพาะในสาร
สกัดเมล็ดเท่านั้นทั้งใน MSE/w และ MSE/e และ alkaloids พบมีเฉพาะใน MSE/w  สารสกัดทั้ง 4 
ชนิดไม่มี coumarins, anthraquinnones และ cardiac glycosides  ยิง่กวา่นั้นสารสกดัแมงลกัคาจากทั้ง 4 
ชนิดมีสารพฤกษเคมีท่ีมีคุณสมบติัเป็นสาร antioxidants 
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Table 3.4 Summary of phytochemical screening of mintweed extracts isolated by Thin Layer 
chromatography (TLC) and specific test detection. 

Phytochemical category MLE/e MLE/w MSE/e MSE/w 
Phenolicsa + + + + 
Terpenoidsb + + + + 
Essential oilsa + + + - 
Tanninsb + + + - 
Saponinsb - - + + 
Alkaloidsb - - - + 
Coumarinsa - - - - 
Antraquinonesa - - - - 
Cardiac glycosidesa - - - - 
Antioxidant activitya + + + + 

“+” present; “-” absent; aDetected by TLC; bdetected by TLC and tests with specific reagents. MLE/e, 
mintweed leaf ethanolic extract; MLE/w, mintweed leaf water extract; MSE/e, mintweed seed 
ethanolic extract; MSE/w, mintweed seed water extract. 
 
 สารสกดัแมงลกัคามี phenolics, terpenoids, saponins tannins และ essential oils มาก  แต่
ไม่มี  alkaloids หรืออาจจะมีแต่นอ้ยมาก ซ่ึงการแยกและตรวจหาสารพฤกษเคมีในสารสกดัแมงลกัคา
น้ีสอดคล้องกบัหลายรายงานการแยกสารสกดัจากแมงลกัคา (Das Prabhat, et al., 2009; Mbatchou, 
Abdullatif and Glover, 2010; Moreira, de Oliveira Lima, Wanderley, Carmo, and de Souza, 2010; 
Pachkore and Dhale, 2011; Shaikat, Hossain and Azam, 2012)  มี รายงานว่า ส่วนประกอบของ 
essential oils ข อ งแม งลัก ค า คื อ ส า ร  sabinene, limonene, biclyclogermacrene, -phellandrene 
(Azevedo et al., 2001), 1,8-cineole, (E)-caryophyllene, และ  spathulenol (Oliveira et al., 2005)  สาร
สกัดเหล่าน้ีมีศักยภาพต้านเช้ือรา (Singha and Handiquea, 1997), ต้านการอักเสบ (Grassia, et al., 
2006) มาเลเรีย และเช้ือจุลินทรีย์ (Asekun, Ekundayoa and Adeniyib, 1999; Khamsan et al., 2011) 
ตา้นการเจริญของเซลลม์ะเร็ง (Manosroi, Dhamtano, and Manosri, 2006) และชกัน าให้เซลลต์ายแบบ 
apoptosis (Cha and Kim, 2012)   ส่วนTerpenes และ tanins มีฤทธ์ิตา้นเช้ือจุลินทรีย ์(Joshi et al., 2008; 
Akiyama, Fujii, Yamasaki, Oono, and Iwatsuki, 2001) ต้านการเพิ่มจ านวนเซลล์ (antiproliferation) 
(de Almeida, Rios-Luci, Padron, and Palermo, 2010; de Melo, et al., 2010)  และหยุดว ัฏจักรเซลล์  
(cell cycle arrest) ท าให้เซลล์ฆ่าตวัตายแบบ apoptosis (Chen et al., 2009; Chen et al., 2010) และ มี
รายงานว่า saponins ยบัย ั้งการเจริญของเซลล์และท าให้เซลล์ apoptosis (Tin, Cho, Chan, James and 
Ko, 2007) ส่วน alkaloids เป็นสารตา้นเน้ืองอก (Zupko et al., 2009)  และชกัน าใหเ้ซลล์เกิด apoptosis 
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(Li, et al., 2008)   ดงันั้นสารสกดัแมงลกัคามีสาร bioactive หลายชนิดท่ีน่าจะน าไปสกดัแยกและวิจยั
ต่อไป เพื่อพฒันาใชเ้ป็นสารรักษาอาการ/โรคไดห้ลายอยา่ง 
 

3.4.2 ปริมาณ Total phenolic compounds (TPC) และ Total flavonoid (TF) contents ในสาร
สกดัแมงลกัคา 
ปริมาณทั้งหมดของ phenolic compounds (TPC) และของฟลาโวนอยด์ (TF) ในสารสกดั

ใบและเมล็ดแมงลักคาดังใน Table 3.5 ปรากฏว่าสารสกัดจากใบแมงลักคามีสาร TPC และ TF 
มากกวา่สารสกดัจากเมล็ด และสกดัดว้ย 70% ethanol ใหป้ริมาณ TPC และ TF มากกวา่สกดัดว้ยน ้า  

ปริมาณ TPC ในสารสกดัแมงลกัคาเปรียบเทียบจากปริมาณมากไปหานอ้ยตามล าดบัดงัน้ี 
MLE/e (370.02 ± 7.10 mg GAE/g) > MLE/w (319.45 ± 8.67 mg GAE/g) > MSE/e (135.92 ± 2.17 mg 
GAE/g) > MSE/w (77.02 ± 2.05 mg GAE/g) (Table 3.5, column 2) และ  

ปริมาณ TF ในสารสกดัแมงลกัคาพบมีจากมากไปหาน้อยตามล าดบัดงัน้ี MLE/e (278.81 
± 3.40 mg CAE/g) > MLE/w (240.81 ± 5.01 mg CAE/g) > MSE/e (86.28 ± 0.67 mg CAE/g) > MSE/w 
(15.38 ± 0.21 mg CAE/g) (Table 3.5, column 3) 
 
Table 3.5 Total phenolic compounds and total flavonoid contents of mintweed (H. sauveolens) 
extracts.  Data were mean ± SD., (n = 6).  

Extract   Total phenolics Total flavonoids 
    mg GAE/g dried extract      mg CAE/g dried extract 
MLE/e  370.07 ± 7.10a 278.81 ± 3.40a 
MLE/w  319.45 ± 8.67b 240.81 ± 5.01b 
MSE/e  135.92 ± 2.17c   86.28  ± 0.67c 
MSE/w   77.02 ± 2.05d  15.38  ± 0.21d 

Different letters within the same column were significant difference (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 
 

เห็นไดว้า่ 70% ethanol สามารถสกดัสาร TPC และ TF จากใบและเมล็ดแมงลกัคาไดม้ากกวา่
สกัดด้วยน ้ า ในท านองเดียวกันสารสกัดจากใบมี TPC และ TF มากกว่าสารสกัดจากเมล็ด  การ
วิเคราะห์ปริมาณของ TPC และ TF น้ีได้ผลสอดคล้องไปในทางเดียวกนักับการแยกสารสกดัด้วย
เทคนิค TLC (ขอ้ 3.4.1.1) และ การทดสอบสารสกดัดว้ยสารพิเศษ (ขอ้ 3.4.1.2)   สาร polyphenols 
และ  flavonoids เป็นสารผลิตภณัฑ์ธรรมชาติสารหลกัของพืชท่ีมีคุณสมบติัเป็น antioxidants (Rice-
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vans, Miller, and Paganga, 1997; Heim, Tagliaferro, and Bobilya, 2002; Stevenson and Hurst, 2007; 
Wojdylo, Oszmianski, and Czemerys, 2007) 

 
3.4.3 Antioxidant activity ของสารสกดัแมงลกัคา 

3.4.3.1 Free radical scavenging activity (DPPH) 
สารประกอบธรรมชาติหลายชนิดในกลุ่มสารทุติยภูมิ (secondary metabolites) 

เช่น phenolic compounds, terpenoids และ alkaloids มีคุณสมบติัตา้นออกซิเดชนั (antioxidant activity)  
โดยก าจดัอนุมูลอิสระ (free radicals) DPPH  สาร antioxidants เป็นผูใ้ห้ hydrogen แก่ DPPH ได้ 
DPPH-H โมเลกุลท่ีเสถียร สีของสารในปฏิกิริยาเปล่ียนจาก สีม่วงเป็นสีเหลือง และลดการดูดแสงท่ี 
A-515 nm   ค  านวณหา % scavenging activity ในการก าจดั free radicals และค่าความเขม้ขน้ท่ีก าจดั/
ยบัย ั้งได้ 50% (half maximal inhibitory concentration (IC50)) ซ่ึงเป็นปริมาณของสารท่ีต้องการใช้
ก าจดัคร่ึงหน่ึงของ free radicals ท่ีมีในกระบวนการทางชีววิทยา   พบวา่ scavenging activity ของสาร
สกดัใบแมงลกัคามีฤทธ์ิ ก าจดั free radicals ไดม้ากกวา่สารสกดัจากเมล็ดแมงลกัคา และ สารสกดัดว้ย 
70% ethanol ทั้งจากใบและเมล็ดแมงลกัคาก าจดั radicals ไดม้ากกวา่สารสกดัดว้ยน ้ า   ประสิทธิภาพ
ก าจดั free radical DPPH ของสารสกดัแมงลกัคาเรียงตามล าดบัจากค่า IC50  ดงัน้ี MLE/e (9.26 ± 0.08 
ug/ml)  MLE/w (10.89 ± 0.70 ug/ml)   MSE/e (32.8 5± 0.05 ug/ml)   MSE/w (147.17 ± 1.67 
ug/ml ) (Table 3.6)  
 
เม่ือเปรียบเทียบ IC50 ของสารสกดัแมงลกัคากบัสารมาตรฐาน catechin และ ascorbic acid ไดด้งัน้ี 
 

IC50 (ug/mL) IC50 (ug/mL) 

MLE/e     Catechin    3.47  เท่า MLE/e     Ascorbic acid    2.20  เท่า 
MLE/w    Catechin   4.08  เท่า MLE/w    Ascorbic acid   2.58  เท่า 
MSE/e    Catechin   12.30  เท่า MSE/e     Ascorbic acid     7.78  เท่า 
MSE/w    Catechin  55.12  เท่า MSE/w     Ascorbic acid   34.87 เท่า 
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Table 3.6 DPPH free radical scavenging activities of mintweed (H. sauveolens) extracts and of the 
standards, catechin and ascorbic acid.  Data were mean ± SD., (n = 3). 

Sample Conc. (µg/mL) % inhibition IC50 (µg/mL) 
MLE/e 5 28.56 ± 0.66  
 7.5 41.04 ± 0.35  
 10 53.39 ± 0.50 9.26 ± 0.08c 
 12.5 66.89 ± 0.50  
  15 78.85 ± 1.10   
MLE/w 5 24.01 ± 0.28  
 7.5 33.64 ± 0.56  
 10 46.06 ± 0.93 10.89 ± 0.70d 
 12.5 58.10 ± 0.36  
  15 68.17 ± 0.58   
MSE/e 2.5   5.93 ± 0.10  
 12.5 23.85 ± 0.78  
 25 40.58 ± 0.51 32.85± 0.05e 
 37.5 57.16 ± 0.65  
  50 71.94 ± 0.50   
MSE/w 50 18.21 ± 0.52  
 100 34.84 ± 1.71  
 150 53.22 ± 0.77 147.17 ± 1.67f 
 200 66.83 ± 1.62  
  250 81.33 ± 0.31   
Catechin 2 40.83 ± 1.42  
 3 55.42 ± 0.43  
 4 66.06 ± 1.25 2.67 ± 0.06a 
 5 79.96 ± 1.18  
  6 91.95 ± 0.51   
Ascorbic acid 2 25.02 ± 1.33  
 3 35.53 ± 0.48  
 4 47.14 ± 0.10 4.22 ± 0.01b 
 5 58.81 ± 0.37  
  6 70.74 ± 0.55   

Different letters within the same column were significant difference (p < 0.05). MLE/e, mintweed leaf 
ethanolic extract; ; MLE/w, mintweed leaf water extract; MSE/e, mintweed seed ethanolic 
extractMSE/w, mintweed seed water extract; CA, catechin; AA, ascorbic acid 
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 มีรายงานสารสกัดต้นแมงลักคาด้วย methanol มีประสิทธิภพต่อ free radical scavenging 
activity สูง (ค่า IC50 ต ่า) IC50  7.49 ug/ml (Ghaffari,   Ghassam, Nayaka, Kini, and Prakash, 2014) สาร
สกดัใบแมงลกัคาดว้ย methanol มีค่า IC50 14.04 ug/ml (Gavani and Paarkh, 2008) ซ่ึงสอดคล้องกบั
ผลการวิจยัน้ีซ่ึงสกดัดว้ย ethanol   แต่ Nantinon et al. (2007) รายงาน radical scavenging activity ของ 
essential oil แมงลกัคา มีค่า IC50 ค่อนขา้งสูง (3.27 mg/ml หรือ activity ต ่า)    จึงเป็นไดว้า่ความสามารถ
ในการก าจดั free radicals ของสารสกดัแมงลกัคาท่ีแตกต่างกนั อาจเน่ืองจาก สายพนัธ์ุยอ่ย (variety) 
ของพืช สถานท่ีพืชเจริญ (location) ฤดูเก็บเก่ียวพืช และวธีิการเตรียมสารสกดัท่ีต่างกนั  
 

3.4.3.2 Ferric reducing antioxidant power (FRAP) 
FRAP เป็นวิธีวิเคราะห์หาความเข้มข้นทั้งหมดของ antioxidants ในผลิตภณัฑ์

ธรรมชาติ โดยสาร antioxidants เปล่ียน ferric ให้เป็น ferrous   ซ่ึง FRAP เป็นตวับ่งช้ีศกัยภาพของ 
antioxidant activity ของสารสกดั (Benzie and Szeto, 1999)   สารสกดัใบแมงลกัคามีค่า FRAP สูงกวา่
สารสกดัเมล็ด ประมาณ 4-6 เท่า  และสารสกดัใบและเมล็ดดว้ย 70% ethanol มีค่า FRAP สูงกวา่สาร
สกัดด้วยน ้ า   ค่า FRAP ของสารสกัดแมงลักเรียงจากมากไปน้อยดังน้ี  MLE/e (8.52 ± 0.44 µM 
FeSO4/mg)   MLE/w (6.27 ± 0.03 µM FeSO4/mg)   MSE/e (2.01 ± 0.35 µM FeSO4/mg)   MSE/w 
(1.36 ± 0.00  µM FeSO4/mg) (Table 3.7) 

 
Table 3.7 Ferric reducing ability power (FRAP) values of mintweed (H. sauveolens) extracts, 
catechin and ascorbic acid.  Data were mean ± SD., (n = 3).  

     Sample/standard               FRAP 
  (µM FeSO4/mg dried extract) 

MLE/e            8.52 ± 0.44c 
MLE/w            6.27 ± 0.03d 
MSE/e            2.01 ± 0.35e 
MSE/w            1.36 ± 0.00f 
Catechin           16.26 ± 0.65b 
Ascorbic acid           19.31 ± 0.22a 

Different letters within the same column were significant difference (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; CA, catechin; AA, ascorbic acid 
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เม่ือเปรียบเทียบค่า FRAP ระหวา่งของสารสกดัแมงลกัคาและสารมาตรฐาน Catechin  และ  Ascorbic 
acid  จะเห็นวา่ FRAP ของสารสกดัมีค่านอ้ยกวา่ของสารมาตรฐานดงัน้ี  

 
FRAP (uM FeSO4/mg dried extract) FRAP (uM FeSO4/mg dried extract) 

MLE/e     Catechin     1.91  เท่า MLE/e      Ascorbic acid     2.27  เท่า 
MLE/w    Catechin    2.59  เท่า MLE/w    Ascorbic acid     3.08  เท่า 
MSE/e    Catechin     8.09  เท่า MSE/e    Ascorbic acid      9.61  เท่า 
MSE/w    Catechin  12.00  เท่า MSE/w    Ascorbic acid  14.20  เท่า 

   
 Antioxidant activity ของสารสกดัแมงลกัคาวิเคราะห์โดยกิจกรรม DPPH radical scavenging  
และ กิจกรรม ferric reducing ability power สอดคลอ้งไปในทางเดียวกนั นัน่คือ สารสกดัใบแมงลกั
คามี antioxidant activity มากกวา่สารสกดัเมล็ด และสารสกดัดว้ย 70% ethanol มี antioxidant activity 
มากกว่าสารสกดัด้วยน ้ า (Table 3.8)    แม  ้antioxidant activity ของสารสกดัแมงลกัคาน้อยกว่าของ
สารมาตรฐาน อาจเน่ืองจากสารสกดัเป็นสารสกดัหยาบ (crude extracts) ไม่ใช่สารบริสุทธ์ิเช่นสาร
มาตรฐาน ซ่ึงอาจมีสารบางสารมีผลกระทบต่อปฏิกิริยาของ DPPH reagent และ FRAP reagent   
 
Table 3.8 Summary of antioxidant activities of mintweed extracts analyzed by DPPH radical 
scavenging and ferric reducing ability power (FRAP).  

Sample       DPPH               FRAP  
      IC50 (ug/ml) (uM FeSO4/mg extract) 
MLE/e    9.26 ± 0.08c             8.52 ± 0.44c 
MLE/w   10.89 ± 0.70d            6.27 ± 0.03d 
MSE/e   32.85 ± 0.05e            2.01 ± 0.35e 
MSE/w 147.17 ± 1.67f            1.36 ± 0.00f 
Catechin    2.67 ± 0.06a          16.26 ± 0.65b 
Ascorbic acid    4.22 ± 0.01b          19.31 ± 0.22a 

Data expressed as mean ± SD (n = 3), 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; CA, catechin; AA, ascorbic acid 
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3.4.4 Cytotoxicity ของสารสกดัแมงลกัคา 
 ความเป็นพิษต่อเซลล์ (cytotoxicity) ของสารพฤกษเคมีสามารถทดสอบเบ้ืองต้นด้วย 

Brine shrimp lethality assay (BSLA)  ใช้กุ ้งฝอย Artemia salina เป็นสัตว์ต้นแบบทดลอง นอกจาก
ทดสอบ cytotoxicity แล้ว BSLA ยงัทดสอบ pharmacological activity ของสารผลิตภณัฑ์ธรรมชาติ
จากพืชและสัตวไ์ดด้้วย (Pelka, Danzl, Distler, and Petschelt, 2000; Carbello, Hernandez, Perez, and 
Garcia-Gravalos, 2002)   

 ในการทดสอบ cytotoxicity ของสารสกดัแมงลกัคาดว้ย BSLA พบวา่ MLE/e มีความเป็น
พิษสูงท่ีสุด ค่า lethal concentration 50 , LC50 ความเขม้ขน้ท าใหกุ้ง้ฝอยตาย 50% เท่ากบั 360.48 ug/ml 
ท่ี  24 ชม รองลงมาคือ MSE/w และ  MSE/e ซ่ึงมีค่า  LC50 470.60 ug/ml และ LC50 708.26  ug/ml 
ตามล าดบั  ส่วน MLE/w มีค่า LC50 1,282.47 ug/ml (Table 3.9)  

อยา่งไรก็ตาม cytotoxicity ของสารสกดัแมงลกัคาสูงกวา่ cytotoxicity ของ Catechin ซ่ึงมี 
LC50 2,332.00 ug/ml ประมาณ 2 – 6 เท่า แต่ น้อยกว่า cytotoxicity ของ Ascorbic acid มาก ซ่ึงมีค่า 
LC50 13.77 ug/ml ประมาณ 26-93 เท่า (Table 3.10)   ประสิทธิภาพ cytotoxicity ของ ascorbic acid สูง
ทั้งท่ีใช้ความเข้มข้นน้อย อาจเป็นเพราะ ascorbic acid เป็นสารบริสุทธ์ิ (Hanashima abd Namiki, 
1999) แต่ในสารสกดัแมงลกัคาไม่ท าให้กุง้ฝอยตาย หรือตายน้อยมาก ดงันั้นเม่ือเปรียบเทียบกบัสาร
มาตรฐานทั้ง 2 ชนิดน้ี โยเฉพาะ Ascorbic acid สารสกดัแมงลกัคาจึงมีความเป็นพิษต่อกุง้ฝอย หรือ
เซลลป์กตินอ้ยมาก และสามารถเลือกใชป้ระสิทธิภาพต่างๆ ของสารสกดัแมงลกัคาใบหรือเมล็ด หรือ
สกดัดว้ย ethanol หรือน าประยกุตใ์ชป้ระโยชน์ไดต้ามประเด็นท่ีตอ้งการได ้
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Table 3.9 Cytotoxic effect of mintweed extracts assayed by brine shrimp lethality assay (BSLA)  
at 24 h.  Data were mean ± S.D., (n = 60). 

Extract  Conc. (ug/mL)           % Mortality LC50 (ug/mL) 
MLE/e          250              1.67 ± 0.40  
 300            11.67 ± 0.75 360.48 (344.02-381.05) 
 350            35.00 ± 1.87  
  400            83.33 ± 1.03   
MLE/w               500              3.33 ± 0.51  
 1000            23.33 ± 1.50 1,282.47 (1118.26-1457.79) 
 1500            75.00 ± 0.54  
  2000            83.33 ± 1.86   
MSE/e        250              8.33 ± 0.98  
 500            18.33 ± 0.75 708.26 (594.32-874.67) 
 750            55.00 ± 1.87  
  1000            80.00 ± 2.45   
MSE/w         100              1.67 ± 0.40  
 250              8.33 ± 0.98 470.60 (294.94-808.63) 
 500            45.00 ± 1.38  
  1000          100.00 ± 0.00   
Catechin  2000            43.33 ± 1.21  
 4000            65.00 ± 1.04 2,332.00 (1848.36-2736.94) 
 6000            85.00 ± 0.83  
  8000          100.00 ± 0.00   
Ascorbic acid  5            11.67 ± 1.16  
 10            20.00 ± 1.41 13.77 (11.44-16.70) 
 20            73.33 ± 1.50  
  40          100.00 ± 0.00   

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; AA, ascorbic acid 
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Table 3.10 Comparison of cytotoxic efficacy (LC50) among the extracts and the antioxidant standards, 
catechin and ascorbic acid. 

Extract  LC50 
 (ug/ml) 

Cytotoxic efficacy (fold) 
as compared to standards 

  MLE/e    360.48 MLE/e  > CA   6.47 
                             < AA 26.18 
  MLE/w      1,282.47 MLE/w > CA    1.80 
                < AA 93.00 
  MSE/e      708.26 MSE/e  > CA   3.29 
                             < AA 51.44 
  MSE/w     470.60 MSE/w > CA   4.96 
                             < AA 34.00 
  Catechin 2,332.00     
  Ascorbic acid      13.77   

MLE/e, mintweed leaf ethanolic extract; MSE/e, mintweed seed ethanolic extract; MLE/w, mintweed 
leaf water extract; MSE/w, mintweed seed water extract; CA, catechin; AA, ascorbic acid 
 

 
3.5  สรุปผลการทดลอง 

สารทุติยภูมิ/พฤกษเคมีในสารสกดัแมงลกัคาแยกโดย TLC และ  specific reagent test พบมี
สารทุตยภูมิ (secondary metabolites) ดงัน้ี phenolics และ terpenoids พบมีทั้งในสารสกดัใบและเมล็ด
สกดัด้วย ethanol และน ้ า    essential oils และ tannins ไม่มีในสารสกดัเมล็ดสกดัด้วยน ้ า   saponins 
และ  alkaloids พบมีเฉพาะในสารสกัดเมล็ด   สารสกัดแมงลักคาทุกชนิดไม่พบมี coumarins, 
anthraquinones และ cardiac glycosides   สารสกดัแมงลกัคาทุกชนิดมีคุณสมบติั antioxidant activity  

สารสกดัใบแมงลกัคามี total phenolic compounds และ total flavonoids ปริมาณมากกว่าสาร
สกัดเมล็ด และสอดคล้องกับคุณสมบติั antioxidant activity ซ่ึงวิเคราะห์กิจกรรมด้าน  free radical 
scavenging และ ferric reducing ability power   สารสกดัใบดว้ย  ethanol มี cytotoxicity มากท่ีสุด ซ่ึง
ตรงขา้มกับสารสกัดใบด้วยน ้ ามี cytotoxicity น้อยท่ีสุด เม่ือเทียบกับสารมาตรฐานโดยเฉพาะกับ 
ascorbic acid สารสกดัแมงลกัไม่มี cytotoxicity ต่อเซลลส่ิ์งมีชีวติปกติ    

ปริมาณ total phenolic compounds, total flavonoids, free radical scavenging (DPPH), ferric 
reducing ability power และ cytotoxicity สรุปรวมใน Table 3.11  



 

 

 

 

 

 

 

 

38 
 

Table 3.11 Summary of some components and properties of mintweed (H. sauveolens) leaf and seed 
extracts.   

Extract TPC 
mg GAE/g 

TF 
mg CAE/g 

DPPH 
IC50 (ug/ml) 

FRAP 
uM FeSO4/mg 

Cytotoxicity 
LC50 (ug/ml) 

MLE/e 370.07 ± 7.10a 278.81 ± 3.40a 9.26 ± 0.08c 8.52 ± 0.44c 360.48 
(344.02-381.05) 

MLE/w 319.45 ± 8.67b 240.81 ± 5.01b 10.89 ± 0.70d 6.27 ± 0.03d 1,282.47 
(1118.26-1457.79) 

MSE/e 135.92 ± 2.17c 86.28  ± 0.67c 32.85 ± 0.05e 2.01 ± 0.35e 708.26 
(594.32-874.67) 

MSE/w 77.02 ± 2.05d 15.38  ± 0.21d 147.17 ± 1.67f 1.36 ± 0.00f 470.60 
(294.94-808.63) 

Catechin - - 2.67 ± 0.06a 16.26 ± 0.65b 2,332.00 
(1848.36-2736.94) 

Ascorbic 
acid 

- - 4.22 ± 0.01b 19.31 ± 0.22a 13.77 
(11.44-16.70) 

Different letters within the same column were significant difference (p < 0.05), 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 
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บทที ่4 
 

อทิธิพลของสารสกดัแมงลกัคาต่อการเพิม่จ านวนและการตายของเซลล์ 
 
4.1 ค าน า 

การเพิ่มจ านวนของเซลล์ (cell proliferation) เป็นผลจากการเจริญและการแบ่งเซลล์ (cell 
growth and cell division) การประเมินจ านวนเซลลแ์ละการเพิ่มจ านวนเซลล์เป็นประโยชน์และกุญแจ
ส าคญัท่ีจะประยุกต์ใช้กบัความเป็นพิษต่อเซลล์ (cytotoxicity) และการตายของเซลล์แบบอะพอ็บโต
ซิส (apoptosis) เพราะ cell proliferation ไวต่อปัจจัยท่ีท าให้เซลล์เครียด (cell stress) ท่ีกระท าต่อ
โครงสร้างและหน้าท่ีของเซลล์ ส่วนการเจริญของเซลล์ (cell growth) หมายถึงการพฒันาการของ
เซลล์ (cell development) และ การสืบพนัธ์ุระดบัเซลล์ (cell reproduction) ซ่ึงเซลล์ตอ้งเพิ่มปริมาณ 
cytoplasm และ organelles จ าลองสารพนัธุกรรม  เตรียมอุปกรณ์เพื่อแบ่งสารพนัธุกรรม และแบ่ง
เซลล์แม่ให้เป็น 2 เซลล์ลูกเท่าๆ กนั ปรากฏการณ์ทั้งหมดน้ีเป็นวฏัจกัรของเซลล์ (cell cycle) (Figure 
4.1, A) ท าให้ส่ิงมีชีวิตเพิ่มจ านวนเซลล์ (proliferation) ในเน้ือเยื่อและอวยัวะอย่างเหมาะสม โดยมี
กระบวนการท่ีถูกควบคุมอย่างถูกต้อง เม่ือเซลล์หมดอายุตามปกติ (normal turnover) และเพื่อการ
รักษาสมดุลของเน้ือเยื่อ (tissue homeostasis)  เซลล์จะตายแบบ apoptosis หรือเซลล์ฆ่าตวัตาย (cell 
suicide) โดยปัจจยัท่ีเซลลก์ าหนดไวแ้ลว้ดว้ยโมเลกุลของสารจากพนัธุกรรม (program death) หรือเม่ือ
ปัจจยัการควบคุมขั้นใดขั้นหน่ึงผดิปกติ ท าให้ไดเ้ซลล์ใหม่ท่ีผิดปกติ  เซลล์ท่ีผดิปกติน้ีจะก าจดัตวัเอง
หรือฆ่าตวัตาย (apoptosis) เพื่อก าจดัเซลล์ผิดปกติให้หมดไปโดยไม่มีผลต่อเซลล์ปกติอ่ืนๆ แต่หาก
ก าจดัเซลล์ผิดปกติไม่ได ้เซลล์เหล่านั้นจะแบ่งตวัโดยควบคุมให้หยุดไม่ได ้จนอาจกลายเป็นเซลลเ์น้ือ
งอกหรือเซลลม์ะเร็งต่อไป   สารธรรมชาติจากพืชมีคุณสมบติัควบคุมกระบวนการเจริญของเซลล ์พืช
หลายชนิดจึงได้รับความสนใจศึกษาเพื่อน ามาควบคุมวฏัจกัรเซลล์หรือก าจดัเซลล์ผิดปกติหรือ
เซลลม์ะเร็งในคน  

ปัจจยัควบคุมการเพิ่มจ านวนเซลล์คือโปรตีนซ่ึงตอบสนองต่อสัญญาณภายนอกและท างาน
เป็นล าดบัขั้นตอนท่ีไม่ยอ้นกลบั โปรตีนหลกัส าคญัในกระบวนการมี 2 กลุ่ม คือ Cyclin  และ Cyclin-
dependent kinase (CDK) ท่ีควบคุมตลอดวฏัจกัรเซลล ์(Nigg, 1995)  Cyclin D เป็น Cyclin แรกท่ีเซลล์
ผลิตข้ึนตอบสนองต่อสัญญาณ growth factor ภายนอกเซลล์  Cyclin D จบักบั CDK4 ไดเ้ป็น CDK4/ 
Cyclin D complex ควบคุมท่ีระยะ  G1 ให้วฏัจักรเข้าสู่ระยะ S (G1/S) และ ที S ถูกควบคุมด้วย 
CDK2/Cyclin E complex ผลักดันเซลล์เข้าสู่ระยะ G2 และผ่าน G2/M พร้อมกับ CDK2/ Cyclin B 
complex กระ ตุ้นให้แบ่ ง เซลล์ ในระยะ  M จนเส ร็จสมบูรณ์  (Figure 4.1, B) (Vermeulen, Van 
Bockstaele and Berneman, 2003; van den Heuve, 2005) 
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Figure 4.1 Cell cycle (A) and the protein factors in cell cycle regulation (B). 
Source:  
A, from http://zebrafish.umdnj.edu/Pre-Enrollment/Resources/Biology/Eukaryotic%20Cell/Images/cellcycle.png 

B, from http://www.fefchemicals.com/biopharm/scientific-information/articles/regulation-of-the-cell-cycle-by-
insulin-and-igf1/ 
 

ผลิตภณัฑ์ธรรมชาติจากพืชสมุนไพรมีฤทธ์ิต่อเซลล์ทั้งในดา้นส่งเสริมให้เซลล์เพิ่มจ านวน
เพื่อฟ้ืนฟูเน้ือเยื่อ หรือก่อมะเร็งได้ และ ในทางตรงกนัขา้มก็สามารถยบัย ั้งการเจริญของเซลล์ต้น
ก าเนิดและเซลล์มะเร็งได้  ประเทศพฒันาแล้วบางประเทศในยุโรป เช่น เยอรมนันี ฝร่ังเศส และ 
สหราชอาณาจกัร์ก าหนดให้พืชสมุนไพรและสารสกดัสมุนไพรเป็นยาถูกตอ้งตามกฏหมายตอ้งให้
แพทยอ์อกใบสั่งยา (prescription drug) ให้ผูป่้วย (Hasan and Al Sorkhy, 2014) สมุนไพรบางชนิดใช้
เป็นยาพื้นบา้น (folk medicine) ในการรักษาโรค เป็นตน้ก าเนิดของการพฒันายารักษาโรค  ปัจจุบนัยา
จากสมุนไพรบางชนิดถูกน าใช้ในคลินิกแลว้ (da Rocha, Lopes, and Schwartsmann, 2001; Newman, 
Cragg, and Snader, 2003; Meiyanto, Hermawan, and Anindyajati, 2012)  

พฤกษเคมีจากพืชหลายชนิดมีคุณสมบติัเสริม proliferative activity ต่อเซลล์ของอวยัวะปกติ 
เช่น สารสกัดใบของ Hyptis fructicosa เพิ่ม proliferation ของตับหนูแรทซ่ึงถูกตัดออกบางส่วน 
(partial hepatectomy) (Lima, et al., 2012) สารสกัด  Calophyllum brasiliense, Ipomoea  pes-caprae, 
และ Matayba  elaeagnoides เพิ่ม proliferation ของเซลล์ปกติของมา้มจากหนู (Zandonai, et al., 2010)  

สารสกัดพืชสมุนไพรบางชนิดยบัย ั้งการเจริญของเซลล์สายพนัธ์ุมะเร็ง สารสกัดใบฝร่ัง 
(Psidium guajava) แสดง antiproliferation ต่อเซลล์ KB human mouth epidermal carcinoma cell line 
และใบโหรพา (Ocimum basilicum) มีฤทธ์ิ antiproliferation ต่อเซลล์  P388 murine leukemia cell line 
(Manosroi, Dhumtanom, and Manosroi, 2005) สารสกดั Lycium europeaum และ Jatropha podagrica 
แสดง antiproliferative activity ต่อเซลล์ A547 และ OVCAR-3 จากมะเร็งรังไข่คน  เซลล์ A549 จาก
มะเร็งปอดคน และเซลล์ PC12 จากมะเร็งประสาทหนูแรท (Ghali, Vaudry, Jouenne, and Marzouki, 

 
 

A B 

http://zebrafish.umdnj.edu/Pre-Enrollment/Resources/Biology/Eukaryotic%20Cell/Images/cellcycle.png
http://www.fefchemicals.com/biopharm/scientific-information/articles/regulation-of-the-cell-cycle-by-insulin-and-igf1/
http://www.fefchemicals.com/biopharm/scientific-information/articles/regulation-of-the-cell-cycle-by-insulin-and-igf1/
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2014)   สารสกดั Dillenia suffruticosa หยุด cell cycle ของเซลล์มะเร็งเต้านมชนิด MCF7  estrogen 
positive breast cancer cells ท่ี G2/M และชกัน าให้เซลล์ตายแบบ apoptosis และท าให้เซลล์มะเร็งเตา้
นมชนิด MDA-MB-231 estrogen negative breast cancer cells สะสมในระยะ sub-G1 โดยไม่หยดุ  cell 
cycle (Armania, et al., 2013) ในท านองเดียวกัน สารสกัดเมล็ดองุ่น (Vitis vinifera) หยุด cell cycle 
ของเซลล์มะเร็งล าไส้ใหญ่ 2 สายพนัธ์ุ LoVo และ HT29 ท่ีระยะ G1 (Kaur, Mandair, Agarwal and 
Agarwal, 2008) สารสกดัเมล็ดล้ินจ่ี (Litchi chinensis) ยบัย ั้งการเจริญของเซลลม์ะเร็งล าไส้ใหญ่ 2 สาย
พนัธ์ุ Colo320DM และ SW480 ท่ี G2/M (Hsu, et al., 2012)  การตอบสนองต่อสารสกัดต่างๆ ของ
เซลล์มะเร็งแต่ละสายพนัธ์ุจึงไม่เหมือนกนั ทั้งน้ีน่าจะเป็นเพราะความผิดปกติของพนัธุกรรมของแต่
ละเซลลส์ายพนัธ์ุไม่เหมือนกนั หรือผิดปกติท่ี genes ต่างกนั ซ่ึง genes เหล่านั้นอาจตอบสนองต่อสาร
หรือแสดงออกต่างกนั 

 
4.2 วตัถุประสงค์ 

วิเคราะห์ฤทธ์ิของสารสกัดแมงลกัคาต่อการเจริญเพิ่มจ านวนเซลล์ (cell proliferation) วฏัจกัร
เซลล ์(cell cycle) และโปรตีนปัจจยัควบคุม และการฆ่าตวัตายแบบ apoptosis ของเซลลม์ะเร็งสาย
พนัธ์ุ 
 

4.3 อุปกรณ์และวธีิการ 
4.3.1 การเตรียมสารสกดั 

การเตรียมสารสกดัใบและเมล็ดแมงลกัคา รายละเอียดในวธีิการ บทท่ี 3  
 

4.3.2 การเตรียม normal lymphocytes (peripheral blood mononuclear cells – PBMCs) 
เลือดจากคนสุขภาพปกติได้รับความอนุเคราะห์จากธนาคารเลือด สภากาชาดไทย สาขา

จงัหวดันครราชสีมา  ผสมเลือดทั้งหมด (whole blood) กบั Phosphate buffer saline (PBS), pH 7.4 ใน
สัดส่วน 1:1 (v/v) pipet ดูดเลือดแลว้ค่อยๆ วาง บนผวิของ Histopaque-1077 (Sigma-Aldrich company 
Ltd, St. Louis, MO, USA) ป่ัน เหวี่ ย งแบบ density-gradient centrifugation ท่ี  400  x g 30 นาที ท่ี
อุณหภูมิห้อง แยก peripheral blood mononuclear cells (PBMCs) โดยค่อยๆ ดูดชั้นท่ีมีลกัษณะขุ่นขาว
ปรากฏอยู่ระหว่างชั้ น Histopaque กับชั้น plasma  (Figure 4.2) ยา้ยลงใน  15-ml conical centrifuge 
tube ลา้งเซลล์ PBMC ดว้ย PBS และป่ันแยกเซลล์ท่ี 250 x g 10 นาที จากนั้นเพาะเล้ียงเซลล์ PBMC 
ดว้ย complete RPMI 1640 คา้งคืน เพื่อให ้monocytes และ platelets เกาะติดกบัพื้นขวดเล้ียง เซลลล์อย
แขวนคือ lymphocytes/PBMC’s เก็บไวท้ดลองต่อไป 
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Figure 4.2 Peripheral Blood Mononuclear cells separation by density-gradient centrifugation in 
Histopaque-1077 (Hofmann et al., 1982) 
 

4.3.3 การเพาะเลีย้งเซลล์  
Jurkat (human T leukemia cell line) ซ้ื อจาก  Korean Cell Line Bank (Seoul, Korea) HepG2 

(human hepatocellular carcinoma cell line), MCF7 (Michigan Cancer Foundation-7 / human breast 
cancer cell line) และ PC3 (human prostate cancer cell line) ซ้ือจาก  ATCC (American type culture 
collection, USA)  

เ ล้ียง PBMC’s, Jurkat cells และ PC3 cells  ใน RPMI 1640 medium เสริมด้วย 10% fetal 
bovine serum (FBS), 100 IU/ml penicillin และ 100 g/ml streptomycin  ส่วน HepG2 และ MCF7 cells 
เ ล้ี ยงใน  high glucose DMEM medium และเสริมด้วย  10% fetal bovine serum  (FBS), 100 IU/ml 
penicillin และ 100 g/ml streptomycin  เซลล์ทั้ งหมดเล้ียงใน 75-cm2 flask  และบ่มในตู้บ่มท่ี 95% 
ความช้ืนอากาศ  5% CO2  อุณหภูมิ 37oC 

 
4.3.4 Cell proliferation assay 

Cell proliferation วิเคราะห์โดย AlamarBleu (AB) assay ซ่ึงเป็นเทคนิคในการวดั proliferation ของ
ประชากรเซลล์ทั้งหมด   เซลล์ปกติมี metabolic activity ท่ีสามารถเปล่ียน fluorometric/colorimetric 
growth indicator ใน medium ให้เรืองแสงหรือมีสี เม่ือใส่ fluorometric/colorimetric growth indicator 
และสารทดลองใน growth medium เล้ียงเซลล ์  indicator ซ่ึงเป็นสี oxidation-reduction (REDOX) จะ
ตอบสนองต่อ chemical reduction/oxidation ระหว่าง respiration  เป็นผลจาก cell growth ท าให้ 
indicator น้ีเปล่ียนทั้งเรืองแสงและมีสี   ในเทคนิค AB ใช ้resazurin ซ่ึงละลายในน ้ าและไม่เป็นพิษต่อ
เซลล์ เม่ือ resazurin เขา้ในเซลล์ ถูก metabolized เป็น resorufin (Figure 4.3) resorufin ท่ีเกิดข้ึนเป็น
สัด ส่วนกับ   metabolic activity ของ เซลล์ มี ชีวิต  (Orton and Pognan, 2000; Al-Nasiry, Geusens, 
Hanssens, Luyten, and Pijnenborg, 2007; O’Brien, Wilson, Markaki, 2009) 
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Figure 4.3 AlamarBlue assay principle (Markaki, 2009). 

 
เล้ียงเซลล ์PBMC ท่ี 1 x 105 cell/well และ Jurkat cells ท่ี 2.5 x 105 cells/well ใน 96-well plate 

แบบ clear flat bottom (Costar, Corning Incorporated, NY, USA) และ เล้ียง HepG2, MCF7 และ PC3 
ท่ี 1.5 x 104 cells/well ในปริมาตร 100 ul/well บ่ม 18 ชม หรือ 24 ชม ใส่สารสกัดแมงลกัคาหลาย
ความเขม้ขน้ใน 100 ul/well บ่ม 24 และ 48 ชม แลว้ใส่ 10 ul AB (Invitrogen, CA, USA) บ่มต่ออีก 4 
ชม  ว ัดแสง  excitation wavelength ท่ี  A-540 nm และ   emission wavelength ท่ี   A-590 nm  ด้วย 
Spectrofluorometer (Spectra MAX Gemini EM, Molecular Devices, CA, USA) ใช้  0 . 02%  (v/v) 
DMSO เ ป็น  blank control ท าการทดลอง  triplicate ค านวณ % cell viability และ half maximal 
inhibitory concentration (IC50) 

 

100





blankofeFluorecenccontrolofeFluorecenc

blankofeFluorecencsampleofeFluorecenc
viabilityCell%  

 
4.3.5 Flow cytometric analysis 
 วิ เคราะ ห์  cell cycle โดย flow cytometry ใช้วิ ธี ของ  Chen,  Hsieh, Chang and Chung 
(2004) และปรับเปล่ียนเล็กน้อย     เล้ียง Jurkat cells  1 x 106 cells/well ใน 6-well plate (Nunc, 
Denmark) บ่มกบั สารสกดั  เก็บเซลลท่ี์ 0, 6, 12 และ 24 ชม โดย centrifugation ท่ี 400 x g  5 นาที 
ลา้งด้วย PBS 3 คร้ัง แล้วกระจายเซลล์ใน 500 ul PBS  จากนั้นดอง (fix) ใน 4 ml 70% ethanol 
พร้อมเขยา่เบาๆ ทิ้งไวค้า้งคืนท่ี -20oC   เก็บ fixed cells โดยป่ันเหวีย่ง  ลา้งเซลล์ 2 คร้ังดว้ย 0.1% 
BSA ใน PBS แล้วบ่มกับ 3.8 nM Sodium citrate, pH 8.45 ซ่ึงมี 100 ug/ml RNase A และ 0.5% 
Tritox X-100 30 นาที ท่ี 37oC    ย้อมเซลล์ด้วย 50 ug/ml Propidium iodide (PI) (Gibco, NY, 
USA) ตั้งไวใ้นท่ีมืดและคา้งคืนท่ีอุณหภูมิห้อง จากนั้นแยกเซลล์โดย fluorescence-activated cell 
sorting (FACS) / Flow cytometer และด้วย  Cell Quest Pro Software (FACSCalibur,  Becton 
Dickinson Biosciences, USA.)  
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4.3.6 Apoptotic analysis 
เล้ียงเซลล ์Jurkat cells ท่ี 1 x 106 cells/well ใน 6-well plate บ่มเซลลก์บัสารสกดั MLE/e ท่ี

ความเขม้ขน้ 400-800 ug/ml  0-24 ชม เก็บเซลล์โดย centrifugation ท่ี 400 x g 5 นาที  ลา้งดว้ย PBS 3 
คร้ัง ยอ้มเซลล์ดว้ย Annexin V-FITC และ Propidium iodie (PI) ตามรายละเอียดในชุดสารของบริษทั
EXBIO (Czech Republic)  น าเซลล์ 5 x 105 cells ใส่ใน 100 ul 1 x binding buffer  ใส่ 5 ul Annexin 
V-FITC (EXBIO, Czech Replubic) และ 5 ul PI ยอ้มเซลล ์5 นาที ท่ีอุณหภูมิหอ้งและในท่ีมืด แลว้เติม 
400 ul 1 x binding buffer และวเิคราะห์ดว้ย Flow cytometer  

 
4.3.7 SDS-polyacrylamide gel electrophoresis และ Western blot analysis 

บ่ม Jurkat cells 4 x 106 cells ใน 6-well plate กับ 400-600 ug/ml MLE/e   0-6 ชม  เก็บ
เซลล์โดย centrifugation  ลา้งดว้ย PBS 2 คร้ัง  ท าให้เซลล์แตกด้วย lysis buffer ซ่ึงประกอบดว้ย 50 
mM Tris, pH 8.0, 150 M NaCl, 5 mM EDTA, 0.5% NP-40, 0.5 mM PMSF  และ  protease inhibitor 
cocktail 30 นาทีในถังน ้ าแข็ง  เก็บ cell lysate โดย  centrifugation ท่ี 14,000 x g ท่ี 4oC 30 นาที วดั
ปริมาณโปรตีนใน lysate โดยวิธี Bradford assay (Bradford, 1976)  แยกโปรตีนโดยน า 40 ug แยกใน 
12% SDS-polyacrylamide gel electrophoresis (PAGE) ท่ี 120 V คงท่ี 1 ชม จากนั้นเตรียม Western 
blot โดย electrotransfer ถ่ายโปรตีนจาก SDS-PAGE ลงบน nitrocellulose membrane ท่ี 400 mA คงท่ี 
4 oC 4  ชม  ปิดสาร  nonspecific binding sites บน blotted membrane ด้วย  blocking reagent . ซ่ึ ง
ประกอบดว้ย BSA ใน Tris-buffer saline และมี 0.1% Tween-20 (v/v) (TBST)    และ 3% BSA ส าหรับ
การตรวจหา cyclin D1 และ 5% BSA ส าหรับการตรวจหา cyclin E, cdk2, cdk4  และ  actin   แช่ 
blotted membrane นาน  1 ชม ท่ีอุณหภูมิห้อง  ล้าง membrane ด้วย TBS แล้วบ่ม membrane กับ 
primary antibodies against anti-mouse cyclin D1, cyclin E, cdk2, และ cdk4 (1:1000 ใน 3% BSA ใน 
TBST)  และ actin (1:1000 ใน 5% BSA ใน TBST)  3 ชม ท่ีอุณหภูมิห้อง ลา้ง membrane ดว้ย PBS 3 
ค ร้ั ง  แ ล้ ว บ่ ม กั บ  secondary goat anti-mouse IgG-horseradish peroxidase-conjugated antibody 
(1:10,000 ใน 3% BSA ใน TBST) 1 ชม ท่ีอุณหภูมิหอ้ง  ลา้ง membrane ดว้ย TBST 3 คร้ัง และ TBS 2 
คร้ัง   (antibodies ทั้ งหมดซ้ือจาก Santa-Cruz Biotechnology, CA, USA)   ตรวจหาโปรตีนโดยแช่ 
membrane ใน chemiluminescent detection solution 5 นาที และท า autoradiography บน X-ray film 
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4.4  ผลการทดลองและวจิารณ์ผล 
4.4.1 Proliferative effect ของสารสกดัแมงลกัคา 

4.4.1.1 Proliferative effects ของสารสกดัแมงลกัคาต่อ PBMCs และ Jurkat cells 
ฤทธ์ิต่อการเพิ่มจ านวนเซลล์ – proliferation effect ของสารสกดัแมงลกัคาต่อเซลล์เม็ดเลือด

ขาวปกติและต่อเซลล์มะเร็งเม็ดเลือดขาวสายพนัธ์ุ ซ่ึงเซลล์เม็ดเป็นเซลล์ลอยแขวน (suspension cells) 
ใน plasma/สารอาหารเล้ียง วิเคราะห์ proliferation ของเซลลด์ว้ย AlamarBlue (AB) assay เพื่อเป็นการ
เปรียบเทียบฤทธ์ิต่อเซลล์ปกติและเซลล์มะเร็ง  วิเคราะห์ฤทธ์ิของสารสกดัแมงลกัคาทั้งหมดต่อเซลล์
เม็ดเลือดขาวปกติ peripheral blood mononuclear cells (PBMCs) โดยใช ้ Catachin และ Ascorbic acid 
เป็นสารควบคุม พบว่า เ ม่ือเปรียบเทียบกับสารควบคุม สารสกัดแมงลักคาทั้ งหมดมีฤทธ์ิ  
antiproliferative effect ต่อเซลล์เม็ดเลือดขาวปกติน้อยมาก ในทางตรงกันข้ามมีแนวโน้มกระตุ้น 
proliferation ของเซลล์ปกติ   นั่นคือ proliferation ของเซลล์ PBMCs สูงมากกว่า 100%  ยกเวน้ฤทธ์ิ
ของ MLE/w ท่ีแสดง antiproliferative effect บางเล็กนอ้ย   และ ฤทธ์ิ proliferative effect เพิ่มข้ึนตาม
ความเขม้ขน้ (dose-dependent manner) (Table 4.1) 

อยา่งไรก็ตาม Antiproliferative effect ของ MLE/w ต่อ PBMCs สูงกวา่ของ MSE/w ประมาณ 
10 เท่า แต่น้อยกว่าของ Catachin 2 เท่า และน้อยกว่าของ Ascorbic acid 1.77 เท่า   ล าดับของ 
antiproliferative effect  จากมากไปหาน้อยโดยเทียบจากค่า IC50 ท่ี 24 ชม ของสารสกัดได้ดังน้ี  
MLE/w (1,140.52 ± 6.05 µg/ml)  MLE/e (1,356.17 ± 136.78 µg/ml)  MSE/e (2,920.68 ± 155.38 
µg/ml)  MSE/w (11,366.26 ± 266.28 µg/ml)  สรุปได้ว่าสารสกัดแมงลักคาไม่ยบัย ั้ ง แต่กระตุ้น 
proliferation ของเซลลเ์มด็เลือดขาวปกติ (Table 4.1) 

Antiproliferative effect ของสารสกดัใบแมงลกัคา MLEs ต่อเซลล์มะเร็งเม็ดเลือดขาวสาย
พนัธ์ุ Jurkat (human T leukemia cell line)  ฤทธ์ิเพิ่มมากข้ึนตามความเขม้ขน้ของสาร (dose-dependent 
manner) ในขณะท่ีฤทธ์ิของสารสกัดเมล็ดแมงลักคา MSEs ต้องการปริมาณสูงมากจึงแสดงฤทธ์ิ
หรือไม่มีฤทธ์ิ antiproliferative effect (Table 4.2)   antiproliferative effect ของ MLE/e ต่อ Jurkat cells 
สูงกว่าของ MLE/w ประมาณ 1.65 เท่า  ฤทธ์ิ antiproliferative effect ของสารสกดัแมงลกัคาทั้งหมด
ต่อ Jurkat cells  เรียงล าดบัจากประสิทธิภาพ ค่า IC50 ท่ี 24 ชม ไดด้งัน้ี  MLE/e (553.52 ± 14.07 µg/ml) 
 MLE/w (912.06 ± 16.86 µg/ml)  MSE/e (2,385.95 ± 81.28 µg/ml)  MSE/w (5,813.45 ± 111.25 
µg/ml)  
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Table 4.1 Antiproliferative effects of mintweed leaf extracts on peripheral blood mononuclear cells  
(PBMCs) by AlamarBlue assay at 24 h.  Data were mean ± S.D., (n= 3). 

Extract Conc.  PBMCs   
  (µg/ml) % viability IC50 (µg/ml)    
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 ± 12.76a 
 400     82.35 ± 0.60  
  500     67.91 ± 0.80   
Ascorbic acid 100   104.69 ± 2.50  
 200   103.61 ± 0.90 772.47 ± 79.13a 
 300     90.40 ± 1.80  
  400     82.40 ± 2.00   

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.   
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Table 4.2 Antiproliferative effects of mintweed leaf and seed extracts on Jurkat cells (human  
T lymphocyte leukemia cells) by AlamarBlue assay at 24 h. Data were mean ± S.D., (n = 3). 

Extract Conc.                     Jurkat   
  (µg/ml) % viability IC50 (µg/ml) 
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   
Ascorbic acid 100 86.12 ± 4.00  
 200 40.45 ± 6.40 211.29 ± 13.40a 
 300 24.62 ± 5.80  
  400 12.04 ± 0.70   

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. 
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จะเห็นไดว้่าสารสกดัใบแมงลกัคา MLE/e และ MLE/w มีคุณสมบติั antiproliferative effect 
ต่อเซลลม์ะเร็งเมด็เลือดขาว Jurkat cells  และฤทธ์ิใกลเ้คียงกบัสารควบคุม เม่ือเปรียบเทียบจากค่า IC50 
ในขณะท่ีสารสกดัเมล็ดแมงลกัคา MSE/e และ  MSE/w ไม่แสดงคุณสมบติั antiproliferative effect ต่อ 
Jurkat cells   

สรุปไดว้า่ สารสกดัแมงลกัคาทั้งหมดมีฤทธ์ิ proliferation ต่อเซลล์เม็ดเลือดขาวปกติ PBMCs 
และสารสกดัใบแมงลกัคา MLEs มีฤทธ์ิ antiproliferation ต่อเซลลม์ะเร็งเมด็เลือดขาว Jurkat cells มาก
ท่ีสุด และฤทธ์ิเป็นแบบ dose/concentration dependent   ประสิทธิภาพ (efficacy) ของ MLE/e น้อย
กวา่ Catachin ประมาณ 1.63 เท่า และ นอ้ยกวา่ Ascorbic acid ประมาณ 2.62 เท่า (Table 4.3) ส่วนสาร
สกดัเมล็ดแมงลกัไม่ฤทธ์ิ antiproliferation ต่อเซลลม์ะเร็งเมด็เลือดขาว Jurkat cells 

 
Table 4.3 Comparison of the efficacy of antiproliferative effects (IC50) of mintweed leaf and seed 
extracts on PBMCs and Jurkat cells by AlarmaBlue assay at 24 h. 

 
Extract 

PBMC’s 
IC50 (ug/ml) 

Jurkat cells’ 
IC50 (ug/ml) 

Efficacy MLE/e on  
Jurkat cells  
 

MLE/e 1,356.17 ± 136.78 553.52 ± 14.07  MLE/w = 1.65 fold 
MLE/w       1,140.52 ± 6.05 912.06 ± 16.86  -  
MSE/e      2,920.68 ± 155.38         2,385.95 ± 81.28 -  
MSE/w    11,366.26 ± 266.28         5,813.45 ± 111.25 -  
Catechin  647.00 ± 12.76 339.74 ± 14.55  MLE/e = 1.63 fold 
Ascorbic acid  772.47 ± 79.13 211.29 ± 13.40  MLE/e = 2.62 fold 

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.   

 
4.4.1.2 Proliferative effect ของ MLE/e ต่อ  HepG2, MCF7 และ PC3 cell lines 

เพื่อเป็นการยืนยนั antiproliferative effect ของสารสกดัแมงลกัคาต่อเซลลม์ะเร็งในขอ้ 4.5.1.1 
การทดลองน้ีจึงเลือกเฉพาะสารสกดัใบแมงลกัคาท่ีสกดัดว้ย 70% ethanol - MLE/e –  และทดสอบ
เฉพาะเซลล์มะเร็งอีก 3 สายพนัธ์ุ คือ (1) HepG2 human hepatocellular carcinoma cell line (2) MCF7 

human breast cancer cell line และ (3) PC3 human prostate cancer cell line ซ่ึงเป็นเซลล์ท่ีแนบติด
กบัพื้นของจานเล้ียง (attach cells) และวิเคราะห์ดว้ย AlamarBlue assay โดยเปรียบเทียบความเขม้ขน้
ของ MLE/e ระหว่าง 200, 400, 600, 800, 1,000, 1,200, และ 1,400 ug/ml  และ เวลา 24 ชม และ 48 
ชม  
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พบวา่เม่ือบ่มเซลล์กบั MLE/e เขม้ขน้ 800 ug/ml นาน 24 ชม   MLE/e แสดง antiproliferative 
effect ต่อ เซลล์  MCF7 มาก ท่ี สุด  64 .04% (35.96% vialibility) รองลงมา คือฤท ธ์ิ ต่อ  HepG2 
antiproliferation ได้ 53.58% (46.42% viability) และ ต่อ PC3 antiproliferation น้อยท่ีสุด 12.07% 
(87.93% viability) (Figure 4.4, A) และเ ม่ือบ่ม เซลล์นาน 48  ชม antiproliferative effect เพิ่ ม ข้ึน
ประมาณ 1.25 เท่า  antiproliferative effect ต่อ MCF7 เพิ่มเป็น 82.49%  ต่อ HepG2 เพิ่มเป็น 67.00% 
และ ต่อ PC-3 เพิ่มเป็น 14.03% (Figure 4.4, B) 

Efficacy ของ MLE/e ต่อ antiproliferation ของเซลล์มะเร็ง โดยเฉพาะต่อเซลล์ MCF7 และ 
HepG2 ยืนยนัได้จากค่า IC50 ท่ี 24 ชม และ ท่ี 48 ชม (Table 4.4) efficacy ของ MLE/e ต่อ MCF  
HepG2  PC3 และเป็นแบบ dose-dependent manner (Figure 4.4) แต่ไม่เป็นแบ time-dependent 
manner  

 
Table 4.4 Comparison of the antiproliferative efficacy at 24 and 48 h of MLE/e on PBMC, Jurkat 
HepG2, MCF7, and PC3 cells.   

Cells / MLE/e efficacy IC50 (ug/ml), 24 h IC50 (ug/ml), 48 h 
PBMC 1,356.17 ± 136.78 - 
Jurkat 553.52 ± 14.07 - 
HepG2 866.06 ± 16.44 798.28 ± 20.23 
MCF7 763.12 ± 9.51 707.45 ± 7.84 
PC3 1,636.16 ± 152.90 1,381.99 ± 43.85 

 
 

 
 
 
 
 
 

 
      
 
 Figure 4.4 Proliferation of HepG2, MCF7, and PC3 cells after MLE/e treatment at various 
 concentrations and incubation at 24 h (A) and 48 h (B). Data were mean ± S.D., n = 6. 
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จะเห็นไดว้่า สารสกดัใบแมงลกัคามีคุณสมบติั antiproliferation ต่อเซลล์มะเร็งสายพนัธ์ุทั้ง
ชนิดเซลล์มะเร็งเม็ดเลือดขาวซ่ึงเป็นเซลล์ลอยแขวน และ ชนิดเซลล์มะเร็งตบั เซลล์มะเร็งเตา้นมและ
เซลล์มะเร็งต่อมลูกหมากซ่ึงเป็นเซลลบุ์ผวิ (epithelial cells) และแนบกบัพื้นจานเล้ียง ผลการทดลองน้ี
แมว้า่เป็นสารสกดัหยาบ แต่ก็สอดคลอ้งกบัการทดลองของ Priyadharshini and Sujatha (2013) ซ่ึงใช้ 
menthol และ linalool จากสารสกดัใบแมงลกัคาดว้ย ethyl acetate แลว้แยกสารใหบ้ริสุทธ์ิดว้ย  hexane 
และ  ethyl acetate ทดสอบกับ   MCF7   พบว่ า  ทั้ ง  menthol และ  linalool แสดงฤท ธ์ิ ย ับย ั้ ง 
growth/proliferation ของ MCF7 แบบ dose dependent  ในท านองคลา้ยกนั พืชในวงศ ์Lamiaceae ซ่ึง
เป็นวงศเ์ดียวกบัแมงลกัคามีฤทธ์ิ antiproliferation ต่อเซลลม์ะเร็งแบบลอยแขวนและแบบแนบกบัพื้น
จานเล้ียง  สารสกดัใบ Hyptis mutabilis ยบัย ั้งการเจริญของเซลล์เน้ืองอกจาก solid tumor/ascites จาก
ช่องท้องของหนูเมาส์ 2 สายพันธ์ุ คือ sarcoma 108 และ Ehrlich solid tumor ได้มากกว่า  74% 
(Ximenes, Melo, Magalhaea, de Souza, and De Albuquerque, 2013) สารสกดัดว้ย hexane จาก Hyptis 
martiusii ยบัย ั้งการเจริญของเซลลม์ะเร็งสายพนัธ์ุ CEM (acute lymphoblastic leukemia cell line), HL-
60 (HeLa cell), HCT-8 (ileocecal colorectal adenocarcinoma cell line), MCF7 และ B-16 (melanoma 
cell line) (Costa-Lotufo, et al., 2003)   นอกจากน้ีสารสกดัใบ เปลือกล าตน้ ราก เปลือกเมล็ดหมกั และ
ฝักของโคคา Theobroma cacao แสดงฤทธ์ิ antiproliferation ต่อ เซลล์มะเร็ง HeLa, HepG2, MCF7 
(Baharum, Akim, Taufiq-Yap, Hamid, and Kasran, 2014)   แ ล ะ  ส า รสกัด ใบของพื ช  genus 
Philadelphus มีฤทธ์ิ antiproliferation ต่อ A431 (human skin carcinoma cell) (Valko, Pravdova, Nagy, 
Gruncai and Fickova, 2007) 

การทดลองน้ีช้ีให้เห็นว่า สารสกัดใบแมงลักคา (MLE) มีศักยภาพสูงในการต้านการ
เจริญเติบโต ลดจ านวนเซลล์มะเร็งไดดี้มาก โดยเฉพาะสารสกดัใบดว้ย 70% ethanol MLE/e  ในขณะ
ท่ีสารสกดัเมล็ดแมงลกัคา (MSE) ไม่มีพิษต่อเซลล์มะเร็ง แต่สนบัสนุนการเจริญเติบโตของเซลล์ปกติ   
ดงันั้นการวจิยัต่อจากน้ีเพื่อการประยกุตใ์ชป้ระโยชน์แมงลกัคาจึงควรพิจารณาเลือกแต่ละส่วนของพืช
ให้เหมาะสมกบัคุณสมบติัเบ้ืองตน้น้ี เช่นวิจยัใบแมงลกัคาเพื่อน าไปใช้ป้องกนัและรักษาเน้ืองอก/
มะเร็ง และวิจยัเมล็ดแมงลกัคาเพื่อน าไปใชใ้นการซ่อมแซมเน้ือเยื่อให้เพิ่มจ านวนเซลล์ในบางระบบ
เพื่อใหก้ารท างานของอวยัวะในร่างกายคนคงสภาพสมดุล (homeostasis) 

 
4.4.2 Cell cycle effect ของสารสกดัใบแมงลกัคา 

Cell cycle เป็นปรากฏการณ์การสืบพนัธ์ุระดบัเซลล์ท่ีมีเหตุการณ์หลายล าดบัขั้นตอน ซ่ึง
ถูกควบคุมด้วยปัจจยัทางพนัธุกรรม และท่ีส าคัญคือล าดับใน cell cycle ไม่สามารถยอ้นกลับได้  
ดงันั้นเม่ือปัจจยัการควบคุมขั้นใดขั้นหน่ึงผิดปกติในระยะใดระยะหน่ึงของ cell cycle จากเหตุใดๆ ก็
ตาม ท าให้เซลล์หยุดและสะสมมากในระยะนั้นๆ และเซลล์ตายในเวลาต่อมา จากฤทธ์ิของสารสกดั
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แมงลกัคาต่อ proliferation ของเซลล์มะเร็งสายพนัธ์ุ 5 ชนิดในขอ้ 4.5.1 การทดลองน้ี จึงเลือกเฉพาะ
เซลล์สายพนัธ์ุ Jurkat เพื่อวิเคราะห์ฤทธ์ิของสารสกดัแมงลกัคาท่ีมีต่อ cell cycle ของเซลล์มะเร็ง โดย
วเิคราะห์แยกเซลล์ระยะต่างๆ ออกจากกนัดว้ย fluorescence-activated cell sorting (FACS) หรือ Flow 
cytometry   พบวา่สารสกดัใบแมงลกัคาโดยเฉพาะ MLE/e มีฤทธ์ิหยุดวฏัจกัรเซลล์ (cell cycle arrest) 
และฤทธ์ิน้ีเพิ่มมากข้ึนตามความเขม้ขน้และเวลา (dose- and time-dependent fashion)  ในขณะท่ีสาร
สกดัเมล็ดไม่มีฤทธ์ิ cell cycle arrest   เซลลใ์น G1 phase ท่ีถูก arrested สะสมใน Sub G1 peak บ่งช้ีถึง
การตายของเซลล ์(apoptosis)  เน่ืองจาก DNA ของเซลลต์ายจะไม่จบัสี propidium iodide และถูก shift 
มาทางดา้นซา้ยของ histogram  
 สารสกดัใบแมงลักคา MLE/e ท่ีความเขม้ข้น 400, 600, และ 800 ug/ml, 24 h ท าให้เซลล์ 
Jurkat สะสมใน Sub G1 1.07%, 8.01%, 27.29% และ  63.10% ตามล าดับ สาเหตุมาจาก G1 arrest 
(Figure 4.5, upper panel)  ส่วน MLE/w ท่ีความเขม้ขน้ 800, 1,000 และ 1,200 ug/ml  มีเซลล์สะสมท่ี 
Sub G1 1.23%, 4.33%, 10.23% และ 22.38% ตามล าดบั (Figure 4.5, lower panel) 

ส่วนสารสกัดเมล็ดแมงลกัคา MSE/e และ MSE/w ไม่แสดงผล cell cycle arrest ต่อ Jurkat 
cells แมท่ี้ความเขม้ขน้สูงมากถึง 8,000 ug/ml (Figure 4.6) 

เฉพาะท่ีความเขม้ขน้ 600 ug/ml ของ MLEs บ่มกบั Jurkat cells 24 ชม    cell cycle arrest ของ 
Jurkat cells โดยพิจารณาจาก Sub G1 peak ได้ดังน้ี ระหว่าง  0, 6, 12, และ 24 ชม  เซลล์ท่ี Sub G1 
สะสม 1.24%, 4.87%, 22.13% และ 28.06% ตามล าดับ (Figure 4.7, upper panel)   ส่วน MLE/w ท่ี  
1,000 ug/ml ท าใหเ้ซลลส์ะสมท่ี Sub G1 เพียง 1.70%, 1.92%, 4.12%, และ 10.11% ตามล าดบั (Figure 

4.7, lower panel)   ส่วน MSE/e และ MSE/w ไม่มีผลต่อ cell cycle  arrest ของ Jurkat cells ซ่ึงผลน้ี
สอดคลอ้งกบัผลของฤทธ์ิต่อ cell proliferation (Table 4.2) ในขอ้ 4.5.1.1 

มีรายงานวิจยัท่ีใช้เทคนิค Flow cytometry ตรวจหาคุณสมบติัของสารจากพืชสมุนไพรต่อ 
cell cycle เพื่อวิเคราะห์ว่า cell cycle ของเซลล์สายพนัธ์ุมะเร็งว่าถูกยบัย ั้ง ณ ระยะใด ซ่ึงรายงาน
เหล่านั้นสอดคลอ้งกบัคุณสมบติั antiproliferation และ cell cycle arrest ของสารสกดัใบแมงลกัคา เช่น 
สารสกัดหญ้าหางม้า (Equisetum hyemale) ซ่ึงเป็นสมุนไพรพื้นบ้านใช้รักษาโรคความดันโลหิต 
ภูมิแพ้ หัวใจวายเฉียบพลัน และมะเร็งเป็นต้น มีคุณสมบัติเป็น antiproliferation ต่อเซลล์ L1210 
murine leukemia cell line และ  ชักน า G2/M arrest และ cell apoptosis (Li et al., 2012) สารสกัดต้น
โทงเทงฝร่ัง (Physalis angulata และ P. peruviana) ท าให ้cell cycle ของเซลล ์HepG2 arrest ท่ี G0/G1 
และเซลล์สะสมใน sub G1 peak แบบ dose dependence (Wu, et al., 2004) และสารสกัดเมล็ดของ 
Annona glabra ชกัน าเซลล ์multidrug-resistant CEM/VLB cells ใหห้ยดุ cell cycle ท่ี G0/G1 phase 
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Figure 4.5 Dose–dependent effect of mintweed leaf ethanol and water extracts, MLE/e and MLE/w, on cell cycle of Jurkat cells (human T leukemia cells).  
The cells were treated with various concentrations, designated, of MLE/e (upper panel) and MLE/w (lower panel) for 24 h. The cell cycle phases were  
analyzed by flow cytometer. The percentage of cells in G1, S and G2/M phases are indicated. The sub G1 represents the apoptotic population. Data shown  
are representatives of three independent experiments. 
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Figure 4.6 Dose–dependent effect of mintweed seed ethanol and water extracts, MSE/e and MSE/w, on cell cycle of Jurkat cells (human T leukemia cells).  
The cells were treated with various concentrations, designated, of MSE/e (upper panel) and MSE/w (lower panel) for 24 h. The cell cycle phases were  
analyzed by flow cytometer. The percentage of cells in G1, S and G2/M phases are indicated. The sub G1 represents the apoptotic population. Data shown  
are representatives of three independent experiments. 
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Figure 4.7 Time-dependent effect of mintweed leaf ethanol and water extracts, MLE/e and MLE/w, on cell cycle of Jurkat cells (human T leukemia cells).  
The cells were incubated with 600ug/ml MLE/e and 1,000 ug/ml MLE/w. The cells were harvested at 0, 6, 12 and 24 h and then were subjected to flow 
cytometer. The percentage of cells in G1, S and G2/M phases are indicated. The sub G1 represents the apoptotic population. Data shown are representatives 
of three independent experiments. 
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Figure 4.8 Time-dependent effect of mintweed seed ethanol and water extracts, MSE/e and MSE/w, on cell cycle of Jurkat cells (human T leukemia cells).  
The cells were incubated with 2,500 ug/ml MSE/e and 6,000 ug/ml MSE/w. The cells were harvested at 0, 6, 12 and 24 h and then subjected to flow 
cytometer. The percentage of cells in G1, S and G2/M phases are indicated. The sub G1 represents the apoptotic population. Data shown are representatives 
of three independent experiments. 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

62 
 

 

(Cochrane, Raveendran Nair, Melnick, Resek, and Ramachandran, 2008)   สารสกัดเปลือกรากของ 
Persea americana  แสดง antiproliferative effect ต่อ MCF7 และหยุด cell cycle ท่ี G1 phase (Engel, 
Oppermann, Falodun, and Kragl, 2011) รวมทั้งสารสกดับวับก (Centella asiatica) ซ่ึงเป็นผกัพื้นบา้น
ของไทยสามารถชกัน าเซลล์มะเร็งล าไส้ CACO-2 arrest ท่ี S และ G2/M phases และชกัน า apoptosis 
(Bunpo, et al., 2005) และสารสกัดเห็ดหลินจือ (Ganoderma tsugae) ก็หยุดการเจริญของ  human 
colorectal adenocarcinoma Colo205 ท่ี G2/M phase (Hsu, et al., 2008)  นอกจากน้ีมีรายงานของสาร 
curcumin จากขมิ้นและพริก แสดงฤทธ์ิ cell cycle arrest ของเซลล์ bladder cancer cells ของคนท่ี 
G2/M phase (Liu, Ke, Cheng, Huang, and Su, 2011)    ส่วนฤทธ์ิต่อ cell cycle ของพืชในวงศเ์ดียวกบั
แมงลักคาคือวงศ์ Lamiaceae มีรายงานน้อยมาก   Hyptis incana ชักน า  G2/M arrest ของเซลล์ 
neuroblastoma cells (Tabata, et al., 2012) 

 นอกจากน้ีมีรายงานแสดงสาร Flavonoids เป็นสารประกอบหลักท่ีท าให้ cell cycle arrest 
และ apoptosis ในท่ีสุด (Sak, 2014)   Flavonoids บริสุทธ์ิหลายชนิดแสดงคุณสมบติั cell cycle arrest 
แบบ  dose- and time-dependent เช่น Apogenin หยดุ cell cycle ของ human colon carcinoma cell lines 
SW480, HT-29 และ Caco-2 ท่ี G2/M (Wang, W., Heideman, L., Chung, C.S., Pelling, J.C., Koehle, 
K.J., et al.,  2000)  Genistein, Apigenin, Luteolin, และ Quercetin หยุด cell cycle ของ LNCaP human 
prostate carcinoma cell line และ mouse BALB/c 3T3 fibroblasts ท่ี  G2/M (Kobayashi, Nakata, and 

Kuzumaki, 2002) และ  Daidzein, Luteolin, และ  Quercetin หยุด  cell cycle ของ OCM-1 human 
melanoma cell line ท่ี G1   แต่ Kaempferol, Apigenin, และ Genistein หยุดท่ี G2/M (Casagrande and 
Darbon, 2001) และ  Flavonoids อีกหลายชนิดหยุด cell cycle ของ PC3 human prostate cancer cell ท่ี 
G2/M (Haddad, Venkateswaran, Viswanathan, Teahan, Fleshner, et al., 2006)   Flavonoids จากสาร
สกัด cranberry หยุด cell cycle ของ MDA-MB-435 mice bearing human breast tumor cells ท่ี G2/M  
และท าให้ไม่ เ กิดการแพร่กระจาย  (metastasis) ของ tumor cells ในหนู (Ferguson, Kurowska, 
Freeman, Chambers, and Koropatnick, 2004)    

ในท านองเดียวกนั ในการทดลองน้ีสารสกดัใบแมงลกัคา MLE/e พบมี flavonoids ปริมาณ
มาก (Table 3.5 บทท่ี 3) แสดงคุณสมบติั cytotoxicity ต่อ brine shrimp (Table 3.9, บทท่ี 3)  และแสดง 
antiproliferative effect ต่อเซลล์มะเร็งหลายสายพนัธ์ุ (Table 4.4)  ดังนั้ น Flavonoids จึงน่าจะเป็น
สารประกอบหลักใน MLE/e ท่ีแสดงฤทธ์ิท าให้ human T leukemia Jurkat cell line เกิด cell cycle 
arrest และ apoptosis ในท่ีสุด   
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4.4.3  Effect ต่อ cell cycle factors ของสารสกดัแมงลกัคา MLE/e   
เน่ืองจากการผ่านระยะต่างๆของเซลล์ใน cell cycle ต้องการปัจจยัโปรตีนสนับสนุน คือ 

Cyclin-dependent protein kinases (CDKs) ซ่ึงท างานร่วมกบั Cyclins  ท  าให้เกิดปฏิกิริยาและกระตุน้
อย่างต่อเน่ือง (successive activation) โดยได้เป็นชุดของ CDK/Cyclin complexes (CDK4,6/CyclinD 
complex และ CDK2/Cyclin E complex) ในระยะ G1 ซ่ึง complexes น้ีจะ phosphorylate proteins ท่ี
ตอ้งการในการกระตุน้ genes ท่ีเก่ียวกบัการสังเคราะห์ DNA และโปรตีนอ่ืนๆ จนในท่ีสุดเซลล์เขา้สู่
การแบ่งเซลล์ (mitosis) (Figure 4.1, B) (Nigg, 1995) และเพื่อเป็นการยืนยนัฤทธ์ิของ MLE/e ต่อ cell 
cycle arrest ท่ี Sub G1 ซ่ึงก็คือท่ี G1 phase ใน Jurkat cells   การวจิยัน้ีจึงไดว้ิเคราะห์ฤทธ์ิของสารสกดั
ใบแมงลกัคา MLE/e ต่อ expression ของโปรตีน Cyclin D1, Cyclin E, CDK2 และ CDK4 

MLE/e ท่ี 600 ug/ml ลดการแสดงออก (deregulation) ของโปรตีน cyclin และ CDK ใน Jurkat 
cells (Figure 4.9) ข้ึนกับความเข้มข้นและเวลา (dose- and time-dependent manner)  MLE/e ท่ี 400 
ug/ml ยงัไม่มีผลต่อการแสดงออกของโปรตีนทั้ง 2 กลุ่มน้ี   MLE/e ท่ี 600 ug/ml ท าให ้Cyclin D1 เร่ิม
ลดลงท่ี 1.5 ชม (Figure 4.9)  และ ลดลงมากข้ึนตามเวลา แลว้หลงัจากน้ีการลดลงของ Cyclin D1 คงท่ี    
Cyclin E เร่ิมลดลงท่ี 3 ชม และปรากฏน้อยมากท่ี 6 ชม   ส่วน CDK4 ลดลงท่ี 6 ชม  CDK2 ซ่ึงเป็น 
kinase enzyme ท่ีท  าปฏิกิริยากบั Cyclin E ไม่ปรากฏ expression ตั้งแต่ 1.5 ชม 

จะเห็นได้ว่า Expression ของ cyclins และ CDKs ของ Jurkat cells ต่อฤทธ์ิของ MLE/e เป็น 
การลดลง (deregulation) ท่ีสอดคล้องกับผลของ  MLE/e ต่อ cell cycle arrest (Figure 4.5 – 4.8)    
Cyclin D และ Cyclin E เป็น  2 proteins หลักใน G1 phase ส่วน  CDK4 ซ่ึงเป็น  kinase enzyme ท า
ปฏิกิริยา phosphorylation Cyclin D1 ได้ CDK4/Cyclin D1 complex กระตุ้น (promote) cell cycle ท่ี 
G1 phase เม่ือ CDK4/Cyclin D1 complex น้อยลง ท าให้เกิด deregulation ของ cell cycle ท่ี G1 ส่วน 
CDK2 ท าปฏิกิริยา phosphorylation กบั Cyclin E ได้ CDK2/Cyclin E complex ควบคุมการขา้มผ่าน
ของ cell cycle จาก  G1 phase ให้เขา้สู่ S phase  (Nigg, 1995) และ deregulation ของโปรตีน Cyclins 
และ CDKs ใน Jurkat cells โดย MLE/e น้ีเป็นแบบ dose- and time-dependent manner  โดยเฉพาะ
อย่างยิ่ง deregulation ของ CDK2/Cyclin E complex ท าให้ Jurkat  cells ไม่สามารถผ่านเขา้สู่ระยะ S 
เป็นเหตุใหเ้ซลลส์ะสมท่ี Sub G1 และเซลลสู่์ mode ของ apoptosis ต่อไป  ซ่ึง cell cycle arrest โดยสาร
สกดัพืชเช่นน้ี มีรายงานสนบัสนุนหลายรายงาน     
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Figure 4.9 Effect of MLE/e on the expression of Cyclin and CDK proteins in Jurkat cells. The cells 
were treated at 400 ug/ml and 600 ug/ml for 0, 1.5, 3, and 6 h and 40 ug cell protein lysate was then 
subjected to 12% SDS-PAGE and Western blotting. Actin was used as a protein loading reference. 
The autoradiogram represents three experiments.  

 
สารสกดัใบของ Toona sinensis (Chinese cedar) ลด expression ของ Cyclin D1 และ CDK4 

และเพิ่ม cell cycle inhibitory protein p27 ใน H661 human lung large cell carcinoma cell line เป็นผล
ให ้cell cycle arrest ท่ี Sub G1 phase (Wang, et al., 2010; Yang, et al., 2010) แต่สารสกดัจากเมล็ดของ
ล้ินจ่ี (Litchi chinensis) (Hsu et al., 1012)  และเห็ดหลินจือ  (Ganoderma tsugae) (Hsu, et al., 2008) 
arrest cell cycle ของ human colorectal carcinoma cells ท่ี G2/M phase  ส่วนสารสกัดจากยางหว่าน
หางจระเข ้(aloe-emodin) arrest cell cycle ของ HL-60 human promyelocytic leukemia cells ท่ี G2/M 
(Chen, Hsieh, Chang, and Chung, 2004)  

ในท านองเดียวกนัรายงานสาร phenolic diterpenes สกดัจาก Hyptis incana พืชในวงศเ์ดียวกบั
แมงลกัคา (Lamiaceae) arrest cell cycle ของ IMR-32 neuroblastoma cells ท่ี G2/M โดย deregulation 
ของ Cyclin B และ CDC2 (Tabata, et al., 2012)  และสาร Isoquercitrin ซ่ึงเป็น glycosylated quercetin 
flavonoid สกัดแยกจากใบและดอก Hyptis fasciculate ลด Cyclin D1 และเพิ่ม p27 แบบ dose- and 
time-dependent manner ใน Gbm 95 human glioblastoma cells เป็นผลให้เซลล์ arrest ท่ี G1 phase ซ่ึง
สอดคลอ้งกบั cell cycle effect ของ MLE/e ต่อ Jurkat cells ของการวจิยัน้ี   แต่ Isoquercetrin ไม่ชกัน า
ใหเ้กิด apoptosis ใน Gbm 95 cells (Amado, et al., 2009)    ดงันั้นชนิดของพืช วธีิการสกดัสาร และวิธี
แยกสารท าใหไ้ดส้ารประกอบต่างๆ กนัในสารสกดั  ความหลายหลายของสารประกอบในพืชจึงน่าจะ
เป็นสาเหตุหลักท่ีออกฤทธ์ิควบคุม expression ของ Cyclins, CDKs และ regulatory proteins อ่ืนๆ 
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ต่างกนั การควบคุมของสารสกดัต่อ  cell cycle ระยะต่างๆ จึงต่างกนั รวมทั้งวิถี apoptosis ของ cancer 
cell lines ก็อาจเกิดจากเซลลห์ยดุในระยะต่างๆ กนั ของ cycle ได ้

 
4.4.4   Apoptotic induction ของ Jurkat cells โดย MLE/e  

 MLE/e แสดงพิษต่อเซลล์ Jurkat ท าให้เซลล์ตายแบบ apoptosis ซ่ึงวิเคราะห์ได้จากการ
ติดตามการขาด หกัเป็นช้ินของ DNA โดยการยอ้ม DNA ในเซลล์ดว้ยสารเรืองแสง Propidium iodide 
และการเปล่ียนแปลงของ cell membrane โดยติดตามการเปล่ียนแปลงของ phosphatidylserine (PS) 
ซ่ึงเป็น phospholipid ชนิดหน่ึง โมเลกุลของ PS เรียงอยู่กลีบดา้นใน (inner leaflet) ของ lipid bilayer 
ของ cell membrane   ถ้าเซลล์เกิด apoptosis ข้ึน PS เคล่ือนยา้ยออกจากดา้นในมาดา้นนอก   แต่การ
เคล่ือนท่ีของโมเลกุล PS ไม่สม ่าเสมอ (asymmetry) จึงสามารถติดตามการเคล่ือนยา้ยของ PS ใน cell 
membraneไดโ้ดยการยอ้ม PS ดว้ยสารเรืองแสง Annexin V  แล้วแยกเซลล์มีชีวิตและเซลล์ตายออก
จากกนัดว้ย flow cytometer 

Apoptosis ของ Jurkat cells ท่ีไดรั้บ MLE/e ความเขม้ขน้ระหว่าง 400, 600 และ 800 ug/ml 
นาน 24 ชม และเฉพาะความเขม้ขน้ท่ี 600 ug/ml นาน 0, 6, 12 และ 24 ชม. การตรวจวิเคราะห์ดว้ย 
Annexin V/propidium iodide  และ flow cytometer แสดง Cytogram ของ cell apoptosis ใน Figure 
4.10  MLE/e ท าให้ Jurkat cells เกิด apoptosis มากข้ึนตามความเขม้ขน้ท่ีเพิ่มมากข้ึนและเวลาท่ีเพิ่ม
นานข้ึน  ปริมาณ (%) ของ apoptotic Jurkat cells สรุปเปรียบเทียบใน Table 4.5 และ Table 4.6     ฤทธ์ิ
ของ MLE/e ต่อ apoptosis ของ Jurkat cells บ่มนาน 24 ชม. เร่ิมปรากฏท่ีความเขม้ขน้ 400 ug/ml  เซลล์
ตายทั้งหมด (Q2 + Q4) 32%  ท่ีความเขม้ขน้ 600 ug/ml เซลลต์ายทั้งหมด 73.97% และ ท่ีความเขม้ขน้
สูง 800 ug/ml เซลลต์ายทั้งหมด  93.27% 

การชักน าของ MLE/e ต่อ Jurkat cells ให้เกิดการตาย apoptosis โดยตรวจวิเคราะห์ด้วย 
Annexin V/propidium iodide staining และ flow cytometry ในการทดลองน้ี มีรายงานหลายฉบับ
สนบัสนุน จากสารสกดัพืชสมุนไพรหลายชนิดชกัน าใหเ้ซลลม์ะเร็งหลายสายพนัธ์ุตายแบบ apoptosis 
ซ่ึงวิเคราะห์ดว้ยเทคนิคน้ี  และการแสดงออกของฤทธ์ิต่อ cell cycle arrest ท่ี G1 phase และ apoptosis 
เป็นแบบ dose- and time-dependent manner เช่นกนั อาทิเช่น สารสกดัโทงเทงฝร่ัง Physalis peruviana 
ชกัน า cell cycle arrest และ apoptosis ของ HepG2 (Wu, Ng, Chen, Lin, Wang, S-S., et al., 2004) สาร
สกดัจากรากของโกฐเชียง Chinese angelica ชกัน า A549 human lung adenocarcinoma cells (Cheng, 
Chang, Lee, Liu, Chen, et al., 2004) สารสกดั Annona glabra (พืชในวงศ์ Annonaceae) ชักน า CEM  
และ CEM/VLB leukemia cell lines (Cochrane, Nair, Melnick, Resek, and Ramachandran, 2008) สาร
สกัดใบเคอร์รี (Murraya koenigii) ชักน า MCF7 and MDA-MB-231 human breast carcinoma cell 
lines (Bindu Noolu, B., Ajumeera, R., Chauhan, A., Nagalla, B., Manchala, R., et al., 2013) และสาร
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สกดัใบวอลนตั (Juglans regia) ชกัน า cell cycle arrest ใน PC3 human  prostate  cancer cells (Li, Li, 
Wang, Zheng, Hu, et al., 2015) 

 นอกจากน้ีย ังมีรายงาน flavonoids แยกสกัดจากชะเอมเทศ Glycyrrhiza inflata ชักน า  
apoptosis ใน เซลล์  SiHa  cervical carcinoma  cells (Xia, Matsidik, Ablise, Lei and Abudula, 2013)  
สารสกดัน ้ าจากใบของ Urtica dioica ยบัย ั้ง  proliferation และท าให้ MCF7 cells เกิด apoptosis โดย
เพิ่มปริมาณ calpain 1, calpastatin, caspase 3, caspase 9, Bax และ Bcl-2 โปรตีนใน apoptotic pathway 
(Fattahi, Ardekani, Zabihi, Abedian, Mostafazadeh, et al., 2013) 

 
4.5 สรุปผลการทดลอง 
 ในการวิจยัน้ีแสดงให้เห็นว่า สารสกดัใบแมงลกัคาสกดัดว้ย 70% ethanol   MLE/e และสกดั
ดว้ย น ้ า MLE/w ไม่มีพิษต่อเซลล์ปกติ PBMC แต่มีพิษต่อเซลล์มะเร็งหลายสายพนัธ์ุ โดยเฉพาะสาร
สกดั  MLE/e มีศกัยภาพในการควบคุมเซลล์มะเร็ง HepG2, MCF7, PC3 และ Jurkat  ท  าให้เซลล์ไม่
เจริญเพิ่มจ านวน -antiproliferation-  เกิดการหยุดวฏัจกัรเซลล์ -cell cycle arrest- ท่ี G1 phase  โดยลด
การแสดงออกของปัจจยัโปรตีนควบคุม cell cycle  คือ Cyclin D1, Cyclin E, CDK2 และ CDK4 ท าให้
เซลล์ไม่สามารถเตรียมความพร้อมให้ผ่านจากระยะ G1 เข้าสู่ระยะ S วฏัจกัรเซลล์หยุด เซลล์ไม่
แบ่งตวัเพิ่มจ านวน เซลลส์ะสมท่ี Sub G1 หรือ G1 phase และ เซลลเ์ขา้สู่การฆ่าตวัตาย -cell apoptosis- 
ในเวลาต่อมา โดย  DNA/nucleosomes ใน nucleus แตกหัก  และ โมเลกุล  phospholipids ใน cell 
membrane แยกสลาย  ดงันั้นแมงลกัคาจึงน่าจะเป็นพืชทางเลือกท่ีดีอีกชนิดหน่ึงท่ีสามารถน ามาใช้
ป้องกนัและรักษาโรคมะเร็ง และเป็นตวัเลือกในการวิจยัพฒันาขั้นต่อไปเพื่อผลิตเป็นยารักษามะเร็งใน
คนไดใ้นท่ีสุด 
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Figure 4.10 Cytogram of annexin V binding and propidium iodide uptake in Jurkat (human T leukemia) cells after treated with 400, 600 and 800 ug/ml  
MLE/e for 24 h (A) and with 600 ug/ml for 0, 6, 12 and 24 h (B). Q represents quadrants in cytogram; Q1, necrotic cells; Q2, late apoptosis; Q3, live cells;  
Q4, early apoptosis. Data shown are representatives of three independent experiments.
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Table 4.5 Summary of apoptotic effect of concentrations of MLE/e treatment at 24 h on percentage 
of Jurkat cells, stained with annexin V/propidium iodide.  

MLE/e  
 24 hours 

% Annexin V/propidium iodide stained apoptotic cells 

Live cells 
(Q3) 

Early apoptotic 
cells (Q4) 

Late apoptotic 
cells (Q2) 

Total apoptosis 
(Q2 + Q4) 

Control  92.54 02.44 03.77 06.21 
400 ug/ml 67.64 24.99 07.01 32.00 
600 ug/ml 22.03 37.69 36.28 73.97 
800 ug/ml 02.74 03.84 89.43 93.27 
  
Table 4.6 Summary of apoptotic effect of incubation time of 600 ug/ml MLE/e treatment at 24 h on 
percentage of Jurkat cells, stained with annexin V/propidium iodide.  

MLE/e  
600 ug/ml 

% Annexin V/propidium iodide stained apoptotic cells 

Live cells 
(Q3) 

Early apoptotic 
cells (Q4) 

Late apoptotic 
cells (Q2) 

Total apoptosis 
(Q2 + Q4) 

0 h 93.82 00.74 03.46 04.20 
6 h 77.76 11.38 06.17 17.55 
12 h 67.32 19.11 06.17 25.28 
24 h 21.85 36.84 37.16 74.00 
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สรุปผลการทดลอง 
 

5.1 สารพฤกษเคมี (phytochemicals) ในสารสกดัแมงลกัคา 
 การตรวจหาพฤกษเคมีในสารสกดัใบและเมล็ดแมงลกัคา (mintweed) สกดัดว้ย 70% ethanol และ 
น ้ า โดยการแยกสารสกัดด้วย thin layer chromatography (TLC) และ โดยการทดสอบให้สารสกัดท า
ปฏิกิริยากบัสารพิเศษ (specific reagent testing)   สารสกดัใบ MLE/e และ MLE/w มี phenolics, terpenoids, 
essential oils,  และ tannins   สารสกัดเมล็ด MSE/e มี phenolics, terpenoids, essential oils, tannins และ 
saponins ส่วน MSE/w มี phenolics, terpenoids, saponins, และ alkaloids  สารสกัดทั้งหมดมีคุณสมบัติ 
antioxidant activity 

 
5.2 ปริมาณ Total phenolic compounds (TPC) และ Total flavonoid (TF) contents  

ในสารสกดัแมงลกัคา 
สารสกดัใบแมงลกัคามี total phenolic compounds (TPC) และ total flavonoids (TF) มากกวา่สาร

สกดัจากเมล็ด ปริมาณ TPC และ ปริมาณ FT ดงัน้ี 
 
MLE/e มี TPC 370.07 ± 7.10 mg GAE/g dried extract    และ   FT 278.81 ± 3.40 mg CAE/g dried extract   
MLE/w มี  TPC 319.45 ± 8.67 mg GAE/g dried extract และ  FT 240.81 ± 5.01 mg CAE/g dried extract  
MSE/e มี  TPC 135.92 ± 2.17 mg GAE/g dried extract และ  FT 86.28 ± 0.67 mg CAE/g dried extract 
MSE/w มี TPC 77.02 ± 2.05 mg GAE/g dried extract      และ  FT 15.38  ±  0.21 mg CAE/g dried extract 

 
5.3 Antioxidant activity ของสารสกดัแมงลกัคา 

คุณสมบติั antioxidant activity ของสารสกดัแมงลกัคา วิเคราะห์โดย DPPH radical scavenging 
และ  ferric reducing antioxidant power (FRAP)  สารสกัดใบแมงลักคา มีประสิทธิภาพ  IC50 ของ 
antioxidant activity สู งกว่าสารสกัด เมล็ด  ทั้ งประ สิท ธิภาพต่อ  radical scavenging และ  reducing 
antioxidant power และ สารสกดัด้วย 70% ethanol MLE/e และ MSE/e แสดงประสิทธิภาพ antioxidant 
activity สูงกวา่สารสกดัดว้ยน ้า MLE/w และ MSE/w 
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MLE/e มี radical scavenging IC50 9.26 ± 0.08 ug/ml   และมี FRAP 8.52 ± 0.44 uM FeSO4/mg extract 
MLE/w มี radical scavenging IC50 10.89 ± 0.70 ug/ml และมี FRAP 6.27 ± 0.03 uM FeSO4/mg extract 
MSE/e มี radical scavenging IC50 32.85 ± 0.05 ug/ml และมี FRAP 2.01 ± 0.35 uM FeSO4/mg extract 
MSE/w มี radical scavenging IC50 147.17 ± 1.67 ug/ml และมี FRAP 1.36 ± 0.00 uM FeSO4/mg extract 
 

ประสิทธิภาพ antioxidant activity ของสารสกดัแมงลกัคาทั้ง radical scavenging และ reducing antioxidant 
power มีความสัมพนัธ์ตรงกับปริมาณของ  TPC และ  FC ท่ีมีในแต่ละสารสกัด   ทั้ งน้ีปริมาณ total 
phenolic compounds และ total flavonoids,  antioxidant activity โดย DPPH free radical scavenging และ  
ferric reducing-antioxidant power (FRAP) และ cytotoxicity ของสารสกดัแมงลกัคาสรุปรวมไวใ้นตาราง 
3.11  
 
5.4 Cytotoxicity ของสารสกดัแมงลกัคา 

สารสกดัแมงลกัไม่มีความเป็นพิษระดบัเซลล ์(cytotoxicity) ต่อส่ิงมีชีวติปกติ คือกุง้ฝอย Artremia 
salina โดยเปรียบเทียบกบัสารมาตรฐาน  Ascorbic acid   

MLE/e มีค่า lethal concentration 50, LC50 360.48 ug/ml,  
MLE/w มีค่า LC50 1,282.47 ug/ml  
MSE/e มีค่า LC50   708.26 ug/ml และ  
MSE/w มีค่า LC50 470.60 ug/ml และ  
Ascorbic acid มีค่า LC50 13.77 ug/ml  
 

5.5 Proliferative effects ของสารสกดัแมงลกัคา 
5.5.1 Proliferative effects ต่อ normal PBMCs และ Jurkat cell line 

 สารสกดัแมงลกัคาทั้งหมดมีคุณสมบติัเสริมการเพิ่มจ านวนเซลล์ - proliferative effect ของเซลล์
เมด็เลือดขาวปกติ – normal peripheral blood mononuclear cells   

เฉพาะสารสกัดใบ แสดงคุณสมบัติยบัย ั้งการเพิ่มจ านวนเซลล์ - antiproliferative effect ของ
เซลล์มะ เ ร็ง เม็ด เ ลือดขาวสายพัน ธ์ุ  Jurkat cell แบบ  dose-dependent manner ซ่ึ งประสิทธิภาพ 
antiproliferative effect ของ MSE/e ต่อ Jurkat cells ท่ี 24 ชม  มีค่า IC50  553.52 ± 14.07 ug/ml และของ 
MLE/w 912.06 ± 16.86 ug/ml (Table 4.3) 
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        5.5.2  Proliferative effect ของ MLE/e ต่อ HepG2, MCF7 และ PC3 cell lines 
 สารสกดัแมงลกัคา MLE/e ยบัย ั้งการเพิ่มจ านวนเซลล์ของ MCF7 และ HepG2 แบบ dose- and 
time-dependent manner ประสิทธิภาพต่อ MCF7 ท่ี 24 ชม มีค่า IC50 763.12 ± 9.51 ug/ml และ ท่ี 48 ชม 
IC50 707.45 ± 7.84 ug/ml และ ประสิทธิภาพต่อ HepG2 ท่ี 24 ชม มีค่า IC50 866.06 ± 16.44 ug/ml และ ท่ี 
48 ชม IC50, 798.28 ± 20.23 ug/ml (Table 4.4) 
 ดังนั้ นสารสกัดแมงลักคายบัย ั้ งการเพิ่มจ านวนเซลล์ของทั้ งเซลล์มะเร็งแบบแขวนลอย - 
suspension cell คือ Jurkat cells ซ่ึงเป็นเซลล์มะเร็งเม็ดเลือดขาวในกระแสเลือด และ เซลล์แบบยึดติดพื้น
จานเล้ียง – attach cell คือ MCF7 และ HepG2 cells ซ่ึงเป็นเซลล์มะเร็งในเน้ือเยื่อของเตา้นมและตบั แต่มี
ต่อ PC3 cells นอ้ยมาก 
 
5.6 Cell cycle effect ของสารสกดัใบแมงลกัคา MLE/e    
 สารสกดัใบแมงลกัคามีคุณสมบติัยบัย ั้ง cell cycle ของ Jurkat cells แต่ สารสกดัเมล็ดไม่แสดง
คุณสมบติัน้ี   MLE/e ยบัย ั้ง cell cycle ของ Jurkat cells ท่ีระยะ G1 แบบ dose- and time-dependent manner    
 MLE/e ท่ี ความเขม้ขน้ 400, 600, และ 800 ug/ml, 24 ชม ท าให้เซลล์ Jurkat สะสมใน Sub G1 
1.07%, 8.01%, 27.29% และ  63.10% ตามล าดับ   ส่วน MLE/w ท่ีความเข้มข้น 800, 1,000 และ 1 ,200 
ug/ml, 24 ชม มีเซลลส์ะสมท่ี Sub G1 1.23%, 4.33%, 10.23% และ 22.38% ตามล าดบั  
 MLE/e ท่ีความเขม้ขน้ 600 ug/ml ยบัย ั้ง cell cycle ของ Jurkat cells มากข้ึนตามเวลา 0, 6, 12, และ 
24 ชม เซลล์สะสมท่ี Sub G1 1.24-4.87, 4.8%, 22.13% และ 22.13-28.06% ตามล าดบั   และ  MLE/w ท่ี 
1,000 ug/ml ท าใหเ้ซลลส์ะสมท่ี Sub G1 1.70%, 1.92%, 4.12%, และ 10.11% ตามล าดบั 
 
5.7 Effect ต่อ cell cycle factors ของสารสกดัแมงลกัคา MLE/e  

จากผล cell cycle arrest ในการวิเคราะห์น้ีจึงเน้นเฉพาะ MLE/e ในการตรวจวิเคราะห์ปัจจยั
โปรตีนในระยะ G1 ของ cell cycle เท่านั้น   MLE/e ท าให้เกิด deregulation ของ cyclin และ CDK ใน 
Jurkat cells แบบ dose- and time-dependent manner   MLE/e ท่ีความเขม้ขน้ 400 ug/ml ไม่เปล่ียนแปลง
การแสดงออกของ Cyclin และ CDK  การแสดงออกของ Cyclin และ CDK ลดลงเม่ือเซลล์ได้รับ 600 
ug/ml MLE/e โดย Cyclin D1 และ CDK2 เร่ิมลดลงท่ี 1.5 ชม.  Cyclin E เร่ิมลดลงท่ี 3 ชม. และ CDK4 เร่ิม
ลดลงท่ี 6 ชม. ซ่ึงเป็นผลให้เซลล์ไม่มี  CDK/Cyclin complex ท่ีจะท าปฏิกิริยาในขั้นตอนต่อๆ ไป  เซลล์
ไม่สามารถผ่านจากระยะ G1 เขา้สู่ระยะ S เพื่อสังเคราะห์ DNA ได ้เซลล์จึงสะสมใน Sub G1 หรือก็คือ
เซลลห์ยดุรออยูใ่นระยะ G1 และเซลลไ์ม่แบ่งตวัและจะถูกก าจดัโดยการฆ่าตวัตายแบบ apoptosis ต่อไป  
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5.8  Apoptotic induction ของ  MLE/e  

การตายของเซลล์ วิ เคราะห์จากการแตกสลายของ  DNA และ การเคล่ือนย้ายโมเลกุล 
phosphatidylserine (PS) จากกลีบ phospholipid bilayer ชั้ นในสู่กลีบชั้นนอก  MLE/e ชักน าให้ Jurkat 
cells เกิด apoptosis แบบ dose-and time-dependent manner   MLE/e ความเขม้ขน้ 400, 600 และ 800 ug/ml 
ชกัน า apoptosis ทั้งหมด 32.00%, 73.97% และ 93.27% ตามล าดบั (Table 4.5)  และเลือกเฉพาะ MLE/e 
ความเขม้ขน้ 600 ug/ml บ่มกบั Jurkat cells นาน 0, 6, 12 และ 24 ชม ชกัน า apoptosis ทั้งหมด 17.55%, 
25.28% และ 74.00% ตามล าดบั (Table 4.6) 

 

 การวิจัย น้ีสรุปได้ดัง น้ี  สารสกัดแมงลักคามีปริมาณ  Total phenolic compounds และ total 
flavonoids สูง มีคุณสมบติัของ antioxidant activity, ไม่มี cytotoxicity ต่อเซลล์และส่ิงมีชีวิต (กุ้งฝอย) 
ปกติ   โดยเฉพาะสารสกดัใบแมงลกัคาด้วย 70% ethanol MLE/e มีคุณสมบติั cytotoxicity ต่อเซลล์สาย
พนัธ์ุมะเร็ง Jurkat cells, HepG2 และ MCF7 โดยหลกัฐานฤทธ์ิต่อ Jurkat cells สารสกดั MLE/e ยบัย ั้ง cell 
proliferation ท าให้ cell cycle arrest ท่ี G1 ลดการสังเคราะห์โปรตีนปัจจยั CDKs และ Cyclins ซ่ึงเป็นผล
ใหเ้ซลลห์ยดุท่ี G1 ใน cycle และเซลลฆ่์าตวัตายแบบ apoptosis ในเวลาต่อมา 
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