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บทน า (Introduction)  

วรรณกรรมที่เกีย่วข้อง 

ผกับุง้ทะเลมีช่ือทางวทิยาศาสตร์วา่ Ipomoea pes-caprae (L.) R.br. อยูใ่นวงศ ์Convolvulaceae เป็น
ไมล้ม้ลุก เถาเล้ือย ล าตน้ทอดไปตามยาวบนพื้นทรายบริเวณชายฝ่ังทะเล โดยเฉพาะในภูมิประเทศเขตร้อน 
ผกับุง้ทะเลเป็นพืชสมุนไพรท่ีมีสรรพคุณทางยาแกป้วด แกอ้กัเสบ ลดอาการหดเกร็งท่ีล าไส้ และตา้นโรคมะเร็ง 
เป็นตน้ (Meira et al., 2012) จากการรวบรวมวรรณกรรมของ Manigaunha และคณะ ในปี 2010 พบวา่มี
ส่วนประกอบส าคญัทางเคมีไดแ้ก่ naphthalenone, (-)-mellein, eugenol, 4-vinyl-guaiacol. lipophilic glycosides, 
2-methylpropanoic, (2S)-methylbutyric, n-hexanoic, n-decanoic, และ n-dodecanoic acids เน่ืองจากมี
สารส าคญัมากจึงมีฤทธ์ิทางเภสัชวทิยาหลายดา้น  

ในประเทศไทย Ipomoea pes-caprae เป็นสมุนไพรท่ีเป็นภูมิปัญญาชาวบา้นใชใ้บสดแกอ้กัเสบจาก
พิษแมงกะพรุน. โรคผวิหนงัอกัเสบ (dermatitis) และจากหลกัฐานทางวทิยาศาสตร์พบวา่กลไกท่ีลดการอกัเสบ
เกิดจากการลดการสร้าง prostaglandin และ leukotriene (Bandaranayake, 1998) น ้าท่ีคั้นไดจ้ากใบสดใชรั้กษา
แผลท่ีเกิดจากพิษแมงกะพรุนไฟ สารสกดัจากใบลดอาการบวมและลดการอกัเสบในหนูทดลองท่ีฉีดสาร 
carrageenan ท่ีอุง้เทา้ และฉีดสาร arachidonic acid หรือ ethyl phenyl propiolate ท่ีบริเวณหูสัตวท์ดลอง 
(Pongprayoon et al., 1991) สารสกดัดว้ย methanol จากส่วนล าตน้และใบ มีคุณสมบติัลดอาการปวด 
(antinociceptive property) ในหนูทดลองท่ีกระตุน้ให้เกิดความเจบ็ปวดดว้ยเทคนิค writhing test และ formalin 
test เน่ืองจากมีสารเคมีเหล่าน้ีคือ steroids, terpenoids, alkaloids และ flavonoids ซ่ึงสามารถลดความเจบ็ปวด
และลดการอกัเสบได ้ มีขอ้เสนอแนะจากงานวจิยัน้ีใหน้ ามาพฒันาเป็นยารักษาโรค dolorous processes (De 
Souza et al., 2000) สาร isoprenoids beta-damascenone และ E-phytol สกดัจาก Ipomoea pes-caprae ใน
ประเทศไทย พบวา่มีประสิทธิภาพในการยบัย ั้งการหดเกร็งของล าไส้ไดใ้กลเ้คียงกบัยาแผนปัจจุบนั papaverine 
(Pongprayoon et al., 1992) อยา่งไรก็ตาม การศึกษาในพืชชนิดเดียวกนัในประเทศบราซิล พบวา่มีส่วนประกอบ
ทางเคมีแตกต่างกนั และไม่มีฤทธ์ิยบัย ั้งการหดตวัของล าไส้ในหนูตะเภา (Emendorfer et al., 2005) 

สาร isochlorogenic acids a, b และ c สกดัจากใบของ Ipomoea pes-caprae, Ipomoea batatas, และ 
Ipomoea aquatica มีฤทธ์ิยบัย ั้งเอนไซม ์ collagenase ท าใหมี้ความยดืหยุน่จากเส้นใย elastic จึงสามารถน ามาใช้
ป้องกนัการเห่ียวยน่บนผวิหนงัในวยัชราได ้ (Teramachi et al., 2005) สารอนุมูลอิสระก่อใหเ้กิดภาวะ oxidative 
stress ภายในร่างกาย ซ่ึงเป็นสาเหตุให้เกิดโรคต่างๆจ านวนมาก ดงันั้นแนวทางหน่ึงในการป้องกนัการเกิดโรค
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คือการใชส้ารตา้นอนุมูลอิสระจากพืชสมุนไพร ซ่ึงการสกดัสารดว้ย 80% ethanol extract จาก Ipomoea pes-
caprae มี 0.84% (m/m) phenolics และ 0.23% (m/m) flavonoids ซ่ึงมีประสิทธิภาพในการยบัย ั้ง hydroxyl 
radicals และ nitric oxide (Umamaheshwari et al., 2012) การสกดัสารดว้ย methanol จาก Ipomoea pes-caprae 
(100 μg/ml) จากประเทศบราซิล มีผลกระตุน้การเจริญของ T lymphocyte และการสกดัดว้ย methanol จะไดส้าร 
triperpenes และ flavonoids ซ่ึงมีฤทธ์ิกระตุน้การท างานของระบบภูมิคุม้กนัของร่างกาย ผลการวจิยัในคร้ังน้ีได้
แสดงใหเ้ห็นวา่สารสกดัจาก Ipomoea pes-caprae (whole plant) มีประสิทธิภาพดีกวา่สารสกดัจาก Calophyllum 
brasiliense (roots) ถึง 3 เท่า (Philippi et al., 2010)  

 การสกดัสารดว้ย hexane จาก Ipomoea pes-caprae (aerial parts) ดว้ยเทคนิค HPLC และศึกษาสูตร
โครงสร้างโดย NMR spectroscopyไดส้าร lipophilic glycosides 6 ชนิด ไดแ้ก่ pescaproside A, pescapreins I-IV 
และ stoloniferin III  ซ่ึงมีฤทธ์ิยบัย ั้งการเจริญของเซลลม์ะเร็งในหลอดทดลองหลายชนิดเช่น nasopharyngeal 
(KB), colon (HCT-15), squamous cell cervical (SQC-1 UISO) และ ovarian (OVCAR) carcinomas แต่มี
ประสิทธิภาพค่อนขา้งต ่าโดยมีค่า ED50 เท่ากบั 5-20 ug/ml   (Pereda-Miranda et al., 2005) ต่อมามีการสกดั
สารดว้ย ethanol จาก Ipomoea pes-caprae แลว้น าส่วน lipophilic fraction มาแยกบริสุทธ์ิ ได ้resin glycosides 
ชนิดใหม่ 8 ชนิด คือ pescapreins X-XVII ซ่ึงออกฤทธ์ิบน μ-opioid receptor และมีฤทธ์ิทางชีวภาพหลายดา้น
ไดแ้ก่ ยบัย ั้งการเจริญของเซลลม์ะเร็ง, แบคทีเรีย และเช้ือรา (Tao et. al., 2008) 

ส าหรับ Ipomoea species นั้นมีมากถึง 600-700 ชนิด เช่น การสกดัสารดว้ย methanol จาก Ipomoea  
hederacea มีประสิทธิภาพสูงในการยบัย ั้งการเจริญของเซลลม์ะเร็ง human lung (A549) และ colon (Col 2) 
cancer cells (Nam & Lee, 2000) การสกดัสารดว้ย methanol จาก Ipomoea aquatica แลว้น ามาท าใหเ้ป็นสารก่ึง
บริสุทธ์ิและสารบริสุทธ์ิ (7-O-β-D-glucopiranosil-dihidroquercetina-3-O-β-Dglucopiranosideo) พบวา่สาร
บริสุทธ์ิมีความเป็นพิษต่อเซลลม์ะเร็งต ่ากวา่สารสกดัหยาบ ทั้งน้ีอาจเน่ืองมาจากสารสกดัหยาบมีการออกฤทธ์ิท่ี
เสริมกนัระหวา่ง anthocyanins และ phenolic compounds อีกหลายชนิด และมีฤทธ์ิทางชีวภาพอีกหลายดา้น 
(Prasad et al., 2005a & b) สารสกดับริสุทธ์ิจากใบของ Ipomoea squamosa สามารถสกดัไดส้าร ipomoeassins 
A-E ซ่ึงเป็นพิษต่อเซลลม์ะเร็ง human ovarian (A2780) cancer cell (IC50 0.5-3.3 μM) (Cao et al., 2005)  

เซลลม์ะเร็งสามารถสร้าง growth signals กระตุน้ตวัเองใหแ้บ่งตวัตลอดเวลาและหลีกเล่ียงการตาย
แบบ apoptosis เซลลม์ะเร็งมีการแสดงออกของ cyclooxygenase 2 (COX-2) และมีการสร้าง prostaglandin E2 
มากกวา่เซลลป์กติ ท าใหเ้ซลลม์ะเร็งแพร่กระจายและลุกลามไปอวยัวะอ่ืนๆ ไดอ้ยา่งรวดเร็ว (Ferrandina et al., 
2002; Kilic et al., 2005) ดงันั้น cyclooxygenase-2 inhibitors หรือยาแกอ้กัเสบท่ีใชใ้นปัจจุบนัอยูใ่นกลุ่ม non-
steroidal anti-inflammatory drugs (NSAIDs) ท่ีออกฤทธ์ิยบัย ั้ง COX-2 enzyme จึงท าใหก้ารสร้าง prostaglandin 
E2 ลดลง จึงเป็นเป้าหมายส าคญัในการยบัย ั้งการเจริญของเซลลม์ะเร็งหลายชนิด เช่น uterine endometrial 
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carcinoma (Hasegawa et al., 2005), non-small cell lung cancer cells (Hazra et al., 2007), endometrial 
carcinoma (Genc et al., 2007), breast cancer cells (Chen et al., 2009), head & neck carcinoma (Abrahao et al., 
2010), esophageal squamous cell carcinoma (Yu et al., 2011) กลไกท่ีเซลลม์ะเร็งเหล่าน้ีตายคือ apoptosis 
นอกจากน้ียงัมีผลยบัย ั้ง vascular endothelial growth factor-A (VEGF-A) ไม่สามารถสร้างหลอดเลือด ท าให้
เซลลไ์ม่ไดรั้บสารอาหาร (Dormond et al., 2001)   

ดงันั้นการพฒันาสารสกดัจากผกับุง้ทะแล ซ่ึงมีคุณสมบติัร่วมกนัทั้งเหน่ียวน าใหเ้ซลลม์ะเร็งตายแบบ 
apoptosis และตา้นการอกัเสบ จึงเป็นกลยทุธ์ท่ีส าคญัในการรักษาโรคมะเร็ง (Sun et al., 2004; Özalp et al., 
2012) เน่ืองจากประเทศไทยมีพื้นท่ีติดทะเล เป็นแหล่งท่ีมีทรัพยากรธรรมชาติโดยเฉพาะผกับุง้ทะเล Ipomoea 
pes-caprae (L.) R.br. จ  านวนมาก และจากหลกัฐานทางงานวจิยัท่ีกล่าวมานั้นพบวา่ ฤทธ์ิทางชีวภาพโดยเฉพาะ
ฤทธ์ิตา้นการเจริญของเซลลม์ะเร็งนั้นข้ึนอยูก่บัตวัท าละลายและวธีิท่ีใชใ้นการสกดั ซ่ึงวธีิการสกดัมีหลายวธีิ
ไดแ้ก่การใชก้ารสกดัดว้ยตวัท าละลาย เอทานอล น ้า เฮกเซน และคาร์บอนไดออกไซดใ์นสภาวะของไหลยิง่ยวด 
(supercritical carbon dioxide extraction) ซ่ึงจะไดส้ารสกดัผกับุง้ทะเลท่ีมีคุณสมบติัแตกต่างกนั การสกดัโดย
การใชค้าร์บอนไดออกไซดใ์นสภาวะของไหลยิง่ยวด เป็นวธีิท่ีสามารถใชส้กดัไดส้ารท่ีมีขั้วต ่าและท่ีมีขั้วสูง ซ่ึง
แตกต่างจากวธีิสกดัอ่ืนๆท่ีไดส้ารส าคญัท่ีมีขั้วต ่าหรือสูงอยา่งใดอยา่งหน่ึง ทั้งน้ีตอ้งมีการตรวจสอบและ
เปรียบเทียบฤทธ์ิยบัย ั้งการเจริญของเซลลม์ะเร็ง ตลอดจนศึกษากลไกการตายแบบ apoptosis 

ความส าคญัและที่มาของปัญหา 

โรคมะเร็งเป็นโรคร้ายแรงและทุกขท์รมาน คุณสมบติัของเซลลม์ะเร็งแตกต่างจากเซลลป์กติคือ 
เซลลม์ะเร็งสามารถสร้าง growth signal กระตุน้ตวัเองให้แบ่งตวั เม่ือเซลลโ์ตและแพร่กระจายไปอวยัวะอ่ืนก็ยงั
สามารถสร้างหลอดเลือดเพื่อส่งอาหารใหก้บัเซลล ์ และยงักระตุน้การแสดงออกของโปรตีนหลายชนิด 
โดยเฉพาะ cyclooxygenase-2 (COX 2) ท่ีเก่ียวขอ้งกบัการกระตุน้การเจริญและยบัย ั้งการตายแบบ apoptosis มี
รายงานการวิจยัจ  านวนมากท่ีแสดงใหเ้ห็นวา่การใชย้า COX-2 inhibitors นั้น สามารถยบัย ั้งการเจริญของ
เซลลม์ะเร็งไดห้ลายชนิดเช่น head & neck carcinoma (Abrahao et al., 2010), non-small cell lung cancer (Hazra 
et al., 2007), endometrial carcinoma (Genc et al., 2007), uterine endometrial carcinoma (Hasegawa et al., 
2005), esophageal squamous cell carcinoma (Yu et al., 2011) การท างานของ COX-2 inhibitors คือการยบัย ั้ง
การสร้าง prostaglandins E2 ซ่ึงจะท าใหเ้ซลลม์ะเร็งตายแลว้ยงัยบัย ั้งการงอกใหม่ของหลอดเลือด ท าใหก้อ้นเน้ือ
งอกขาดสารอาหาร (Dormond et al., 2001) ซ่ึงสอดคลอ้งกบักลไกการออกฤทธ์ิของยารักษาโรคมะเร็งแผน
ปัจจุบนัหลายชนิดท่ีออกฤทธ์ิเหน่ียวน าการตายแบบ apoptosis และเป็นกลยทุธ์ิท่ีส าคญัในการท าลายเซลลม์ะเร็ง
แบบมุ่งเป้า 
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โรคมะเร็งเป็นโรคท่ีมีอตัราการตายสูง มีผูป่้วยรายใหม่เพิ่มข้ึนอยา่งต่อเน่ือง เป็นปัญหาทาง
สาธารณสุขในทุกประเทศ ในปัจจุบนัการรักษาโดยยาเคมีบ าบดั การผา่ตดั และการฉายรังสี นั้นยงัไม่ประสบ
ผลส าเร็จ ในช่วงแรกของการรักษาเซลลม์ะเร็งจะตอบสนองต่อยา จากนั้นเซลลม์ะเร็งจะด้ือต่อยา ท าใหต้อ้งใช้
ขนาดยาเพิ่มข้ึน จึงเกิดผลขา้งเคียงอนัเน่ืองจากเซลลป์กติถูกท าลายมาก นอกจากน้ียงัท าใหป้ระเทศไทยเสีย
ดุลการคา้เน่ืองจากตอ้งน าเขา้ยาจากต่างประเทศ แนวทางหน่ึงในการแกปั้ญหาเหล่าน้ีคือการคน้หาสารตา้นการ
เจริญของเซลลม์ะเร็งจากพืชสมุนไพรท่ีพบไดท้ัว่ไปในประเทศไทย เน่ืองจากมีตน้ทุนต ่า และสมุนไพรดงักล่าว
ควรมีความเป็นพิษต่อเซลลม์ะเร็งเท่านั้นแต่ไม่เกิดพิษต่อเซลลป์กติ  

ผกับุง้ทะเล (Beach Morning Glory) ช่ือวทิยาศาสตร์ Ipomoea pes-caprae (L.) R.Br. วงศ ์
Convolvulaceae พบอยูท่ ัว่ไปตามชายฝ่ังทะเล เป็นไมเ้ล้ือยลม้ลุก เล้ือยไปตามผวิทรายหรือดิน โดยทัว่ไปใชแ้ก้
อาการอกัเสบจากพิษแมงกะพรุนไฟ จากรายงานวจิยั (Meira et al., 2012) พบวา่สารสกดัผกับุง้ทะเลมีสรรพคุณ
หลายดา้น มีการพบฤทธ์ิลดการอกัเสบ (Pongprayoon et al., 1992) ฤทธ์ิแกป้วด (De Souza et al., 2000) ยบัย ั้ง
การเกาะตวัของเกล็ดเลือด (Rogers et al., 2000) ลดการสลายตวัของคอลลาเจนท่ีผิวหนงั (Teramachi et al., 
2005) ยบัย ั้งเซลมะเร็ง (Pereda-Miranda et al., 2005) และมีคุณสมบติัเป็นสารตา้นอนุมูลอิสระดว้ย 
(Umamaheswari et al., 2012)  ทั้งน้ีข้ึนอยูก่บัตวัท าละลายและวธีิท่ีใชใ้นการสกดั จึงจ าเป็นตอ้งศึกษาวธีิการสกดั
ผกับุง้ทะเลใหไ้ดส้ารส าคญัท่ีมีคุณสมบติักระตุน้เซลลม์ะเร็งตายแบบ apoptosis ซ่ึงวธีิการสกดัมีหลายวธีิไดแ้ก่
การใชก้ารสกดัดว้ยตวัท าละลาย เอทานอล น ้า เฮกเซน และคาร์บอนไดออกไซด์ในสภาวะของไหลยิง่ยวด 
(supercritical carbon dioxide extraction) ซ่ึงจะไดส้ารสกดัผกับุง้ทะเลท่ีมีคุณสมบติัแตกต่างกนั เพื่อน ามา
ทดสอบฤทธ์ิทางชีวภาพของสารดงักล่าว โดยมุ่งเนน้การคน้หาและการทดสอบสารจากผลิตภณัฑธ์รรมชาติท่ีใช้
บ าบดัโรคซ่ึงยงัเป็นปัญหาหลกัของประเทศ โดยเฉพาะสารตา้นมะเร็ง (anti-cancer) เพื่อใหม้หาวทิยาลยับูรพา
พฒันาเป็นผูน้ าทางทะเลชายฝ่ังตะวนัออกและเพื่อน าไปสู่การพฒันาเทคโนโลยแีละนวตักรรมใหม่ ใช้
ประโยชน์ทรัพยากรธรรมชาติอยา่งย ัง่ยนื ท าใหป้ระเทศไทยพฒันาความรู้ดา้นวทิยาศาสตร์และเทคโนโลยี
สามารถพึ่งพาตนเองได ้มีความกา้วหนา้ใกลเ้คียงกบัประเทศท่ีพฒันาแลว้ 

วตัถุประสงค์โครงการวจิยั  

เพื่อเปรียบเทียบประสิทธิภาพการยบัย ั้งการเจริญของเซลลม์ะเร็ง และกระตุน้การตายแบบ 
apoptosis ของสารสกดัผกับุง้ทะเลแหง้ท่ีไดจ้ากวธีิสกดัแตกต่างกนัคือ เอทานอล & น ้า, เฮกเซน, และ
คาร์บอนไดออกไซดใ์นสภาวะของไหลยิง่ยวด (supercritical carbon dioxide extraction) 
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ขอบเขตของการวจิยั  

การศึกษาเชิงทดลอง (Experimental study) ในหอ้งปฏิบติัการ โดยการน าผกับุง้ทะเลมาสกดั
ดว้ยตวัท าละลายท่ีเหมาะสมดว้ยวธีิการต่างๆ คือ เอทานอล & น ้า, เฮกเซน,  และคาร์บอนไดออกไซดใ์นสภาวะ
ของไหลยิง่ยวด (supercritical carbon dioxide extraction) แลว้ทดสอบฤทธ์ิยบัย ั้งการเจริญของเซลลม์ะเร็ง 
ตลอดจนศึกษากลไกการตายแบบ apoptosis ใน human cancer cell lines เปรียบเทียบกบัเซลลป์กติ 

วธีิด าเนินการวจิยัโดยสรุปทฤษฏ ี

  ยาตา้นมะเร็งท่ีใชใ้นปัจจุบนัมีขอ้จ ากดั มีปัญหาการด้ือยา ท าใหต้อ้งเพิ่มขนาดยามากข้ึน ส่งผลใหเ้กิดผล
ขา้งเคียงไม่พึงประสงค ์ นกัวจิยัจึงมีความพยายามท่ีจะคน้หาสารจากธรรมชาติในการป้องกนัและรักษามะเร็ง
เพิ่มข้ึน โดยสารท่ีออกฤทธ์ิทางชีวภาพเหล่าน้ีจะกระตุน้ใหเ้ซลลม์ะเร็งฆ่าตวัตายแบบ apoptosis ซ่ึงมีลกัษณะ
แสดงคือเซลลเ์กิดการสูญเสียปริมาตรของเซลล ์(loss of cell volume)  เยือ่หุม้เซลลห์ดแฟบ (plasma membrane 
blebbing)  นิวเคลียสรวมตวักนัแน่น (nuclear condensation) โครมาตินเกาะกลุ่ม (chromatin aggregation) และ 
DNA ถูกยอ่ยเป็นช้ินเล็ก (DNA fragmentation) และขบวนการน้ีอาศยัเอ็นไซม ์ caspase เป็นตวักลาง (caspase-
mediated events) ดงันั้นวธีิด าเนินการวจิยัเร่ิมจากทดสอบความเป็นพิษต่อเซลลม์ะเร็ง จากนั้นศึกษากลไกการ
ตายระดบั DNA และเอน็ไซม ์caspase ร่วมกบัการศึกษารูปร่างเซลลด์ว้ยกลอ้งจุลทรรศน์ 

ประโยชน์ที่คาดว่าจะได้รับ 

- บูรณาการศาสตร์ทางดา้นการสกดัสารกบัศาสตร์ทางดา้นการยบัย ั้งการเจริญของเซลลม์ะเร็ง 
- ใชก้ระบวนการวจิยัแลกเปล่ียนเรียนรู้ร่วมกนัเพื่อสร้างงานทางวชิาการ 
- มหาวทิยาลยัและสถาบนัต่าง ๆ น าผลการวจิยัน้ีไปพฒันาต่อยอด เช่น การท าใหส้ารบริสุทธ์ิและหา

โครงสร้างทางเคมี การทดสอบฤทธ์ิชีวภาพอ่ืน ๆ เพิ่มเติม ท่ีสามารถพฒันาสู่อุตสาหกรรมได ้
- เผยแพร่ในวารสารระดบันานาชาติ และน าเสนอผลงานวจิยัในท่ีประชุมวชิาการ แก่นกัวชิาการ 

นกัวจิยั ไดน้ าไปใชป้ระโยชน์ในส่วนงานท่ีเก่ียวขอ้งซ่ึงเป็นการตอบสนองต่อยทุธศาสตร์ชาติใน
ดา้นการพฒันาคุณค่าความหลากหลายทางชีวภาพ 

- เป็นส่วนหน่ึงในงานดา้นการเรียนการสอนวชิาโครงงานวิจยัทางดา้นวทิยาศาสตร์การแพทย ์
หลกัสูตรวทิยาศาสตรบณัฑิต สาขาชีวเวชศาสตร์ 

- เป็นส่วนหน่ึงในงานดา้นการเรียนการสอนวชิา Molecular cell biology หลกัสูตรแพทยศาสตร
บณัฑิต   
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 เน้ือเร่ือง (Main body) 

วธีิด าเนินการวจิยั 

การเกบ็ผกับุ้งทะเลและพสูิจน์เอกลกัษณ์ 

ผกับุง้ทะเล (Ipomoea pes-caprae) ทั้งส่วนท่ีเป็นล าตน้และใบ เก็บจากชายฝ่ังทะเลอ่าวไทย จงัหวดั
ชลบุรี ผา่นการพิสูจน์เอกลกัษณ์โดยนกัชีววทิยา มหาวทิยาลยับูรพา จากนั้นน าตวัอยา่งสดมาตากใหแ้หง้หรืออบ
ในตูท่ี้ควบคุมอุณหภูมิ 40-45 องศาเซลเซียส จะตอ้งไดต้วัอยา่งแหง้อยา่งนอ้ย 10 กิโลกรัม 
 สถานท่ีท าการทดลอง/เก็บขอ้มูล ชายฝ่ังทะเลอ่าวไทย จงัหวดัชลบุรี 

การสกดัสารจากผกับุ้งทะเล 

สกดัผกับุง้ทะเลดว้ยตวัท าละลายท่ีเหมาะสมคือ เอทานอล & น ้า, เฮกเซน และ ในปัจจุบนั มีเทคโนโลยี
ใหม่ในการสกดัสารจากสมุนไพรเรียกวา่ การสกดัดว้ยคาร์บอนไดออกไซด์ภายใตส้ภาวะของไหลยิง่ยวด 
(Supercritical carbon dioxide extraction, SCO2) เป็นการสกดัท่ีอาศยัหลกัการท่ีวา่ เม่ือเพิ่มความดนัและอุณหภูมิ
ใหก้บัสาร จนถึงจุดวกิฤต (Critical point) สารนั้นจะอยูใ่นสถานะของไหลยิง่ยวด (Supercritical fluid) คือมี
คุณสมบติัอยูร่ะหวา่งของเหลวและก๊าซ ภายใตส้ภาวะของไหลยิง่ยวด ตวัท าละลายท่ีปกติละลายสารต่างๆได้
นอ้ยกลบักลายเป็นตวัท าละลายท่ีดีข้ึน 

คาร์บอนไดออกไซด ์ (Carbon dioxide) มีอุณหภูมิวกิฤต (Critical temperature) ต ่า คือท่ี 31.1◦C ไม่ท า
ใหเ้กิดการสลายตวัดว้ยความร้อนของสารสกดั ไม่ติดไฟ สามารถก าจดัออกจากสารสกดัไดง่้าย ไม่มีกล่ิน ไม่
เป็นพิษต่อส่ิงแวดลอ้ม สามารถสกดัไดป้ริมาณสารส าคญัไดม้ากกวา่วธีิการสกดัอ่ืนๆ และสามารถสกดัแยกสาร
ท่ีมีขั้วต ่าไดดี้ ไม่มีตวัท าละลายตกคา้ง 

สถานท่ีท าการทดลอง/เก็บขอ้มูล อุทยานวทิยาศาสตร์แห่งประเทศไทย 

ทดสอบฤทธ์ิยบัยั้งการเจริญเติบโตของเซลล์เม็ดเลือดขาวปกติ 

โครงการน้ีไดรั้บอนุมติัจากคณะกรรมการพิจารณาจริยธรรมการวิจยัในมนุษย ์ มหาวทิยาลยับูรพา 
เอกสารท่ี 84/2556 เตรียมผูเ้ช่ียวชาญในการเจาะเลือด ซ่ึงเป็นอาจารยใ์นสาขาเทคนิคการแพทยท่ี์มีใบอนุญาติ
ประกอบวชิาชีพ และใชห้อ้งปฏิบติัการของสาขาเทคนิคการแพทยเ์ป็นสถานท่ีเจาะเลือด ท าการเจาะเลือดดว้ย
เทคนิคปราศจากเช้ือท่ีเส้นเลือดด าของแขนดา้นใน (ขอ้พบับริเวณขอ้ศอก) จ านวน 10 ml ใส่หลอดท่ีมีสาร
ป้องกนัการแขง็ตวัของเลือด จากนั้นใส่น ้ายา Ficoll Isopaque ท่ีมีความถ่วงจ าเพาะ 1.077 น าหลอดเลือดไปป่ัน
เพื่อแยกเมด็เลือดแดงใหต้กตะกอน ส่วน peripheral blood mononuclear cells (PBMC) ซ่ึงประกอบดว้ย T 
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lymphocytes, B lymphocytes, NK cells, และ monocytes จะเห็นเป็นวงสีขาวตรงกลางระหวา่งชั้น plasma และ 
น ้ายา Ficoll Isopaque จากนั้นน าเซลลท่ี์อยูบ่ริเวณวงสีขาวมาเล้ียงใน RPMI 1640 ท่ีมี 2 mM L-glutamine, 20% 
Inactivated Fetal Bovine Serum, 1% penicillin/streptomycin 

สถานท่ีท าการทดลอง คณะสหเวชศาสตร์ มหาวทิยาลยับูรพา 

การเตรียมเซลล์มะเร็ง (Human cancer cell lines) 

 Model ท่ีใชใ้นการทดลองเป็น Human cancer cell lines จากอวยัวะต่างๆ ท่ีมีสถิติการเกิดสูงเช่น 
เซลลม์ะเร็งหลงัโพรงจมูก (KB cells) และไดรั้บความอนุเคราะห์จาก สถาบนัมะเร็งแห่งชาติ อาหารเล้ียงเซลล์
คือ RPMI 1640 ท่ีมี 2 mM L-glutamine, 10% Inactivated Fetal Bovine Serum, 1% penicillin/streptomycin 
ปรับ pH เป็น 7.25 เล้ียงเซลลท่ี์อุณหภูมิ 37oC ในตูบ้่มท่ีมี 95% air และ 5% CO2  และเปล่ียนถ่ายเซลล ์
(subculture) ทุกๆ 3 วนั โดยเล้ียงเซลลเ์ร่ิมตน้ในวนัแรกมีจ านวนเซลล ์1×105 cells/ml เม่ือครบ 3 วนั เซลลจ์ะอยู่
ในระยะ exponential growth  เซลลเ์พิ่มจ านวนข้ึน 10 เท่า และมีจ านวนประมาณ 1×106 cells/ml 

สถานท่ีท าการทดลอง คณะสหเวชศาสตร์ มหาวทิยาลยับูรพา  

ทดสอบประสิทธิภาพการยบัยั้งการเจริญของเซลล์มะเร็งและเซลล์ปกติ 

 เล้ียงเซลล ์(เซลลป์กติและเซลลม์ะเร็ง) ความเขม้ขน้เร่ิมตน้ 5×105 cells/ml ลงใน 96 well plate แลว้บ่ม
เซลลภ์ายใตอุ้ณหภูมิ 37๐C, 95% air และ 5% CO2  นาน 24 ชัว่โมง จากนั้นบ่มต่อดว้ยสารตวัอยา่งท่ีความเขม้ขน้
ต่างๆ เปรียบเทียบกบั doxorubicin (DOX) (positive control) ท่ีความเขม้ขน้ 0-10 µg/ml นาน 48 ชัว่โมง 
วเิคราะห์เซลลท่ี์มีชีวติดว้ยเทคนิค 1-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-3,5-diphenylformazan (MTT) โดยใส่
สารละลาย MTT ความเขม้ขน้ 5 g/L ปริมาตร 30 µl ลงใน 96 well plate ท่ีตอ้งการทดสอบ จากนั้นบ่มภายใต้
อุณหภูมิ 37oC, 5% CO2 นาน 4 ชัว่โมง โดยเซลลท่ี์มีชีวิตไมโตคอนเดรียมีกระบวนการเมตาบอลิซึม ส่งผลใหมี้
การถ่ายทอดอิเล็กตรอน ซ่ึงโครงสร้างของโมเลกุล MTT เป็น tetrazolium ring เม่ือเกิดปฏิกิริยา reduction กบั 
complex II (succinate dehydrogenase) ไดเ้ป็นผลึก formazan ท่ีละลายน ้าอยูใ่นเซลล ์ สามารถน ามาวดัค่าการ
ดูดกลืนแสงดว้ยเคร่ือง ELISA plate reader ท่ีความยาวคล่ืน 570 nm จากนั้นน าค่าท่ีไดม้าค านวณหา % cell 
viability โดยใชสู้ตรดงัน้ี 

% Cell Viability = [A 570 test sample/A570 control] x 100 
จากนั้นสร้างกราฟระหวา่ง % cell viability (แกน y) กบัความเขม้ขน้ของสารสกดัหยาบ (แกน x) จาก

กราฟน้ีสามารถค านวณหา ขนาดความเขม้ขน้ของสารสกดัหยาบท่ีสามารถยบัย ั้งการเจริญเติบโตของเซลลม์ะเร็ง
ได ้50% (inhibit concentration at 50%, IC50) 

สถานท่ีท าการทดลอง: คณะสหเวชศาสตร์ มหาวทิยาลยับูรพา 
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วเิคราะห์การแตกของ DNA โดยวธีิ agarose gel electrophoresis  

บ่มเซลลด์ว้ยสารตวัอยา่ง นาน 48 ชัว่โมง จากนั้นเก็บเซลลท์ั้งหมด ใส่ centrifuge tube ขนาด 15 ml 
และป่ันเหวีย่งนาน 5 นาที เทส่วน supernatant ทิ้ง จะไดต้ะกอนเซลลอ์ยูก่น้หลอด จากนั้นละลายตะกอนดว้ย 
PBS ประมาณ 1.5 ml แลว้ยา้ยไปใส่ eppendorf tube จากนั้นน ามาสกดั DNA ดว้ย  GF–1 tissue DNA extraction 
kit (VIVANTIS) โดยเติม proteinase K ปริมาตร 20 µl เพื่อท าลายโปรตีน จากนั้นเติม lysis enhancer ปริมาตร 2 
µl แลว้ท าการ vortex เพื่อท าลายเยือ่หุม้เซลล ์และบ่มต่อดว้ย TB buffer ปริมาตร 200 µl ท่ีอุณหภูมิ 65๐C นาน 
10 นาที เพื่อตกตะกอนโปรตีนออกใหเ้หลือแต่ DNA และ RNA จากนั้นท าลาย RNA ดว้ย 20 mg/ml RNaseA 
ปริมาตร 20 µl บ่มท่ี 37๐C นาน 10 นาที จากนั้นท าการตกตะกอน DNA ดว้ย ice–cold absolute ethanol แลว้ 
load ลง column ป่ันท่ี 5,000 g นาน 1 นาที จากนั้นลา้งดว้ย wash buffer แลว้น าไปป่ันท่ี 5,000 g นาน 1 นาที 
ท าซ ้ า 2 คร้ัง จากนั้นน าไปป่ันแหง้ท่ี 10,000 g นาน 1 นาที แลว้เติม elution buffer ท่ีไดผ้า่นความร้อนแลว้ท่ี 65๐

C เพื่อ elute DNA จนไดผ้ลผลิตสุดทา้ย คือ DNA ท่ีบริสุทธ์ิผา่น filter ลงมา น าไปเก็บไวท่ี้ –20๐C เพื่อใชใ้นการ
ทดลองต่อไป 

น า DNA ท่ีสกดัไดม้าวดัค่าการดูดกลืนแสงดว้ยเคร่ือง spectrophotometer ท่ีความยาวคล่ืน 260 nm และ 
280 nm ค่า DNA ท่ีบริสุทธ์ิมีค่าสัดส่วนการดูดกลืนแสง   A 260/280 อยูใ่นช่วง 1.7-1.9 แลว้น าค่าท่ีไดม้า
ค านวณหาความเขม้ขน้ของ DNA โดยใชสู้ตร ดงัน้ี 

 ความเขม้ขน้ของ DNA =  dilution factor × 50 ng/µl × A260 
 (เม่ือ 1 คือค่าการดูดกลืนแสงท่ีมีค่าเท่ากบั 50 ng/µl) 

เม่ือไดค้วามเขม้ขน้ของ DNA แลว้น ามาปรับความเขม้ขน้ของทุกกลุ่มเป็น 100 ng/µl โดยเจือจางกบัน ้า
กลัน่ น า 100 ng/µl DNA ปริมาตร 8 µl (800 ng) ผสมกบั 6x loading dye ท่ีมีส่วนผสมกบั SYBR Gold (100:1 
µl) ปริมาตร 2 µl เพื่อใชดู้การเคล่ือนท่ีของ DNA และ glycerol ท่ีอยูใ่น loading dye จะช่วยป้องกนัไม่ให ้DNA 
ฟุ้งกระจาย จากนั้น load ลง 1.5% agarose gel โดยใชก้ระแสไฟ  100 V นาน 45 นาที ซ่ึงใช ้0.1 µg/µl 1kb DNA 
ladder ปริมาตร 8 µl เป็น marker แลว้วเิคราะห์ผลโดยเคร่ือง dark reader 

สถานท่ีท าการทดลอง: คณะสหเวชศาสตร์ มหาวทิยาลยับูรพา 

ศึกษาลกัษณะทาง morphology ของ DNA โดย DAPI staining 

 เตรียมเซลลเ์ร่ิมตน้ท่ีความเขม้ขน้ 1×105 cells/ml ปริมาตร 4 ml โดยเล้ียงเซลลบ์น cover slide ซ่ึงแช่อยู่
ใน 6 well plate แลว้บ่มเซลลภ์ายใตอุ้ณหภูมิ 37oC, 5% CO2 นาน 24 ชัว่โมง จากนั้นบ่มต่อดว้ย EtOH (vehicle 
control), DOX [IC50] และสารสกดั [IC50] ตามล าดบันาน 48 ชัว่โมง จากนั้นน า cover slide ซ่ึงมีเซลลเ์กาะอยูม่า
ยอ้มสี fluorescent DAPI (4',6-diamidino-2-phenylindole) โดย fix ดว้ย 2.5% glutaraldehyde pH 8.3 ปริมาตร 1 
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ml นาน 3 นาที จากนั้นท าลาย RNA ดว้ย 20 mg/ml RNaseA ปริมาตร 20 µl โดยบ่มท่ี 37°C นาน 20 นาที และ
ลา้ง RNaseA ดว้ย PBS จากนั้นน าไปยอ้มดว้ย PI [5 µg/ml] และ DAPI [5 µg/ml] ปริมาตรอยา่งละ 700 µl นาน 
5 นาที ท่ีอุณหภูมิหอ้งและปราศจากแสง จากนั้นลา้งสีออกดว้ย PBS  จากนั้นน าเซลลบ์น cover slide คว  ่าลงบน 
slide ปิดขอบดว้ยน ้ายาทาเล็บ แลว้น าไปส่องดว้ย fluorescent microscope ก าลงัขยาย 100 เท่า โดย DAPI มี 
excitation/emission ท่ี 358/461 mm ท าการบนัทึกภาพแบบสุ่ม 3 ต าแหน่งต่อ 1 slide และในแต่ละต าแหน่ง
แสดงภาพ 2 แบบ คือ bright field, DAPI  
 การวเิคราะห์ขอ้มูล โดยนบัเซลล์จ  านวน 500 เซลล ์ แบบสุ่ม เพื่อน ามาค านวณเปอร์เซ็นตเ์ซลลท่ี์อยูใ่น
ลกัษณะต่างๆ ซ่ึงเซลลมี์ชีวติจะพบนิวเคลียสติดสีฟ้าเนียน ขณะท่ี apoptotic cells จะพบนิวเคลียสติดสีฟ้ไม่เรียบ
เนียน แต่เป็นหยอ่มๆโดยท าการทดลองอยา่งนอ้ย 3 คร้ัง 

การวดัความต่างศักดิ์ทีเ่ย่ือหุ้มไมโตคอนเดรีย 

บ่มเซลลด์ว้ยสารตวัอยา่งนาน 48 ชัว่โมง และเล้ียงบน cover slide จากนั้นยอ้มดว้ย 5,5’,6,6’-
tetrachloro-1,1’,3,3’-tetraethylbenzimidazolylcarbocyanine iodide (JC-1) ซ่ึงมีคุณสมบติั lipophilic cationic 
dye ในเซลลป์กติสี JC-1 เม่ือเขา้ไปสะสมในไมโตคอนเดรียจะอยูใ่นรูป aggregate form (excitation/emission = 
540/570 nm) และใหก้ารเรืองแสงสีแดง ในทางตรงขา้มเซลลท่ี์เกิด apoptosis มีความต่างศกัด์ิท่ีเยือ่หุม้ไมโตคอน
เดรียลดลงสี JC-1 ไม่เขา้ไปสะสมในไมโตคอนเดรีย และจะอยูใ่นรูป monomer form (excitation/emission = 
485/535 nm) และใหก้ารเรืองแสงสีเขียว วเิคราะห์ผลการทดลองโดย fluorescence microscopy  

สถานท่ีท าการทดลอง: คณะสหเวชศาสตร์ มหาวทิยาลยับูรพา 

ทดสอบการท างานของเอนไซม์ caspase 3 

ลกัษณะของ apoptosis (programmed cell death) คือการท่ีเซลลมี์กระบวนการท าลายตวัเองหากพบวา่มี
ความผดิปกติเกิดข้ึน โดยจะเปล่ียนโปรตีน “procaspase 3” เป็น “caspase 3” ส่งสัญญาณใหเ้ซลลฆ่์าตวัเอง ใน
กรณีท่ีสารบริสุทธ์ิออกฤทธ์ิกระตุน้การท างานของ caspase 3 จึงส่งผลใหเ้ซลลม์ะเร็งฆ่าตวัเอง สามารถวดั 
caspase 3 activity โดยใชเ้ทคนิค caspase 3 colorimetric assay ท าการทดลองโดยบ่มเซลลก์บัสารตวัอยา่งตาม
เวลาท่ีก าหนด จากนั้นท าให้เซลลแ์ตกดว้ย cold lysis buffer, 30 นาที ท าการ ป่ันเหวี่ยงท่ี 12,000 g, 10 นาที     
น า 100 ug โปรตีน มาบ่มกบั 50 ul ของ reaction buffer  และ 5 ul ของ colorimetric tetrapeptides: Asp-Glu-Val-
Asp DEVD-p-nitroaniline (pNA) ท่ี 37°C, 2 ชัว่โมง ในกรณีท่ีมีเอนไซม ์caspase 3 จะได ้pNA ซ่ึงติดตามโดย
วดัค่าการดูดกลืนแสงท่ี 405 nm 

สถานท่ีท าการทดลอง: คณะสหเวชศาสตร์ มหาวทิยาลยับูรพา 
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ศึกษาการแสดงออกของโปรตีนที่เกีย่วข้องกบั apoptosis  

 บ่มเซลลก์บัสารตวัอยา่งตามเวลาท่ีก าหนด จากนั้นท าลายผนงัเซลล ์และแยก total protein ออกมา จาก
ส่วนอ่ืนๆท่ีไม่ตอ้งการโดยใชชุ้ดสกดัโปรตีน (BioRad protein assay) ท าการแยกโปรตีนตามน ้าหนกัโมเลกุล 
โดยเทคนิค gel electrophoresis (SDS-polyacrylamide gel) ยา้ยโปรตีนจาก gelไปยงั nitrocellulose membrane 
และ block nonspecific โปรตีนดว้ย 5% skim milk บ่มดว้ย primary antibody ซ่ึงเป็น antibody ท่ีจ  าเพาะต่อ
โปรตีน caspase-3 และ cytochrome c เป็นเวลา 1 ชัว่โมง จากนั้นบ่มต่อดว้ย enzyme-linked secondary antibody 
วเิคราะห์ผลโดย chemiluminescent detection 
 สถานท่ีท าการทดลอง: คณะสหเวชศาสตร์ มหาวทิยาลยับูรพาในแต่ละการทดลอง  

การแสดงข้อมูล 

 ท าการทดลองอยา่งนอ้ย 3 คร้ัง (n = 3) การทดลองความเป็นพิษต่อ KB cells เขียนกราฟโดยใช้
โปรแกรม microcal origin 6.0 แสดงผลเป็นค่า mean ± standard error of mean (SEM) การวเิคราะห์การแตกของ
นิวเคลียส (nuclear fragmention) แสดงผลเป็นค่าเปอร์เซ็นต ์± SEM ร่วมกบัภาพถ่าย ส่วนการวเิคราะห์การแตก
ของ DNA โดย agarose gel electrophoresis แสดงผลเป็นภาพถ่าย การเปรียบเทียบความแตกต่างของขอ้มูลสอง
ชุดใช ้ unpaired Student’s t-test และการเปรียบเทียบความแตกต่างของขอ้มูลมากกวา่สองชุดใช ้ one-way 
ANOVA ตามดว้ย Fisher test โดยค่า p value < 0.05 แสดงวา่มีนยัส าคญัทางสถิติท่ีความเช่ือมัน่ 95% 
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ผลการวจิยั (Results) 

การเตรียมวตัถุดิบผกับุ้งทะเล 

เก็บตวัอยา่งผกับุง้ทะเล (รูปท่ี 1) จากชายทะเลบางแสน  ต าบลแสนสุข  อ าเภอเมืองชลบุรี  จงัหวดัชลบุรี  

ท่ีบริเวณชุมชนหาดวอนนภาศพัท ์ ซ่ึงมีผกับุง้ทะเลข้ึนอยูเ่ป็นจ านวนมาก และมีอยูใ่นทุกฤดูกาล  เม่ือเก็บใบและ

ยอดอ่อนผกับุง้ทะเลก็จะแตกยอดใหม่ข้ึนทดแทน จากนั้นเก็บใบผกับุง้ทะเล ท าความสะอาดดว้ยน ้าเปล่าเพื่อลา้ง

ทรายและส่ิงสกปรกออก  น าไปผึ่งใหแ้หง้ แลว้น าไปใส่ในถาดเขา้อบในตูอ้บระบบลมร้อนส าหรับอบแหง้

สมุนไพร ในตู ้ มีพดัลม (Blower) ช่วยกระจายลมร้อนให้ทัว่ถึงทั้งตู ้  ช่วยใหก้ารอบสมุนไพรแหง้ไดอ้ยา่งทัว่ถึง  

อบใหแ้หง้ดว้ยอุณหภูมิไม่เกิน 60 องศาเซลเซียส  โดยใชตู้อ้บสมุนไพร  ท่ีภาควชิาแพทยแ์ผนไทย  วทิยาลยัการ

สาธารณสุขสิรินธรจงัหวดัชลบุรี   29 หมู่ 4  ต าบลบา้นสวน อ าเภอเมือง จงัหวดัชลบุรี ท าการจดัเก็บวตัถุดิบ

ผกับุง้ทะเลอบแหง้จ านวน 10 กิโลกรัม เพื่อใชใ้นการสกดัหลายวธีิ  โดยทะยอยเก็บผกับุง้ทะเลสดหลายคร้ัง  

ประมาณสัปดาห์ละคร้ังๆ ละประมาณ 7-8 กิโลกรัม ใหเ้หมาะสมกบัขนาดของตูอ้บสมุนไพรขนาดใหญ่ 2 ประตู  

ใชร้ะยะเวลาการอบแหง้คร้ังละ 2-3 วนั  ใชร้ะยะเวลาทั้งส้ินประมาณ 2 เดือน   แลว้จึงรวบรวมผกับุง้ทะเล

อบแหง้ส่งไปสกดัท่ี ศูนยพ์ฒันายาไทยและสมุนไพร หน่วยปฏิบติัการท่ี 1 โรงงานตน้แบบ ศูนย์

เทคโนโลยชีีวภาพ อุทยานวิทยาศาสตร์แห่งประเทศไทย   

 

                   
 
รูปที่  1 ผกับุ้งทะเล (IPOMOEA PES-CAPRAE)  
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การสกดัผกับุ้งทะเล 

 1. ผกับุ้งทะเลแห้งสกดัด้วยตัวท าละลาย เอทานอล : น า้ อัตราส่วน 1 : 1 (สารสกดั A) หมกัผกับุง้ทะเล
แหง้บดหยาบแลว้ น ้าหนกั 1,000 กรัม กบัตวัท าละลายผสมระหวา่ง 95% เอทนอล & น ้า อตัราส่วน 1:1 จ านวน 
5,000 กรัม (อตัราส่วนวตัถุดิบต่อตวัท าละลาย เท่ากบั 1: 5) เป็นเวลา 7 วนั ในภาชนะปิดสนิท กนัแสง กรองสาร
สกดัท่ีไดด้ว้ยผา้ขาวบาง เก็บสารสกดัท่ีไดไ้วใ้นภาชนะปิด ทึบแสง จากนั้นน ากากท่ีเหลือมาหมกัซ ้ ารอบท่ีสอง
ดว้ยวธีิการเดิม จนครบ 7 วนั แลว้กรองสารสกดัท่ีไดร้อบท่ีสอง น ามารวมกบัสารสกดัรอบแรก กรองสารสกดัท่ี
ไดท้ั้งหมดอีกรอบดว้ยผา้ขาวบาง แลว้น าไประเหยไล่ตวัท าละลายออกจนหมด ท่ีอุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียส 
ควบคุมความดนั โดยใชเ้คร่ืองมือ rotary evaporator ไดส้ารสกดัสีเขียวเขม้เป็นของเหลวปริมาณ 379.5 กรัม คิด
เป็น %yield เท่ากบั 37.95% โดยน ้าหนกั  

2. ผกับุ้งทะเลแห้งสกดัด้วยตัวท าละลาย เฮกเซน (สารสกดั B) หมกัผกับุง้ทะเลแหง้ท่ีบดหยาบแลว้ 
น ้าหนกั 500 กรัม กบัเฮกเซน 2,500 กรัม (อตัราส่วนวตัถุดิบต่อตวัท าละลาย เท่ากบั 1: 5) เป็นเวลา 7 วนั ใน
ภาชนะปิดสนิท กนัแสง จากนั้น กรองสารสกดัท่ีไดด้ว้ยผา้ขาวบาง แลว้น าไประเหยไล่ตวัท าละลายออกจนหมด 
ท่ีอุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียส โดยใชเ้คร่ืองมือ rotary evaporator ไดส้ารสกดัสีเขียวเขม้เป็นของเหลวปริมาณ 9.5 
กรัม คิดเป็น %yield เท่ากบั 1.9% โดยน ้าหนกั 

3. ผกับุ้งทะเลแห้งสกดัด้วย คาร์บอนไดออกไซด์ในสภาวะของไหลยิง่ยวด (supercritical carbon 
dioxide extraction) 

3.1 การสกดัดว้ย pure carbon dioxide ในสภาวะ supercritical: ใชว้ตัถุดิบผกับุง้ทะเลแหง้ 
บดละเอียด น ้าหนกั 4 กิโลกรัม 

สภาวะการสกดั 
ถงัสกดั              : ความดนั 18-22  MPa  อุณหภูมิ  40-45 องศาเซลเซียส 
ถงัเก็บท่ี 1 (polar extract)     : ความดนั  8  MPa  อุณหภูมิ  40 องศาเซลเซียส 
ถงัเก็บท่ี 2 (non-polar extract) : ความดนั  5  MPa  อุณหภูมิ 32 องศาเซลเซียส 
การสกดัดว้ย pure carbon dioxide ในสภาวะ supercritical  ไม่สามารถสกดัสารจากผกับุง้ทะเลแหง้ได ้

แมว้า่จะใชเ้วลาในการสกดันานถึง 4 ชัว่โมง หรือเพิ่มอุณหภูมิและความดนัในถงัสกดัแลว้ก็ตาม ดงันั้นการสกดั
ดว้ย pure carbon dioxide ในสภาวะ supercritical ไม่เหมาะสมส าหรับการสกดัสารในผกับุง้ทะเลแหง้ 

3.2 การสกดัดว้ย carbon dioxide ร่วมกบั 95% เอทานอล ในสภาวะ supercritical: ใช้
วตัถุดิบผกับุง้ทะเลแหง้ บดละเอียด น ้าหนกั 4 กิโลกรัม 

สภาวะการสกดั 
ถงัสกดั            : ความดนั 28  MPa อุณหภูมิ  50 องศาเซลเซียส 
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ถงัเก็บท่ี 1 (polar extract)  : ความดนั  8  MPa อุณหภูมิ  50 องศาเซลเซียส (สารสกดั C) 
ถงัเก็บท่ี 2 (non-polar extract)  : ความดนั  5  MPa อุณหภูมิ  35 องศาเซลเซียส (สารสกดั D) 
ปริมาณของ 95% เอทานอลท่ีใช ้1,500 กรัม 
ระยะเวลาการสกดั 3 ชัว่โมง 
ปริมาณสารสกดัท่ีได ้:  
ถงัเก็บท่ี 1 (polar extract) 52.06 กรัม คิดเป็น %yield เท่ากบั 1.30% โดยน ้าหนกั   
ถงัเก็บท่ี 2 (non-polar extract) 20.25 กรัม คิดเป็น %yield เท่ากบั 0.51% โดยน ้าหนกั 

จากผลการทดลองสกดัผกับุง้ทะเลแหง้เปรียบเทียบตวัท าละลายพบวา่ ผกับุง้ทะเลท่ีท าใหแ้หง้บดหยาบ
สกดัดว้ยตวัท าละลายน ้าและเอทานอลไดป้ริมาณสารสกดัมากท่ีสุดคือ 37.95% รองลงมาคือการสกดัดว้ยเฮ
กเซนไดป้ริมาณสารสกดั 1.90% ส่วนการสกดัดว้ยตวัท าละลาย supercritical carbondioxide (SCO2) เพียงอยา่ง
เดียว ไม่สามารถแยกสารสกดัผกับุง้ทะเลแหง้ออกจากวตัถุดิบได ้ จ าเป็นตอ้งใช ้ 95% เอทานอลช่วยในการสกดั
ดว้ยจึงจะสามารถเก็บสารสกดัผกับุง้ทะเลแหง้ไดเ้ป็นสองส่วนคือ ส่วนมีขั้วไดป้ริมาณสารสกดัมากกวา่คือ 
1.30% และส่วนขั้วต ่าไดส้ารสกดัเพียง 0.51% (ตรารางท่ี 1) 

 
ตารางที ่1 ปริมาณสารสกดัผกับุง้ทะเลท่ีไดจ้ากการสกดัดว้ยตวัท าละลายต่างๆ 

วธีิการสกดัผกับุ้งทะเลแห้ง ปริมาณสารสกดั (กรัม) % yield (w/w) 

หมกัดว้ยน ้าและเอทานอล (สารสกดั A) 379.50  37.95  
หมกัดว้ยเฮกเซน (สารสกดั B) 9.50 1.90 
สกดัดว้ย SCO2 ไม่ไดส้ารสกดั ไม่ไดส้ารสกดั 
สกดัดว้ย SCO2 และเอทานอล (สารสกดัส่วนมีขั้ว) (สารสกดั C) 52.06 1.30 
สกดัดว้ย SCO2 และเอทานอล (สารสกดัส่วนขั้วต ่า) (สารสกดั D) 20.25 0.51 

รายงานเอกลกัษณ์ (specification sheet) ของสารสกดัผกับุ้งทะเล 

Specification Sheet 
General Information  
Botanical  name   Ipomoea pes-caprae (L.) R.Br.  
Common name   Beach Morning Glory  
Thai name   ผกับุง้ทะเล 
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Type of extract   crude extract 
Plant part used   leaf 
Source    Chonburi, Thailand 
Storage sealed package, protect from light  
Heavy metal tests   Cadmium  : Less than 0.3 ppm 
     Lead  : Less than 10 ppm 
     Mercury : Less than 0.5 ppm 
Microbiological profiles  Aerobic plate count : Less than 5,000 cfu/g    
    Yeast and mold  : Less than 1,000 cfu/g 
    Enterobacteria  : Less than 5,000 cfu/g    
    Escherichia coli  : Less than 10 cfu/g 
    Salmonella spp.  : Not found 
    Clostridium spp.  : Not found 
    Staphylococcus aureus : Not found 

 การตรวจส่ิงปนเป้ือน ท่ีหอ้งปฏิบติัการกลาง (ประเทศไทย) จ ากดั เพื่อตรวจส่ิงปนเป้ือนท่ีเป็น โลหะหนกั  
และ เช้ือจุลชีพในสารสกดัผกับุง้ทะเล  ไม่พบส่ิงปนเป้ือนโลหะหนกัในสารสกดัผกับุง้ทะเล เช่น แคดเมียม 
(Cadmium : Cd ) ตะกัว่ (Lead : Pb) และปรอท (Mercury : Hg) ทุกรายการผา่นการทดสอบตามเกณฑม์าตรฐาน
ของ ส านกังานคณะกรรมการอาหารและยา กระทรวงสาธารณสุข (อย.) 
 การตรวจส่ิงปนเป้ือนเช้ือจุลชีพในสารสกดัผกับุง้ทะเล  Aerobic Plate Count ตวัอยา่งเช้ือจุลชีพ Clostridium 
perfringens, Enterobacteriaceae, Escherichia coli, Salmonella spp., Staphylococcus aureus, Yeast and Mould 
ทุกรายการผา่นการทดสอบตามเกณฑม์าตรฐานของ United States Pharmacopeia (USP) 

ผลการทดสอบฤทธ์ิยบัยั้งการเจริญเติบโตของเซลล์ปกติ (PBMC) 

 แยกเซลลเ์มด็เลือดขาวโดยเฉพาะ peripheral blood mononuclear cells (PBMC) ไดแ้ก่ lymphocytes 
และ monocytes ออกจาก peripheral blood โดยไม่ปะปนกบัเซลลเ์มด็เลือดแดง เล้ียงเซลล ์PBMC ในสภาพท่ียงั
มีชีวติ เป็นเวลา 24 ชัว่โมง จากนั้นบ่มต่อดว้ยสารสกดัผกับุง้ทะเลแหง้ ความเขม้ขน้ 0-1000 µg/ml เป็นเวลา 24 
ชัว่โมง  พบวา่ สารสกดัทั้ง 4 ตวัอยา่งนั้นมีความเป็นพิษนอ้ยมากต่อเซลลป์กติ PBMC  โดยท่ีความเขม้ขน้ > 500 
µg/ml เป็นเวลา 24 ชัว่โมง มีผลใหเ้ซลล ์PBMC ลดลงเพียงเล็กนอ้ย (30%) ดงัรูปท่ี 2 
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รูปท่ี  2 ประสิทธิภาพของสารสกัด A, B, C และ D  ต่อการการเจริญของ  PBMC ผลการทดลองแสดง
โดยค่า MEAN ± SEM (N=3) 

ผลการทดสอบความเป็นพษิของสารสกดัด้วยเทคนิค MTT  

 การทดสอบฤทธ์ิของสารสกดัในการยบัย ั้งการเจริญของเซลลม์ะเร็งหลงัโพรงจมูก (KB cells) โดยเล้ียง
เซลลเ์ร่ิมตน้ให้เกาะพื้นเป็นเวลา 24 ชัว่โมง แลว้บ่มเซลลก์บัสารสกดัความเขม้ขน้ 0-1000 µg/ml และ 
doxorubicin (DOX) ความเขม้ขน้ 0-10 µg/ml (positive control) และ 0.5% EtOH (negative control) ใน 96 well 
plate เป็นเวลา 48 ชัว่โมง หลงัจากนั้นประเมินรูปร่างของเซลล ์ ลกัษณะเยือ่หุม้เซลล์ ลกัษณะไซโตพลาซึม 
ลกัษณะการเกาะท่ีพื้นผวิ เปรียบเทียบกบัเซลลท่ี์ลอย ภายใตก้ลอ้ง stereoscope และน ามาวเิคราะห์หาจ านวนการ
รอดชีวติของเซลลด์ว้ยเทคนิค MTT 

เม่ือศึกษาลกัษณะของเซลลภ์ายใตก้ลอ้ง stereoscope พบวา่ในกลุ่มท่ีบ่มดว้ย 0.5% EtOH, สารสกดั A 
และสารสกดั C พบเซลลมี์ลกัษณะปกติ เหยยีดตวัเป็นรูปกระสวย เยือ่หุม้เซลลแ์ละไซโตพลาซึมเรียบ และมี
จ านวนเซลลเ์กาะพื้นมากกวา่ 90% เม่ือไดรั้บการเขยา่แรงๆ เซลลย์งัคงไม่หลุดจากพื้นผวิ แตกต่างจากกลุ่มเซลล์
ท่ีบ่มดว้ยสารสกดั B และสารสกดั D  พบเซลลมี์รูปร่างกลม เยือ่หุม้เซลลเ์ป็นถุงน ้า (bleb) และไซโตพลาซึม
ขรุขระ ลกัษณะการเกาะพื้นผวิไม่แน่น เม่ือเขยา่เบาๆเซลลห์ลุดจากพื้นผวิไดง่้าย ส่วนกลุ่มท่ีบ่มดว้ย DOX พบวา่
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เซลลมี์ลกัษณะกลม เยือ่หุม้เซลลแ์ละไซโตพลาซึมขรุขระ การเกาะพื้นผวิไม่แน่น พบเซลลล์อยจ านวนมาก และ
เม่ือน ามาวิเคราะห์หาจ านวนการรอดชีวิตของเซลลด์ว้ยเทคนิค MTT พบวา่เซลลท่ี์บ่มดว้ยสารสกดั B, สารสกดั 
D และ DOX มีจ านวนเซลลท่ี์รอดชีวติลดลงตามความเขม้ขน้ของสารท่ีเพิ่มข้ึนแตกต่างจากกลุ่มท่ีบ่มดว้ย 0.5% 
EtOH อยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ (P < 0.01) ซ่ึงผลการนบัเซลลมี์ชีวติดว้ยเทคนิค MTT มีความสัมพนัธ์กบั
การศึกษาลกัษณะของเซลลด์ว้ยกลอ้ง stereoscope   

ประสิทธิภาพของสารสกดั B ในการยบัย ั้งการเจริญของเซลลม์ะเร็งหลงัโพรงจมูก พบวา่สารสกดั B ท่ี
ความเขม้ขน้ 30 µg/ml เร่ิมยบัย ั้งการเจริญเติบโตของเซลลไ์ด ้ และความเขม้ขน้ของสารสกดัท่ีท าใหก้าร
เจริญเติบโตของเซลลล์ดลง 20, 50 และ 80 (inhibitory concentration; IC20 IC50 และ IC80) มีค่าเท่ากบั 70 ± 3.6, 
200 ± 12.3 และ 600 ± 42.4 µg/ml ตามล าดบั และสามารถยบัย ั้งการเจริญเติบโตไดเ้กือบ 100% ท่ีความเขม้ขน้ 
800 µg/ml (รูปท่ี 3) และประสิทธิภาพของสารสกดั D  ในการยบัย ั้งการเจริญของเซลลม์ะเร็งหลงัโพรงจมูก 
พบวา่สารสกดั D ท่ีความเขม้ขน้ 12 µg/ml เร่ิมยบัย ั้งการเจริญเติบโตของเซลลไ์ด ้และความเขม้ขน้ของสารสกดั
ท่ีท าใหก้ารเจริญเติบโตของเซลลล์ดลง 20, 50 และ 80 (inhibitory concentration; IC20 IC50 และ IC80) มีค่าเท่ากบั 
25 ± 1.4, 70 ± 4.2 และ 400 ± 17.4 µg/ml ตามล าดบั และสามารถยบัย ั้งการเจริญเติบโตไดเ้กือบ 100% ท่ีความ
เขม้ขน้ 800 µg/ml (รูปท่ี 3) ในขณะท่ี doxorubicin มีค่า IC50 เท่ากบั 2.0 ± 0.08 µg/ml (รูปท่ี 4)     

 
รูปท่ี  3  ประสิทธิภาพของสารสกัด A, B, C และ D ต่อการยบัย ั้งการเจริญของ  KB CELLS ผลการ
ทดลองแสดงโดยค่า MEAN ± SEM (N=3) 
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รูปท่ี  4  ประสิทธิภาพของ DOXORUBICIN ต่อการยบัย ั้งการเจริญของ  KB CELLS ผลการทดลอง
แสดงโดยค่า MEAN ± SEM (N=3) 

ผลการวเิคราะห์การแตกของ DNA โดย agarose gel electrophoresis 

 ทดสอบการออกฤทธ์ิของสารสกดั A, B, C และ D ต่อการแตกของ DNA โดยเล้ียง KB cells ความ
เขม้ขน้ 1x105 cells/ml ใหเ้กาะพื้นเป็นเวลา 24 ชัว่โมง จากนั้นบ่มดว้ยสารสกดั  A และ C (400 µg/ml), สารสกดั 
B (200 µg/ml), สารสกดั D (70 µg/ml)  DOX (2 µg/ml) และ 0.5% EtOH (negative control) เป็นเวลา 48 ชัว่โมง 
ใน flask ปริมาตร 25 cm3 จากนั้นน าเซลลท์ั้งหมด (เซลลเ์กาะพื้นและเซลลแ์ขวนลอย) มาสกดั DNA ดว้ย GF- 1 
Tissue DNA Extraction Kit (VIVANTIS) แลว้น ามาวิเคราะห์การแตกของ DNA ดว้ย 1.5% agarose gel 
electrophoresis โดยใชก้ระแสไฟฟ้า 100 volt นาน 45 นาที 
 เม่ือวิเคราะห์การแตกของ DNA แลว้พบวา่ กลุ่มท่ีบ่มดว้ย 0.5 % EtOH, สารสกดั  A และ C เกิดแถบ 
(band) หนาเพียง 1 แถบ แสดงวา่สารดงักล่าวไม่มีผลต่อการแตกของดีเอนเอ จึงพบ DNA ขนาดใหญ่เคล่ือนท่ีได้
ไม่ไกล และไม่พบการฟุ้งกระจายของดีเอนเอใน agarose gel แตกต่างจากในกลุ่มท่ีบ่มดว้ยสารสกดั B และ D 
ซ่ึงพบแถบหนา 1 แถบและมีลกัษณะเป็น smear band ยาวลงมา แสดงวา่กลุ่มท่ีบ่มเซลลด์ว้ยสารสกดั เกิดการ
แตกของ DNA ท าใหมี้ขนาดของ DNA แตกต่างกนัไป (DNA fagmentation) ซ่ึงใหผ้ลสอดคลอ้งกบักลุ่มท่ีบ่ม
เซลลด์ว้ย DOX (รูปท่ี 5) 
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รูปท่ี  5  การเกิด DNA FRAGMENTATION ของ KB CELLS ท่ีบ่มด้วยสารสกัด A, B, C, D และ DOX 
วิเคราะห์ด้วยวิธี AGAROSE GEL ELECTROPHORESIS 

ผลการศึกษาลกัษณะทาง morphology ของ DNA โดย DAPI staining 

การทดสอบฤทธ์ิของสารสกดั A, B, C และ D ต่อการเกิด nuclear fragmentation โดยเล้ียง KB cells 
ความเขม้ขน้ 1×105 cells/ml ใหเ้กาะบน cover slide ซ่ึงแช่ใน 6 well plate นาน 24 ชัว่โมง จากนั้นบ่มดว้ยสาร
สกดั  A และ C (400 µg/ml), สารสกดั B (200 µg/ml), สารสกดั D (70 µg/ml)  DOX (2 µg/ml) และ 0.5% EtOH 
(negative control) เป็นเวลา 48 ชัว่โมง น า cover slide ท่ีมีเซลลเ์กาะอยูย่อ้มดว้ย DAPI ซ่ึงสามารถผา่นเยือ่หุม้
เซลลไ์ด ้และศึกษาลกัษณะนิวเคลียสภายใตก้ลอ้ง fluorescence microscopy ซ่ึง DAPI มีเป้าหมายท่ี nucleic acid 
เม่ือถูก excitation ดว้ยแสงความยาวคล่ืน 358 nm จะ emission ไดแ้สงสีน ้าเงิน (461 nm) เซลลท่ี์มีชีวติจะพบ
ลกัษณะการติดสี DAPI กระจายอยา่งสม ่าเสมอ (homogenous) ตลอดทั้งนิวเคลียส ในขณะท่ี apoptotic cell จะมี
การรวมตวักนัเป็นกลุ่มกอ้นของเส้นใยโครมาติน (chromatin condensation) จึงติดสีน ้ าเงินของ DAPI หนาแน่น 
และมีนิวเคลียสขนาดเล็กกวา่ปกติ และเม่ือพบการแตกของนิวเคลียส (nuclear fragmentation) จึงพบการติดสี
แบบกระจายเป็นหยอ่มๆ  

เม่ือศึกษาลกัษณะของเซลล์จาก bright field ในกลุ่มท่ีบ่มดว้ย 0.5% EtOH พบวา่เซลลมี์ลกัษณะเหยยีด 
เยือ่หุม้เซลลเ์รียบมีขอบเขตชดัเจน (รูปท่ี 6 (1))  ลกัษณะนิวเคลียสของเซลลจ์ากการติดสี DAPI  (รูปท่ี 6 (2)) 
พบวา่เซลลท์ั้งหมด (100%) มีนิวเคลียสติดสีฟ้าของ DAPI แบบเรียบเนียนสม ่าเสมอ ซ่ึงเป็นลกัษณะของเซลล์
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ปกติ เช่นเดียวกบักลุ่มท่ีบ่มดว้ยสารสกดั A และ C (400 µg/ml) เป็นเวลา 48 ชัว่โมง พบวา่เซลลมี์ลกัษณะเหยยีด 
ค่อนขา้งกลม ซยัโตพลาสซึมขรุขระเล็กนอ้ย  (รูปท่ี 6 (3, 7))  และนิวเคลียสติดสีฟ้าของ DAPI แบบเรียบเนียน
สม ่าเสมอ (รูปท่ี 6 (4, 8)) จากการนบัเซลลแ์บบสุ่มในกลุ่มท่ีบ่มดว้ยสารสกดั A พบเซลลป์กติ 91 ± 5.46% 
ขณะท่ีเซลลก์ลุ่มน้ีมีนิวเคลียสติดสีฟ้า (DAPI) เป็นหยอ่มๆ (nuclear fragmentation) เป็นจ านวน 9 ± 0.65% ผล
การทดลองดงักล่าวสอดคลอ้งกบักลุ่มท่ีบ่มดว้ยสารสกดั C พบเซลลป์กติ 88 ± 6.16% ขณะท่ีเซลลก์ลุ่มน้ีมี
นิวเคลียสติดสีฟ้า (DAPI) เป็นหยอ่มๆ (nuclear fragmentation) เป็นจ านวน 12 ± 0.55% (ตารางท่ี 2 )    

เม่ือศึกษาลกัษณะของเซลลแ์บบ bright field ในกลุ่มท่ีบ่มดว้ยสารสกดั B (200 µg/ml), สารสกดั D (70 
µg/ml) และ DOX (2 µg/ml) พบเซลลส่์วนมากมีลกัษณะเซลลก์ลม ไม่เหยยีด เยือ่หุม้เซลลเ์ป็นตุ่มพอง (bleb) ซยั
โตพลาสมขรุขระ และมีจ านวนของเซลลล์ดลงเม่ือเทียบกบักลุ่มควบคุมอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ (P < 0.05) (รูป
ท่ี 6 (5, 9,11)) เม่ือศึกษาลกัษณะนิวเคลียสของเซลลจ์ากการติดสี DAPI พบวา่กลุ่มท่ีบ่มดว้ยสารสกดั B (200 
µg/ml) (รูปท่ี 6 (6)) พบเซลลป์กติมีนิวเคลียสติดสีฟ้าแบบเรียบเนียนสม ่าเสมอ 39 ± 2.35% ขณะท่ีเซลลก์ลุ่มน้ีมี
นิวเคลียสติดสีฟ้า (DAPI) เป็นหยอ่มๆ (nuclear fragmentation) เป็นจ านวนถึง 61 ± 4.26% การทดลองดงักล่าว
สอดคลอ้งกบักลุ่มท่ีบ่มดว้ยสารสกดั D (70 µg/ml)  (รูปท่ี 6 (10)) พบเซลลป์กติมีนิวเคลียสติดสีฟ้าแบบเรียบ
เนียนสม ่าเสมอ 35 ± 2.89% ขณะท่ีเซลลก์ลุ่มน้ีมีนิวเคลียสติดสีฟ้า (DAPI) เป็นหยอ่มๆ (nuclear fragmentation) 
เป็นจ านวนถึง 65 ± 3.58% ส าหรับ DOX (2 µg/ml) (รูป 6 (12)) พบเซลลป์กติมีนิวเคลียสติดสีฟ้าแบบเรียบเนียน
สม ่าเสมอ 30 ± 5.93% ขณะท่ีเซลลก์ลุ่มน้ีมีนิวเคลียสติดสีฟ้า (DAPI) เป็นหยอ่มๆ (nuclear fragmentation) หรือ
ติดสีฟ้าแน่น (nuclear condensation) เป็นจ านวนถึง 70 ± 8.66 % (ตารางท่ี 2 ) กลุ่มท่ีบม่ดว้ยสารสกดั B, D และ 
DOX มีจ านวน apoptotic cells เพิ่มข้ึนอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ (P < 0.05) เม่ือเทียบกบักลุ่มควบคุม 

 
ตารางท่ี 2 เปอร์เซ็นต์การเกิด APOPTOSIS โดยสารสกัด A, B, C, D และ DOX  จากการยอ้ม
นิวเคลียสด้วย DAPI,    * = P < 0.05 เม่ือเทียบกับกลุ่มควบคุม 

 %Normal cells 
(homogenous DAPI) 

%Apoptotic cells 
(condensed or 

 fragment DAPI) 
0.5% EtOH 
(negative control) 100 0 
สารสกดั A [400 µg/ml] 91 ± 5.46 9 ± 0.65 
สารสกดั B [200 µg/ml] 39 ± 2.35*  61 ± 4.26* 
สารสกดั C [400 µg/ml] 88 ± 6.16 12 ± 0.55 
สารสกดั D [70 µg/ml] 35 ± 2.89* 65 ± 3.58* 
DOX [2 µg /ml] 
(positive control) 30 ± 5.93* 70 ± 8.66* 
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รูปท่ี  6  แสดงลักษณะเซลล์และนิวเคลียสจากกล้องจุลทรรศน์ 1 & 2 = 0.5% ETOH, 3 & 4 = สารสกดั 
A (400 µG/ML), 5 & 6 = สารสกัด B (200 µG/ML), 7 & 8 = สารสกัด C (400 µG/ML), 9 & 10 = 
สารสกัด D (70 µG/ML), 11 & 12 = DOX (2 µG/ML) โดยการยอ้มนิวเคลียสด้วยสี DAPI, N = 
NORMAL, F = NUCLEAR FRAGMENTATION, SCALE BAR = 10 µM 
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ผลการวเิคราะห์การวดัความต่างศักดิ์ทีเ่ย่ือหุ้มไมโตคอนเดรีย 

การทดสอบฤทธ์ิของสารสกดั A, B, C และ D ต่อการเปล่ียนแปลงความต่างศกัด์ิท่ีเยื่อหุม้ไมโตคอนเด
รีย โดยเล้ียง KB cells ความเขม้ขน้ 1×105 cells/ml ใหเ้กาะบน 24-well plate นาน 24 ชัว่โมง จากนั้นบ่มดว้ยสาร
สกดั A และ C (400 µg/ml), สารสกดั B (200 µg/ml), สารสกดั D (70 µg/ml),  DOX (2 µg/ml) และ 0.5% EtOH 
(negative control) เป็นเวลา 48 ชัว่โมง จากนั้นน าเซลลม์ายอ้มดว้ยสี JC-1 เม่ือดมเลกุล JC-1 ถูก excitation ดว้ย
แสงความยาวคล่ืน 488 nm จะใหก้ารเรืองแสง (emission) 2 ลกัษณะดงัน้ี ถา้เป็นเซลลป์กติมีความต่างศกัยท่ี์เยือ่
หุม้ไมโตคอนเดรีย สี JC-1 จะอยูใ่นรูป JC-1 aggregate ใหก้ารเรืองแสงสีแดง (red fluorescence spectrum;  ~590 
nm) แต่ถา้เซลลท่ี์เกิด apoptosis เยือ่หุม้ไมโตคอนเดรียสูญเสียความต่างศกัย ์สี JC-1 จะอยูใ่นรูป JC-1 monomer 
ใหก้ารเรืองแสงสีเขียว (green fluorescence spectrum;  ~529 nm) ในเซลลก์ลุ่มท่ีบ่มสารสกดั B, และ DOX  พบ
จ านวนเซลลใ์นรูปของ JC-1 monomer ใหก้ารเรืองแสงสีเขียวเพิ่มข้ึนถึง  13.3, 20, และ 26.2% ตามล าดบั 
ในขณะท่ีกลุ่มควบคุมมีเพียง 2% และในเซลลก์ลุ่มท่ีบ่มสารสกดั A และ C พบจ านวนเซลลใ์นรูปของ JC-1 
aggregate ใหก้ารเรืองแสงสีเขียว 6.8 และ 4.8% ตามล าดบัซ่ึงไม่แตกต่างจากกลุ่มควบคุม (รูปท่ี 7) 

 

 
รูปท่ี  7 แสดงความต่างศักย์ท่ีเยื่อหุ้มไมโตคอนเดรีย จากการติดสี JC-1 โดย  JC-1 AGGREGATE ให้
การเรืองแสงสีแดง ส่วน JC-1 MONOMER ให้การเรืองแสงสีแดงสีเขียว 
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ผลการทดสอบการท างานของเอนไซม์ caspase-3 

 การวดัการท างานของเอนไซม ์caspase 3 ในเซลล ์โดยน า KB cells มาบ่มดว้ยสารสกดั สารสกดั B (200 
µg/ml), สารสกดั D (70 µg/ml),  DOX (2 µg/ml) และ 0.5% EtOH (negative control) เป็นเวลา 48 ชัว่โมง 
จากนั้นท าใหเ้ซลลแ์ตกโดย lysis buffer น าส่วน supernatant มาท าปฎิกิริยากบั substrate: Asp-Glu-Val-Asp 
(DEVD)-p-nitroaniline (pNA) ผลการทดลองพบวา่ค่า relative activity ของ caspase-3ในกลุ่มท่ีไดรั้บสารสกดั 
B (200 µg/ml), สารสกดั D (70 µg/ml) และ Dox (1 µg/ml) เพิ่มข้ึนมากกวา่กลุ่มควบคุมถึง 2.32 ± 0.32, 2.68 ± 
0.25 และ 3.33 ± 0.54  เท่าตามล าดบั ซ่ึงเป็นการเพิ่มอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ (p < 0.05) เม่ือเทียบกบักลุ่ม
ควบคุม  นอกจากน้ีค่า relative activities ของ caspase-3 นั้นถูกยบัย ั้งโดย DEVD-fmk (caspase-3 inhibitor) โดย
มีค่า relative activity ของ caspase-3ในกลุ่มท่ีไดรั้บสารสกดั B, สารสกดั D และ Dox ลดลงใกลเ้คียงกลุ่ม
ควบคุม ซ่ึงมีค่าเท่ากบั 1.33 ± 0.1, 1.39 ± 0.45 และ 1.83 ± 0.41  ตามล าดบั ซ่ึงเป็นการลดลงอยา่งมีนยัส าคญัทาง
สถิติ (p < 0.05) เม่ือเทียบกบักลุ่มท่ีไม่ไดรั้บ caspase-3 inhibitor แสดงวา่กลไกการออกฤทธ์ิของสารสกดั B และ 
D นั้นผา่นทาง caspase-3 (รูปท่ี 8) 

 
รูปท่ี  8   ค่า RELATIVE ACTIVITIES ของ CASPASE-3 จากสารสกัด B, D และ DOX ค่าในกลุ่ม
ควบคุมเท่ากับ 1 และค่าท่ีวดัได้ในกลุ่มอ่ืนเป็นค่าเปรียบเทียบกับกลุ่มควบคุม, *P < 0.05 เม่ือเทียบกับ
กลุ่มควบคุม, **P < 0.05 เม่ือเทียบกับกลุ่มท่ีได้รับสารสกัด B, D และ DOX ร่วมกับ CASPASE 3 
INHIBITOR 
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ผลการแสดงออกของโปรตีนทีเ่กีย่วข้องกบั apoptosis 

 การวดัโปรตีน caspase 3 ดว้ยเทคนิค western blot โดยน า KB cells มาบ่มดว้ยสารสกดั สารสกดั B 
(200 µg/ml), สารสกดั D (70 µg/ml),  DOX (2 µg/ml) และ 0.5% EtOH (negative control) เป็นเวลา 48 ชัว่โมง 
ผลการทดลองพบการแสดงออกของโปรตีน cleaved caspase-3 ในกลุ่มท่ีบ่มดว้ยสารสกดั B, D และ DOX เม่ือ
เทียบกบักลุ่มควบคุม (รูปท่ี 9) 
 

 
รูปท่ี  9 การแสดงออกของโปรตีน CASPASE-3 และ CLEAVED CASPASE-3 โดย WESTERN 
BLOT 
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อภิปราย/วจิารณ์ (Discussion) 

ตวัอยา่งผกับุง้ทะเลท่ีข้ึนอยู่ตามชายฝ่ังทะเล บริเวณชุมชนหาดวอนนภาศพัท์ชายทะเลบางแสน  ต าบล
แสนสุข  อ าเภอเมืองชลบุรี  จงัหวดัชลบุรี  น าไปอบในตูอ้บระบบลมร้อนส าหรับอบแห้งสมุนไพร  แล้วน า
ผกับุ้งทะเลแห้งมาสกดัด้วยตวัท าละลาย  คือ เอทานอล & น ้ า (1:1), เฮกเซน (hexane; C6H14) และ
คาร์บอนไดออกไซด์ในสภาวะของไหลยิ่งยวด (supercritical carbon dioxide extraction, SCO2)  เม่ือ
เปรียบเทียบปริมาณสารสกดัพบวา่ ผกับุง้ทะเลแห้งบดหยาบสกดัดว้ยตวัท าละลายเอทานอล & น ้ า ไดป้ริมาณ
สารสกดัมากท่ีสุดคือ 37.95%  รองลงมาคือการสกดัดว้ยเฮกเซนไดป้ริมาณสารสกดั 1.90% ส่วนการสกดัดว้ยตวั
ท าละลาย SCO2 เพียงอยา่งเดียว ไม่สามารถแยกสารสกดัผกับุง้ทะเลแห้งออกจากวตัถุดิบได ้จ าเป็นตอ้งใช ้95% 
เอทานอลช่วยในการสกดัดว้ยจึงจะสามารถเก็บสารสกดัผกับุง้ทะเลแหง้ไดเ้ป็นสองส่วนคือ ส่วนมีขั้วไดป้ริมาณ
สารสกดัมากกวา่คือ 1.30% และส่วนขั้วต ่าไดส้ารสกดัเพียง 0.51% 

สารประกอบทางเคมีท่ีพบในสารสกดัผกับุง้ทะเล โดยการทดสอบดว้ยเทคนิคแก๊สโครมาโตรกราฟ่ี–
แมสสเปกโตรมิเตอร์ (GC-MS) (ไม่ไดแ้สดงขอ้มูล) พบวา่สารสกดัท่ีไดจ้ากการสกดัดว้ยเฮกเซน และ SCO2 + 
เอทานอล ไดส้ารประกอบทางเคมีค่อนขา้งใกลเ้คียงกนั เน่ืองจากเป็นตวัท าละลายท่ีมีขั้วค่อนขา้งต ่า ท าให้ได้
สารขั้วต ่าในสารสกดัมากกว่า สามารถตรวจวดัดว้ยเคร่ือง GC-MS ส่วนสารสกดัท่ีไดจ้ากการหมกัดว้ยตวัท า
ละลายน ้าและเอทานอล เม่ือใชว้ตัถุดิบแหง้ พบสารประกอบทางเคมีขั้วต ่านอ้ยมาก ส่วนใหญ่พบเหลือสารเคมีท่ี
ขั้วค่อนขา้งสูง อยา่งไรก็ตาม ควรน าสารสกดัผกับุง้ทะเลทั้งหมดในการศึกษาคร้ังน้ี ตรวจวิเคราะห์ดว้ยเทคนิค
อ่ืนร่วมดว้ย เน่ืองจาก GC-MS สามารถวิเคราะห์ไดเ้ฉพาะสารท่ีระเหยไดง่้ายเท่านั้น ยงัคงมีสารประกอบเคมีท่ี
เป็นสารออกฤทธ์ิทางเภสัชวทิยาอ่ืนๆ ท่ีไม่สามารถตรวจวเิคราะห์ไดด้ว้ยเทคนิค GC-MS 

การสกดัดว้ย SCO2 โดยมีเอทานอลเป็นตวัช่วยสกดั (co-solvent) สามารถสกดัสารทั้งสองกลุ่ม คือ สาร
สกดัท่ีมีขั้วสูง เช่น ฟลาโวนอยด์ อลัคาลอยด์ แทนนิน ฯลฯ และ สารสกดัท่ีมีขั้วต ่า เช่น น ้ ามนัหอมระเหย คลอ
โรฟิลด ์พิกเมน้ท ์ฯลฯ ไดใ้นเวลาเดียวกนั ในดา้นความปลอดภยั การสกดัดว้ย SCO2 โดยมีเอทานอลเป็นตวัช่วย
สกดั มีความปลอดภยักว่าการสกดัด้วยเฮกเซนในการก าจดัตวัท าละลายออกจากสารสกดั เน่ืองจาก carbon 
dioxide จะระเหยออกจากสารสกดัหมดเม่ืออยูใ่นสภาวะปกติ และเอทานอลท่ีใชช่้วยในการสกดัก็ปลอดภยัต่อ
การบริโภคมากกว่าเฮกเซน ซ่ึงเป็นปัญหาเร่ืองการขจดัตวัท าละลายออกจากสารสกดั เน่ืองจากตวัท าละลายท่ี
หลงเหลืออยูแ่มเ้พียงเล็กนอ้ยอาจจะเป็นอนัตรายต่อร่างกายได ้

จากผลการทดลองเปรียบเทียบวธีิสกดัผกับุง้ทะเลดว้ยตวัท าละลายมีขั้วคือ เอทานอล & น ้า (สารสกัด A) 
และตวัท าละลายไม่มีขั้วคือเฮกเซน (สารสกัดB) เปรียบเทียบกบัการสกดัดว้ย SCO2 โดยมีเอทานอลเป็นตวัท า
ละลายช่วยในการสกดั (co-solvent) ไดส้ารสกดั 2 ส่วนคือ สารสกดัส่วนมีขั้ว (สารสกดั C) และสารสกดัส่วนขั้ว
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ต ่า (สารสกัด D) ในการศึกษาคร้ังน้ีพบวา่สารสกดั B มีประสิทธิภาพยบัย ั้งการเจริญของเซลล์มะเร็งหลงัโพรง
จมูกในระดบัต ่า (IC50= 200 ± 12.3 µg/ml) ส่วนสารสกดั D มีประสิทธิภาพปานกลาง (IC50= 70 ± 3.6 µg/ml) ซ่ึง
ก าหนดโดย American National Cancer Institute (NCI) (Geran et. al., 1972)ในขณะท่ีสารสกดั A และ C ไม่มี
ประสิทธิภาพในการยบัย ั้งการเจริญของเซลล์มะเร็งหลงัโพรงจมูก ในขณะท่ี DOX มีประสิทธิภาพในระดบัสูง
ในการยบัย ั้งการเจริญของเซลล์มะเร็งหลงัโพรงจมูก เน่ืองจาก DOX มีโครงสร้างเป็น quinone-containing 
anthracycline ซ่ึงมีเป้าหมายออกฤทธ์ิเฉพาะเจาะจงท่ี DNA บริเวณหมู่น ้ าตาลใน minor groove ท าให้เอนไซม ์
topoisomerase II ซ่ึงท าหนา้ท่ีในการคลายเกลียวของ double helix ไม่สามารถท างานได ้การสังเคราะห์ DNA จึง
หยดุลง และเหน่ียวน าใหเ้ซลลต์ายแบบ apoptosis (Lee et. al., 2002; Wang et. al., 2004) แต่อยา่งไรก็ตามการใช ้
DOX ยงัมีผลขา้งเคียงท่ีไม่พึงประสงค์มาก เน่ืองจากออกฤทธ์ิท าลายเซลล์ปกติดว้ย จึงยงัมีขอ้จ ากดัในการใช ้
(Ecuyer et. al., 2006) ส าหรับสารสกดั B และ D นั้นมีแนวโนม้ท าลายเซลล์มะเร็ง แต่ไม่เป็นพิษต่อเซลล์ปกติ 
(PBMC) ซ่ึงงานวจิยัดา้นการพฒันายาตา้นโรคมะเร็งนั้นไดมุ้่งคน้หาโมเลกุลจากพืชสมุนไพร ท่ีสามารถตา้นการ
เจริญของเซลลม์ะเร็ง ขณะเดียวกนัก็มีผลขา้งเคียงต ่า 
 การศึกษากลไกของสารสกดั B และ D ในการเหน่ียวน าให้เซลล์มะเร็งตายนั้น พบว่าสกดั B และ D 
กระตุน้ใหเ้กิดสัญญาณ apoptosis ภายในเซลล ์ส่งผลท าใหเ้ซลล์มีการเปล่ียนแปลงรูปร่างเฉพาะ คือ เซลล์หดตวั 
(cell shrinkage) เยื่อหุ้มเซลล์มีลกัษณะเป็นถุง (plasma membrane blebbing) นิวเคลียสรวมตวักนัแน่น (nuclear 
condensation) โครมาตินเกาะกลุ่ม (chromatin condensation) DNA ถูกยอ่ยเป็นช้ินเล็กๆ (DNA fragmentation) 
และในระยะสุดทา้ยส่วนของเซลล์มีการแตกยอ่ยเป็นช้ินเล็กๆ เรียก apoptotic bodies ซ่ึงหากอยูใ่นร่างกาย ส่วน
ของ apoptotic bodies จะถูกก าจดัโดยเซลล์ในระบบภูมิคุม้กนั ไดแ้ก่ macrophage จึงไม่เกิดการกระจายของ
พยาธิสภาพไปยงัเซลล์ขา้งเคียง คือไม่ท าให้เกิดการอกัเสบเหมือนกบัการตายแบบ necrosis (Elmore, 2007) 
ขอ้มูลท่ีไดจ้ากการศึกษาคร้ังน้ีพบวา่มีการเปล่ียนแปลงรูปร่างเซลล์จากการศึกษาดว้ย microscopy เหมือนกบัท่ี
กล่าวมาขา้งตน้ แต่เป็นการทดสอบในหลอดทดลอง (in vitro) ซ่ึงเซลล์ไม่ถูกก าจดัโดยเซลล์ในระบบภูมิคุม้กนั 
ดงันั้นเซลลท่ี์เกิด apoptosis ในการทดลองคร้ังน้ีอาจพฒันาต่อไปเป็น late apoptosis และ necrosis ได ้

การศึกษาดว้ย agarose gel electrophoresis ซ่ึงเป็นการวิเคราะห์เชิงคุณภาพ (qualitative analysis) พบวา่ 
B และ D ท าให้เกิดการแตกของ DNA โดยพบลกัษณะของ smear band เช่นเดียวกบัเซลล์ท่ีบ่มดว้ย DOX ซ่ึง 
smear band เป็นตวับ่งช้ีวา่ DNA ถูกตดัโดยไม่มีแบบแผน (non-random digestion) ซ่ึงเป็นลกัษณะของการตาย
แบบ necrosis (Lieberthal et. al., 1996) แต่การตายแบบ apoptosis จะพบลกัษณะ ladder band ซ่ึงเกิดจากการ
ท างานของ caspase 3 และ caspase activated DNase (CAD) ไปตดัสาย DNA ท่ีบริเวณ internucleosome ไดเ้ป็น
ช้ินเล็กๆ ขนาด 180-200 bp จึงมีสาย DNA ปรากฏทั้ง mono-nucleosome และ oligo-nucleosome  เพราะฉะนั้น
จึงเป็นไปไดว้า่สารสกดัท่ีใชศึ้กษาในคร้ังน้ี ท าใหเ้ซลลม์ะเร็งหลงัโพรงจมูกตายแบบ apoptosis และสุดทา้ยเซลล์
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เปล่ียนแปลงเป็น secondary necrotic cells จึงพบ smear band ท่ีเกิดจาก DNA fragmentation ของ late apoptotic 
cells (Gerschenson & Rotello, 1992) และคาดวา่น่าจะพบ ladder band ท่ีเกิดจาก DNA fragmentation ของ early 
apoptotic cells ร่วมดว้ย แต่เห็นไดไ้ม่ชดัเจน ดงันั้นในการศึกษาคร้ังต่อไปควรท าการศึกษาท่ีเวลาต่างๆ กนัเพื่อ
หาเวลาท่ีเหมาะสมท่ีท าให้เกิด ladder band และจากผลการทดลองน้ีพบว่า ลกัษณะการแตกของ DNA ใน 
agarose gel นั้นสอดคลอ้งกบัการศึกษาการแตกของนิวเคลียสดว้ยวิธี DAPI staining ซ่ึงเป็นการวิเคราะห์เชิง
ปริมาณ (quantitative analysis) พบวา่สารสกดั B, D และ DOX ท าให้เกิด apoptotic cells โดยมีนิวเคลียสแตก 
(nuclear fragmentation) พบการติดสี DAPI ไม่สม ่าเสมอ มีการรวมกลุ่มของเส้นใยโครมาติน (chromatin 
condensation) ท าใหติ้ดสี DAPI เขม้กวา่ปกติและมีขนาดเล็ก  
 กลไกในระดบัไซโตพลาซึมโดยเฉพาะความส าคญัของไมโตคอนเดรียต่อการเกิด apoptosis นั้น ผลการ
ทดลองแสดงให้เห็นวา่ สารสกดั B, D และ DOX เหน่ียวน าให้สูญเสียความต่างศกัด์ิท่ีเยื่อหุ้มไมโตคอนเดรีย 
(mitochondria depolarization) ท าให้ไมโตคอนเดรียบวม เยื่อหุ้มไมโตคอนเดรียเกิดรอยร่ัว mitochondria 
permeability transition pore (PTP) สามารถติดตามการเปล่ียนแปลงน้ีไดจ้ากการยอ้มไมโตคอนเดรียดว้ยสี JC-1 
ซ่ึงเป็น lipophilic cation เม่ือเซลล์สูญเสียความต่างศกัด์ิ สี  JC-1 จะสะสมในรูป JC-1 monomer (Elmore, 2007) 
เม่ือ PTP เปิด จะมีโปรตีน apoptogenic factors เช่น cytochrome C ร่ัวออกมาจากไมโตคอนเดรียเขา้สู่ไซโตซอล 
กระตุน้ให้ effector caspases ท างาน และเหน่ียวน าให้เซลล์มีการตายแบบ apoptosis โดยเอนไซม์ caspases 
(Cysteine aspartyl-specific proteases) ในส่วนท่ีเป็น effector caspases ไดแ้ก่ caspase-3 เม่ือถูกกระตุน้ให้ท างาน
จะย่อยโปรตีนโครงสร้างต่างๆ ไดแ้ก่ actin, fodrin, และ lamin ท าให้เซลล์หดตวัมีขนาดเล็กลง (shrinkage) 
นอกจากน้ี caspase-3 ยงัส่งเสริมการท างานของเอนไซม์ caspase-activated DNase ท าให้เกิด DNA 
fragmentation (Stennicke & Salvesen, 1998) การศึกษาน้ีไดแ้สดงถึงสารสกดั B, D และ DOX สามารถ
เหน่ียวน าให้เซลล์มะเร็งหลงัโพรงจมูกเกิด apoptosis ผ่านการกระตุน้ caspase-3 และภายใตเ้ง่ือนไขเดียวกนั
กลุ่มท่ีได้รับ caspase-3 inhibitor (DEVD-fmk) สามารถยบัย ั้งการเกิด apoptosis ได้ ซ่ึงเป็นกลไกท่ีเรียกว่า 
caspase3-dependent pathway ซ่ึงสอดคล้องกบั ผลการวิเคราะห์การแสดงออกของโปรตีน caspase-3 โดย
เทคนิค Western blotting 
 สารสกดั B และ D ท่ีไดจ้ากการสกดัดว้ยเฮกเซน และ SCO2 + เอทานอล น่าจะไดส้ารประกอบทางเคมี
บางชนิดใกลเ้คียงกนั เน่ืองจากเป็นตวัท าละลายท่ีมีขั้วค่อนขา้งต ่า เม่ือใชส้าร eugenol เป็นสารตวัแทนในการ
วิเคราะห์ พบปริมาณสารสกดั (%yield) จากเฮกเซนใกลเ้คียงกนักบัสารสกดัดว้ย SCO2 + เอทานอล (ไม่ได้
แสดงขอ้มูล) จากหลกัฐานงานวิจยัท่ีผา่นมา โดยน า Ipomoea pes-caprae (L.) R. Br. (Convolvulaceae) ส่วนท่ี
ลอยเหนือดิน (aerial parts) มาท าให้แห้งแลว้หมกัดว้ย hexane จากนั้นท าสารให้ก่ึงบริสุทธ์ิดว้ย silica gel 
column chromatography มีตวัท าละลายเป็น CHCl3-Me2CO (7:3) สารตวัอยา่งถูกน ามาวิเคราะห์ดว้ย HPLC พบ
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สารกลุ่ม resin glycosides: lipophilic oligosaccharides (jalapinolic acid) ไดแ้ก่ pescaproside B และ pescapreins 
V-IX ซ่ึงสารดงักล่าวนั้นอยูใ่นส่วนสกดัท่ีเป็น low-polarity resin glycosides (Escobedo-Martı´nez & Pereda-
Miranda, 2007) ต่อมา Yu และคณะในปี 2011 ศึกษา  Ipomoea pes-caprae (L.) R. Br. (Convolvulaceae) โดย
น าส่วนท่ีลอยเหนือดิน (aerial parts) มาท าให้แห้งแลว้หมกัดว้ย 95% EtOH ท่ี 80 C จากนั้นท าสารให้บริสุทธ์ิ
ดว้ย silica gel column chromatography มีตวัท าละลายเป็น CH2Cl2-MeOH (100:2 to 100:30, v/v) ในสัดส่วนท่ี
แตกต่างกนั พบสาร Pescapreins XXI-XXX (1-10) ซ่ึงอยูใ่นกลุ่ม pentasaccharide resin glycosides สารดงักล่าว
ออกฤทธ์ิยบัย ั้งการเจริญของเซลล์มะเร็งเตา้นมท่ีด้ือต่อยา doxorubicin (MCF-7/ADR) และท่ีความเขม้ขน้  5 
μg/mL สามารถเพิ่มประสิทธิภาพของยา doxorubicin ไดถึ้ง 1.5-3.7 เท่า 
 Resin glycosides (glycolipids หรือ lipo-oligosaccharides) พบมากในพืช family Convolvulaceae มีการ
ออกฤทธ์ิทางชีวภาพท่ีหลากหลาย ส าหรับ genus Ipomoea นั้นมี 300 species กระจายอยูต่ามภูมิประเทศเขตร้อน 
(tropical regions) ซ่ึงเป็นแหล่งส าคญัของสาร tetra และ pentasaccharide resin glycosides ซ่ึงมีการออกฤทธ์ิทาง
ชีวภาพท่ีหลากหลายเช่น cytotoxicity และ ยบัย ั้งการด้ือยา   (Yu et. al., 2011; Figueroa-Gonza ́lez et. al., 2012), 
antibacterial และ bacterial multidrug efflux pumps blocking (Pereda-Miranda et. al., 2006) เป็นตน้ นอกจากน้ี
มีหลกัฐานจากงานวิจยัแสดงให้เห็นวา่ essential oils ไดแ้ก่ limonene, α-terpineol, α-humulene, α-thujene, α-
pinene, eugenol, และ β-myrcene ซ่ึงพบในพืชหลายชนิดนั้น มีฤทธ์ิยบัย ั้งการเจริญของเซลล์มะเร็งได ้
(Afoulous et. al., 2011 ) เช่นเดียวกนัในใบของ Ipomoea pes-caprae ก็มี essential oils หลายชนิดเช่นกนั 
(Daniel et. al., 2011) ซ่ึงน่าจะมีฤทธ์ิยบัย ั้งการเจริญของเซลลม์ะเร็งได ้แต่ยงัไม่มีรายงานดงักล่าว   จากหลกัฐาน
ท่ีกล่าวมาขา้งตน้นั้นสอดคลอ้งกบัสารสกดั B และ D ซ่ึงมีฤทธ์ิยบัย ั้งการเจริญของเซลล์มะเร็งหลงัโพรงจมูก 
และเหน่ียวน าการตายแบบ apoptosis นั้นมีสารท่ีออกฤทธ์ิละลายอยูใ่นตวัท าละลายท่ีมีขั้วค่อนขา้งต ่า  จึงควรมี
การศึกษาในขั้นต่อไปเพื่อแยกเป็นสารบริสุทธ์ิ 
 อยา่งไรก็ตามมีการศึกษาท่ีขดัแยง้กบัผลการวิจยัในคร้ังน้ี Manigauha และคณะในปี 2015 ไดฉี้ดสาร
สกดั (ตวัท าละลายแตกต่างกนั) Ipomoea pes-caprae ขนาด 25 และ 50 mg/kg/ body wt. เขา้ทางช่องทอ้ง 
(intraperitoneal) ของ C57BL mice (melanoma cancer) ร่วมกบัการให้ยาเคมีบ าบดั (chemotherapy) และรังสี
รักษา (radiotherapy) พบวา่กอ้นเน้ืองอกในกลุ่มท่ีไดรั้บารสกดั Ipomoea pes-caprae นั้นมีขนาดลดลงอยา่งมี
นยัส าคญัทางสถิติ โดยเน้ืองอกมีขนาดใกลเ้คียงกบักลุ่มท่ีไดรั้บการรักษาดว้ยยา Dacarbazine และประสิทธิภาพ
ของการยบัย ั้งกอ้นเน้ืองอกข้ึนกบัตวัท าละลายท่ีแตกต่างกนัตามล าดบัดงัน้ี methanolic extract > aqueous extract 
> swaras > petroleum ether extract แสดงให้เห็นวา่สารส าคญัท่ีออกฤทธ์ิตา้นการเจริญของเซลล์ไดดี้ท่ีสุดใน
การทดลองน้ีคือสารท่ีมีขั้ว (polar) ไดแ้ก่ alkaloids, flavonoids, tannins, terpenoids, และ glycosides ซ่ึงมีมากใน
สารท่ีสกดัดว้ยตวัท าละลาย methanol และ aqueous ถึงแมว้า่สารสกดั B และ D ละลายอยูใ่นตวัท าละลายท่ีมีขั้ว
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ค่อนขา้งต ่า ซ่ึงตวัถูกละลายท่ีไม่มีขั้วจะละลายในตวัท าละลายท่ีไม่มีขั้ว เพราะแรงดึงดูดระหวา่งโมเลกุลไม่มีขั้ว
เป็นแรงแวนเดอร์วาลล ์(Van der Waals force) เหมือนกนั แต่จะไม่ละลายในตวัท าละลายท่ีมีขั้ว  แต่ถา้ในกรณีท่ี
สารชนิดอ่ืนๆในสารสกดั B และ D มีขั้วสูงกวา่อีกสารตวัหน่ึง ความสามารถในการละลายในตวัท าละลายท่ีมี
ขั้วต ่าก็ลดลง หรืออาจจะละลายไดเ้พียงบางส่วนเท่านั้น อีกส่วนท่ีเหลือละลายในสารละลายท่ีมีขั้ว   

งานวิจยัเก่ียวกบัโรคมะเร็งในปัจจุบนัเน้นไปทางดา้น cancer biology อยา่งไรก็ตามการรักษาดว้ยยา
แผนปัจจุบนัมีขอ้จ ากดัมาก เน่ืองจากผูป่้วยมกัจะตอบสนองต่อการรักษาในระยะแรกเท่านั้น ต่อมาเกิดการด้ือยา
ท าให้ตอ้งเพิ่มขนาดยาข้ึน ดงันั้นนักวิทยาศาสตร์จึงตอ้งคน้หาสารชนิดใหม่จากธรรมชาติอยู่ตลอดเวลา เพื่อ
เหน่ียวน าให้เซลล์มะเร็งตายดว้ยกระบวนการ apoptosis ในการศึกษาคร้ังน้ีพบวา่สารสกดั D มีประสิทธิภาพ
ยบัย ั้งการเจริญของเซลล์มะเร็งหลงัโพรงจมูกดีกว่าสารสกดั B อาจเกิดจากชนิดและจ านวนของสารออกฤทธ์ิ
แตกต่างกนั   แต่อยา่งไรก็ตามสารสกดัจากผกับุง้ทะเลท่ีน ามาศึกษานั้นยงัเป็นสารสกดัหยาบซ่ึง มีโมเลกุลหลาย
ชนิดรวมอยูด่ว้ยกนั   ซ่ึงอาจมีทั้งสารท่ีออกฤทธ์ิ และไม่ออกฤทธ์ิ   จึงยงัไม่ทราบถึงคุณลกัษณะของสารส าคญัท่ี
ออกฤทธ์ิทางชีวภาพซ่ึงจะไดมี้การศึกษาในขั้นต่อไป  

______________________________________________________________________________ 
  



29 
 

สรุปและเสนอแนะ 

สรุป 

การทดสอบฤทธ์ิของสารสกดัผกับุง้ทะเลแหง้ ในการยบัย ั้งการเจริญของเซลลม์ะเร็งหลงัโพรงจมูก 
พบวา่ สารสกดัดว้ย SCO2 + เอทานอล (สารสกดัส่วนขั้วต ่า)  มีประสิทธิภาพปานกลาง, สารสกดัดว้ยเฮกเซนมี
ประสิทธิภาพต ่า และสารสกดัดว้ย เอทานอล & น ้า และ SCO2 + เอทานอล (สารสกดัส่วนมีขั้ว) นั้นไม่มี
ประสิทธิภาพในการยบัย ั้งการเจริญของเซลลม์ะเร็งหลงัโพรงจมูก จากการวเิคราะห์การแตกของ DNA ดว้ย
เทคนิค agarose gel eletrophoresis พบวา่ท าให ้DNA แตกเป็น smear band การวเิคราะห์การแตกของนิวเคลียส
ดว้ยเทคนิค DAPI staining พบวา่ท าใหเ้กิด chromatin condensation และ nuclear fragmentation และสอดคลอ้ง
กบัการสูญเสียความต่างศกัด์ิท่ีเยือ่หุม้ไมโตคอนเดรีย (mitochondria depolarization) ท าใหไ้มโตคอนเดรียบวม 
เยือ่หุม้ไมโตคอนเดรียเกิดรอยร่ัว มีกลไกระดบัซยัโตพลาสมเป็น caspase 3-dependent pathway ซ่ึงจากหลกัฐาน
ดงักล่าวน้ีพอท่ีจะสรุปไดว้า่สารสกดัทั้ง 2 ชนิด มีฤทธ์ิเหน่ียวน าใหเ้ซลลม์ะเร็งช่องจมูกตายแบบ apoptosis 

ข้อเสนอแนะ 

1. ควรศึกษากลไกการออกฤทธ์ิในระดบัโปรตีน เพื่อยนืยนัการตายแบบ apoptosis 
2. ควรมีการทดลองในเซลลม์ะเร็งชนิดอ่ืนและในสัตวท์ดลอง 
3. ควรน ามาสกดัเป็นสารบริสุทธ์ิ 
4. ควรน ามาทดลองร่วมกบัยาแผนปัจจุบนั 

ประโยชน์ในทางประยุกต์ของผลการวจิยั 

สารสกดัท่ีไดใ้นการศึกษาคร้ังน้ีมีศกัยภาพท่ีจะน ามาพฒันาเพื่อใหร่้วมกบัเคมีบ าบดัเป็นการรักษาแบบ
ผสมผสาน (complementary therapies) ลดการการพฒันาลุกลามของเซลลม์ะเร็ง และลดผลขา้งเคียงท่ีจะเกิดจาก
การรักษาดว้ยเคมีบ าบดั หรืออาจใชเ้ป็นสารจากธรรมชาติ เพื่อป้องกนัหรือยบัย ั้งการเกิดโรคมะเร็งในระยะยาว 
(chemopreventive agent) 

------------------------------------------------------------------------------------- 
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บทคดัย่อ 
บทน า โรคมะเร็งหลงัโพรงจมูกเป็นโรคร้ายแรง ยาหลายชนิดออกฤทธ์ิเหน่ียวน าการตายแบบ apoptosis 
ซ่ึงเป็นกลยทุธ์ิส าคญัในการท าลายเซลลม์ะเร็งแบบมุ่งเป้า การคน้หาสมุนไพรตา้นมะเร็งโดยเฉพาะ
ผกับุง้ทะเล (Ipomoea pes-caprae) เป็นส่ิงจ าเป็นเน่ืองจากมีตน้ทุนต ่า และมีสรรพคุณหลายดา้น เช่นลดการ
อกัเสบ, แกป้วด, ยบัย ั้งเซลมะเร็ง และตา้นอนุมูลอิสระ ทั้งน้ีข้ึนอยูก่บัตวัท าละลายและวธีิท่ีใชใ้นการสกดั 
วตัถุประสงค์ เพื่อเปรียบเทียบประสิทธิภาพการยบัย ั้งการเจริญของเซลลม์ะเร็งและกระตุน้การตายแบบ 
apoptosis ของสารสกดัผกับุง้ทะเลแหง้ท่ีไดจ้ากวธีิสกดัแตกต่างกนัคือ เอทานอล & น ้า, เฮกเซน, และ
คาร์บอนไดออกไซดใ์นสภาวะของไหลยิง่ยวด (supercritical carbon dioxide extraction, SCO2) 
วธีิการทดลอง เตรียมสารสกดัผกับุง้ทะเลแหง้ตามชนิดของตวัถูกละลายไดแ้ก่ เอทานอล & น ้า (สาร
สกดั A), เฮกเซน (สารสกดั B), SCO2 + เอทานอล (สารสกดัส่วนมีขั้ว) (สารสกดั C), และ SCO2 + เอ
ทานอล (สารสกดัส่วนขั้วต ่า) (สารสกดั D) น าสารสกดัมาบ่มกบัเซลลม์ะเร็งหลงัโพรงจมูก (KB cells) นาน 
48 ชัว่โมง ศึกษาการเจริญของเซลลด์ว้ย MTT assay นบัจ านวนนิวเคลียสท่ีมีอะโพโทซิสโดยการยอ้มสี 
DAPI วเิคราะห์ผลดว้ย fluorescent microscopy ศึกษาการแตกของ DNA โดย agarose gel electrophoresis 
ศึกษาความต่างศกัด์ิท่ีเยือ่หุม้ไมโตคอนเดรียโดยการยอ้ยสี JC-1 วเิคราะห์ผลดว้ย flow cytometry จากนั้น
วดั caspase-3 activity และการแสดงออกของโปรตีน caspase-3 
ผลการทดลอง สารสกดั A และ C ไม่เป็นพิษต่อ KB เซลล ์ขณะท่ีสารสกดั B มีพิษระดบัต ่า (IC50 = 200 
± 12.3 µg/ml) และ สารสกดั D มีพิษระดบัปานกลาง (IC50 = 70 ± 4.2 µg/ml) พบวา่เซลลม์ะเร็งตายแบบ 
apoptosis เพิ่มข้ึนอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ (P < 0.05) เม่ือเทียบกบักลุ่มควบคุม โดยเซลลท่ี์ตายหลุดจาก
พื้นผวิง่าย มี apoptotic body พบโครมาตินหนาแน่น นิวเคลียสติดสี DAPI เป็นหยอ่มๆ มี DNA ฟุ้งกระจาย
ใน agarose gel เพิ่มข้ึน สอดคลอ้งกบัการการสูญเสียความต่างศกัด์ิท่ีเยือ่หุม้ไมโตคอนเดรีย (mitochondria 
depolarization) การแสดงออกของโปรตีน caspase-3 และ caspase-3 activity ท่ีเพิ่มข้ึน 
สรุป สารสกดั B และ D สกดัดว้ยตวัท าละลายท่ีมีขั้วค่อนขา้งต ่า ออกฤทธ์ิเหน่ียวน าให ้ KB เซลลต์าย
ดว้ย  apoptosis ผา่นทาง caspase-3 dependent pathway และการสกดัดว้ย SCO2 โดยมีเอทานอลเป็นตวัช่วย
สกดั (co-solvent) สามารถสกดัสารตา้นมะเร็งไดดี้กวา่การสกดัดว้ยเฮกเซน จึงมีศกัยภาพท่ีจะน ามาพฒันา
เพื่อให้ร่วมกบัเคมีบ าบดัเป็นการรักษาแบบผสมผสาน (complementary therapies) 
 
ค าส าคัญ: Ipomoea pes-caprae, KB cells, คาร์บอนไดออกไซดใ์นสภาวะของไหลยิ่งยวด, อะโพโทซิส, 
การแตกของ DNA, แคสเปซ-3  
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Abstract 
Background  Nasopharyngeal cancer is a major health problem. The concurrent therapy also leads to 
apoptotic cancer cell death that presents a target for molecular therapeutics. Research in the development 
of medicinal plant especially Ipomoea pes-caprae has been focused on screening because they are 
inexpensive and rich resources of biological actity like antiinflammation, antinociception, anticancer and 
antioxidant. These activities are depending on solvent and method of extraction. 
Objectives  To compare the anti-cancer activities and apoptotic mechanisms of the different solvent 
extraction from Ipomoea pes-caprae against human carcinoma of nasopharynx (KB cells).   
Methods  The dry plant was powdered and extracted by maceration with ethanol & water (A 
extraction), hexane (B extraction). Supercritical carbon dioxide (SCO2) + ethanol are used as the 
extraction solvent for polarity extraction (C extraction) and low polarity extraction (D extraction).  A-D 
extractions were treated with KB cells. The viable cell number is based on MTT colorimetric assay. 
Apoptosis was assessed by nuclear staining with DAPI, agarose gel electrophoresis for DNA 
fragmentation assay.  The mitochondria membrane potential was analyzed by flow cytometry of cells 
stained with JC-1. Protein caspase-3 and caspase-3 activity were analyzed. 
Results   The A and C extraction were non-toxic but the B and D extraction inhibited KB cells 
with IC50 of 200 ± 12.3 and 70 ± 4.2 which were low and moderate activities. The molecular mechanisms 
of cell death were associated with the increasing of chromatin condensation, DNA fragmentation and 
mitochondria membrane depolarization compared with control cells. Apoptosis enhancement was 
accompanied by increasing in caspase-3 protein and the relative activity of caspase-3 which was 
significantly attenuated in a caspase-3 inhibitor.  
Conclusions  The B and D extraction were extracted using low-polarity solvents and the induction of 
apoptosis involved the activation of effector caspases-3. The SCO2 + ethanol (low polarity extraction) 
exhibited stronger anti-cancer activity as compared to hexane extraction. Thus, D extraction would 
represent a promising source for its ability to discovery of interesting anticancer compounds. The 
elucidation of low-polarity phytoconstituents will be addressed in future studies. 
 
Key words Ipomoea pes-caprae, KB cells, Supercritical carbon dioxide, Apoptosis, DNA 
fragmentation, Caspase-3  
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