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บทคัดย�อ 

 
โรคมะเร็งเป�นสาเหตุของการเสียชีวิตของคนไทยเป�นอันดับหนึ่ง แม"การรักษาด"วยยาเคมีบําบัดใน

ป&จจุบันจะมีประสิทธิภาพท่ีดีแต+ก็ก+อให"เกิดผลข"างเคียงต+อผู"ป/วยเป�นอย+างมาก การนําสมุนไพรมาใช"ในการ
รักษาจึงเป�นอีกทางเลือกหนึ่งซ่ึงกําลังได"รับความสนใจอย+างมาก พืชสมุนไพรท่ีนํามาศึกษาในครั้งนี้คือ เร+วหอม 
มีชื่อวิทยาศาสตร4ว+า Etlingera pavieana (Pierre ex Gagnep.) R.M. Sm. อยู+ในวงศ4 Zingiberaceae ซ่ึง
พืชในวงศ4นี้หลายชนิดเคยมีรายงานว+ามีฤทธิ์ต"านเซลล4มะเร็งได" อีกท้ังสารสกัดจากเหง"าเร+วหอมเคยมีรายงาน
ว+ามีฤทธิ์ในการต"านการอักเสบด"วย ผลจากการทดสอบฤทธิ์ต"านมะเร็งของสารสกัดเอทานอลจากเหง"าเร+วหอม
และส+วนสกัดย+อยเฮกเซน เอทิลอะซิเตท และน้ํา ด"วยวิธี MTT กับเซลล4มะเร็ง 7 ชนิด (HepG2, HCT116, 
MCF-7, MDA-MB-231, C33A, SiHa และ Hela) เปรียบเทียบกับเซลล4ท่ีไม+ใช+มะเร็ง 2 ชนิด (293T และ 
HaCaT) พบว+าสารสกัดทุกชนิด (ยกเว"นส+วนสกัดย+อยน้ํา) สามารถลดการมีชีวิตรอดของเซลล4มะเร็งได"อย+างมี
นัยสําคัญ โดยข้ึนอยู+กับความเข"มข"นของสารสกัดและเวลาท่ีใช"บ+ม และส+วนสกัดย+อยเอทิลอะซิเตทสามารถ
ยับยั้งการเจริญของเซลล4มะเร็งได"ดีท่ีสุดและไม+เป�นพิษต+อเซลล4ท่ีไม+ใช+มะเร็ง เม่ือนําส+วนสกัดย+อยเอทิลอะซิเตท
ไปแยกต+อด"วยวิธีคอลัมน4โครมาโตรกราฟ_ พบว+า sub-fraction ท้ัง 5 ชนิด (F1-F5) สามารถยับยั้งการเจริญ
ของเซลล4มะเร็งท่ีใช"ในการทดสอบได" โดยท่ีความเข"มข"นสารน"อยกว+าหรือเท+ากับ 50 µg/ml และเวลาในการ
บ+มเท+ากับ 24 ชั่วโมง sub-fraction F1 แสดงความเป�นพิษท่ีจําเพาะต+อเซลล4มะเร็งและไม+มีผลกระทบต+อการ
เจริญของเซลล4ท่ีไม+ใช+มะเร็ง ซ่ึงเซลล4มะเร็งท่ีตอบสนองต+อ sub-fraction F1 ได"ดีท่ีสุด 3 อันดับแรก ได"แก+ 
เซลล4มะเร็งปากมดลูกชนิด C33A, เซลล4มะเร็งเต"านมชนิด MDA-MB-231 และเซลล4มะเร็งลําไส"ใหญ+ชนิด 
HCT116 แสดงให"เห็นว+า sub-fraction F1 มีฤทธิ์ในการยับยั้งเซลล4มะเร็งได"หลากหลายกลุ+มและเหมาะสมท่ี
จะนําไปแยกหาสารประกอบบริสุทธิ์ท่ีมีฤทธิ์ในการต"านมะเร็งต+อไป 

 
คําสําคัญ : เร+วหอม ฤทธิ์ต"านมะเร็ง เซลล4มะเร็ง 
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Abstract 

 
Cancer is the most common cause of death in Thai people. Although 

chemotherapeutic drugs can treat many types of cancer effectively, they also cause many 
side effects to patients. The alternative cancer treatment with potential anti-cancer products 
from medicinal plants is becoming of high interest. In this study, the ethanolic extract of 
Etlingera pavieana (Pierre ex Gagnep.) R.M. Sm. (Zingiberaceae family) and its fractions 
(hexane, ethyl acetate and aqueous fractions) were evaluated for their anti-cancer activity in 
seven different cancer cell types (HepG2, HCT116, MCF-7, MDA-MB-231, C33A, SiHa และ Hela) 
and compared to two non-cancerous cell lines (293T and HaCaT) by MTT assay. The results 
revealed that all extracts (except aqueous fraction) could reduce cell viability of cancer cells 
significantly in dose- and time- dependent manners and the ethyl acetate fraction exhibited 
the strongest inhibition on cancer cell growth without causing toxic effect to non-cancerous 
cell lines. Thus, the ethyl acetate fraction was then separated by column chromatography. 
The obtaining five sub-fractions, F1 to F5, expressed their cytotoxicity to cancer cells in 
which only the sub-fraction F1 at 50 µg/ml and 24 h of incubation displayed the anti-
proliferative capability exclusively towards cancer cells but not the non-cancerous ones. The 
most three cancer cells sensitive to the sub-fraction F1 were cervical cancer C33A cells, 
breast cancer MDA-MB-231 cells and colon cancer HCT116 cells indicating that the anti-
cancer effect of sub-fraction F1 is not limited to single cancer cell type and this sub-fraction 
was thus selected for further identifying the active anticancer compounds.  

 
Keywords : Etlingera pavieana, anticancer effect, cancer cells 
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บทที่ 1 

บทนํา 

 

1.1 ความสําคัญและที่มาของป�ญหาที่ทําการวิจัย 

โรคมะเร็งจัดเป�นโรคร�ายท่ีคร�าชีวิตคนไทยเป�นอันดับหนึ่ง โดยมีแนวโน�มผู�เสียชีวิตเพ่ิมข้ึนทุกป*
ต้ังแต�ป* พ.ศ. 2542 เป�นต�นมา จากข�อมูลสถิติของกระทรวงสาธารณสุข ป* พ.ศ. 2554 ท่ีผ�านมา พบว�ามี
ผู�ป4วยท่ีเสียชีวิตจากโรคมะเร็ง 61,082 ราย คิดเป�นอัตราการตาย 95.2 คนต�อประชากร 100,000 คน 
โดยมะเร็งท่ีพบว�ามีผู�เสียชีวิตมากท่ีสุด ได�แก� มะเร็งตับและท�อน้ําดี มีผู�เสียชีวิตถึง 14,314 คน ตามด�วย
มะเร็งปอดและหลอดลม 10,203 คน มะเร็งเต�านม 2,737 คน และมะเร็งปากมดลูก 1,749 คน 
โรคมะเร็งนอกจากจะทําให�เกิดความทุกข>ทรมานต�อผู�ป4วยจนไปถึงการเสียชีวิตแล�ว ยังเป�นการสูญเสีย
บุคคลซ่ึงอาจเป�นกําลังหลักของครอบครัว สูญเสียเวลาและค�าใช�จ�ายท่ีมากมายตลอดช�วงเวลาในการ
รักษา ส�งผลให�ประเทศสูญเสียทรัพยากรบุคคล สูญเสียงบประมาณในการอภิบาลรักษาและนําเข�ายา
รักษาโรค อันส�งผลกระทบต�อเศรษฐกิจโดยรวมของประเทศได�  ดังนั้น  การปDองกันและรักษาต้ังแต�ระยะ
เริ่มต�นจึงเป�นวิธีท่ีดีท่ีสุดในการลดการสูญเสียนี้ 

ในปEจจุบัน วิธีการรักษาโรคมะเร็ง มีท้ังการฉายรังสี การรักษาด�วยเคมีบําบัด และการผ�าตัด
เอาชิ้นเนื้อมะเร็งออกไป ซ่ึงมีค�าใช�จ�ายท่ีค�อนข�างสูง และการรักษาแบบเคมีบําบัดด�วยยาในปEจจุบันก็
ก�อให�เกิดผลข�างเคียงต�อผู�ป4วยมาก เช�น ผมร�วง คลื่นไส� อาเจียน อ�อนเพลีย เบ่ืออาหาร เป�นต�น การนํา
สมุนไพรมาใช�ในการรักษาจึงเป�นอีกทางเลือกหนึ่งซ่ึงกําลังได�รับความสนใจอย�างมากท้ังในคนไทยและ
ชาวต�างชาติ เนื่องจากมีผลข�างเคียงท่ีน�อยกว�าการใช�สารเคมี เสียค�าใช�จ�ายท่ีถูกกว�า และเป�นการใช�
ประโยชน>จากพืชท่ีหาได�ท่ัวไปในเขตชุมชนซ่ึงผู�ป4วยและครอบครัวมีความคุ�นเคยเป�นอย�างดี และอาจมี
การบริโภคตามคําบอกเล�าต�อๆกันมาอยู�แล�ว การศึกษาวิจัยฤทธิ์ของสมุนไพรในการต�านมะเร็งจึงเป�นการ
นําเอาความรู�ทางวิทยาศาสตร>เข�าไปสนับสนุนการใช�ประโยชน>จากพืชสมุนไพรในท�องถ่ิน และยืนยันถึง
ฤทธิ์การรักษาท่ีมีอยู�จริงในสมุนไพรนั้น เป�นการเพ่ิมคุณค�าให�กับพืชท�องถ่ิน สนับสนุนภูมิปEญญาชาวบ�าน 
เพ่ิมความน�าเชื่อถือให�กับตัวยาท่ีมีอยู�ในสมุนไพรให�เป�นท่ียอมรับในวงกว�าง เป�นการลดการนําเข�ายาแผน
ปEจจุบันจากต�างประเทศ ช�วยประหยัดงบประมาณให�กับประเทศและอาจเป�นการนํารายได�เข�าสู�ประเทศ
จากการส�งออกยาสมุนไพรเหล�านี้ 

 เร�วหอม มีชื่อวิทยาศาสตร>ว�า Etlingera pavieana (Pierre ex Gagnep.) R.M. Sm. เป�นพืช
ท่ีอยู�ในวงศ> Zingiberaceae ซ่ึงพืชในวงศ>นี้หลายชนิดเคยมีรายงานว�ามีฤทธิ์ต�านเซลล>มะเร็งได� เช�น ขม้ิน 
(Curcuma longa), กระชาย (Boesenbergia pandurata), ขิง (Zingiber officinale), Etlingera 

velutina, Etlingera belalongensis และ Zingiber vinosum เป�นต�น โดยผลวิจัยชี้ให�เห็นว�าสารสกัด
จากพืชเหล�านี้สามารถยับยั้งการเจริญของเซลล>มะเร็งได�หลายชนิด เช�น เซลล>มะเร็งเต�านม (MCF-7), 
เซลล>มะเร็งรังไข� (CaOV3, SKOV3ip1) เซลล>มะเร็งปากมดลูก (Hela) และเซลล>มะเร็งต�อมลูกหมาก 
(DU145 และ LNCaP) เป�นต�น รวมท้ังในหนูทดลองด�วย (Sinha D et al., 2012; Debata PR et al., 
2013; Lin YG et al., 2007; Mukhopadhyay A et al., 2001; Rahman S et al., 2011; Sabli F et 
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al., 2012; Vinothkumar R et al., 2013) นอกจากนี้ยังมีการแสดงให�เห็นถึงการใช�สารสกัดจากขิง
ร�วมกับยา gemcitabine ซ่ึงพบว�าสามารถกระตุ�นการตายของเซลล>มะเร็งปากมดลูก Hela ได�มากกว�า
การใช�ยา gemcitabine เพียงอย�างเดียว  (Sharma C et al., 2009) อย�างไรก็ตาม แม�จะมีรายงานฤทธิ์
ยับยั้งเซลล>มะเร็งของพืชในวงศ>นี้ออกมามากมาย แต�ยังไม�เคยมีรายงานถึงฤทธิ์นี้ในเร�วหอมมาก�อน ซ่ึงเร�ว
หอมถือเป�นพืชเศรษฐกิจท่ีสําคัญชนิดหนึ่งในภาคตะวันออกของไทย มีลักษณะเป�นไม�ล�มลุก ลําต�นเป�น
เหง�าใต�ดิน มีกลิ่นหอม เหง�านิยมใช�เป�นเครื่องเทศปรุงอาหารรับประทานในชีวิตประจําวัน ใช�ในการรักษา
อาการท�องอืด ขับลม และขับปEสสาวะ (พงษ>ศักด์ิ พลเสนา, 2550a) จากงานวิจัยของ เอกรัฐ ศรีสุข และ 
กล�าวขวัญ ศรีสุข (2551) พบว�า ส�วนสกัดย�อยเฮกเซนและส�วนสกัดย�อยเอทิลอะซิเตตของส�วนสกัดเอทา
นอลจากเหง�าเร�วหอมมีฤทธิ์ต�านการอักเสบได� โดยส�วนสกัดย�อยเอทิลอะซิเตตสามารถยับยั้งการผลิต 
ไนตริกออกไซด>ได�สูงในเซลล>แมคโครฟาจท่ีเหนี่ยวนําด�วย LPS และไม�เป�นพิษต�อเซลล> (ค�า IC50 = 16.28 
± 9.16 µg/ml) และสามารถยั้บยั้งการผลิตพรอสตาแกลนดิน E2 (PGE2) ลดการแสดงออกของเอนไซม> 
iNOS ได�ท้ังในระดับ mRNA และโปรตีน รวมถึงลดการเคลื่อนท่ีของ p65 NF-κB เข�าสู�นิวเคลียสและ
เหนี่ยวนําการแสดงออกของเอนไซม> heme oxygenase-1 (เอกรัฐ ศรีสุข และ กล�าวขวัญ ศรีสุข, 2554; 
Palachot M, 2012) และเนื่องจากกระบวนการอักเสบมีความสัมพันธ>กับการเกิดและการพัฒนาของ
มะเร็งให�มีความรุนแรงมากข้ึน กล�าวคือ NF-κB สามารถปDองกันการตาย (apoptosis) ของ 
transformed cell และส�งเสริมให�มะเร็งลุกลาม (invasion) และแพร�กระจายไปยังอวัยวะอ่ืนได� 
(metastasis) (Greten FR et al., 2004; Yang CR et al., 2005; Luo JL et al., 2004) ไนตริกออก
ไซด>เก่ียวข�องกับการเพ่ิมขนาดของก�อนมะเร็ง และสนับสนุนการแพร�กระจายของเซลล>มะเร็งโดยส�งเสริม
การลุกลามและการสร�างเส�นเลือดใหม� (angiogenesis) มายังก�อนมะเร็ง (Rao CV, 2004) นอกจากนี้ ยัง
มีรายงานการศึกษากลไกของสารประกอบบริสุทธิ์ curcumin จากขม้ินว�าสามารถยับยั้งการเติบโตของ
ก�อนมะเร็งและการสร�างเส�นเลือดใหม�ในมะเร็งรังไข�ได�โดยผ�านทางการยับยั้งวิถี NF-κB (Lin YG et al., 
2007) ซ่ึงจากข�อมูลสนับสนุนเหล�านี้ ทําให�คณะผู�วิจัยเห็นว�ามีแนวโน�มเป�นอย�างมากท่ีสารสกัดจากเร�ว
หอมจะมีฤทธิ์ต�านเซลล>มะเร็งได� และจากการทดสอบเบ้ืองต�น พบว�าสารสกัดเอทานอลจากเร�วหอม
สามารถลดการมีชีวิตรอดของเซลล>มะเร็งปากมดลูก SiHa และเซลล>มะเร็งเต�านม MCF7 ได�อย�างมี
นัยสําคัญเม่ือเทียบกับเซลล>ท่ีไม�ได�รับสารสกัด ทําให�ผู�วิจัยสนใจท่ีจะศึกษาเพ่ิมเติมต�อไปอีกในเซลล>มะเร็ง
ชนิดต�างๆ ได�แก� มะเร็งปอด มะเร็งตับ มะเร็งปากมดลูกและมะเร็งเต�านม ซ่ึงเป�นมะเร็งท่ีพบมากท่ีสุดใน
คนไทย และศึกษาต�อไปจนถึงสารประกอบบริสุทธิ์ (pure compound) ท่ีมีฤทธิ์ในเร�วหอม รวมท้ังศึกษา
กลไกระดับโมเลกุลในการต�านเซลล>มะเร็งเปรียบเทียบกับยารักษามะเร็งในปEจจุบัน เพ่ือเป�นข�อมูลทาง
วิทยาศาสตร>ต�อไป อันมีความเปDาหมายในระยะยาวเพ่ือนําสารประกอบบริสุทธิ์ท่ีได�นั้นมาใช�แทนยาท่ีต�อง
นําเข�าจากต�างประเทศ หรือใช�ร�วมกันกับยาแผนปEจจุบันเพ่ือให�การรักษามีประสิทธิภาพมากข้ึน ซ่ึง
งานวิจัยชิ้นนี้จะเป�นการเพ่ิมคุณค�าและค�านิยมให�กับการบริโภคสมุนไพรท�องถ่ิน อีกท้ังเป�นการกระตุ�น
เศรษฐกิจของชุมชนภาคตะวันออกให�หันมาปลูกเร�วหอมเป�นเชิงพาณิชย>มากข้ึนด�วย 
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1.2  วัตถุประสงค#ของโครงการวิจัย 

งานวิจัยนี้มีจุดมุ�งหมายท่ีจะศึกษาฤทธิ์ต�านมะเร็งของสารสกัดจากเหง�าเร�วหอม ซ่ึงเป�นสมุนไพร
พ้ืนบ�านท่ีนิยมนํามาปรุงอาหารบริโภคท่ัวไปในภาคตะวันออก เนื่องจากเร�วหอมเป�นพืชในวงศ> 
Zingiberaceae ซ่ึงพืชในวงศ>นี้หลายชนิดพบว�ามีฤทธิ์ยับยั้งการเจริญเติบโตของเซลล>มะเร็งท้ังในหลอด
ทดลองและในหนูได� อีกท้ัง เร�วหอมมีฤทธิ์ต�านการอักเสบ ซ่ึงการอักเสบมีความสัมพันธ>อย�างยิ่งกับการ
เกิดและการแพร�กระจายของมะเร็ง ทําให�ผู�วิจัยสนใจท่ีจะศึกษาฤทธิ์ของสารสกัดเร�วหอมในการยับยั้งการ
เจริญของเซลล>มะเร็งตับ มะเร็งปอด มะเร็งเต�านม และมะเร็งปากมดลูก เนื่องจากมะเร็งท้ังสี่ชนิดนี้พบ
มากท่ีสุดในคนไทย แล�วเปรียบเทียบฤทธิ์ท่ีได�กับยาท่ีใช�รักษามะเร็งในปEจจุบัน  

กล�าวโดยสรุป งานวิจัยชิ้นนี้มีวัตถุประสงค>  

1. เพ่ือศึกษาฤทธิ์ต�านเซลล>มะเร็งตับ มะเร็งลําไส�ใหญ� มะเร็งเต�านมและมะเร็งปากมดลูกของสารสกัด
จากเหง�าเร�วหอม  

2. เพ่ือเปรียบเทียบฤทธิ์ต�านเซลล>มะเร็งของสารสกัดเร�วหอมกับขม้ิน ซ่ึงเป�นพืชในวงศ>เดียวกัน 
(Zingiberaceae) ท่ีเคยมีรายงานว�ามีฤทธิ์ต�านเซลล>มะเร็งได� 

 

1.3  ขอบเขตของโครงการวิจัย 

ในงานวิจัยชิ้นนี้ เริ่มต�นคณะผู�วิจัยจะใช�สารสกัดหยาบเอทานอลจากเร�วหอมศึกษาฤทธิ์ในการ
ต�านเซลล>มะเร็งตับ (HepG2) เซลล>มะเร็งลําไส�ใหญ� (HCT116) เซลล>มะเร็งเต�านม (MCF-7 และ MDA-
MB-231) และเซลล>มะเร็งปากมดลูก (C33A, SiHa และ Hela) เปรียบเทียบกับเซลล>ท่ีไม�ใช�มะเร็ง (293T 
และ HaCaT) (รวมท้ังหมด 9 ชนิดของเซลล> จากมะเร็ง 4 ประเภท) โดยจะทําการทดสอบการมีชีวิตรอด
ของเซลล>ด�วยวิธี MTT assay การทดลองจะทําควบคู�ไปกับสารสกัดจากขม้ิน (Curcuma longa) และข�า 
(Alpinia galangal) ซ่ึงเป�นพืชในวงศ>เดียวกัน (Zingiberaceae) ท่ีเคยมีรายงานแล�วว�ามีฤทธิ์ต�าน
เซลล>มะเร็งได� จากนั้นจะนําสารสกัดหยาบเอทานอลไปทําการสกัดแยกส�วนต�อด�วยเฮกเซนและเอทิลอะซิ
เตต ได�เป�นส�วนสกัดย�อยเฮกเซน ส�วนสกัดย�อยเอทิลอะซิเตต และส�วนสกัดย�อยน้ํา นําส�วนสกัดย�อยเหล�านี้
ไปทําการทดสอบฤทธิ์ต�านเซลล>มะเร็ง เพ่ือหาส�วนสกัดย�อยท่ีแสดงฤทธิ์ยับยั้งได�ดีท่ีสุด เปรียบเทียบฤทธิ์
ระหว�างเซลล>มะเร็งกับเซลล>ท่ีไม�ใช�มะเร็ง และเปรียบเทียบระหว�างเซลล>มะเร็งด�วยกัน ซ่ึงเซลล>มะเร็งท่ีถูก
ยับยั้งได�มากท่ีสุดจะถูกนําไปทดสอบกับสาร pure compound ต�อไป 
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บทที่ 2 

การทบทวนวรรณกรรม/สารสนเทศที่เกี่ยวข�อง 
 

มะเร็งเป
นโรคท่ีเกิดจากความผิดปกติระดับโมเลกุลของเซลล ร!างกาย โดยมีข้ันตอนในการเกิดโรค
หลายข้ันตอนกว!าท่ีเซลล ร!างกายปกติจะกลายไปเป
นเซลล มะเร็งได' (multistep carcinogenesis)  ซ่ึง
เริ่มแรกอาจถูกชักนําโดยป>จจัยทางกายภาพภายนอก เช!น สารเคมี รังสี การติดเชื้อไวรัสหรือแบคทีเรีย 
เป
นต'น แล'วทําให'เกิดการเปลี่ยนแปลงของสารพันธุกรรม (gene) ในเซลล ร!างกายอย!างถาวร ทําให'เซลล 
นั้นมีความผิดปกติในการเจริญเติบโตและแบ!งตัว และเกิดการเปลี่ยนแปลงรูปร!างจากเซลล ธรรมดา
กลายเป
นเซลล มะเร็งในท่ีสุด ซ่ึงจะสามารถลุกลามไปยังอวัยวะข'างเคียงและแพร!กระจายไปยังท่ีอ่ืนๆใน
ร!างกาย (metastasis) ตามระบบน้ําเหลืองหรือระบบเลือด จนไปเกิดเป
นเซลล มะเร็งท่ีอวัยวะท่ีอยู!ไกล
ออกไปได' 

การรักษาโรคมะเร็งในป>จจุบัน มีท้ังการฉายรังสี (radiation therapy) การผ!าตัดเอาชิ้นเนื้อมะเร็ง
ออกไป (surgery) และการรักษาโดยใช'เคมีบําบัด (chemotherapy) โดยจะเลือกใช'วิธีใดวิธีหนึ่งหรือรักษา
หลายวิธีร!วมกันข้ึนกับชนิดและระยะของมะเร็ง ซ่ึงความแตกต!างของการใช'เคมีบําบัดกับการรักษาแบบ
สองวิธีแรกคือ ตัวยาจะสามารถเคลื่อนท่ีไปได'ทุกส!วนของร!างกายเพ่ือกําจัดเซลล มะเร็งท่ีแพร!กระจายไปยัง
อวัยวะอ่ืนๆ ได' ในขณะท่ีการฉายรังสีหรือการผ!าตัดจะเป
นการกําจัดมะเร็งเฉพาะส!วนท่ีได'รับการรักษา
เท!านั้น ในป>จจุบันมียาเคมีบําบัดท่ีผลิตออกมามากกว!า 100 ชนิด ซ่ึงยาแต!ละตัวจะมีคุณสมบัติท่ีแตกต!าง
กัน แต!ถึงแม'จะมียารักษามะเร็งอยู!มากมาย การคิดค'นวิจัยเพ่ือผลิตตัวยาใหม!ๆ หรือวิธีรักษาแบบใหม!ก็ยัง
เกิดข้ึนอยู!เรื่อยๆ โดยมีจุดมุ!งหมายเพ่ือเพ่ิมประสิทธิภาพในการรักษาให'โรคหายขาดหรือบรรเทาอาการให'
ผู'ปNวยมีคุณภาพชีวิตท่ีดีข้ึนและมีชีวิตอยู!ได'นานข้ึน เพ่ิมการตอบสนองต!อการรักษา เพ่ิมความจําเพาะของ
ตัวยาต!อเซลล มะเร็ง และมีความมุ!งหวังท่ีจะให'เกิดผลข'างเคียงกับผู'ปNวยน'อยท่ีสุด 

การนําสมุนไพรมาใช'ในการรักษาจึงเป
นอีกทางเลือกหนึ่งซ่ึงกําลังได'รับความสนใจท้ังในคนไทย
และชาวต!างชาติ เนื่องจากมีผลข'างเคียงท่ีน'อยกว!าการใช'สารเคมี เสียค!าใช'จ!ายท่ีถูกกว!า และเป
นการใช'
ประโยชน จากพืชท่ีหาได'ท่ัวไปในเขตชุมชนซ่ึงผู'ปNวยและครอบครัวมีความคุ'นเคยเป
นอย!างดี เป
นพืช
พ้ืนบ'านท่ีรับประทานในชีวิตประจําวันและอาจมีการบริโภคเป
นยารักษาโรคหรือยาบํารุงร!างกายตามคํา
บอกเล!าต!อๆกันมาอยู!แล'ว สารสกัดจากพืชในวงศ  Zingiberaceae หลายชนิด ก็มีรายงานการวิจัยว!า
สามารถยับยั้งการเจริญของเซลล มะเร็งได' เช!น curcumin ซ่ึงเป
นสารท่ีสกัดได'จากขม้ิน (Curcuma 

longa) มีฤทธิ์ในต'านอักเสบ ต'านอนุมูลอิสระ รวมท้ังต'านมะเร็งหลายชนิดท้ังในหลอดทดลองและในหนู 
เช!น มะเร็งต!อมลูกหมาก, มะเร็งรังไข! มะเร็งเต'านม เป
นต'น (Sinha D et al., 2012; Debata PR et al., 
2013; Lin YG et al., 2007; Mukhopadhyay A et al., 2001) สาร panduratin A ซ่ึงสกัดได'จาก
กระชาย (Boesenbergia pandurata) มีฤทธิ์ในการยับยั้งเซลล มะเร็งเต'านม MCF-7 และเซลล มะเร็ง
ลําไส' HT-29 (Kirana C et al., 2007), สารสกัดจากขิง (Zingiber officinale) สามารถต'านเซลล มะเร็ง
เต'านม MCF-7 และ MDA-MB-231 ได' และถ'าใช'ร!วมกับยา gemcitabine จะทําให'กระตุ'นการตายของ
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เซลล มะเร็งปากมดลูก Hela ได'มากข้ึน (Rahman S et al., 2011; Sharma C et al., 2009) ,สาร 
phenylbutenoid, (±)-trans-3-(3,4-Dimethoxyphenyl)-4-[(E)-3,4-dimethoxystyryl]cyclohexene 
(PSC) ซ่ึงสกัดได'จาก Zingiber cassumunar มีฤทธิ์ยับยั้งการแบ!งตัวของเซลล มะเร็งปอด A549 (Lee 
JW et al., 2007) และสารสกัดจาก Kaempferia galangal L. (ethyl p-methoxycinnamate) 
กระตุ'นการตาย (apoptosis) ของเซลล มะเร็งตับ HepG2 ได' เป
นต'น (Liu B et al., 2010) 

เร!วหอม มีชื่อวิทยาศาสตร ว!า Etlingera pavieana (Pierre ex Gagnep.) R.M. Sm. เป
นพืชใน
วงศ  Zingiberaceae เป
นไม'สกุลเดียวกับกาหลาและปุด พบมากในพ้ืนท่ีภาคตะวันออกของไทย เช!น 
จันทบุรี ระยอง และตราด (พงษ ศักด์ิ พลเสนา, 2550b) มีลักษณะเป
นไม'ล'มลุก ลําตันเป
นเหง'าใต'ดิน ใบ
เด่ียว เรียงสลับ ดอกช!อ แทงจากเหง'า ดอกย!อยสีแดง ทุกส!วนมีกลิ่นหอมแรง เหง'าหรือลําต'นใต'ดินใช'ขับ
ป>สสาวะ แก'ลม และแก'ท'องอืด ท'องเฟtอ (พงษ ศักด์ิ พลเสนา, 2550a) นอกจากนี้ในพ้ืนท่ีภาคตะวันออก
ของไทย มีการนําเหง'าของเร!วหอมมาใช'เป
นเครื่องเทศผสมในอาหาร เช!น กuวยเต๋ียวหมูเลียง แกงปNา และ
ผัดเผ็ด ในอดีตเร!วหอมนิยมปลูกเพ่ือเป
นพืชสวนครัวและปลูกแซมในสวนผลไม'เพ่ือขุดเหง'าจําหน!าย แต!ใน
ป>จจุบัน สถาบันวิจัยและพัฒนาแห!งมหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร  และกรมส!งเสริมการเกษตร ได'ส!งเสริมให'
เ กษตรกรปลู ก เ ร! วหอมใน เชิ งพา ณิชย ม าก ข้ึน  เ พ่ื อจํ าหน! า ย เหง' า ท้ั ง ในและนอกประ เทศ 
(http://www.kehakaset.com)  จากการศึกษาก!อนหน'านี้พบว!าส!วนสกัดจากเหง'าของเร!วหอมมีฤทธิ์ต'าน
อนุมูลอิสระ (Srisook และ Srisook, 2011) และต'านการอักเสบ โดยส!วนสกัดย!อยเฮกเซนและส!วนสกัด
ย!อยเอทิลอะซิเตตของส!วนสกัดเอทานอลจากเหง'าเร!วหอมมีฤทธิ์ต'านการอักเสบ โดยสามารถยับยั้งการ
ผลิตไนตริกออกไซด  และส!วนสกัดย!อยเอทิลอะซิเตตของเหง'าเร!วหอมยังยั้บยั้งการผลิตพรอสตาแกลนดิน 
E2 (PGE2) ในเซลล แมคโครฟาจท่ีเหนี่ยวนําด'วย LPS (เอกรัฐ ศรีสุข และกล!าวขวัญ ศรีสุข, 2551) ส!วนสกัด
ย!อยเอทิลอะซิเตตของเหง'าเร!วหอมนี้มีฤทธิ์ต'านการอักเสบโดยลดการแสดงออกของเอนไซม  iNOS ได' ลด
การกระตุ'น NF-κB ซ่ึงเป
น transcription factor สําคัญท่ีควบคุมการแสดงออกของเอนไซม  iNOS และ
เหนี่ยวนําการแสดงออกของเอนไซม  heme oxygenase-1 (Palachot, 2012) และเนื่องจากกระบวนการ
อักเสบมีความสัมพันธ กับการเกิดมะเร็งและการพัฒนาของโรคมะเร็งให'มีความรุนแรงมากข้ึน กล!าวคือ NF-
κB ปtองกันการตาย (apoptosis) ของ transformed cell และส!งเสริมให'มะเร็งลุกลาม (invasion) และ
แพร!กระจายไปยังอวัยวะอ่ืนได' (metastasis) (Greten FR et al., 2004; Yang CR et al., 2005; Luo 
JL et al., 2004) อีกท้ัง ไนตริกออกไซด ยังเก่ียวข'องกับเพ่ิมขนาดของก'อนมะเร็ง และสนับสนุนการ
แพร!กระจายของเซลล มะเร็งโดยส!งเสริมการลุกลามและการสร'างเส'นเลือดใหม! (angiogenesis) มายัง
ก'อนมะเร็งอีกด'วย (Rao CV, 2004) นอกจากนี้ ยังมีรายงานการศึกษากลไกของ curcumin ในการยับยั้ง
การเติบโตของก'อนมะเร็งและการสร'างเส'นเลือดใหม!ในมะเร็งรังไข!โดยผ!านทางการยับยั้งวิถี NF-κB (Lin 
YG et al., 2007) ซ่ึงจากข'อมูลสนับสนุนเหล!านี้ ทําให'คณะผู'วิจัยมีความสนใจท่ีจะศึกษาการยับยั้งการ
เจริญของเซลล มะเร็งด'วยสารสกัดจากเร!วหอม โดยจะเริ่มจากการศึกษาในมะเร็งท่ีพบมากท่ีสุดในคนไทย 4 
ชนิด แล'วจึงศึกษาลึกลงไปถึงกลไกยับยั้งการเจริญของเซลล มะเร็งของสารประกอบบริสุทธิ์ (pure 
compound) ท่ีสกัดแยกได'จากเร!วหอมต!อยีนท่ีควบคุมการเจริญเติบโต ยีนควบคุมการตาย ยีนท่ี
ควบคุมวัฏจักรของเซลล  และยีนในวิถี NF-κB และเปรียบเทียบฤทธิ์กับยารักษามะเร็งในป>จจุบัน 
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บทที่ 3 

วิธีการดําเนินการวิจัย 

 

ภาพรวมของข้ันตอนการวิจัยท้ังหมดแสดงได�ดังแผนภาพด�านล�าง 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

3.1  การเตรียมพืชสมุนไพร 
เหง�าของเร�วหอมจะถูกเก็บจากอําเภอขลุง จังหวัดจันทบุรี เหง�าข�าจะถูกเก็บจากจังหวัด

ชลบุรี และเหง�าขม้ินจะถูกเก็บจากจังหวัดระยอง นําเหง�าของเร�วหอม ข�า และขม้ิน มาล�างด�วย
น้ําประปาแล�วหั่นให�เป/นชิ้นเล็กๆ ก�อนนําไปอบให�แห�งท่ีอุณหภูมิ 50 °C จากนั้นนํามาบดให�ละเอียด
ด�วยเครื่องป78น แล�วชั่งน้ําหนักพืชท่ีป78นได�ท้ังหมด 

 
3.2  การสกัดสารจากเหง�าเร�วหอม ข�า และขม้ิน 

นําเหง�าแห�งของเร�วหอม ข�า และขม้ินท่ีบดละเอียดแล�วมาห�อด�วยผ�าขาวบางแล�วแช�ลงใน
สารละลายเอทานอลในอัตราส�วน 1 ต�อ 10 เป/นเวลา 5 วัน กรองสารสกัดท่ีได� แล�วนําห�อของผงเหง�า
มาสกัดซํ้าด�วยเอทานอลอีก 2 ครั้ง นําสารสกัดท่ีได�มาทําการระเหยตัวทําละลายเอทานอลด�วยเครื่อง
ระเหยสุญญากาศแบบหมุน และเครื่องดูดสุญญากาศ ตามลําดับ ชั่งน้ําหนักของสารสกัดท่ีได� จากนั้น
นําสารสกัดเอทานอลของเหง�าเร�วหอมมาสกัดแยกส�วนด�วยเฮกเซน และเอทิลอะซิเตท ตามลําดับ จะ
ได�เป/นส�วนสกัดย�อยเฮกเซน ส�วนสกัดย�อยเอทิลอะซิเตท และส�วนสกัดย�อยน้ํา ตามลําดับ ระเหยตัว
ทําละลายออกด�วยเครื่องระเหยสุญญากาศแบบหมุนและตามด�วยเครื่องดูดสุญญากาศ ชั่งน้ําหนักส�วน
สกัดย�อยท่ีได� นําไปเก็บท่ีอุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียสโดยไม�ให�โดนแสง รอนําไปทดสอบฤทธิ์ต�อไป 

สารสกัดเอทานอลจาก
เหง�าเร�วหอม 

ทดสอบการอยู�รอดของเซลลCมะเร็งลําไส�ใหญ� มะเร็งตับ มะเร็งปากมดลูก  
มะเร็งเต�านม  และเซลลCท่ีไม�ใช�มะเร็ง (9 ชนิด) ด�วย MTT assay 

(เปรียบเทียบระหว�างเซลลCท่ีไม�ใช�มะเร็งกับเซลลCมะเร็ง และระหว�างเซลลCมะเร็งด�วยกัน 
และเปรียบเทียบฤทธิ์ของสารสกัดจากเร�วหอมกับสารสกัดจากข�าและขม้ิน) 

สารสกัดเอทานอลจากข�าและ
สารสกัดเอทานอลจากขม้ิน 

- ส�วนสกัดย�อยเฮกเซน 
- ส�วนสกัดย�อยเอทิลอะซิเตท 
- ส�วนสกัดย�อยน้ํา 
 

สารประกอบบริสุทธิ์จากส�วนสกัด
ย�อยท่ีออกฤทธิ์ดีท่ีสุด 

ชนิดเซลลCมะเร็งท่ีถูกยับยั้งได�มาก
ท่ีสุดจากสารสกัดเร�วหอม 

MTT assay 

คอ
ลัม

นC 
โค

รม
าโ

ตก
รา

ฟM 

การทดลองต�อเนื่องในปMถัดไป 
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3.3 การสกัดแยกสารประกอบท่ีมีฤทธิ์จากส�วนสกัดย�อยเอทิลอะซิเตทจากเหง�าเร�วหอมด�วยคอลัมนC 
โครมาโตกราฟM 

ส�วนสกัดย�อยเอทิลอะซิเตทได�ถูกนําไปแยกหาสารประกอบบริสุทธิ์ด�วยวิธีคอลัมนCโครมาโตก
ราฟM ตามวิธีท่ีรายงานใน (เอกรัฐ ศรีสุข และกล�าวขวัญ ศรีสุข, 2555) โดยใช� silica gel เป/นเฟสคงท่ี 
และใช�สารผสม methanol และ dichloromethane อัตราส�วน 0.5 : 99.05 เป/นเฟสเคลื่อนท่ี 
จากนั้นทําการวิเคราะหCด�วยเทคนิค TLC และทําการรวมสารท่ีมีแถบสีบน TLC plate เหมือนกันเข�า
ไว�ด�วยกัน นําไประเหยแห�งด�วยด�วยเครื่องระเหยสุญญากาศแบบหมุนและตามด�วยเครื่องดูด
สุญญากาศ และนําไปทดสอบฤทธิ์ต�านมะเร็งด�วยวิธี MTT จากนั้นส�วนสกัดย�อย (subfraction) ท่ีมี
ฤทธิ์ท่ีดีท่ีสุดจะถูกนําไปทําการพิสูจนCโครงสร�างของสารโดยเทคนิคสเปกโทรสโคปM และเปรียบเทียบ
สเปกตรัม NMR ต�อไป 

 

3.4 การเลี้ยงเซลลC 

เซลลC ท่ี ใช� ศึกษา ได�แก�  เซลลCมะเร็ งตับ (HepG2) เซลลCมะเร็งลําไส� ใหญ� (HCT116) 
เซลลCมะเร็งเต�านม (MCF-7 และ MDA-MB-231) และเซลลCมะเร็งปากมดลูก (C33A, SiHa และ 
Hela) เปรียบเทียบกับเซลลCท่ีไม�ใช�มะเร็ง (293T และ HaCaT) เซลลCท้ังหมดจะถูกเลี้ยงในอาหาร 
Dulbecco’s modified Eagle’s medium (DMEM) ซ่ึงมี  100 U/ml penicillin, 100 µg/ml 
streptomycin, และ 10% heat-inactivated fetal bovine serum (FBS) ในตู�บ�ม 37 องศา
เซลเซียส ท่ีมีคารCบอนไดออกไซดC 5 %  

 

3.5 การทดสอบฤทธิ์ของสารสกัดต�อการมีชีวิตรอดของเซลลCมะเร็งด�วยวิธี MTT assay 
(Wanichwatanadecha P et al., 2012) 

เซลลCมะเร็งและเซลลCท่ีไม�ใช�มะเร็งจะถูกเลี้ยงใน 96-well plate ในสภาวะท่ีเหมาะสมก�อน
ทําการทดสอบ 24 ชั่วโมง จากนั้นจะใส�สารทดสอบ ได�แก� สารสกัดเร�วหอม สารสกัดข�า สารสกัดขม้ิน 
หรือส�วนสกัดย�อยต�างๆ ของเร�วหอม ซ่ึงละลายด�วย DMSO ผสมลงในอาหารเลี้ยงเซลลCให�มีความ
เข�มข�นสุดท�ายตามท่ีต�องการ หลังจากนั้นบ�มเซลลCไว� 24 48 หรือ 72 ชั่วโมง ท่ี 37 องศาเซลเซียสใน
สภาวะท่ีมีคารCบอนไดออกไซดC 5% แล�วเปลี่ยนเป/นอาหารเลี้ยงท่ีมีสารละลาย MTT 5 มิลลิกรัมต�อ
มิลลิลิตรซ่ึงละลายในสารละลายบัฟเฟอรC 1X PBS ลงไป นําเซลลCกลับไปบ�มท่ี 37 องศาเซลเซียสต�อ
อีก 4 ชั่วโมง จากนั้นละลายผลึกสาร formazan ท่ีเกิดข้ึนด�วย 200 µl DMSO ผสมให�เข�ากันดี แล�ว
นําไปวัดค�าการดูดกลืนแสงท่ี 540 นาโนเมตรด�วยเครื่อง microplate reader แสดงผลในรูปร�อยละ
ของเซลลCท่ีมีชีวิตซ่ึงคํานวณจาก  

ร�อยละของเซลลCท่ีมีชีวิต =    ค�าการดูดกลืนแสงของหลุมท่ีใส�สารสกัด     X 100 

                                  ค�าการดูดกลืนแสงของหลุมท่ีไม�ใส�สารสกัด  

โดยจะเป/นค�าเฉลี่ยจากการทําการทดลองอย�างน�อย 3 ครั้ง ครั้งละ 3 ซํ้า แล�วรายงานผลการ
ยับยั้งมะเร็งของสารสกัดด�วยค�า IC50 (ค�าความเข�มข�นของสารสกัดท่ีสามารถยับยั้งการเจริญของเซลลC
ได� 50%) 
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3.6 การวิเคราะหCค�าทางสถิติ 

ผลการทดลองท่ีแสดงเป/นค�าเฉลี่ย ± ค�าเบ่ียงเบนมาตรฐาน ของผลการทดลองอย�างน�อย 3 
ครั้งท่ีเป/นอิสระต�อกัน แต�ละครั้งทํา 3 ซํ้า วิเคราะหCข�อมูลการทดลองท่ีได� โดยเปรียบเทียบแบบ two-
tailed student’s t-test และ one-way ANOVA โดยกําหนดค�าความมีนัยสําคัญทางสถิติท่ี 
p<0.05 
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บทที่ 4 
ผลการวิจัย 

 
4.1 ผลการสกัดสารจากเหง�าเร�วหอม ข�า และขมิ้น  
 จากการสกัดสารจากเหงาเร�วหอม ข�า และขม้ิน ดวยตัวทําละลายเอทานอล ไดสารสกัดหยาบปริมาณ 
167.07 4.24 และ 16.47 กรัม ตามลําดับ ซ่ึงมีลักษณะทางกายภาพ และรอยละน้ําหนักสารท่ีได (%Yield) 
ดังตารางท่ี 4-1  

ตารางท่ี 4-1 ลักษณะทางกายภาพ น้ําหนักของสารท่ีได และ %yield ของสารสกัดหยาบท้ังสามชนิด  

ชนิดของสารสกัด 
น้ําหนักเริ่มตน 

(กรัม) 
น้ําหนักสารท่ีสกัดได 

(กรัม) 
%Yield ลักษณะทางกายภาพ 

สารสกัดหยาบข�า 40 4.24 10.6 เหนียวขน สีน้าํตาล 

สารสกัดหยาบขม้ิน 50 16.47 32.94 เหนียวขน สีสมปนเหลือง 

สารสกัดหยาบเร�วหอม 1877.73 167.07 8.9 เหนียวขน สีน้าํตาลเขม 

 

4.2 ผลการทดสอบฤทธิ์ในการยับย้ังการเจริญของเซลล*มะเร็งของสารสกัดหยาบเอทานอล 
จากการศึกษาการมีชีวิตรอดของเซลล?มะเร็งชนิดต�างๆ และเซลล?ท่ีไม�ใช�มะเร็งดวยวิธี MTT ท่ีไดรับ

สารสกัดหยาบเอทานอลจากเหงาเร�วหอมท่ีความเขมขน 50-400 µg/ml ท่ีเวลาบ�ม 3 ช�วงเวลาคือ 24 48 
และ 72 ชั่วโมง โดยกําหนดใหการเจริญของเซลล?ท่ีเลี้ยงในอาหารผสม 0.2% DMSO มีค�าเปอร?เซ็นต?การมีชีวิต
รอด (%cell viability) เท�ากับ 100% ไดผลดังภาพท่ี 4-1 และค�า IC50 ของสารสกัดหยาบท้ังสามชนิดต�อ
เซลล?ชนิดต�างๆ รายงานดังตารางท่ี 4-2 ผลการทดสอบแสดงใหเห็นว�า สารสกัดหยาบเอทานอลจากพืชท้ังสาม
ชนิดสามารถยับยั้งการเจริญของเซลล?มะเร็งไดทุกชนิด โดยฤทธิ์จะข้ึนกับความเขมขนของสารสกัดท่ีใชและ
ระยะเวลาในการบ�ม นั่นคือ การยับยั้งจะเห็นไดชัดท่ีสุดเม่ือใชความเขมขนสารสกัดสูงสุด ท่ีเวลาบ�ม 72 ชั่วโมง 
และเม่ือเปรียบเทียบประสิทธิภาพในการยับยั้งเซลล?มะเร็งของสารสกัดหยาบท้ังสามชนิด พบว�าสารสกัดจาก
เหงาข�ามีฤทธิ์ท่ีดีท่ีสุด รองลงมาคือ สารสกัดจากเหงาขม้ิน และเหงาเร�วหอม ตามลําดับ โดยเซลล?มะเร็งท่ีสาร
สกัดเหงาข�ายับยั้งไดดีท่ีสุดคือ เซลล?มะเร็งปากมดลูกชนิด C33A (IC50 < 10 µg/ml) เซลล?มะเร็งท่ีสารสกัด
เหงาขม้ินยับยั้งไดดีท่ีสุดคือ เซลล?มะเร็งเตานมชนิด MDA-MB-231 (IC50 < 10 µg/ml) และเซลล?มะเร็งท่ีสาร
สกัดเหงาเร�วหอมยับยั้งไดดีท่ีสุดคือ เซลล?มะเร็งเตานมชนิด MDA-MB-231 (IC50 เท�ากับ 82 µg/ml) 
นอกจากนี้ ยังพบว�าสารสกัดจากเหงาข�าและขม้ินมีความเป̀นพิษต�อเซลล?ท่ีไม�ใช�มะเร็ง 293T และ HaCaT 
ดวย ในขณะท่ีสารสกัดจากเหงาเร�วหอมไม�แสดงความเป̀นพิษต�อเซลล?ท่ีไม�ใช�มะเร็ง (IC50 > 400 µg/ml) 
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ภาพท่ี 4-1 ค�าเปอร?เซ็นต?การมีชีวิตรอดของเซลล?ชนิดต�างๆ ท่ีสัมผัสกับสารสกัดหยาบจากเหงาเร�วหอมท่ีความ
เขมขนต�างๆ บ�มเป̀นเวลา 24 48 และ 72 ชั่วโมง  
(* แสดงความแตกต�างอย�างมีนัยสําคัญทางสถิติระหว�างกลุ�มเซลล?ท่ีไดรับและไม�ไดรับสารสกัด (p<0.05) และ 
# แสดงความแตกต�างอย�างมีนัยสําคัญทางสถิติระหว�างเซลล?มะเร็งและเซลล?ท่ีไม�ใช�มะเร็งท่ีไดรับสารสกัดความ
เขมขนเดียวกัน (p<0.05)) 
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ตารางท่ี 4-2 ค�า IC50 ของสารสกัดหยาบเอทานอลจากเหงาเร�วหอม ข�า และขม้ิน ต�อเซลล?ต�างๆ ท่ีใชทดสอบ 

 

4.3 ผลการแยกส�วนสกัดย�อยจากสารสกัดหยาบเอทานอลของเหง�าเร�วหอมและฤทธิ์การยับย้ัง
มะเร็งของส�วนสกัดย�อยต�างๆ  

สารสกัดหยาบจากเหงาเร�วหอมไดถูกนํามาสกัดแยกส�วนดวยตัวทําละลายเฮกเซนและเอทิลอะซิเตท 
ไดเป̀นส�วนสกัดย�อยเฮกเซน ส�วนสกัดย�อยเอทิลอะซิเตท และส�วนสกัดย�อยน้ํา ตามลําดับ พบว�าส�วนสกัดท่ีมี
ปริมาณสูงท่ีสุดคือ ส�วนสกัดย�อยน้ํา (56.73%) รองลงมาคือ ส�วนสกัดย�อยเอทิลอะซิเตท (19.23%) และส�วน
สกัดย�อยเฮกเซน (10.88%) ตามลําดับ  

จากผลการทดสอบดวยวิธี MTT ท่ีความเขมขนเท�ากับ 100-400 µg/ml เป̀นเวลา 24 48 และ 72 
ชั่วโมง พบว�าส�วนสกัดย�อยเฮกเซนและเอทิลอะซิเตทสามารถยับยั้งการเจริญของเซลล?มะเร็งแต�ละชนิดได
แตกต�างกัน โดยฤทธิ์จะเพ่ิมข้ึนเม่ือเพ่ิมความเขมขนของส�วนสกัดย�อยหรือเวลาท่ีใชในบ�ม ในขณะท่ีส�วนสกัด
ย�อยน้ําไม�มีฤทธิ์ในการยับยั้งเซลล?มะเร็งท่ีใชทดสอบทุกชนิด (ภาพท่ี 4-2 ถึง 4-4) เม่ือพิจารณาเปอร?เซ็นต?การ
มีชีวิตรอดของเซลล?ท่ีไดรับส�วนสกัดย�อยเฮกเซนท่ีความเขมขน 400 µg/ml เป̀นเวลา 72 ชั่วโมง พบว�า
เซลล?มะเร็งปากมดลูกชนิด C33A มีชีวิตรอดนอยท่ีสุด (%cell viability เท�ากับ 10.91±1.16 %) รองลงมา
เป̀นเซลล?มะเร็งเตานมชนิด MCF-7 (%cell viability เท�ากับ 35.92±4.82 %) แต�ไม�พบการยับยั้งเซลล?มะเร็ง
เตานมชนิด MDA-MB-231 ในขณะท่ีส�วนสกัดย�อยเอทิลอะซิเตทสามารถลดการมีชีวิตรอดของเซลล?มะเร็งได
ทุกชนิด โดยสามารถยับยั้งการเจริญของเซลล?มะเร็งลําไสใหญ�ชนิด HCT116 ไดดีท่ีสุด (%cell viability 
เท�ากับ 7.56±1.46 %) รองลงมาเป̀นเซลล?มะเร็งปากมดลูกชนิด HeLa (%cell viability เท�ากับ 13.67±1.11 
%) อย�างไรก็ตาม แมส�วนสกัดย�อยเฮกเซนและเอทิลอะซิเตทจะใหผลการยับยั้งเซลล?มะเร็งท่ีดีในสภาวะนี้ แต�
การไดรับสารท่ีความเขมขน 400 µg/ml และเวลา 72 ชั่วโมง จะส�งผลต�อการเจริญของเซลล?ท่ีไม�ใช�มะเร็งท้ัง
สองชนิดดวย โดยเม่ือพิจารณาในทุกช�วงเวลาแลวจะเห็นไดว�า การใชเวลาบ�ม 24 ชั่วโมงเป̀นสภาวะท่ี
เหมาะสมกว�า เนื่องจากส�วนสกัดย�อยเอทิลอะซิเตทยังคงแสดงฤทธิ์ในการยับยั้งการเจริญของเซลล?มะเร็งไดทุก
ชนิด (ยกเวนเซลล? MCF-7) และไม�เป̀นพิษต�อเซลล? HaCaT และเซลล? 293T ดังนั้นส�วนสกัดย�อยเอทิลอะซิ-
เตทจะถูกนําไปแยกหาสารประกอบบริสุทธิ์ดวยวิธีคอลัมน?โครมาโตกราฟjต�อไป 

เซลล? 

ค�า IC50 (µg/ml) 

สารสกัดหยาบเหงาเร�วหอม สารสกัดหยาบเหงาข�า สารสกัดหยาบเหงาขมิ้น 

24 ชม. 48 ชม. 72 ชม. 24 ชม. 48 ชม. 72 ชม. 24 ชม. 48 ชม. 72 ชม. 
293T >400 >400 299  104 52 <10 56 54 46 

HaCaT >400 >400 >400 34 16 <10 46 42 <10 

MDA-MB-231 178  268  82  28 38 <10 28 32 <10 

MCF-7 >400 >400 272  38 56 26 52 56 44 

HCT116 294  152  164  40 52 32 52 48 36 

HepG2 376  >400 145  54 56 30 56 38 37 

C33A 220  243  170  16 <10 <10 32 32 20 

HeLa 160  165  166  80 68 40 56 38 42 

SiHa 182  147  192  52 64 32 56 48 40 
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ภาพท่ี 4-2 เปอร?เซ็นต?การมีชีวิตรอดของเซลล?ท่ีสัมผัสกับส�วนสกัดย�อยเฮกเซนท่ีความเขมขนต�างๆ ท่ีเวลา 24 
48 และ 72 ชั่วโมง  
(* แสดงความแตกต�างอย�างมีนัยสําคัญทางสถิติระหว�างกลุ�มเซลล?ท่ีไดรับและไม�ไดรับสารสกัด (p<0.05) และ 
# แสดงความแตกต�างอย�างมีนัยสําคัญทางสถิติระหว�างเซลล?มะเร็งและเซลล?ท่ีไม�ใช�มะเร็งท่ีไดรับสารสกัดความ
เขมขนเดียวกัน (p<0.05)) 
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ภาพท่ี 4-3 เปอร?เซ็นต?การมีชีวิตรอดของเซลล?ท่ีสัมผัสกับส�วนสกัดย�อยเอทิลอะซิเตทท่ีความเขมขนต�างๆ ท่ี
เวลา 24 48 และ 72 ชั่วโมง  
(* แสดงความแตกต�างอย�างมีนัยสําคัญทางสถิติระหว�างกลุ�มเซลล?ท่ีไดรับและไม�ไดรับสารสกัด (p<0.05) และ 
# แสดงความแตกต�างอย�างมีนัยสําคัญทางสถิติระหว�างเซลล?มะเร็งและเซลล?ท่ีไม�ใช�มะเร็งท่ีไดรับสารสกัดความ
เขมขนเดียวกัน (p<0.05)) 
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ภาพท่ี 4-4 เปอร?เซ็นต?การมีชีวิตรอดของเซลล?ท่ีสัมผัสกับส�วนสกัดย�อยน้ําท่ีความเขมขนต�างๆ ท่ีเวลา 24 48 
และ 72 ชั่วโมง  
(* แสดงความแตกต�างอย�างมีนัยสําคัญทางสถิติระหว�างกลุ�มเซลล?ท่ีไดรับและไม�ไดรับสารสกัด (p<0.05) และ 
# แสดงความแตกต�างอย�างมีนัยสําคัญทางสถิติระหว�างเซลล?มะเร็งและเซลล?ท่ีไม�ใช�มะเร็งท่ีไดรับสารสกัดความ
เขมขนเดียวกัน (p<0.05)) 
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4.4 ผลการแยก sub-fraction ของส�วนสกัดย�อยเอทิลอะซิเตท 
 ส�วนสกัดย�อยเอทิลอะซิเตทถูกนํามาแยกดวยวิธีคอลัมน?โครมาโตกราฟj โดยใช 0.5% 

methanol/dichloromethane เป̀นตัวชะ จากนั้น sub-fraction ท่ีไดท้ังหมดจะถูกนําไปวิเคราะห?ดวย TLC 
(ภาพท่ี 4-5) ซ่ึงในทายท่ีสุดจะได sub-fraction ท้ังหมดจํานวน 5 sub-fraction คือ sub-fraction F1 F2 F3 
F4 และ F5 โดยมีลักษณะทางกายภาพ น้ําหนักของสารท่ีได และ %yield ของ sub-fraction แต�ละชนิด
แสดงดังตารางท่ี 4-3 ซ่ึงพบว�า sub-fraction F5 มีปริมาณมากท่ีสุด รองลงมาเป̀น sub-fraction F2 F1 F3 
และ F4 ตามลําดับ 
 
ตารางท่ี 4-3 ลักษณะทางกายภาพ น้ําหนักของสารท่ีได และ %yield ของ sub-fraction แต�ละชนิดจากส�วน
สกัดย�อยเอทิลอะซิเตท 

ชนิดของสารสกัด 
น้ําหนักเริ่มตน 

(กรัม) 
น้ําหนักสารสกัด 

(กรัม) 
% yield ลักษณะทางกายภาพ 

sub-fraction F1 

13 

0.13 0.98 เหนียวขน สีน้าํตาลอมเขียว 

sub-fraction F2 0.26 1.97 เหนียวขน สีน้าํตาล 

sub-fraction F3 0.08 0.61 เหนียวขน สีน้าํตาล 

sub-fraction F4 0.07 0.6 เหนียวขน สีน้าํตาล 

sub-fraction F5 5.6 43.03 เหนียวขน สีน้าํตาลเขม 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพท่ี 4-5 TLC pattern ของส�วนสกัดย�อยเอทิลอะซิเตท (1), sub-fraction F1 (2), sub-fraction F2 (3), 
sub-fraction F3 (4), sub-fraction F4 (5) และ sub-fraction F5 (6) ท่ีรันดวยตัวทําละลาย 0.5% 
methanol/dichloromethane บันทึกภาพภายใตแสงยูวี 
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4.5 ผลการทดสอบฤทธิ์ในการยับย้ังเซลล*มะเร็งของ sub-fraction จากส�วนสกัดย�อยเอทิล-
อะซิเตท  

ผลการทดสอบดวยวิธี MTT ของ sub-fraction ท้ัง 5 ชนิด ท่ีความเขมขนต้ังแต� 25-100 µg/ml เป̀น
เวลา 24 48 และ 72 ชั่วโมง แสดงไดดังภาพท่ี 4-6 ถึง 4-10 ซ่ึงพบว�าการมีชีวิตรอดของเซลล?ต�างๆ จะแปรผัน
ตรงกับความเขมขนของ sub-fraction และระยะเวลาท่ีใชในการบ�ม โดยเม่ือใชสารท่ีความเขมขน 100 
µg/ml และเวลาบ�ม 72 ชั่วโมง พบว�า sub-fraction ท้ัง 5 ชนิดจะเป̀นพิษต�อท้ังเซลล?มะเร็งและเซลล?ท่ีไม�ใช�
มะเร็ง โดยเซลล?แต�ละชนิดจะมีระดับการตอบสนองต�อ sub-fraction แต�ละชนิดแตกต�างกันออกไป 
เซลล?มะเร็งเตานมชนิด MDA-MB-231 จะถูกยับยั้งไดดีท่ีสุดดวย sub-fraction F1, F4 และ F3 มีค�า %cell 
viability เท�ากับ 4.71±0.53, 5.13±0.86 และ 5.55±0.59 ตามลําดับ นอกจากนี้ sub-fraction ท้ัง 3 ชนิดนี้ 
ก็ยังมีฤทธิ์ในการยับยั้งการเจริญของเซลล?มะเร็งลําไสใหญ�ชนิด HCT116 ไดดีท่ีสุดเช�นเดียวกัน โดยมีค�า %cell 
viability เท�ากับ 4.16±0.61, 5.32±1.23 และ 5.94±2.15 ตามลําดับ สําหรับเซลล?มะเร็งปากมดลูกชนิด 
C33A พบว�า sub-fraction F4 มีฤทธิ์ในการยับยั้งเซลล?มะเร็งชนิดนี้ไดดีกว�า sub-fraction F1 และ sub-
fraction F3 เล็กนอย โดยมีค�า %cell viability เท�ากับ 6.14±2.62, 6.30±1.72 และ 6.86±1.40 ตามลําดับ 
และในเซลล?มะเร็งตับชนิด HepG2 พบว�ามีความไวต�อ sub-fraction F3 มากท่ีสุด โดยมีค�า %cell viability 
เท�ากับ 15.18±10.37 รองลงมาคือ sub-fraction F4 และ F2 มีค�า %cell viability เท�ากับ 9.64±2.88 และ 
25.43±20.53 ตามลําดับ อย�างไรตาม ผลการทดสอบพบว�า sub-fraction ท้ัง 5 ชนิดนี้ มีความเป̀นพิษต�อ
เซลล?ท่ีไม�ใช�มะเร็งดวยหากใชความเขมขนสูงและเวลาบ�มท่ีนาน ซ่ึงเม่ือพิจารณาฤทธิ์ของ sub-fraction 
ท้ังหมดในทุกช�วงเวลา พบว�าท่ี 24 ชั่วโมง sub-fraction F1 ท่ีความเขมขนตํ่ากว�า 50 µg/ml ไม�เป̀นพิษต�อ
เซลล?ท่ีไม�ใช�มะเร็ง แต�ยังสามารถยับยั้งการเจริญของเซลล?มะเร็ง C33A, MDA-MB-231 และ HCT116 ได 
ดังนั้น sub-fraction F1 จะถูกเลือกเพ่ือนําไปแยกหาสารประกอบบริสุทธิ์ต�อไป 
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ภาพท่ี 4-6 การมีชีวิตรอดของเซลล?ต�างๆ ท่ีไดรับ sub-fraction F1 ท่ีความเขมขน 25 - 100 µg/ml เป̀น
เวลา 24 48 และ 72 ชั่วโมง  
(* แสดงความแตกต�างอย�างมีนัยสําคัญทางสถิติระหว�างกลุ�มเซลล?ท่ีไดรับและไม�ไดรับสารสกัด (p<0.05) และ 
# แสดงความแตกต�างอย�างมีนัยสําคัญทางสถิติระหว�างเซลล?มะเร็งและเซลล?ท่ีไม�ใช�มะเร็งท่ีไดรับสารสกัดความ
เขมขนเดียวกัน (p<0.05)) 
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ภาพท่ี 4-7 การมีชีวิตรอดของเซลล?ต�างๆ ท่ีไดรับ sub-fraction F2 ท่ีความเขมขน 25 - 100 µg/ml เป̀น
เวลา 24 48 และ 72 ชั่วโมง  
(* แสดงความแตกต�างอย�างมีนัยสําคัญทางสถิติระหว�างกลุ�มเซลล?ท่ีไดรับและไม�ไดรับสารสกัด (p<0.05) และ 
# แสดงความแตกต�างอย�างมีนัยสําคัญทางสถิติระหว�างเซลล?มะเร็งและเซลล?ท่ีไม�ใช�มะเร็งท่ีไดรับสารสกัดความ
เขมขนเดียวกัน (p<0.05)) 
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ภาพท่ี 4-8 การมีชีวิตรอดของเซลล?ต�างๆ ท่ีไดรับ sub-fraction F3 ท่ีความเขมขน 25 - 100 µg/ml เป̀น
เวลา 24 48 และ 72 ชั่วโมง  
(* แสดงความแตกต�างอย�างมีนัยสําคัญทางสถิติระหว�างกลุ�มเซลล?ท่ีไดรับและไม�ไดรับสารสกัด (p<0.05) และ 
# แสดงความแตกต�างอย�างมีนัยสําคัญทางสถิติระหว�างเซลล?มะเร็งและเซลล?ท่ีไม�ใช�มะเร็งท่ีไดรับสารสกัดความ
เขมขนเดียวกัน (p<0.05)) 
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ภาพท่ี 4-9 การมีชีวิตรอดของเซลล?ต�างๆ ท่ีไดรับ sub-fraction F4 ท่ีความเขมขน 25 - 100 µg/ml เป̀น
เวลา 24 48 และ 72 ชั่วโมง  
(* แสดงความแตกต�างอย�างมีนัยสําคัญทางสถิติระหว�างกลุ�มเซลล?ท่ีไดรับและไม�ไดรับสารสกัด (p<0.05) และ 
# แสดงความแตกต�างอย�างมีนัยสําคัญทางสถิติระหว�างเซลล?มะเร็งและเซลล?ท่ีไม�ใช�มะเร็งท่ีไดรับสารสกัดความ
เขมขนเดียวกัน (p<0.05)) 
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ภาพท่ี 4-10 การมีชีวิตรอดของเซลล?ต�างๆ ท่ีไดรับ sub-fraction F5 ท่ีความเขมขน 25 - 100 µg/ml เป̀น
เวลา 24 48 และ 72 ชั่วโมง 
(* แสดงความแตกต�างอย�างมีนัยสําคัญทางสถิติระหว�างกลุ�มเซลล?ท่ีไดรับและไม�ไดรับสารสกัด (p<0.05) และ 
# แสดงความแตกต�างอย�างมีนัยสําคัญทางสถิติระหว�างเซลล?มะเร็งและเซลล?ท่ีไม�ใช�มะเร็งท่ีไดรับสารสกัดความ
เขมขนเดียวกัน (p<0.05)) 
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บทที่ 5 
อภิปราย และสรุปการทดลอง  

 
5.1 อภิปรายผลการทดลอง 
 ในการทดลองครั้งนี้ แสดงให�เห็นว�าสารสกัดจากเหง�าเร�วหอมซ่ึงเป�นพืชสมุนไพรและส�วนผสมของ
เครื่องปรุงอาหารต�างๆ ของชาวจันทบุรีนั้น มีฤทธิ์ในการยับยั้งการเจริญของเซลล1มะเร็งชนิดต�างๆ ท่ีใช�ใน
การทดสอบได� โดยท่ีไม�เป�นพิษต�อเซลล1ท่ีไม�ใช�มะเร็ง โดยฤทธิ์จะข้ึนอยู�กับชนิดของเซลล1 ความเข�มข�นท่ีใช� 
และระยะเวลาท่ีใช�ในการบ�ม 
 ฤทธิ์ในการยับยั้งการเจริญของเซลล1มะเร็งของเหง�าเร�วหอมนี้ได�ถูกรายงานไว�ในงานวิจัยของ 
Tachai และ Nuntawong (2016) ซ่ึงได�ทําการสกัดสารจากเหง�าเร�วหอมด�วยตัวทําละลาย 3 ชนิด ได�แก� 
เฮกเซน ไดคลอโรมีเทน และเมทานอล โดยสกัดแบบต�อเนื่องกันตามลําดับ ซ่ึงพบว�าสารสกัดไดคลอโรมีเทน
สามารถยับยั้งการเจริญของเซลล1มะเร็งปอดของมนุษย1ชนิด NCI-H187 ได� โดยมีค�า IC50 เท�ากับ 17.33 
µg/ml แต�ไม�แสดงฤทธิ์ต�อเซลล1มะเร็งเต�านมชนิด MCF-7 และเซลล1มะเร็งช�องปาก KB ซ่ึงสอดคล�องกับผล
การทดลองในงานวิจัยชิ้นนี้ท่ีแสดงให�เห็นว�าเซลล1มะเร็ง MCF-7 จะถูกยับยั้งได�ก็ต�อเม่ือใช�สารสกัดหยาบเอ
ทานอลจากเหง�าเร�วหอมท่ีความเข�มข�นสูง (ค�า IC50 เท�ากับ 272 µg/ml) (ตารางท่ี 4-2) นอกจากนี้ สาร
สกัดจากดอกดาหลา (Etlingera elatior) ซ่ึงเป�นพืชท่ีอยู�ในสกุล Etlingera เช�นเดียวกับเร�วหอมได�เคยถูก
รายงานว�าสามารถยับยั้งการเจริญของเซลล1มะเร็งเต�านมชนิด MCF-7 และ MDA-MB-231 ได� โดยมีค�า 
IC50 เท�ากับ 173.1 และ 196.2 µg/ml ตามลําดับ (Ghasemzadeh et al., 2015) ซ่ึงจะเห็นว�า
เซลล1มะเร็งเต�านมชนิด MDA-MB-231 มีการตอบสนองต�อสารสกัดหยาบจากเหง�าเร�วหอมได�ดีกว�าสารสกัด
จากดอกดาหลา แต�จะต�างจากเซลล1 MCF-7 ท่ีมีการตอบสนองท่ีตรงกันข�าม   

นอกจากนี้ ในงานวิจัยชิ้นนี้ได�ทําการทดสอบความเป�นพิษของสารสกัดหยาบเอทานอลจากเหง�าเร�ว
หอมต�อเซลล1ต�างๆ และเปรียบเทียบฤทธิ์กับสารสกัดจากพืชอีก 2 ชนิดซ่ึงอยู�ในวงศ1 Zingiberaceae 
เช�นเดียวกัน คือ ข�า และขม้ิน (ตารางท่ี 4-2) แม�ผลการทดสอบจะแสดงให�เห็นว�าสารสกัดหยาบจากพืชอีก 
2 ชนิดให�ผลในการยับยั้งการเจริญของเซลล1มะเร็งได�ดีกว�าเหง�าเร�วหอม แต�ฤทธิ์ของสารสกัดเอทานอลจาก
เหง�าเร�วหอมพบว�าไม�มีผลกระทบต�อการเจริญของเซลล1ท่ีไม�ใช�มะเร็งท้ังสองชนิด (293T และ HaCaT) ซ่ึง
แสดงให�เห็นถึงฤทธิ์ของเหง�าเร�วหอมท่ีจําเพาะเจาะจงต�อเซลล1มะเร็ง อันจะเป�นผลดีต�อการนํามา
ประยุกต1ใช�ในการรักษาผู�ปhวยมะเร็งต�อไปในอนาคต  
 จากนั้น เม่ือนําส�วนสกัดย�อยเฮกเซน ส�วนสกัดย�อยเอทิลอะซิเตท และส�วนสกัดย�อยน้ํา มาทดสอบ
ฤทธิ์กับเซลล1มะเร็ง พบว�าส�วนสกัดย�อยเฮกเซนและสกัดย�อยเอทิลอะซิเตทแสดงฤทธิ์ในการยับยั้ง
เซลล1มะเร็งได�ทุกชนิด โดยจะแปรผันตรงกับความเข�มข�นและระยะเวลาท่ีใช�ในการบ�ม ในขณะท่ีส�วนสกัด
ย�อยน้ําไม�แสดงความเป�นพิษต�อเซลล1ท่ีใช�ทดสอบ ซ่ึงอาจเป�นไปได�ว�า สารท่ีออกฤทธิ์ในเหง�าเร�วหอมนี้น�าจะ
ไม�ใช�กลุ�มสารท่ีมีความเป�นข้ัวสูงใกล�เคียงกับน้ํา สอดคล�องกับงานวิจัยของ Tachai และ Nuntawong 
(2016) ท่ีได�กล�าวไว�ข�างต�น ซ่ึงพบฤทธิ์ในการต�านมะเร็งจากส�วนสกัดไดคลอโรมีเทน และไม�พบฤทธิ์จาก
ส�วนสกัดเมทานอลซ่ึงมีความเป�นข้ัวท่ีสูงกว�า รวมถึงจากงานวิจัยของ Kumar และคณะ (2004) ท่ีพบว�า
ส�วนสกัดย�อยน้ําของสารสกัดหยาบเมทานอลจากพืช Andrographis paniculata มีฤทธิ์ในการยับยั้ง
เซลล1มะเร็งได�น�อยกว�าส�วนสกัดย�อยอ่ืนๆ และจากภาพท่ี 4-3 แสดงให�เห็นว�า ส�วนสกัดย�อยเอทิลอะซิเตทท่ี
ความเข�มข�นตํ่ากว�า 400 µg/ml ท่ีเวลาบ�ม 24 ชั่วโมง จะแสดงฤทธิ์ท่ีจําเพาะต�อเซลล1มะเร็งมากกว�าส�วน
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สกัดย�อยเฮกเซน (ภาพท่ี 4-2) และไม�ส�งผลต�อการเจริญของเซลล1ท่ีไม�ใช�มะเร็ง โดยเซลล1มะเร็งท่ีมีการ
ตอบสนองต�อส�วนสกัดย�อยเอทิลอะซิเตทมากท่ีสุด 4 อันดับแรก ได�แก� เซลล1มะเร็งลําไส�ใหญ�ชนิด HCT116 
(ยับยั้งได� 62.33%)  เซลล1มะเร็งปากมดลูกชนิด C33A (ยับยั้งได� 48.37%) เซลล1มะเร็งตับชนิด HepG2 
(ยับยั้งได� 44.57%)  และเซลล1มะเร็งเต�านมชนิด MDA-MB-231 (ยับยั้งได� 43.38%) ซ่ึงจะเห็นได�ว�า ฤทธิ์
ของส�วนสกัดย�อยเอทิลอะซิเตทในการยับยั้งการเจริญของเซลล1มะเร็งนั้นมีความหลากหลาย กล�าวคือ 
สามารถยับยั้งเซลล1มะเร็งได�หลายกลุ�ม อันจะเป�นประโยชน1ต�อการนําไปประยุกต1ใช�กับผู�ปhวยท่ีเป�นมะเร็ง
ชนิดต�างๆ ได� อย�างไรก็ตาม แม�ว�าจะเป�นเซลล1มะเร็งกลุ�มเดียวกันแต�อาจมีการตอบสนองต�อสารสกัดท่ี
แตกต�างกันได� ดังเช�น เซลล1มะเร็งเต�านมชนิด MCF-7 และ MDA-MB-231 ท่ีให�ระดับการตอบสนองต�อ
ส�วนสกัดย�อยเอทิลอะซิเตทท่ีแตกต�างกัน (ภาพท่ี 4-3) ซ่ึงอาจเป�นไปได�ว�า เซลล1แต�ละชนิดนั้นมีพ้ืนหลังท่ี
แตกต�างกัน ท้ังในด�านจีโนไทปm ฟoโนไทปm และระยะของโรคมะเร็ง เป�นต�น ดังนั้น ในการนําไปประยุกต1ใช�จึง
จะต�องคํานึงถึงปpจจัยอ่ืนๆ เหล�านี้ร�วมด�วย อีกท้ัง ส�วนสกัดย�อยเอทิลอะซิเตทยังคงประกอบไปด�วยสาร
หลากหลายชนิด จึงเป�นไปได�อีกทางหนึ่งว�า สารท่ีเป�นตัวออกฤทธิ์ต�อเซลล1มะเร็งแต�ละชนิดนั้นอาจจะเป�น
สารคนละชนิดกัน 

และเนื่องจากส�วนสกัดย�อยเอทิลอะซิเตทมีฤทธิ์ท่ีดีท่ีสุดต�อเซลล1มะเร็งโดยท่ีไม�เป�นพิษต�อเซลล1ท่ี
ไม�ใช�มะเร็ง ส�วนสกัดย�อยเอทิลอะซิเตทจึงถูกนําไปสกัดแยกเพ่ือหาสารท่ีออกฤทธิ์ต�อไปด�วยวิธีคอลัมน1โคร-
มาโตกราฟo และได� sub-fraction ออกมาท้ังหมด 5 ชนิด คือ sub-fraction F1, F2, F3, F4 และ F5 ซ่ึงผล
การทดลองแสดงให�เห็นว�า sub-fraction ท้ังหมดมีฤทธิ์ในการยับยั้งการเจริญของเซลล1มะเร็งท่ีใช�ในการ
ทดสอบได� โดยข้ึนกับความเข�มข�นท่ีใช�และระยะเวลาในการบ�มเช�นเดียวกันกับส�วนสกัดย�อยเอทิลอะซิเตท 
(ภาพท่ี 4-6 ถึง 4-10) อย�างไรก็ตาม ในสภาวะท่ี sub-fraction ต�างๆ สามารถลดการมีชีวิตรอดของ
เซลล1มะเร็งได�ดีท่ีสุด กลับพบว�ามีผลกระทบต�อการมีชีวิตรอดของเซลล1ท่ีไม�ใช�มะเร็งได�เช�นกัน ดังนั้น 
สภาวะท่ีเหมาะสมท่ีไม�เป�นพิษต�อเซลล1ท่ีไม�ใช�มะเร็งแต�ยังคงยับยั้งเซลล1มะเร็งได� คือ เม่ือใช�ความเข�มข�นสาร
น�อยกว�าหรือเท�ากับ 50 µg/ml และใช�เวลาในการบ�มเท�ากับ 24 ชั่วโมง ซ่ึงท่ีสภาวะนี้ sub-fraction F1 
แสดงความเป�นพิษท่ีจําเพาะต�อเซลล1มะเร็ง โดยเซลล1มะเร็งท่ีตอบสนองได�ดีท่ีสุด 3 อันดับแรก ได�แก� 
เซลล1มะเร็งปากมดลูกชนิด C33A, เซลล1มะเร็งเต�านมชนิด MDA-MB-231 และเซลล1มะเร็งลําไส�ใหญ�ชนิด 
HCT116 ซ่ึงจะเห็นได�ว�า sub-fraction F1 ยังคงแสดงฤทธิ์การยับยั้งเซลล1มะเร็งได�หลากหลายกลุ�มและ
เป�นเซลล1กลุ�มเดียวกันกับท่ีตอบสนองต�อส�วนสกัดย�อยเอทิลอะซิเตทด�วย ดังนั้น เซลล1มะเร็งในกลุ�มนี้จะถูก
นําไปใช�ในการทดสอบกับสารประกอบบริสุทธิ์ท่ีแยกได�จาก sub-fraction F1 ต�อไป 

 
5.2 สรุปผลการทดลอง 
 1. สารสกัดหยาบจากเหง�าเร�วหอมสามารถยับยั้งการเจริญของเซลล1มะเร็ง MDA-MB-231, 
HepG2, MCF-7, HCT116, HeLa, C33A และ SiHa ได� โดยข้ึนอยู�กับความเข�มข�นของสารสกัดและ
ช�วงเวลาท่ีใช�ในการทดสอบ  

2. สภาวะท่ีทําให�สารสกัดหยาบเอทานอลจากเหง�าเร�วหอมแสดงฤทธิ์การยับยั้งเซลล1มะเร็งได�โดยท่ี
ไม�เป�นพิษต�อเซลล1ท่ีไม�ใช�มะเร็ง คือ สภาวะท่ีใช�เวลาในการบ�มท่ีน�อย (24 ชั่วโมง) หรือลดความเข�มข�นของ
สารลงหากต�องใช�เวลาบ�มท่ีนานข้ึน (72 ชั่วโมง) 
 3. ส�วนสกัดย�อยเอทิลอะซิเตทสามารถลดความอยู�รอดของเซลล1มะเร็งชนิดต�างๆ ได�ดีท่ีสุดโดยท่ีไม�
เป�นพิษต�อเซลล1ท่ีไม�ใช�มะเร็ง  
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 4. sub-fraction ท้ัง 5 ชนิด (F1 ถึง F5) มีความสามารถในการยับยั้งการเจริญของเซลล1มะเร็งท่ีใช�
ทดสอบได�ทุกชนิด แต� sub-fraction F1 จะไม�เป�นพิษต�อท่ีไม�ใช�มะเร็ง เม่ือใช�ความเข�มข�นสารน�อยกว�าหรือ
เท�ากับ 50 µg/ml และใช�เวลาทดสอบท่ี 24 ชั่วโมง โดยเซลล1มะเร็งท่ีถูกยับยั้งได�แก� MDA-MB-231, C33A 
และ HCT116  
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ABSTRACT 
 

The ethanolic extract of E. pavieana rhizome and its fractions were evaluated for their anti-cancer activity in four 
different cancer cell types (HepG2, HCT116, MCF-7, MDA-MB-231) and two non-cancerous cell lines (293T and HaCaT). 
The MTT assay showed that the ethanolic extract preferentially reduced the proliferation of cancer cells in a dose- and 
time- dependent manner rather than the non-cancerous ones. Among three fractions, the ethyl acetate fraction 
exhibited strong inhibition against cancer cell growth and it was thus separated by column chromatography. The 
obtaining F1 to F5 subs-fractions were subsequently tested for their cytotoxicity. The results indicated the anti-
proliferative capability of all five subs-fractions, but only the F1 sub-fraction showed specifically targeted effect against 
cancer cells. Treatment cancer cells with F1 led to cell morphological change and reduced in colony formation. The 
bioactive compounds in the F1 sub-fraction are under identifying and the anti-cancer activity of F1- isolated pure 
compounds will be further investigated. 

 
Keywords: anti-cancer activity, Etlingera pavieana rhizome 

 
1. INTRODUCTION 

 
Chemotherapeutic drug resistance of cancer cells is a major cause of treatment failure leading to increase the 

mortality rate of cancer patients. Attempts to search for the new bioactive phytochemical compounds as alternative anti-
cancer agents are challenging. Thailand is a tropical country with a high biodiversity of plants. Etlingera pavieana (Pierre 
ex Gagnep.) R.M.Sm. or Reaw-Horm, belonging to Zingiberaceae family, is one of plants generally cultivated in eastern 
region of Thailand. Traditionally, its rhizome has been used as an ingredient in Moo lieng noodle, a signature dish of 
Chantaburi province and also used as folk medicine in treating diuresis, fever and flatulence [1]. The extracts of E. 
pavieana rhizome have been shown to exert anti-inflammatory and antioxidant activities [2]. Although the extracts and 
isolated compounds from many plants in Zingiberaceae family have been reported for their potential to inhibit tumor 
growth both in vitro and in vivo such as Curcuma longa and Zingiber officinale [3-4], nonetheless, there is no report for 
that of E. pavieana. This prompts us to study the anti-proliferative effect of E. pavieana rhizome on various types of 
cancer cell lines and compare to the non-cancerous ones. 

 

2.   MATERIALS AND METHODS 
 

Preparation of plant extracts  
E. pavieana rhizomes were collected from Khung district, Chantaburi province, Thailand and authenticated by 

Dr. Benchawan Chewprecha, a plant taxonomist at Department of Biology, Faculty of Science, Burapha University. After 
washing with tap water, the fresh rhizomes were cut into small pieces, dried in a hot-air oven at 50๐C and homogenized 

by a blender. Fine powder of rhizomes was extracted with 95% ethanol by maceration and then filtered by a filter paper. 
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The solvent was removed by rotary evaporation at 42
 ๐C. The crude extract was subsequently partitioned with hexane 

and ethyl acetate, respectively. The ethyl acetate fraction was then subjected to fractionation by column 
chromatography using dichloromethane/methanol mixture as a mobile phase. Based on TLC spot pattern analysis, five 
sub-fractions, F1 to F5, were obtained. DMSO was used as a solvent to dissolve all extracts with the final concentration in 
the treatment of 0.2% (v/v).  

 
Cell culture  

Four human cancer cell lines (hepatoma HepG2, colorectal carcinoma HCT116, and breast adenocarcinoma MCF-
7 and MDA-MB-231), as well as two non-cancerous cell lines (embryonic kidney 293T and keratinocyte HaCaT) were 

maintained in Dulbecco’s modified Eagle’s medium supplemented with 10% FBS and antibiotics at 37 C in humidified air 
containing 5% CO2. 

 
Cell viability assay  

Cell viability was determined by MTT assay. Cells were seeded in 96-well plates and treated with various 
concentrations of extracts as indicated and incubated for 24, 48 or 72 h. MTT assay was performed as previously 
described [5]. The absorbance at 540 nm was measured and converted to percentage of cell viability of which cells 
treated with 0.2% DMSO at 24 h was set to 100%. Each experiment was performed in triplicate.  

 
Statistics 

The Student’s t test was used to determine the significant difference between treated and untreated cells of 
each cell type at p < 0.05 and symbolized by an asterisk (*). If the treated cancer cell was significant inhibited, it was then 
consequently compared to the noncancerous cells at the same treated concentration and symbolized by a sharp sign (#).   

 
3.   RESULTS  

 
Cytotoxic effect of E. pavieana rhizome crude extract  

The effect of ethanolic extract of E. pavieana rhizome on cell proliferation was determined by MTT assay. As 
shown in Figure 1, the extract could suppress cell proliferation of all four cancer cell lines in a dose- and time- dependent 
manner comparing to cells treated with 0.2% (v/v) DMSO (the black solid line), indicating the anti-tumor activity of E. 
pavieana rhizome extract. As a much lesser effect on 293T and HaCaT cells, the cancer cells are preferentially targeted by 
the extract for inhibiting growth. The anti-cancer effect was obviously observed when at least 200 μg/mL of extract was 
used to treat cells for at least 24 h. With 400 μg/mL of extract and 24h of incubation, approximately 50% of each cancer 
cells died while 80% of non-cancerous cells were alive. However, the cytotoxicity of 400 μg/mL extract towards 293T cells 
after 72h incubation should be concerned.  

 
 

Anti-proliferative effect of ethyl acetate fraction and its sub-fractions  
The various concentrations of hexane, ethyl acetate and aqueous fractions were examined for their cytotoxicity 

by using MTT assay at 24h of incubation.  Comparing to untreated cells and non-cancerous cells, the dramatic reduction 
in cell viability was observed in cancer cells exposed to ethyl acetate fraction (except MCF-7) rather than the hexane 
fraction. In contrast, no significant inhibition in cell proliferation was observed in cancer cells treated with aqueous 
fraction when comparing to the noncancerous ones (Figure 2).   

Due to the strongest activity, the ethyl acetate fraction was consequently subjected to be further sub-
fractionated by column chromatography. After TLC analysis, the collected fractions with the same TLC spot pattern were 
grouped and finally gave the five sub-fractions namely F1, F2, F3, F4 and F5, respectively. All sub-fractions were then 
assayed for their cytotoxicity by MTT method. Although all five sub-fractions exerted their anti-proliferative effect on 
cancer cells, four of them, except F1, either generate toxic to HaCaT cells (Figure 3). Therefore, the F1 sub-fraction was 
selected for further isolation of pure compounds. In addition, the cell morphology of F1-treated cells was also observed 
under inverted microscope. As shown in Figure 4, the morphology of HCT116 cells treated with F1 sub-fraction for 72h 
was clearly changed and the cell number was decreased sharply comparing to untreated cells. A dose-dependent 
reduction in colony formation of F1-treated HCT116 cells was also revealed (data not shown). To date, the identification 
and isolation of pure compounds of F1 sub-fraction are ongoing in our laboratory and the anti-cancer activity of F1- 
isolated pure compound will be further investigated. 
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The anti-cancer activity of E. pavieana

crude extract of E. pavieana rhizome and its containing compounds are the promising agents for cancer therapy.
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
Figure 1. Cytotoxicity of E. pavieana rhizome crude extract. The absorbance of converted MTT dye was measured at 540 
nm and presented as % cell viability of which 24h
concentrations of extract;  
              0.2% DMSO,                  

              50 g/mL,                 

              100 g/mL,            

              200 g/mL,            

              400 g/mL.  
Data are shown as means ± S.D. of two independent experiments, each performed in triplicate. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

International Conference on Natural Products for Health and Beauty (NATPRO6)  

4.   CONCLUSIONS 

E. pavieana rhizome was here reported for the first time. All the findings indicated the 
rhizome and its containing compounds are the promising agents for cancer therapy.

rhizome crude extract. The absorbance of converted MTT dye was measured at 540 
nm and presented as % cell viability of which 24h-incubated cells was set as 100%. Each line represents the various 

Data are shown as means ± S.D. of two independent experiments, each performed in triplicate. 

rhizome was here reported for the first time. All the findings indicated the 
rhizome and its containing compounds are the promising agents for cancer therapy. 

rhizome crude extract. The absorbance of converted MTT dye was measured at 540 
Each line represents the various 

Data are shown as means ± S.D. of two independent experiments, each performed in triplicate.  
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Figure 2. Cell viability under treatment of hexane, ethyl acetate, and aqueous fractions by MTT assay. Cells were exposed 
to various concentrations of each fraction and incubated for 24 h. The OD540 of untreated cells (0.2% DMSO) was set as 
100% cell viability. Data are shown as means ± S.D. of two independent experiments, each performed in triplicate. * 

represents significant growth inhibition of treated cells compared to untreated cells (p < 0.05) when   represents 
significant growth inhibition of cancer cells compared to non-cancerous ones at the same extract concentration (p < 
0.05). 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figure 3. Cytotoxic effect of sub-fractions F1 to F5 by MTT assay. Cells were treated with 25 and 50 g/mL of each sub-
fraction for 24 h. Data are shown as means ± S.D. of two independent experiments, each performed in triplicate. * 

represents the significant difference between treated and untreated cells (p < 0.05) when   represents the significant 
difference between non-cancerous and cancerous cell lines at the same concentration of extract (p < 0.05). 
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Figure 4. Cell morphology of F1-treated HCT116 cells compared to untreated cells. Cells were treated with 25 and 50 

g/mL F1 sub-fraction for 72 h and observed cell morphological change under inverted microscope. Pictures were taken 
at total 200X magnification. 
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