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บทคััดย่่อ
ปัจัจุบุันัมีีความสนใจในการใช้้พืชืสมุนุไพรเป็น็ทางเลืือกใหม่ใ่นการรักัษาโรคหลายชนิิดรวมถึงึโรคมะเร็็ง เนื่่�องจากพืชืสมุนุไพรมีี

สารออกฤทธิ์์�ทางชีีวภาพที่่�หลากหลาย และมีีความเชื่่�อว่่าอาจมีีความเป็็นพิิษต่่ำกว่่ายาเคมีีสัังเคราะห์์ บางชนิิด งานวิิจััยนี้้�มีี

วััตถุุประสงค์์เพื่่�อศึึกษาฤทธิ์์�ยัับยั้้�งเซลล์์มะเร็็งลำไส้้ (Caco-2) และเซลล์์มะเร็็งท่่อน้้ำดีี (KKU-213A) ของสารสกััดจากใบสาบเสืือ 

(Chromolaena odorata) และใบน้้ำนมราชสีีห์์ (Euphorbia hirta) โดยใช้้ตััวทำละลายน้้ำและเอทานอล ทำให้้ได้้สารสกััด 4 ชนิิด 

ได้้แก่่ Ch.o-W, Ch.o-EtOH, Eu.h-W และ Eu.h-EtOH ผลการวิิเคราะห์์พบว่่าปริิมาณสารฟีีนอลิิกรวมแตกต่่างกัันอย่่างมีี 

นััยสำคััญระหว่่างสารสกััดทั้้�งสี่่�ชนิิด (P < 0.05) โดย Ch.o-EtOH มีีปริิมาณสารฟีีนอลิิกรวมสููงที่่�สุุด (7.18 ± 0.39 mg GAE/g 

DW) ตามด้้วย Eu.h-EtOH (4.16 ± 0.20 mg GAE/g DW), Ch.o-W (3.16 ± 0.43 mg GAE/g DW) และ Eu.h-W (1.95 ± 0.09 

mg GAE/g DW) สารสกัดัทั้้�ง 4 ชนิดิแสดงฤทธิ์์�ยับัยั้้�งเซลล์ม์ะเร็ง็ในลักัษณะขึ้้�นกับัความเข้ม้ข้น้ (dose-dependent) โดยมีคี่า่ IC
50
 

ต่่อเซลล์์ Caco-2 อยู่่�ระหว่่าง 0.58–1.51 mg/mL และต่่อเซลล์์ KKU-213A อยู่่�ระหว่่าง 0.65–1.42 mg/mL ส่่วนค่่า IC
50
 ต่่อเซลล์์

เยื่่�อบุุช่่องปากปกติิ (NOK-SI) อยู่่�ในช่่วง 1.03 ถึึง >2.5 mg/mL โดยสรุุป สารสกััดจากใบสาบเสืือและใบน้้ำนมราชสีีห์์แสดงฤทธิ์์�

ยัับยั้้�งเซลล์์มะเร็็งลำไส้้และท่่อน้้ำดีี และมีีแนวโน้้มแสดงความเป็็นพิิษต่่อเซลล์์มะเร็็งมากกว่่าเซลล์์ปกติิ โดยประสิิทธิิภาพในการ

ยับัยั้้�งเซลล์มะเร็็งแตกต่า่งกันัตามชนิดิของตัวัทำละลาย ผลการศึกึษานี้้�ชี้้�ให้เ้ห็น็ถึงึศักัยภาพเบื้้�องต้น้ของสารสกัดัทั้้�งสองชนิดิใน

การเป็็นแหล่่งของสารออกฤทธิ์์�ที่่�อาจนำไปสู่่�การพััฒนาสารต้้านมะเร็็งในอนาคต อย่่างไรก็็ตาม ควรมีีการปรัับปรุุงกระบวนการ

สกััด การแยกและระบุุสารออกฤทธิ์์�สำคััญ ศึึกษากลไกการออกฤทธิ์์�ในระดัับโมเลกุุล ตลอดจนการทดสอบในสััตว์์ทดลองและใน

ทางคลิินิิก เพื่่�อเพิ่่�มประสิิทธิิภาพและความปลอดภััยในการนำไปใช้้จริิง

คำสำคััญ: พืืชสมุุนไพร, สาบเสืือ, น้้ำนมราชสีีห์์, มะเร็็งลำไส้้, มะเร็็งท่่อน้้ำดีี

Abstract
There is growing interest in the use of medicinal plants as alternative treatments for various diseases, including  

cancer, due to their diverse bioactive compounds and a perception of potentially lower toxicity compared to some 

synthetic drugs. This study aimed to evaluate the anticancer activity of extracts from Chromolaena odorata and  

Euphorbia hirta leaves against colorectal cancer (Caco-2) and bile duct cancer (KKU-213A) cell lines. Water and 
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ethanol were used as extraction solvents, resulting in four types of extracts: Ch.o-W, Ch.o-EtOH, Eu.h-W, and Eu. 

h-EtOH. The total phenolic content differed significantly among the four extracts (P < 0.05), with Ch.o-EtOH showing 

the highest total phenolic content (7.18 ± 0.39 mg GAE/g DW), followed by Eu.h-EtOH (4.16 ± 0.20 mg GAE/g DW), 

Ch.o-W (3.16 ± 0.43 mg GAE/g DW), and Eu.h-W (1.95 ± 0.09 mg GAE/g DW). All extracts exhibited dose-dependent 

cytotoxic effects. The IC
50
 values for Caco-2 ranged from 0.58 to 1.51 mg/mL and for KKU-213A from 0.65 to 1.42 

mg/mL. For the normal oral keratinocyte cell line (NOK-SI), IC
50
 values ranged from 1.03 to >2.5 mg/mL. In conclusion, 

extracts from C. odorata and E. hirta demonstrated inhibitory effects on colorectal cancer and bile duct cancer cells 

and tended to exhibit greater cytotoxicity toward cancer cells than normal cells, with differences in inhibitory activity 

depending on the extraction solvent. These findings suggest that both plant extracts have potential as sources of  

bioactive compounds for the development of anticancer agents. However, further studies are warranted to optimize 

extraction processes, identify key active compounds, elucidate mechanisms of action, and validate efficacy and 

safety through in vivo and clinical studies.
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บทนำ
ในยุุคที่่�ความก้าวหน้้าทางการแพทย์์สมััยใหม่่ยังัคงต้้องเผชิิญ

กับัความท้าทายด้า้นประสิทิธิภิาพ การเกิดิผลข้างเคียีงที่่�รุนุแรง 

และ ค่่าใช้้จ่่ายการรัักษาที่่�สููง กระแสการกลัับสู่่�ธรรมชาติ ิ

เพื่่�อแสวงหาทางเลืือกการรักษาจากพืืชสมุุนไพรจึงได้้รับัความ

สนใจมากขึ้้�นอย่่างต่่อเนื่่�อง (Dervendzi, 1992; Petrovska, 

2012; Thomson, 1978) ไม่่เพีียงเป็็นความหวัังใหม่่ด้้าน

สุุขภาพ แต่่ยัังสะท้้อนถึึงความพยายามในการบูรณาการ

ภูมิูิปัญัญาดั้้�งเดิมิเข้า้กับัวิทิยาศาสตร์ส์มัยัใหม่ ่พืชืสมุนุไพรนับั

เป็็นองค์์ประกอบสำคััญของการแพทย์์แผนโบราณที่่�มีีการ

สืืบทอดองค์์ความรู้้�และการใช้้ประโยชน์์มาตั้้�งแต่่สมััยโบราณ

ในหลายภููมิิภาคทั่่�วโลก รวมถึึงประเทศไทย เนื่่�องจากหาได้้

ง่่ายในท้้องถิ่่�น มีีต้้นทุุนต่่ำ และมีีคุุณสมบััติิในการส่่งเสร�ม

สุขุภาพและรักัษาโรคต่า่ง ๆ  ปัจัจุบุันัสมุนุไพรได้ร้ับัความสนใจ

เพื่่�อใช้้เป็็นแหล่่งของสารออกฤทธิ์์�ทางชีีวภาพ (bioactive 

compounds) ที่่�มีศีักัยภาพในการพัฒันาเป็น็ผลิติภัณัฑ์ย์าใหม่่ 

โดยเฉพาะเมื่่�อเปรียบเทีียบกัับยาเคมีีสัังเคราะห์์ซึ่่�งมัักมีีผล 

ข้้างเคีียง (Abdallah et al., 2023; Elendu, 2024)

 		  อย่า่งไรก็ด็ี ีการประยุกุต์ใ์ช้ส้มุนุไพรในการรักัษา

โรคมะเร็็งยัังคงมีีข้้อจำกััด โดยเฉพาะในด้้านกลไกการออก

ฤทธิ์์� ความจำเพาะต่อ่เซลล์ม์ะเร็ง็ และความปลอดภัยัต่่อเซลล์์

ปกติิ ซึ่่�งยัังต้้องการการศึึกษาเพิ่่�มเติิมอย่่างเป็็นระบบ

		ปั  ัจจุุบัันโรคมะเร็็งยัังคงเป็็นปััญหาสาธารณสุุข

ระดัับโลก โดยองค์์การอนามััยโลก (WHO) รายงานว่่าในปีี 

พ.ศ. 2565 มีีผู้้�ป่่วยมะเร็็งรายใหม่่กว่่า 20 ล้้านคนทั่่�วโลก และ

มีีแนวโน้้มเพิ่่�มสูงูขึ้้�น (Bray et al., 2024) จากการเปลี่่�ยนแปลง

ทางสิ่่�งแวดล้้อมและพฤติิกรรมการดำเนิินชีีวิติ สำหรัับประเทศไทย 

มะเร็็งลำไส้้และมะเร็็งท่่อน้้ำดีีเป็็นชนิิดของมะเร็็งที่่�มีอุีุบัตัิกิารณ์

สููงและแนวโน้้มเพิ่่�มขึ้้�นอย่่างต่่อเนื่่�อง โดยมะเร็็งลำไส้้สััมพัันธ์์

กัับพฤติิกรรมการบริิโภคและปััจจััยทางพัันธุุกรรม (Dekker 

et al., 2019) ส่ว่นมะเร็็งท่่อน้้ำดีีพบมากในภาคตะวัันออกเฉีียง

เหนืือของไทย มีีความเชื่่�อมโยงกัับการติิดเชื้้�อพยาธิิใบไม้้ตัับ

และการบริิโภคอาหารหมัักดองที่่�ปนเป้ื้�อนสารก่่อมะเร็็ง 

(Banales et al., 2020; Sripa & Pairojkul, 2008) แม้้การ

รัักษาในปััจจุุบััน เช่่น เคมีีบำบััดและรัังสีีรัักษา จะช่่วยยืืดอายุุ

ผู้้�ป่ว่ยได้บ้างส่ว่น แต่ก่ารดื้้�อยาและผลข้า้งเคียีงจากการรักัษา

ยังัคงเป็น็อุปุสรรคสำคัญัต่อ่การควบคุมุโรคมะเร็ง็ในระยะยาว 

ดังันั้้�น ความพยายามในการค้น้หาสารออกฤทธิ์์�ต้า้นมะเร็ง็ชนิดิ

ใหม่่ที่่�มีีประสิิทธิิภาพสููง จำเพาะต่่อเซลล์์มะเร็็ง และมีีความ

ปลอดภััยจึึงเป็็นเรื่่�องเร่่งด่่วน

		  สาบเสืือ (Chromolaena odorata) หรืือที่่�รู้้�จััก

กัันทั่่�วไปในชื่่�อ “siam weed” เป็็นไม้้พุ่่�มที่่�เติิบโตเร็็วและแพร่่

กระจายได้้ดี ีพบได้้ในเขตร้้อน เช่่น ประเทศไทยและเวีียดนาม 

(Akinmutimi & A, 2006; King & Robinson, 1970) ในทางการ

แพทย์์แผนโบราณส่่วนที่่�นิิยมใช้้ของสาบเสืือคืือ ใบ โดยใช้้ใน

รููปแบบตำสดหรืือสกััดน้้ำ เพื่่�อนำมาใช้้ห้้ามเลืือด รัักษา

บาดแผล แผลไฟไหม้้ และการติิดเชื้้�อที่่�ผิิวหนััง ส่่วนของ ราก 

และ ดอก แม้้มีีการใช้้บ้้างในบางภููมิิภาค แต่่มีีการรายงาน 

น้้อยกว่่า (Olawale et al., 2021) ในทางเภสััชวิิทยา ใบของ

สาบเสืือก็็เป็็นส่่วนที่่�มีีการศึึกษามากที่่�สุุด โดยมีีการสกััดด้้วย

ตัวัทำละลายหลายชนิดิ เช่น่ เมทานอล เอทานอล และ น้้ำ ซึ่่�งพบว่า่ 

ใบมีีองค์์ประกอบออกฤทธิ์์�สำคััญจำนวนมาก ได้้แก่่ ฟลาโวนอยด์ ์

(เช่่น kaempferide, sinensetin, scutellarein) และ 

กรดฟีนีอลิิก (เช่่น protocatechuic acid, ferulic acid) (Olawale 

et al., 2021) พืืชชนิิดนี้้�แสดงฤทธิ์์�ทางชีีวภาพที่่�หลากหลาย 

เช่่น มีีฤทธิ์์�สมานแผล (Ling et al., 2007; M. N. Vaisakh & 
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Pandey, 2012; Raina et al., 2008) ยัับยั้้�งเชื้้�อแบคทีีเรีีย 

(Irobi, 1992; Suksamrarn et al., 2004) ต้้านการอัักเสบ 

(Hanh et al., 2011; Subramoniam et al., 2012; Villegas 

et al., 2001) เสริิมภููมิิคุ้้�มกััน (Taleb-Contini et al., 2006) 

และ ต้้านมะเร็็ง เช่่น มะเร็็งปากมดลููก และ มะเร็็งเต้้านม 

(Harun et al., 2012; Kouamé et al., 2013; Nanasombat & 

Teckchuen, 2009)

		น้้  ำนมราชสีีห์์ (Euphorbia hirta) เป็็นพืืช

สมุุนไพรที่่�มีีการใช้้อย่่างแพร่่หลายในทางการแพทย์์แผน

โบราณ โดยเฉพาะในแถบเอเชีียและแอฟริิกา ส่่วนที่่�นิิยมใช้้

มากที่่�สุุดคืือ ส่่วนเหนืือดิิน ได้้แก่่ ใบและลำต้้น เพื่่�อรัักษาโรค

ต่่าง ๆ เช่่น โรคหอบหืืด การติิดเชื้้�อทางเดิินหายใจ ความผิิด

ปกติิของระบบทางเดิินอาหาร โรคผิิวหนััง และ บาดแผล  

ซึ่่�งมัักเตรีียมในรููปของน้้ำต้้ม น้้ำคั้้�น หรืือพอกเฉพาะที่่� ยางจาก

ต้้นถููกนำมาใช้้รัักษาแผลและโรคตา ส่่วนรากนิิยมใช้้ในรููปแบบ 

ต้้มดื่่�มหรืือบดใช้้ภายนอก เพื่่�อบำรุุงหญิิงหลัังคลอด (Kumar 

et al., 2010; Sharma et al., 2014) จากเอกสารวิิชาการใน

ฐานข้้อมููลระดัับโลกพบว่่า พืืชชนิิดนี้้�มีีองค์์ประกอบทาง 

พฤกษเคมีทีี่่�หลากหลาย ส่ว่นที่่�มีกีารศึกึษามากที่่�สุดุคือืใบและ

ทั้้�งต้้น ซึ่่�งพบว่่ามีอีงค์์ประกอบทางเคมีทีี่่�สำคััญหลายชนิิด เช่่น  

ฟลาโวนอยด์ ์(เช่น่ quercitrin, rutin, afzelin), tannins, triterpenoids, 

polyphenols, phytosterols, gallic acid, kaempferol และ 

protocatechuic acid (Kumar et al., 2010) ซึ่่�งเกี่่�ยวข้้องกัับ

ฤทธิ์์�ทางชีีวภาพที่่�หลากหลายของพืืชชนิิดนี้้� เช่่น ฤทธิ์์�ต้้าน

จุุลชีีพ (Kumari & Pandey, 2017; Rajeh et al., 2010) ต้้าน

อนุมูุูลอิสิระ (Asha et al., 2016; Basma et al., 2011) ลดการ

อัักเสบ (Chen et al., 2015; Lanhers et al., 1991; Das 

et al., 2010; Vázquez et al., 1999) ต้้านเชื้้�อมาลาเรีีย (Liu 

et al., 2007) และ ต้้านมะเร็็งหลายชนิิด เช่่น มะเร็็งเม็็ดเลืือด

ขาว มะเร็ง็ตับั มะเร็ง็ผิวิหนังั และ มะเร็ง็ปอด (Sharma et al., 

2014; Sidambaram et al., 2011; Vijaya et al., 1995)

		  ถึงึแม้้จะมีกีารศึกษาฤทธิ์์�ของสารสกััดของพืืชทั้้�ง

สองชนิิดนี้้�อย่่างแพร่่หลายแต่่ข้้อมููลเกี่่�ยวกับการออกฤทธิ์์�ต่่อ

เซลล์มะเร็็งลำไส้้และมะเร็็งท่่อน้้ำดีียังัมีจีำกััด การศึกษาครั้้�งนี้้�

จึึงมีีวััตถุุประสงค์์เพื่่�อประเมิินฤทธิ์์�ยัับยั้้�งเซลล์์มะเร็็งของสาร

สกััดจากใบสาบเสืือและน้้ำนมราชสีีห์์ในเซลล์์มะเร็็งลำไส้้ 

(Caco-2) และเซลล์์มะเร็็งท่่อน้้ำดีี (KKU-213A) โดยเปรีียบ

เทียีบกับัเซลล์เยื่่�อบุชุ่อ่งปากปกติ ิ(NOK-SI) เพื่่�อประเมินิความ

เป็็นพิิษจำเพาะ (selective toxicity) ซึ่่�งเป็็นปััจจััยสำคััญต่อ

การพััฒนาเป็็นยาหรืือผลิิตภััณฑ์์เสริิมการรัักษาที่่�ปลอดภััย

และมีีประสิิทธิิภาพในการต้้านมะเร็็งชนิิดใหม่่ในอนาคต

การทดลอง
1. 	ก ารเตรีียมสารสกััด

		  ใบของสาบเสือื (Chromolaena odorata) และน้้ำนม

ราชสีีห์์ (Euphorbia hirta) ถููกนำมาล้้างทำความสะอาดด้้วย

น้้ำกลั่่�น จากนั้้�นนำไปอบแห้้งในตู้้�อบลมร้้อน (hot air oven) ที่่�

อุณุหภูมูิ ิ60°C เป็น็เวลา 72 ชั่่�วโมง เมื่่�อตัวัอย่า่งแห้ง้สนิทิแล้ว้

จึงึนำมาบดให้ล้ะเอียีด และใช้ส้ำหรับัการสกัดัด้ว้ยตัวัทำละลาย

น้้ำหรืือตััวทำละลายเอทานอล ในขั้้�นตอนการสกััด ชั่่�งผงแห้้ง

ของพืืชแต่่ละชนิิดจำนวน 200 กรััม เติิมน้้ำกลั่่�น 1 ลิิตร และ 

80% เอทานอล 1 ลิิตร แล้้วกวนผสมบนเครื่่�องกวนแม่่เหล็็ก 

(magnetic stirrer) เป็็นเวลา 16 ชั่่�วโมง จากนั้้�นกรองด้้วย

กระดาษกรองเพื่่�อแยกสารละลายออกจากกากพืืช นำสารสกััด

ที่่�ได้้ไปทำให้้เข้้มข้นด้้วยเครื่่�องระเหยสารแบบหมุุน (Buchi 

Rotavapor® R-134, Büchi Labortechnik AG, Switzerland) 

และนำไปทำแห้้งด้้วยเครื่่�องแช่่แข็็งแห้้ง (Heto Drywinner 

Freeze Dryer, Heto Lab Equipment, Denmark) เพื่่�อให้้ได้้

สารสกััดในรููปแบบผงแห้้งแล้้วเก็็บรัักษาไว้้ที่่�อุุณหภููมิิ -20°C 

จนกว่า่จะนำมาใช้ใ้นการทดลอง ก่อ่นทำการทดลองนำผงแห้ง้

ของสารสกััดมาชั่่�งแล้้วเตรีียมเป็็นสารละลายตั้้�งต้้น (stock 

solution) ความเข้้มข้้น 200 mg/mL โดยละลายในน้้ำกลั่่�น ซึ่่�ง

ในขั้้�นตอนนี้้�จะได้้สารสกััด 4 ชนิิด ได้้แก่่ Ch.o-W (สาบเสืือ

สกััดด้้วยน้้ำ), Ch.o-EtOH (สาบเสืือสกััดด้้วยเอทานอล),  

Eu.h-W (น้้ำนมราชสีีห์์สกััดด้้วยน้้ำ) และ Eu.h-EtOH (น้้ำนม

ราชสีีห์์สกััดด้้วยเอทานอล)

2. 	ก ารวััดปริิมาณสารฟีีนอลิิกรวม

		  ในการประเมินิปริมิาณสารประกอบฟีนีอลรวม (Total 

Phenolic Content, TPC) นำสารสกััดใบสาบเสืือและน้้ำนม

ราชสีหี์ม์าละลายในเอทานอล 70% และเก็บ็ไว้ท้ี่่�อุณุหภูมูิ ิ4°C 

เป็น็เวลา 1 ชั่่�วโมง โดยมีกีารเขย่่าเป็น็ระยะ จากนั้้�นทำการวัดั

ปริิมาณฟีีนอลรวมในไมโครเพลต 96 หลุุม ตามวิิธีีที่่�มีีการ

รายงานไว้้ก่่อนหน้้านี้้� (Ainsworth & Gillespie, 2007) โดยมีี

การปรับัเปลี่่�ยนบางส่ว่นตามความเหมาะสม วิธิีกีารโดยย่อ่ ใน

แต่ล่ะปฏิกิิิริยิาจะเติิมสารสกััด 20 µL ตามด้วยสารละลาย 10% 

Folin-Ciocalteu  (Loba Chemie Pvt. Ltd., India) 100 µL 

และสารละลาย 7.5% โซเดีียมคาร์์บอเนต (Na
2
CO

3
) 80 µL 

จากนั้้�นบ่่มที่่�อุุณหภููมิิห้้องเป็็นเวลา 1 ชั่่�วโมง โดยใช้้เอทานอล 

70% เป็น็กลุ่่�มควบคุมุ (blank) และใช้้สารมาตรฐาน gallic acid 

(Merck Co., Germany) ที่่�ความเข้ม้ข้นต่า่ง ๆ  เพื่่�อสร้า้งกราฟ

มาตรฐาน เมื่่�อบ่่มครบเวลา นำไปวัดค่่าการดูดกลืืนแสงที่่�

ความยาวคลื่่�น 765 nm ด้้วยเครื่่�องอ่่านไมโครเพลต (Spark 

Multimode Microplate Reader, Tecan, Switzerland) และ
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รายงานผลในหน่่วย มิลิลิกิรัมัเทียีบเท่่า gallic acid ต่อ่น้้ำหนััก

แห้้งสารสกััด 1 กรััม (mg GAE/g DW)

3. 	ก ารเพาะเลี้้�ยงเซลล์์

		  เซลล์์มะเร็็งลำไส้้ (Caco-2) และเซลล์์มะเร็็งท่่อน้้ำดีี 

(KKU-213A) เพาะเลี้้�ยงในอาหารเลี้้�ยงเซลล์์  Dulbecco’s 

Modified Eagle Medium (DMEM) ชนิดิกลูโูคสสูงู ที่่�เติมิ 10% 

Fetal bovine serum (FBS) และ 1% penicillin-streptomycin 

ตามสภาวะมาตรฐานในตู้้�เพาะเลี้้�ยงเซลล์ที่่�อุุณหภููมิิ 37°C,  

5% CO
2
 และควบคุุมความชื้้�นที่่�ประมาณ 90-95% โดยจะ

ทำการเปลี่่�ยนอาหารเลี้้�ยงเซลล์ทุกุ 2-3 วันั ส่ว่นเซลล์ Normal 

Oral Keratinocytes-Spontaneously Immortalized (NOK-SI) 

เพาะเลี้้�ยงในอาหารเลี้้�ยงเซลล์์  Keratinocyte ชนิิดปราศจาก

ซีีรั่่�ม (Keratinocyte-SFM) ในสภาวะมาตรฐานเช่่นเดีียวกััน

4. 	ก ารทดสอบการอยู่่�รอดของเซลล์์ด้้วยวิิธีี MTT

		  การทดสอบการอยู่่�รอดของเซลล์ (cell viability  

assay) ด้ว้ยเทคนิคิ MTT อาศัยัหลักัการที่่�ว่า่ เซลล์ท์ี่่�มีชีีวิีิตจะ

มีีเอนไซม์ในไมโทคอนเดรีียที่่�ทำงานได้้ปกติิซึ่่�งสามารถรีดิิวซ์์

สาร MTT (3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-Diphenyltetra-

zolium Bromide) ซึ่่�งเป็น็เกลืือเตตระโซเลีียมสีเหลืืองให้้เปลี่่�ยน

เป็น็ผลึกึฟอร์ม์าซาน (formazan) สีมี่ว่ง ปริมิาณผลึกึฟอร์ม์าซาน 

ที่่� เกิิดขึ้้�นจะแปรผัันตรงกัับจำนวนเซลล์์ที่่� มีีชีี วิิตรอด 

วิธิีกีารทดลอง หลังัจากที่่�ทำการเพาะเลี้้�ยงเซลล์ให้เ้จริญิเติบิโต

ได้้ประมาณ 70-80% ของพื้้�นที่่�ผิิวภาชนะเพาะเลี้้�ยงแล้้ว 

จะทำให้้เซลล์์หลุุดด้้วยวิิธีีย่่อยด้้วยเอนไซม์์ทริิปซิิน (trypsini-

zation) แล้้วนัับเซลล์์ด้้วยเครื่่�อง hemocytometer และทำการ

ย้า้ยเซลล์ไ์ปเพาะเลี้้�ยงในจาน 96 หลุมุ ที่่�มีคีวามหนาแน่น่เซลล์์

ประมาณ 3 x 103 เซลล์์/หลุุม หลัังจากปล่่อยให้้เซลล์์ยึึดเกาะ

เป็น็เวลา 24 ชั่่�วโมง ทำการเติมิสารสกัดั Ch.o-W, Ch.o-EtOH, 

Eu.h-W และ Eu.h-EtOH ที่่�ความเข้้มข้้น 0.625, 1.25, และ 

2.5 mg/mL และบ่ม่เป็น็เวลา 24 ชั่่�วโมง กลุ่่�มควบคุมุผลลบคือื

เซลล์ที่่�เลี้้�ยงในอาหารปราศจากสารสกััดและยา กลุ่่�มควบคุุม

ผลบวก คือืเซลล์ท์ี่่�บ่ม่กับัยาเคมีีบำบัดั 5-fluorouracil (Sigma-

Aldrich, MO, USA) ความเข้ม้ข้น 25 µM (~3.25 µg/mL) เมื่่�อ

บ่่มครบเวลาแล้้ว จะทำการเติิมสาร MTT ลงในแต่่ละหลุุมที่่�

ความเข้้มข้้น 0.5 mg/mL แล้้วบ่่มในตู้้�เพาะเลี้้�ยงเซลล์ต่่ออีีก 

2 ชั่่�วโมง แล้้วทำการดููดเอาสาร MTT ส่่วนที่่�เหลืือทิ้้�ง ละลาย

ผลึึกฟอร์์มาซานด้้วย Dimethyl sulfoxide (DMSO) ปริิมาตร 

100 µL/หลุุม แล้้วนำไปวััดค่่าการดููดลืืนแสงที่่�ความยาวคลื่่�น 

540 nm ด้้วยเครื่่�องอ่่านไมโครเพลต ค่่าร้้อยละการรอดชีีวิิต

ของเซลล์์ (% cell viability) คำนวณจากสููตร

% Cell viability = (A
Test

 / A
Control

) × 100

5. 	ก ารวิิเคราะห์์ข้้อมููลทางสถิิติิ

		ข้  อมููลทั้้�งหมดแสดงเป็็นค่่าเฉลี่่�ย ± ส่่วนเบี่่�ยงเบน

มาตรฐาน (mean ± SD) จากการทดลองอิิสระ 3 ครั้้�ง (three 

independent biologica l replicates) โดยแต่่ละการทดลอง

ประกอบด้ว้ยการทำซ้้ำทางเทคนิคิอย่่างน้อ้ย 3 ซ้้ำ (technical 

replicates) การเปรียบเทีียบปริมาณสารฟีีนอลิิกรวม (TPC) 

วิิเคราะห์์ด้้วยการวิิเคราะห์์ความแปรปรวนแบบสองปััจจััย 

(two-way ANOVA) ตามด้้วยการเปรีียบเทีียบรายคู่่�ที่่�ปรัับค่่า 

P ด้้วยวิิธีี Šídák ส่่วนข้้อมููลการทดสอบความมีีชีีวิิตของเซลล์์

วิิเคราะห์์ด้้วยการวิิเคราะห์์ความแปรปรวนแบบทางเดีียว 

(one-way ANOVA) แยกตามชนิิดสารสกััดและความเข้้มข้้น 

ตามด้้วย Dunnett’s multiple comparisons test โดยเปรีียบ

เทีียบเซลล์์มะเร็็งแต่่ละชนิิดกัับเซลล์์ปกติิ NOK-SI ที่่�ความ 

เข้้มข้้นเดีียวกััน กำหนดระดัับนััยสำคััญทางสถิิติิที่่� P < 0.05

ผลการทดลองและอภิิปรายผล
1.	 ปริิมาณสารฟีีนอลิิกรวม

		จ  ากการวิิเคราะห์์สารสกััดทั้้�งสี่่�ชนิิด พบว่่ามีีปริิมาณ

สารฟีีนอลิิกรวมแตกต่่างกัันอย่่างมีีนััยสำคััญทางสถิิติิ (P < 

0.05) โดยสารสกััด Ch.o-EtOH มีปีริมาณสููงที่่�สุดุ (7.18 ± 0.39 

mg GAE/g DW) รองลงมาคืือ Eu.h-EtOH (4.16 ± 0.20), 

Ch.o-W (3.16 ± 0.43), และ Eu.h-W (1.95 ± 0.09) ตามลำดับั 

ดังัแสดงใน Table 1 ซึ่่�งสอดคล้อ้งกัับงานวิจิัยัในอดีีตที่่�รายงาน

ว่่าการสกััดด้้วยเอทานอลสามารถดึงสารฟีีนอลิิกออกมาได้้

มากกว่่าการสกััดด้้วยน้้ำ (Ainsworth & Gillespie, 2007; 

Benjamaa et al., 2024) สารฟีนีอลิิกจััดเป็็นกลุ่่�มหลักัของสาร

เมแทบอไลต์์ทุุติิยภููมิิ ที่่�มีีหมู่่�ไฮดรอกซิิลเป็็นองค์์ประกอบ

สำคัญัซึ่่�งกำหนดคุณุสมบัติัิทางชีวีเคมีขีองสารกลุ่่�มนี้้� เช่น่ ฤทธิ์์�

ต้้านอนุุมููลอิสระ ต้้านการอักเสบ และต้้านมะเร็็ง (Abdallah  

et al., 2023; Sharma et al., 2014) ความแตกต่่างของ 

ปริมิาณสารฟีนีอลิิกนี้้�น่า่จะเป็น็ปััจจัยัสำคััญที่่�ส่ง่ผลต่อความแรง 

ของฤทธิ์์�ยัับยั้้�งเซลล์์มะเร็็งของสารสกััดแต่่ละชนิิดในภายหลััง
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Table 1 Total phenolic content (TPC)

Extracts TPC (mg GAE/g DW)

Ch.o-W 3.16 ± 0.43b

Ch.o-EtOH 7.18 ± 0.39d

Eu.h-W 1.95 ± 0.09a

Eu.h-EtOH 4.16 ± 0.20c

			   Values are expressed as mean ± SD from 

three independent biological replicates. Different superscript 

letters (a–d) indicate statistically significant differences 

among extracts according to Šídák-adjusted pairwise 

comparisons following two-way ANOVA (P < 0.05).

2. 	 ฤทธิ์์�ยัับยั้้�งเซลล์์มะเร็็ง

		  เมื่่�อทำการทดสอบฤทธิ์์�ยับัยั้้�งเซลล์มะเร็็งของสารสกััด 

ใบสาบเสืือและใบน้้ำนมราชสีีห์์ด้้วยวิิธีี MTT ผลการทดลอง 

พบว่่าสารสกัดัใบสาบเสือืทั้้�งชนิดิที่่�สกัดัด้ว้ยน้้ำ (Ch.o-W) และ

สกัดัด้ว้ยเอทานอล (Ch.o-EtOH) มีีฤทธิ์์�ยับัยั้้�งเซลล์มะเร็ง็ลำไส้้ 

(Caco-2) และมะเร็็งท่่อน้้ำดีี (KKU-213A) แบบขึ้้�นกัับระดัับ

ความเข้้มข้้น (dose-dependent) และมีีฤทธิ์์�ในเซลล์์มะเร็็ง

มากกว่่าเซลล์์ปกติิ (NOK-SI) ดัังแสดงใน Figure 1 และ Table 2  

โดย Ch.o-EtOH มีีฤทธิ์์�มากกว่่า Ch.o-W และสอดคล้้องกัับ

ปริมาณสารฟีีนอลิิกรวมที่่�สููงกว่่าอย่่างมีีนััยสำคััญ (Table 1) 

เมื่่�อพิจิารณาฤทธิ์์�ต่อ่เซลล์ NOK-SI ซึ่่�งใช้้เป็น็ตััวแทนของเซลล์

ปกติิพบว่่า Ch.o-W มีีฤทธิ์์�ยัับยั้้�ง NOK-SI เซลล์์น้้อยมาก ใน

ขณะที่่� Ch.o-EtOH แม้้จะมีีฤทธิ์์�ต่่อเซลล์์มะเร็็งสููงแต่่ก็็ยัับยั้้�ง

เซลล์์ปกติิในระดัับที่่�สููงขึ้้�นด้้วยเช่่นกััน กล่่าวคือ Ch.o-W มีี

ความจำเพาะต่อ่เซลล์มะเร็ง็มากกว่า่ Ch.o-EtOH ซึ่่�งสอดคล้อ้ง 

กัับงานวิิจััยก่่อนหน้้าที่่�พบว่่าสารสกััดใบสาบเสืือมีีฤทธิ์์�ต้้าน

เซลล์มะเร็็งและความจำเพาะต่่อเซลล์มะเร็็งในระดัับที่่�แตกต่่าง

กัันขึ้้�นกัับชนิิดสารสกััดและเซลล์์เป้้าหมาย (Kouamé et al., 

2013; Yusuf et al., 2023)

Table 2	Half-maximal inhibitory concentrations (IC
50
) of 

Chromolaena odorata extracts

Cell lines
IC

50 
(mg/mL)

Ch.o-W Ch.o-EtOH

NOK-SI > 2.5 1.03 ± 0.01

Caco-2 1.23 ± 0.06 0.58 ± 0.22

KKU-213A 1.42 ± 0.07 0.65 ± 0.09

Figure 1 Effect of Chromolaena odorata extracts 

on cell viability. (A) Cells treated with Ch.o-W. 

(B) Cells treated with Ch.o-EtOH. Significant differences 

between each cancer cell line and the normal cell line 

(NOK-SI) at the same extract concentration were 

determined by one-way ANOVA followed by Dunnett’s 

multiple comparisons test. *P < 0.05, **P < 0.01, 

***P < 0.001; ns, not significant.

		  การทดสอบฤทธิ์์�ของสารสกััดใบน้้ำนมราชสีีห์์พบว่่า

ทั้้�งส่่วนที่่�สกััดด้้วยน้้ำ (Eu.h-W) และสกััดด้้วยเอทานอล  

(Eu.h-EtOH) มีีฤทธิ์์�ยัับยั้้�งเซลล์์มะเร็็งทั้้�งสองชนิิดแบบ  

dose-dependent และสารสกััดทั้้�งสองส่่วนมีีฤทธิ์์�ใกล้้เคีียงกััน

ในการยับยั้้�งเซลล์ Caco-2 และ KKU-213A อย่่างไรก็ตามเมื่่�อ

พิิจารณาฤทธิ์์�ต่่อเซลล์์ NOK-SI พบว่่า Eu.h-EtOH มีีฤทธิ์์�ต่่ำ 

หมายถึึงมีีความจำเพาะต่่อเซลล์มะเร็็งมากกว่่า Eu.h-W 

ดัังแสดงใน Figure 2 และ Table 3
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Table 3 	 Half-maximal inhibitory concentrations (IC
50
) of 

Euphorbia hirta extracts

Cell lines
IC

50 
(mg/mL)

Eu.h-W Eu.h-EtOH

NOK-SI 2.36 ± 0.61 > 2.5

Caco-2 1.51 ± 0.12 1.37 ± 0.01

KKU-213A 1.19 ± 0.10 1.36 ± 0.01

Figure 2 Effect of Euphorbia hirta extracts on cell 

viability. (A) Cells treated with Eu.h-W. (B) Cells treated 

with Eu.h-EtOH. Significant differences between 

each cancer cell line and the normal cell line (NOK-SI) 

at the same extract concentration were determined 

by one-way ANOVA followed by Dunnett’s multiple 

comparisons test. *P < 0.05, **P < 0.01, 

***P < 0.001; ns, not significant.

	 	 ผลการศึกึษาน้ี้�แสดงให้เ้ห็น็ว่่าสารสกัดัใบสาบเสือื

และใบน้ำำ��นมราชสีีห์ท์ั้้ �งในรูปูแบบสารสกัดัด้ว้ยน้ำำ��และเอทานอล 

มีีฤทธิ์์ �ยับัยั้้ �งเซลล์ม์ะเร็ง็แบบ dose-dependent โดยการลดลง

ของความมีีชีีวิิตของเซลล์์มะเร็็งเมื่่�อเทีียบกัับเซลล์์ปกติิ  

(NOK-SI) มีีความแตกต่่างอย่า่งมีีนัยัสำำ�คัญัทางสถิิติิในหลาย

ระดับัความเข้ม้ข้น้  (Figure 1 และ Figure 2) น อกจากน้ี้�  

Ch.o-EtOH ให้ค้่า่ IC₅₀ ต่ำำ��กว่า่ Ch.o-W ซึ่่�งบ่ง่ชี้้�ถึงึฤทธิ์์ �ยับัยั้้ �ง

เซลล์ม์ะเร็ง็ที่่�สูงูกว่า่ ผลการทดลองน้ี้�สอดคล้อ้งกับัผลการวัดั

ปริิมาณสารฟีีนอลิิกรวมที่่�พบว่่า Ch.o-EtOH มีี ปริิมาณสาร 

ฟีีนอลิิกรวมสูงูกว่า่ Ch.o-W ประมาณ 2.27 เท่า่ (Table 1) 

อย่า่งไรก็ต็าม Ch.o-W มีีความจำำ�เพาะต่่อเซลล์ม์ะเร็ง็สูงูกว่า่ 

เห็น็ได้จ้ากมีีฤทธิ์์ �ต่่อเซลล์ป์กติิ (NOK-SI) ในระดับัต่ำำ�� ผลการ

ศึกึษาเป็็นไปในทิิศทางเดีียวกับัการศึกึษาก่่อนหน้าที่่�พบว่่า

สารสกัดัใบสาบเสือืโดยใช้ ้ ethyl acetate สามารถยับัยั้้ �งการ

เจริิญของเซลล์ม์ะเร็ง็เต้า้นม  ชนิิด MCF-7 และ T47D แบบ 

dose-dependent โดยมีีค่า่ IC
50
 218.78 µg/mL และ 307.61 

µg/mL สำำ�หรับั เซลล์ ์MCF-7 และ T47D ตามลำำ�ดับั และมีี

ฤทธิ์์ �ต่่อเซลล์ ์Vero ซึ่่�งไม่ใ่ช่เ่ซลล์ม์ะเร็ง็ต่ำำ��กว่า่ (Yusuf et al., 

2023) ในการศึกึษาน้ี้�เราพบว่า่ค่า่ IC
50
 ของสารสกัดัจากใบ

สาบเสือืในมะเร็ง็ลำำ�ไส้แ้ละมะเร็ง็ท่อ่น้ำำ��ดีีสูงูกว่า่การศึกึษาก่อ่น

หน้าน้ี้�ค่อ่นข้า้งมาก (อยู่่�ในช่ว่ง 0.58±0.22 - 1.42±0.07 mg/

mL) แต่่อาจจะเปรีียบเทีียบโดยตรงไม่่ได้เ้นื่่�องจากใช้ต้ัวัทำำ�

ละลายที่่�แตกต่่างกันัและศึกึษาในเซลล์ต์่่างชนิิดกันั 

	 	 ในทำำ�นองเดีียวกััน  สารสกััดใบน้ำำ��นมราชสีีห์์ทั้้ �ง  

Eu.h-W และ Eu.h-EtOH แสดงฤทธิ์์ �ยับัยั้้ �งเซลล์ม์ะเร็ง็ทั้้ �งสอง

ชนิิดในลักัษณะ dose-dependent และมีีฤทธิ์์ �ต่อ่เซลล์ป์กติิน้อย

กว่า่เซลล์ม์ะเร็ง็ โดย Eu.h-EtOH มีีความเป็็นพิิษต่อ่เซลล์ป์กติิ 

NOK-SI ต่ำำ��กว่า่ Eu.h-W ซึ่่�งบ่ง่ชี้้�ถึงึค่า่ความจำำ�เพาะต่่อเซลล์์

มะเร็ง็ที่่�ดีีกว่่า ผลการศึกึษาน้ี้�เป็็นไปในทิิศทางเดีียวกับัการ

ศึกึษาในมะเร็ง็ชนิิดอื่่�นเช่่น  มะเร็ง็เม็ด็เลือืดขาว  มะเร็ง็ตับั 

มะเร็ง็ผิิวหนังั และ มะเร็ง็ปอด (Sharma et al., 2014; Sidam-

baram et al., 2011; Vijaya et al., 1995) ทั้้ �งในแง่ฤ่ทธิ์์ �ยับัยั้้ �ง

เซลล์ม์ะเร็ง็และมีีความจำำ�เพาะต่่อเซลล์ม์ะเร็ง็ในระดับัที่่�ดีี โดย

มีีผลกระทบต่อ่เซลล์ป์กติิน้อยกว่า่หรือือยู่่�ในระดับัที่่�ยอมรับัได้ ้

ที่่�น่่าสนใจคือื พืชืทั้้ �งสองชนิิด ได้แ้ก่่ C. odorata และ E. hirta 

มีีองค์ป์ระกอบทางพฤกษเคมีีบางชนิิดที่่� เหมือืนกันั หรื อือยู่่�

ใน  กลุ่่�มสารชนิิดเดีียวกันั ซึ่่ �งอาจเป็็นปัจจัยัสำำ�คัญัที่่�ทำำ�ให้ท้ั้้ �ง

สองพืชืแสดงฤทธิ์์ �ต้า้นมะเร็ง็ในลักัษณะคล้า้ยกันั  โดยเฉพาะ

ในกลุ่่�ม ฟลาโวนอยด์ ์และ กรดฟีีนอลิิก เช่น่ protocatechuic 

acid ซึ่่ �งพบในทั้้ �งสองชนิิด และสารอื่่�นในกลุ่่�มเดีียวกันั  เช่่น 

kaempferol, rutin และ quercitrin ที่่�มีีรายงานใน E. hirta สาร

เหล่่าน้ี้�มีีรายงานว่่าเกี่่�ยวข้อ้งกับัฤทธิ์์ �ทางชีีวภาพหลายด้า้น 

ได้แ้ก่่ ฤทธิ์์ �ต้า้นมะเร็ง็ การยับัยั้้ �งการเจริิญของเซลล์ม์ะเร็ง็ การ

ชักันำำ�ให้เ้ซลล์ม์ะเร็ง็เกิิด apoptosis รวมถึงึ ฤทธิ์์ �ต้า้นอนุุมูลู

อิิสระ และฤทธิ์์ �ต้า้นการอักัเสบ ดังันั้้ �น ความคล้า้ยคลึงึกันัของ

องค์ป์ระกอบทางเคมีีบางส่่วนในพืชืทั้้ �งสองชนิิดน้ี้� อาจช่่วย

อธิิบายผลการทดลองที่่�พบฤทธิ์์ �ยับัยั้้ �งเซลล์ม์ะเร็ง็ของสารสกัดั

ได้บ้างส่ว่น (Kumar et al., 2010; Olawale et al., 2021) 
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สรุุปผลการทดลองและข้้อเสนอแนะ
		  กล่่าวโดยสรุุป ผลการศึึกษานี้้�ร่่วมกับรายงานการ

ศึกึษาในอดีีต ชี้้�ให้เ้ห็น็ถึงึศัักยภาพของสารสกััดจากใบสาบเสืือ

และใบน้้ำนมราชสีีห์์ ในการพััฒนาต่่อยอดเป็็นสารต้้านมะเร็็ง

ทางเลืือก อย่่างไรก็ตาม เพื่่�อเพิ่่�มประสิิทธิิภาพและความ

ปลอดภััยในการใช้้ ควรมีีการปรัับปรุงและเพิ่่�มความหลาก

หลายของกระบวนการสกััด โดยทดลองใช้้ตััวทำละลายหลาย

ชน�ด ศึกึษาในเซลล์ม์ะเร็ง็และเซลล์ป์กติทิี่่�หลากหลาย รวมทั้้�ง

การวิิเคราะห์์เพื่่�อแยกและระบุุสารออกฤทธิ์์�สำคััญที่่�เป็็นองค์์

ประกอบในสารสกััด และศึึกษาประสิิทธิิภาพและความ

ปลอดภััยในสััตว์์ทดลองและในทางคลิินิิกต่่อไป
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