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บทคัดย่อ 
 

 งานวิจยัน้ีมีวตัถุประสงคเ์พื่อศึกษาสารออกฤทธ์ิทางชีวภาพของเห็ดกระถินพิมาน โดยศึกษาสารออกฤทธ์ิ 
ท่ีมีอยูใ่นสารสกดัท่ีไดจ้ากการสกดัดว้ยน ้า และดว้ยเอทานอล ท าใหไ้ดส้ารสกดัเห็ดกระถินพิมานดว้ยน ้า และ  
สารสกดัเห็ดกระถินพิมานดว้ยเอทานอล ร้อยละ 0.20 และ ร้อยละ 3.30 น ้าหนกัโดยน ้าหนกัเห็ด ตามล าดบั  
ซ่ึงเม่ือน าตวัอย่างสารสกัดจากเห็ดกระถินพิมานทั้งสอง มาทดสอบการเป็นพิษต่อเซลล์มะเร็งทั้งหมด 5 ชนิด
เซลล์มะเร็งเตา้นม (BT474) เซลล์มะเร็งปอด (Chago-K1) เซลล์มะเร็งตบั (Hep-G2) เซลล์มะเร็งกระเพาะอาหาร
(KATO-III) เซลลม์ะเร็งล าไส้ (SW620) และเซลลป์กติ  (fibroblast cell) พบวา่สารสกดัเห็ดกระถินพิมานท่ีสกดัดว้ย
น ้ า และเอทานอล มีฤทธ์ิในการยบัย ั้งเซลลม์ะเร็งกระเพาะอาหาร(KATO-III) ไดดี้ท่ีสุด โดยมีค่า IC50 ของสารสกดั
ดว้ยน ้ า และเอทานอล เท่ากบั 190.7 และ IC50  31.1 µg/mL ตามล าดบั นอกจากน้ีสารสกดัจากเห็ดกระถินพิมานทั้ง  
2 แบบยงัมีฤทธ์ิในการยบัย ั้งเซลลม์ะเร็งไดท้ั้ง 5 ชนิด โดยสารสกดัเห็ดกระถินพิมานดว้ยเอทานอล มีฤทธ์ิในการยบั
ยงัเซลลม์ะเร็งมากกว่า สารสกดัเห็ดกระถินพิมานดว้ยน ้ า ในขณะท่ีผลการทดสอบกบัเซลลป์กตินั้น สารสกดัเห็ด
กระถินพิมานดว้ยน ้ า มีฤทธ์ิท่ีไม่ท าลายเซลล์ปกติ ส่วนสารสกดัเห็ดกระถินพิมานด้วยเอทานอล มีฤทธ์ิท่ีท าลาย
เซลลป์กติบางส่วน โดยมี IC50 117.1 µg/mL เม่ือพิจารณาลกัษณะการตายของเซลลพ์บวา่การตายของเซลลมี์ทั้งแบบ 
Apoptosis และ Necrosis แบบ Coagulative necrosis 
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Abstract 
 
 The objectives of this study were to study the bioactive substances from Phellinus linteus by studying the 
bioactive substances in the extract from water extraction and ethanol. The extraction using water and ethanol 
resulted in Phellinus linteus extract of 0.2% and 3.3% of its weight respectively. As taking the example of both 
extractions for the cytotoxic testing with 5 types of cancer cells; Breast cancer cell (BT474), Lung cancer cell 
(Chago-K1), Hepatic cancer cell (Hep-G2), Gastric cancer cell (KATO-III), Intestine cancer cell (SW620) and 
Fibroblast cell, it was found that Phellinus linteus extract from both water and ethanol extraction was the most 
effective in inhibiting Gastric cancer cell (KATO-III), having the same IC50 value for extracts from both types of 
extraction at 190.7 and having IC50 of 31.1 g/mL respectively. Moreover, the Phellinus linteus extract from both 
types of extraction was effective in inhabiting all 5 types of cancer, where the Phellinus linteus extract from the 
extraction using ethanol was more effective in inhibiting cancer cell than Phellinus linteus extract from water 
extraction. For the testing with Fibroblast cell, it was found that the Phellinus linteus  extract from water extraction 
did not damage any Fibroblast cell, while Phellinus linteus extract from extraction using ethanol had the ability in 
damaging some part of Fibroblast cell with IC50 of 117.1 g/mL. Both Apoptosis and Coagulative Necrosis forms of 
cell death were found when considering the structure of cell death. 
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บทที่ 1 

บทน ำ 
 

1.1 มูลเหตุจูงใจ และควำมส ำคัญของกำรวิจัย 

 ในปัจจุบนัโลกมีการพฒันาและเปลี่ยนแปลงส่ิงต่าง ๆ ไปอยา่งรวดเร็ว ทั้งในดา้นอุตสาหกรรม รวมถึงดา้น

เทคโนโลยี ท าให้พฤติกรรมของมนุษยเ์ปล่ียนแปลงไป ได้แก่ การด าเนินชีวิตท่ีมีความเร่งรีบมากขึ้นท าให้ขาด     

การออกก าลงักาย และมีแนวโนม้ท่ีไดรั้บสารอาหารไม่ครบถว้น การท างานท่ีมีการแข่งขนัท่ีมากขึ้นท าให้เกิดความ

กดดนัท าให้เกิดความเครียด หรือเกิดความซึมเศร้า  รวมไปถึงปัจจยัทางสังคม ท่ีส่งผลกระทบต่อสุขภาพได ้เช่น  

ฝุ่ นละอองในอากาศ เป็นตน้ โดยประเทศไทยในปี 2563 ส านกังานกองทุนสนบัสนุนการสร้างเสริมสุขภาพ (สสส.) 

ไดพู้ดถึงพฤติกรรมท่ีส่งผลต่อสุขภาพของคนไทย ซ่ึงพฤติกรรมเหล่าน้ีก็ไดถู้กพูดถึง ซ่ึงนบัเป็นส่ิงท่ีมีความเส่ียงใน

การก่อให้เกิดโรคต่าง ๆ ได ้เช่น โรคหลอดเลือดหัวใจ โรคหลอดเลือดสมอง โรคเบาหวาน ความดนัโลหิตสูง และ

โรคมะเร็ง ท่ีนับว่า เป็นโรคไม่ ติดต่อเ ร้ือรัง (Non-Communicable diseases; NCD) ท่ี เป็นสาเหตุส าคัญของ                     

การเสียชีวิตของประชากรโลกเช่นกนั  

 ดว้ยเหตุน้ีมนุษยจึ์งมีการหาทางป้องกนัการเกิดโรคดงักล่าว โดยนิยมเสริมสร้างร่างกายดว้ยการรับประทาน

อาหารท่ีมีประโยชน์มากขึ้น หรือการเลือกทานอาหารเสริม ซ่ึงเห็ด ก็เป็นสมุนไพรหน่ึงท่ีไดรั้บความนิยมในการท า

มารับประทาน โดยเห็ดมี 2 ลักษณะคือเห็ดสามารถรับประทานได้ เช่น เห็ดโคน เห็ดเข็มทอง เห็ดหลินจือ              

เห็ดกระถินพิมาน เป็นตน้ และเห็ดท่ีไม่สามารถรับประทานได ้เช่น เห็ดขี้ควาย เห็ดเผาะ เห็ดดอกกระถิน เป็นตน้ 

ซ่ึงส าหรับเห็ดท่ีสามารถรับประทานได้นั้นจดัเป็นอาหารประเภทผกัท่ีปราศจากไขมนั มีปริมาณน ้ าตาลและเกลือ

ค่อนขา้งต ่า และยงัเป็นแหล่งโปรตีนท่ีดี และยงันิยมใช้เห็ดเป็นยาสมุนไพรรักษาโรค เพราะ เห็ดมีองค์ประกอบ

ของพฤกษเคมีท่ีช่ือว่า “โพลีแซคคาไรด์”(Polysaccharide) จะท างานร่วมกบัแมคโครฟากจ์ (macrophage) ซ่ึงเป็น

เซลลค์ุม้กนัขนาดใหญ่ โดยจะช่วยกระตุน้วงจรการท างานของระบบภูมิคุม้กนัของร่างกายเสริมและช่วยเพิ่มปริมาณ

และประสิทธิภาพของเซลลค์ุม้กนัธรรมชาติ ให้ท าหน้าท่ีท าลายเซลล์แปลกปลอมท่ีเขา้มาในร่างกาย รวมถึงพวก

ไวรัสและแบคทีเรียอ่ืน ๆ ดว้ย2 

 เ ห็ดกระถินพิมาน (Phellinus linteus) เ ป็นเห็ดท่ีขึ้ น เกาะติดอยู่บนล าต้นพืช โดยเฉพาะอย่างยิ่ ง                        

ตน้         กระถินพิมาน มีลกัษณะแข็งคลา้ยเน้ือไม ้เจริญเติบโตขา้งเดียวเป็นรูปคร่ึงวงกลม กระจายพนัธุ์อยู่ทัว่        

ทุกภาคในประเทศไทย โดยเห็ดในสกุล Phellinus เป็นท่ีรู้จกัและน ามาใชเ้ป็นยารักษาโรคกนัอย่างแพร่หลาย เช่น 

ในทางการแพทยแ์ผนโบราณของประเทศจีน และในเอเชียตะวนัออก โดยน าเห็ดในสกุล Phellinus มาใชเ้ป็นยาใน

การรักษาอาการปวดฟัน โรคท่ีเก่ียวขอ้งกบัลิ้นและคอ โรคทอ้งร่วง เป็นตน้ นอกจากน้ีมีการศึกษาพบวา่เห็ดในสกุล 

Phellinus มีความสามารถในการตา้นอนุมูลอิสระ ต่อตา้นเน้ืองอก ต่อตา้นการอกัเสบ และรักษาความผิดปกติของ

ตบัได้3 
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 อย่างไรก็ดี จากการสืบคน้ขอ้มูลพบว่าในประเทศไทยยงัมีการศึกษาเห็ดชนิดน้ีไม่มากนกั โครงการน้ีจึงได้

ท าการสกัดและศึกษาสารออกฤทธ์ิทางชีวภาพจากเห็ดกระถินพิมาน โดยสกัดเห็ดกระถินพิมานด้วยน ้ าและ             

เอทานอล ท าการทดสอบการออกฤทธ์ิทางชีวภาพจากเห็ดกระถินพิมานในการยบัย ั้งเซลลม์ะเร็งทั้ง 5 ชนิด ไดแ้ก่ 

เซลล์มะเร็งกระเพาะอาหาร, เซลล์มะเร็งเตา้นม, เซลล์มะเร็งล าไส้, เซลล์มะเร็งตบั และเซลล์มะเร็งปอด รวมทั้ง

การศึกษาองคป์ระกอบทางเคมีโดยการวิเคราะห์ดว้ย NMR spectroscopy 

 

1.2 วัตถุประสงค์และขอบเขตของกำรวิจัย 

1.เพื่อแยกและศึกษาองคป์ระกอบทางเคมีท่ีมีอยูใ่นเห็ดกระถินพิมาน (Phellinus linteus) 

2.เพื่อศึกษาการออกฤทธ์ิทางชีวภาพในการต่อตา้นเซลลม์ะเร็งของสารท่ีแยกไดจ้าก เห็ดกระถินพิมาน (Phellinus 

linteus) 

 



 

บทที่ 2 

ทฤษฎีและงานวิจัยที่เกีย่วข้อง 
 

2.1 เห็ดกระถินพมิาน 

 
รูปท่ี 2.1 เห็ดกระถินพมิาน4 

 

ช่ือสามัญ:   Phellinus linteus, เห็ดกระถินพิมาน (ไทย),  Sangwhang (เกาหลี), Sanghuang (จีน),     

Meshimakobu (ญ่ีปุ่ น) 

ช่ืออาณาจักร:  Fungi 

ช่ือไฟลมั:  Basidiomycota 

ช่ือช้ัน:   Agaricomycetes 

ช่ืออนัดับ:  Hymenochaetales 

ช่ือวงศ์:   Hymenochaetaceae 

ช่ือสกุล:   Phellinus 

ช่ือสปีชีร์:  P. linteus 

ลกัษณะทางพฤกษศาสตร์ 

 ลกัษณะทัว่ไปของเห็ดกระถินพิมานคือ ดอกเห็ดมีลกัษณะแข็งเหมือนเน้ือไม ้ไม่มีกา้น และเจริญออกมา

จากล าตน้ของตน้ไม ้ในลกัษณะเป็นกอ้นคร่ึงวงกลมคลา้ยเปลือกหอย เป็นเห็ดในตระกูล Olyporaceae ท่ีขึ้นบนไม้

ยืนตน้สูงประมาณ 8-10 เมตร มกัขึ้นตามป่าละเมาะ หรือป่าเบญจพรรณท่ีแห้งแลง้ ซ่ึงในประเทศไทยพบมากใน

ภาคตะวนัออกเฉียงเหนือ2 

สรรพคุณ 

1. ส่วนราก สามารถน าไปแกพ้ิษสัตวก์ดัต่อย แกพ้ิษงูได ้

2. ส่วนล าตน้ สามารถน าไปแกไ้ขพ้ิษ ไขก้าฬได ้

3. น าเห็ดมาผสมกบัน ้าปูนใสหรือเหลา้ สามารถท าไปหยอดหูแกป้วดหู หรือน ามาทาบาดแผลท่ีเน่าเป่ือย รักษาเริม 

รักษางูสวดัได ้
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4. มีสาร พอลิแซ็กคาร์ไรด ์สารไตรโตรปินอย สารเนเชอรัลสเตอรอยด์ ช่วยกระตุน้การท างานของระบบฮอร์โมน

และระบบภูมิคุม้กนั ลดการอกัเสบและกดการเจริญและการแพร่กระจายของเซลลเ์น้ืองอกได ้

5. มีสารตา้นมะเร็ง ซ่ึงมีส่วนช่วยยบัย ั้งมะเร็งปอด มะเร็งต่อมลูกหมาก และมะเร็งตบัได้3,4 

 

2.2 งานวิจัยท่ีเกี่ยวข้อง  

ในปี 2006 Collins และคณะ5 ไดศึ้กษาความสามารถในการยงัย ั้งเซลลม์ะเร็งท่ีต่อมลูกหมากโดยใชเ้ห็ด

กระถินพิมานร่วมกบัยา Doxorubicin ซ่ึงพบวา่สารพอลีแซคคาไรดท่ี์สกดัไดจ้ากเห็ดกระถินพิมาน สามารถเพิ่ม

ศกัยภาพในการท างาน ของยา Doxorubicin ท่ีใชใ้นปริมาณต ่า ๆ ท าใหเ้กิดการตายแบบ Apoptosis ในเซลลม์ะเร็ง

ต่อมลูกหมากได ้

ในปี 2016 Yan และคณะ6 ไดศึ้กษาโครงสร้างและความสามารถในการต่อตา้นอนุมูลอิสระของสารพอลี

แซคคาไรดท่ี์สกดัไดจ้ากสารสกดัเห็ดกระกินพิมาน พบวา่สารสกดัจากเห็ดกระถินพิมาน ท่ีไดจ้ากการสกดัดว้ยน ้า

ร้อน และท าการแยกสารสกดัน ้าดว้ย DEAE Sepharose Fast Flow ท าใหไ้ดส้าร กลุ่มพอลีแซคคาไรด ์ท่ีมี

ประสิทธิภาพในการต่อตา้นอนุมูลอิสระในหนูทดลอง สารสกดัพอลีแซคคาไรด ์ท่ีไดจ้ากเห็ด Phellinus linteus ท่ี

สามารถกระตุน้การท างานของเอนไซม ์Superoxide dismutase (SOD), Catalase Enzyme (CAT), Glutathione 

peroxidase (GSH-Px) ในการต่อตา้นอนุมูลอิสระในส่ิงมีชีวิตได ้

ในปี 2017 Park  และคณะ7 ไดศึ้กษาความสามารถในการยบัย ั้งเซลลม์ะเร็งล าไส้ใหญ่ท่ีเกิดจาก KRAS-

Mutated โดยใชเ้ห็ดกระถินพิมานในสารสกดัขา้วกลอ้งงอก (PRB) ร่วมกบัยา Cetuximab ซ่ึงพบวา่การใชย้า 

Cetuximab ผสมผสานกบั PRB สามารถเพิ่มประสิทธิภาพในการยบัย ั้งการแพร่กระจายของเซลลม์ะเร็งล าไส้ใหญ่ 

และยบัย ั้งการแสดงออกของ KRAS-Mutated ไดอ้ยา่งมีนยัส าคญั 

ในปี 2018 Huang และคณะ8 ไดศึ้กษาองคป์ระกอบทางเคมีของสารกดัจากเห็ดกระถินพิมาน และ

ความสามารถในการยบัย ั้งการเกิดพงัผืดในตบัของหนู ซ่ึงพบวา่สารสกดัจากเห็ดกระถินพิมานน้ีสามารถ ยบัย ั้งการ

เกิดพงัผืดในตบั Hepatic stellate cells (HSCs)  ของหนูได ้ซ่ึงอาจพฒันาเป็นยารักษาตบั หรืออาหารเสริมเพื่อ

สุขภาพได ้

 

2.3 หลกัการและทฤษฎี 

 

2.3.1 การสกดัด้วยตัวท าละลาย (Solvent extraction) 

 การสกดัดว้ยตวัท าละลายเป็นเทคนิคการแยกสารท่ีใชแ้ยกของผสมเน้ือเดียว แบ่งได ้2 แบบคือ 

1. Liquid-liquid extraction เป็นการสกดัดว้ยตวัท าละลาย ท่ีใชต้วัท าละลายท่ีเหมาะสมในการละลายสารท่ีตอ้งการ

ออกมาจากสารผสมซ่ึงเป็นของเหลว 
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2. Solid-liquid extraction เป็นการสกดัดว้ยตวัท าละลาย ท่ีใชต้วัท าละลายท่ีเหมาะสมในการละลายสารท่ีตอ้งการ

ออกมาจากสารผสมซ่ึงเป็นของแขง็ ซ่ึงท าไดโ้ดยแช่ของแขง็ท่ีตอ้งการสกดัในตวัท าละลายท่ีตอ้งการเป็นเวลานาน

โดยใชภ้าชนะท่ีเหมาะสม 

 

2.3.2 การสกดัแบบซอกห์เลต (Soxhlet extraction) 

  

 

 

 

 

 

 

 
รูปท่ี 2.2 อุปกรณ์การสกัดแบบซอกห์เลต (Soxhlet extraction)9 

 

การสกดัแบบซอกห์เลต (Soxhlet extraction) เป็นหน่ึงในวิธีการสกดัดว้ยตวัท าละลาย โดยเป็นวิธีการสกดั

แบบต่อเน่ือง มีหลักการคือให้ความร้อนให้กับตัวท าละลายในขวดก้นกลมเพื่อให้ตัวท าละลายระเหยและถูก

ควบแน่นลงใน Thimble ซ่ึงบรรจุสารตัวอย่างท่ีต้องการสกัดไว ้จนกระทัง่ตวัท าละลายมีปริมาณถึงระดับของ 

Siphon ตวัท าละลายพร้อมสารท่ีถูกสกดั จะไหลกลบัลงสู่ขวดกน้กลมเหมือนเดิม ซ่ึงตวัท าละลายจะไดรั้บความร้อน

และถูกกลัน่ตวัมาสกดัใหม่ วนเวียนเช่นน้ีจนกระทัง่การสกดัสมบูรณ์9 

 

2.3.3 การตรวจสอบความเป็นพษิต่อเซลล์10 

 เซลลเ์พาะเล้ียง เป็นทางเลือกใหม่ท่ีเร่ิมเป็นท่ีนิยมใชใ้นการศึกษาการตรวจสอบความเป็นพิษต่อเซลลแ์ทน

สัตวท์ดลอง เน่ืองจากการตรวจสอบเซลลด์ว้ยเซลลเ์พาะเล้ียงเป็นวิธีท่ีให้ผลรวดเร็ว มีความประหยดั ลดการใชชี้วิต

สัตวท์ดลอง และสามารใชท้ดสอบกบัเซลลข์องคนได ้ ซ่ึงให้ผลวิเคราะห์ท่ีสามารถใชก้บัคนไดดี้กว่า ในปัจจุบนัมี

การน าเซลล์เพาะเล้ียงไปประยุกต์ใช้ตรวจสอบความเป็นพิษกับงานทางอุตสาหกรรมและการแพทย์ เช่น                

การตรวจสอบความปลอดภยัของสารเคมีในชีวิตประจ าวนัและอุปกรณ์การแพทย ์การตรวจสอบฤทธ์ิของยาทัว่ไป

หรือยาตา้นมะเร็ง เป็นตน้ 

 

2.3.3.1 วิธีการตรวจสอบความเป็นพษิต่อเซลล์ 

 วิธีการตรวจสอบความเป็นพิษต่อเซลลท่ี์นิยมใชก้นักบัเซลลเ์พาะเล้ียง แบ่งออกไดเ้ป็น 2 รูปแบบใหญ่ๆ คือ 

ความเป็นพิษต่อเซลลท่ี์เกิดจากการท าลายทางกายภาพเคมี (physical-chemical damage)  และ ความเป็นพิษต่อเซลล์
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ท่ีออกฤทธ์ิต่อเมตาโบลิซึมของเซลล์ ซ่ึงเป็นการวดัความมีชีวิตของเซลลห์รือกิจกรรมท่ีแสดงความมีชีวิตของเซลล์

หลงัการบ่มเซลลก์บัสารทดสอบ จากนั้นน าค่าความมีชีวิตของเซลลม์าสร้างกราฟความสัมพนัธ์กบัความเขม้ขน้ต่าง 

ๆ ของสารท่ีทดสอบ ค่าความเขม้ข้นของสารท่ีให้ผลยบัย ั้งความมีชีวิตลดลงเป็นคร่ึงหน่ึงจากสภาวะไม่มีสาร

ทดสอบคือ IC50  

1. ความเป็นพิษต่อเซลล์ท่ีเกิดจากการท าลายทางกายภาพเคมี (physical-chemical damage) ท่ีมีผลให้เซลลต์ายทนัที 

วิธีการวดัความมีชีวิตของเซลล์จะสามารถท าไดร้วดเร็ว และมกัเป็นวิธีท่ีเก่ียวขอ้งกบั membrane integrity จึงอาจ

ตรวจความเป็นพิษโดยการบ่มเซลล์กบัสารทดสอบในระยะเวลาสั้น ๆ  แลว้วดัความมีชีวิตของเซลล์ไดห้ลายวิธีดงั

แสดงในตารางท่ี 2.1 ซ่ึงต่างเป็นวิธีท่ีวดัความสมบูรณ์ของเซลลเ์มมเบรนขณะนั้นเท่านั้น จึงไม่สามารถบอกความ

เป็นพิษท่ีส่งผลกระทบต่อความบกพร่องส่วนอ่ืนของเซลล ์หรือพิษท่ีเกิดขึ้นภายหลงัได ้(delay cytoxicity) 

2. ความเป็นพิษต่อเซลล์ท่ีออกฤทธ์ิต่อเมตาโบลิซึมของเซลล์ มกัออกฤทธ์ิแสดงความเป็นพิษในช่วงเวลา 2-3 

ชัว่โมงหรือเป็นวนัหลงัการบ่มกบัสารทดสอบ เป็นการตรวจความเป็นพิษต่อเซลลท่ี์ใหผ้ลชดัเจนกวา่วิธีแรก แต่การ

ตรวจวดัความเป็นพิษจะตอ้งค านึงถึงการออกฤทธ์ิแบบผนักลบั-ไม่ผนักลบั (reversible-irreversible cytotoxicity) 

รวมทั้งระยะเวลาในการบ่มกบัสารทดสอบดว้ยเพื่อใหค้รอบคลุมการออกฤทธ์ิของสาร แลว้จึงวดักิจกรรมเมตาโบลิ

ซึมของเซลลโ์ดยวิธีต่าง ๆ เช่น วดัความสามารถเจริญของเซลลโ์ดย plating efficiency หรือวดัปริมาณ ATP เป็นตน้ 

 

ตารางท่ี 2.1 วิธีการตรวจความมีชีวิตและการตายของเซลลท่ี์เก่ียวขอ้งกบัเมมเบรนของเซลล์ 

วิธี หลกัการ 
Trypan blue เซลลเ์มมเบรนท่ีสมบูรณ์ (เซลลมี์ชีวิต) ไม่ติดสี เซลลเ์มมเบรนท่ีถูกท าลาย(เซลลต์าย)ติดสีฟ้า 
Neutral red Lysosomal membrane ท่ีสภาพดี (เซลลมี์ชีวิต) จะมีสีแดง แต่เซลลต์ายจะไม่ติดสี 
FDA/PA เซลลเ์มมเบรนท่ีสมบูรณ์ (เซลลมี์ชีวิต) ติดสีเขียว ส่วนเซลลต์ายติดสีแดง 
LDH assay เซลลเ์มมเบรนท่ีสมบูรณ์ (เซลล์มีชีวิต) กกั LDH อยู่ภายในเซลลไ์ด ้แต่เซลลต์าย LDH จะออก

จากเซลล ์แลว้วดัการตายโดยวดัปริมาณกิจกรรมของ LDH 
 

2.3.3.2 การนับปริมาณเซลล์ 

 การนบัปริมาณเซลล ์มกัท าเม่ือศึกษาการเจริญของเซลล ์เพื่อให้ทราบสภาวะของเซลล์ท่ีเล้ียงในช่วงเวลา

ต่าง ๆ เช่น การนับปริมาณเซลล์เพื่อท าให้ได้จ านวนเซลล์เร่ิมตน้ท่ีเหมาะสมต่อการถ่ายเล้ียงเซลล์ หรือการนับ

ปริมาณเซลลเ์พื่อตรวจวดัความมีชีวิตของเซลล ์เป็นตน้ โดยการนบัปริมาณเซลลส์ามารถแบ่งเป็น 2 ประเภทใหญ่ๆ 

คือ การนบัปริมาณเซลลโ์ดยตรง และ การนบัปริมาณเซลลโ์ดยออ้ม 

ก. การนบัปริมาณเซลลโ์ดยตรงดว้ย Hemocytometer 

 Hemocytometer เป็นแผ่นสไลด์แก้ว และ cover slip ท่ีมีขนาดและน ้ าหนักเฉพาะ ท่ีมีตารางตรงบริเวณ

ส่วนกลางแผน่สไลดเ์ป็นบริเวณส าหรับนบัเซลล ์โดยแต่ละตารางจะมีพื้นท่ีขนาด 1 ตารางมิลลิเมตร และมกัจะผลิต

ใหเ้ป็นช่องส่ีเหล่ียมจตัุรัสส าหรับนบัเซลล ์9 ช่อง ซ่ึงแต่ละช่องมีความลึก 0.1 มิลลิเมตร ดงันั้นเม่ือปิด cover slip จะ
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มีปริมาตรในหน่ึงช่องตารางส่ีเหล่ียมจตัุรัสเท่ากบั 0.1 ลูกบาศก์มิลลิเมตร (มม3) ซ่ึงก็คือจ านวนเซลล์ในปริมาตร       

1 ลูกบาศกเ์ซนติเมตร (ซม3) = n x 104 (เม่ือ n คือจ านวนเซลลท่ี์บบัไดใ้น 1 ช่อง) 

 ในการนับเซลล์ควรนับทั้ง 5 ช่อง เพื่อให้ได้ค่าท่ีถูกต้องมากขึ้น บางเซลล์อาจอยู่ตรงเส้นขอบตาราง

ส่ีเหล่ียมจตัุรัสพอดี ใหน้บัเซลลท่ี์อยูต่รงของเส้นบน และขอบเส้นดา้นซา้ยรวมกบัเซลลใ์นช่อง ขณะท่ีไม่นบัเซลลท่ี์

อยู่ตรงขอบเส้นดา้นขวา โดยใชเ้ส้นกลางจาก 3 เส้นเป็นแนวในการนบั คือ เซลลใ์ดก็ตามท่ีแตะเส้นกลางของขอบ

เส้นบน และซา้ยจะถูกนบั ส่วนเซลลท่ี์อยูน่อกเส้นกลางของขอบจะไม่ถูกนบั 

 โดยสามารถหาจ านวนเซลลท่ี์นบัได ้จาก 

จ านวนเซลลท่ี์นบัได้ (
เซลล์
มล

) =  
จ านวนเซลลท์ั้งหมด

5
 𝑥 104 

 

   

 

 

 

 

 

 

 
รูปท่ี 2.3 ลักษณะตารางส่ีเหลี่ยมบน hemocytometer ที่ให้ปริมาตร 1 x 104 มล. และภาพขยายตารางแสดงต าแหน่งของเซลล์ที่ควร

นับ และไม่ควรนบั 

 

ข. การนบัปริมาณเซลลโ์ดยออ้ม 

 การนับปริมาณเซลล์โดยออ้ม มีหลากหลายวิธี ได้แก่ การนับปริมาณเซลล์โดยการวดัปริมาณโปรตีน        

ซ่ึงปริมาณโปรตีนท่ีอยู่ในเซลล์อาจสามารถใช้แทนมวล (Biomass) ได้ หรือการนับปริมาณเซลล์ด้วย Lactate 

Dehydrogenase (LDH) assay ซ่ึงเป็นการตรวจวดัการตายของเซลล์ท่ีเกิดเน่ืองมาจากเซลล์เมมเบรนถูกท าลาย        

แลว้เกิดการหลัง่เอนไซม์ออกมานอกเซลล์ โดยการลดลงของเซลล์มีชีวิตจึงมีความสัมพนัธ์กบัการเพิ่มขึ้นของ

กิจกรรมเอนไซม ์ หรือ  การนบัปริมาณเซลลด์ว้ย MTT assay ซ่ึงเป็นการตรวจวดัความมีชีวิตของเซลล ์ 

 

2.3.3.3 การตรวจวัดความมีชีวิตของเซลล์ด้วย MTT (MTT assay) 

MTT assay เป็นวิธีการตรวจวัดความมีชีวิตของเซลล์โดยไม่ต้องใช้ hemocytometer โดยเซลล์มีชีวิต           

จะมี mitochondrial dehydrogenase ท่ีจะเปล่ียนเป็น MTT (3-[4,5-dimethylthiazol-2-yl])-2,5-diphenyl-tetrazolium 

bromide) ซ่ึงเป็นสารละลายสีเหลือง ให้เป็น formazan ท่ีมีสีฟ้าและไม่ละลายน ้ า เม่ือละลายตะกอน formazan ดว้ย
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ตวัท าละลายท่ีเหมาะสม (Sodium dodecyl sulfate; SDS หรือ dimethysulfoxide; DMSO)  จะสามารถวดัความเขม้สี

ท่ี OD 570 nm ได ้ปริมาณ dyhydrogenase ในเซลลห์น่ึงๆ จะคงท่ี ดงันั้นปริมาณ formazan ท่ีเกิดขึ้นจึงเป็นสัดส่วน

โดยตรงกับจ านวนเซลล์มีชีวิต จึงสามารถใช้เป็นวิธีวดัความมีชีวิตของเซลล์ การเจริญของเซลล์ การศึกษาการ

กระตุน้และยบัย ั้งเมตาบอลิซึมของเซลล ์

 

 
รูปท่ี 2.4 แสดงการรีดิวซ์ MTT เป็น Formazan 

 

2.3.4 การตายของเซลล์ (Cell death) 

 Cell death เม่ือการบาดเจ็บของเซลล์รุนแรงมากขึ้น ท าให้เซลล์เปล่ียนแปลงมากทั้ งด้านชีวโมเลกุล

โครงสร้าง และการท างานของเซลล ์จนไม่สามารถซ่อมแซมได ้และท าให้เซลลต์ายในท่ีสุด การตายของเซลลแ์บ่ง

ตามลกัษณะการเปล่ียนแปลงทางโครงสร้าง โดยสามารถแบ่งการตายของเซลลไ์ดเ้ป็น 2 กลไก คือ Necrosis และ 

Apoptosis 

 

2.3.4.1 การตายแบบ Apoptosis  

  เป็นการตายของเซลลเ์ด่ียว ๆ เม่ือหมดอายขุยัตามท่ีก าหนดไว ้ซ่ึงเรียกวา่ programmed cell death  

หรือ เป็น suicide program ก็ได ้เม่ือเซลลถ์ูกก าหนด หรือถูกส่ิงเร้าบางอยา่งกระตุน้ท าใหเ้อนไซมต์่าง ๆภายในเซลล์

ถูกกระตุน้ ตามล าดบั และย่อยสลายทั้ง Nuclear DNA และโปรตีนต่าง ๆ ทั้งท่ีอยู่ในนิวเคลียสและในเซลล ์สุดทา้ย

เซลลจ์ะแตกออกเป็นช้ินส่วนเลก็ ๆ ท่ีเรียกวา่ Apoptotic bodies ซ่ึงมี cell membrane ลอ้มรอบและภายใน Apoptotic 

bodies จะประกอบด้วยเศษนิวเคลียส และ organellesต่าง ๆ หลงัจากนั้นเซลล์ขา้งเคียงและเซลล์ Macrophages       

จะเก็บ Apoptotic bodies เขา้ไปท าลายโดยไม่มีปฏิกิริยาการอกัเสบ     

  ดังนั้นจึงเป็นท่ียอมรับถึงความแตกต่างทั้งสาเหตุ กลไก และพยาธิสภาพของ Apoptosis และ Necrosis      

ซ่ึงสาเหตุการตายของเซลล์ อาจจะเป็นตามอายุขยัท่ีก าหนดไวแ้ลว้ โดยเฉพาะในช่วงเจริญเติบโตของทารกใน

ครรภ์ตามปกติ หรือปัจจุบนัพบว่า อาจจะเก่ียวข้องกบั pathologic stimuli บางอย่าง มากระท า จะเร่ิมจากท่ี DNA 

ภายใน nucleus เสียสภาพไม่สามารถซ่อมแซมได ้เซลล์จะท าลายตนเองโดยเร่ิมตน้จากการเปล่ียนแปลงภายใน 

Nucleus ก่อน จากนั้นเซลล์จะแตกออกเป็นส่วนๆ โดยท่ีไม่มีความผิดปกติของ membrane หลงัจากนั้น ส่วนของ

เซลลท่ี์แตกเป็นส่วนๆนั้นจะถูกเก็บกินโดยเซลลข์า้งเคียงหรือ Macrophages  



9 
 

เน่ืองจากการตายของเซลลแ์บบ Apoptosisจะเร่ิมตน้ดว้ยการเปล่ียนแปลงท่ีนิวเคลียสก่อน              

โดย Chromatin จะติดสีเขม้และจบัตวัเป็นกลุ่มกอ้น (Clumps) ไปติดอยูท่ี่ nuclear membrane ต่อมาทั้งตวั 

เซลล์และ nucleus จะยื่นโป่ง ออกโดยรอบ หลงัจากนั้นเซลล์ก็แตกออกเป็นส่วนช้ินส่วนเล็ก ๆ เรียก Apoptotic 

bodies และ Apoptotic bodies จะถูกกิน หรือ Phagocytosis โดยเซลลข์า้งเคียง และ เม็ดเลือดขาวพวก macrophages 

จนหมด โดยไม่เกิดปฏิกิริยาการอกัเสบของร่างกาย ลกัษณะท่ีเห็นจากกลอ้งจุลทรรศน์ธรรมดา พบว่าเซลลจ์ะเห่ียว 

(Cell Shrinkage) มี cytoplasm ท่ีแดงเขม้ นิวเคลียสมีการติดสีโครมาตินสีน ้ าเงินท่ีเขม้ ต่อมาจะเห็นลกัษณะยื่นออก

ของทั้งผิวของนิวเคลียสและเซลลอ์อกไปเป็นช้ินส่วนเลก็ ๆ (Formation of Cytoplasmic Bleb and apoptotic bodies) 

โดยแต่ละส่วนจะมี cell membrane ล้อมรอบและภายในก็มีทั้ งเศษนิวเคลียสและ organelles เรียกว่า Apoptotic 

bodies และสุดท้ายเซลล์ macrophages หรือเซลล์ข้างเคียงจะกินส่วนดังกล่าวเข้าไปย่อยภายในเซลล์ เรียกว่า 

Phagocytosis of  Apoptotic bodies   

 

2.3.4.2 การตายแบบ Necrosis 

 การตายแบบเฉพาะส่วน หรือ Necrosis การตายแบบน้ีจะมีการหลัง่เอนไซมพ์ิเศษ คือเร่ิมจาก 

เปล่ียนแปลงท่ี membrane ของทั้งเซลลแ์ละ organelles ภายในเซลล ์ท าให ้lysosomal enzyme ไหลออก 

จาก lysosome เขา้สู่ cytoplasm และยอ่ยสลายโปรตีนและส่วนต่าง ๆ ภายในเซลล ์ หรืออาจออกมายงัภายนอกเซลล์

จึงท าให้เกิดการท าลายเซลล์ข้างเคียงด้วย เน่ืองจากภายหลงัท่ีเซลล์ตาย เซลล์ไม่สามารถรักษาสภาพของ cell 

membrane ดงันั้นส่วนประกอบภายในเซลล์จะไหลสู่ภายนอกและกระตุน้ขบวนการอกัเสบตามมา ส่วนหน่ึงของ

เอนไซมท่ี์ย่อยเซลลน์ั้นจะมาจาก lysosome ของเซลลท่ี์ตายเอง เรียกว่า Autolysis หรือ จากเอนไซมท่ี์หลัง่จากเซลล์

อักเสบ เรียกว่า Heterolysis จากการศึกษาด้วยกล้องจุลทรรศน์ธรรมดา พบว่า Cytoplasm ของ เซลล์ตาย                 

แบบ Necrosis จะแดงมากขึ้น เน่ืองจาก ความผิดปกติของ RNA ใน Cytoplasm เอง และ การท่ีสียอ้มช้ินเน้ือชนิด 

Eosin ซ่ึงเป็นสีแดงจบักบัโปรตีนท่ีเสียสภาพใน Cytoplasm มากขึ้น นอกจากนั้นจะพบว่า Cytoplasm จะมีลกัษณะ

ติดสีแดงผิดปกติ เน่ืองจาก Glycogen ท่ีสะสมใน Cytoplasm หายไปและในระยะต่อมา อาจจะมีการสะสมของ 

Calcium salt ตามมาได ้ 

ส าหรับ Nucleus ก็จะพบการเปล่ียนแปลงได ้3 แบบ คือ          

  - Karyolysis คือ การเปล่ียนแปลงของนิวเคลียสโดยจะพบวา่สีน ้าเงินของนิวเคลียสจะจางลง 

และไม่คมชดั เน่ืองจากปฏิกิริยาของเอนไซม ์endonuclease ต่อ Chromatin      

  - Pyknosis คือ การเปล่ียนแปลงท่ีนิวเคลียสโดยนิวเคลียสจะเห่ียวและมีสีน ้ าเงินเขม้ เน่ืองจาก DNA รวมตวัเป็น

กอ้นสีน ้าเงินเขม้ (อาจจะพบในการตายของเซลลแ์บบ Apoptosis ไดเ้ช่นกนั)     

  - Karyorrhexis นิวเคลียสท่ีเห่ียวและจบัเป็นกลุ่มกอ้นสีน ้าเงิน (Pyknosis) จะแตกออกเป็นส่วน 

เล็ก ๆ อย่างไรก็ตามสุดทา้ยอาจจะพบเซลลต์ายโดยท่ีไม่เห็นส่วนของนิวเคลียสเน่ืองจากการนิวเคลียสของเซลล์ท่ี

ตายจะแตกเป็นช้ินส่วนเลก็ ๆ และสลายไปในท่ีสุด 
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ลกัษณะการตายเฉพาะส่วนของเน้ือเยือ่แบ่งออกเป็น 5 รูปแบบเด่น ๆ ไดด้งัน้ี  

1. Coagulative necrosis แมว้า่เน้ือเยือ่ตายแลว้ แต่ยงัมีการคงสภาพหรือโครงร่างของเน้ือเยื่อท่ีตายไว ้

ในระยะหน่ึง เขา้ใจว่า เกิดจากการเสียสภาพของโปรตีนรวมทั้งเอนไซมต่์าง ๆภายในเซลลเ์น้ือเยื่อ ไตส่วนท่ีตายจะ

คงสภาพอยู่ เห็นขอบเขตแยกจากส่วนท่ีไม่ตายไดช้ดัและมีสีซีดกว่า เน้ือเยื่อขา้งเคียง และผลการศึกษาดว้ยกลอ้ง

จุลทรรศน์ธรรมดา พบว่า มีการคงสภาพ ของโครงสร้างของเน้ือเยื่อไต ทั้งส่วนท่ีเป็น Glomerulus และ tubules แต่

ภายในเซลลท่ี์ ตายไม่เห็นนิวเคลียสแลว้ และ Cytoplasm มีสีชมพู-แดงเขม้สม ่าเสมอ   

2. Liquefactive necrosis ภายหลงัท่ีเซลลแ์ละเน้ือเยือ่ตาย มีการย่อยสลายเซลลแ์ละเน้ือเยือ่ท่ีตายโดยเอนไซมภ์ายใน 

Lysosome ของเซลลเ์อง เช่น กรณีเน้ือสมองตายจากการขาดเลือด และ/หรือมีการย่อยสลายโดยเอนไซมจ์ากเซลล์

อกัเสบในปฏิกิริยาการอกัเสบ เช่น การอกัเสบเป็นหนอง (Pus Formation หรือSuppurative Inflammation) ดงันั้น

ส่วนของเน้ือตายจะ เปล่ียนสภาพเป็นของเหลว   

3. Fat necrosis เป็นผลจากการท างานของเอนไซม์ไลเปสย่อยเน้ือเยื่อไขมนั ลกัษณะเน้ือตายเป็น สีเหลืองซีด อาจ

เห็นจุดขาวคลา้ยชอลค์ ในกลอ้งจุลทรรศน์จะเห็นบริเวณเซลลไ์ขมนัท่ีถูกเอนไซมย์อ่ยเป็นป้ืนสีชมพูอมม่วง ในขณะ

ท่ีเซลล์ท่ีตายแบบไม่มีเอนไซม์ย่อยจะเห็นเซลล์ไขมนัเส่ือมปะปนกบัฮิสติโอไซต์ (histiocyte) ในบางคร้ังอาจพบ

ปฏิกิริยาการเปล่ียนเป็นสบู่ (saponification) ในเน้ือเยื่อไดพ้บในตบัอ่อนอกัเสบเฉียบพลนัและการตายของเน้ือเยื่อ

เตา้นม  

4. Caseous necrosis เป็นลกัษณะการตายแบบ coagulation necrosis ท่ีจ าเพาะต่อเช้ือไมโคแบคทีเรีย (mycobacteria) 

(เช่นวณัโรค) , เช้ือรา, และวตัถุแปลกปลอมบางชนิด บริเวณท่ีตายจะออกสีเหลืองเหมือนเนย ไม่เป็นช่องว่าง มี

ขอบเขตเซลลไ์ม่ชดั Cytoplasm สีชมพูปริมาณมาก เรียกว่า Epithelioid histiocytes และ Multinucleated giant cells 

(ซ่ึงเกิดจากเซลล ์Epithelioid histiocytes หลายๆ เซลลร์วมตวักนัเป็นเซลล์ตวัโตท่ีมีหลายนิวเคลียส) การรวมกลุ่ม

ของเซลลด์งักล่าวเรียกว่า Granuloma และพบการตายรูปแบบคลา้ยกบั Coagulative necrosis ตรงกลาง Granuloma 

จึงเรียกวา่ Caseous Necrosis อาจกล่าวไดว้า่เป็นการตายรูปแบบผสมระหวา่ง coagulative และ liquefactive necroses    

5. Fibrinoid necrosis เป็นรูปแบบพิเศษของการตายของเน้ือเยือ่แบบ Necrosis ท่ี หลอดเลือด        

ส่วนใหญ่เกิดจากปฏิกิริยาภูมิคุม้กันของร่างกายเอง และเม่ือมีการสะสมของ immune complex ท่ีผนังของหลอด

เลือด ดงันั้นผนงัของ หลอดเลือดจะถูกแทนท่ีดว้ยป้ืนสีชมพูซ่ึงเป็น immune complex และอาจพบ  

Fibrinoid Necrosis ของ Arterioles ในผูป่้วยความดนัโลหิตสูงท่ีรุนแรงได ้  
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ตารางท่ี 2.2 แสดงการเปรียบเทียบลกัษณะของ Necrosis กบั Apoptosis 

 Necrosis Apoptosis 
ส่ิงท่ีกระตุน้ Pathologic stimuli Physiologic or Pathologic 

stimuli 
เกิดขึ้นกบั Many cells Single cells 
พยาธิสภาพกบั (1) Membrane disrubtion 

(2) Cytoplasmic eosinophilla 
(3) Nuclear change; 
Karyorrhexis => Karyolysis 

(1) Chromatin condensation 
(2) Fragmentation of cells 
(3) Apoptotic bodies 
 

การเปล่ียนแปลงภายหลงัเซลล์
ตาย 

เกิดปฏิกิริยาอกัเสบ 
(Inflammation) 

มี Phagocytosis และ ไม่มี
ปฏิกิริยาการอกัเสบ 

 

 
รูปท่ี 2.5 การเปลี่ยนแปลงโครงสร้างของเซลล์แบบ apoptosis และ necrosis 

 

2.3.5 Nuclear Magnetic Resonance Spectroscopy (NMR) 

 Nuclear Magnetic Resonance Spectroscopy (NMR) เป็นเทคนิคท่ีเก่ียวข้องกับการวัดระดับพลังงานท่ี

แตกต่างกนัของนิวเคลียสท่ีอยูภ่ายใตอิ้ทธิพลของสนามแม่เหลก็ 

 NMR เป็นเทคนิคท่ีศึกษาเก่ียวกบันิวเคลียสของธาตุท่ีมีสมบติัของแม่ เหล็กตลอดจนสภาวะข้างเคียงรอบ

นิวเคลียสนั้น ๆ มีประโยชน์มากในการศึกษาสูตรโครงสร้างและพลวตัของสาร โดยมีหลกัการคือ เคร่ือง NMR จะ

ส่งสัญญาณคล่ืนวิทยุทุกความถ่ีในช่วงท่ีสนใจเขา้ไปยงัตวัอย่างท่ีวิเคราะห์  ซ่ึงส่งผลให้นิวเคลียสเกิดสถานะถูก

กระตุน้ (excited state) จากนั้นนิวเคลียสดงักล่าวจะกลบัสู่สถานะพื้น (ground state) โดยการคายพลงังานออกมาใน

รูปของคล่ืนวิทยใุนรูปของคลื่นท่ีซ้อนกนัท่ีเรียกว่าสัญญาณ FID (free induction decay) ซ่ึงเราสามารถแยกออกเป็น

ความถ่ีต่างๆ ซ่ึงถูกคอมพิวเตอร์เก็บขอ้มูลและประมวลผล มาในรูปของ NMR spectrum ซ่ึงมีลกัษณะเป็นพีค และ

สารอินทรียท่ี์มีหมู่ฟังกช์นัท่ีแตกต่างกนั จะปรากฏค่า chemical shift ท่ีแตกต่างกนั  
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รูปท่ี 2.6 ค่า chemical shift โดยประมาณของโปรตอนในโมเลกุลประเภทต่างๆ 

 



 

บทที่ 3 

การทดลอง 
3.1 วัตถุดิบ 

 เห็ดกระถินพิมาน บดเป็นผง  

 

3.2 เคร่ืองมือและอุปกรณ์ 

 1. Thin Layer Chromatoplate (TLC) 

 2. NMR Tube: 5 mm standard NMR tube 

 3. Rotatory Vacuum Evaporator 

 4. NMR Spectrometer: 500 mHz JNM-ECZS series FT NMR  

 5. Tissue culture flask 25 cm3 

 6. Tissue culture plate 96 well 

 7. 96-well (8x12) microtiter plate 

 8. Microtiter Plate Reader 

 9. CO2 Incubator 

 

3.3 สารเคมี 

 1. Ethanol 

 2. Methanol 

 3. Normal saline 

4. Ethylene diamine tetra-acetic acid (EDTA) 

5.  Dimethyl sulfoxide (DMSO) 

6. Dichloromethane 

 7. Chloroform 

 8. Deuterated solvents for NMR ไดแ้ก่ Chloroform, Deuterium oxide, Methanol 

 9. Liquid and powder medium (RPMI1640) 

 10. Fetal calf serum 

11. Trypsin 

 12. 3-[4,5-dimethylthiazol-2-yl]-2,5-diphenyl-tetrazolium bromide (MTT) 
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3.4 วิธีการทดลอง 

3.4.1 การเตรียมสารสกดัของเห็ดกระถินพมิาน 

 1) การสกดัดว้ยเอทานอล 

 น าเห็ดกระถินพิมานท่ีถูกบดเป็นผงประมาณ 40 g ห่อดว้ยกระดาษกรอง  น ามาสกดัดว้ย 400 mL เอทานอล 

โดยวิธีการสกดัดว้ยซอกเลต (Soxhlet extraction) เป็นเวลา 6 ชัว่โมง และน าสารสกดัท่ีไดม้าระเหยตวัท าละลายออก

ดว้ย Rotatory Vacuum Evaporator ชัง่น ้าหนกั เก็บตวัอยา่งสารสกดัใน desiccator  

 2) สกดัดว้ยน ้า 

 ใส่เห็ดกระถินพิมานท่ีถูกบดเป็นผงประมาณ 40 g ลงในขวดรูปกรวยขนาด 1000 mL เติมน ้ ากลัน่ 400 mL 

แลว้น ามาให้ความร้อนบน Hotplate เป็นเวลา 6 ชัว่โมง กรองสารกดัดว้ยกระดาษกรอง และน าสารสกดัท่ีได้ไป

ระเหยตวัท าละลายออกดว้ยการท า Freeze Dry ชัง่น ้าหนกั เก็บตวัอยา่งสารสกดัใน desiccator 

  

3.4.2 การทดสอบความเป็นพิษต่อเซลล์ (Cytoxicity assay) 

 ส่งตวัอยา่งสารทดสอบท่ีสถาบนัวิจยัเทคโนโลยชีีวภาพและวิศวกรรมพนัธุศาสตร์ จุฬาลงกรณ์

มหาวิทยาลยั 

 1) การเตรียมเซลล ์

  เซลลท่ี์ใชเ้ป็น cell line จาก American Type Culture Condition (ATCC) ไดแ้ก่เซลลด์งัต่อไปน้ี 

 

ช่ือในหอ้งปฏิบติัการ ช่ือสามญั แหล่งท่ีมาของเซลล ์
 KATO-III เซลลม์ะเร็งกระเพาะอาหาร Gastric carcinoma, Human 

BT474 เซลลม์ะเร็งเตา้นม Ductal carcinoma, breast, Human 
SW620 เซลลม์ะเร็งล าไส ้ Lymph node metastasis, colon 

adenocarcinoma, Human 
Hep-G2 เซลลม์ะเร็งตบั Liver hepatoblastoma, Human 

Chago-K1 เซลลม์ะเร็งปอด Lung undifferentiated, Human 
Wi-38 เซลลป์กติ Fibroblast, Lung, Human 

  

เล้ียงเซลลใ์น tissue culture flask ดว้ยอาหารเล้ียงเซลล ์RPMI1640 ท่ีผสม fetal calf serum 5% บ่มท่ี 37 ๐C 

5% CO2 ไวป้ระมาณ 3 วนั (มีเซลล ์2-4 x 106 เซลล/์ขวด) หลงัจากนั้นดูดอาหารเล้ียงเซลลเ์ก่าออก เติม 0.05% trypsin 

+ 0.01% EDTA ปริมาตร 0.5-1 mL บ่มประมาณ 2-5 นาที เม่ือเซลลห์ดตวั ดูด trypsin ทิ้ง แลว้เติมอาหารเล้ียงเซลล์

ใหม่ เคาะให้เซลล์ท่ีเกาะใน flask หลุด ดูดเซลล์บางส่วนใส่ใน tissue culture flask อีกขวดหน่ึง เพื่อขยายจ านวน
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เซลล์เพิ่มเติมและเจือจางให้แต่ละ flask เซลล์มีความเขม้ขน้ 2.5 x 104 cell/mL โดยสามารถตรวจวดัความเขม้ขน้

ดว้ยการนบัจ านวนเซลลโ์ดยใช ้Hemocytometer เตรียมเซลลจ์นไดป้ริมาณท่ีตอ้งการทดสอบ 

 

 2) การเตรียมตวัอยา่งสารสกดัทดสอบเซลลม์ะเร็ง 

  สารตวัอยา่งท่ีตอ้งการทดสอบนั้นมี 2 ชนิด ไดแ้ก่ 

   I สารสกดัเห็ดกระถินพิมานดว้ยเอทานอล 

   II สารสกดัเห็ดกระถินพิมานดว้ยน ้า 

  เตรียมสารตวัอย่างเพื่อการทดสอบ เขม้ขน้ 50 mg/mL โดยการชัง่สารสกดัเอทานอลเห็ดกระถิน

พิมาน 39.6 mg ละลายดว้ย DMSO 792 µL และ ชัง่สารสกดัน ้าเห็ดกระถินพิมาน 34 mg ละลายดว้ย DMSO 680 µL 

จากนั้นเจือจางตวัอย่างสารสกดัให้ไดค้วามเขม้ขน้ตามตอ้งการ 500, 250, 125, 62.5, 31.25, 15.625, 7.8, 3.9,1.95  

µg/L ดว้ย DMSO เพื่อน าไปทดสอบหาค่า IC50 ต่อไป 

 

 3) การเตรียมสารละลาย MTT  

  เตรียมสารละลาย MTT ใน normal saline ให้มีความเขม้ขน้ 5 mg/mL (เก็บสารละลายไวใ้นขวดสี

ชา และเก็บรักษาไวท่ี้ 4๐C ได ้1 เดือน) 

 

 4) การทดสอบความเป็นพิษต่อเซลลด์ว้ยวิธี MTT 

  4.1) เติมเซลลท่ี์เล้ียงไวจ้ากขอ้ท่ี 1)  ปริมาตร 100 µL ลงใน microtiter plate 96 well ท่ีมีอาหารเล้ียง

เซลล์ RPMI1640 อยู่ 100 µL/well (จะไดค้วามเขม้ขน้ 2.5 x 103 cell/well/200 µL) บ่มไวท่ี้ 37 ๐C 5% CO2 นาน 24 

ชัว่โมง 

  4.2) เติมตวัอยา่งสารสกดัท่ีเตรียมไวจ้ากขอ้ท่ี 2) ปริมาตร 2 µL/well  ลงใน microtiter plate 96 well 

บ่มไวท่ี้ 37 ๐C 5% CO2 นาน 72 ชัว่โมง  (3 วนั) 

  4.3) เติม MTT เขม้ขน้ 5 mg/mL ท่ีเตรียมไวจ้ากขอ้ท่ี 3) ปริมาตร 10 µL/well  ลงใน microtiter 

plate 96 well บ่มนาน 4 ชัว่โมง ดูดอาหารเล้ียงเซลลทิ์้ง 

  4.4) เติม 100% DMSO ปริมาตร 150 µg/mL เขยา่บน plate mixer นาน 2-3 นาที 

  4.5) วดัค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 540 nm 

 

 5) การค านวณ  

% การมีชีวิตรอดของเซลล ์(% cell survival) = 
ค่าการดูดกลืนแสงของ 𝑀𝑇𝑇 ในสารสกดั

ค่าการดูดกลืนแสงของ 𝑀𝑇𝑇 ในตวัท าละลาย 𝐷𝑀𝑆𝑂
 x 100 
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 น าค่า  % cell survival มาสร้างกราฟเพื่อค านวณหาความเขม้ขน้ของสารท่ีท าให้เซลลมี์การรอด 50% หรือ 

ค่า IC50 (Inhibit concentration 50%) โดยก าหนดให้แกน X เป็น log ของความเขม้ขน้ของสาร และ แกน Y เป็น % 

cell survival 

  

 



 

บทที่ 4 

ผลการทดลองและอภิปรายผลการทดลอง 
4.1 การเตรียมสารสกดัของเห็ดกระถินพมิาน 

 จากการน าผงเห็ดกระถินพิมานมาประมาณ 40 กรัม แลว้ท าการสกดัทั้งหมด 2 วิธี คือการสกดัดว้ยน ้ า และ

การสกดัดว้ยเอทานอล พบวา่ไดล้กัษณะของสารสกดั น ้าหนกั และปริมาณร้อยละของสารท่ีได ้ดงัตารางท่ี 4.1 

 

ตารางท่ี 4.1 แสดงลกัษณะ น ้ าหนกั และร้อยละปริมาณของสารสกดัท่ีได ้(% yield extract) ของสารสกดัจากเห็ด

กระถินพิมาน 

สารสกดัจากเห็ดกระถินพิมาน ลกัษณะของสาร
สกดั 

น ้าหนกัสารสกดั(กรัม) ร้อยละปริมาณของสารท่ี
สกดัได ้(%yield extract) 

สารสกดัดว้ยน ้า ของแขง็เป็นเกลด็ 
สีน ้าตาลเขม้ 

1.3187 3.30 

สารสกดัดว้ยเอทานอล ของแขง็เป็นผง 
สีน ้าตาลเขม้ 

0.0792 0.20 

 

 จากตารางท่ี 4.1 จะเห็นไดว้่า สารสกดัจากเห็ดกระถินพิมานท่ีสกดัดว้ยเอทานอล มีร้อยละปริมาณของสาร

ท่ีสกดัได ้(%yield extract) มากกวา่ สารสกดัจากเห็ดกระถินพิมานท่ีสกดัดว้ยน ้า 

 

4.2 การตรวจสอบความเป็นพษิต่อเซลล์ (Cytoxicity assay) 

 MTT assay เป็นวิธีการตรวจวดัความมีชีวิตของเซลล ์โดยเซลลมี์ชีวิต จะมี mitochondrial dehydrogenase ท่ี

จะเปล่ียนเป็น MTT (3-[4,5-dimethylthiazol-2-yl])-2,5-diphenyl-tetrazolium bromide ซ่ึงเป็นสารละลายสีเหลือง 

ใหเ้ป็น formazan ท่ีมีสีฟ้าและไม่ละลายน ้า โดยปริมาณ formazan ท่ีเกิดขึ้นจึงเป็นสัดส่วนโดยตรงกบัจ านวนเซลลมี์

ชีวิต จึงสามารถน าไปใชว้ดัความมีชีวิตของเซลลไ์ด ้
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จากการน าสารตวัอย่าง 2 ชนิด ไดแ้ก่ สารสกดัเห็ดกระถินพิมานดว้ยน ้ า และ สารสกดัเห็ดกระถินพิมาน

ดว้ยเอทานอล มาตรวจสอบความเป็นพิษต่อเซลล์ (Cytoxicity assay) ท่ีความเขม้ขน้ 500, 250, 125, 62.5, 31.25, 

15.625, 7.80, 3.9 และ 1.95 µg/mL แลว้เติม MTT 5 mg/mL ปริมาตร 10 µL/well บ่มไวใ้นตูเ้ซลล์นาน 4 ชัว่โมง 

แลว้เติม 100% DMSO ปริมาตร 150 µL/well เพื่อท าให ้formazan ละลายออกมา เขยา่บน plate mixer นาน 2-3 นาที 

แลว้วดัค่าดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 540 nm และน าค่าดูดกลืนแสงมาค านวณการมีชีวิตรอดของเซลล์ (% cell 

survival) และน าค่า % cell survival มาค านวณหาความเป็นพิษต่อเซลล์มะเร็งทั้ง 5 ชนิดและเซลล์ปกติ (IC50) ซ่ึง

ไดผ้ลตามตารางท่ี 4.2 และลกัษณะการเปลี่ยนแปลงของเซลลม์ะเร็ง อนัเน่ืองมาจากสารสกดัทั้งสอง ท่ีความเขม้ขน้

ต่าง ๆ แสดงไวใ้นรูปท่ี 4.1-4.12 

 

ตารางท่ี 4.2 แสดงผลการน าสารสกดัต่างๆจากเห็ดกระถินพิมานมาตรวจสอบความเป็นพิษต่อเซลลม์ะเร็งทั้ง 5 ชนิด

และเซลลป์กติ (IC50) 

สาร/Cell lines IC50 (µg/mL) 
BT474 

 
Chago-K1 Hep-G2 KATO-III SW620 WI-38 

(inactive) 
สารสกดัเห็ดกระถิน

พิมานดว้ยน ้า 
500 339.2 247.5 190.7 372.3 >500 

สารสกดัเห็ดกระถิน
พิมาน 

ดว้ยเอทานอล 

58.0 58.3 43.0 31.1 33.0 117.1 
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รูปท่ี 4.1 ผลของการน าสารสกัดเห็ดกระถนิพมิานด้วยน ้าในความเข้มข้นต่าง ๆมาตรวจสอบสารพษิ 

ต่อเซลล์มะเร็งเต้านม (BT474) 

 

 
 

รูปท่ี 4.2 ผลของการน าสารสกัดเห็ดกระถนิพมิานด้วยน ้าในความเข้มข้นต่าง ๆมาตรวจสอบสารพษิ 

ต่อเซลล์มะเร็งปอด (Chago-K1) 
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รูปท่ี 4.3 ผลของการน าสารสกัดเห็ดกระถนิพมิานด้วยน ้าในความเข้มข้นต่าง ๆมาตรวจสอบสารพษิ 

ต่อเซลล์มะเร็งตับ (HEP-G2) 

 

 
 

รูปท่ี 4.4 ผลของการน าสารสกัดเห็ดกระถนิพมิานด้วยน ้าในความเข้มข้นต่าง ๆมาตรวจสอบสารพษิ 

ต่อเซลล์มะเร็งกระเพาะอาหาร (KATO-III) 
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รูปท่ี 4.5 ผลของการน าสารสกัดเห็ดกระถนิพมิานด้วยน ้าในความเข้มข้นต่าง ๆมาตรวจสอบสารพษิ 

ต่อเซลล์มะเร็งล าไส้ (SW620) 

 

 

 

รูปท่ี 4.6 ผลของการน าสารสกัดเห็ดกระถนิพมิานด้วยน ้าในความเข้มข้นต่าง ๆมาตรวจสอบสารพษิ 

ต่อเซลล์ปกติ (Wi-38) 



22 
 

 

 

 
 

รูปท่ี 4.7 ผลของการน าสารสกัดเห็ดกระถนิพมิานด้วยเอทานอลในความเข้มข้นต่าง ๆมาตรวจสอบสารพษิ 

ต่อเซลล์มะเร็งเต้านม (BT474) 

 

 
 

รูปท่ี 4.8 ผลของการน าสารสกัดเห็ดกระถนิพมิานด้วยเอทานอลในความเข้มข้นต่าง ๆมาตรวจสอบสารพษิ 

ต่อเซลล์มะเร็งปอด (Chago-K1) 
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รูปท่ี 4.9 ผลของการน าสารสกัดเห็ดกระถนิพมิานด้วยเอทานอลในความเข้มข้นต่าง ๆมาตรวจสอบสารพษิ 

ต่อเซลล์มะเร็งตับ (HEP-G2) 

 

 
 

รูปท่ี 4.10 ผลของการน าสารสกัดเห็ดกระถินพมิานด้วยเอทานอลในความเข้มข้นต่าง ๆมาตรวจสอบสารพษิ 

ต่อเซลล์มะเร็งกระเพาะอาหาร (KATO-III) 
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รูปท่ี 4.11 ผลของการน าสารสกัดเห็ดกระถินพมิานด้วยเอทานอลในความเข้มข้นต่าง ๆมาตรวจสอบสารพษิ 

ต่อเซลล์มะเร็งล าไส้ (SW620) 

 

 
 

รูปท่ี 4.12 ผลของการน าสารสกัดเห็ดกระถินพมิานด้วยเอทานอลในความเข้มข้นต่าง ๆมาตรวจสอบสารพษิ 

ต่อเซลล์ปกติ (Wi-38) 

 



25 
 

เม่ือได้ค่าดูดกลืนแสงจากการท า MTT assay แลว้น าค่าดูดกลืนแสงมาค านวณการมีชีวิตรอดของเซลล์      

(% cell survival) และน าค่า % cell survival มาค านวณหาความเป็นพิษต่อเซลล์มะเร็งทั้ง 5 ชนิดและเซลล์ปกติ 

(IC50) ซ่ึงค่า IC50 คือค่าความเขม้ขน้ของสารท่ีใหผ้ลยบัย ั้งความมีชีวิตลดลงเป็นคร่ึงหน่ึงจากสภาวะไม่มีสารทดสอบ 

ดงันั้นเม่ือสารท่ีทดสอบมีค่า IC50 ท่ีน้อยกว่าแสดงว่ามีความสามารถในการยบัย ั้งความมีชีวิต หรือการเป็นพิษต่อ

เซลล์ไดดี้กว่า จากการค านวณค่า IC50 ของสารสกดัเห็ดกระถินพิมานดว้ยน ้ า และ สารสกดัเห็ดกระถินพิมานดว้ย    

เอทานอล พบวา่ 

สารสกัดเห็ดกระถินพิมานด้วยน ้ า มีความเป็นพิษต่อเซลล์มะเร็ง โดยมีฤทธ์ิในการยบัย ั้งเซลล์มะเร็งทั้ง            

5 ชนิดได ้โดยไม่ท าลายเซลลป์กติ (Wi-38) ซ่ึงเห็นไดจ้ากการแสดงค่า IC50 ท่ีมากกวา่ 500 µg/mL โดยสารสกดัเห็ด

กระถินพิมานดว้ยน ้าน้ีมีฤทธ์ิในการยบัย ั้งเซลลม์ะเร็งกระเพาะอาหาร (KATO-III) ไดดี้ท่ีสุด ซ่ึงแสดงค่า IC50 เท่ากบั 

190.7 µg/mL รองลงมาคือ ฤทธ์ิในการยบัย ั้งเซลลม์ะเร็งตบั(Hep-G2) ซ่ึงแสดงค่า IC50 เท่ากบั 247.5 µg/mL ต่อมา

คือ ฤทธ์ิในการยบัย ั้งเซลลม์ะเร็งปอด (Chago-K1) และ เซลลม์ะเร็งล าไส้ (SW620) ท่ีมีความสามารถในการยบัย ั้ง

เซลลม์ะเร็งไดดี้พอ ๆ กนั ซ่ึงแสดงค่า IC50 เท่ากบั 339.2 µg/mL และ 372.3 µg/mL ตามล าดบั ส าหรับเซลลม์ะเร็ง

เตา้นม(BT474) นั้นมีฤทธ์ิในการยบัย ั้งเซลลม์ะเร็งนอ้ยท่ีสุด โดยแสดงค่า ค่า IC50 เท่ากบั 500 µg/mL 

ส าหรับสารสกดัเห็ดกระถินพิมานด้วยเอทานอล มีความเป็นพิษต่อเซลล์มะเร็ง โดยมีฤทธ์ิในการยบัย ั้ง

เซลลม์ะเร็งทั้ง 5 ชนิดไดดี้กว่าน ้ าค่อนขา้งมากเช่นกนั โดยมีฤทธ์ิในการยบัย ั้งเซลลก์ระเพาะอาหาร (KATO-III) ได้

ดีท่ีสุด ซ่ึงแสดงค่า IC50 เท่ากบั 31.1 µg/mL รองลงมาคือ ฤทธ์ิในการยบัย ั้งเซลลม์ะเร็งล าไส้ (SW620) ซ่ึงแสดงค่า 

IC50 เท่ากบั 33.0 µg/mL ถดัมาคือ ฤทธ์ิในการยบัย ั้งเซลลม์ะเร็งตบั (Hep-G2) ซ่ึงแสดงค่า IC50 เท่ากบั 43.0 µg/mL 

ส าหรับเซลลม์ะเร็งเตา้นม (BT474) และ เซลลม์ะเร็งปอด (Chago-K1)  นั้นมีฤทธ์ิในการยบัย ั้งเซลลม์ะเร็งนอ้ยท่ีสุด 

โดยแสดงค่า ค่า IC50 เท่ากบั 58.0 µg/mL และ 58.3 µg/mL  ซ่ึงเม่ือเทียบกบัค่า IC50 ของสารสกดัเห็ดกระถินพิมาน

ดว้ยน ้ านั้น จะเห็นไดว้่า สารสกดัเห็ดกระถินพิมานดว้ยเอทานอล มีความสามารถในการยบัย ั้งเซลลม์ะเร็งไดดี้กว่า

อย่างเห็นไดช้ดั แต่เม่ือดู ค่า IC50 ของเซลลป์กติ (Wi-38) ท่ีแสดงค่า IC50 117.1 µg/mL ท าให้เห็นว่าแมส้ารสกดัเห็ด

กระถินพิมานจะมีฤทธ์ิในการยบัย ั้งเซลลม์ะเร็งไดดี้กวา่ แต่ก็มีฤทธ์ิในการท าลายเซลลป์กติบางส่วน 

เม่ือพิจารณาลักษณะการตายของเซลล์มะเร็งแล้ว พบว่าการตายของเซลล์มีทั้ งแบบ Apoptosis และ 

Necrosis โดยสารสกดัเห็ดกระถินพิมานดว้ยน ้ า ในรูป 4.1 จะสังเกตเห็นไดว้่าท่ีความเขม้ขน้ 250 และ 500 µg/mL 

เซลล์มะเร็งเต้านม (BT474)  มีจ านวนท่ีลดลงอย่างชัดเจนเม่ือเทียบกับ Media เน่ืองจากเซลล์มีการหดตัว                     

ไม่รวมกลุ่มกัน ซ่ึงเป็นการตายของเซลล์แบบ Apoptosis ส่วนเซลล์มะเร็งปอด (Chago-K1) เซลล์มะเร็งล าไส้ 

(SW620) ในรูป 4.2 และ 4.5 นั้นจะสังเกตเห็นว่า ท่ีความเขม้ขน้ 500 µg/mL การตายของเซลล์มีทั้งการตายแบบ 

Apoptosis และพบเศษซากของเซลล์ท่ีเกิดจากการแตกตัวจากการตายแบบ Necrosis  ส าหรับเซลล์มะเร็งตับ      

(HEP-G2) ในรูป 4.3 นั้นจะสังเกตไดจ้ากความเขม้ขน้ 250 µg/mL โดยมีการหดตวัและแยกออกจากกนัจากเดิมท่ี

เกาะกันเป็นกลุ่ม ซ่ึงเป็นการตายแบบ Apoptosis  ส าหรับเซลล์กระเพาะอาหาร (KATO-III) ในรูป 4.4 จะเห็น

ลกัษณะเซลลท่ี์เปล่ียนแปลงไปอยา่งชดัเจน เซลลมี์การรวมกลุ่มท่ีลดลง และเซลลมี์การแตกสลาย โดยการตายแบบ 
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Necrosis ของเซลล์มะเร็งน้ีเป็นแบบ Coagulative necrosis เน่ืองจากแมเ้ซลล์แตกแต่ยงัมีเศษซากเซลล์คงเหลืออยู่

จากการคงสภาพของเซลลท่ี์ตายในระยะหน่ึง เกิดจากการเสียสภาพของโปรตีนรวมทั้งเอนไซมต่์าง ๆภายในเซลล ์ 

ส าหรับการพิจารณาการตายของเซลล์มะเร็งในสารสกัดเห็ดกระถินพิมานด้วยเอทานอล ท่ีความเขม้ขน้

มากกว่า 62.5 µg/mL เซลล์มะเร็งมีลกัษณะหดตัว ไม่รวมกลุ่มกันอย่างเห็นได้ชัด ซ่ึงเป็นลกัษณะการตายแบบ 

Apoptosis และ เซลลม์ะเร็งบางส่วนมีการแตกสลาย ซ่ึงเป็นลกัษณะการตายแบบ Necrosis 

            

 

 

           

 



 

บทที่ 5 

สรุปผลการทดลอง 

 

จากการสารสกดัเห็ดกระถินพิมานทั้งหมด 2 แบบคือ สารสกดัเห็ดกระถินพิมานดว้ยน ้ า และ สารสกดัเห็ด

กระถินพิมานด้วยเอทานอล พบว่าสารสกดัเห็ดกระถินพิมานด้วยเอทานอลได้ร้อยละปริมาณของสารท่ีสกัดได้       

(%yield extract)  ร้อยละ 3.30 ซ่ึงมากกว่า สารสกดัเห็ดกระถินพิมานท่ีไดป้ริมาณ ร้อยละ 0.20 ซ่ึงเม่ือน าตวัอย่าง

สารสกดัจากเห็ดกระถินพิมานทั้งสองแบบ มาทดสอบการเป็นพิษต่อเซลลม์ะเร็งทั้งหมด 5 ชนิด ไดแ้ก่ เซลลม์ะเร็ง

เตา้นม (BT474) เซลล์มะเร็งปอด (Chago-K1) เซลล์มะเร็งตบั (Hep-G2) เซลล์มะเร็งกระเพาะอาหาร (KATO-III) 

เซลลม์ะเร็งล าไส้ (SW620) รวมไปถึงเซลลป์กติ (Wi-38) ดว้ยวิธี MTT assay พบวา่สารสกดัจากเห็ดกระถินพิมานท่ี

สกดัดว้ยน ้า และเอทานอล มีฤทธ์ิในการยบัย ั้งเซลลม์ะเร็งไดท้ั้ง 5 ชนิด โดยมีฤทธ์ิในการยบัย ั้งเซลลม์ะเร็งกระเพาะ

อาหาร (KATO-III) ไดดี้ท่ีสุด โดยมีค่า IC50 ของสารสกดัดว้ยน ้ า เท่ากบั 190.7 µg/mL  และ IC50 ของสารสกดัด้วย   

เอทานอล เท่ากับ 31.1 µg/mL ส าหรับเซลล์มะเร็งอ่ืนก็สามารถมีฤทธ์ิในการยบัย ั้งได้เช่นกัน โดยสารสกัด              

เห็ดกระถินพิมานดว้ยน ้ า มีฤทธ์ิในการยบัย ั้งเซลลม์ะเร็งตบั (Hep-G2), เซลล์มะเร็งปอด (Chago-K1), เซลล์มะเร็ง

ล าไส้ (SW620) และ เซลลม์ะเร็งเตา้นม (BT474) แสดงค่า IC50 เท่ากบั 247.5 µg/mL, 339.2 µg/mL,  372.3 µg/mL 

และ 500 µg/mL ตามล าดับ ส่วนสารสกัดเห็ดกระถินพิมานด้วยเอทานอล มีฤทธ์ิในการยบัย ั้งเซลล์มะเร็งล าไส้ 

(SW620), เซลลม์ะเร็งตบั (Hep-G2), เซลลม์ะเร็งเตา้นม (BT474) และ เซลลม์ะเร็งปอด (Chago-K1)  แสดงค่า IC50 

เท่ากบั 33.0 µg/mL, 43.0 µg/mL, 58.0 µg/mL และ 58.3 µg/mL ตามล าดบั และเม่ือทดสอบกบัเซลลป์กตินั้น สาร

สกดัเห็ดกระถินพิมานดว้ยน ้ า มีฤทธ์ิท่ีไม่ท าลายเซลลป์กติ ส่วนสารสกดัเห็ดกระถินพิมานดว้ยเอทานอล มีฤทธ์ิท่ี

ท าลายเซลลป์กติบางส่วนโดยมี IC50 117.1 µg/mL เม่ือพิจารณาลกัษณะการตายของเซลล์พบว่าการตายของเซลลมี์

ทั้งแบบ Apoptosis และ Necrosis แบบ Coagulative necrosis  
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ตาราง ผ1 ร้อยละการอยูร่อดของเซลล ์(% Cell Survival)  
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ตัวอย่าง การค านวณค่า IC50 

 สารสกดัเห็ดกระถินพิมานดว้ยน ้า ท่ีความเขม้ขน้ 500,250,125,62.5,31.25,15.625,7.80,3.9 และ 1.95 

µg/mL ละลายใน DMSO ในความเป็นพิษต่อ เซลลม์ะเร็งกระเพาะอาหาร (KATO-III) 

ความเขม้ขน้
ของสาร
สกดัน ้า 
(µg/mL) 

ค่าดูดกลืนแสงแสงท่ี 540 nm ของเซลลม์ะเร็งกระเพาะอาหาร 
(KATO-III) หลงัการเติม MTT 

  
Percen of 
Survival คร้ังท่ี 1 คร้ังท่ี 2 คร้ังท่ี 3 คร้ังท่ี 4 เฉล่ีย 

500 0.249 0.455 0.518 0.275 0.374 37 
250 0.349 0.402 0.495 0.412 0.417 41 
125 0.579 0.668 0.713 0.561 0.630 62 
62.5 0.675 0.726 0.672 0.567 0.660 65 

31.25 0.428 0.688 0.695 0.660 0.618 61 
15.625 0.488 0.730 0.671 0.592 0.620 61 

7.80 0.715 0.714 0.634 0.662 0.681 67 
3.9 0.657 0.741 0.735 0.662 0.699 69 

1.95 0.682 0.869 0.764 0.730 0.761 75 
DMSO* 1.011 1.054 1.003 1.056 1.018 100 

0.985 0.930 1.075 1.031 
Media** 1.281 1.320 1.362 1.303 1.326  

1.359 1.370 1.329 1.282 
*DMSO คือ negative control ท่ีไม่เติม DMSO 

**Media คือ ชุดควบคุมท่ีไม่มีการเติมสารตวัอยา่ง 

 

น าค่าเปอร์เซ็นตก์ารรอดของเซลลม์าสร้างกราฟเพื่อใชค้  านวณหาความเขม้ขน้ต ่าท่ีสุดของสารสกดัดว้ยน ้า

ท่ีเป็นพิษต่อเซลลม์ะเร็งกระเพาะอาหาร (KATO-III) ร้อยละ 50 หรือหาค่า IC50 (Inhibit concentration 50%) ดงัน้ี 
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กราฟที่ 4.1 เปอร์เซ็นการอยู่รอดของเซลล์มะเร็งกระเพาะอาหาร(% cell survival)  

เม่ือได้รับสารสกัดด้วยน ้า (mg/ml) ที่ความเข้มข้นต่างๆ 

 

จากกราฟ สามารถค านวณหาความเขม้ขน้ต ่าท่ีสุดของสารสกดัดว้ยน ้าท่ีเป็นพิษต่อเซลลม์ะเร็งกระเพาะ

อาหาร(KATO-III) ร้อยละ 50 หรือค่า IC50 โดยอาศยัสมการ 

Y = 10x 

เม่ือ y คือ % การอยูร่อดของเซลลม์ะเร็งกระเพาะอาหาร 

 X คือค่า log ของความเขม้ขน้ของสารสกดัดว้ยน ้าท่ีมีเปอร์เซนการอยูร่อดของเซลลม์ะเร็งกระเพาะอาหาร

เท่ากบั 50 แทนค่า  Y = 102.28 

    = 190.72 
    ≈ 190.7  
 ดงันั้น ความเขม้ขน้ต ่าท่ีสุดของการสกดัดว้ยน ้าท่ีเป็นพิษต่อเซลลม์ะเร็งกระเพาะอาหาร(KATO-III) ร้อยละ 

50  คือ 190.7 µg/mL 
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รูปท่ี ผ1 1H-NMR ของสารสกดัเห็ดกระถินพิมานดว้ยเอทานอล 

 

 

รูปที่ ผ2 1H-NMR ของสารสกดัเห็ดกระถินพิมานดว้ยน ้า 
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