
บทที่ 3 
วัสดุ อุปกรณ และวิธีการทดลอง 

 
3.1 วัสดุ อุปกรณ 

 
3.1.1 แหลงท่ีมาของตัวอยาง 
 ทําการสํารวจ และเก็บรวบรวมตัวอยางพืชในสกุล Barleria จากแหลงตางๆ ของประเทศ

ไทย โดยไดรับการจําแนกและระบุชนิดจากคุณวินัย สมประสงค  หัวหนากลุมวิจัยเพื่อการคุมครองพันธุพืช 

กรมวิชาการเกษตร และเก็บตัวอยางทองพันชั่ง (R. nasutus) และฟาทะลายโจร (A. paniculata) ท่ี
ใชเปนตัวอยางนอกสกุล รวมท้ังเก็บตัวอยางใบอังกาบจากตนท่ีมาจากพิพิธภัณฑพืชสิรินธร กอง
คุมครองพันธุพืช กรมวิชาการเกษตร และนํามาปลูกจนไดพืชอายุประมาณ 2 ป เพ่ือใชใบในการสกัด
สารตอไป 

 
3.1.2 เช้ือจุลินทรียท่ีใชในการวิจัย 

3.1.2.1 Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 
3.1.2.2 Escherichia coli ATCC 25922 
3.1.2.3 Staphylococcus aureus ATCC 25923 
3.1.2.4 Bacillus subtilis ATCC 6633 
3.1.2.5 Micrococcus luteus ATCC 9341 
ไดรับความอนุเคราะหจากสาขาชีววิทยา คณะวิทยาศาสตร สถาบันเทคโนโลยีพระจอม

เกลาเจาคุณทหารลาดกระบัง 
 

3.1.3 เซลลไลนท่ีใชในการวิจัย 
3.1.3.1 เซลลมะเร็งเม็ดเลือดขาวของหนูชนิด P388 (murine lymphocytic 

leukemic cell ilne: P388) 
3.1.3.2 เซลลมะเร็งเตานมของมนุษยชนิด MCF7 (human breast cancer cell 

line: MCF7) 
3.1.3.3 เซลลมะเร็งลําไสใหญของมนุษยชนิด HT29 (human colon 

adenocarcinoma cell line: HT29) 
3.1.3.4 เซลลไตลิงชนิด Vero cell (African green monkey kidney cell line: 

Vero cell) 
3.1.3.5 เซลลมะเร็งตับของมนุษยชนิด HepG2 (human hepatoma cell line: 

HepG2) 
3.1.3.6 เซลลมะเร็งชองปากของมนุษยชนิด KB (human mouth epidermal 

adenocarcinoma cell line: KB) 
โดยลําดับท่ี 1-4 ไดรับความอนุเคราะหจาก ดร.พรทิพา ทิชา งานวิจัยสารบําบัดมะเร็ง 

สถาบันมะเร็งแหงชาติ ลําดับท่ี 5-6 ไดรับความอนุเคราะหจากศูนยเครื่องมือ คณะวิทยาศาสตร 
สถาบันเทคโนโลยีพระจอมเกลาเจาคุณทหารลาดกระบัง 
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3.1.4 เครื่องแกว อุปกรณ และเครื่องมือ 
3.1.4.1 บีกเกอร (beaker) 
3.1.4.2 กระบอกตวง (cylinder) 
3.1.4.3 ขวดรูปชมพู (erlenmeyer flask) 
3.1.4.4 ขวดแกว (bottle) ขนาดตางๆ 
3.1.4.5 จานเพาะเชื้อ (petri dish) 
3.1.4.6 แทงแกวงอ (spreader) 
3.1.4.7 เข็มเข่ียเชื้อปลายแหลม (needle)  
3.1.4.8 เข็มเข่ียเชื้อปลายแหลมงอ (hook) 
3.1.4.9 หวงเข่ียเชื้อปลายกลม (loop) 
3.1.4.10 ปากคีบ (forcept) 
3.1.4.11 หลอดทดลอง (tube) ขนาด 0.2, 1.5 และ 15 มิลลิลิตร 
3.1.4.12 ลูกยาง (rubber bulb) 
3.1.4.13 ชอนตักสารเคมี (spatular) 
3.1.4.14 คารลิเปอรชนิดอัตโนมัติ (digital caliper) 
3.1.4.15 ปเปตต (pipette) ขนาด 5 และ 10 มิลลิลิตร 
3.1.4.16 ปเปตแบบอัตโนมัติ (pipette boy) 
3.1.4.17 ไมโครปเปตต (micropipette)  
3.1.4.18 ทิป (tip) ขนาดตางๆ 
3.1.4.19 ขวดเพาะเลี้ยงเซลล (flask) ขนาด 25 ตารางเซนติเมตร 
3.1.4.20 ตะเกียง (burner) 
3.1.4.21 สไลดแกว (glass slide)  
3.1.4.22 กระจกปดสไลด (cover slip) 
3.1.4.23 ฮีมาไซโตมิเตอร (haemacytometer) 
3.1.4.24 เครื่องนับ (counter) 
3.1.4.25 ชุดอุปกรณการกรองพรอมกระดาษกรองขนาด 0.2 และ 0.45 ไมโครเมตร 
3.1.4.26 เครื่องระเหยสุญญากาศ (evapolator) 
3.1.4.27 ไมโครไตรเตอรเพลทรีดเดอร (microtiter plate reader) ฟลเตอร (filter)  

สําหรับความยาวคลื่น 570 นาโนเมตร 
3.1.4.28 ตูอบลมรอน (hot air oven) 
3.1.4.29 ตูปลอดเชื้อ (laminar air flow cabinet) 
3.1.4.30 ตูบมเชื้อ (incubator) 
3.1.4.31 ตูเย็น (refrigerator) 4 และ -20 องศาเซลเซียส 
3.1.4.32 อางน้ําควบคุมอุณหภูมิ (water bath) 
3.1.4.33 กลองจุลทรรศนพ้ืนหลังสวาง (Bright field microscope) 
3.1.4.34 กลองจุลทรรศนแบบหัวกลับ (Inverted light microscope) 
3.1.4.35 เครื่องชั่ง (balance) 
3.1.4.36 เครื่องนึ่งฆาเชื้อดวยแรงดันไอน้ํา (autoclave) 
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3.1.4.37 เครื่องชวยผสม (vortex) 
3.1.4.38 เครื่องปนเหวี่ยง (centrifuge) 
3.1.4.39 เครื่องวัดคาความเปนกรด-ดาง (pH meter) 
3.1.4.40 เครื่องเขยา (shaker or rotator) 
3.1.4.41 เครื่องแยกดีเอ็นเอดวยกระแสไฟฟา (agarose gel electrophoresis) 
3.1.4.42 เครื่องกําเนิดแสงอัลตราไวโอเลต (UV transiluminator) 
3.1.4.43 เครื่องวัดคาการดูดกลืนแสง (spectrophotometer) 
3.1.4.44 เครื่องเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอ (DNA thermal cycle) 
3.1.4.45 เครื่องระเหยสารแบบสุญญากาศชนิดหมุน (rotary evaporator); BUCHI 
3.1.4.46 เครื่องไมโครเวฟ (microwave) 
3.1.4.47 เวอรเนียรคาลิปเปอร (vernier calipers) 
3.1.4.48 โกรงบดยาและท่ีบด (mortar and pestle) 
3.1.4.49 แผน disc ขนาด 6 มิลลิเมตร (paper disc); whatman 
3.1.4.50 ไมพันสําลี (cotton stick) 

  
3.1.5 วัสดุ และสารเคมี 

3.1.5.1 ยาปฎิชีวนะ gentamicin 
3.1.5.2 สาร mitomycinC 
3.1.5.3 อาหารเพาะเลี้ยงเชื้อชนิด Mueller-Hilton agar (MHA) 
3.1.5.4 อาหารเพาะเลี้ยงเชื้อชนิด Mueller-Hilton Broth (MHB) 
3.1.5.5 อาหารเลี้ยงเชื้อชนิด Nutrient Agar (NA) 
3.1.5.6 สารละลาย McFarland  standard 
3.1.5.7 อาหารชนิด  Roswell Park Memorial  Institue (RPMI-1640) 
3.1.5.8 ซีรัม (fetal bovine serum, FBS) 
3.1.5.9 เอนไซมทริปซิน (trypsin enzyme) 
3.1.5.10 ฟอสเฟตบัฟเฟอร (Phosphate buffer saline, PBS) 
3.1.5.11 ไดเมทิลซัลฟอกไซด (dimethylsulfoxide, DMSO) 
3.1.5.12 เอทานอล 70 เปอรเซ็นต และ 95 เปอรเซ็นต (ethanol 70% and 95%) 
3.1.5.13 สียอมทริปแพนบลู (trypan  bule) 
3.1.5.14 เฮกเซน (hexane) 
3.1.5.15 เอทิลอะซิเตท (ethyl acetate) 
3.1.5.16 เมทานอล (methanol) 
3.1.5.17 MTT (3-(4,5-Dimethylthiazolyl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide) 
3.1.5.18 Cetyltrimethylammoniumbromide (CTAB) 
3.1.5.19 TE buffer 
3.1.5.20 Chloroform : Isoamyl alcohol (24 :1) 
3.1.5.21 ß – mercaptoethanol 
3.1.5.22 เอทานอล 99.7 เปอรเซ็นต (Absolute ethanol) 
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3.1.5.23 ไอโซโพรพานอล (Isopropanol) 
3.1.5.24 เอนไซม RNaseA เขมขน 20 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร; Vivantis 
3.1.5.25 โพลีไวนิลไพรโรลิโดน (Polyvinylpyrrolidone) 
3.1.5.26 โซเดียมคลอไรด (Sodium chloride, NaCl) 
3.1.5.27 ดีเอ็นเอพอลิเมอรเรส (Taq DNA Polymerase); Biolabs 
3.1.5.28 ดีออกซีนิวคลีโอไทดไทรฟอสเฟส (Deoxynucleotidetriphosphate,  

  dNTPs); Vivantis 
3.1.5.29 บัฟเฟอร TBE (Tris Boric EDTA Buffer) 
3.1.5.30 ดีเอ็นเอมาตรฐาน (DNA ladder) ขนาด 100 คูเบส และ 1 กิโลเบส;  
  Vivantis 
3.1.5.31 ดีเอ็นเอมาตรฐาน (DNA ladder) ขนาด 50 คูเบส; Biolabs 
3.1.5.32 สียอม (loading dye); Vivantis 
3.1.5.33 สารละลายเอธิเดียมโบรไมด (ethidium bromind); Vivantis 
3.1.5.34 อะกาโรสเจล (agarose gel); Ameresco 
3.1.5.35 ไนโตรเจนเหลว (liquid nitrogen) 
3.1.5.36 น้ําปราศจากไอออน (deionize H2O) 
3.1.5.37 สารละลายกรดเอททิลีนไดเอมีนเตตราอะซิติค 
 (ethylenediaminetetraacetate, EDTA) ; Vivantis 
3.1.5.38 Tris-base; Vivantis 
3.1.5.39 แมกนีเซียมคลอไรด (Magnesium chloride, MgCl2); Vivantis 
3.1.5.40 ชุด purify สําเร็จรูป GF-1 Ambiclean kit (PCR & Gel); Vivantist 
3.1.5.41 ไพรเมอรชนิด decamers ในเทคนิค RAPD 
3.1.5.42 ไพรเมอร (primers); (Taberlet et al., 1991)  

   C forward: 5’- CGAAATCGGTAGACGCTACG - 3’ 
   F reverse: 5'- ATTTGAACTGGTGACACGAG - 3’ 
         
3.2 วิธีการทดลองระดับโมเลกุล 

 
3.2.1 วิธีการสกัดดีเอ็นเอ 

ใชวิธีการสกัดดีเอ็นเอโดยวิธี CTAB ซ่ึงดัดแปลงจากวิธีการของ Doyle and Doyle 
(1987) โดยนําตัวอยางใบมาลางทําความสะอาดและปลอยท้ิงไวใหแหง นําสวนใบของตัวอยางพืช
ประมาณ 100 มิลลิกรัม ตัดเปนชิ้นเล็กๆ แลวนําไปแชใน CTAB 2 เปอรเซ็นต ใหทวมตัวอยาง และ
ท้ิงไวขามคืน หรือหากสารละลายมีสีน้ําตาลเขมใหเปลี่ยนสารละลายใหมและแชตัวอยางตอจน
สารละลายมีสีน้ําตาลจางลง นําตัวอยางท่ีผานการแชสารละลาย CTAB ใสลงในโกรง เติม
ไนโตรเจนเหลวแลวบดสวนใบจนละเอียด จากนั้นเติม 2X CTAB buffer ปริมาตร 700 ไมโครลิตร 
และเติม β-mercaptoethanol ปริมาตร 2 ไมโครลิตร ลงในหลอดทดลองขนาด 1.5 มิลลิลิตร 
หลังจากนั้นใสตัวอยางท่ีบดละเอียดแลวลงไป ผสมใหเขากันดวยเครื่อง vortex แลวนํามาทําให
ตกตะกอนดวยเครื่อง spin down นําไปบมท่ีอุณหภูมิ 65 องศาเซลเซียส ในอางควบคุมอุณหภูมิ เปน
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ระยะเวลา 1-2 ชั่วโมง และกลับหลอดไปมาทุก 15 นาที หรือจนเนื้อเยื่อพืชเปนเนื้อเดียวกันกับ
สารละลาย เม่ือครบเวลาใหตั้งท้ิงไวท่ีอุณหภูมิหองนาน 2 นาที นําไปปนเหวี่ยงท่ีความเร็วรอบ 
14,000 รอบตอนาที เปนเวลา 5 นาที ดูดสารละลายสวนใสดานบนใสหลอดทดลองขนาด 1.5 
มิลลิลิตร หลอดใหม เติม chloroform: isoamyl alcohol (24: 1) ปริมาตร 700 ไมโครลิตร ผสมให
เขากันดวยการกลับหลอดไปมาอยางระมัดระวัง เพ่ือหลีกเลี่ยงการขาดของชิ้นดีเอ็นเอ นําไปปนเหวี่ยง
ท่ีความเร็วรอบ 14,000 รอบตอนาที เปนเวลา 5 นาที แลวดูดสารละลายสวนใสดานบนใสหลอด
ทดลองขนาด 1.5 มิลลิลิตร หลอดใหม (บันทึกปริมาตรท่ีได โดยเฉลี่ยประมาณ 650 ไมโครลิตร) 
ในขณะดูดควรระวังไมใหดูดสวนท่ีเปนเศษเซลลหรือโปรตีนข้ึนมา เติม RNaseA ความเขมขน 20 
มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร ปริมาตร 1-2 ไมโครลิตร นําไปบมท่ี 37 องศาเซลเซียส เปนระยะเวลา 30-60 
นาที และนํามาเติม  CTAB 10 เปอรเซ็นต (ละลายใน sodium chloride ความเขมขน 0.7 โมลาร) 
ปริมาตร 50 ไมโครลิตร ผสมใหเขากันดวยเครื่อง vortex อยางระมัดระวัง 
 เติม chloroform: isoamyl alcohol (24: 1) ปริมาตร 700 ไมโครลิตร (หรือปริมาตร 
1: 1 ของสารละลายท่ีได) ผสมใหเขากันดวยการกลับหลอดไปมาอยางระมัดระวัง และนําไปปนเหวี่ยง
ท่ีความเร็วรอบ 14,000 รอบตอนาที เปนเวลา 5 นาที แลวดูดสารละลายสวนใสดานบนใสหลอด
ทดลองขนาด 1.5 มิลลิลิตร หลอดใหม (บันทึกปริมาตรท่ีได โดยเฉลี่ยประมาณ 750 ไมโครลิตร) โดย
ดูดอยางระวังเพ่ือไมใหดูดสวนท่ีเปนเศษเซลลหรือโปรตีนข้ึนมา เติม isopropanol ท่ีเย็นจัด ปริมาตร 
500 ไมโครลิตร หรือในปริมาตร 2/3 ของปริมาตรสารละลายท่ีได แลวนําไปบมท่ีอุณหภูมิ -20 องศา
เซลเซียส เปนระยะเวลามากกวา 1 ชั่วโมง หรือขามคืน จากนั้นนํามาปนเหวี่ยงท่ีความเร็วรอบ 
14,000 รอบตอนาที เปนเวลา 20 นาที เทสารละลายสวนใสออก โดยคว่ําหลอดทดลองบนกระดาษท่ี
ซับน้ําได นาน 1-2 นาที เพ่ือให isopropanol ท่ีตกคางในหลอดไหลลงมา ลางตะกอนดีเอ็นเอดวย 
70% ethanol ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ตั้งท้ิงไวนาน 3 นาที แลวนําไปปนเหวี่ยงท่ีความเร็วรอบ 14,000 
รอบตอนาที เปนระยะเวลา 20 นาที จากนั้นเทสวนท่ีเปน ethanol ออก ลางดวย absolute 
ethanol ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ปนเหวี่ยงท่ีความเร็วรอบ 14,000 รอบตอนาที เปนระยะเวลา 20 
นาที จากนั้นเทสวนท่ีเปน ethanol นําตะกอนดีเอ็นเอท่ีไดไปบมท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส นาน
ประมาณ 20-30 นาที เพ่ือให ethanol ท่ีตกคางอยูระเหย ละลายตะกอนดีเอ็นเอดวย TE buffer 
ปริมาตร 100-150 ไมโครลิตร บมท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส นานขามคืน เพ่ือละลายตะกอนดีเอ็น
เอในสารละลาย TE buffer 

 
3.2.2 การตรวจสอบคุณภาพและปริมาณดีเอ็นเอดวยการวัดคาการดูดกลืนแสง 

               ตรวจสอบคุณภาพและปริมาณดีเอ็นเอดวยการวัดคาการดูดกลืนแสง โดยเติมน้ํากลั่นท่ี
ฆาเชื้อแลวปริมาตร 495 ไมโครลิตร ลงในหลอดหลอดทดลองขนาด 1.5 มิลลิลิตร เติมเอ็นเอตัวอยาง
ปริมาตร 5 ไมโครลิตร (คาการเจือจาง หรือ dilution factor เทากับ 100) ผสมใหเขากัน ดูด
สารละลายตัวอยางดีเอ็นเอท่ีเจือจางแลวใสคิวเวตต วัดคาการดูดกลืนแสงดวยเครื่องวัดคาการดูดกลืน
แสง โดยใชน้ํากลั่นเปนคามาตรฐาน (Blank) ปรากฏคา O.D. ท่ีความยาวคลื่น 280 นาโนเมตร ใช
สําหรับการคํานวณความบริสุทธิ์ของดีเอ็นเอท่ีสกัดได และ O.D. ท่ีความยาวคลื่น 260 นาโนเมตร มา
ใชคํานวณปริมาณดีเอ็นเอจากคามาตรฐานถาวัดคา O.D. ท่ี 260 นาโนเมตร ไดเทากับ 1 แสดงวามี
ปริมาณดีเอ็นเอเทากับ 50 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร จากสูตร ปริมาณดีเอ็นเอ =  O.D. ท่ี 260 นาโน
เมตร x 50 x dilution factor            
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3.2.3 การวิเคราะหขนาดช้ินดีเอ็นเอดวยวิธีอะกาโรสเจลอิเล็กโตรโฟรีซิส  
     ตรวจสอบคุณภาพและปริมาณดีเอ็นเอดวยวิธีเจลอิเล็กโตรโฟรีซิส เพ่ือการวิเคราะห

ขนาดชิ้นดีเอ็นเอ ทําโดยชั่งผงอะกาโรสตามปริมาณท่ีคํานวณได เชน ตองการบนอะกาโรสเจลท่ีมี
ความเขมขน 1 เปอรเซ็นต ชั่งผงวุน 0.4 กรัม เติม Tris-borate EDTA (1X TBE buffer) ปริมาตร 
40 มิลลิลิตร แลวทําการละลายโดยใชไมโครเวฟจนสารละลายเปนของเหลวใส จากนั้นรอจนกวา
อุณหภูมิจะลดลงจนสามารถใชมือเปลาสัมผัสขวดท่ีใชละลายเจลได แลวจึงนํามาเทลงถาดเทเจล (gel 
tray) ท่ีมีหวีเสียบเจล (sample combs) เพ่ือทําใหเกิดหลุมสําหรับหยอดดีเอ็นเอ เม่ือเจลมีการ
แข็งตัวเรียบรอยแลว ดึงหวีออกและนําไปใสลงในอางสําหรับรันเจล (chamber) ท่ีมีสารละลาย TBE 
buffer 1X อยู โดยบัฟเฟอรนั้นจะมีปริมาตรทวมผิวหนาของแผนเจล จากนั้นจึงหยอดผลผลิตพีซีอาร
ปริมาตร 3-5 ไมโครลิตร ท่ีผสมกับ dye ความเขมขน 6X ปริมาตร 3 ไมโครลิตร ลงไปในหลุม เม่ือ
หยอดผลผลิตพีซีอารครบทุกหลุม รวมท้ังดีเอ็นเอมาตรฐานขนาด 50 หรือ 100 คูเบส แลวปลอย
กระแสไฟฟาท่ีความตางศักย 100 โวลต เปนระยะเวลาประมาณ 30-40 นาที นําแผนเจลไปยอมใน
สารละลาย ethidium bromind เปนระยะเวลา 10 นาที แลวลางดวยการแชน้ํากลั่น เปนระยะเวลา 
10 นาที เพ่ือลาง ethidium bromind สวนเกินออก และนําไปวิเคราะหภาพเจลโดยใชชุด
ถายภาพอะกาโรสเจล (gel documentary system) ท่ีผานเครื่องสองแถบดีเอ็นเอ (UV 
transmission) 

 
3.2.4 การเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอดวยเทคนิคพีซีอาร 

นําดีเอ็นเอท่ีไดมาเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอในบริเวณคลอโรพลาสตดีเอ็นเอ (chloroplast 
DNA: cpDNA) ตําแหนง trnL intron ระหวาง trnL (UAA) 5’exon และ trnL (UAA) 3’exon ดวย
คูไพรเมอร c (CGAAATCGGTAGACGCTACG) และไพรเมอร d (GGGGATAGAGGGACTTGAAC) 
ตาม Taberlet et al. (1991) โดยปริมาตรสารท้ังหมดท่ีใชในการเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอเทากับ 25 
ไมโครลิตร ประกอบดวยดีเอ็นเอ 100 นาโนกรัม ไพรเมอร c และ d (Invitrogen) ความเขมขนไพร
เมอรละ 0.8 พิโคโมล (pM) ดีออกซีนิวคลีโอไทดความเขมขน 200 ไมโครโมล (µM) ดีเอ็นเอโพลีเมอ
เรสความเขมขน 1 ยูนิต บฟัเฟอร PCR ความเขมขน 1 เทา และน้ํา นําไปเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอท่ี
สภาวะดังนี้ ข้ัน initiation denaturing ท่ีอุณหภูมิ 94 องศาเซลเซียส 2 นาที 1 รอบ ตามดวย
ข้ันตอน denaturing ท่ีอุณหภูมิ 94 องศาเซลเซียส 1 นาที 30 วินาที ข้ัน annealing ท่ีอุณหภูมิ 55 
องศาเซลเซียส 2 นาที ข้ัน elongation ท่ีอุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส 2 นาที รวมท้ังหมด 35 รอบ 
และตามดวยข้ัน final elongation ท่ีอุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส 5 นาที 1 รอบ ตรวจสอบผลผลิต
พีซีอารโดยใชเทคนิคอะกาโรสเจลอิเล็กโตรโฟรีซิส ท่ีมีความเขมขนวุนอะกาโรสรอยละ 1 ใน
สารละลายบัฟเฟอร TBE ความเขมขน 1 เทา และเปรียบเทียบกับดีเอ็นเอเครื่องหมายขนาด 100 คู
เบส ท่ีกระแสไฟฟา 100 โวลต นานประมาณ 40 นาที ยอมสีเจลดวย ethidium bromind เปน
ระยะเวลา 10 นาที แลวลางดวยน้ํากลั่นนาน 10 นาที และนําไปวิเคราะหภาพเจลโดยใชเครื่อง Gel 
documentary system เก็บรักษาผลผลิตพีซีอารท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 
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3.2.5 การทําใหดีเอ็นเอบริสุทธิ์ 
การทําใหดีเอ็นเอบริสุทธิ์ดวยชุด GF-1 PCR clean-up kit ภายหลังจากการตรวจสอบ

แถบดีเอ็นเอของผลผลิตพีซีอารแลว นําผลผลิตพีซีอารท่ีตองการทําใหบริสุทธิ์ปริมาตร 18 ไมโครลิตร 
มาปรับปริมาตรดวย deionized water ใหเปน 100 ไมโครลิตร ในหลอดทดลองขนาด 1.5 มิลลิลิตร 
เติม PCR buffer ปริมาตร 500 ไมโครลิตร ลงในหลอดท่ีมีดีเอ็นเอ ผสมใหเขากันดวยการกลับหลอด
ไปมาเบาๆ ถาสีของสารละลายตัวอยางท่ีไดเปนสีสม/ชมพู/แดง ใหเพ่ิม 3 โมลาร (M) sodium 
acetate ปริมาตร 5 ไมโครลิตร (pH 5.2) สารละลายตัวอยางจะเปลี่ยนเปนสีเหลือง นําสารละลาย
ตัวอยางใสลงใน column แลวนําไปปนเหวี่ยงท่ีความเร็วรอบ 7,000 รอบตอนาที เปนระยะเวลา 1 
นาที เทสวนใสท่ีอยูใน column ออก แลวทําซํ้าในข้ันตอน PCR buffer อีก 1 ครั้ง ทําการลาง 
column ดวย wash buffer ซ่ึงมี ethanol เปนสวนประกอบ ปริมาตร 750 ไมโครลิตร แลวนําไป
ปนเหวี่ยงท่ีความเร็วรอบ 10,000 รอบตอนาที เปนระยะเวลา 1 นาที เทสวนใสท่ีอยูใน column 
ออก นํา column ท่ีเทสวนใสออกแลว ไปปนเหวี่ยงท่ีความเร็วรอบ 10,000 รอบตอนาที เปน
ระยะเวลา 1 นาที ข้ันตอนนี้เปนกําจัด ethanol ท่ีเหลือใหหมดไป ซ่ึงมีผลตอคุณภาพของดีเอ็นเอท่ี
ได เติม elution buffer ปริมาตร 60 ไมโครลิตร ลงใน column ท้ิงไวท่ีอุณหภูมิหองเปนระยะเวลา 
2 นาที สําหรับชิ้นสวนดีเอ็นเอท่ีมีขนาดใหญกวา 8 กิโลเบส ตองใชบัฟเฟอรท่ีอุนดวยอุณหภูมิ 65 -70 
องศาเซลเซียส จะชวยเพ่ิมประสิทธิภาพการชะตะกอนดีเอ็นเอไดดียิ่งข้ึน แลวนําไปปนเหวี่ยงท่ี
ความเร็วรอบ 10,000 รอบตอนาที เปนระยะเวลา 1 นาที แลวนําสารละลายดีเอ็นเอท่ีไดมา
ตรวจสอบแถบดีเอ็นเอโดยวิธีอะกาโรสเจลอิเล็กโตรโฟรีซิส ท่ีมีความเขมขนวุนอะกาโรสรอยละ 1 เก็บ
รักษาผลผลิตพีซีอารท่ีผานการทําใหบริสุทธิ์แลวไวท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เพ่ือเตรียมสงไป
วิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดตอไป 

 
3.2.6 การศึกษาหาความสัมพันธทางพันธุกรรมจากลําดับนิวคลีโอไทด 

นําผลผลิตพีซีอารดังกลาว สงวิเคราะหหาลําดับนิวคลีโอไทดท่ีบริษัท 1st BASE DNA 
Sequencing Division ประเทศมาเลเซีย นําผลขอมูลลําดับนิวคลีโอไทดแตละตัวอยางมาวิเคราะห
เปรียบเทียบหาความคลายคลึงผานโปรแกรม BLAST (Altschul และคณะ, 1990) เปรียบเทียบกับ
ฐานขอมูล GenBank และจัดจําแนกกลุม วิเคราะหหา phylogenetic tree ท้ังเปรียบเทียบหา
ความสัมพันธกับพืชนอกสกุล Barleria จํานวน 2 ตวัอยาง คือทองพันชั่ง (Rhinacanthus nasutus) 
และฟาทะลายโจร (Andrographis paniculata) ซ่ึงเปนพืชในวงศเดียวกัน โดยใชโปรแกรม BioEdit 
version 7.0.5.2 ในการตรวจสอบและแกไขความถูกตองของลําดับนิวคลีโอไทด นําลําดับนิวคลีโอ
ไทดท่ีไดมาทําการเปรียบเทียบความเหมือนของลําดับนิวคลีโอไทดระหวางตัวอยางแบบ multiple 
alignment ดวยโปรแกรม ClustalX version 1.83 และเปรียบเทียบความสัมพันธทางพันธุกรรม
ของสิ่งมีชีวิตโดยโปรแกรม Phylip package version 3.6 ท่ีรวมการใชงานหลายโปรแกรม คือ 
Seqboot, Dnadist, Neighbor และ Consense ซ่ึงในการศึกษานี้ใชคา Bootstrap เทากับ 1,000 
และใชวิธี Neighbor-joining เม่ือได phylogenetic tree หรือ MEGA 5 จึงกําหนดรูปแบบแผนภูมิ
ดวยโปรแกรม Tree view version 1.6.6 
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3.2.7 การเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอโดยเทคนิคอารเอพีดี 
 ในการเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอของตัวอยางโดยเทคนิคอารเอพีดี (RAPD) ซ่ึงดัดแปลงจาก
วิธีการของ William et al. (1990) เริ่มตนจากการคัดเลือกไพรเมอรท่ีมีความยาว 10 นิวคลีโอไทด 
และทําการคัดเลือกเฉพาะไพรเมอรท่ีสามารถเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอได โดยนําตัวอยางมาเพียง 4 
ตัวอยางพรอมเจือจางดีเอ็นเอของตัวอยางดังกลาวใหมีความเขมขน 100 นาโนกรัมตอไมโครลิตร เติม
สารเคมีท่ีเปนสวนประกอบในเทคนิค RAPD ลงในหลอดทดลองขนาด 0.2 มิลลิลิตร โดยปริมาตรสาร
ท้ังหมดท่ีใชในการเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอเทากับ 20 ไมโครลิตร ประกอบดวยดีเอ็นเอ 100 นาโนกรัม 
ความเขมขนไพรเมอร 1 พิโคโมล (pM) ดีออกซีนิวคลีโอไทดความเขมขน 200 ไมโครโมล (µM) ดีเอ็น
เอโพลีเมอเรสความเขมขน 1 ยูนิต แมกนีเซียมคลอไรด 2.5 มิลลิโมล (mM) บัฟเฟอร PCR ความ
เขมขน 1 เทา และน้ํา แลวผสมดวยเครื่อง vortex นําเขาเครื่องเพ่ิมปริมาณสารพันธุกรรม โดยใช
อุณหภูมิ เวลาและจํานวนรอบท่ีใช แสดงดังตารางท่ี 3.1 เม่ือไดผลผลิตพีซีอารแลว นํามาตรวจสอบ
ขนาดชิ้นดีเอ็นเอดวยเทคนิคอะกาโรสเจลอิเล็กโตรโฟรีซิส โดยใชอะกาโรสเจลท่ีมีความเขมขน 1.5 
เปอรเซ็นต 
 
ตารางท่ี 3.1 แสดงอุณหภูมิ เวลา และจํานวนรอบของแตละข้ันตอนท่ีใชในเทคนิค RAPD  
  

ข้ันตอน อุณหภูมิ เวลา จํานวนรอบ 
Predenaturing 94 องศาเซลเซียส 5 นาที 1 รอบ 
Denaturation 94 องศาเซลเซียส 1 นาที  

10 รอบ Annealing 37 องศาเซลเซียส 1 นาที 
Extension 72 องศาเซลเซียส 1 นาที  45 วินาที 

Denaturation 94 องศาเซลเซียส 1 นาที  
35 รอบ Annealing 56 องศาเซลเซียส 1 นาที 

Extension 72 องศาเซลเซียส 1 นาที  45 วินาที 
Final extension 72 องศาเซลเซียส 7 นาที  30 วินาที 3 รอบ 

 
3.2.8 การศึกษาหาความสัมพันธทางพันธุกรรมจากเทคนิคอารเอพีดี 

  แปลผลขนาดชิ้นดีเอ็นเอ หรือแถบดีเอ็นเอท่ีเกิดจากเทคนิคอารเอพีดีของแตละไพรเมอร
โดยการใหคะแนนแบบ binary โดยใหคะแนนเปน 1 เม่ือมีการปรากฏของแถบดีเอ็นเอ และให
คะแนนเปน 0 เม่ือไมมีการปรากฏของแถบดีเอ็นเอ ณ ตําแหนงเดียวกันของแตละตัวอยาง นําคะแนน
ท่ีเกิดข้ึนโดยใชดัชนีความคลายคลึง (similarity index, SI) โดย SI จะมีคาตั้งแต 0-1 โดย SI=0 
หมายถึงตัวอยางท่ีเปรียบเทียบกันไมมีแถบดีเอ็นเอท่ีเหมือนกันเลย SI=1 หมายถึงตัวอยางท่ี
เปรียบเทียบกันมีแถบดีเอ็นเอเหมือนกันท้ังหมด แลวนําขอมูลการปรากฏและไมปรากฏแถบดีเอ็นเอท่ี
บันทึกไดนั้นมาหาคาเปรียบเทียบความเหมือนและความแตกตาง โดยใชโปรแกรม NTsys ซ่ึงจะไดคา 
SI คา SI ท่ีไดสามารถนําคํานวณหาความแตกตางทางพันธุกรรมของประชากร (Genetic 
dissimilarity หรือ Genetic distance, D) จาก D = 1 – SI ตามวิธีของ Lynch (1990) แลวจึงสราง
แผนภูมิความสัมพันธทางพันธุกรรม (Dendrogram)   
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3.3 การทดสอบฤทธิ์ทางชีวภาพ 
 

3.3.1 การสกัดสารสกัดหยาบจากใบอังกาบ 
  เก็บตัวอยางใบอังกาบ นํามาลางใหสะอาด และทําการผึ่งลมใหแหงนาน 3-4 ชั่วโมง 

จากนั้นนําไปอบท่ีตูอบลมรอนท่ีอุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียส เปนระยะเวลาประมาณ 4-5 วัน เพ่ือ
กําจัดความชื้นออกจากตัวอยาง หรือรอจนกวาน้ําหนักของตัวอยางคงท่ี เม่ือแหงสนิทแลวนํามาบด
ดวยมือจะไดตัวอยางพืชท่ีมีลักษณะหยาบ นําไปสกัดดวยตัวทําละลายอินทรีย ไดแก เฮกเซน เอทิลอะ
ซิเตท และเอทานอล ตามลําดับ โดยเริ่มจากนําตัวอยางพืชหอดวยผาขาวบาง แลวแชในตัวทําละลาย
เฮกเซน โดยใชอัตราสวนใบอังกาบ (กรัม) ตอปริมาตรตัวทําละลาย (มิลลิลิตร) เทากับ 1: 10 หอ
ภาชนะดวยฟอยดเพ่ือปองกันไมใหสารตัวอยางโดนแสง ทําการเขยาตัวอยางบนเครื่องเขยาท่ีความเร็ว
รอบ 120 รอบตอนาที เปนระยะเวลา 24 ชั่วโมง นําท่ีเปนสารสกัดเก็บในภาชนะสะอาด นําสวนของ
ใบอังกาบไปสกัดซํ้าดวยสารละลายเฮกเซนอีกจํานวน 2 ครั้ง ครั้งละประมาณ 24 ชั่วโมง โดยเม่ือ 3 
ครั้ง นําสารสกัดจากใบอังกาบท่ีไดท้ังหมดมากรองเอาเฉพาะสวนใสดวยกระดาษกรอง whatman 
เบอร 1 นําสารละลายท่ีกรองไดใสในขวด pair shape ขนาด 1,000 มิลลิลิตร และนําไประเหยท่ี
เครื่องระเหยสุญญากาศแบบหมุน (rotary evaporator) ตั้งคาท่ีอุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส เม่ือ
ระเหยแลวจะได 2 สวน คือ สวนท่ีอยูใน pair shape เปนสารสกัดหยาบ (crude) ท่ีได จะไดสารสกัด
หยาบจากตัวทําละลายเฮกเซน และสวนท่ีอยูใน resovue เปนตัวทําละลายท่ีระเหยได นําใบอังกาบท่ี
ผานการสกัดดวยตัวทําละลายเฮกเซนตั้งท้ิงไวประมาณ 1 ชั่วโมง เพ่ือใหตัวทําละลายเฮกเซนระเหย 
จากนั้นนําใบอังกาบไปสกัดในตัวทําละลายเอทิลอะซิเตท และเอทานอล ตามลําดับ โดยทําวิธีเดียวกัน
กับการแชดวยตัวทําละลายเฮกเซน ดังแสดงในรูปท่ี 2.1 และนําสารสกัดหยาบท่ีไดในแตละตัวทํา
ละลายใสในขวดสีชาขนาดเล็กท่ีแหงสนิท และอบฆาเชื้อแลว บันทึกน้ําหนักและลักษณะของสาร เก็บ
ในท่ีเย็น เพ่ือนําไปใชในการทดลองตอไป พรอมนําบางสวนสงวิเคราะหหาองคประกอบทางเคมีของ
สารสกัดหยาบท่ีไดในแตละตัวทําละลาย โดยชั่งสารสกัดหยาบแตละตัวทําละลาย 50 มิลลิกรัม นํามา
ละลายในสารละลาย dimethylsulfoxide (DMSO) ปริมาตร 1 มิลลิลิตร และสงวิเคราะหดวย
เทคนิคแกสโครมาโทกราฟ/แมสสเปคโทรเมตรี (chromatography/mass spectrometry: GC-MS)  
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อบท่ีอุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียส จนใบแหง 
 

 
   

            
                                 แชในตัวทําละลายเฮกเซน 3 ครั้ง ครั้งละ 24 ชั่วโมง                                                         
                                                
 
 
 

แชในตัวทําละลายเอทิลอะซิเตท 3 ครั้ง ครั้งละ 24 ชั่วโมง 
 

                                                                   
                                                                                                            
 
             แชในตัวทําละลายเอทานอล 3 ครั้ง ครั้งละ 24 ชั่วโมง                                                                                 
                                                                                   

 
 
 
 

รูปท่ี 3.1 แสดงข้ันตอนการสกัดสารสกัดหยาบจากใบอังกาบ 
 

3.3.2 การทดสอบฤทธิ์ของสารสกัดหยาบตอเช้ือจุลินทรียดวยวิธี paper disc diffusion 
 

3.3.2.1 การเตรียมเชื้อจุลินทรียเพ่ือใชในการทดสอบ 
เชื้อจุลินทรีย ท่ีนํามาทดสอบแบงเปนแบคทีเรียแกรมบวก 3 ชนิดคือ 

Staphylococcus aureus ATCC 25923, Bacillus subtilis ATCC 6633 และ Micococus 
luteus ATCC 9341 แบคทีเรียแกรมลบ 2 ชนิด คือ 8Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853  
และ Escherichia coli ATCC 25922 การทดสอบฤทธิ์ในการตานเชื้อจุลินทรียดวยวิธี Paper disc 
diffusion ดัดแปลงมาจาก Farhana และคณะ (2009) โดยเชื้อแบคทีเรียจะเพาะเลี้ยงในอาหาร
เพาะเลี้ยงเชื้อชนิด 8Mueller-Hilton agar (MHA) ท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 ชั่วโมง 
เม่ือครบ 24 ชั่วโมงแลว เข่ียโคโลนีเดี่ยว (single colony) ของเชื้อท่ีตองการทดสอบมาทําใหอยูในรูป
สารละลายเซลลแขวนลอย โดยใสในหลอดทดลองท่ีมีอาหารเลี้ยงเชื้อชนิด 8Mueller-Hilton broth 
(MHB) ปริมาตรหลอดละ 3-5 มิลลิลิตร นําไปบมท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลาประมาณ 6 
ชั่วโมง เม่ือครบเวลานําไปตรวจสอบปริมาณของเชื้อ โดยการนํามาวัดความขุนท่ีความยาวคลื่น 620 

ใบอังกาบท่ีลางสะอาด 

ใบอังกาบท่ีแหง
 ใ ี่   

สารสกัดหยาบจาก
ตัวทําละลายเฮกเซน 

ใบอังกาบ 
 

สารสกัดหยาบจาก 
ตัวทําละลายเอทิลอะซิเตท 

สารสกัดหยาบจาก 
ตัวทําละลายเอทานอล 

ใบอังกาบ 

ใบอังกาบ 
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นาโนเมตร ปรับความขุนใหมีคาประมาณ 0.5 – 1 ซ่ึงจะไดเชื้อจุลินทรียประมาณ 10 8- 109  cfu/ml  
หรือนําไปเทียบความขุนกับสารละลาย McFarland 0.05 เพ่ือใหมีเชื้อจุลินทรียประมาณ 1 X 108  
cfu/ml  จากนั้นใชไมพันสําลีท่ีนึ่งฆาเชื้อจุมในเชื้อท่ีทราบความเขมขนแลว ซับใหแหงกับขางหลอด
ทดลอง นําไปเกลี่ย (swab) บางๆใหท่ัวบนผิวอาหารเลี้ยงเชื้อ เพ่ือใหชื้อจุลินทรียกระจายสมํ่าเสมอ
ท่ัวผิวหนาของอาหารเลี้ยงเชื้อ ท้ิงไวประมาณ 1 ชั่วโมง เพ่ือใหผิวหนาของอาหารเลี้ยงเชื้อแหง นําไป
ทดสอบฤทธิ์ของสารสกัดหยาบตอเชื้อจุลินทรียตอไป 

 
3.3.2.2 การเตรียมสารละลายจากสารสกัดหยาบ 

  นําสารสกัดหยาบท่ีไดจากการสกัดดวยตัวทําละลายตางๆ ไดแก เฮกเซน 
เอทิลอะซิเตท และเอทานอล มาละลายดวยเอทานอล 99.7 เปอรเซ็นต โดยชั่งสารสกัดหยาบ 100 
มิลลิกรัม จากนั้นเติมเอทานอล 99.7 เปอรเซ็นต ปริมาตร 1 มิลลิลิตร จะได stock ของสารสกัด
หยาบท่ีมีความเขมขน 100 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร นํา stock มาเจือจางดวยเอทานอล 99.7 
เปอรเซ็นต ใหไดสารสกัดหยาบท่ีมีความเขมขนเปน 50 และ 25 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร หยอดสารสกัด
หยาบจากใบอังกาบท่ีความเขมขน 100, 50 และ 25 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร 

 
3.3.2.3 การทดสอบฤทธิ์ตานเชื้อจุลินทรีย ดวยวิธี disc diffusion 

เม่ือไดสารละลายเซลลแขวนลอยท่ีมีจํานวนเซลลท่ีตองการแลว นําไมพันสําลี
ท่ีฆาเชื้อแลวจุมลงในสารละลายเซลลแขวนลอยมาเกลี่ยใหท่ัวหนาอาหารแข็งโดยแบคทีเรียจะ
เพาะเลี้ยงในอาหาร MHA จากนั้นรอใหผิวหนาอาหารแหง ทําการหยดชุดควบคุมเชิงบวก (Positive 
control) ซ่ึงใชยาปฏิชีวนะชนิด gentamycin ความเขมขน 125 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร และชุด
ควบคุมเชิงลบ (negative control) ใชตัวทําละลายเอทานอล 99.7 เปอรเซ็นต และสารสกัดหยาบท่ี
ระดับความเขมขนตางๆ ลงในกระดาษ AA paper disc ขนาดเสนผานศูนยกลาง 6 มิลลิเมตร ท่ีผาน
การนึ่งฆาเชื้อแลว โดยใชปริมาตร 20 ไมโครลิตรตอ paper disc จากนั้นรอใหแหง หรือท้ิงไวเปน
เวลาประมาณ 1 ชั่วโมง เพ่ือใหตัวทําละลายระเหยออก ใชปากคีบแผน paper disc วางลง และกด
เบาๆ บนอาหารในจานเพาะเลี้ยงท่ีทําการเกลี่ยเชื้อไวแลว โดยใหสารสกัดหยาบ ชุดควบคุมทางบวก 
และชุดควบคุมทางลบ อยูในจานเพาะเลี้ยงเดียวกัน ตามตําแหนงท่ีกําหนด (รูปท่ี 2.2) นําไปบมท่ี
อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 ชั่วโมง ตรวจผลโดยการวัดขนาดเสนผานศูนยกลางของ
บริเวณยับยั้ง (inhibition zone) ของสารสกัดหยาบ โดยในการวิเคราะหผลการทดลองนั้นจะ
วิเคราะหใน 3 ซํ้าโดยนํามาหาคาเฉลี่ย และในการวิเคราะหทางสถิตินําเสนอโดยใชคาเฉลี่ยท่ีไดจาก
การศึกษา เปรียบเทียบคาเฉลี่ยของกลุมทดลอง กับกลุมควบคุม 

 
3.3.3 การเพาะเล้ียงเซลลไลน 

 
3.3.3.1 การเพาะเลี้ยงเซลลชนิดเกาะติดพ้ืนผิว 

     เพาะเลี้ยงเซลลมะเร็งเตานมของมนุษยชนิด MCF7 (human breast 
cancer cell line: MCF7) เซลลมะเร็งลําไสใหญของมนุษยชนิด HT29 (human colon 
adenocarcinoma cell line: HT29) เซลลไตลิงชนิด Vero cell (African green monkey kidney 
cell line: Vero cell) เซลลมะเร็งตับของมนุษยชนิด HepG2 (human hepatoma cell line: 
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HepG2) และเซลลมะเร็งชองปากของมนุษยชนิด KB (human mouth epidermal 
adenocarcinoma cell line: KB) ซ่ึงเปนเซลลชนิดเกาะติดพ้ืนผิว โดยใชอาหารเพาะเลี้ยงเซลลชนิด 
RPMI ท่ีมี FBS 10 เปอรเซ็นต ในขวดเพาะเลี้ยงเซลลขนาด 25 ลูกบาศกเซนติเมตร การ subculture 
นั้นมีวิธีการปฏิบัติดังนี้ นําอาหารเกาท้ังหมดออกจากขวดเพาะเลี้ยงเซลล และลางดวยสารละลาย 
PBS ปริมาตร 3-5 มิลลิลิตร หลังการนําสารละลาย PBS ออก ใสสารละลายเอนไซมทริปซินความ
เขมขน 0.25 เปอรเซ็นต ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ท้ิงไวประมาณ 1-2 นาที ข้ึนกับชนิดของเซลลไลน 
เพ่ือใหเซลลเริ่มหลุดออกจากพ้ืนผิวยึดเกาะ เม่ือเซลลใกลหลุดโดยเซลลจะมีลักษณะกลม นํา
สารละลายเอนไซมทริปซินออก และเติมอาหารเพาะเลี้ยงเซลลท่ีมี FBS 10 เปอรเซ็นต ปริมาตร 2  
มิลลิลิตร เพ่ือหยุดปฏิกิริยาของสารละลายเอนไซมทริปซิน เคาะขวดเพาะเลี้ยงเซลลกับฝามือเบา 
หรือใชการดูด-ปลอยเซลลเบาๆ แบงใสขวดเพาะเลี้ยงเซลลใหม ปริมาตร 0.5 มิลลิลิตร และใสอาหาร
ใหไดปริมาตร 5 มิลลิลิตร จากนั้นนําไปบมในตูควบคุมอุณหภูมิท่ี 37 องศาเซลเซียส ท่ีมี
คารบอนไดออกไซด 5 เปอรเซ็นต เพ่ือเพ่ิมจํานวนเซลล กอนนําไปใชทดสอบกับสารสกัดหยาบตอไป 

 
3.3.3.2 การเพาะเลี้ยงเซลลชนิดแขวนลอย 

เพาะเลี้ยงเซลลมะเร็งเม็ดเลือดขาวของหนู16ชนิด P388 (murine 
lymphocytic leukemic cell ilne: P388) ซ่ึงเปนเซลลชนิดแขวนลอย โดยใชอาหารเลี้ยงเซลลชนิด 
RPMI 1640 ท่ีมี FBS 10 เปอรเซ็นต ในขวดเพาะเลี้ยงเซลลขนาด 25 ลูกบาศกเซนติเมตร โดยในการ 
subculture ทําไดโดยดูดเซลลท่ีเลี้ยงอยูในขวดเพาะเลี้ยงเซลลใสหลอดทดลองขนาด 10 มิลลิลิตร 
และนําไปปนเหวี่ยงท่ี 1500 รอบตอนาที เปนเวลา 5 นาที เม่ือครบเวลาเทสวนของอาหารเกาท้ิง 
แลวเขยาหลอดทดลองเบาๆ เพ่ือใหเซลลท่ีตกตะกอนกระจายตัว จากนั้นเติมอาหารใหมลงไป 5 
มิลลิลิตร ลงไปผสมกับเซลล ดูดพนใหเขากัน จากนั้นดูดเซลลใสลงในขวดเพาะเลี้ยงเซลล หรือนํา
อาหารเกาและเซลลออกจากขวดเพาะเลี้ยงเซลล แบงใสขวดเพาะเลี้ยงเซลลใหม ปริมาตร 0.5 
มิลลิลิตร ในกรณีท่ีมีเซลลจํานวนนอย และปริมาตร 0.3 มิลลิลิตร ในกรณีท่ีมีเซลลจํานวนมาก และใส
อาหารใหไดปริมาตร 5 มิลลิลิตร จากนั้นนําไปบมในตูควบคุมอุณหภูมิท่ี 37 องศาเซลเซียส ท่ีมี
คารบอนไดออกไซด 5 เปอรเซ็นต เพ่ือเพ่ิมจํานวนเซลล กอนนําไปใชทดสอบกับสารสกัดหยาบตอไป 

 
3.3.4 การทดสอบความเปนพิษตอเซลลไลนดวยวิธี MTT assay 

3.3.4.1 การปลูกเซลลใน 96 - wells plate   
 การทดสอบความเปนพิษตอเซลลโดยวิธี MTT assay โดยดัดแปลงวิธีการ

จาก Mosmarin (1983) และ Hussain และคณะ (1993) ในการทดลองนี้จะทําการศึกษากับเซลล 6 
ชนิด ทําไดโดยการเพาะเลี้ยงเซลลในอาหารดังท่ีกลาวมาแลว ในเซลลชนิดเกาะพ้ืนผิวทําการ 
trypsinization ดวยทริปซินท่ีความเขมขน 0.25 เปอรเซ็นต และสําหรับเซลลชนิด 16P388 เพาะเลี้ยง
ในอาหาร RPMI 1640 ท่ีมีซีรัม 10 เปอรเซ็นต นําเซลลท่ีไดมาปนเหวี่ยงท่ีความเร็วรอบ 1500 รอบ
ตอนาที เปนเวลา 5 นาที เทสวนใสท้ิง เติมอาหารท่ีใชในการเพาะเลี้ยงเลี้ยงเซลลลงไปปริมาตร 2 
มิลลิลิตร แบงมาทําการนับจํานวนเซลลดวยวิธีทริปแพนบลู จากนั้นปลูกเซลล โดยเซลลชนิด 16P388 
เริ่มตนปลูกเซลลจํานวน 0.8 X 105 เซลลตอมิลลิลิตร 16MCF7 และ KB เริ่มตนปลูกเซลลจํานวน 1 X 
105 เซลลตอมิลลิลิตร และเซลล 16HT29 HepG2 และ Vero cell เริ่มตนจํานวน 1.5 X 105 เซลลตอ
มิลลิลิตร ใสหลุมละ 100 ไมโครลิตร (0.8-1.5 X 104 เซลลตอหลุม) ลงใน 96-wells plate  หลังจาก
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นั้นนําไปบมในตูควบคุมอุณหภูมิท่ี 37 องศาเซลเซียส ท่ีมีคารบอนไดออกไซด  5 เปอรเซ็นต เปนเวลา 
24 ชั่วโมง 

 
3.3.4.2 การเตรียมสารละลายจากสารสกัดหยาบ 

  นําสารสกัดหยาบท่ีไดจากการสกัดดวยตัวทําละลายตางๆ ไดแก เฮกเซน 
เอทิลอะซิเตท และเอทานอล มาละลายดวย DMSO 100 เปอรเซ็นต โดยชั่งสารสกัดหยาบ 100 
มิลลิกรัม จากนั้นใส DMSO ปริมาตร 1 มิลลิลิตร จะได stock ของสารสกัดหยาบท่ีมีความเขมขน 
100 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร นํา stock มาเจือจางใหไดสารสกัดหยาบท่ีมีความเขมขนเริ่มตนเปน 4000 
ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร โดยดูดสารสกัดหยาบจาก stock ปริมาตร 200 ไมโครลิตร ผสมกับอาหาร
เพาะเลี้ยงเซลล RPMI 1640 ท่ีมี FBS 5 เปอรเซ็นต ปริมาตร 4800 ไมโครลิตร และทําการกรอง
สารละลายดวยแผนกรองขนาด 0.45 ไมโครเมตร จากนั้นเตรียมสารสกัดหยาบท่ีความเขมขนตางๆ 
คือ 4000, 2000, 1000, 250 และ 125 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร  เม่ือเพาะเลี้ยงเซลลใน 96 - wells 
plate ครบ 24 ชั่วโมง นํามาลงสารสกัดหยาบในระดับความเขมขนตางๆ ลงใน 96-wells plate 
หลุมละ 100 ไมโครลิตร โดยมีหลุมท่ีเพาะเลี้ยงเซลลท่ีไมตองใสสารสกัดหยาบแตใสอาหารใหมท่ีมี
ซีรัม 5 เปอรเซ็นต เพ่ือใชเปนกลุมควบคุม (control) หลุมท่ีใสเฉพาะอาหารท่ีมีซีรัม 5 เปอรเซ็นต 
เพ่ือใชเปน blank หลุมท่ีใส DMSO ท่ีเจือจางในอาหารท่ีเติมซีรัม 5 เปอรเซ็นต ท่ีระดับความเขมขน 
2 เปอรเซ็นต เพ่ือใชเปนกลุมควบคุมเชิงลบ (negative control) ในการตรวจสอบวาผลการทดลอง
เปนผลมาจาก DMSO หรือไม และหลุมท่ีใสสารท่ีมีฤทธิ์ในการยั้บยังการเจริญของเซลล โดยใน
การศึกษาครั้งนี้ใชสารละลาย MitomycinC (MMC) เจือจางในอาหารท่ีเติมซีรัม 5 เปอรเซ็นต เพ่ือใช
เปนกลุมควบคุมเชิงบวก (positive control) โดยตองมีการศึกษาความเขมขนท่ีเหมาะสมกอนการ
นํามาใช จากนั้นนําไปบมในตูควบคุมอุณหภูมิท่ี 37 องศาเซลเซียส ท่ีมีคารบอนไดออกไซด 5 
เปอรเซ็นต เปนเวลา 24 ชั่วโมง 
 

3.3.4.3 การทดสอบความเปนพิษตอเซลลดวยวิธี MTT 
 เม่ือบมเซลลในสารสกัดหยาบเปนระยะเวลา 20 ชั่วโมง นํา 96 – wells 

plate มาใสสารละลาย MTT ท่ีมีความเขมขน 2 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร หลุมละ 50 ไมโครลิตร 
จากนั้นหุม 96 – wells plate ดวยกระดาษฟรอยดเพ่ือปองกันแสง นําไปบมตอในตูควบคุมอุณหภูมิ
ท่ี 37 องศาเซลเซียสเปนเวลา 4 ชั่วโมง เม่ือครบเวลาทําการดูดอาหารท่ีมีสารละลาย MTT โดยใช
เครื่องดูดสาร หรือการคว่ําลงเบาๆบนกระดาษซับ จากนั้นละลายผลึกฟอรมาซานโดยเติมสารละลาย 
DMSO: ethanol 95% ปริมาตร 1: 1 หลุมละ 100 ไมโครลิตร นําไปวัดคาการดูดกลืนแสงดวยเครื่อง 
Micro plate reader ท่ีความยาวคลื่น 570  นาโนเมตร คาการดูดกลืนแสงท่ีวัดไดนํามาคํานวณหา
เปอรเซ็นตการมีชีวิตรอดของเซลล วาดกราฟระหวางคาเปอรเซ็นตการมีชีวิตรอด และความเขมขน
ของสารสกัดท่ีใชทดสอบ ในแกน y และ x ตามลําดับ จากนั้นหาความเขมขนของสารสกัดท่ีทําใหคา
การการมีชีวิตของเซลลลดลงครึ่งหนึ่ง (50% cytotoxicity: CC50) 

 


