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Background: Chlorogenic acid (CGA) is a phenolic compound most found in coffee. It can be found in 
numerous types of tea plants, including Chrysanthemum. CGA has shown antioxidant and anticancer activities. 
Objective: To compare the contents of CGA, total phenolic, and total flavonoids in Chrysanthemum flower extracts 
from different planting sites in Thailand and to evaluate the biological activity for antioxidant and cytotoxicity 
against oral cancer cells. Method: The CGA, total phenolics, and total flavonoids were extracted and evaluated 
from Chrysanthemum flower by using different solvents, ≥99.9% ethanol, 40% ethanol and water. The antioxidant 
and cytotoxic activities of the extracts were determined by using DPPH and MTT assays, respectively. Result: The 
contents of chemotypes from each planting source are different. The highest contents of CGA and total phenolics, 
1.41%w/w and 93 mg GAE/g, respectively were found in Chrysanthemum flowers from Chiang-Mai. Meanwhile, 
the highest contents of total flavonoids, 23 mg QE/g, were found in Chrysanthemum flowers from Samut Prakan.  
Chrysanthemum flowers from Samut Prakan showed the highest antioxidant activity (IC50 165.33 µg/mL), following 
by Chrysanthemum flowers from Chiang-Mai (IC50 169.50 µg/mL), but there was no statistically significant difference 
(p ≥ .05). In addition, Chrysanthemum flower crude extract could not induce oral cancer cell death by more than 
50 %, so it was considered no cytotoxicity. Conclusion: The contents of CGA, total phenolics, and total flavonoids 
in the crude extracts varied depending on the various geographical location and solvent. Thailand’s Chrysanthemum 
flower extracts show antioxidant activity but do not show cytotoxicity against oral cancer cells.
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บทคัดย่อ
ภูมิหลัง: Chlorogenic acid (CGA) เป็นสารประกอบที่

อยู่ในกลุ่มฟีนอลิกพบมากในกาแฟ และพบได้ในชาพืชหลายชนิด  
รวมทั้งดอกเก๊กฮวย CGA มีฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระและต้านมะเร็ง 

วัตถุประสงค์: เปรียบเทียบปริมาณสารส�าคัญ CGA ฟีนอลิกและ 
ฟลาโวนอยด์ทั้งหมด ทดสอบฤทธิ์ทางชีวภาพการต้านอนุมูลอิสระ 
และความเป็นพิษต่อเซลล์มะเร็งช่องปากของสารสกัดดอกเก๊กฮวย 
จากแหล่งปลกูต่าง ๆ  ในประเทศไทย วธิกีาร: สุม่ตวัอย่างดอกเก็กฮวย 

นิพนธ์ต้นฉบับ
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สกัดด้วยตัวท�าละลาย ≥99.9% ethanol, 40% ethanol และน�้า 
วิเคราะห์หาปริมาณ CGA, total phenolics, total flavonoids 
พร้อมทดสอบการต้านอนุมูลอิสระวิธี DPPH assay และความเป็น
พิษต่อเซลล์มะเร็งช่องปากวิธี MTT assay ผล: ปริมาณสารส�าคัญ
แต่ละแหล่งปลกูนัน้มคีวามแตกต่างกนั เชยีงใหม่มปีรมิาณสารส�าคญั 
CGA และฟีนอลิกทั้งหมด สูงสุด เท่ากับ 1.41%w/w และ 93 mg 
GAE/g ตามล�าดบั ส่วนสมทุรปราการมปีริมาณ ฟลาโวนอยด์ทัง้หมด 
สงูสดุ เท่ากบั 23 mg QE/g ในการทดสอบการต้านอนมุลูอสิระ พบ
ว่าสมุทรปราการ ค่า IC

50
 ดีที่สุดเท่ากับ 165.33 µg/mL (เชียงใหม่

ให้ค่า IC
50
 รองลงมาเท่ากับ 169.50 µg/mL) แต่ไม่มีความแตกต่าง 

กันอย่างมีนัยส�าคัญทางสถิติ (p ≥ .05) และสารสกัดดอกเก๊กฮวย
ไม่สามารถท�าให้เซลล์ช่องปากตายได้มากกว่าร้อยละ 50 จึงถือว่า 
ไม่มีความเป็นพิษต่อเซลล์ สรุป: สารส�าคัญ CGA ฟีนอลิกและ 
ฟลาโวนอยด์ทัง้หมด ทีพ่บในสารสกัดมปีริมาณแตกต่างกันในแต่ละ
แหล่งปลูกและขึ้นกับตัวท�าละลาย และสารสกัดดอกเก๊กฮวยใน
ประเทศไทยมีฤทธิ์ในการต้านอนุมูลอิสระแต่ไม่มีความเป็นพิษต่อ 
เซลล์มะเร็งช่องปาก

ค�าส�าคัญ:	 เก๊กฮวย, กรดคลอโรจีนิก, ฤทธิ์ทางชีวภาพ, 
ฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ

 
บทน�า

มะเร็งช่องปากเป็นมะเร็งที่พบได้บ่อยที่สุดบริเวณศีรษะ 
และล�าคอ มผีูป่้วยเป็นมะเรง็ช่องปากรายใหม่มากกว่า 450,000 คน
ต่อปีทั่วโลก ในระยะ 5 ปีหลังจากการวินิจฉัยโรค มีผู้ป่วยเพียงแค่ 
40-50% ท่ียังรอดชีวิตอยู่1 มะเร็งช่องปากเป็นมะเร็งที่พบได้บ่อย 
เป็นอันดับท่ี 6 ของโลก2 การศึกษาแนวโน้มอุบัติการณ์ช่วงป ี
2004-2015 ของโรคมะเรง็ช่องปากและฟารงิซ์นีใ้ช้ข้อมลูการรายงาน 
มะเร็งในประเทศไทย พบว่ามะเร็งช่องปากในเพศชายและหญิง 
มีอุบัติการณ์สูงขึ้นจาก 4.8 เป็น 5.5 และจาก 3.6 เป็น 4.3 คน 
ต่อแสนประชากร ตามล�าดับ3 ปัจจัยเสี่ยงที่ส่งผลต่อโรคมะเร็ง 
ช่องปากเช่น การสูบบุหรี่, การเคี้ยวหมาก, การติดเชื้อไวรัส HPV, 
และแสงแดดยูวี (UV) เป็นต้น4 ปัจจุบันวิธีการรักษาโรคมะเร็ง 
ช่องปากมีทั้งวิธีการผ่าตัด การฉายรังสี การใช้เคมีบ�าบัด ซึ่งวิธีการ 
รักษาเหล่านี้ล้วนมีข้อดีข้อเสียแตกต่างกันไป แต่อย่างไรก็ตามยา
เคมีบ�าบัดมีผลแทรกซ้อนต่อร่างกาย5 เช่น กดไขกระดูก ผมร่วง 
เป็นหมัน คลื่นไส้ อาเจียน อ่อนเพลีย ท้องร่วง เกิดพิษต่อหัวใจ 
ผลต่อการท�างานหวัใจห้องล่างซ้าย หรอืท�าให้เกิดภาวะหวัใจล้มเหลว 
หัวใจเต้นผิดจังหวะ ภาวะความดันโลหิตสูง ภาวะลิ่มเลือดอุดตัน 
การติดเชื้อไวรัสตับอักเสบบีซ�้า เกิดพิษต่อระบบประสาท เยื่อหุ้ม 
สมองอักเสบ ปลายประสาทอักเสบ

กรดคลอโรจนีกิ6 (chlorogenic acid; CGA) เป็นสารส�าคญั
หลักที่พบในกาแฟและชา อยู่ในกลุ่มโพลีฟีนอล (polyphenols) 
มีการศึกษาอย่างกว้างขวางในแง่คุณสมบัติทางเคมี ชีวภาพ และ
เภสชัวิทยา CGA มฤีทธิต้์านอนมุลูอสิระ (antioxidant) โดยกระตุน้ 
สารต้านอนมุลูอสิระ7 ได้แก่ ซเูปอร์ออ็กไซด์ดสิมวิเทส (Superoxide  

Dismutase; SOD), กลูตาไธโอน (Glutathione) และลดการเกิด 
ลิพิดเปอร์ออกซิเดชั่น (lipid peroxidation) มีรายงานการศึกษา
พบว่า CGA ช่วยลดความรุนแรงการเกิดมะเร็ง โดยยับยั้งการเจริญ
เตบิโตของเซลล์และการแพร่กระจายของเซลล์มะเรง็8 การศกึษาใน 
มะเร็งหลอดอาหารชนิดเซลล์สแควมัส (Esophageal squamous 
Cell Carcinoma)9 ท้ังในหลอดทดลองและสัตว์ทดลอง พบว่า 
CGA มีบทบาทในวัฏจักรของเซลล์ โดยกระตุ้นการตายของเซลล์
และออกฤทธิ์ยับยั้งการเจริญเติบโตของเซลล์มะเร็งหลอดอาหาร 
โดยลดการแสดงออกของยีน BMI1 และ SOX2 ซึ่งการค้นพบสาร
ออกฤทธิ์ทางชีวภาพท่ีส�าคัญและมีแนวโน้มในการน�ามาศึกษาวิจัย 
เพื่อให้ได้โมเลกุลสู ่การพัฒนาไปเป็นยารักษาโรค โดยเฉพาะ 
ยารักษาโรคมะเร็ง 

เ ก ๊ ก ฮ ว ย  ห รื อ  เ บ ญ จ ม า ศ  ชื่ อ วิ ท ย า ศ า ส ต ร ์ : 
Chrysanthemum indicum L. เป็นไม้ดอกยืนต้นที่ปลูกกัน 
อย่างแพร่หลายในเอเชยี เจรญิเตบิโตดใีนสภาพอากาศเยน็ ปลกูมาก 
ทางภาคเหนือของประเทศไทยโดยอาจจะกระจายอยู่ในหลาย 
จงัหวดั ได้แก่ เชยีงใหม่ เชยีงราย แม่ฮ่องสอน นอกจากนีพ้บในภาคกลาง 
เช่น สระบรุ ีนครปฐม และสมทุรปราการ หากดตูามแต่ละแหล่งปลกู 
ในประเทศไทยแล้วจะเหน็ได้ว่ามสีภาพภมูอิากาศทีห่ลากหลายและ
แตกต่างกันบางส่วน เก็กฮวยมักเริ่มปลูกก่อนฤดูฝนประมาณเดือน
มิถุนายนถึงสิงหาคม ดอกบานเต็มที่ช่วงเดือนกันยายนถึงธันวาคม 
ดอกเก๊กฮวยในประเทศไทยได้รับความนิยมในการน�ามาบริโภคใน
รูปแบบเครื่องดื่มเพื่อสุขภาพเป็นประโยชน์ต่อร่างกาย มักมีการน�า
มาบริโภคเป็นชาเนื่องจากมีรสชาติและกลิ่นที่น่าพึงพอใจ มีการ
ศึกษาพบว่าในดอกเก๊กฮวยมีองค์ประกอบสารออกฤทธิ์หลายชนิด
ในรปูของสารประกอบฟีนอลกิ และสารฟลาโวนอยด์10 นอกจากนีย้งั 
พบสารส�าคัญ CGA ซึ่งมีคุณสมบัติในการต้านสารอนุมูลอิสระ 
มีฤทธิ์ต้านการอักเสบ และต้านการเกิดโรคมะเร็งบางชนิด เช่น 
มะเร็งปอด มะเร็งเต้านม9 แต่อย่างไรก็ตามพบรายงานการศึกษาที่ 
เกี่ยวข้องกับฤทธิ์การต้านมะเร็งช่องปากน้อยมาก

งานวิจัยน้ีสนใจศึกษาเพื่อเปรียบเทียบปริมาณของ 
สารกลุ่มฟีนอลิกและฟลาโวนอยด์ (phenolic and flavonoid 
compounds) รวมถึงปริมาณสารส�าคัญ CGA ข้างต้นในสารสกัด 
ดอกเกก็ฮวยด้วยตวัท�าละลายทีแ่ตกต่างกนัและดอกเก๊กฮวยทีแ่หล่ง
เพาะปลกูแตกต่างกนัในประเทศไทย พร้อมทดสอบฤทธิท์างชวีภาพ 
ในการต้านอนุมูลอิสระและประสิทธิภาพการยับยั้งมะเร็งช่องปาก 
เพือ่น�าไปใช้ประโยชน์ในการวจิยัหาสารต้านมะเรง็ทีม่ปีระสทิธภิาพ 
จากสารธรรมชาติ ซึ่งอาจจะเป็นข้อมูลวิจัยเพื่อพัฒนาต่อยอดได้ใน 
อนาคตต่อไป 

วัตถุและวิธีการ
1.	วัตถุดิบพืช
ข้อมลูทัว่ไปผลิตภัณฑด์อกเกก๊ฮวยในประเทศไทยในแตล่ะ

จังหวัด โดยดอกเก๊กฮวย มีชื่อวิทยาศาสตร์ว่า Chrysanthemum  
indicum L. จัดเป็นพืชในวงศ์ Asteraceae สุ่มตัวอย่างจาก 
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(1) โครงการหลวง ต.แม่เหียะ อ.เมือง จ.เชียงใหม่ (2) ดอย 
แม่สลอง ต.แม่สลองนอก อ.แม่ฟ้าหลวง จ.เชียงราย (3) ไร่บิ๊กโจ้ย 

อ.มวกเหล็ก จ.สระบุรี (4) ต.พระประโทน อ.เมือง จ.นครปฐม และ  
(5) ต.ส�าโรงเหนือ อ.เมือง จ.สมุทรปราการ (แสดงดังภาพที่ 1)

ภาพที่	1 ข้อมูลทั่วไปผลิตภัณฑ์ดอกเก๊กฮวย จากแต่ละแหล่งในประเทศไทย

โดยดอกเก็กฮวยที่ใช้เป็นผลิตภัณฑ์ส�าเร็จรูป ตัวอย่างละ 
10 g โดยผลิตภัณฑ์จะถูกผลิตในช่วงฤดูร้อน ระยะเวลาไม่เกิน 
3 เดอืนนบัจากวนัทีเ่ริม่ทดลอง (กมุภาพนัธ์ 2564 - เมษายน 2564)  
โดยเก็บตัวอย่างพืชอ้างอิงงานวิจัย (voucher specimen) ไว้

การสกัดดอกเก๊กฮวยด้วยตัวท�าละลายต่าง	ๆ
เตรยีมสารสกดัหยาบ (crude extract) โดยน�าดอกเก๊กฮวย

ส�าเร็จรูป 10 g ใส่ลงในขวดแก้ว สกัดด้วยตัวท�าละลาย ≥99.9% 
ethanol, 40% ethanol และน�า้ (DI water) ปิดด้วยกระดาษฟอยล์  
สกัดสารด้วยเทคนิคอัลตราโซนิค โดยตั้งไว้บนอ่างควบคุมอุณหภูมิ
ความถีส่งู (ultrasonic bath) ทีอ่ณุหภมู ิ40 °C เป็นเวลา 30 นาที11 
หลงัจากนัน้ ใช้ส�าลกีรองกากดอกเก๊กฮวยออกแล้วน�าไประเหยเพือ่
ก�าจัดตัวท�าละลายด้วยเครื่องกลั่นระเหยระบบสุญญากาศแบบ
หมุน (rotary evaporator) เสร็จแล้วชั่งน�้าหนักสารสกัด โดยท�า 
การทดลอง 3 ครั้ง

2.	การวิเคราะห์ปริมาณฟีนอลิก
ผสมสารสกดัดอกเก๊กฮวยทีค่วามเข้มข้น 1000 µg/mL และ

สารมาตรฐาน gallic acid 20 µL, Folin-Ciocalteu reagent ที่
เจอืจางด้วยน�า้กลัน่ 50 µL และ 7.5% w/v sodium bicarbonate 
80 µL ทิ้งไว้ 30 นาที โดยเขย่าเป็นครั้งคราว (แสดงดังภาพที่ 2) 
วัดค่าการดูดกลืนแสงด้วยเครื่อง UV-Vis spectrophotometer 
(Thermo Fisher Scientific) ที่ 765 nm ปริมาณของฟีนอลิก
ทัง้หมด (total phenolic compounds) ค�านวณเป็นปรมิาณ (mg) 
ของ Gallic Acid Equivalents (GAE) ต่อ 1 กรัมของสารสกัด 
(mg GAE/g) โดยท�าการทดลอง 3 ครั้ง

ภาพที่	 2 ตัวอย่างการเตรียมสารสกัดเพื่อวิเคราะห์หา 
ปริมาณฟีนอลิก

3.	การวิเคราะห์ปริมาณฟลาโวนอยด์
ผสมสารสกัดดอกเก๊กฮวยที่ความเข้มข้น 1000 µg/mL 

และสารมาตรฐาน quercetin 100 µL, 2% aluminium 
chloride (AlCl

3
) 100 µL จากนั้นทิ้งไว้ 10 นาที ที่อุณหภูมิ 

ห้อง โดยเขย่าเป็นครั้งคราว วัดการดูดกลืนแสงด้วยเครื่อง 
UV-Vis spectrophotometer ที่  415 nm ปริมาณของ 
ฟลาโวนอยด์ท้ังหมด (total flavonoid compounds) ค�านวณ 
เป็นปริมาณ (mg) ของ Quercetin Equivalents (mg QE) ต่อ 
1 กรัมของสารสกัด (mg QE/g) โดยท�าการทดลอง 3 ครั้ง

4.	 การวิเคราะห์ปริมาณ	 chlorogenic	 acid	 (CGA)	
ในแต่ละแหล่งปลูกด้วยเทคนิค	 Hight	 performance	 liquid	 
chromatography	(HPLC)

ชั่งสารสกัดดอกเก๊กฮวยปริมาณ 400 mg ของแต่ละสาร
สกดัโดยใช้ตัวท�าละลาย 50% methanol HPLC grade 10 mL และ
น�าไปวิเคราะห์หาปริมาณสารส�าคัญด้วยเครื่อง HPLC (Agilent รุ่น 
1260) ส่วนแรก 5 mL ท�าการขูดสารบริเวณที่ค้างกับขวดแก้วจาก
นัน้ใส่ส่วนทีส่อง 5 mL ท�าการละลายซ�า้ท�าการวดัปรมิาณสาร CGA 
ด้วย HPLC เปรียบเทียบกับสารมาตรฐาน CGA ที่มีความบริสุทธิ์ 
มากกว่าร้อยละ 98.0 จาก Tokyo chemical (แสดงดังภาพที่ 3) 
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ค�านวณค ่าสมการเพื่อหาความเข ้มข ้น CGA ของ
สารตัวอย่างเป็นการยืนยันเอกลักษณ์ของ CGA มาตรฐาน 
(แสดงภาพที่ 4) โดยท�าการทดลอง 3 ครั้ง เพื่อยืนยันความถูกต้อง 

ในการวัด และน�า retention time ที่ได้มาเทียบกับ HPLC 
chromatogram สารตวัอย่างทีช่่วงเวลาใกล้เคยีงกนัเพือ่หาปรมิาณ 
CGA (แสดงดังภาพที่ 5) 

ภาพที	่3 กราฟมาตรฐานระหว่างปริมาณ CGA ที่ความเข้มข้นสารมาตรฐานและพื้นที่ใต้พีค ของ HPLC chromatogram มีค่า 
สัมประสิทธิ์การตัดสินใจ (R2) เท่ากับ 0.9998
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ภาพที่	4 HPLC chromatogram ของสารมาตรฐาน CGA
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ภาพที่	5	HPLC chromatogram ของสารสกัดหยาบดอกเก็กฮวย (ใน 40% ethanol)
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5.		 การทดสอบประสิทธิภาพในการต้านอนุมูลอิสระ	 
(DPPH	radical	scavenging	assay)

ผสมสารสกดัดอกเก๊กฮวยทีค่วามเข้มข้น 1000 µg/mL และ
สารมาตรฐาน quercetin 100 µL กับ DPPH reagent 100 µL 
จากนั้นทิ้งไว้ 30 นาที ที่อุณหภูมิห้อง วัดการดูดกลืนแสงด้วยเครื่อง 
UV-Vis spectrophotometer ที่ 517 nm โดยท�าการทดลอง 
3 ครั้ง ค�านวณผลการทดลองดังสมการ 

% Inhibition = (A
blank

 – A
sample

) / A
blank

 x 100
A

blank 
คือ ค่าการดูดกลืนแสงของกลุ่มควบคุม (ใส่สาร

ทดสอบทั้งหมดยกเว้น sample)
A

sample 
คือ ค่าการดูดกลืนแสงของสารทดสอบ

ค�านวณหาค่า IC
50
 จากกราฟของ percent scavenging 

และความเข้มข้น
6.	 การทดสอบความเป็นพิษต่อเซลล์มะเร็งช่องปาก 

ในหลอดทดลอง	(in vitro)
ทดสอบฤทธิค์วามเป็นพษิต่อเซลล์มะเรง็ช่องปาก (human 

oral epidermoid carcinoma (KB) cell line) ด้วยวธิ ีMTT assay 
โดยเลือกตัวแทนสารสกัดดอกเก๊กฮวย 5 จังหวัดได้แก่ เชียงใหม่ 
เชียงราย สระบุรี นครปฐม และ สมุทรปราการ จากตัวท�าละลาย 
40% ethanol เพือ่หา % Cytotoxicity ทีค่วามเข้มข้น 1000 µg/mL, 
และหา IC

50
 ของ chlorogenic acid ที่ความเข้มข้นสูงสุด 2500 

µg/mL และ IC
50
 ของ doxorubicin ทีค่วามเข้มข้นสูงสุด 250 µg/mL 

เพื่อเป็นกลุ่มควบคุมผลบวก (positive control) 
เซลล์ทีใ่ช้ในการทดลองเป็นชนดิ Human oral epidermoid 

carcinoma (KB) cell line รหัส ATCC CCL-17 การเลี้ยงเซลล์
ในภาชนะที่มีอาหารเลี้ยงเซลล์คือ Dulbecco’s Modified Eagle 
Medium (DMEM) เตมิ 5% Fetal Bovine Serum (FBS) บ่มเซลล์
ในตู้บ่ม อุณหภูมิ 37 °C, 5% คาร์บอนไดออกไซด์ นาน 24 ชั่วโมง  
โดยท�าการทดลอง 3 ครั้ง

7.	สถิติและการวิเคราะห์ข้อมูล
ใช้โปรแกรมการวิเคราะห์ข้อมูลใช้โปรแกรมคอมพิวเตอร์

เอสพีเอสเอสรุ่นที่ 22.0 (SPSS version 22.0) น�าข้อมูลที่ได้มา
เปรียบเทียบค่าเฉลี่ยในแต่ละกลุ่มโดยใช้สถิติ one-way ANOVA 
ร่วมกับ post-hoc analysis ที่ระดับทางสถิติน้อยกว่า .05  
(p-value < .05)

ผล
การศึกษาสารสกัดดอกเก๊กฮวยทั้ง 5 จังหวัด ได้แก่ จังหวัด

เชียงใหม่ เชียงราย สระบุรี นครปฐม และสมุทรปราการ โดยใช ้
ตัวท�าละลาย 3 ชนิด ได้แก่ ≥99.9% ethanol, 40% ethanol 
และน�้า พบว่าปริมาณสารส�าคัญ chlorogenic acid (CGA) แต่ละ 
แหล่งในประเทศไทยนั้นพบว่า มีปริมาณที่แตกต่างกันออกไป โดย  
ตัวท�าละลาย ≥99.9% ethanol จังหวัดที่มีปริมาณสาร CGA 
มากที่สุด คือ เชียงใหม่ (0.48 %w/w) รองลงมาจังหวัดเชียงราย 
(0.46 %w/w), จงัหวดัสมทุรปราการ (0.44 %w/w), จงัหวดัสระบรุี 
(0.14 %w/w) และจงัหวดัทีม่ปีรมิาณฟีนอลกิน้อยทีส่ดุ คอื นครปฐม  
(0.07 %w/w) 

ตัวท�าละลาย 40% ethanol จังหวัดที่มีปริมาณสาร CGA 
มากที่สุด คือ เชียงใหม่ (1.41 %w/w) รองลงมาจังหวัดเชียงราย 
(1.31 %w/w), จังหวัดสระบุรี (0.9 %w/w), จังหวัดสมุทรปราการ 
(0.77 %w/w) และจงัหวดัทีม่ปีรมิาณฟีนอลกิน้อยทีส่ดุ คอื นครปฐม  
(0.44 %w/w) 

ตัวท�าละลายน�้า จังหวัดที่มีปริมาณสาร CGA มากที่สุด คือ
เชียงใหม่ (1.37 %w/w) รองลงมาจังหวัดเชียงราย (1.15 %w/w), 
จงัหวดัสมทุรปราการ (1.09 %w/w), จงัหวดัสระบรุ ี(0.68 %w/w)  
และจงัหวดัทีม่ปีรมิาณฟีนอลกิน้อยทีส่ดุ คอื นครปฐม (0.3 %w/w)

เมื่อท�าการจับคู่เปรียบเทียบค่าเฉลี่ยตัวอย่างแต่ละจังหวัด
โดยใช้สถิติ one-way ANOVA พบว่าไม่มีความแตกต่างทางสถิติ 
ที่ระดับ .05 (ภาพที่ 6)

ภาพที่	6	กราฟแสดงปริมาณ CGA ทั้งหมดที่พบในสารสกัดหยาบที่สกัดด้วยตัวท�าละลายต่าง ๆ
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การศึกษาสารสกัดดอกเก๊กฮวยทั้ง 5 จังหวัด ได้แก่ จังหวัด
เชียงใหม่ เชียงราย สระบุรี นครปฐม และสมุทรปราการ โดยใช ้
ตัวท�าละลาย 3 ชนิด ได้แก่ ≥99.9% ethanol, 40% ethanol 
และน�้า พบว่า ปริมาณฟีนอลิก (total phenolics) แต่ละแหล่ง 
ในประเทศไทยนั้น พบว่า มีปริมาณที่แตกต่างกันออกไป ดังนี้ 

ตัวท�าละลาย ≥99.9% ethanol จังหวัดที่มีปริมาณ 
ฟีนอลกิมากทีส่ดุ คอื เชยีงใหม่ (49.4 mg GAE/g) รองลงมาจงัหวดั
เชียงราย (46.4 mg GAE/g), จังหวัดสระบุรี (37.2 mg GAE/g), 
จังหวัดสมุทรปราการ (35.2 mg GAE/g) และจังหวัดที่มีปริมาณ 
ฟีนอลิกน้อยที่สุด คือ นครปฐม (20.4 mg GAE/g) 

ตัวท�าละลายน�้า จังหวัดที่มีปริมาณฟีนอลิกมากที่สุด คือ
เชียงใหม่ (89.2 mg GAE/g) รองลงมาจังหวัดสมุทรปราการ 
(56.9 mg GAE/g), จงัหวดัเชยีงราย (54.2 mg GAE/g), จงัหวดัสระบรุี 
(53.4 mg GAE/g) และจังหวัดที่มีปริมาณฟีนอลิกน้อยที่สุด คือ 
นครปฐม (24.5 mg GAE/g) 

ตวัท�าละลาย 40% ethanol จงัหวดัทีม่ปีรมิาณฟีนอลกิมาก
ที่สุด คือ เชียงใหม่ มีค่าเท่ากับ (93 mg GAE/g) รองลงมาจังหวัด
เชียงราย (74 mg GAE/g), จังหวัดสระบุรี(63 mg GAE/g) และ 
จงัหวดัทีม่ปีรมิาณฟีนอลกิน้อยทีสุ่ด คอื นครปฐม (33.8 mg GAE/g) 

เมื่อท�าการจับคู่เปรียบเทียบค่าเฉลี่ยตัวอย่างแต่ละจังหวัด
โดยใช้สถิติ one-way ANOVA พบว่าไม่มีความแตกต่างทางสถิติ 
ที่ระดับ .05 (ภาพที่ 7)

ภาพที่	7	กราฟแสดงปริมาณฟีนอลิกทั้งหมดที่พบในสารสกัดหยาบที่สกัดด้วยตัวท�าละลายต่าง ๆ

การศึกษาสารสกัดดอกเก๊กฮวยทั้ง 5 จังหวัด ได้แก่ จังหวัด
เชียงใหม่ เชียงราย สระบุรี นครปฐม และสมุทรปราการ โดยใช ้
ตัวท�าละลาย 3 ชนิด ได้แก่ > 99 ethanol, 40% ethanol และ
น�้า พบว่าปริมาณฟลาโวนอยด์ทั้งหมด (total flavonoids) แต่ละ 
แหล่งในประเทศไทยนั้นพบว่ามีปริมาณที่แตกต่างกันออกไป โดย 

ตัวท�าละลาย ≥99.9% ethanol จังหวัดที่มีปริมาณ 
ฟลาโวนอยด์มากที่สุด คือ สมุทรปราการ (22.03 mg QE/g) รอง 
ลงมาจงัหวดันครปฐม (12.7 mg  QE/g), จงัหวดัเชยีงใหม่ (12.2 mg QE/g), 
จังหวัดเชียงราย (11.3 mg QE/g) และจังหวัดที่มีปริมาณ 
ฟลาโวนอยด์น้อยที่สุด คือ สระบุรี (8.26 mg QE/g) 

ตัวท�าละลายน�้า จังหวัดที่มีปริมาณฟลาโวนอยด์มากที่สุด 
คือ สมุทรปราการ (22.03 mg QE/g) รองลงมาจังหวัดเชียงใหม่  

(18.5 mg QE/g), จังหวัดนครปฐม (15.48 mg QE/g), จังหวัด
เชียงราย (13.48 mg QE/g) และจังหวัดที่มีปริมาณฟลาโวนอยด์ 
น้อยที่สุด คือ สระบุรี (13.05 mg QE/g) 

ตวัท�าละลาย 40% ethanol จงัหวดัทีม่ปีริมาณฟลาโวนอยด์ 
มากที่สุด คือ สมุทรปราการ (23 mg QE/g) รองลงมาจังหวัด
เชียงใหม่ (20.09 mg QE/g), จังหวัดนครปฐม (18.15 mg QE/g), 
จังหวัดเชียงราย (15.5 mg QE/g) และจังหวัดที่มีปริมาณ 
ฟลาโวนอยด์น้อยที่สุด คือ สระบุรี (13.05 mg QE/g) 

เมื่อท�าการจับคู่เปรียบเทียบค่าเฉลี่ยตัวอย่างแต่ละจังหวัด
โดยใช้สถิติ one-way ANOVA พบว่าไม่มีความแตกต่างทางสถิติ 
ที่ระดับ .05 (ภาพที่ 8)
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การศึกษาการเปรียบเทียบสารสกัดดอกเก ๊กฮวยใน 
การยับยั้งสารอนุมูลอิสระ DPPH พบว่าจังหวัดสมุทรปราการ
สามารถยับยั้งสารอนุมูลอิสระ DPPH ได้ดีที่สุด (ค่า IC

50 
ต�่าสุด; 

IC
50
 = 165.33 µg/mL) เมือ่ใช้ตวัท�าละลาย 40% ethanol รองลงมาคอื 

ภาพที่	8	กราฟแสดงปริมาณฟลาโวนอยด์ทั้งหมด ที่พบในสารสกัดหยาบที่สกัดด้วยตัวท�าละลายต่าง ๆ

ดอกเก๊กฮวยจากจังหวัดเชียงใหม่ เชียงราย นครปฐม และสระบุรี 
ตามล�าดับ เทียบกับสารส�าคัญ CGA (IC

50
 = 19.17 µg/mL) ที ่

สามารถยับยั้งสารอนุมูลอิสระ DPPH (แสดงดังภาพที่ 9) 

ภาพที่	9	กราฟแสดงค่ายับยั้งสารอนุมูลอิสระ DPPH; IC
50 

(µg/mL) ที่พบในสารสกัดหยาบ 40% ethanol

โดยใช้สถิติ One-Way ANOVA ไม่มีความแตกต่างกันทาง 
สถิติที่ระดับ .05 

การศึกษาฤทธิ์ความเป็นพิษต่อเซลล์มะเร็งช่องปาก ด้วย
วิธี MTT assay พบว่าสารสกัดดอกเก๊กฮวยในตัวท�าละลาย 40% 
ethanol จากแหล่งผลิตจังหวัดสมุทรปราการที่ความเข้มข้น 
1000 µg/mL ท�าให้เซลล์ human oral epidermoid carcinoma 

(KB) cell line ตายได้มากกว่าจงัหวัดอืน่ แต่ไม่สามารถตายได้มากกว่า 
ร้อยละ 50 จึงถือว่าสารสกัดดอกเก๊กฮวยไม่มีความเป็นพิษต่อเซลล์
มะเร็งช่องปาก เทียบกับสารส�าคัญ CGA (IC

50
 = 2300.00 µg/mL) 

ซึง่มากกว่า 500 µg/mL จงึไม่มคีวามเป็นพษิต่อเซลล์มะเรง็ช่องปาก 
เช่นกัน (ดังแสดงในตารางที่ 1)
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ตารางที	่1 ทดสอบฤทธิค์วามเป็นพษิต่อเซลล์ด้วยวธิ ีMTT assay โดยเลอืกตวัแทนสารสกดัดอกเก๊กฮวย 5 จงัหวดัจากตวัท�าละลาย 40%  
 ethanol ทีค่วามเข้มข้น 1000 µg/mL สารส�าคญั CGA ทีค่วามเข้มข้น สงูสดุ 2500 µg/mL และ doxorubicin ทีค่วามเข้มข้น 
 สูงสุด 250 µg/mL (positive control)

สารสกัด %	Cytotoxicity
ความเข้มข้น	1000	µg/mL

IC
50
	(µg/mL)

เชียงใหม่ 0.77 ± 0.08

เชียงราย 3.38 ± 0.46

สระบุรี -10.01 ± 0.24

นครปฐม -3.72 ± 0.23

สมุทรปราการ 6.14 ± 0.75

chlorogenic acid (CGA) 2300.00 ± 0.37

Doxorubicin 18.65 ± 0.75

 IC
50
>500 µg/ml (no cytotoxic activity)12

วิจารณ์
การศึกษาปริมาณสารส�าคัญ chlorogenic acid (CGA) 

ฟีนอลกิทัง้หมด (total phenolics) และฟลาโวนอยด์ทัง้หมด (total 
flavonoids) ในสารสกัดหยาบดอกเก๊กฮวยในแต่ละจังหวัดด้วย 
ตัวท�าละลาย ≥99.9% ethanol, 40% ethanol และน�้า จากการ
ทดลองพบว่าดอกเก๊กฮวยที่สกัดด้วยตัวท�าละลาย 40% ethanol 
จะให้ปริมาณสารส�าคัญทั้งสามชนิดข้างต้นมากที่สุด โดยมีปริมาณ
แตกต่างกัน สารสกัดดอกเก๊กฮวยจังหวัดเชียงใหม่ มีปริมาณสาร 
ส�าคัญ CGA และ ฟีนอลิกสูงสุด (1.41%w/w และ 93 mg GAE/g 
ตามล�าดับ) ในขณะที่สารสกัดดอกเก๊กฮวยจังหวัดสมุทรปราการ  
มีปริมาณฟลาโวนอยด์สูงสุด (23 mg QE/g) แสดงให้เห็นว่า 
ความต่างของแต่ละพื้นที่เป็นอีกปัจจัยหนึ่งที่มีอิทธิพลต่อปริมาณ
สารส�าคญั รวมถงึการออกฤทธิท์างชวีภาพ โดยเมือ่ทดสอบฤทธิย์บัยัง้
สารอนุมูลอิสระ DPPH พบว่าดอกเก๊กฮวยจังหวัดสมุทรปราการ 
(IC

50 
165.33 µg/mL) ให้ผลดีที่สุดเนื่องจากมีปริมาณฟลาโวนอยด์ 

มากทีสุ่ด จากผลดงักล่าวนีพ้อจะอนมุานได้ว่าสารกลุม่ฟลาโวนอยด์
น่าจะมีผลต่อการยับยั้งสารอนุมูลอิสระ DPPH ในหลอดทดลองได้
ดกีว่าสารในกลุม่ฟีนอลกิ โดยสารฟลาโวนอยด์ทีพ่บในดอกเก๊กฮวย  
ได้แก่ สาร quercitrin, myricetin, apigenin, และ luteolin  
โดย Liang-Yu Wu, 2010 ได้ท�าการศึกษาสารฟลาโวนอยด์ใน
ดอกเก๊กฮวยทั้งหมด พบปริมาณสาร quercitrin สูงสุด10 ซึ่งเป็น
สารประกอบอนพุนัธ์ของสาร quercetin อย่างไรก็ตามดอกเกก็ฮวย 
มีสารส�าคัญ CGA13 ซึ่ง เป็นเอสเทอร์ระหว่าง quinic acid และ 
caffeic acid ซึง่ส่วนหนึง่เป็นสารกลุม่ฟีนอลกิ มคีณุสมบติัยบัยัง้สาร
อนุมูลอิสระต่าง ๆ  เช่น ท�าหน้าที่ก�าจัดอนุมูลอิสระโดยตรง กระตุ้น
การส่งสัญญาณต้านอนุมูลอิสระ โดยควบคุมระดับการแสดงออก
ของยีนที่เกี่ยวข้องและเพิ่มความสามารถในการต้านอนุมูลอิสระ  
และควบคุมการท�างานของระบบ endogenous oxidase และ 

โปรตีนที่เกี่ยวข้องโดยตรง ทั้งนี้ความสามารถต้านอนุมูลอิสระ 
แตกต่างกัน อาจขึ้นกับ โครงสร้างหรือลักษณะเฉพาะทางเคมีของ 
กลุ่มฟีนอลิก และฟลาโวนอยด์ ได้แก่ จ�านวนวงแหวนอะโรมาติก  
โครงสร้างหมู่ไฮดรอกซิล เป็นต้น

ค่าเปอร์เซ็นต์ความเป็นพิษต่อเซลล์มะเร็งช่องปากของ
สารสกัดหยาบที่ได้จากดอกเก๊กฮวยแสดงค่าความเป็นพิษที ่
ค่อนข้างน้อยซึง่แสดงถึงประสทิธภิาพทีน้่อยกว่า แต่การทดสอบทีไ่ด้นี ้
เป็นการทดสอบจากสารสกัดหยาบเท่านั้น อาจมีการศึกษาต่อโดย
การแยกสารส�าคัญบริสุทธิ์เดี่ยว เพื่อทดสอบสารออกฤทธิ์ที่ดีหรือ
อาจมปีระสทิธภิาพมากกว่าเมือ่เทยีบกบัสารสกดัหยาบ หรอืพฒันา
โดยการปรบัปรงุโครงสร้างของสารส�าคญัเพือ่เพิม่ประสิทธภิาพการ
ออกฤทธิ์ความเป็นพิษต่อเซลล์มะเร็งช่องปากที่เพิ่มข้ึน มีรายงาน
การศึกษาอื่น ๆ ได้รายงานค่า IC

50
 ของสารส�าคัญ CGA ต่อความ

เป็นพิษมะเร็งช่องปากที่ 1800 µg/ml14 ในขณะที่การทดลองนี้พบ 
ค่า IC

50
 ของสารส�าคัญ CGA ที่ 2300 µg/ml ซึ่งผลการทดลองมี 

ความสอดคล้องใกล้เคียงกัน 
ในปัจจุบัน การศึกษาหาสารชนิดใหม่จากธรรมชาติที่มี 

ประสิทธิภาพ ลดภาระค่าใช้จ่าย และมีผลข้างเคียงน้อยยังคงมี 
ความจ�าเป็น ซึ่งสารส�าคัญ CGA หรือสารกลุ ่มฟีนอลิกและ 
ฟลาโวนอยด์อืน่ ๆ  อาจเป็นอกีทางเลอืกหนึง่ในการรกัษาโรค สามารถ
เป็นข้อมลูในการพฒันาสารชนดินีเ้พือ่เป็นอกีตวัช่วยในการป้องกนั
และรักษาโรคมะเร็งช่องปาก ในการศึกษาครั้งต่อไป อาจต้องมีการ
ควบคุมปัจจัยต่าง ๆ  ในการเก็บดอกเก็กฮวยต่าง ๆ  ทั้งสภาพอากาศ 
สภาพแวดล้อม ความชืน้ การเกบ็ตวัอย่าง และการเลอืกตวัท�าละลาย  
วิธีการสกัด และระยะเวลาในการสกัดอาจมีผลต่อปริมาณและองค์
ประกอบของสารสกัด ไม่ว่าจะเป็นสารส�าคัญ CGA หรือสารกลุ่ม
ฟีนอลิกและฟลาโวนอยด์ ความแปรผันเหล่านี้มีผลต่อการทดสอบ 
ฤทธิ์ทางชีวภาพทั้งการยับยั้งสารอนุมูลอิสระและความเป็นพิษต่อ 
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เซลล์มะเร็งช่องปาก ซึ่งยังคงเป็นประเด็นของการศึกษาเพิ่มเติม 
เพือ่สามารถน�าข้อมลูทีไ่ด้ไปพฒันาต่อไปในอนาคต และสามารถต่อยอด 
โดยศึกษาในสัตว์ทดลอง และในผู้ป่วย เพื่อเป็นประโยชน์ได้ต่อไป 
ในการเพ่ิมประสทิธภิาพแนวทางการรกัษาโรคมะเรง็ช่องปากต่อไป

สรุป
การศึกษาสารส�าคัญ chlorogenic acid (CGA) ฟีนอลิก 

ทั้งหมด (total phenolics) และฟลาโวนอยด์ทั้งหมด (total 
flavonoids) ของสารสกัดหยาบดอกเก๊กฮวยด้วยตัวท�าละลาย 
40% ethanol จะให้ปริมาณสารส�าคัญมากที่สุด รองลงมาคือ 
ตวัท�าละลายน�า้ ดอกเก๊กฮวยจากจงัหวดัสมทุรปราการ และเชยีงใหม่ 

พบสารส�าคัญทั้งสามชนิดข้างต้นพร้อมทั้งแสดงว่ายับยั้งสาร 
อนมุลูอสิระ DPPH ในหลอดทดลองทีใ่กล้เคยีงกัน แต่ไม่มคีวามเป็น
พิษต่อเซลล์มะเร็งช่องปากที่ความเข้มข้น 1000 µg/mL ซึ่งยังคง 
เป็นประเด็นต้องท�าการศึกษาเพิ่มเติมในครั้งต่อไป 
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