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บทคัดย่อ
การศกึษานีม้วีตัถปุระสงค์เพือ่ตรวจหาปรมิาณสารฟีนอลิกทัง้หมด 

ฤทธิต้์านอนมุลูอสิระและฤทธิย์บัยัง้การเจรญิของเซลล์มะเรง็ตบั HepG2 
โดยท�ำการศกึษาในส่วนใบและยอดของผักคราดหัวแหวนไร่และนา น�ำมา
วเิคราะห์หาปรมิาณสารฟีนอลกิทัง้หมดด้วยวธิ ีFolin-Ciocalteu ทดสอบ
ฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระด้วยวิธี 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH) 
และหาค่าความสามารถในการต้านอนุมูลอิสระ ด้วยวิธี FRAP (Ferric 
reducing/antioxidant potential) และทดสอบฤทธิ์ยับยั้งการเจริญ
ของเซลล์มะเร็งตับ HepG2 ด้วยวิธี sulforhodamine B (SRB) ผลการ
ศึึกษาพบว่่า สารสกััดจากใบผัักคราดหััวแหวนนามีีปริิมาณสารฟีีนอลิิก
ทั้้�งหมดมากที่่�สุุด เท่่ากัับ 14.32±0.01 µg GAE/mg sample และมีีฤทธิ์์�
ต้้านอนุมุูลูอิสิระมากที่่�สุดุ มีค่ี่า IC

50
 ในการยับัยั้้�งอนุมุูลูอิสิระ DPPH เท่่ากับั 

262.21±1.13 µg/mL และมีค่ี่า FRAP value เท่่ากับั 252.71±2.33 µg 
TEAC/mg sample สารสกดัจากใบผกัคราดหวัแหวนไร่มฤีทธิย์บัยัง้การ
เจริิญของเซลล์์มะเร็ง็ตับัมากที่่�สุดุ มีค่ี่า IC

50
 ในการยับัยั้้�งการเจริญิของเซลล์์ 

เท่า่กับั 464.70±133.57 µg/mL ผลการศึกึษาพบว่า่ฤทธิ์์�ต้า้นอนุมุูลูอิสิระ
ของสารสกัดจากใบและยอดของผกัคราดหวัแหวนไร่และนา มคีวามสมัพนัธ์
เชิงบวกกับฤทธ์ิยับย้ังการเจริญของเซลล์มะเร็งอย่างมีนัยส�ำคัญทางสถิติ
ที่ระดับ 0.05 (R2 = 0.8727, p < 0.05) ดังนั้นผลการศึกษานี้อาจใช้เป็น
ข้อมูลเบื้องต้นเกี่ยวกับการศึกษาฤทธิ์ต้านมะเร็งตับของสารสกัดจาก
ผักคราดหัวแหวนต่อไป
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Abstract
The purpose of this study was to investigate the total phenolic contents, antioxidant 

activity, and antiproliferative activity against HepG2 cell line from leaves and shoots of 
Spilanthes acmella. Total phenolic content was analyzed by Folin-Ciocalte method. Antioxidant 
activity was used DPPH radical scavenging assay and FRAP (Ferric reducing/antioxidant potential). 
The antiproliferative activity against liver cancer (HepG2) cell line was determined by 
sulforhodamine B (SRB) assay. The result showed that the ethanolic extract from leaves at 
the Paddy field had the highest amount of total phenolic content. There was 14.32±0.01 µg 
GAE/mg sample. Antioxidation activity assay, the result showed that the leaves extract at 
Paddy field had the highest antioxidant activity which showed IC

50
 value of DPPH radical at 

262.21±1.13 µg/mL and FRAP value of 252.71±2.33 µg TEAC/mg sample. Antiproliferative 
activity against liver cancer (HepG2) cell line, the result showed that the leaves extract at the 
Corn field had the highest antiproliferative activity which showed IC

50
 value of growth inhibition 

at 464.70±133.57 µg/mL. The result show that the antioxidant activity of leaves and shoots 
extract at Corn field and Paddy field had the statistical significantly positive correlation with 
HepG2 cell growth inhibition at 0.05 (R2 = 0.8727, p < 0.05). These results may be used as 
preliminary data for further study of the anticancer activity against liver cancer cells of 
Spilanthes acmella extract. 

Keywords:	 Total phenolic content, Antioxidant activity, Antiproliferative activity, 
Hepatocarcinoma cell line (HepG2), Spilanthes acmella

บทน�ำ
โรคมะเร็งเป็นปัญหาสาธารณสุขที่ส�ำคัญของ

ประเทศไทยและเป็นสาเหตุของการเสียชีวิตอันดับ
หนึ่งของประชากรไทย โดยในปี พ.ศ. 2560 มะเร็งที่
พบเป็นอนัดบัหนึง่ในเพศชายคอืมะเรง็ตบั ในเพศหญงิ
พบเป็นอนัดบัสี ่รองจากมะเรง็เต้านม มะเรง็ปากมดลกู 
มะเร็งล�ำไส้และทวารหนัก ส่วนใหญ่ผู้ป่วยมะเร็งตับที่
เข้ารบัการรกัษามกัพบเป็นระยะท้ายของโรคถงึร้อยละ 
31.10 จึงท�ำให้มีอัตราการเสียชีวิตเพิ่มมากขึ้น ดังนั้น
มะเร็งตบัจงึเป็นปัญหาส�ำคญัและเป็นสาเหตุการเสยีชวิีต
อันดับต้น ๆ ของประชากรไทย(1-2) ปัจจุบันการรักษา
ด้วยยาต้านมะเรง็ส่วนใหญ่มอีาการข้างเคยีงมาก จึงมี
ความจ�ำเป็นในการค้นหายาใหม่ท่ีให้ผลในการรักษา 
และมอีาการข้างเคียงต�ำ่ รวมทัง้สามารถเสรมิฤทธิข์อง
ยาต้านมะเร็งหรือสามารถลดการแพร่กระจายของ

เซลล์มะเรง็ได้ การเลอืกใช้สมนุไพรจงึเป็นอกีทางเลอืก
หนึ่งที่ในปัจจุบันที่มีการศึกษาเพิ่มมากขึ้น(3) 

ผักคราดหัวแหวน มีชื่ อวิทยาศาสตร ์ว ่ า 
Spilanthes acmella เป็นพืชสมุนไพรที่การแพทย์
ไทยน�ำมาใช้เป็นยารักษาอาการปวดฟัน แก้เหงือก
อักเสบ ปัจจุบันถูกบรรจุเป็นสมุนไพรในโครงการ
สาธารณสุขมูลฐาน เพื่อใช้เป็นยาชาแก้ปวดฟันหรือ
เป็นยาชาส�ำหรับการถอนฟันและอุดฟันในผู้ป่วย(4) 
โดยสารส�ำคญัทีเ่ป็นองค์ประกอบหลกัของผกัคราดหวั
แหวน คือ Spilanthol และสารส�ำคัญอื่น เช่น ไฟ
เตอสเตอรอล กรดอมิโน ไตรเทอร์พีนอยด์ ซาโปนิน 
อลัคาร์ลอยด์ ท�ำให้ผกัคราดหวัแหวนมสีรรพคณุต่าง ๆ  
เช่น แก้อกัเสบ แก้ปวด ยาชา ลดไข้ รกัษาโรครมูาตอยด์ 
และเหงือกติดเชื้อ และกระตุ้นภูมิคุ้มกัน เป็นต้น(5) 
นอกจากน้ียังพบสารกลุ่มฟลาโวนอยด์ ไกลโคไซต์ 
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ฟีนอลิก และคูมาริน(6-7) ซ่ึงเป็นสารในกลุ่มสารประ
กอบฟีนอลกิ ท�ำให้ผกัคราดหวัแหวน มฤีทธิต้์านอนมุลู
อิสระ ดังการศึกษาในสารสกัดเอทานอลของใบผัก
คราดหัวแหวน พบว่า สารสกัดมีฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ 
โดยมีค่า IC

50 
ในการยับยั้งอนุมูลอิสระ DPPH เท่ากับ 

134.11 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร และสามารถก�ำจัด
อนุมูลซุปเปอร์ออกไซด์ได้ มีค่าเท่ากับ 104.51 
ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร(8) ซึ่งพบว่าอนุมูลอิสระเหล่านี้
เป็นตวัการส�ำคญัทีท่�ำเกดิความผดิปกตขิองเซลล์และ
ท�ำให้เกิดโรคมะเร็งในปัจจุบัน(9) และได้มีการศึกษา
ฤทธิ์ต้านมะเร็งของผักคราดหัวแหวน พบว่า สารสกัด
เฮกเซนและ70% เอทานอลจากท้ังต้นของผักคราด
หัวแหวนสามารถยับยั้งการเจริญของเซลล์มะเร็งตับ 
(HEP-2 cell line) ได้ร้อยละ 77±1.90 และยบัยัง้การ
เจริญของเซลล์มะเร็งล�ำไส้ใหญ่ (HT-29 cell lines) 
ได้ร้อยละ 74±1.03(10) สารสกัด 95% เอทานอลจาก
ส่วนต้นของผักคราดหวัแหวนสามารถยบัยัง้การเจรญิ
ของเซลล์มะเร็งเต้านม (MCF-7 cells) มีค่า IC

50
 

เท่ากับ 37.1±1.1 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร(11) สารสกัด 
เมทานอลจากส่วนต้นของผักคราดหัวแหวนสามารถ
ยับยั้งการเจริญของเซลล์มะเร็งต่อมน�้ำเหลือง(12) 

จากการทบทวนวรรณกรรมพบว่าข้อมูลเกีย่วกบั
ฤทธิ์ต้านมะเร็งตับของผักคราดหัวแหวนยังมีก�ำจัด 
ดังน้ันในการศึกษาครั้งน้ีมีวัตถุประสงค์เพื่อวิเคราะห์
หาปริมาณสารฟีนอลิกทั้งหมด การทดสอบฤทธิ์ต้าน
สารอนุ มูลอิสระของสารสกัด ด ้วยวิธี  DPPH 
(2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl) assay หาค่า
ความสามารถในการต้านอนุมูลอิสระ ด้วยวิธี FRAP 
(Ferric reducing/ antioxidant potential) และ
การทดสอบฤทธิ์ยับยั้งการเจริญต่อเซลล์เพาะเลี้ยง
มะเร็งตับ HepG2 และศึกษาความสัมพันธ์ระหว่าง
ฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระและฤทธ์ิยับยั้งการเจริญของ
เซลล์มะเร็งตับ HepG2 ของสารสกัด เอทานอลจาก
ใบและยอดของผักคราดหัวแหวนไร่และนา

วัสดุและวิธีการ

สารเคมี

Folin-Ciocalteau phenol reagent (LOBA 

CHEMIE PVT.CTE, India), Garlic acid (Sigma-

Alorich, USA), Sodium carbonate (Na
2
CO

3
)

(QreC, New Zealand), 2,2-Diphenyl-1-

picrylhydrazyl (DPPH) (Sigma-Alorich, USA), 

Trolox (Sigma-Alorich, USA), Methanol (RCI 

Labscan, Thailand), Sodium acetate (QreC, 

New Zealand), Iron (III) Chloride Hexahydrate 

(QreC, New Zealand), 2, 4, 6 – tripyridyl-s-triazine 

(Sigma-Alorich, USA), Sulforhodamine B, Acetic 

acid and Tris base (Sigma-Aldrich, Germany), 

Dulbecco's modified eagle medium (DMEM), 

Fetal bovine serum (10%), trypsin-EDTA, 

Sodium bicarbonate (NaHCO
3
), Penicillin (100 

U/mL), Streptomycin (100 µg/mL) from Gibco 

(Thermo Fisher Scientific, Inc., Waltham, MA, USA)

ตัวอย่างพืช

พชืในการศึกษาวจิยัครัง้นี ้คือ ผักคราดหวัแหวน

ไร่และนา โดยใช้ ใบและยอด ของผกัคราดหวัแหวนไร่

และนาที่เก็บได้จากบ้านเพีย หมู่ 2 ต�ำบลน�้ำสวย 

อ�ำเภอเมอืง จงัหวดัเลย การยนืยนัชนดิของพชืโดยการ

ตรวจรายชือ่วทิยาศาสตร์ของพชื จากการนําภาพถ่าย

เปรยีบเทยีบกบัเอกสารวชิาการ เช่น หนงัสอืช่ือพรรณ

ไม้แห่งประเทศไทย เต็ม สมิตินันทน์(13)

การเตรียมสารสกัดจากใบและยอดของผัก

คราดหัวแหวน
การเตรยีมสารสกดัจากใบและยอดของผักคราด

หัวแหวนดัดแปลงจากวิธีของ Boontha และคณะ(11) 
มีวิธีการดังนี้ น�ำใบของผักคราดหัวแหวนไร่มาล้างให้
สะอาดผ่ึงให้แห้งสนิทในที่ร่ม ตัดเป็นชิ้นเล็ก ๆ แล้ว
บดให้ละเอียด ได้ 100 กรัม แช่ใน 95% ethanol 
ปริมาณ 250 มิลลิลิตร ทิ้งไว้ 3 วัน โดยตัวอย่างจาก
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ใบ ยอด ของผกัคราดหวัแหวนไร่ และนา กด็�ำเนนิการ
เช่นเดยีวกนั จากนัน้น�ำสารสกดัแต่ละตวัอย่าง น�ำมา 
กรองเอากากออกด้วยผ้าขาวบางและกระดาษกรอง 
Whatmantm เบอร์ 1 น�ำสารใส ท่ีได้ไประเหยด้วย
เครือ่งกลัน่ระเหยสารแบบหมนุ (Rotary Evaporator 
(BUCHI® Rotavapor R – 124) ที่อุณหภูมิ 79 องศา
เซลเซยีส ส�ำหรบัระเหยตวัท�ำละลาย ethanol เกบ็สาร
ทีแ่ห้งใส่ขวดแก้วสชีาปิดฝาให้สนทิ ตดิฉลากชือ่สมนุไพร 
วันที่เตรียม เก็บในตู้เย็นอุณหภูมิไม่ต�่ำกว่า 0 องศา
เซลเซียส และค�ำนวณร้อยละของสารสกดัทีไ่ด้ ด้วยสตูร 
ดังนี้ ร้อยละของสารสกัด = (น�้ำหนักของสารสกัดที่
ผลิตได้ (กรัม) ×100)/ (น�้ำหนักของตัวอย่างยอดและ
ใบผักคราด (กรัม)) 

เซลล์มะเร็งตบั HepG2 และการเพาะเลีย้งเซลล์
เซลล ์มะเร็งตับ ชนิด HepG2 ได ้รับจาก 

American Type Culture Collection (ATCC; 
Manassas, VA, USA น�ำมาเพาะเลี้ยงในอาหาร 
Dulbecco's modified eagle medium (DMEM) 
ซึ่งมีส่วนผสมเพิ่มเติม คือ ร้อยละ 10 fetal bovine 
serum, sodium bicarbonate (NaHCO

3
), penicillin 

(100 U/mL) และ streptomycin (100 µg/mL) 
และเลี้ยงในตู้อบก๊าซคาร์บอนไดออกไซด์ร้อยละ 5 ที่
อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เซลล์เพาะเล้ียงในจาน
พลาสติกจะเปลี่ยนอาหารใหม่ทุก 3 วัน เมื่อเซลล์เพิ่ม
จ�ำนวนได้ประมาณร้อยละ 70 จะท�ำการแยกเซลล์โดยใช้ 
trypsin-EDTA และเพาะเลีย้งในอาหารใหม่ เป็นเวลา 
24 ชั่วโมง จึงจะน�ำไปท�ำการทดลองต่อไป(14) 

การวิเคราะห์ปริมาณฟีนอลิกทั้งหมด (Total 

phenolic content) 
การวิเคราะห์ปริมาณฟีนอลิกทั้งหมด ด้วยวิธี 

Folin– Ciocalteu method ดัดแปลงจากวิธีของ 
อดศิร จ�ำรูญ และคณะ(15) มวีธิกีารดงันี ้ปิเปตสารละลาย
ใบหรือยอดของสารสกัดเอทานอลผักคราดหัวแหวน
จากผักคราดหวัแหวนไร่หรอืนา ปรมิาณ 0.04 มลิลลิติร 
จากความเข้มข้น 75 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร เติมลงใน 

1.80 มลิลิลิตร ของ 10% Folin – Ciocalteau phenol 
reagent จากน้ันใส่ 1.20 มิลลิลิตร ของ 7.50% 
โซเดียมคาร์บอเนต (Na

2
CO

3
) โดยมีความเข้มข้น

สุดท้ายในหลอดทดลองเท่ากับ 1,000 ไมโครกรัมต่อ
มลิลลิติร ผสมให้เข้ากัน บ่มทีอ่ณุหภมูห้ิองในท่ีมดื เป็น
เวลา 1 ชั่วโมง วัดค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 
765 นาโนเมตร ค�ำนวณหาปริมาณฟีนอลิกทั้งหมด
โดยเปรียบเทียบจากกราฟมาตรฐานกรดแกลิค ที่
ความเข้มข้น 0.63, 1.25, 2.50, 5, 10, 20 ไมโครกรัม
ต่อมลิลลิิตร รายงานผลในหน่วยไมโครกรมัสมมลูของ
แกลลกิต่อมลิลกิรมัของสารสกดั ท�ำการทดลอง 3 ครัง้

การทดสอบฤทธิ์ต ้านสารอนุมูลอิสระของ
สารสกัด ด้วยวิธี DPPH (2,2-diphenyl-1-
picrylhydrazyl) assay

การทดสอบฤทธิ์ต้านสารอนุมูลอิสระของสาร
สกัดจากใบและยอดของผักคราดหัวแหวนไร่และนา 
ด้วยวิธี DPPH (2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl) 
assay(16) มีวิธีการดังนี้ ปิเปิตสารละลายใบหรือยอด
ของสารสกดัเอทานอลจากผักคราดหวัแหวนไร่หรอืนา 
ปริมาณ 0.10 มลิลลิติร จากความเข้มข้น 30 มลิลกิรัม
ต่อมิลลิลิตร มาท�ำปฏิกิริยากับ 0.10 mM DPPH ใน
ปริมาตร 2.90 มิลลิลิตร โดยมีความเข้มข้นสุดท้ายใน
หลอดทดลองหลอดที่ 1 เท่ากับ 1,000 ไมโครกรัมต่อ
มิลลิลิตร และเจือจางความเข้มข้นลดลงทีละ 2 เท่า 
ให้มีความเข้มข้นตั้งแต่ 15.63 – 1,000 ไมโครกรัมต่อ
มิลลิลิตร ผสมให้เข้ากัน บ่มในที่มืด เป็นเวลา 30 นาที 
จากนั้นน�ำไปวัดการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 515 
นาโนเมตร เม่ือเปรียบเทียบกับหลอดที่ไม่ได้ใส่
สมนุไพร โดยม ีTrolox เป็นสารต้านออกซิเดชนัอ้างองิ 
ถ้าหากสารสกดัจากผักคราดหวัแหวน มีฤทธิก์�ำจดั DPPH 
ค่าการดดูกลืนแสงทีว่ดัได้จะลดลง น�ำมาค�ำนวณ ร้อย
ละการก�ำจัดอนุมูลอิสระ ด้วยสูตร ดังนี้ %Radical 
scavenging activity = [(Control OD – Sample 
OD)/ Control OD]x100 และน�ำไปค�ำนวณหาค่า IC

50
 

ท�ำการทดลอง 3 ครั้ง
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การหาค่าความสามารถในการต้านสารอนมุลู

อิสระของสารสกัด ด้วยวิธี FRAP 
การหาค่าความสามารถในการต้านสารอนุมูล

อิสระของสารสกัดเอทานอลจากใบและยอดของผัก
คราดหัวแหวนไร่และนาด้วยวิธี FRAP(15-17) โดยมีวิธี
การดังนี้ ปิเปิตสารละลายใบหรือยอดของสารสกัด 
เอทานอลจากผกัคราดหวัแหวนไร่หรอืนา ปรมิาณ 0.20 
มิลลิลิตร จากความเข้มข้น 15 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร 
มาท�ำปฏิกิริยากับ FRAP reagent (acetate buffer 
300 มลิลโิมล pH 3.60 : 2,4,6 – tripyridyl-s-triazine 
10 มลิลิโมล : FeCl

3
 20 มิลลโิมล = 10 : 1 : 1) ใน

ปริมาตร 2.80 ลติร โดยมคีวามเข้มข้นสดุท้ายในหลอด
ทดลองเท่ากับ 1,000 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ผสมให้
เข้ากนั บ่มในอ่างน�ำ้ควบคมุอณุหภมู ิ(water bath) ที่
อณุหภมู ิ37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 นาท ีแล้วน�ำไป
วัดค่าอัตราการดูดกลืนแสดงท่ีความยาวคลื่น 593 
นาโนเมตร โดยม ีTrolox เป็นสารต้านออกซิเดชันอ้างองิ 
ถ้าหากสารสกดัมฤีทธิต้์านอนมุลูอสิระ จะพบว่าค่าการ
ดูดกลืนแสงที่วัดได้จะเพิ่มขึ้น น�ำข้อมูลมาสร้างกราฟ
มาตรฐานในการหาปริมาณ Fe2+ ที่เกิดจากปฏิกิริยา
ของ Trolox หรือสารสกดัผกัคราดหวัแหวน แสดงฤทธิ์
ต้านอนุมูลอิสระเป็นค่า FRAP value ซ่ึงหมายถึง 
ความสามารถในการรีดิวซ์ Fe3+ ไปเป็น Fe2+ ของสาร 
นั่นคือถ้าสารใดมีค่า FRAP value สูงก็จะสามารถ
รีดิวซ์ Fe3+ ไปเป็น Fe2+ ได้สูง ท�ำการทดลอง 3 ครั้ง

การทดสอบฤทธิ์ยับยั้งการเจริญของเซลล์
มะเร็งตับเพาะเลี้ยง ชนิด HepG2 ด ้วยวิธี 

Sulforhodamine B assay (SRB)
การทดสอบฤทธ์ิยับย้ังการเจริญเซลล์มะเร็งตับ

เพาะเลี้ยง ชนิด HepG2 ของสารสกัดเอทานอลจาก
ใบหรอืยอดของผกัคราดหวัแหวนไร่หรอืนา(14) ซึง่มวีธิี
การดังนี้ เพาะเลี้ยงเซลล์มะเร็งตับ ชนิด HepG2 ใน 
96 well plate เป็นเวลา 24 ชัว่โมง จากนัน้เตมิอาหาร
เลี้ยงเซลล์ที่มีสารสกัดเอทานอลจากใบและยอดของ
ผกัคราดหวัแหวนไร่และนาทีล่ะลายอยู ่ทีค่วามเข้มข้น

ตั้งแต่ 31.25 – 1000 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ลงใน 
96 well plate แล้วน�ำไปบ่มเพาะเลี้ยงที่อุณหภูมิ 37 
องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชั่วโมง เมื่อครบก�ำหนด
เวลาดูดอาหารเลีย้งเซลล์เก่าออก ล้างด้วยอาหารเลีย้ง
เซลล์ใหม่ จากนั้นตรึงเซลล์ด้วย ice-cold 10% 
trichloroacetic acid (TCA) ที่อุณหภูมิ 4 องศา
เซลเซียส เป็นเวลา 1 ชั่วโมง แล้วย้อมเซลล์ด้วย 0.4% 
sulforhodamine B (SRB) (เนื่องจาก SRB เป็น 
aminoxanthene dye สามารถจบักบั basic amino 
acid ของโปรตีนภายในเซลล์ที่รอดชีวิตได้ โดยความ
เข้มข้นของสี SRB แสดงถงึจ�ำนวนเซลล์ทีม่ชีวีติรอด(18) 
บ่มท้ิงไว้ที่อุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 30 นาที เมื่อครบ
ก�ำหนดเวลาล้างสีส่วนเกินด้วย 1% acetic acid 
จ�ำนวนหลาย ๆ ครั้ง จากนั้นละลายสี SRB ด้วย
สารละลาย 200 ไมโครลิตรของ 10mM Tris base 
และน�ำไปวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 540 
นาโนเมตร และน�ำค�ำนวณเป็นร้อยละของเซลล์ท่ี
รอดชีวิต (%cell viability) = (ค่าดูดกลืนแสงในกลุ่ม
ทีไ่ด้รบัสารสกดั-ค่าดูดกลืนแสงของ blank/ค่าดดูกลืน
แสงในกลุ่มที่ไม่ได้รับสารสกัด-ค่าดูดกลืนแสงของ 
blank)x100(14, 19) แล้วน�ำมาหาค่าร้อยละของการ
ยับยั้งการเจริญของเซลล์ =100 – (ร้อยละของเซลล์ที่
รอดชีวิตจากกลุ่มที่ได้รับสารสกัด/ร้อยละของเซลล์
ที่รอดชีวิตในกลุ่มควบคุม)x100(20) และน�ำไปค�ำนวณ
หาค่า IC

50
 ท�ำการทดลอง 3 ครั้ง

การวิเคราะห์ข้อมูล
วิเคราะห์ปริมาณฟีนอลิกทั้งหมด การทดสอบ

ฤทธ์ิต้านอนุมูลอิสระ และการทดสอบการยับยั้งการ
เจริญของเซลล์มะเร็ง HepG2 จาก 3 การทดลอง 
แสดงผลในรูปค่าเฉลี่ย ± ส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐาน 
น�ำค่าร้อยละการยับยั้งการเจริญของเซลล์ มาค�ำนวณ
ค่า IC

50
 โดยใช้ Nonlinear regression ในโปรแกรม 

Sigma Plot ใช้สถิติ Independent t- test ในการ
วิเคราะห์เปรียบเทียบปริมาณสารประกอบฟีนอลิก
ทัง้หมด ฤทธิต้์านอนมุลูอสิระ และฤทธ์ิยบัยัง้การเจรญิ
ของเซลล์มะเร็งของสารสกัด และใช้สถิติ Pearson 
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correlation ในการวิเคราะห์ความสัมพันธ์ระหว่าง
ร้อยละการก�ำจดัอนมุลูอสิระและร้อยละการยบัยัง้การ
เจริญเซลล์มะเร็งตับของสารสกัด เนื่องจากข้อมูล
กระจายตัวแบบปกติ โดยพิจารณาท่ีระดับนัยส�ำคัญ
ทางสถิติที่ 0.05 ในโปรแกรม SPSS

ผลการศึกษา
การวิเคราะห์ปริมาณสารฟีนอลิกทั้งหมด
จากการวิเคราะห์ปริมาณสารฟีนอลิกท้ังหมด

ของสารสกัดเอทานอลจากใบและยอดของผักคราด
หัวแหวนไร่และนา ด้วยวิธี Folin – Ciocalteu และ
รายงานผลในหน่วยไมโครกรัมสมมูลของแกลลิกต่อ
มิลลิกรัมของสารสกัด ผลการศึกษาพบว่า สารสกัด
เอทานอลจากใบและยอดของผักคราดหัวแหวนนา มี
ปรมิาณสารฟีนอลกิทัง้หมดมากทีส่ดุ เท่ากับ 14.32 ± 0.01 
และ 12.89±0.01 ไมโครกรัมสมมูลของกรดแกลลิก
ต่อมิลลิกรัมของสารสกัด ตามล�ำดับ เม่ือวิเคราะห์
เปรียบเทียบความแตกต่างของปริมาณสารฟีนอลิก
ทัง้หมด พบว่า สารสกดัเอทานอลจากใบและยอดของ
ผกัคราดหวัแหวนนามปีรมิาณสารฟีนอลกิทัง้หมดแตก
ต่างจากผกัคราดหัวแหวนไร่ อย่างมนียัส�ำคญัทางสถติิ
ท่ีระดบั 0.05 และปริมาณสารฟีนอลกิทัง้หมดในสารสกดั
จากยอดผกัคราดหวัแหวนนามากกว่าใบอย่างมนียัส�ำคญั
ทางสถติทิีร่ะดบั 0.05 ดังแสดงในตารางที ่(Table) 1

การทดสอบฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ
จากการทดสอบฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระของสาร

สกัด เอทานอลจากใบและยอดของผักคราดหัวแหวน
ไร่และนา ด้วยวธิ ีDPPH และค�ำนวณเป็นค่า IC

50
 ของ

การยับยั้งอนุมูลอิสระ DPPH และ ค่าความสามารถ
ในการต้านสารอนมุลูอสิระ (ค่า FRAP value) ผลการ
ศึกษาพบว่า สารสกัดเอทานอลของสารสกัดจากใบ
และยอดของผักคราดหัวแหวนไร่และนา มีค่า IC

50
 ใน

การยบัยัง้อนุมลูอสิระ DPPH น้อยกว่า Trolox ซ่ึงเป็น
สารมาตรฐานที่ใช้อ้างอิง โดยสารสกัดเอทานอลของ
ผักคราดหัวแหวนที่มีฤทธ์ิต้านอนุมูลอิสระมากท่ีสุด 
คอื สารสกดัเอทานอลจากใบของผกัคราดหวัแหวนนา 

มีค่า IC
50

 ในการยับยั้งอนุมูลอิสระ DPPH เท่ากับ 
262.21±1.13 ไมโครกรมัต่อมลิลิกรมั และมค่ีา FRAP 
value เท่ากับ 252.71±2.33 ไมโครลิตรสมมูลของ
โทรลอกซ์ต่อมิลลิกรัมของสารสกัด ตามล�ำดับ เม่ือ
วิเคราะห์เปรียบเทียบความแตกต่างของฤทธิ์ต้าน
อนมุลูอสิระ พบว่า สารสกดัเอทานอลจากใบและยอด
ของผักคราดหัวแหวนนา มีฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระแตก
ต่างจากผักคราดหัวแหวนไร่ โดยมีค่า IC

50
 น้อยกว่า 

และค่า FRAP มากกว่าสารสกัดจากใบและยอดของ
ผกัคราดหวัแหวนไร่ อย่างมนียัส�ำคญัทางสถติทิีร่ะดบั 
0.05 โดยสารสกดัเอทานอลจากใบของทัง้ผักคราดหวั
แหวนไร่และนา จะมีค่า IC

50 
น้อยกว่า และค่า FRAP 

มากกว่าสารสกดัจากยอด อย่างมนียัส�ำคญัทางสถติทิี่
ระดับ 0.05 ดังแสดงในตารางที่ (Table) 1 

การทดสอบฤทธิ์ยับยั้งการเจริญของเซลล์

มะเร็ง HepG2
จากการทดสอบฤทธิ์ยับยั้งการเจริญของเซลล์

มะเรง็ HepG2 ของสารสกดัเอทานอลจากใบและยอด
ของผกัคราดหวัแหวนไร่และนา ด้วยวธิ ีsulforhodamine 
B assay (SRB) และรายงานเป็นค่าการของเซลล์ตาย 
(เทียบกับกลุ่มควบคุม คือ ไม่ได้รับสารสกัด) และค่า 
IC

50
 ในการยบัยัง้การเจรญิของเซลล์มะเรง็ HepG2 ผล

การศึกษาพบว่า สารสกัดเอทานอลจากใบและยอด
ของผกัคราดหวัแหวนไร่และนา มค่ีาการตายของเซลล์ 
ณ เวลา 24 ชัว่โมง มแีนวโน้มเพิม่ขึน้ตามความเข้มข้น
ของสารสกัด ดังแสดงในภาพที่ (Figure) 1 และสาร
สกดัจากใบผกัคราดหวัแหวนไร่ มคีวามสามารถในการ
ยับยั้งการเจริญของเซลล์มะเร็ง HepG2 มากที่สุด 
มีค่า IC

50
 เท่ากับ 464.70±133.57 ไมโครกรัมต่อ

มิลลิลิตร เมื่อวิเคราะห์เปรียบเทียบฤทธิ์ในการยับยั้ง
การเจริญของเซลล์มะเร็งตับ HepG2 ของสารสกัด 
พบว่าสารสกดัเอทานอลจากใบและยอดของผกัคราด
หัวแหวนไร่และนา มีค่า IC

50
 ในการยับยั้งการเจริญ

ของเซลล์มะเรง็ตบั HepG2 ไม่แตกต่างกนั (p > 0.05) 
ดังแสดงในตารางที่ (Table) 1 
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Table 1 Total phenolic contents, IC
50
 of DPPH, Antioxidant activity with FRAP assay, and IC

50
 of growth 

inhibition on HepG2 of ethanolic extract from leaves and shoots of Spilanthes acmella

Sample
Edible 

Part used

Total phenolic 
contents  

(µg GAE/mg 
sample)

IC
50
 of DPPH  

(µg/mL)

FRAP assay (µg 
TEAC/mg 
sample)

IC
50
 of growth 

inhibition on 
HepG2 (µg/mL)

Trolox - 10.51±0.67 - -

Spilanthes acmella, 
Corn field Leaves 7.82±0.01 896.87±28.62* 171.50±1.62* 464.70±133.57

Shoots 5.38±0.36 1,367.82±41.29 37.96±0.52 816.34±121.45

Spilanthes acmella, 
Paddy field

Leaves 14.32±0.01*, ** 262.21±1.13*, ** 252.71±2.33*, ** 1,060.44±329.34

Shoots 12.89±0.01** 915.28±13.69** 127.38±1.27** 782.71±82.18

Note: Data represent mean ± SD from 3 experiments, * P<0.05 when compared between leaves 
with shoots of Spilanthes acmella extract at the same area, ** P<0.05 when compared 
between leaves with shoots of Spilanthes acmella extract at the different area. 
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Figure 1 Effect of ethanolic extract from leaves and shoots of Spilanthes acmella on HepG2 
cell death for 24 h. Cell death was determined using an SRB assay. Data represent 
mean ± SD from 3 experiments.

การวิเคราะห์ความสัมพันธ์ระหว่างฤทธิ์ต้าน
อนมุลูอสิระและฤทธิย์บัยัง้การเจรญิของเซลล์มระเรง็ 

HepG2 ของสารสกดัเอทานอลจากผกัคราดหัวแหวน
จากการวเิคราะห์ความสมัพนัธ์ระหว่างฤทธิต้์าน

อนุมูลอิสระ ด้วยวิธี DPPH และฤทธิ์ยับยั้งการเจริญ
ของเซลล์มะเรง็ HepG2 ของสารสกดัเอทานอลจากใบ
และยอดของผกัคราดหวัแหวนไร่และนา ทีค่วามเข้มข้น 

1,000 ไมโครกรมัต่อมลิลลิติร และแสดงความสมัพนัธ์
ในรูปแบบแผนภาพการกระจาย ผลการศึกษาพบว่า 
ฤทธ์ิต้านอนุมูลอิสระของสารสกัดเอทานอลจากใบ
และยอดผักคราดหัวแหวนไร่และนา มีความสัมพันธ์
ทางบวกกับฤทธ์ิยับยั้งการเจริญของเซลล์มะเร็งตับ 
HepG2 อย่างมีนัยส�ำคัญทางสถิติที่ระดับ 0.05 
(R2 = 0.8727, p<0.05) ดงัแสดงในภาพที ่(Figure) 2
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Figure 2	 Correlation between the % radical scavenging activity using an DPPH assay and % 

growth inhibition of ethanolic extract from leaves and shoots of Spilanthes acmella 

on HepG2 at a concentration of 1000 µg/mL.

อภิปรายผล
จากผลการศึกษาพบ สารฟีนอลิกทั้งหมดและ

ฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระในสารสกัดเอทานอลจากใบผัก
คราดหัวแหวนนามากที่สุด โดยมีค่า IC

50
 ของการ

ยับยั้งอนุมูลอิสระ DPPH น้อยที่สุด และมีค่าความ
สามารถในการต้านสารอนมุลูอสิระ (ค่า FRAP value) 
มากที่สุด เมื่อเทียบสารสกัดผักคราดหัวแหวนจากใบ
และยอดจากพ้ืนอ่ืนท่ีศึกษา ซ่ึงผลการศึกษาแสดงให้
เห็นว่า สารสกัด เอทานอลจากใบที่มีปริมาณฟีนอลิก
ทัง้หมดมาก สารสกดัจากใบจะมฤีทธิต้์านอนมุลูอสิระ
มากเช่นเดียวกัน ผลการศึกษานี้มีความคล้ายคลึงกับ
การศึกษาของ Bootha และคณะ(11) ได้ศึกษาปริ
มาณฟีนอลิกและฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระของสารสกัด 
95% เอทานอลจากส่วนใบ ยอด และล�ำต้น ของผัก
คราดหัวแหวน ผลการศึกษาพบว่า สารสกัดจากผัก
คราดหัวแหวนมีปริมาณฟีนอลิก เท่ากับ 62.8±5.2 
มลิลกิรัมสมมลูของกรดแกลกิต่อกรมัน�ำ้หนักแห้ง และ
มีฤทธิ์อนุมูลอิสระ มีค่า IC

50
 ในการยับยั้งอนูมูลอิสระ 

DPPH เท่ากับ 1,200±0.1 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร สิ่ง

ทีต่่างกนัคอืการศึกษาของ Bootha และคณะ สารสกดั
ผักคราดหัวแหวนจะมีปริมาณฟีนอลิกที่มากกว่าการ
ศกึษาคร้ังนี ้แต่ค่า IC

50
 ในการยับยัง้อนมุลูอสิระ DPPH 

มีค่าใกล้เคียงกัน คือ ค่า IC
50
 ของการศึกษานี้มีค่าอยู่

ระหว่าง 262.21±1.13 - 1,367.82±41.29 ไมโครกรมั
ต่อมิลลิลิตร ซึ่งสิ่งที่ให้ปริมาณสารฟีนอลิกทั้ง 2 การ
ศกึษาแตกต่างกนั อาจมาจากวธิกีารเตรยีมตวัอย่างผกั
คราดหัวแหวน คือ การศึกษาของ Bootha และคณะ 
จะใช้ส่วนใบ ยอด และล�ำต้น รวมกัน อบให้แห้งและ
บดละเอียดแล้วจึงน�ำมาสกัด แต่การศึกษาครั้งนี้ 
ท�ำการศึกษาการแยกส่วนใบ และยอด ในการสกัด 
และใช้ตัวอย่างสด จึงอาจท�ำปริมาณฟีนอลิกของการ
ศึกษานี้มีปริมาณน้อยกว่า 

การศกึษาฤทธิย์บัยัง้การเจรญิของเซลล์มะเรง็ตบั 
HepG2 พบในสารสกัดเอทานอลจากใบของผักคราด
หัวแหวนไร่มากที่สุด มีค่า IC

50
 ในการยับยั้งการเจริญ

ของเซลล์มะเร็งตับ HepG2 น้อยกว่าส่วนอื่นที่ศึกษา 
ซึ่งคล้ายคลึงกับการศึกษาของ Singh และคณะ(10) 
ซึง่ได้ศึกษาฤทธิต้์านมะเรง็ของสารสกดั 70% เอทานอล
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จากทั้งต้นของผักคราดหัวแหวนโดยท�ำการศึกษาใน
เซลล์มะเร็งตบั HEP-2 และเซลล์มะเรง็ล�ำไส้ใหญ่ HT-29 
ด้วยวธิ ีSRB เช่นเดยีวกนั ผลการศกึษาพบว่า สารสกดั
สามารถยับยั้งการเจริญของเซลล์มะเร็ง HEP-2 และ 
HT-29 ได้ร้อยละ 77±1.90 และ 74±1.03 ตามล�ำดบั 
อย่างไรกต็ามจากสองการศกึษามทีัง้สิง่ทีค่ล้ายคลงึกนั
และแตกต่างกนั เช่น ในการศกึษานีใ้ช้ส่วนใบและยอด
ของผักคราดหัวแหวน สกัดด้วยตัวท�ำละลาย 95%เอ
ทานอล โดยพบว่าส่วนใบมีฤทธิ์ยับยั้งการเจริญของ
เซลล์มะเร็งตับ HepG2 มากทีส่ดุ ซึง่ในรายงานการศกึษา
ที่ผ่านมาใช้ทั้งต้นของผักคราดหัวแหวน สกัดด้วยตวั
ท�ำละลาย 70% เอทานอลในการศกึษา อาจกล่าวได้ว่า
ชนดิของส่วนทีใ่ช้ศึกษาและความเข้มข้นของตวัท�ำละลาย
อาจมีผลต่อการสกดัสารส�ำคัญจากผกัคราดหวัแหวน เช่น 
ฟีนอลกิ ซึง่เป็นสารต้านอนมุลูอสิระทีม่คีวามส�ำคญักบั
ฤทธิ์ต้านมะเร็งของพืชสมุนไพร ดังในการศึกษาของ 
Al-Rimawi และคณะ(21) ที่ท�ำการศึกษาเกี่ยวกับปริ
มาณสารฟีนอลกิ สารฟลาโวนอยด์ ฤทธิต้์านอนมูุลอสิระ 
และฤทธิต้์านมะเร็งจากพชื Tragopogon porrifolius 

จากผลการศึกษาพบว่า ปริมาณฟีนอลิกและ
ฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระพบมากท่ีสุดในสารท่ีสกัดด้วย 
80% เอทานอล รองลงมา คือ 100% เอทานอล และ
น�้ำ ตามล�ำดับ เมื่อวิเคราะห์เปรียบเทียบฤทธิ์ยับยั้ง
การเจริญของเซลล์มะเร็งตับ HepG2 ของส่วนใบและ
ยอดจากผักคราดหัวแหวนไร่และนาที่ศึกษา ไม่พบ
ความแตกต่างกัน และเมื่อวิเคราะห์ความสัมพันธ์
ระหว่างฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระกับฤทธ์ิยับยั้งการเจริญ
ของเซลล์มะเร็งตับ HepG2 พบว่า ฤทธ์ิต้านอนุมูล
อิสระจากสารสกัดเอทานอลจากยอดของผักคราดหัว
แหวนไร่และนามีความสัมพันธ์ทางบวกกับฤทธ์ิยับย้ัง
การเจริญของเซลล์มะเร็ง HepG2 อย่างมีนัยส�ำคัญ
ทางสถิติที่ระดับ 0.05 ซึ่งหมายความว่า ถ้าสารสกัด
เอทานอลจากยอดมฤีทธิต้์านอนมุลูอสิระมาก สารสกัด
จะมฤีทธิใ์นการยบัยัง้การเจรญิของเซลล์มะเร็งตับมาก
เช่นกนั ดงัทีพ่บในการศกึษาของ Sammar และคณะ(22) 

ได้ท�ำการศึกษาความสัมพันธ์ระหว่างฤทธิ์ต้านอนุมูล

อสิระและฤทธิย์บัยัง้การเจรญิของเซลล์มะเรง็ HepG2 
ในสารสกัดจากพืชสมุนไพร จ�ำนวน 57 ชนิดที่สกัด
ด้วยตัวท�ำละลายเมทานอล ผลการศึกษาพบว่า ฤทธิ์
ต ้านอนุมูลอิสระของสารสกัดเมทานอลจากพืช
สมุนไพร 9 ชนิด มีความสัมพันธ์ค่อนข้างน้อยกับฤทธิ์
ยับยั้งการเจริญของเซลล์มะเร็งตับ HepG2 และการ
ศึกษาของ Nguyen และคณะ(23) ที่ได้ท�ำการศึกษา
ฤทธิต้์านมะเร็งตบั HepG2 ของสารสกดัเอทานอลจาก 
Adenosma bracteosum Bonati พบว่า สารสกัด
เอทานอลจาก Adenosma bracteosum Bonati มี
ฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ โดยสามารถยับยั้งอนุมูลอิสระ 
DPPH และ ABTS ได้ และสามารถยบัยัง้การเจรญิของ
เซลล์มะเร็งตับ HepG2 ได้ โดยออกฤทธ์ิที่ ROS-
mediated mitochondrial pathway และชักน�ำให้
เซลล์ตายแบบ apoptosis โดยกระตุน้การท�ำงานของ 
caspase-3 จากการศกึษาองค์ประกอบทางเคมี พบว่า
เป็นสารในกลุม่ฟลาโวนอยด์ จากข้อมลูแสดงให้เห็นว่า
ผักคราดหัวแหวนและพืชสมุนไพรส่วนใหญ่ จะ
ประกอบด้วยสารส�ำคัญในกลุ่มสารประกอบฟีนอลิก 
โดยเฉพาะ สารฟีนอลกิ และฟลาโวนอยด์(6-7) ท�ำให้ผกั
คราดหวัแหวนและพชืสมนุไพรมฤีทธิใ์นการต้านอนมุลู
อิสระซึ่งเป็นกลไกหนึ่งในการท�ำลายหรือยับยั้งการ
เจริญของเซลล์มะเร็งตับ 

ข้อมลูทีไ่ด้จากการศกึษาในครัง้นี ้พบว่า ใบและ
ยอดของผักคราดหัวแหวนนาจะมีปริมาณฟีนอลิก
ทั้งหมด ฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระมากที่สุด และมีความ
สัมพันธ์ทางบวกกับฤทธ์ิยับยั้งการเจริญของเซลล์
มะเรง็ตบั โดยภาพรวมพบว่าสารสกดัจากใบและยอด
ผักคราดหัวแหวนไร่และนา มฤีทธิย์บัยัง้การเจรญิของ
เซลล์มะเรง็ตบัค่อนข้างน้อย ดงันัน้ผลการศึกษาในครัง้
นี้อาจใช้เป็นข้อมูลพื้นฐานในการศึกษาเก่ียวกับฤทธิ์
ต้านมะเร็งตับของผักคราดหัวแหวนต่อไปในอนาคต 
รวมทั้งศึกษาเพิ่มเติมในประเด็นอื่น ๆ เช่น ฤทธิ์ต้าน
มะเร็งที่สกัดด้วยตัวท�ำละลายอื่น ๆ เช่น เมทานอล 
เฮกเซน ไดคลอโรมีเทน เป็นต้น และศึกษาองค์
ประกอบของสารส�ำคัญ
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มหาวิทยาลัยราชภัฏเลย ประจ�ำปีงบประมาณ 2563 
และขอขอบคุณ รองศาสตราจารย์ ดร.เบญจพร 
บุราณรัตน ์ อาจารย ์ประจ�ำคณะแพทยศาสตร ์ 
มหาวิทยาลัยมหาสารคาม ที่ให้ความอนุเคราะห์
สถานที่ในการทดสอบฤทธิ์ยับยั้งการเจริญของเซลล์
มะเร็งตับ HepG2 ในครั้งนี้
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