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บทคัดย่อ 
งานวิจัยนี้มีวัตถุประสงค์เพื่อตรวจสอบฤทธิ์ต้านแบคทีเรียก่อโรค ฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ ฤทธิ์ต้านเซลล์มะเร็ง

ช่องปาก และเซลล์มะเร็งปอดของมนุษย์ของสารสกัดเมทานอลจากแก่นฝาง (Caesalpinia sappan Linn.) 
การศึกษาฤทธิ์ต้านแบคทีเรียก่อโรคใช้วิธี agar well diffusion ฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระทดสอบใช้วิธี DPPH radical 
scavenging assay และฤทธิ์ต้านเซลล์มะเร็งช่องปากและเซลล์มะเร็งปอดวิเคราะห์โดยห้องปฏิบัติการหน่วยวิจัย
เทคโนโลยีทรัพยากรชีวภาพ ศูนย์พันธุวิศวกรรมและเทคโนโลยีชีวภาพแห่งชาติ ผลการวิจัยพบว่าสารสกัดเมทานอล
จากแก่นฝางสามารถยับยั้งการเจริญของ Staphylococcus aureus (ATCC25923), Salmonella Typhimurium 
(ATCC13311) และ Vibrio cholera (non 01, non 0139, DMST2873) โดยมีค่า MIC 0.313, 0.500 และ 0.625 
มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ตามลำดับ สำหรับการวิเคราะห์ฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระพบว่าสารสกัดมีฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระสูง
กว่าสารมาตรฐาน BHT โดยสารสกัดเมทานอลจากแก่นฝางมีค่า IC50 = 35.26±2.08 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ซึ่งน้อย
กว่าสารมาตรฐาน BHT (IC50 = 463.70±34.20 µg/mL) ประมาณ 13.15 เท่า นอกจากนี้ยังพบว่าสารสกัดเมทานอล
จากแก่นฝางที่ความเข้มข้น 50 µg/mL มีฤทธ์ิยับยั้งการเจริญของเซลล์มะเร็งช่องปากและมะเรง็ปอดเซลลเ์ลก็ 78.08 
และ 80.75 เปอร์เซ็นต์ ตามลำดับ 

คำสำคัญ : ฤทธิ์ต้านแบคทีเรียก่อโรค; ฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ; ฤทธิ์ต้านเซลล์มะเร็ง; ฝาง 

Abstract 
The purposes of this research were to investigate antibacterial activity, antioxidant activity 

and anti- cancer activities against human cell lines, KB oral cavity cancer and NCI- H187 small lung 
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cancer of the methanolic extract of Caesalpinia sappan Linn. heartwood. The antibacterial activity 
was examined by using agar well diffusion method.  The antioxidant activity was determined using 
DPPH radical scavenging assay. The anti-cancer activities against KB oral cavity cancer and NCI-H187 
small lung cancer were analyzed by the Bio-resources Technology Unit (BTU), National Center for 
Genetic Engineering and Biotechnology ( BIOTEC) .  The research results were that the methanolic 
extract of C.  sappan heartwood exhibited strong antibacterial activities against Staphylococcus 
aureus (ATCC25923), Salmonella Typhimurium (ATCC13311) and Vibrio cholera (non 01, non 0139, 
DMST2873)  with MIC values of 0. 313, 0. 500 and 0. 625 mg/ mL, respectively.  For analyzing the 
antioxidant activity, it was found that the methanolic extract was about 13. 15 times higher 
antioxidant activity (IC50 = 35.26±2.08 µg/mL) than that of BHT (butylated hydroxytoluene) standard 
( IC50 =  463. 70±34. 20 µ g/ mL) .  Moreover, the methanolic extract at a concentration of 50 µg/ mL 
exhibited anti- cancer activities against human cell lines, KB oral cavity cancer and NCI-H187 small 
lung cancer with inhibition activities of 78.08 and 80.75 %, respectively.  
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1. บทนำ 

ฝางจ ัดอยู ่ ในวงศ์ Caesalpiniaecaea ม ี ช่ือ
ว ิทยาศาสตร ์ว ่ า  Caesalpinia sappan Linn.  ช่ือ
สามัญ คือ Sappan ส่วนชื่อพื้นเมืองมีชื่อเรียกต่าง ๆ 
กัน ได้แก่ ภาคกลางเร ียกว่าฝางแดงหรือฝางเสน 
กาญจนบุรีเรียกว่าง้าย แพร่เรียกว่าหนามโค้ง เป็นต้น 
มักพบตามเขาหินปูนที ่แห้งแล้งหรือป่าดงดิบ พบ
ประปรายทั่วไปตามป่าเบญจพรรณ โดยเฉพาะทางภาค
ตะวันตกและภาคตะวันออกเฉียงเหนือของประเทศ
ไทย รวมทั้งยังพบในประเทศอื่น ๆ ที่อยู ่ในภูมิภาค
เอเชียตะวันออกเฉียงใต้และทวีปแอฟริกา [1] ฝางเป็น
พืชสมุนไพรพื้นเมืองของประเทศไทย มีลักษณะเป็นไม้
พุ่มยืนต้นขนาดเล็ก สูงประมาณ 5-8 เมตร มีหนามแข็ง
ทั่วทั้งลำต้น ใบมีลักษณะเหมือนใบมะขาม ดอกเป็นช่อ
มีสีเหลืองขนาดใหญ่ เนื้อไม้เป็นสีส้มอ่อน แก่นมีสีแดง
ออกส้มเข้ม มีองค์ประกอบของสารแทนนิน ซึ ่งมี
สรรพคุณทางยาหลายประการ ได้แก่ แก้ท้องเสีย เป็น

ยาบำรุงโลหิต ขับเสมหะ ขับระดู แก้ไข้ แก้ร้อนใน แก้
กระหายน้ำ ป้องกันโรคหืด ป้องกันการหดเกร็งของ
กล้ามเนื้อ (anticonvulsant) ต้านการเกิดสิว (anti-
acne) [2] ต้านการเกิดโรคเก๊าท์ (gout) [3] ต้านการ
อ ักเสบ (anti- inflammatory)  [4] ต ้านแบคทีเรีย 
(antibacterial) ต้านอนุมูลอิสระ (antioxidant) ต้าน
รา (antifungal) เป็นต้น [5] เมื่อนำแก่นฝางมาฝนด้วย
น้ำสะอาดจะได้สารละลาย นำมาใช้ทาบริเวณที่น้ำกัด
เท้าและแผลเปื่อยพุพอง ดังนั ้นจึงได้มีการนำฝางมา
พัฒนาเป็นยาสมุนไพรรักษาโรค โดยสารสกัดที่ได้จาก
แก่นฝางมีสารบราซิลิน (brazilin) เป็นองค์ประกอบ
หลัก ซึ่งพบในปริมาณมากที่สุด เนื่องจากให้สีแดงจึง
นำมาแต่งสีแดงของน้ำยาอุทัย ใช้เป็นสีปรุงอาหารหรือ
แต่งสีขนมหวานที่ให้ความปลอดภัย นอกจากนี้ยังใช้
เป็นส่วนผสมในเครื่องสำอาง รวมทั้งใช้ย้อมผ้าฝ้ายและ
ผ้าไหม [6] ด้วยสมบัติและศักยภาพดังกล่าวจึงทำให้
ฝางได้รับความสนใจในการใช้ประโยชน์ต่าง ๆ มากมาย  
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รายงานการศึกษาเกี่ยวกับฤทธิ์การยับยั้งการ
เจริญของแบคทีเรีย methicillin-resistant S. aureus 
(MRSA) ซ ึ ่ งเป ็น S. aureus สายพันธ ุ ์ท ี ่ด ื ้อต ่อยา
ปฏิชีวนะกลุ่ม β-lactams พบว่าสารสกัดเมทานอล
จากฝางมีฤทธิ์ในการยับยั้งการเจริญของ MRSA ดีกว่า
สารสกัดบิวทานอล คลอโรฟอร์ม และน้ำ โดยค่าความ
เข้มข้นต่ำสุดของสารสกัดฝางที่สามารถยับยั้งการเจริญ
ของเชื้อ (minimal inhibition concentration, MIC) 
คือ 20-80 µg/mL [7] นอกจากนี้สารสกัดจากฝางยัง
สามารถยับยั้งการเจริญเติบโตของแบคทีเรียในลำไส้  
[8] รวมทั ้งแบคทีเร ียชนิดอื ่นอีกหลายชนิด ได้แก่        
S. aureus, Escherichia coli, Pseudomonas 
aeruginosa, Bacillus cereus, Klebsiella 
pneumoniae, Proteus mirabilis, Salmonella  
enterica subspecies enterica serovar 
Typhimurium, Streptococcus pneumoniae, 
Bacillus subtilis, Lactobacillus plantarum อีกทั้ง
ม ีฤทธิ ์ต ้านรา ได ้แก่ Candida albicans, Crypto-
coccus albidus เป็นต้น [9] 

มีรายงานการวิจัยเกี ่ยวกับสารสกัดจากฝาง 
พบว่าสารสกัดมีฤทธิ ์ในการต้านอนุมูลอิสระ (free 
radical) ได้ผลดี โดยอนุมูลอิสระหมายถึงสารที ่มี
อิเล็กตรอนโดดเดี่ยว (unpaired electron) ในอะตอม
หรือโมเลกุล เป็นสารที่ไม่เสถียร สามารถดึงอิเล็กตรอน
จากโมเลกุลอื่นมาแทนที่อิเล็กตรอนที่ขาดหายไปอย่าง
ว่องไว เพื่อให้ตัวเองเกิดความสมดุลหรือเสถียร อนุมูล
อิสระพบได้ทุกแห่งทั้งในสิ่งแวดล้อมภายนอกร่างกาย
และเกิดจากกระบวนการเมแทบอลิซึมภายในร่างกาย 
ซึ่งจะทำลายชีวโมเลกุลต่าง ๆ ของร่างกายทั้งในเซลล์
และส่วนประกอบของเซลล์สิ ่งมีชีวิต ในสภาวะที่มี
ความผิดปกติจะส่งผลให้ร่างกายเกิดการสะสมของ
อนุมูลอิสระเพิ่มมากขึ้น จนทำให้เกิดความเสียหายต่อ
องค์ประกอบต่าง ๆ ของเซลล์ที่อยู่ภายในร่างกาย และ

เป็นสาเหตุให้เซลล์ตายได้ อีกทั้งยังก่อให้เกิดการกลาย
พันธุ์ของดีเอ็นเอในเซลล์ รวมทั้งอาจทำให้เกิดโรคใน
ระบบต่าง ๆ ภายในร่างกาย ได้แก่ โรคความจำเสื่อม 
(Alzheimer’s disease) โรคมะเร็งผิวหนังบางชนิด 
โรคหัวใจขาดเลือด โรคข้ออักเสบ (arthritis) โรคภูมิแพ้ 
(allergy) เป็นต้น โดยอนุมูลอิสระเหล่านี้จะถูกกำจัด
หร ือลดความร ุนแรงลงด้วยสารต้านอนุม ูลอิสระ 
(antioxidant) ซึ่งมาจากสารสังเคราะห์หรือสารที่ได้
จากธรรมชาติ (natural antioxidant) [10] ปัจจุบันมี
ผ ู ้บร ิโภคนิยมใช้ผลิตภัณฑ์จากธรรมชาติที ่ปลอด
สารเคมีมากขึ้น เนื่องจากสารสกัดจากธรรมชาติหลาย
ชนิดมีประสิทธิภาพในการต้านอนุมูลอิสระและมีความ
ปลอดภัยในการใช้มากกว่าสารสังเคราะห์ มีรายงาน
การศึกษาฤทธิ์การต้านอนุมูลอิสระของสารสกัดจาก
ฝางด้วยวิธี DPPH และวิธี nitric oxide ทั ้งในหลอด
ทดลอง (in vitro) และในสัตว์ทดลอง (in vivo) พบว่า 
สารสกัดจากฝางที่สกัดด้วยเอทิลอะซิเทต เมทานอล 
และน้ำมีฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระดีกว่าสารสกัดชนิดอื่น 
[11] นอกจากนี้ยังมีการทดสอบการต้านออกซิเดชัน
ของสารสกัดจากฝางที่เติมลงไปในน้ำมันถ่ัวลิสงบริสุทธิ์
ให ้ม ีความเข้มข้นเป็นร้อยละ 20 โดยปริมาตร ที่
อุณหภูมิ 60±0.5 องศาเซลเซียส (ºC) ผลของการ
ทดสอบพบว่าต้านการเกิดออกซิเดชันได้ดีมาก [12]     

ดังนั้นการวิจัยนี้จึงมีวัตถุประสงค์เพื่อตรวจสอบ
ฤทธิ์ต้านแบคทีเรียก่อโรค ฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ ฤทธิ์
ต้านเซลล์มะเร็งช่องปากและเซลล์มะเร็งปอดของสาร
สกัดเมทานอลจากแก่นฝาง ผลวิจัยดังกล่าวจะเกิด
ประโยชน์อย่างมากต่อการนำสารสกัดจากฝางซึ่งเป็น
สมุนไพรไทยมาพัฒนาให้เป็นผลติภณัฑ์ที่มคีุณภาพและ
มีความปลอดภัย สามารถสร้างมูลค่าเพิ่ม และสนับ 
สนุนการนำสารสกัดจากฝางมาใช้ประโยชน์ด้านเภสัช
กรรม นำมาใช้เป็นยารักษาโรค ลดการนำเข้ายาจาก
ต่างประเทศ นอกจากน้ีสารสกัดจากฝางยังนำมาใช้เปน็
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ส่วนผสมของอาหารและผลิตภัณฑ์เครื่องสำอางอีกด้วย 
ฝางจึงเป็นพืชสมุนไพรที่มีศักยภาพเชิงพาณิชยท์ั้งตลาด
ในประเทศและต่างประเทศ  
 

2. อุปกรณ์และวิธีการ 
2.1 วิธีการสกัดสารสำคัญ 

นำแก่นฝางมาอบแห้งในตู้อบท่ีอุณหภูมิ 42 
ºC นาน 72 ชั่วโมง แล้วบดให้เป็นผงหยาบด้วยเครื่อง
บด ชั่งแก่นฝางที่บดแล้ว 20 กรัม เติมตัวทำละลาย   
เมทานอล 200 mL นำไปสกัดด้วยเครื ่องซอกห์เลต 
(Soxhlet extractor) โดยสกัดที ่อุณหภูมิ 60-70 ºC 
เพื ่อให้เมทานอลระเหยเป็นไอแล้วเกิดการควบแน่น
เป็นของเหลว เกิดการสกัดซ้ำไปเรื่อย ๆ เป็นเวลานาน
ประมาณ 15 ชั ่วโมง นำสารสกัดไประเหยเมทานอล 
ออกด้วยเครื ่องกล ั ่นระเหยสารแบบหมุน ( rotary 
evaporator) จนได้สารสกัดหยาบที่แห้งสนิท เก็บที่
อุณหภูมิ 4 ºC สำหรับใช้ในการทดลองต่อไป 

การคำนวณหาเปอร์เซ็นต์ผลิตภัณฑ์ที่ได้
จากการสกัด (% yield) คำนวณจากสูตร % yield 
(w/w) = (น้ำหนักสารสกัดหยาบ (g) x 100) ÷ น้ำหนัก
ของแก่นฝางที่บดแล้ว (g) 

2.2 การทดสอบฤทธิ์การต้านเชื้อแบคทีเรีย
ก่อโรค 

นำสารสก ัดเมทานอลจากแก ่นฝางมา
ทดสอบฤทธิ์ต้านแบคทีเรียก่อโรค ซึ่งแบคทีเรียแกรม
บวก (Gram positive bacteria)  ได ้แก่  Staphylo-
coccus aureus (ATCC25923) และแบคทีเรียแกรม
ลบ (Gram negative bacteria) ได้แก่ Escherichia 
coli (ATCC25922), Salmonella Typhimurium 
(ATCC13311) และ Vibrio cholera  (non 01, non 
0139,  DMST2873)  การทดสอบใช ้ว ิธ ี  agar well 
diffusion โดยนำแบคทีเร ียทั ้ง 4 ชนิด มาเลี ้ยงใน
อาหารเหลว nutrient broth บ่มที ่อ ุณหภูมิ 37 ºC 

เป็นเวลา 16 ช่ัวโมง แล้วนำมาปรับค่าความขุ่น ให้มีค่า
เท่ากับค่ามาตรฐาน McFarland 0.5 เพื ่อให้ได้เช้ือ
ประมาณ 1 x 108 เซลล์/มิลลิลิตร 

2.2.1 การทดสอบฤทธิ์การยับยั้งแบคทีเรีย
ก ่อโรคด้วยวิธี agar well diffusion (ด ัดแปลงจาก
วิธีการของ Parekh และ Chanda) [13] 

นำเชื้อแต่ละชนิด ปริมาตร 500 ไมโคร 
ล ิตร (µL) เต ิมลงในอาหาร Mueller-Hinton agar 
(MHA) 20 mL ที่ผ่านการฆ่าเชื้อแล้ว และวางในอ่าง
น้ำอุ่นท่ีอุณหภูมิประมาณ 50-60 ºC ผสมให้เข้ากันโดย
การเขย่าเบา ๆ เทใส่จานเพาะเชื้อ (Petri dish) ที่ทำ
ให้ปราศจากเชื้อแล้ว รอให้วุ้นแข็งโดยผึ่งในตู้ปลอดเช้ือ
เพื่อให้ผิวหน้าแห้ง จากนั้นนำปลายพาสเจอร์ปิเป็ต 
(Pasteur pipette) ขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 6 มิลลิ 
เมตร ที่นึ่งฆ่าเชื้อแล้ว มาเจาะหลุม (well) บนอาหาร
แข็งจานละ 6 หลุม แล้วหยดสารสกัดฝางที ่ความ
เข้มข้น 20 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร (mg/mL) ลงในหลุม 
หลุมละ 50 µL จะได้ปริมาณสารสกัด 1.0 มิลลิกรัมต่อ
หลุม (mg/well) โดยใช้สารปฏิชีวนะแอมพิซิลลิน 
ความเข้มข้น 1 mg/mL และ ofloxacin (5 µg/disc)  
เป็น positive control สำหรับ negative control ใช้ 
1 % DMSO จากนั้นนำไปบ่มที่อุณหภูมิ 37 ºC นาน 
16 ชั ่วโมง อ่านผลโดยวัดขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง
บร ิ เวณวงใสที ่ เก ิดข ึ ้นรอบหลุมอาหารเล ี ้ยงเช้ือ 
(inhibition zone) หน่วยเป็นมิลลิเมตร ทดสอบ 3 
ครั้ง ครั้งละ 3 ซ้ำ และรายงานเป็นค่าเฉลี่ยเลขคณิต 
(X̅) ± ส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐาน (SD) 

2.2.2 การหาค่าความเข้มข้นต่ำสุดของสาร
สกัดที่สามารถยับยั ้งเชื ้อจุลชีพ (MIC) ด้วยวิธี agar 
well diffusion 

การหาค่าความเข้มข้นต่ำสุดของสาร
สกัดแก่นฝางที่สามารถยับยั้งการเจริญของแบคทีเรียที่
ใช้ทดสอบด้วยวิธี agar well diffusion โดยนำสาร
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สกัดฝางมาเจือจางแบบให้ความเข้มข้นลดลงครั้งละ 2 
เท่า (serial two-fold dilution) หยดสารสกัดลงใน
หลุมที่เจาะไว้บนอาหารแข็ง หลุมละ 50 µL โดยใช้สาร
ปฏิชีวนะแอมพิซิลลิน ความเข้มข้น 1 mg/mL เป็น 
positive control และ  1 % DMSO เป ็น  negative 
control จากนั้นนำไปบ่มที่อุณหภูมิ 37 ºC นาน 16 
ชั ่วโมง ทดสอบ 3 ครั ้ง ครั ้งละ 3 ซ้ำ อ่านค่าความ
เข้มข้นต่ำสุดของสารสกัดที่สามารถยับยั้งการเจริญของ
แบคทีเรีย  

2.3 การทดสอบฤทธิ์การต้านอนุมูลอิสระด้วย
วิธ ีDPPH radical scavenging assay 

การทดสอบฤทธิ์การต้านออกซิเดชันของ
สารสก ัดจากแก ่นฝางใช ้ว ิธ ีกำจ ัดอน ุม ูล DPPH       
(2,2-diphenyl-1-picryl hydrazyl) ดัดแปลงจากวิธี
ของ Sana และคณะ [14] 

เตรียมสารสกัดเมทานอลจากแก่นฝางและ
สารต้านอนุมูลอิสระมาตรฐาน BHT ให้มีความเข้มข้น
ต่าง ๆ กันโดยใช้เมทานอลเป็นตัวทำละลาย เติมสาร
สกัดจากแก่นฝางที่ความเข้มข้นต่าง ๆ กัน ลงในหลอด
ตัวอย่างแต่ละหลอด ส่วนหลอดสารละลายมาตรฐาน 
เติมสาร BHT ที่ความเข้มข้นต่าง ๆ กัน ปริมาตร 500 
µL ผสมกับสารละลาย DPPH ความเข้มข้น 0.3 มิลลิ
โมลาร์ (mM) ปริมาตร 500 µL บ่มที่อุณหภูมิ ในห้อง
ที่มืด เป็นเวลา 30 นาที นำมาวัดค่าการดูดกลืนคลื่น
แสงท่ีความยาวคลื่น 517 นาโนเมตร (nm) โดยทดสอบ 

3 ครั้ง ครั้งละ 3 ซ้ำ แล้วคำนวณหาเปอร์เซ็นต์การต้าน
อนุมูลอิสระของสารสกัดที่ความเข้มข้นต่าง ๆ จาก
ส ม ก า ร  %  DPPH radical scavenging activity =   
[(A - B) ÷ A] x 100 โดย A เป็นค่าการดูดกลืนแสงของ
ปฏิกิริยาควบคุม (ซึ่งประกอบด้วยสารทั้งหมดยกเว้น
ตัวอย่างทดสอบ) และ B เป็นค่าการดูดกลืนแสงจาก
ตัวอย่างทดสอบ จากนั้นเขียนกราฟระหว่างเปอร์เซ็นต์
การต้านอนุมูลอิสระ (% DPPH radical scavenging 

activity) และความเข้มข้นของสารสกัด เพื่อหาค่า IC50 

(concentration of sample required to scavenge 
50 % of DPPH radical) หรือค่าความเข้มข้นของสาร
สกัดที่ทำให้สารอนุมูลอิสระลดลง 50 % 

2.4 การทดสอบฤทธิ์ต้านเซลล์มะเร็งช่องปาก 
และเซลล์มะเร็งปอดของมนุษย์ 

ส่งตัวอย่างสารสกัดจากแก่นฝางไปทดสอบ
สมบัติการต้านเซลล์มะเร็งช่องปาก (anti-cancer, KB 
oral cavity cancer) และมะเร็งที่ปอด (anti-cancer, 
NCI-H187-small cell lung cancer)  ท ี ่ ศ ูนย ์พ ันธุ
วิศวกรรมและเทคโนโลยีชีวภาพแห่งชาติ สำนักงาน
พัฒนาวิทยาศาสตร์และเทคโนโลยีแห่งชาติ (สวทช.) 
ซ ึ ่งการทดสอบใช้วิธ ี resazurin microplate assay 
(REMA) เซลล์ที ่ใช้ทดสอบ คือ cell line ของเซลล์ 
มะเร็งในมนุษย์ สารควบคุมผลลบ (negative control) 
คือ 1 % DMSO และสารควบคุมผลบวก (positive 
control) คือ ellipticine และ doxorubicine  

2.5 การวิเคราะห์ข้อมูลด้วยวิธีการทางสถิติ 
วิเคราะห์ข้อมูลโดยการหาค่าเฉลี่ยเลขคณติ 

(X̅) และการหาส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐาน (S.D.) 
 

3. ผลการวิจัย 

3.1 การสกัดสารสำคัญ 
นำแก่นฝางที่ผ่านการอบที่อุณหภูมิ 42 ºC 

นาน 72 ชั่วโมง จนแห้งสนิท (รูปที่ 1a) มาสกัดด้วย
เครื่องซอกห์เลต โดยใช้เมทานอลเป็นตัวทำละลาย เมื่อ
สกัดนาน 15 ชั่วโมง จะได้สารสกัดสีแดงอมส้ม (รูปที่ 
1b)  นำไประเหยเมทานอลออก โดยใช ้  rotary 
evaporator ได ้ปร ิ มาณสารสก ัด  170 ม ิลล ิกรัม 
(mg)/น้ำหนักแห้งของพืชตัวอย่าง 1 กรัม (g) หรือคิด
เป็น % yield (w/w) = 17 เก็บสารสกัดหยาบ (crude 
extract) ที่อุณหภูมิ -20 ºC จนกว่าจะนำไปใช้ในการ
ทดลองต่อไป 
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(a) 

 

(b) 

 

Figure 1 (a) Caesalpinia sappan heartwood was dried in hot air oven at 42 ºC for 72 hours. (b) The 
methanolic extract of C. sappan was evaporated to dryness under vacuum using a rotary 
evaporator.  

 
Table 1 The antibacterial activity of the methanolic extract of Caesalpinia sappan Linn. heartwood 

against the human pathogenic bacteria. 
 

Samples 
Zone of inhibition (mm) 

S. aureus E. coli S. Typhimurium V. cholera 

The methanolic extract of Caesalpinia 
sappan L. heartwood (20 mg/mL) 

21.00±1.73 ND 18.00±1.24 15.67±0.58 

Ampicillin (1 mg/mL) (positive control) 16.00±2.83 9.33±0.58 13.50±2.12 10.00±1.25 
Ofloxacin (5 µg/disc) (positive control) 23.80±1.94 22.60±0.49 25.20±1.33 24.60±1.36 
DMSO (negative control) ND ND ND ND 

Values are expressed as means ± S.D.; ND = not detected   
 

Table 2 The minimum inhibition concentration 
(MIC)  of the methanolic extract of 

Caesalpinia sappan Linn.  heartwood 

against pathogenic bacteria. 
 

Microorganisms MIC (mg/mL) 

S. aureus 0.313 

S. Typhimurium 0.500 

V. cholera 0.625 

3.2 การทดสอบฤทธิ์การต้านเชื้อแบคทีเรีย
ก่อโรค 

พบว่าสารสกัดจากแก่นฝางมีฤทธ์ิยับยั้งการ
เจริญของแบคทีเรีย 3 ชนิด แบ่งเป็นแบคทีเรียแกรม
บวก คือ S. aureus และแบคทีเรียแกรมลบ ได้แก่ S. 
Typhimurium แ ล ะ  V.  cholera บ ร ิ เ วณย ั บยั้ ง 
( inhibition zone)  ม ี ขนาด เส ้ นผ ่ านศ ู นย ์ กล า ง 
21.00±1.73, 18.00±1.24 และ  15.67±0.58 ม ิลลิ  
เมตร ตามลำดับ แต่ไม่พบการยับยั ้งการเจริญของ     
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E. coli (ตารางที่ 1) โดยค่าความเข้มข้นต่ำสุดของสาร
สกัดที่สามารถยับยั้งการเจริญของแบคทีเรีย (MIC) ต่อ 
S. aureus, S. Typhimurium และ V. cholera คือ 
0.313, 0.500 และ 0.625 mg/mL ตามลำดับ (ตาราง
ที่ 2) 

3.3 การทดสอบฤทธิ์การต้านอนุมูลอิสระด้วย
วิธ ีDPPH radical scavenging sssay 

ผลการศึกษาประสิทธิภาพในการกำจัด
อนุมูล DPPH ของสารสกัดจากแก่นฝางที ่สกัดด้วย    
เมทานอล พบว ่าม ีค ่า IC50 = 35.26±2.08 µg/mL 
ประสิทธิภาพในการกำจัดอนุมูล DPPH ของตัวควบคุม
บวก BHT ม ีค ่า IC50 = 463.70±34.20 µg/mL จาก
ผลการวิจัยนี้แสดงให้เห็นว่าสารสกัดเมทานอลจากแก่น
ฝางมีฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระสูงกว่า BHT ถึง 13.15 เท่า 
(ตารางที่ 3) 

3.4 การทดสอบฤทธิ์การต้านเซลล์มะเร็งช่อง
ปากและเซลล์มะเร็งปอด 

การทดสอบฤทธิ์การต้านเซลล์มะเร็งช่อง
ปากและมะเร็งปอดของสารสกัดเมทานอลจากแก่นฝาง 
ซึ่ง negative control คือ 1 % DMSO ส่วน positive 
control คือ ellipticine และ doxorubicine โดยการ
ทดสอบนี้ใช้สารสกัดที่ความเข้มข้น 50 µg/mL ผลการ
ทดสอบแสดงในตารางที่ 4 

การแปลผลการทดสอบใช้ค่า % inhibition 
activity โดยกำหนดให้ % inhibition activity น้อย
กว ่า  50 % หมายถ ึง ไม ่ม ีฤทธ ิ ์ต ้านเซลล ์มะเร็ง 
( inactive)  % inhibition activity มากกว ่ า  50 % 
หมายถึง มีฤทธ์ิต้านเซลล์มะเร็ง (active)  

ตารางที่ 4 แสดงให้เห็นว่าสารสกัดเมทา
นอลจากแก่นฝางที่ความเข้มข้น 50 µg/mL มีฤทธ์ิต้าน
เซลล์มะเร็งช่องปากและเซลล์มะเร็งปอดได้ (active) 
โดยมีค่า % inhibition คือ 78.08 และ 80.75 ตาม 
ลำดับ 

Table 3 The antioxidant activity of the 
methanolic extract of Caesalpinia sappan L. 
heartwood determined using DPPH radical 
scavenging assay. 
 

Samples IC50
a
 (µg/mL) 

The methanolic extract of 
Caesalpinia sappan Linn. 
heartwood 

35.26±2.08 

BHTb 463.70±34.20 
a Each value represents the mean ± SD (n = 9); 
b BHT was used as standards for DPPH radical 
scavenging. 
 

4. วิจารณ์ผลการวิจัยและสรุป 
ผลจากการสกัดสารสำคัญจากแก่นฝางโดยใช้

เมทานอลเป็นตัวทำละลาย พบว่าให้ปริมาณสารสกัด
เป็น 170 mg/น้ำหนักแห้ง 1 กรัม (g) คิดเป็น % yield 
(w/w) คือ 17 โดยสารที่ละลายได้ดีในเมทานอลซึ่งเปน็
ตัวทำละลายอินทรีย์ที ่มีขั ้วสูงมักเป็นสารสำคัญที ่มี
สมบัติมีขั ้วค่อนข้างสูง สารประเภทนี ้อาจเป็นสาร 
ประกอบฟินอล ิก (phenolic compound) ได ้แก่   
ฟลาโวนอยด์ (flavonoid) กรดฟีนอลิก (phenolic 
acid) ฟีนอลิกไดเทอร์พีนส์ (phenolic diterpene) 
เป็นต้น [5] ซึ่งสารดังกล่าวมีความสามารถในการต้าน
การเจริญของแบคทีเรียและต้านออกซิเดชันได้ดี มี
รายงานการแยกสารออกฤทธิ์ (active compound) 
ของสารสกัดเมทานอลจากแก่นฝางด้วยวิธีคอลัมน์  
โครมาโทกราฟี (column chromatography) และ 
โครมาโทกราฟ ีของ เหลวสมรรถนะส ู ง  ( high-
performance liquid chromatography, HPLC) ซึ่ง
พบว่าได้สารสำคัญ คือ brazilin, protosappanin A 
และ sappanone B โดยเฉพาะอย่างยิ่งสาร brazilin 
มีสมบัติต้านแบคทีเรียได้ดี สำหรับการทดสอบสมบัติ
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การต้านอนุมูลอิสระของสาร brazilin ในสารสกัดฝาง 
ได้ค่า IC50 = 8.8 µM ดังนั้นสาร brazilin จึงมีศักยภาพ
สูง สามารถนำมาใช้เป็นสารต้านอนุมูลอิสระ และมี
รายงานว่าสามารถต้านการเกิดสิว (anti-acne agent) 
ด้วย [2]  

งานวิจัยนี้ได้ทดสอบสมบัติการต้านแบคทีเรีย
ก่อโรค 4 ชนิด แบคทีเรียแกรมบวก คือ S. aureus 
(ATCC25923) และแบคทีเรียแกรมลบ ได้แก่ E. coli 
(ATCC25922), S. Typhimurium (ATCC13311) และ 
V. cholera (non 01, non 0139, DMST2873) พบว่า 
สารสกัดเมทานอลจากแก่นฝางที ่ความเข้มข้น 20 
mg/mL สามารถยับยั้งการเจริญเติบโตของแบคทีเรีย
ก่อโรค S. aureus ดีที่สุด ทำให้เกิดบริเวณยับยั้งขนาด 
21.001.73 มิลลิเมตร รองลงมา คือ S. Typhimu-
rium และ V. cholera ทำให้เกิดบริเวณยับยั้งขนาด 
18.001.24 และ 15.670.58 มิลลิเมตร ตามลำดับ 
แต่ไม่สามารถยับยั้งการเจริญของแบคทีเรีย E. coli 
เม ื ่อเปร ียบเทียบก ับสารปฏิช ีวนะ ampicillin (1 
mg/mL)  และ ofloxacin (5 µg/disc)  พบว ่ าสาร
ปฏิชีวนะทั้ง 2 ชนิด สามารถยับยั้งการเจริญเติบโตของ

แบคทีเรียก่อโรคทั้ง 4 ชนิด เนื ่องจากเป็นยาฆ่าเช้ือ
แบคทีเรียที่ออกฤทธิ ์กว้างขวาง สามารถทำลายทั้ง
แบคทีเรียแกรมบวกและแกรมลบ ผลการทดสอบสาร
สก ัดเมทานอลจากแก ่นฝางของการศ ึกษาน ี ้ยัง
สอดคล้องกับการทดสอบฤทธิ์ต้านแบคทีเรียในลำไส้  
E. coli ต่อสารสกัดจากฝาง ซึ่งพบว่าสารสกัดฝางไม่
สามารถยับยั้งการเจริญของเชื ้อนี้  [8] สาเหตุที ่เป็น
เช่นนี้อาจเป็นเพราะแบคทีเรียแกรมลบ เช่น E. coli, 
Klebsiella pneumoniae มักมีความทนทานต่อสาร
สกัดจากพืช เนื่องจากมีการสร้างแคปซูล (capsule) ที่
หนามาก มีชั้นไขมันปกคลุมผนังเซลล์ไว้ ทำให้สารสกัด
สมุนไพรไม่สามารถผ่านแคปซูลหรือชั้นไขมันที่ปกคลุม
ผิวนอกเพื่อเข้าสู่ภายในเซลล์ ทำให้แบคทีเรียยังคงมี
การเจริญเติบโต จึงทำให้ไม่เกิดวงใสรอบหลุมที่ใส่สาร
สกัด [16,17] ผลการวิจัยนี ้แสดงให้เห็นว่าสารสกัด    
เมทานอลจากแก่ฝางมีฤทธิ์ในการต้านแบคทีเรีย S. 
aureus, S. Typhimurium และ V. cholera ได้ดี ซึ่ง
สอดคล้องกับการทดสอบฤทธิ์การต้านแบคทีเรียของ
สารสกัดฝางต่อเชื้อ MRSA ที่บุกรุก human mucosal 
fibroblast (HMF) โดยพบว่าสารสกัดจากคลอโรฟอรม์ 

 
Table 4 The anticancer activities against human cell lines, KB oral cavity cancer and NCI-H187 small 

lung cancer of the methanolic extract of Caesalpinia sappan Linn. heartwood. 
 

Samples 
KB-oral cavity cancer NCI-H187-small cell lung cancer 

IC50 % inhibition Activity IC50 % inhibition Activity 

The methanolic extract of 
Caesalpinia sappan Linn. 
heartwood 

- 78.08 active - 80.75 active 

Ellipticinea 0.553 - active 1.390 - active 
Doxorubicinea 0.222 - active 0.073 - active 
1 % DMSOb - 0 inactive – 0 inactive 

a Ellipticine and Doxorubicine as positive control; b 1 % DMSO as negative control. 
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บิวทานอล และเมทานอลแสดงสมบัติต้านเชื้อ MRSA 
ได้ และสารสกัดเมทานอลยังต้านแบคทีเรียได้ดีกว่าสาร
สกัดบิวทานอลและคลอโรฟอร์ม [7] อีกทั้งยังพบว่าสาร
สกัดจากเนื้อไมโ้ดยใช้ 70 % เอทานอล ยับยั้งการเจริญ
ของแบคทีเรีย Shigella flexneri, V. Cholerae, V. 
parahaemolyticus และ S. Aureus ได้ [18] 

มีการนำสารสกัดเมทานอลจากฝางมาสกัดต่อ
ตามลำดับด้วยตัวทำละลายเฮกเซน คลอโรฟอร์ม 
เอทิลอะซิเทต บิวทานอล และน้ำ จากนั้นนำสารสกัด
ไปทดสอบการยับยั้งการเจริญของแบคทีเรียก่อโรคใน
มนุษย์ 21 ชนิด พบว่าสารสกัดเอทิลอะซิเทตมีฤทธิ์
ยับยั้งแบคทีเรีย Streptococcus, Staphylococcus, 
Eschelichea, Pseudomonase, Salmonella, 
Klebsiella แ ล ะ  Enterobacter ม ี ค ่ า  MIC = 0. 2 
mg/mL และการนำสารสกัดเอทิลอะซิเทตจากฝางไป
แยกให้บริสุทธ์ิโดย 1H-NMR, 13C-NMR และ MS พบว่า 
สารที่เป็นองค์ประกอบสำคัญ คือ brazilin [19] สาร
สกัดจากฝางยังมีประโยชน์อีกหลายอย่าง เช่น สารสกัด
เมทานอลมีฤทธิ์ต้านการเกิดสิว (anti-acne activity) 
[1] สารสกัด 50 % เอทานอลจากแก่นฝาง มีความ 
สามารถยับยั ้งการเจริญของแบคทีเร ีย  Propioni-
bacterium acnes และสามารถต ้านอนุม ูลอิสระ 
(antioxidant activity) นอกจากนี้ยังมีรายงานว่าสาร
สกัดเมทานอลจากแก่นฝางมีฤทธ์ิต้านการอักเสบในหนู 
(rat) ที ่ทำให้เกิดการอักเสบจากการฉีดคาราจีนิน 
(carrageenin) ขนาด 10 กรัมต่อน้ำหนักตัว 1 กิโลกรมั 
[20] และที่ความเข้มข้นของสารตั้งแต่ 10 µg/mL มี
ฤทธิ์ขยายหลอดเลือด aorta ของช่องอกหน ู[21] 

Badami และคณะ [11] ศึกษาการต้านอนุมูล
อิสระของสารสกัดจากแก่นฝางที่สกัดด้วยตัวทำละลาย
ชนิดต่าง ๆ พบว่าสารสกัดเมทานอลสามารถกำจัด
อนุมูลอิสระดีที่สุด ค่าความเข้มข้นของสารสกัดที่ทำให้
สารอนุมูลอิสระลดลง 50 % (IC50) คือ 1.44±0.12 

µg/mL ส่วนค่า IC50 ของสารสกัดเมทานอลจากแก่น
ฝางของการวิจัยนี้มีค่า 35.26±2.08µg/mL แสดงให้
เห็นถึงประสิทธิภาพความสามารถในการต้านอนุมูล
อิสระดีเช่นกัน แต่ค่า IC50 อาจต่างกัน ทั ้งนี ้อาจ
เนื ่องจากชนิดสายพันธุ ์ สภาพแวดล้อมในการปลูก 
วิธีการสกัดสาร ฤดูกาลในการเก็บเกี่ยว ช่วงเวลาที่เก็บ
ตัวอย่างพืช เป็นต้น [11] 

นอกจากนี้สารสกัดจากแก่นฝางยังมีฤทธิ์ยับยั้ง
การเกิด malondialdehyde (MDA) ซึ่งสารนี้พบได้ใน
ธรรมชาติและเป็นสารตั้งต้นในการเป็นสารก่อมะเร็ง 
(carcinogen) และสารก่อการกลายพันธุ์ (mutagen) 
[22] และยังพบว่าสารสกัดจากแก่นฝางที่สกัดด้วยตัว
ทำละลาย 3 ชนิด คือ เมทานอล เมทานอล : น้ำ (1 : 1) 
และน้ำ สามารถยับยั้งการเพิ่มจำนวนของ  human 
HT-1080 fibrosarcoma cell โดยให้ค่า EC50 = 15.8, 
13.8 และ  17.8 µg/mL ตามลำด ับ  [23] สำหรับ
งานวิจัยนี้พบว่าสารสกัดเมทานอลจากแก่นฝางที่ความ
เข้มข้น 50 µg/mL มีฤทธ์ิต้านเซลล์มะเร็งช่องปาก (KB 
oral cavity cancer) และเซลล์มะเร็งปอด (NCI-H187 
small lung cancer) ซ ึ ่งเป ็น cell line ของมนุษย์  
(human cell line) ด ้วยเช่นเดียวกัน โดยมีค ่า % 
inhibition คือ 78.08 และ 80.75 ตามลำดับ 

ผลการวิจัยนี้แสดงใหเห็นว่าฝางเป็นสมุนไพรที่
มีศักยภาพสูง สารสกัดจากแก่นฝางมีศักยภาพหลาย
ประการ เช่น มีฤทธิ์ในการยับยั้งแบคทีเรียก่อโรค การ
ต้านอนุมูลอิสระ และการต้านมะเร็งของ human cell 
line ดังนั้นสารสกัดจากแก่นฝางจึงถูกนำมาประยุกต์ใช้
ประโยชน์ในดานตาง ๆ ได้แก่ ใช้ในการปองกันและ
รักษาโรคติดเชื้อ ใชเปนยารักษาโรคแทนยาปฏิชีวนะ 
ใช้เป็นสารให้สีเพิ่มความสวยงามให้แก่ผลิตภัณฑ์ ทั้ง
เครื่องสำอาง อาหาร และอุตสาหกรรมสิ่งทอ เป็นต้น 
ดังนั ้นข้อมูลที ่ได้จากงานวิจัยและพัฒนาเกี ่ยวกับ
สมุนไพร เช่น การสกัดสารออกฤทธิ ์ การวิเคราะห์
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ทดสอบสารออกฤทธ์ิ จะก่อให้เกิดการพัฒนาผลิตภัณฑ์
สมุนไพรที่มีศักยภาพเชิงพาณิชย์ เพื่อให้เป็นที่ยอมรับ
และมีความต้องการมากขึ้น ซึ่งจะเป็นการสร้างมูลค่า
ทางเศรษฐกิจของประเทศไทยได้อีกทางหนึ่ง 
 

5. กิตติกรรมประกาศ 
ขอขอบคุณ สถาบันวิจัยและพัฒนา มหาวิทยา 

ลัยราชภัฏสวนสุนันทา ที่ให้การสนับสนุนงบประมาณ
ในการวิจัย และขอขอบคุณ ศ.ดร.วิชัย ศรีคำ ที่กรุณา
ตรวจแก้ไขบทความ 
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