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บทคัดย่อ  
แก่นแสมสารเป็นสมุนไพรท่ีใช้กันมาอย่างยาวนานในประเทศไทย สำหรับการรักษาอาการเจ็บป่วยหลายชนิด รวมถึงโรคมะเร็ง 

อย่างไรก็ตาม การศึกษาฤทธิ์ของแก่นแสมสารต่อเซลล์มะเร็งตับชนิด Hepatocellular carcinoma ยังมีจำกัด การศึกษาน้ีมี
วัตถุประสงค์เพื่อประเมินฤทธิ์ต้านมะเร็งของสารสกัดจากแก่นแสมสาร (SGE) ต่อเซลล์มะเร็งตับของมนุษย์ชนิด HepG2 และเพื่อหา
ปริมาณสารฟีนอลิกและฟลาโวนอยด์ท้ังหมดในสารสกัดดังกล่าว โดยประเมินฤทธิ์ยับยั้งการเพิ่มจำนวนและความเป็นพิษต่อเซลล์โดย 
Sulforhodamine B (SRB) assay วัดความสามารถในการเกิดโคโลนีโดย Colony formation assay วิเคราะห์การหยุดวัฏจักรเซลล์
โดย Flow cytometry และตรวจวัดปริมาณสารฟีนอลิกและฟลาโวนอยด์ท้ังหมดโดย Folin-Ciocalteu assay และ Aluminium 
chloride colorimetric assay ตามลำดับ ผลการศึกษาพบว่า SGE สามารถยับยั้งการเพิ่มจำนวนเซลล์ HepG2 ได้ในลักษณะขึ้นกับ
ความเข้มข้นและระยะเวลา โดยมีฤทธิ์ดีท่ีสุดท่ีเวลา 72 ชั่วโมง ( IC50 = 28.22 ± 1.64 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร) และแสดงความเป็นพิษ
จำเพาะต่อเซลล์มะเร็ง (ค่า Selective index = 2.09) นอกจากน้ี SGE ยังสามารถยับยั้งการเกิดโคโลนีของเซลล์ได้อย่างมีนัยสำคัญ 
และเหน่ียวนำให้วัฏจักรเซลล์หยุดท่ีระยะ G0/G1 จากผลการศึกษายังพบว่า SGE มีปริมาณสารฟีนอลิกและฟลาโวนอยด์ท้ังหมดเท่ากับ 
388.89 ± 0.56 มิลลิกรัมสมมูลของกรดแกลลิกต่อกรัมสารสกัด และ 238.20  ± 6.73 มิลลิกรัมสมมูลของคาเทชินต่อกรัมสารสกัด 
ตามลำดับ การศึกษาน้ีแสดงให้เห็นว่า SGE มีศักยภาพในการออกฤทธิ์ต้านมะเร็งต่อเซลล์ HepG2 ซ่ึงควรมีการศึกษากลไกระดับ
โมเลกุลเพิ่มเติมต่อไป 

 

คำสำคัญ: แก่นแสมสาร  ฤทธ์ิต้านมะเร็ง  ฟีนอลิก  ฟลาโวนอยด ์ เซลล์มะเร็งตับ 
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Abstract 
Senna garrettiana heartwood has long been used in Thailand as a medicinal herb for treating a wide range 

of ailments, including cancer. However, studies on the effects of Senna garrettiana heartwood on hepatocellular 
carcinoma cells remain limited. This study aimed to evaluate the anticancer activity of Senna garrettiana 
heartwood extract (SGE) and to determine its total phenolic and flavonoid contents. The antiproliferative and 
cytotoxic effects of SGE were assessed using the sulforhodamine B (SRB) assay. Colony-forming ability was 
examined by the colony formation assay, and cell cycle arrest was analyzed using flow cytometry. Total phenolic 
and flavonoid contents were quantified by the Folin-Ciocalteu assay and aluminium chloride colorimetric assay. 
The results demonstrated that SGE inhibited HepG2 cell proliferation in a dose- and time-dependent manner with 
the highest activity at 72 h (IC50 = 28.22 ± 1.64 µg/mL) and displayed selective cytotoxicity towards cancer cells 
(selective index = 2.09). In addition, SGE significantly suppressed colony formation and induced G0/G1 cell cycle 
arrest. The results also revealed that the total phenolic and flavonoid contents were 388.89 ± 0.56 mg gallic acid 
equivalents per gram of extract and 238.20 ± 6.73 mg catechin equivalents per gram of extract, respectively. This 
study demonstrates that SGE has the potential to exert anticancer activity against HepG2 cells, warranting further 
investigation of its molecular mechanisms. 
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1. บทนำ  

มะเร็งตับชนิด Hepatocellular carcinoma (HCC) 
เป็นมะเร็งที่พบได้บ่อย โดยมีอุบัติการณ์สูงเป็นอันดับท่ี 6 และ
เป็นสาเหตุการเสียชีวิตจากโรคมะเร็งเป็นอันดับ 3 ของโลก [1] 
ในประเทศไทย HCC ถูกจัดเป็นมะเร็งท่ีมีอุบัติการณ์สูงและ
เป็นสาเหตุสำคัญจากการเสียชีวิตด้วยโรคมะเร็ง [2] การเกิด
มะเร็งชนิดนี้มีความเกี ่ยวข้องกับการอักเสบเรื ้อรังแล ะ
ความเสียหายของเนื้อเยื่อตับเป็นเวลานาน ปัจจัยเสี่ยงที่สำคัญ 
ได้แก่ การติดเชื้อไวรัสตับอักเสบชนิดบีและซี การดื่มแอลกอฮอล์
เป็นเวลานาน การได้รับสารก่อมะเร็ง เช่น อะฟลาท็อกซินจาก
อาหารที่ปนเปื้อนเชื้อรา รวมถึงสารเคมีบางชนิด [3] มะเร็งตับ
ในระยะเริ่มต้นสามารถรักษาให้หายได้โดยการผ่าตัดตับบางส่วน
หรือการทำลายก้อนมะเร็งเฉพาะท่ี อย่างไรก็ตาม ในผู้ป่วยท่ี  
ไม่สามารถเข้ารับการผ่าตัดได้หรืออยู่ในระยะลุกลาม การรักษา
ด้วยยาเคมีบำบัด (Chemotherapy) เช่น 5 -Fluorouracil  
(5-FU), Doxorubicin, Cisplatin และ Oxaliplatin ยังคงเป็น 
ทางเลือกสำคัญ โดยยาเหล่าน้ีออกฤทธิ์ทำลายเซลล์มะเร็งท่ีมี
อัตราการแบ่งตัวสูง 

อย่างไรก็ตาม ยาเคมีบำบัดส่วนใหญ่ขาดความจำเพาะ
ต่อเซลล์มะเร็ง ส่งผลให้เกิดความเป็นพิษต่อเซลล์ปกติท่ีมี    
การแบ่งตัวสูงเช่นกัน ก่อให้เกิดผลข้างเคียงท่ีรุนแรง และอาจ
นำไปสู่การเกิดภาวะดื้อต่อยา ซ่ึงจำกัดประสิทธิภาพของ    
การรักษาในระยะยาว ด้วยเหตุน้ี การค้นคว้าและพัฒนาสารสกัด

จากธรรมชาติท่ีสามารถยับยั้งการเจริญของเซลล์มะเร็งได้   
อย่างมีประสิทธิภาพ และมีความเป็นพิษต่อเซลล์ปกติในระดับ
ต่ำ จึงได้รับความสนใจอย่างต่อเนื่อง โดยเฉพาะสารประกอบ 
ฟีนอลิก (Phenolic compounds) และฟลาโวนอยด์ (Flavonoids) 
ซ่ึงเป็นสารทุติยภูมิท่ีพบมากในพืชและสมุนไพร เน่ืองจากมี
รายงานว่าสารในกลุ่มน้ีมีฤทธิ์ต้านเซลล์มะเร็งหลายชนิด    
ผ่านกลไกระดับเซลล์และโมเลกุลท่ีหลากหลาย [4], [5] 

แสมสาร (Senna garrettiana (Craib) Irwin & Barneby 
หรือ Cassia garrettiana Craib) เป็นพืชสมุนไพรท่ีพบได้
ท่ัวไปในทุกภูมิภาคของประเทศไทย และได้รับการบรรจุอยู่ใน
บัญชียาหลักแห่งชาติ โดยมีการนำแก่นแสมสารมาใช้เป็น
ส่วนประกอบในตำรับยาสมุนไพรเพื่อรักษาโรคเรื้อรัง บรรเทา
อาการปวด ลดไข้ และช่วยปรับสมดุลของร่างกาย [6] นอกจากน้ี
แก่นแสมสารยังถูกนำไปใช้เป็นส่วนหน่ึงของตำรับยารักษา
มะเร็งในการแพทย์แบบผสมผสาน ณ. อโรคยาศาล วัดคำ
ประมง จังหวัดสกลนคร ซ่ึงสะท้อนถึงศักยภาพในการนำไปใช้
ด้านการดูแลผู้ป่วยมะเร็งในทางเลือกการแพทย์พื้นบ้าน    
และการแพทย์บูรณาการ อีกท้ังมีรายงานว่าสารสกัดจาก  
แก่นแสมสาร มีฤทธิ์ต้านการอักเสบในหนู [6] และยับยั้งการ
เพิ่มจำนวนของเซลล์มะเร็งเพาะเลี้ยงหลายชนิด [7] นอกจากน้ี   
ยั งมี รายงานการตรวจพบสารกลุ่มฟีนอลิกหลายชนิดใน       
แก่นแสมสาร เช่น Piceatannol, Emodin, Aloe emodin, 
Chrysophanol, Resveratrol, Cassigarol E แ ล ะ  Quercetin 
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ซ่ึงล้วนเป็นสารท่ีมีรายงานฤทธิ์ทางชีวภาพท่ีเกี่ยวข้องกับ   
การต้านมะเร็งผ่านกลไกระดับโมเลกุลท่ีหลากหลาย [7], [8]  

เนื่องจากยังไม่มีรายงานการศึกษาฤทธิ์ยับยั้งการเพิ่ม
จำนวนของเซลล์มะเร็งตับของสารสกัดจากแก่นแสมสาร
โดยตรง และงานวิจัยก่อนหน้าส่วนใหญ่เน้นการแยกและศึกษา
ฤทธิ์ทางชีวภาพของสารประกอบฟีนอลิกและฟลาโวนอยด์  
เป็นรายชนิด โดยยังขาดการวิเคราะห์ปริมาณรวมท้ังหมดของ
สารกลุ่มดังกล่าว ดังน้ัน งานวิจัยน้ีจึงมีวัตถุประสงค์เพื่อศึกษา
ฤทธิ์ของสารสกัดจากแก่นแสมสารต่อการยับยั้งการเพิ่ม
จำนวนและก่อความเป็นพิษต่อเซลล์มะเร็งตับ รวมถึงการ
ยับยั้งการสร้างโคโลนีของเซลล์ และการเหน่ียวนำทำให้
หยุดวัฎจักรเซลล์ นอกจากน้ี ยังได้ทำการตรวจวิเคราะห์
ปริมาณรวมของสารประกอบฟีนอลิกและฟลาโวนอยด์ และ
ประเมินความสัมพันธ์ในเบื้องต้นระหว่างปริมาณรวมของ   
สารกลุ่มดังกล่าวกับฤทธิ์ทางชีวภาพท่ีตรวจพบ โดยเป็น
การศึกษาในระดับเซลล์เพาะเลี้ยง เพื่อใช้เป็นข้อมูลพื้นฐาน
สำหรับการศึกษากลไกระดับโมเลกุลของสารสกัดจาก       
แก่นแสมสารในอนาคต ขณะเดียวกัน ข้อมูลปริมาณรวม   
ของสารฟีนอลิกและฟลาโวนอยด์ ยังสามารถนำไปใช้เป็น
แนวทางในการพัฒนามาตรฐานและการควบคุมคุณภาพของ
สารสกัดจากพืช สำหรับการศึกษาทางเภสัชวิทยาต่อไป 

 
2. วัสดุ อุปกรณ์และวิธีการวิจัย  

2.1. การเตรียมสารสกัดแก่นแสมสาร 
นำผงแก่นแสมสารจากจังหวัดสุรินทร์ ประเทศไทย 

มาสกัดด้วยเอทานอลความเข้มข้น 95% เป็นเวลา 3 วัน       
ท่ีอุณหภูมิห้อง จากน้ันเก็บส่วนของเหลวและกรองผ่าน
กระดาษกรอง Whatman no.1 ก่อนระเหยตัวทำละลายออก
ด้วยเครื่องกลั่นระเหยสารแบบหมุนสุญญากาศ (Vacuum 
rotary evaporator) เอทานอลท่ีแยกออกมาถูกนำไปใช้สกัด
ซ้ำกับกากสารสกัดเดิมอีก 2 ครั้ง โดยดำเนินการในลักษณะ
เดียวกัน จากน้ันนำสารสกัดท่ีได้จากท้ัง 3 รอบมาผสมรวมกัน 
และทำให้แห้งด้วยเครื่องอบแห้งเยือกแข็งแบบสุญญากาศ 
(Vacuum freeze dryer) ผงสารสกัดท่ีได้ถูกนำไปชั่งน้ำหนัก
เพื่อคำนวณร้อยละผลผลิต (% Yield) และเก็บรักษาผง     
สารสกัดแก่นแสมสาร (Senna garrettiana extract; SGE) 
ในตู้ควบคุมอุณหภูมิท่ี -20 องศาเซลเซียส จนกว่าจะนำไปใช้
ในการทดลองต่อไป 

 
 

2.2. การเพาะเลี้ยงเซลล์ 
เพาะเลี้ยงเซลล์มะเร็งตับ HepG2 (ATCC HB-8065) 

ในอาหารเลี้ยงเซลล์ชนิด Eagle’s Minimal Essential Medium 
(EMEM; Merck, Germany) ท่ีเสริมด้วย Fetal bovine serum 
(FBS) 10% ขณะท่ีเพาะเลี้ยงเซลล์ตับปกติ BNL CL.2 (ATCC 
TIB-73) ในอาหาร Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium 
(DMEM; Merck, Germany) ท่ีมี  FBS 10%  โดยเพาะเลี้ยง
เซลล์ ท้ั งสองชนิด น้ีในภาชนะปลอดเชื้อภายในตู้บ่ ม ท่ีมี
คาร์บอนไดออกไซด์ (CO2) 5% ท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 
เมื่อเซลล์มีความหนาแน่นประมาณ 80% จึงทำการแยกเซลล์
ออกจากภาชนะด้วยเอนไซม์ Trypsin-EDTA เป็นเวลา 3 นาที 
และนำเซลล์ท่ีได้ไปใช้ในการทดลองต่อไป 

 
2.3. การทดสอบฤทธิ์ของ SGE ในการยับยั้งการเพิ่ม

จำนวนและความเป็นพิษต่อเซลล์มะเร็งตับ HepG2  
การทดสอบฤทธิ์ของ SGE ในการยับยั้ งการเพิ่ ม

จำนวนและความเป็นพิษต่อเซลล์มะเร็งตับ HepG2 ใช้วิธี 
Sulforhodamine B (SRB) assay โดยทำการทดลองเปรียบเทียบ
กับเซลล์ตับปกติ BNL CL.2 ซ่ึงมีขั้นตอนการทดลองดังนี้ 

การทดลองน้ีทำในจานเพาะเลี้ยงเซลล์ชนิด 24 หลุม 
(24-well plate) โดยเตรียมเซลล์มะเร็งตับ HepG2 จำนวน 
1.5 × 105 เซลล์ต่อหลุม และเซลล์ตับปกติ BNL CL.2 จำนวน 
2 × 105 เซลล์ต่อหลุม บ่มเซลล์ในตู้บ่มท่ีมีคาร์บอนไดออกไซด์ 
5% ท่ีอุณหภูมิ  37 องศาเซลเซียส  เป็นเวลา 18 ชั่วโมง 
จากน้ันเติมสารทดสอบ SGE หรือยา 5-fluorouracil (5-FU) 
ซ่ึงละลายในอาหารเลี้ยงเซลล์ให้ได้ความเข้มข้นต่าง ๆ ใน
ปริมาตร 1 มิลลิลิตรต่อหลุม และบ่มเซลล์ต่อในตู้บ่ มท่ีมี
คาร์บอนไดออกไซด์ 5% ท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็น
เวลา 24 , 48 และ 72 ชั่ วโมง ภายหลังการบ่ม เติมสาร 
Trichloroacetic acid (TCA) ความเข้มข้น 40% ท่ีทำให้เย็นจัด 
ปริมาตร 500 ไมโครลิตรต่อหลุม และนำไปแช่ท่ีอุณหภูมิ      
4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 ชั่วโมง จากน้ันล้าง TCA ออก
ด้วยน้ำประปา และเติมสารละลาย Sulforhodamine B 
(SRB) ความเข้มข้น 0.4% ซ่ึงละลายในกรดอะซิติก 1%      
(1% Acetic acid) ปริมาตร 500 ไมโครลิตรต่อหลุม บ่มท่ี
อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 30 นาที ล้างสี SRB ส่วนเกินออกด้วย
กรดอะซิติกความเข้มข้น 0.1% และผึ่งเซลล์ให้แห้ง จากน้ัน
ละลายสีด้วยสารละลาย Tris base (pH 10) ความเข้มข้น 10  
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มิลลิโมลาร์  ปริมาตร 1 มิลลิลิตรต่อหลุม และวัดค่าการ
ดูดกลืนแสงท่ีความยาวคลื่น 492 นาโนเมตร โดยนำค่าท่ีได้ไป
คำนวณหาเปอร์เซ็นต์การรอดชีวิตของเซลล์ (% Cell viability) 
ตามสมการที่กำหนด 

 
% Viability = 100 × (T - T0)/(C - T0),       
เมื่อ T ≥ T0  
หรือ  
% Viability = 100 × (T - T0)/T0,       
เมื่อ T < T0 
T = ค่าดูดกลืนแสงของกลุ่มเซลล์ท่ีเติมสารทดสอบ ท่ี

เวลาทดสอบ 24, 48 หรือ 72 ชั่วโมง 
T0 = ค่าดูดกลืนแสงของกลุ่มเซลล์ท่ีไม่เติมสารทดสอบ 

ท่ีเวลา 0 ชั่วโมง 
C = ค่าดูดกลืนแสงของกลุ่มเซลล์ควบคุมท่ีเติมเฉพาะ

อาหารเลี้ยงเซลล์เท่าน้ัน ท่ีเวลาทดสอบ 24, 48 หรือ 72 ชั่วโมง 
นำค่าเปอร์ เซ็นต์การรอดชี วิตของเซลล์  (% Cell 

viability) ท่ีได้จากแต่ละความเข้มข้นของสารทดสอบมาสร้าง
กราฟ และใช้ในการคำนวณหาค่าความเข้มข้นของสารทดสอบ
ท่ีก่อให้เกิดการยับยั้งการเพิ่มจำนวนหรือความเป็นพิษต่อเซลล์
ในระดับ 25, 50, 75 และ 100% (IC25, IC50, IC75 และ IC100 
ตามลำดับ) โดยใช้โปรแกรม GraphPad Prism version 5.0 
นอกจากน้ี ยังได้คำนวณค่าความจำเพาะเจาะจงของสารต่อ
เซลล์มะเร็ง (Selective index; SI) โดยคำนวณจากอัตราส่วน
ของค่า IC50 ในเซลล์ปกติ ต่อค่า IC50 ในเซลล์มะเร็ง 

 
2.4. การทดสอบฤทธิ์ของ SGE ต่อการยับยั้งการเจริญ

เป็นโคโลนีของเซลล์มะเร็งตับ HepG2  
การทดสอบฤทธิ์ของ SGE ต่อการยับยั้งการเจริญเป็น

โคโลนีของเซลล์มะเร็งตับ HepG2 ใช้วิธี Colony formation 
ซ่ึงมีขั้นตอนการทดลองดังนี ้

การทดลองน้ีทำในจานเพาะเลี้ยงเซลล์ชนิด 24 หลุม 
(24-well plate) โดยเตรียมเซลล์มะเร็งตับ HepG2 จำนวน 
1.5 × 105 เซลล์ต่อหลุม บ่มเซลล์ในตู้บ่มท่ีมีคาร์บอนไดออกไซด์ 
5% ท่ีอุณหภูมิ  37 องศาเซลเซียส  เป็นเวลา 18 ชั่วโมง 
จากน้ันเติมสาร SGE ท่ีความเข้มข้นต่าง ๆ ในปริมาตร 1 
มิลลิลิตรต่อหลุม และบ่มเซลล์ในตู้บ่มท่ีมีคาร์บอนไดออกไซด์ 
5% ท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 72 ชั่วโมง เมื่อ
ครบระยะเวลา จึงทำการแยกเซลล์แต่ละกลุ่มออกจากหลุม
ด้วยสารละลายเอนไซม์ Trypsin-EDTA จากน้ันนับจำนวน

เซลล์และนำเซลล์แต่ละกลุ่มทดสอบจำนวน 500 เซลล์ต่อหลุม 
หยอดลงในจานเพาะเลี้ยงเซลล์ชนิด 24 หลุม (24-well plate) 
ใหม่ เซลล์ถูกนำไปเพาะเลี้ยงต่อเป็นเวลา 14 วัน โดยเปลี่ยน
อาหารเลี้ยงเซลล์ทุก 3 วัน หลังจากน้ันล้างเซลล์ด้วยสารละลาย
ฟอสเฟตบัฟเฟอร์ (Phosphate-buffered saline; PBS) ท่ีทำให้
เย็น และทำการตรึงเซลล์ด้วยเมทานอลท่ีเย็นเป็นเวลา 30 
นาที จากน้ันนำเมทานอลออกและย้อมเซลล์ด้วยสารละลาย 
Crystal violet ความเข้มข้น 1.0% เป็นเวลา 1 ชั่วโมง ก่อน
ถ่ายภาพและนับจำนวนโคโลนีท่ีเกิดขึ้น โดยรายงานผลเป็น
จำนวนโคโลนีของเซลล์ในแต่ละกลุ่มการทดลอง  

 
2.5. การทดสอบฤทธิ์ของ SGE ต่อการหยุดวัฏจักร

เซลล์ (Cell cycle arrest) ของเซลล์มะเร็งตับ HepG2  
การทดสอบฤทธิ์ของ SGE ต่อการหยุดวัฏจักรเซลล์ 

(Cell cycle arrest) ขอ ง เซลล์ ม ะ เร็ งตั บ  HepG2  ใช้ วิ ธี  
Propidium iodide (PI)/RNase staining assay ซ่ึงมีขั้นตอน
การทดลองดังน้ี 

หลังจากทำการทดสอบเซลล์มะเร็งตับ  HepG2 
จำนวน 1.5 × 105 เซลล์ต่อหลุม ด้วยสาร SGE ท่ีความเข้มข้น 
IC50 ในปริมาตร 1 มิลลิลิตร เป็นเวลา 24, 48 และ 72 ชั่วโมง 
จึงทำการแยกเซลล์ออกจากหลุมด้วยสารละลายเอนไซม์ 
Trypsin-EDTA จากน้ันปั่นตกตะกอนเซลล์ด้วยเครื่องหมุนเหวี่ยง 
(Centrifuge) ท่ีความเร็ว 3,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 5 นาที 
เซลล์ถูกล้างด้วย PBS จำนวน 1 ครั้ง และปั่นตกตะกอนอีกครั้ง 
ก่อนทำการตรึงเซลล์ด้วยเมทานอลความเข้มข้น 70% ท่ีทำให้
เย็นจัด เป็นเวลา 18 ชั่วโมง ภายในตู้แช่ท่ีอุณหภูมิ -20 องศา
เซลเซียส จากน้ันปั่นตกตะกอนเซลล์ และย้อมด้วยชุดน้ำยา 
PI/RNase kit (Cell Signaling Technology, USA) ใน ท่ีมืด 
ท่ีอุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 15 นาที เซลล์ท่ีได้ถูกนำไปวิเคราะห์
ด้วยเทคนิคโฟลว์ไซโตเมทรี (Flow cytometry) และวิเคราะห์
ข้อมูลด้วยโปรแกรม Kaluza analysis software 

 
2.6. การวิเคราะห์ปริมาณทั้งหมดของสารประกอบ  

ฟีนอลิก 
การวิเคราะห์ปริมาณท้ังหมดของสารประกอบฟีนอลิก

ใน SGE ใช้วิธี Folin-Ciocalteu assay โดยเติมสารสกัด SGE 
ท่ีความเข้มข้นต่าง ๆ ปริมาตร 70 ไมโครลิตร ลงในหลอด    
ไม โครเซนตริฟิ วจ์  (Microcentrifuge tube) จาก น้ันเติ ม 
Folin-Ciocalteu reagent ความเข้มข้น 0.2 โมลาร์ ปริมาตร 
525 ไมโครลิตร และเติม 7.5% Sodium carbonate (Na2CO3) 
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ปริมาตร 525 ไมโครลิตร ผสมสารให้ เข้ ากันและบ่ม ท่ี
อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 30 นาที จากน้ันดูดสารผสมปริมาตร 
100 ไมโครลิตร ใส่ลงในแต่ละหลุมของแผ่นเพลตชนิด 96 หลุม 
(96-well plate) และวัดค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคลื่น 
725 นาโนเมตร คำนวณปริมาณท้ังหมดของสารประกอบฟีนอลิก
โดยเปรียบเทียบกับกราฟมาตรฐานของกรดแกลลิก (Gallic 
acid) และรายงานผลเป็นมิลลิกรัมสมมูลของกรดแกลลิกต่อ
กรัมสารสกัด (mg gallic acid equivalents (GAE)/g extract) 

 

2.7. การวิเคราะห์ปริมาณท้ังหมดของฟลาโวนอยด์ 
การวิเคราะห์ปริมาณท้ังหมดของฟลาโวนอยด์ใช้วิธี 

Aluminum chloride colorimetric method โดยเติมสารสกัด 
SGE ท่ีความเข้มข้นต่าง ๆ ปริมาตร 500 ไมโครลิตร ลงใน
หลอดไมโครเซนตริฟิวจ์ จากน้ันเติมสารละลาย Sodium 
nitrite (NaNO2) ความเข้มข้น 5% ปริมาตร 75 ไมโครลิตร 
และเติมสารละลาย Aluminum chloride (AlCl3) ความเข้มข้น 
10% ปริมาตร 150 ไมโครลิตร ผสมให้เข้ากันและบ่มท่ี
อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 5 นาที จากนั้นเติมสารละลาย Sodium 
hydroxide (NaOH) ความเข้มข้น 1 โมลาร์ ปริมาตร 500 
ไมโครลิตร และน้ำกลั่น ปริมาตร 275 ไมโครลิตร ผสมให้เข้า
กันและบ่มท่ีอุณหภูมิห้องเป็นเวลา 30 นาที ก่อนดูดสารผสม
ปริมาตร 100 ไมโครลิตร ใส่ลงในแต่ละหลุมของ 96-well plate 
วัดค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคลื่น 510 นาโนเมตร และ
คำนวณปริมาณท้ังหมดของสารฟลาโวนอยด์โดยเปรียบเทียบ
กับกราฟมาตรฐานของคาเทชิน (Catechin) โดยรายงานผล
เป็นมิลลิกรัมสมมูลของคาเทชินต่อกรัมสารสกัด (mg catechin 
equivalents (CE)/g extract) 

 
2.8. การวิเคราะห์ทางสถิติ  
ผลการทดลองแสดงเป็นค่าเฉลี่ย ± ค่าเบี่ยงเบนมาตรฐาน 

(mean ± SD) จากการทดลองซ้ำ 3 ครั้ง การวิเคราะห์ความ

แตกต่างทางสถิติระหว่างกลุ่มทดสอบใช้ Student’s t-test และ 
One-way analysis of variance (ANOVA) ร่วมกับการทดสอบ 
Tukey’s post hoc test โดยกำหนดระดับนัยสำคัญทางสถิติ
ท่ี p < 0.05 การวิเคราะห์ข้อมูลทางสถิติท้ังหมดดำเนินการโดย
ใช้โปรแกรม SPSS version 13.0 

 

3. ผลการวิจัย 
3.1. ผลของ SGE และ 5-FU ต่อการยับยั้งการเพิ่ม

จำนวนและความเป็นพิษต่อเซลล์มะเร็งตับ HepG2 และ
เซลล์ตับปกติ BNL CL.2 

เมื่อทดสอบฤทธิ์ต้านเซลล์มะเร็งตับ  HepG2 ของ 
SGE เป็นระยะเวลา 72 ชั่วโมง พบว่า SGE ท่ีความเข้มข้น 
12.5, 25, 31.25, 37.5 และ 50 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ทำให้
เปอร์เซ็นต์การรอดชีวิตของเซลล์ (% Cell viability) ลดลง 
ตามความเข้มข้นท่ีเพิ่มขึ้น เมื่อเปรียบเทียบกับกลุ่มควบคุม 
(Control group) แสดงถึงฤทธิ์ในลักษณะขึ้นกับความเข้มข้น 
(Dose-dependent manner) ซ่ึงสามารถนำไปคำนวณหาค่า 
IC50 ได้ดังแสดงใน Figure 1A โดยเฉพาะ SGE ท่ีความเข้มข้น 
50 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ทำให้เปอร์เซ็นต์การรอดชีวิตของ
เซลล์ลดลงจนมีค่าติดลบประมาณ -50% บ่งชี้ถึงความเป็นพิษ
ต่อเซลล์อย่างชัดเจน ในทำนองเดียวกัน SGE ท่ีความเข้มข้น 
25, 37.5, 50, 62.5 และ 75 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ทำให้
เปอร์เซ็นต์การรอดชีวิตของเซลล์ตับปกติ BNL CL.2 ลดลง
ตามความเข้มข้นท่ีเพิ่มขึ้น  โดยพบความเป็นพิษต่อเซลล์       
ท่ีความเข้มข้น 75 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร และสามารถ
คำนวณหาค่า IC50 ได้ดังแสดงใน Figure 1B เมื่อพิจารณาค่า 
Selective index (Table 1) ท่ีระยะเวลาทดสอบ 72 ชั่วโมง 
พบว่า SGE มีความสามารถในการยับยั้งการเพิ่มจำนวนและ
ก่อความเป็นพิษต่อเซลล์มะเร็งตับ HepG2 สูงกว่าเซลล์ตับปกติ 
BNL CL.2 ประมาณ 2.09 เท่า แสดงให้เห็นถึงการออกฤทธิ์      
ท่ีมีความจำเพาะต่อเซลล์มะเร็งตับของ SGE  

 
Table 1 IC50 values and selective index of SGE on HepG2 and BNL CL.2 cells after treatment with SGE for 24, 48 and 72 h 

Time (h) IC50 (µg/mL)  Selective index 
HepG2 BNL CL.2 

24 30.37 ± 0.56a 72.35 ± 3.94a 2.38 
48 29.66 ± 0.91ab 66.75 ± 3.98b 2.25 
72 28.22 ± 1.64a 58.99 ± 2.34c 2.09 

Data are presented as mean ± standard deviation.  
Mean values followed by different superscript letters within a column are significantly different (p < 0.05). 
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Figure 1 Effects of SGE and 5-fluorouracil (5-FU) on the viability of HepG2 and BNL CL.2 cells at 72 h after treatment; 
(A) Effects of SGE on HepG2 cells; (B) Effects of SGE on BNL CL.2 cells;  

(C) Effects of 5-FU on HepG2 cells and (D) Effects of 5-FU on BNL CL.2 cells. 
 
 
สำหรับผลการทดสอบของ 5-fluorouracil (5-FU) 

ซ่ึงใช้เป็นตัวควบคุมเชิงบวก (Positive control) พบว่า 5-FU 
ท่ีความเข้มข้น 0.1, 0.25, 0.5 และ 1 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร 
ท่ีระยะเวลาทดสอบเดียวกัน สามารถยับยั้งการเพิ่มจำนวน
ของเซลล์มะเร็งตับ HepG2 ในลักษณะขึ้นกับความเข้มข้น 
และสามารถคำนวณ ค่า IC50 ได้ดั งแสดงใน  Figure 1C         
ในทำนองเดียวกัน 5-FU ท่ีความเข้มข้น 0.001, 0.01, 0.1 
และ 0.2 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร มีผลยับยั้งการเพิ่มจำนวน
ของเซลล์ตับปกติ BNL CL.2 โดยพบความเป็นพิษต่อเซลล์ท่ี
ความเข้มข้น 0.2 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ซ่ึงทำให้เปอร์เซ็นต์
การรอดชีวิตของเซลล์ติดลบประมาณ -50% และสามารถ
คำนวณค่า IC50 ได้ดังแสดงใน Figure 1D เมื่อคำนวณค่า 
Selective index ของ 5-FU พบว่ามีค่าเท่ากับ 0.19 แสดง  
ให้เห็นว่า 5-FU ไม่มีความจำเพาะต่อเซลล์มะเร็งตับ HepG2 
แต่มีผลต่อเซลล์ตับปกติ BNL CL.2 มากกว่า โดยค่า IC50 ใน
เซลล์ตับปกติต่ำกว่าในเซลล์มะเร็งประมาณ 5 เท่า 

 
 

3.2. ผลของ SGE และ 5-FU ต่อการยับยั้งการเพิ่ม
จำนวนและความเป็นพิษต่อเซลล์มะเร็งตับ HepG2 และ
เซลล์ตับปกติ BNL CL.2 ที่เวลา 24, 48 และ 72 ชั่วโมง 

จากผลท่ีพบว่า SGE มีฤทธิ์ยับยั้งการเพิ่มจำนวนและ
ก่อความเป็นพิษแบบจำเพาะต่อเซลล์มะเร็งตับ HepG2 ท่ี
ระยะเวลา 72 ชั่วโมง ในลักษณะขึ้นกับความเข้มข้น เมื่อ
เปรียบเทียบกับเซลล์ตับปกติ BNL CL.2 จึงได้ทำการศึกษาต่อ
เพื่อประเมินผลของ SGE ท่ีขึ้นกับระยะเวลาทดสอบท่ี 24, 48 
และ 72 ชั่วโมง ผลการทดลองแสดงให้เห็นว่า SGE ยับยั้งการ
เพิ่มจำนวนและก่อความเป็นพิษต่อเซลล์ ท้ังสองชนิดใน
ลักษณะขึ้นกับท้ังความเข้มข้นและระยะเวลาทดสอบ (Figure 
2A-B) โดย SGE ท่ีความเข้มข้น 50 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร   
ทำให้ค่าเปอร์เซ็นต์การรอดชีวิตของเซลล์ HepG2 ลดลงจนมี
ค่าติดลบประมาณ -30 ถึง -50% ในทุกช่วงเวลาทดสอบ 
(Figure 2A) ในขณะท่ี SGE ท่ีความเข้มข้น 75 ไมโครกรัมต่อ
มิลลิลิตร ทำให้ค่าเปอร์เซ็นต์การรอดชีวิตของเซลล์ BNL CL.2  
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มี ค่าติดลบเฉพาะท่ี เวลา 72 ชั่วโมง เท่าน้ัน (Figure 2B)     
ผลดังกล่าวแสดงให้เห็นว่า SGE มีความเป็นพิษท่ีจำเพาะต่อ
เซลล์มะเร็งตับ HepG2 มากกว่าเซลล์ตับปกติ  

ผลการคำนวณค่า IC50 ของ SGE ต่อเซลล์มะเร็งตับ 
HepG2 และเซลล์ตับปกติ BNL CL.2 ท่ีระยะเวลา 24 , 48 
และ 72 ชั่วโมง (Table 1) พบว่าค่า IC50 มีความแตกต่าง   
ทางสถิติระหว่างช่วงเวลา 24 และ 72 ชั่วโมง ขณะท่ีค่า IC50 

ท่ีระยะเวลา 48 ชั่วโมง ไม่แตกต่างทางสถิติเมื่อเปรียบเทียบ
กับท้ังสองช่วงเวลาดังกล่าว ในทางตรงกันข้าม ค่า IC50 ของ 

SGE ต่อเซลล์ตับปกติ BNL CL.2 แตกต่างกันอย่างมีนัยสำคัญ
ทางสถิติในทุกช่วงเวลา นอกจากนี้ เมื่อพิจารณาค่า Selective 
index (Table 1) พบว่า SGE มีค่ามากกว่า 2 ในทุกช่วงเวลา 
บ่งชี้ถึงความจำเพาะของ SGE ในการยับยั้งการเพิ่มจำนวน
และก่ อ ความ เป็ นพิ ษ ต่ อ เซลล์ ม ะ เร็ งตั บ  HepG2 เมื่ อ
เปรียบเทียบกับเซลล์ตับปกติ โดยเฉพาะอย่างยิ่ง ค่า IC50 ของ 
SGE ในเซลล์ HepG2 ท่ี เวลา 72 ชั่วโมง มีค่าต่ำท่ีสุด แสดง
ถึงฤทธิ์ต้านเซลล์มะเร็งท่ีเด่นชัดท่ีสุด ดังน้ัน การศึกษาต่อไป  
จึงเลือกใช้ระยะเวลาทดสอบ 72 ชั่วโมง 

 

 
 

Figure 2 Effects of SGE on cell viability of HepG2 (A) and BNL CL.2 cells (B) after treatment with SGE for 24, 48 and 72 h 

 
3.3. ผลของ IC25, IC50, IC75 และ IC100 ของ SGE ต่อ

การรอดชีวิตของเซลล์มะเร็งตับ HepG2 ที่เวลา 72 ชั่วโมง 
เพื่อให้สามารถควบคุมระดับการลดลงของการรอด

ชีวิตของเซลล์อย่างเป็นลำดับขั้นในช่วงละ 25% และเอื้อต่อ
การประเมินการเปลี่ยนแปลงท้ังในระดับเซลล์และระดับ
โมเลกุลอย่างชัดเจน ผู้วิจัยจึงกำหนดค่าความเข้มข้นของ SGE 
ท่ีทำให้การรอดชีวิตของเซลล์ลดลงในระดับ 25, 50, 75 และ 
100% (IC25, IC50, IC75 และ IC100) โดยคำนวณจากกราฟ
ความสัมพันธ์ระหว่างเปอร์เซ็นต์การรอดชีวิตของเซลล์กับ
ความเข้มข้นของ SGE จากน้ันนำค่าความเข้มข้นของ SGE     
ท่ีได้ (Table 2) ไปทดสอบกับเซลล์มะเร็งตับ HepG2 เป็น
ระยะเวลา 72 ชั่วโมง และทำการประเมินการรอดชีวิตของ
เซลล์ ผลการทดลองยืนยันว่าการรอดชีวิตของเซลล์ลดลงใน
ระดับประมาณ 25, 50, 75 และ 100% ตามลำดับ ซ่ึงสอดคล้อง
กับการเปล่ียนแปลงท้ังในด้านจำนวนและลักษณะรูปร่างของ
เซลล์ HepG2 (Figure 3) อย่างไรก็ตาม แม้ท่ีความเข้มข้น IC100 
ซ่ึงกำหนดให้ค่าการรอดชีวิตของเซลล์เท่ากับ 0% ยังตรวจพบ
เซลล์บางส่วนหลงเหลืออยู่ ท้ังนี้เนื่องจากความเข้มข้นดังกล่าว
ทำให้จำนวนเซลล์ท่ีมีชีวิตหลังการทดสอบมีค่าใกล้เคียงกับ  

จำนวนเซลล์ท่ีเพาะเลี้ยงเริ่มต้น ณ เวลา 0 ชั่วโมง 
 

3.4. ผลของ SGE ต่อการเพิ่มจำนวนโคโลนีของ
เซลล์มะเร็งตับ HepG2 ที่เวลา 72 ชั่วโมง 

ในการทดสอบน้ี เซลล์มะเร็งตับ HepG2 ถูกบ่มร่วมกับ 
SGE ท่ีความเข้มข้น IC25, IC50, IC75 และ IC100 เป็นเวลา 72 
ชั่วโมง จากน้ันทำการแยกเซลล์ออกจากหลุมเพาะเลี้ยง และ
คัดเลือกเซลล์ท่ีมีชีวิตจำนวน 500 เซลล์ เพื่อนำไปเพาะเลี้ยงต่อ
ในอาหารเลี้ยงเซลล์ใหม่ท่ีไม่เติม SGE เป็นเวลา 14 วัน ก่อนย้อม
โคโลนีท่ีเกิดขึ้นด้วย Crystal violet ผลการทดลองพบว่า SGE 
ในทุกระดับความเข้มข้น สามารถยับยั้งการเกิดโคโลนีของ
เซลล์มะเร็งตับ HepG2 ได้อย่างชัดเจน และมีความแตกต่าง
อย่างมีนัยสำคัญทางสถิติ ท้ังเมื่อเปรียบเทียบระหว่างระดับ
ความเข้มข้นของ SGE และเมื่อเปรียบเทียบกับกลุ่มควบคุม 
(Control group) ดังแสดงใน Figure 4A-B ผลดังกล่าว แสดงให้
เห็นว่า SGE สามารถยับยั้งการแบ่งตัวอย่างต่อเน่ืองของ
เซลล์มะเร็งตับเดี่ยวได้ ส่งผลให้ไม่สามารถเกิดเป็นโคโลนีได้ ซ่ึง
แสดงให้เห็นถึงฤทธิ์ในการยับยั้งการเพิ่มจำนวนของเซลล์ใน
ระยะยาว (Long-term antiproliferative effect) ได้อย่างชัดเจน 
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Table 2 IC25, IC50, IC75 and IC100 values of SGE on HepG2 cells after treatment with SGE for 72 h 

Time (h) 
IC (µg/mL) 

IC25  
(75% viability) 

IC50 
(50% viability) 

IC75 
(25% viability) 

IC100 
(0% viability) 

72 21.48 ± 2.94 28.22 ± 1.70 33.05 ± 1.64 39.05 ± 1.20 
Data are presented as mean ± standard deviation.  
 

 
 

Figure 3 Effects of SGE at IC25, IC50, IC75 and IC100 on cell number and morphology of HepG2 cells  
after treatment with SGE for 72 h; 

Images at 10× and 20× magnification; Scale bar = 100 µm 
 

 
 

Figure 4 Effects of SGE at IC25, IC50, IC75 and IC100 on colony formation of HepG2 cells; 
(A) Representativeimages of HepG2 colonies after treatment with SGE for 72 h and  

(B) Quantitative analysis of the number of colony-forming units in each treatment group 
 

3.5. ผลของ SGE ต่อวัฏจักรของเซลล์มะเร็งตับ 
HepG2 ที่เวลา 24 และ 72 ชั่วโมง 

จากการศึกษาผลของ SGE ต่อวัฏจักรเซลล์ของ
เซลล์มะเร็งตับ โดยใช้ SGE ท่ีความเข้มข้น IC50 บ่มร่วมกับ
เซลล์ HepG2 เป็นเวลา 24, 48 และ 72 ชั่วโมง และวิเคราะห์
ด้วยเทคนิค Flow cytometry พบว่า SGE สามารถเหน่ียวนำ
ให้เกิดการหยุดของวัฏจักรเซลล์ท่ีระยะ G0/G1 ได้อย่างมี

นัยสำคัญทางสถิติท่ีระยะเวลา 24 ชั่วโมง เมื่อเปรียบเทียบกับ
กลุ่มควบคุม (Control group) ส่งผลให้สัดส่วนของเซลล์ในระยะ 
G2/M ลดลงอย่างมีนัยสำคัญ เน่ืองจากเซลล์ถูกยับยั้งให้อยู่ใน
ระยะ G0/G1 ตั้งแต่ระยะเริ่มต้นของวัฏจักรเซลล์ อย่างไรก็ตาม 
ท่ีระยะเวลา 48 และ 72 ชั่วโมง พบว่าสัดส่วนของเซลล์ในระยะ 
G0/G1 ลดลงและไม่แตกต่างอย่างมีนัยสำคัญทางสถิติเมื่อ
เปรียบเทียบกับกลุ่มควบคุมในช่วงเวลาเดียวกัน (Figure 5) 
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3.6. ร้อยละผลผลิต และปริมาณท้ังหมดของสารกลุ่ม 
ฟีนอลิกและฟลาโวนอยด์ใน SGE 

จากการสกัด SGE ด้วยเอทานอลความเข้มข้น 95% 
พบว่า มีร้อยละของผลผลิต (% Yield) เท่ากับ 4.5 และจาก
การวิเคราะห์ปริมาณท้ังหมดของฟีนอลิกและฟลาโวนอยด์ 

พบว่า SGE มีปริมาณฟีนอลิกท้ังหมด เท่ากับ 388.89 ± 0.56 
มิลลิกรัมสมมูลของกรดแกลลิกต่อกรัมสารสกัด และมี
ปริมาณฟลาโวนอยด์ท้ังหมด เท่ากับ 238.20 ± 6.73 มิลลิกรัม
สมมูลของคาเทชินต่อกรัมสารสกัด ดังแสดงใน Table 3 

  

 
Figure 5 Effects of SGE on the cell cycle of HepG2 cells; 

Cell cycle distribution of HepG2 cells (%) in G0/G1, S and G2/M phases  
after treatment with SGE at the IC50 concentration for 24, 48 and 72 h; 

*p < 0.05 (compared with the control at the same time point) 
 
Table 3 Yield and total contents of phenolics and flavonoids of SGE 

Sample Yield (%) 
Total phenolic content 

(mg GAE/g extract) 
Total flavonoid content 

(mg CE/g extract) 
SGE 4.5% 388.89 ± 0.56 238.20 ± 6.73 

Data are presented as mean ± standard deviation.  
 
4. อภิปรายผลการวิจัย 

HepG2 เป็ น เซ ล ล์ ม ะ เร็ ง ตั บ ข อ งม นุ ษ ย์ ช นิ ด 
Hepatocellular carcinoma ท่ีนิยมใช้ในการศึกษาฤทธิ์ต้าน
มะเร็งในระบบ in vitro เน่ืองจากยังคงคุณสมบัติทางชีวเคมี
และสรีรวิทยาท่ีสำคัญของเซลล์ตับ เช่น การแสดงออกของ
เอนไซม์ท่ีเกี่ยวข้องกับการแปรสภาพสารเคมีและยา รวมถึง
การตอบสนองต่อสารพิษและสารต้านมะเร็งได้อย่างเหมาะสม 
[9] ในงานวิจัยน้ีได้ใช้เซลล์ HepG2 เป็นแบบจำลองในการ
ประเมินฤทธิ์ของ SGE ต่อการยับยั้งการเพิ่มจำนวนเซลล์    
การเหน่ียวนำความเป็นพิษต่อเซลล์ การหยุดวัฏจักรชีวิตของ

เซลล์ และฤทธิ์ยับยั้งการเพิ่มจำนวนเซลล์เดี่ยวในระยะยาว
ผ่านการทดสอบการเกิดโคโลนี นอกจากนี้ การเปรียบเทียบกับ
เซลล์ตับปกติยังช่วยประเมินความจำเพาะของฤทธิ์ต้านมะเร็ง
ของสารสกัดได้อย่างเหมาะสม 

การคำนวณเปอร์เซ็นต์การรอดชีวิตของเซลล์ (% Cell 
viability) โดยอ้างอิงกับจำนวนเซลล์ท่ีเพาะเลี้ยงเริ่มต้น ณ 
เวลา 0 ชั่วโมง ร่วมกับกลุ่มควบคุมท่ีมีการเจริญเติบโตของ
เซลล์ตามปกติ ช่วยให้สามารถประเมินผลสุทธิของสารทดสอบ 
ท้ังฤทธิ์ยับยั้งการเพิ่มจำนวนของเซลล์ และฤทธิ์เหน่ียวนำการ
ตายของเซลล์ได้อย่างชัดเจน ผลการทดลองที่พบว่าค่า % Cell 
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viability ลดลงต่ำกว่าระดับตั้งต้น บ่งชี้ว่าสารทดสอบไม่ได้
ออกฤทธิ์เพียงในลักษณะยับยั้งการเพิ่มจำนวนของเซลล์ 
(Cytostatic effect) แต่ยังมีฤทธิ์เป็นพิษต่อเซลล์ (Cytotoxic 
effect) โดยทำให้จำนวนเซลล์ท่ีมีชีวิตลดลงต่ำกว่าจำนวน
เซลล์ท่ีเพาะเลี้ยงเริ่มต้น ณ เวลา 0 ชั่วโมง การวิเคราะห์ใน
ลักษณะน้ีจึงมีความสำคัญต่อการแยกแยะกลไกการออกฤทธิ์
ของสาร และสนับสนุนผลการทดลองอื่น ๆ ท่ีแสดงถึงศักยภาพ
ของสารในการเหน่ียวนำการตายของเซลล์มะเร็งได้อย่าง      
มีประสิทธิภาพ ผลการทดสอบ SGE พบว่าสามารถออกฤทธิ์
ได้ท้ังในลักษณะยับยั้งการเพิ่มจำนวนเซลล์ และเป็นพิษต่อ
เซลล์มะเร็งตับ HepG2 โดยมีค่า IC50 ไม่เกิน 30 ไมโครกรัม
ต่อมิลลิลิตร ซ่ึงจัดอยู่ในเกณฑ์ของสารสกัดจากพืชท่ีมีฤทธิ์ต้าน
มะเร็งอยู่ในเกณฑ์ดี และเหมาะสมต่อการศึกษาต่อยอดใน
ระดับโมเลกุลหรือการแยกสารออกฤทธิ์ต้านมะเร็งต่อไป [10] 
นอกจากน้ี SGE ยังแสดงความจำเพาะต่อเซลล์มะเร็งตับ 
HepG2 โดยมีค่า Selective index มากกว่าประมาณ 2 เท่า 
เมื่อเปรียบเทียบกับเซลล์ตับปกติ [11] และมีความจำเพาะสูง
กว่ายาเคมีบำบัด 5-FU ผลการศึกษาน้ี จึงนับเป็นรายงาน   
ครั้งแรกท่ีแสดงถึงฤทธิ์ต้านเซลล์มะเร็งตับของสารสกัดจาก
แก่นแสมสารอย่างเป็นระบบ  

การทดสอบด้วยวิธี SRB assay แสดงให้เห็นถึงผล
ของ SGE ต่อการลดจำนวนเซลล์ท่ีมีชีวิตของเซลล์มะเร็งตับ 
HepG2 ในระยะสั้น แต่ไม่สามารถระบุได้ว่าเซลล์ยังคงมีชีวิต
อยู่ และยังคงมีความสามารถในการแบ่งตัวต่อไปได้หรือไม่ 
ในทางตรงกันข้าม ผลจาก Colony formation assay ช่วยให้
เห็นผล Long-term cytostatic/Antiproliferative effects ของ
สารได้ชัดเจนขึ้น [12] แสดงให้เห็นว่า SGE ยับยั้งความสามารถ
ของเซลล์เดี่ยว HepG2 ในการแบ่งตัวต่อเน่ืองจนเกิดเป็น
โคโลนีได้อย่างมี นัยสำคัญ แม้ในสภาวะท่ีไม่มี  SGE แล้ว       
ผลดังกล่าวบ่งชี้ว่า SGE ออกฤทธิ์ไม่เพียงในลักษณะก่อความ
เป็นพิษต่อเซลล์ แต่ยังมีฤทธิ์ยับยั้งความสามารถในการเพิ่ ม
จำนวนของเซลล์มะเร็งในระยะยาว ซ่ึงมีบทบาทสำคัญในการ
ควบคุมการเพิ่มจำนวนของเซลล์เน้ืองอก  

Antiproliferative assay เช่น SRB assay, MTT assay 
หรือ WST assay เป็นการประเมินผลลัพธ์ปลายทางในระยะสั้น 
ซ่ึงบ่งชี้การเปลี่ยนแปลงของจำนวนเซลล์ท่ียังมีชีวิตอยู่ภายใน
ช่วงเวลา 24-72 ชั่วโมง โดยผลท่ีได้เป็นผลรวมของท้ังการ
ยับยั้งการเพิ่มจำนวนของเซลล์ และการเหน่ียวนำการตายของ
เซลล์ อย่างไรก็ตาม การทดสอบดังกล่าว ไม่สามารถอธิบาย
กลไกเชิงลึกของการยับยั้งการเจริญของเซลล์ได้ การวิเคราะห์ 

วัฏจักรเซลล์ด้วย Flow cytometry แสดงให้ เห็นว่า SGE 
สามารถรบกวนการดำเนินของวัฏจักรชีวิตของเซลล์ โดยทำให้
เซลล์หยุดอยู่ท่ีระยะ G0/G1 ภายใน 24 ชั่วโมง ซ่ึงบ่งชี้ถึงฤทธิ์
ยับยั้งการแบ่งตัวของเซลล์ในลักษณะ Cytostatic ผ่านการ
ยับยั้งการเข้าสู่ระยะสังเคราะห์ DNA ดังน้ัน การใช้ผลจากท้ัง
สองการทดสอบร่วมกัน จึงสนับสนุนว่าการลดลงของ Cell 
viability โดย SGE เกิดจากท้ังการหยุดการเพิ่มจำนวนของเซลล์
และการเหน่ียวนำการตายของเซลล์ สะท้อนถึงศักยภาพของ 
SGE ในการออกฤทธิ์ต้านเซลล์มะเร็งตับอย่างมีประสิทธิภาพ 

สารประกอบฟีนอลิกเป็นสารท่ีมีวงแหวนฟีนอล   
อย่างน้อยหน่ึงวงในโครงสร้าง โดยฟลาโวนอยด์จัดเป็นสาร 
ประกอบฟีนอลิกกลุ่มใหญ่ท่ีมีวงฟีนอลสองวง ซ่ึงสามารถแสดง
ฤทธิ์ทางชีวภาพได้หลากหลาย จากการวัดปริมาณสารฟีนอลิก
และฟลาโวนอยด์ท้ังหมดใน SGE พบว่ามีปริมาณสารกลุ่มน้ี  
สูงกว่า 100 มิลลิกรัมต่อกรัมสารสกัด ซ่ึงจัดอยู่ในกลุ่มสารสกัด
จากพืชท่ีมีปริมาณสารฟีนอลิกและฟลาโวนอยด์ในระดับสูง 
[13] จากข้อมูลท่ีจะกล่าวถึงต่อไปน้ี จึงมีแนวโน้มว่าฤทธิ์ต้าน
เซลล์มะเร็งตับของ SGE อาจมีความเกี่ยวข้องกับปริมาณสาร 
ฟีนอลิกและฟลาโวนอยด์ท่ีอยู่ในระดับสูงดังกล่าว ประการแรก
คือ รายงานการแยกสารในกลุ่มฟีนอลิกจากแก่นแสมสาร เช่น 
Chrysophanol, Piceatannol, Aloe emodin แ ล ะ  Emodin 
ซ่ึงพบว่ามีความสามารถในการยับยั้งการเพิ่มจำนวนของ
เซลล์มะเร็งเพาะเลี้ยงหลายชนิด ได้แก่ เซลล์มะเร็งลำไส้ใหญ่ 
มะเร็งปากมดลูก มะเร็งเต้านม และมะเร็งช่องปาก ในระดับท่ี
แตกต่างกัน [7] นอกจากน้ี มีรายงานว่า Emodin ซ่ึงแยกได้
จากรากและเหง้าของโกฐน้ำเต้า (Rheum palmatum L.) 
สมุนไพรสำคัญในแพทย์แผนจีน สามารถยับยั้งการเพิ่มจำนวน
ของเซลล์มะเร็งตับ HepG2 เหน่ียวนำการหยุดวัฏจักรเซลล์ใน
ระยะ S และ G2/M กระตุ้นการตายของเซลล์แบบอะพอพโทซิส 
(Apoptosis) และยับยั้งการแพร่กระจายของเซลล์ โดยออก
ฤทธ์ิผ่านการยับยั้งสัญญาณ Wnt/ß-catenin [14]  

ในการศึกษาต่อไป ผู้วิจัยจะมุ่งศึกษากลไกการออกฤทธิ์
ของสารสกัดจากแก่นแสมสารต่อเซลล์มะเร็งตับ HepG2 ใน
ระดับโมเลกุล โดยให้ความสำคัญกับการควบคุมวัฏจักรเซลล์ 
การเหน่ียวนำการตายของเซลล์ และเส้นทางสัญญาณท่ี
เกี่ยวข้องกับการเพิ่มจำนวนและการอยู่รอดของเซลล์ พร้อมท้ัง
พัฒนามาตรฐานของสารสกัดด้วยการทำ Chemical fingerprint 
การกำหนดสารบ่งชี้ และการประเมินฤทธิ์ทางชีวภาพ เพื่อให้
สารสกัดมีความสม่ำเสมอและสามารถนำไปพัฒนาทาง     
เภสัชวิทยาได้ แม้จะเป็นสารผสมหลายองค์ประกอบ 
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5. บทสรุป  
การศึกษาน้ีแสดงให้เห็นว่าสารสกัดจากแก่นแสมสาร 

(SGE) มีฤทธิ์ต้านเซลล์มะเร็งตับ HepG2 โดยออกฤทธิ์ขึ้นกับ
ความเข้มข้นและระยะเวลาท่ีทดสอบ สามารถยับยั้งการเพิ่ม
จำนวนและเหน่ียวนำความเป็นพิษต่อเซลล์มะเร็งได้อย่าง
จำเพาะเมื่อเทียบกับเซลล์ตับปกติ นอกจากน้ี SGE ยังลด
ความสามารถในการเกิดโคโลนี และเหน่ียวนำให้วัฏจักรเซลล์
หยุดท่ีระยะ G0/G1 ผลการศึกษาน้ี เป็นข้อมูลพื้นฐานท่ี
สนับสนุนการศึกษากลไกระดับโมเลกุลของ SGE ในอนาคต 
ขณะเดียวกัน ข้อมูลปริมาณสารฟีนอลิกและฟลาโวนอยด์
ท้ังหมด สามารถใช้เป็นแนวทางในการพัฒนามาตรฐานและ
ควบคุมคุณภาพของสารสกัดจากพืช สำหรับการศึกษาทาง
เภสัชวิทยาในลำดับต่อไป 
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