
บทที่ 4 
ผล และอภิปรายผลการทดลอง 

 
4.1 แหลงท่ีมาของตัวอยาง 

 
ตัวอยางของพืชในสกุล Barleria ท่ีใชในการศึกษาทดลองครั้งนี้มีตัวอยางท้ังหมด 18 ตัวอยาง โดย

เก็บรวบรวมตัวอยางจากจังหวัดตางๆ ในประเทศไทย ดังตารางท่ี 4.1 ตัวอยางพืชในสกุล Barleria ท่ีนํามา
ศึกษาสามารถแบงออกเปน 6 กลุม คืออังกาบ (Barleria  cristata) อังกาบหนู (Barleria prionitis) 
เสลดพังพอนตัวผู (Barleria lupulina) สังกรณี (Barleria strigosa) ระงับพิษ (Barleria siamensis) 
และพืชในสกุล  Barleria โดยไดรับการจําแนกและระบุชนิดจากคุณวินัย สมประสงค  หัวหนากลุมวิจัยเพ่ือ
การคุมครองพันธุพืช กรมวิชาการเกษตร รวมท้ังเก็บตัวอยางทองพันชั่ง (Rhinacanthus nasutus) และ
ฟาทะลายโจร (Andrographis paniculata) ท่ีใชเปนตัวอยางนอกสกุล สําหรับตัวอยางพืชท่ีใชสําหรับการ
สกัดสาร เก็บตัวอยางใบอังกาบ (BR02) จากตนท่ีมาจากพิพิธภัณฑพืชสิรินธร กองคุมครองพันธุพืช กรม
วิชาการเกษตร และนํามาปลูกจนไดพืชอายุประมาณ 2 ป เพ่ือใชใบในการสกัดสารตอไป 

 

4.2  ผลการศึกษาความหลากหลายทางพันธุกรรมดวยเทคนิคระดับโมเลกุล 
 
4.2.1 ผลการตรวจสอบคุณภาพและปริมาณดีเอ็นเอ 

จากการสกัดดีเอ็นเอตัวอยางพืชในสกุล Barleria  จํานวน 18 ตัวอยาง และพืชนอกสกุล 
Baleria จํานวน 2 ตัวอยาง ดวยวิธี CTAB จากนั้นนําดีเอ็นเอท่ีไดไปตรวจสอบคุณภาพและปริมาณดวย
การวัดคาการดูดกลืนแสงดวยความยาวคลื่น 260 และ 280 นาโนเมตร พบวาดีเอ็นเอท่ีไดจะมีความเขมขน
และความบริสุทธิ์ของดีเอ็นเอ ดังตารางท่ี 4.2 จากนั้นนําดีเอ็นเอท่ีไดไปทําการแยกดวยเทคนิคอะกาโรสเจล 
อิเล็กโตรโฟรีซิส โดยเปรียบเทียบกับดีเอ็นเอมาตรฐานขนาด 1000 คูเบส 

  
4.2.2 ผลการเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอดวยเทคนิคพีซีอาร 

จากการนําดีเอ็นเอท่ีสกัดไดจากพืชในสกุล Barleria จํานวน 16 ตัวอยาง และพืชนอกสกุล 
Baleria จํานวน 2 ตัวอยาง ดังตัวอยางตามตารางท่ี 4.1 มาทําการเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอบริเวณตําแหนง 
trnL-trnF ของคลอโรพลาสต โดยการใชไพรเมอร C (5’ -CGAAATCG GTAGACGCTACG -3’) และ F 
(5’- ATTTGAACTGGTG ACACG AG -3’) มีการทํา Negative ซ่ึงเปนชุดการทดลองท่ีใสสารท่ีเปน 
Master mix (Master mix คือสารท่ีใชในการเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอ ประกอบดวย PCR buffer, mix dNTP, 
taq DNA polymerase และไพรเมอร) เหมือนกับชุดการทดลองอ่ืน แตไมใสดีเอ็นเอตนแบบ เพ่ือ
เปรียบเทียบวาสารท่ีใชทํา Master mix นั้นไมผิดพลาด จากนั้นนําผลิตภัณฑพีซีอารท่ีไดมาแยกดวย
เทคนิคอะกาโรสเจลอิเล็กโตรโฟรีซิสเทียบกับดีเอ็นเอมาตรฐานขนาด 100 คูเบส พบวาไพรเมอร C และ F 
สามารถเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอของพืชท้ัง 18 ตัวอยางได โดยพบวาชิ้นสวนดีเอ็นเอมีขนาดประมาณ 930-967 
คูเบส ดังแสดงขนาดเฉพาะตัวอยาง BR01- BR14 และพืชนอกสกุล Baleria OG15 - OG16 ในรูปท่ี 4.1 
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ตารางท่ี 4.1 รหัส ชื่อสามัญ ชื่อวิทยาศาสตร และแหลงท่ีมาของตัวอยางพืชท่ีใชในการศึกษา 
 

รหัส ช่ือสามัญ ช่ือวิทยาศาสตร จังหวัด 
เทคนิค 

PCR RAPD 
BR01 เสลดพังพอนตัวผู Barleria  lupulina ปราจีนบุรี   
BR02 อังกาบ Barleria  cristata กรุงเทพ   
BR03 สังกรณี Barleria  strigosa ฉะเชิงเทรา   
BR04 อังกาบหนู Barleria prionitis กรุงเทพ   
BR05 เสลดพังพอนตัวผู Barleria  lupulina นาน   
BR06 อังกาบ  Barleria  cristata สระบุรี   
BR07 เสลดพังพอนตัวผู Barleria  lupulina ราชบุรี   
BR08 เสลดพังพอนตัวผู Barleria  lupulina แมฮองสอน   
BR09 อังกาบหนู Barleria prionitis ปราจีนบุรี   
BR10 สังกรณี Barleria  strigosa ปราจีนบุรี   
BR11 สังกรณี Barleria  strigosa ชลบุร ี   
BR12 อังกาบหนู Barleria prionitis นาน   
BR13 ระงับพิษ Barleria siamensis ชลบุร ี   
BR14 อังกาบใบเล็ก  Barleria  cristata ชลบุร ี   
BR17 อังกาบ (ดอกมวงขาว) Barleria  cristata สระบุรี   
BR18 สังกรณี (ใบมีขนมาก) Barleria  strigosa นครศรีธรรมราช   
BR19 เสลดพังพอนตัวผู Barleria  lupulina สระบุรี   
BR20 สกุล  Barleria Barleria sp. ชลบุร ี   
OG15 ทองพันชั่ง Rhinacanthus nasutus ชลบุร ี   
OG16 ฟาทลายโจร Andrographis paniculata สระบุรี   
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ตารางท่ี 4.2 คาความเขมขนของดีเอ็นเอ และความบริสุทธิ์ของดีเอ็นเอจากตัวอยางพืชท่ีใชในการศึกษา 
 

รหัส ช่ือสามัญ ความเขมขนของดีเอ็นเอ 
(ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร) 

ความบริสุทธิ์ของดีเอ็นเอ 
(คาดูดกลืนแสงท่ี 260/280) 

BR01 เสลดพังพอนตัวผู 162.27 1.67 
BR02 อังกาบ 284.53 1.39 
BR03 สังกรณี 414.16 1.30 
BR04 อังกาบหนู 465.52 1.32 
BR05 เสลดพังพอนตัวผู 205.69 1.87 
BR06 อังกาบ 273.50 1.34 
BR07 เสลดพังพอนตัวผู 284.68 1.22 
BR08 เสลดพังพอนตัวผู 2,032.04 1.26 
BR09 อังกาบหนู 373.30 1.27 
BR10 สังกรณี 149.46 1.28 
BR11 สังกรณี 159.90 1.33 
BR12 อังกาบหนู 402.88 1.27 
BR13 ระงับพิษ 310.89 1.16 
BR14 อังกาบใบเล็ก  300.00 1.29 
BR17 อังกาบ (ดอกมวงขาว) 419.7 1.75 
BR18 สังกรณี (ใบมีขนมาก) 300.00 1.25 
BR19 เสลดพังพอนตัวผู 250.00 1.15 
BR20 สกุล  Barleria 325.00 1.28 
OG15 ทองพันชั่ง 330.77 1.95 
OG16 ฟาทลายโจร 67.02 1.25 
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รูปท่ี 4.1 แสดงผลผลิตพีซีอารท่ีไดจากการเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอบริเวณตําแหนง trnL-trnF ของ 
  คลอโรพลาสต ซ่ึงกําหนดให lane ท่ี 1 คือ ดีเอ็นเอมาตรฐานขนาด 100 คูเบส lane ท่ี 

2-17 คือ BR01- BR14, OG15 และ OG16 ตามลําดับ 
 

4.2.3 ความสัมพันธทางพันธุกรรมดวยลําดับนิวคลีโอไทด 
วัตถุประสงคของงานวิจัยนี้ คือศึกษาความสัมพันธทางวิวัฒนาการของพืชในสกุล Barleria 

จํานวน 16 ตัวอยาง และพืชนอกสกุล Barleria จํานวน 2 ตัวอยาง คือทองพันชั่ง (Rhinacanthus 
nasutus) และฟาทะลายโจร (Andrographis paniculata) เม่ือนําไปเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอดวยเทคนิค
ปฏิกิริยาลูกโซพอลิมอรเรสบริเวณ trnL-trnF ของคลอโรพลาสตดีเอ็นเอ พบชิ้นดีเอ็นเอมีขนาด 930-967 
คูเบส จากการนําผลผลิตพีซีอารท่ีไดมาทําใหบริสุทธิ์ดวยชุด Kit GF-1 AmbiClean และสงหาลําดับนิวคลี
โอไทด นํานิวคลีโอไทดท่ีไดมาวิเคราะห โดยทําการตัดความยาวของลําดับนิวคลีโอไทดดวยโปรแกรม 
Bioedit และวิเคราะหความสัมพันธทางพันธุกรรมในรูปของสายสัมพันธทางวิวัฒนาการ (Phylogenetic 
tree) ดวยโปรแกรม MEGA 5 ดังแสดงในรูปท่ี 4.2 พบวาพืชในสกุล Barleria ท่ีศึกษา มีความแตกตางกัน
ในแตละสปชีสอยางชัดเจน โดยดูจากคา bootstrap ซ่ึงเปนคาทดสอบความเชื่อม่ันของ phylogenetic 
tree บงบอกจํานวนขอมูลท่ีเกิดจากการสุมขอมูลตัวอยางเปรียบเทียบกันซํ้าๆ สามารถแบงออกเปน 6 
กลุม ดังนี้ 

กลุมท่ี 1 กลุมตัวอยางของเสลดพังพอนตัวผู (Barleria lupulina) ประกอบดวยตัวอยางท่ี 
BR01, BR05, BR07 และ BR08 ซ่ึง 4 ตัวอยางเปนใบของเสลดพังพอนตัวผูท่ีนํามาจากจังหวัดปราจีนบุรี 
จังหวัดนาน จังหวัดราชบุรี และจังหวัดแมฮองสอน ตามลําดับ  
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กลุมท่ี 2 กลุมตัวอยางของอังกาบหนู (Barleria prionitis) ประกอบดวยตัวอยางท่ี BR04, 
BR09 และ BR12 ซ่ึงท้ัง 3 ตัวอยางเปนใบของอังกาบหนูท่ีนํามาจากกรมสงเสริมวิชาการการเกษตร 
กรุงเทพมหานคร จังหวัดปราจีนบุรี และจังหวัดนาน ตามลําดับ  

กลุมท่ี 3 กลุมตัวอยางของสังกรณี (Barleria strigosa) ประกอบดวยตัวอยางท่ี BR03, 
BR10 และ BR11 ซ่ึงท้ัง 3 ตัวอยางเปนใบของสังกรณีท่ีนํามาจากสวนพฤกษศาสตรภาคตะวันออก (เขาหิน
ซอน) จังหวัดฉะเชิงเทรา จังหวัดปราจีนบุรี และจังหวัดชลบุรี ตามลําดับ  

กลุมท่ี 4 กลุมตัวอยางของอังกาบ (Barleria cristata) ประกอบดวยตัวอยางท่ี BR02, 
BR06, BR14 และ BR17 ซ่ึงท้ัง 4 ตัวอยางเปนใบของกรุงเทพมหานคร จังหวัดสระบุรี จังหวัดชลบุรี และ
จังหวัดสระบุรี ตามลําดับ โดยท่ี BR14 มีลักษณะใบเล็ก สวน BR17 มีลักษณะดอกสีขาวและมวงในดอก
เดียวกัน 

กลุมท่ี 5 กลุมตัวอยางของสังกรณีท่ีใบมีขนมาก (Barleria strigosa) จากจังหวัด
นครศรีธรรมราช 

กลุมท่ี 6 กลุมตัวอยางของพืชนอกสกุล Barleria จํานวน 2 ตัวอยาง คือทองพันชั่ง 
(Rhinacanthus nasutus) และฟาทะลายโจร (Andrographis paniculata) รวมท้ังตัวอยางท่ี BR13 
หรือระงับพิษ (Barleria siamensis) 

เม่ือนําลําดับนิวคลีโอไทดมาศึกษาความสัมพันธเชิงวิวัฒนาการสามารถจําแนกกลุมตัวอยางพืช
ไดเปน 6 กลุม ตามชนิดของพืช โดยเสลดพังพอนตัวผู (B. lupulina: กลุม 1) แสดงความใกลชิดกับอังกาบ
หนู (B. prionitis: กลุมท่ี 2) และสังกรณี (B. strigosa: กลุม 3) แสดงความใกลชิดกับอังกาบ (B. cristata: 
กลุม 4) ซ่ึงสอดคลองกับลักษณะทางสัณฐานวิทยาท่ีพบวาอังกาบหนูและเสลดพังพอนตัวผูเปนพืชท่ีมีหนาม 
และมีดอกสีเหลือง สําหรับและสังกรณีและอังกาบ เปนพืชท่ีไมมีหนาม และมีดอกสีชมพู มวง ดังแสดงใน
รูปท่ี 4.3A-D กลุมท่ี 5 มีเพียงสังกรณีตัวอยางท่ี BR18 ซ่ึงเม่ือศึกษาเพ่ิมเติมพบวาเปนชนิดหญาหัวนาค (B. 
strigosa var. polytricha) ท่ีแยกออกไปจากสังกรณีอ่ืนอยางชัดเจน จึงควรมีการทบทวนเรื่องการจัด
จําแนกของพืชชนิดนี้ตอไป และกลุมท่ี 6 ประกอบดวยฟาทะลายโจร (A. paniculata) และทองพันชั่ง (R. 
nasutus) ซ่ึงเปน outgroup รวมท้ังระงับพิษ (B. siamensis) ซ่ึงแสดงความแตกตางมากกวาพืชในสกุล 
Barleria 
 จากการศึกษาความแตกตางของลําดับนิวคลีไอไทดบริเวณ intron ของ trnL และ intergenic 
spacer (IGS) ระหวาง 3’exon trnL และ trnF exon ของคลอโรพลาสตดีเอ็นเอ พบวาหญาหัวนาคแสดง
ความสัมพันธกับสังกรณีในระดับต่ํา แมวาเปนพืชชนิดเดียวกัน ซ่ึงสังกรณี (B. strigosa) เปนไมพุม สูง 0.3-
1 เมตร แตกกอเปนพุมขนาดเล็ก ใบของสังกรณีมีโคนใบสอบเรียว กานใบยาวประมาณ 1.5 เซนติเมตร ขน
สั้นหยาบประปราย ใบรูปไขกวาง ปลายใบเรียวแหลม ดอกเปนชอแบบชอลดรูป ดอกเปนกระจุกแนน เรียง
ขางเดียว หันไปทางปลายก่ิง ในแนวระนาบกับลําตน ใบประดับ 2 อัน รูปไขปลายแหลม ใบประดับขนาด
เล็กเรียง 2 แถวซอนกันดานลางของแกนชอดอก มีขนาด 1-1.5X2-2.7 เซนติเมตร ดอกสีมวง หรือมวงออน  
โคนเชื่อมเปนหลอดวงกลีบรูปแตร ปลายแยก 5 หยัก การเรียงกลีบแบบหยักวงกลีบขนาดเล็ก 2 หยัก 
ซอนทับหยักวงกลีบขนาดใหญ 3 หยัก พบขนตอมจํานวนมากตลอดหลอดวงกลีบ เกสรเพศผูสืบพันธุได 2 
เกสร ขนาดยาวกวาเกสรเพศผูเปนหมัน 2 เกสร เกสรเพศเมีย 1 เกสร มีรังไขและกานชูเกสรเพศเมียเกลี้ยง 
ผลเปนผลแหงแตก ยาวประมาณ 1.8-2 เซนติเมตร เกลี้ยง สีดําเปนมัน มี 4 เมล็ด เรียงไปทางข้ัวผล ซ่ึงตาง
จากหญาหัวนาค (B. strigosa var. polytricha) ท่ีเปนไมพุม สูง 1-3 เมตร ไมแตกกอ โคนใบรูปลิ่ม กาน
ใบยาวประมาณ 0.5 เซนติเมตร ขนสั้นหยาบหนาแนน ใบรูปไขแคบ โคนใบรูปลิ่ม ปลายใบแหลม ดอกมี
ลักษณะคลายกับสังกรณี ยกเวนพบขนสั้นหนาแนนบริเวณใบและใบประดับ ดังนั้นแมวามีการตั้งชื่อซํ้าชนิด
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กัน แตโครงสรางภายนอกของสังกรณี (B. strigosa Willd.) พบมีความแตกตางจากหญาหัวนาค (B. 
strigosa var. polytricha (Wall.) R. Ben. อยางชัดเจนท้ังความสูง (รูปท่ี4.4 A) รูปรางใบ ความหนาแนน
ของขนท่ีบริเวณใบ (รูปท่ี4.4 B และ C) และดอก กลีบประดับมีปลายเรียวแหลม สอดคลองกันกับ
การศึกษาของ Imlay (1938) อยางไรก็ตามในการเรียกชื่อทองถ่ินของพืชมีหลากหลาย เชน สังกรณี 
กําแพงใหญ ข้ีไฟนกคุม เท่ิงดี หญาหงอนไก และหญาหัวนาค เปนตน ดังนั้นจึงควรมีการศึกษาขอมูลดาน
โมเลกุลเพ่ิมเติม และทบทวนเรื่องการจัดจําแนกของพืชชนิดนี้ตอไป 

 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
รูปที่ 4.2 เดนโดรแกรมแสดงความสัมพันธทางวิวัฒนาการของพืชในสกุล Barleria ดวยวิธี neighbor-

joining จากโปรแกรม MEGA 5 โดยสุมคา bootstrap เทากับ 1,000 
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รูปท่ี 4.3 แสดงลักษณะของดอกในพืชสกุล Barleria (A) สังกรณี (B. strigosa) (B) อังกาบ  
 (B. cristata) (C) อังกาบหนู (B. prionitis) และ (D) เสลดพังพอนตัวผู (B. lupulina) 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปที่ 4.4 เปรียบเทียบลักษณะของสังกรณีและหญาหัวนาค (A) ความสูงของสงักรณี (ซาย) และ 
 หญาหัวนาค (ขวา) (B) ใบมีขนสั้นหยาบหนาแนนของหญาหัวนาค และ (C) ใบมีขนสัน้ปริมาณ

เล็กนอยของสังกรณี 
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4.2.4 ความสัมพันธทางพันธุกรรมดวยเทคนิคอารเอพีดี 
 จากการคัดเลือกไพรเมอรท่ีเหมาะสม โดยนําดีเอ็นเอท่ีสกัดไดของพืชในสกุล Barleria  
จํานวน 4 ตัวอยางมาเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอดวยไพรเมอรขนาดความยาว 10 นิวคลีโอไทด จํานวน 74 ไพร
เมอร สามารถสังเคราะหดีเอ็นเอไดจํานวน 23 ไพรเมอร ดังแสดงชื่อ และลําดับนิวคลีโอไทดในตารางท่ี 4.3 
แตเม่ือนํามาทําการทดลองกับกลุมตัวอยางท้ังหมด 15 ตัวอยาง พบวามีเพียง 10 ไพรเมอรเทานั้นท่ี
สามารถเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอได และสามารถวิเคราะหผลได คิดเปน 43.48 เปอรเซ็นต เม่ือพิจารณาแถบดี
เอ็นเอท่ีเกิดข้ึนท้ังหมดจากการใชไพรเมอรแตละชนิดนั้น พบวาจํานวนและขนาดของชิ้นดีเอ็นเอท่ีไดนั้น
แตกตางกัน การเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอดวยเทคนิคอารเอพีดี โดยไพรเมอรท้ัง 10 ไพรเมอรนั้น พบวาจํานวน
แถบดีเอ็นเอในแตละไพรเมอรมีจํานวนตั้งแต 11 แถบ (OPC-02  และ OPC-04) จนถึง 22 แถบ (OPA-18) 
และไดแถบดีเอ็นเอท้ังหมด 152 แถบ เฉลี่ย 15.20 แถบตอไพรเมอร ซ่ึงแถบดีเอ็นเอท่ีไดนั้นมีขนาดตั้งแต 
250-2500 คูเบส ดังตารางท่ี 4.4 

เม่ือนํามาวิเคราะหคาความคลายคลึงโดยอาศัยคาพารามิเตอรของ Jaccard แสดงเปนคาความ
คลายคลึงทางพันธุกรรม (Genetic similarity) ของแตละตัวอยางนั้น พบวาตัวอยางท่ีอยูในสปชีสเดียวกัน
จะมีคาความคลายคลึงสูง 

กลุมท่ี 1 กลุมตัวอยางของเสลดพังพอนตัวผู (B. lupulina) ประกอบดวยตัวอยางท่ี BR01, BR05, 
BR07, BR08 และ BR19 โดยตัวอยาง BR05 และ BR19 มีคาความคลายคลึงกันสูงท่ีสุด (0.703) และ
ตัวอยาง BR01 และ BR19 มีคาความคลายคลึงกันนอยท่ีสุด (0.167)  

กลุมท่ี 2 กลุมตัวอยางของอังกาบหนู (B. prionitis) ประกอบดวยตัวอยางท่ี BR04, BR09 และ 
BR12 โดยตัวอยาง BR04 และ BR09 มีคาความคลายคลึงกันสูงท่ีสุด (0.684) และตัวอยาง BR12 แตกตาง
จากตัวอยางอ่ืนๆในกลุมมากท่ีสุด 

กลุมท่ี 3 กลุมตัวอยางของสังกรณี (B. strigosa) ประกอบดวยตัวอยางท่ี BR03, BR10 และ 
BR18 โดยตัวอยาง BR03 และ BR10 มีคาความคลายคลึงกันสูงท่ีสุด (0.677) และตัวอยาง BR18 หรือ
หญาหัวนาค (B. strigosa var. polytricha) ท่ีแยกออกไปจากสังกรณีอ่ืนอยางชัดเจน สอดคลองกับผล
ของลําดับนิวคลีโอไทด 

กลุมท่ี 4 กลุมตัวอยางของอังกาบ (B. cristata) ประกอบดวยตัวอยางท่ี BR06, BR14 และ 
BR17 ซ่ึงท้ัง 3 ตัวอยางมีคาความคลายคลึงกันสูงระหวาง 0.500-0.600  

แตอยางไรก็ตามตัวอยาง BR20 ท่ีไมสามารถระบุกลุมแนชัดมีแนวโนมท่ีจะอยูในกลุมหรือสปชีส
เดียวกับสังกรณีเนื่องจากมีคาความคลายคลึงกับตัวอยางท่ี BR10 และ BR 18 เทากับ 0.348 และ 0.379 
ตามลําดับ ดังคาความคลายคลึงในรูปท่ี 4.5  

การวิเคราะหคาดัชนีความใกลชิดทางพันธุกรรมดวยวิธีของ Jaccard ดวยโปรแกรม NTSYS 
version2.01e มีคาระหวาง 0.14-0.70 และเม่ือสรางเดนโดรแกรมโดยวิธี UPGMA สามารถแบงแยก
ตัวอยางพืชในสกุลนี้ไดท้ังหมด 3 กลุมใหญ โดยกลุมท่ี 1 มีจํานวน 5 ตัวอยาง คือBR01, BR05, BR07, 
BR08 และ BR19 ซ่ึงเปนตัวอยางพืชเฉพาะเสลดพังพอนตัวผู (B. lupulina) กลุมท่ี 2 มีเฉพาะตัวอยางของ
อังกาบหนู (B. prionitis) ประกอบดวยตัวอยาง 3 ตัวอยาง คือ BR04, BR09 และ BR12 และกลุมท่ี 3 
ประกอบดวยกลุมตัวอยางอังกาบ (B. cristata) กลุมตัวอยางสังกรณี (B. strigosa) และตัวอยาง BR18 
หรือหญาหัวนาค (B. strigosa var. polytricha) รวมท้ังตัวอยาง BR20 ท่ีไมสามารถระบุกลุมแนชัดมี
แนวโนมท่ีจะอยูในกลุมหรือสปชีสเดียวกับอังกาบ และสังกรณี ดังแสดงเดนโดแกรมในรูปท่ี 4.6 
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ตารางท่ี 4.3 ชนิด และลําดับนิวคลีโอไทดของไพรเมอรท่ีใชในเทคนิคอารเอพีดี 
(www.synthesisgene.com) 
 

ลําดับท่ี ไพรเมอร ลําดับเบส (5’-3’) 
1 OPA-01 CAGGCCCTTC 
2 OPA-02 TGCCGAGCTG 
3 OPA-03 AGTCAGCCAC 
4 OPA-05 AGGGGTCTTG 
5 OPA-06 GGTCCCTGAC 
6 OPA-08 GTGACGTAGG 
7 OPA-10 GTGATCGCAG 
8 OPA-11 CAATCGCCGT 
9 OPA-12 TCGGCGATAG 
10 OPA-13 CAGCACCCAC 
11 OPA-14 TCTGTGCTGG 
12 OPA-15 TTCCGAACCC 
13 OPA-16 AGCCAGCGAA 
14 OPA-17 GACCGCTTGT 
15 OPA-18 AGGTGACCGT 
16 OPA-20 GTTGCGATCC 
17 OPC-02 GTGAGGCGTC 
18 OPC-04 CCGCATCTAC 
19 OPH-02 TCGGACGTGA 
20 OPH-05 AGTCGTCCCC 
21 OPH-08 GAAACACCCC 
22 OPH-12 ACGCGCATGT 
23 OPH-20 GGGAGACATC 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 

http://www.synthesisgene.com/
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ตารางท่ี 4.4 ชนิดของไพรเมอร จํานวนแถบดีเอ็นเอ และขนาดของดีเอ็นเอท่ีไดจากการเพ่ิมปริมาณ 
 ดีเอ็นเอดวยเทคนิคอารเอพีดีของพืชในสกุล Barleria  

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
รูปท่ี 4.5 แสดงคาความเหมือน (similarity matrix) ของพืชในสกุล Barleria ท่ีไดจากการศึกษา

ดวยเทคนิคอารเอพีดี 
 

 

ไพรเมอร จํานวนแถบดีเอ็นเอ ขนาดของช้ินดีเอ็นเอท่ีสังเคราะหได (คูเบส) 
OPA-01 15 400-1500 
OPA-12 12 500-2000 
OPA-16 20 300-2500 
OPA-18 22 450-2500 
OPA-20 12 450-2000 
OPC-02 11 450-2000 
OPC-04 11 450-1700 
OPC-05 18 450-2000 
OPH-08 15 250-1600 
OPH-12 16 250-1200 
Totol 152  
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รูปท่ี 4.6 แสดงเดนโดรแกรมความสัมพันธของพืชในสกุล Barleria จํานวน 15 ตัวอยาง ท่ีได

จากการศึกษาดวยเทคนิคอารเอพีดี เม่ือวิเคราะหโดยใช Jaccard coefficients ดวย 
UPMGA  
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4.3 ผลการวิเคราะหองคประกอบทางเคมี 
 
การวิเคราะหหาองคประกอบทางเคมีของสารสกัดหยาบจากใบอังกาบในชั้นเฮกเซน เอทิลอะซิเตท 

และเอทานอล ดวยเทคนิคแกสโครมาโทกราฟ/แมสสเปคโทรเมตรี (chromatography/mass 
spectrometry: GC-MS) โดยในการศึกษาหาองคประกอบทางเคมีของสารสกัดหยาบในชั้นเฮกเซน 
เอทิลอะซิเตท และเอทานอล พบสารท้ังหมด 35, 27 และ 22 พีค ตามลําดับ ปริมาณสารท่ีพบท่ีมากกวา 
5 เปอรเซ็นต แสดงรายละเอียดดังตารางท่ี 4.5  
 
ตารางท่ี 4.5 แสดงองคประกอบทางเคมีของสารสกัดหยาบจากใบอังกาบในชั้นเฮกเซน เอทิลอะซิเตท 
 และเอทานอล ท่ีวิเคราะหดวยเทคนิค GC-MS  
 

Hexane Ethyl acetate Ethanol 
- 9,12,15-Octadecatrien-1-
ol (35.34) 
- 1,2 Benzenedicarboxylic 
acid (5.10) 
- Hexadecanoic acid (6.59)  
- Phytol isomer (5.96)  
- Viminalol (7.44) 

- 9,12,15-Octadecatrien-1-ol 
(26.36) 
- 1,2-Benzenedicarboxylic 
acid (20.91) 
- Phytol isomer (5.93)  
- Stigmasterol (7.95) 

 

- 9,12,15-Octadecatrien-1-ol 
(23.31) 
- 1,2-Benzenedicarboxylic 
acid (21.04) 
- Hexadecanoic acid (7.17) 
- Stigmasterol (7.31) 
- Ethyl alpha-d-
glucopyranoside (6.79) 

ปริมาณใน () มีหนวยเปนเปอรเซ็นต 
 
 โดยพบสารท่ีทราบโครงสรางท้ังในชั้นเฮกเซน เอทิลอะซิเตท และเอทานอล สวนใหญเปนกรด
ไขมัน เชน Octadecatrienoic acid หรือ กรดลิโนเลนิก (linolenic acid) เปนกรดไขมันชนิดกรดไขมันไม
อ่ิมตัว (unsaturated fatty acid) มีจํานวนคารบอน18 อะตอม และมีพันธะคู (double bond) 3 
ตําแหนง ท่ีคารบอนตําแหนงท่ี 9, 12 และ 15 เปน polyunsaturated fatty acid กรดลิโนเลนิกเปนกรด
ไขมันท่ีจําเปนตอรางกาย (essential fatty acid) และเปนกรดไขมันในกลุมโอเมกา 3 (omega-3 fatty 
acid) พบมากในน้ํามันพืช เชนน้ํามันเมล็ดแฟลก น้ํามันถ่ัวเหลือง น้ํามันคาโนลาและสาหรายสไปรูลินา 
(spirulina) เปนตน และHexadecanoic acid หรือ กรดปาลมิติก (palmitic acid) ซ่ึงเปนกรดไขมันอ่ิมตัว 
(saturated fatty acid) ท่ีมีคารบอนในโมเลกุล 16 อะตอม พบมากในน้ํามันปาลม น้ํามันมะพราว ซ่ึงยังไม
มีรายงานการศึกษาองคประกอบทางเคมีในตนอังกาบ มีเพียงการศึกษาในอังกาบหนู (B. prionitis) ท่ีสกัด
ดวยเอทานอลมีองคประกอบของ balarenone, pipataline, lupeol, prioniside A , prioniside B และ 
prioniside 0  (Ata และคณะ, 2007) สกัดดวย hydro-methanolic extract มีองคประกอบของ 
glycosides, steroids, tannins และ flavonoids (Maji และคณะ, 2011) Iridoid glycosides, 
shanzhiside methyl ester, 6-O-trans-p-coumaroyl-8-O-acetylshanzhiside methyl ester, 
barlerin, acetylbarlerin, 7- methoxydiderroside และ lupulinoside จากสารสกัดจากยอดออนดวย
ตัวทําละลายเอทานอล (Ata และคณะ, 2009) 
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  อยางไรก็ตามสารท่ีพบท้ังในชั้นเฮกเซน เอทิลอะซิเตท และเอทานอล สวนใหญเปน 9, 12, 15-
Octadecatrien-1-ol หรือ Linoleyl alcohol หรือ Linolenic alcohol ซ่ึงเปนแอลกอฮอลไขมัน (fatty 
alcohol) หรือ long-chain alcohols ท่ีผลิดจากกรดลิโนเลนิก เปนวัตถุดิบหลักสําหรับสารลดแรงตึง โดย
ใชเปนสารหลักในการผลิตผงซักฟอกและลดแรงตึงผิว นอกจากนั้นยังเปนสวนประกอบของเครื่องสําอางค 
อาหาร และเปนตัวทําละลายในอุตสาหกรรม ดังนั้นจึงอาจนําสารสกัดจากใบอังกาบท่ีมีแอลกอฮอลไขมัน
จํานวนมากมาใชในเชิงพาณิชย เนื่องจากเปนสารธรรมชาติ ซ่ึงไมทําใหเกิดอาการระคายเคือง มีคุณสมบัติ
ชวยใหเครื่องสําอางติดผิวดี ทําความสะอาดผิว ชะลางสิ่งสกปรกและไขมัน รวมท้ังมีคุณสมบัติทําใหผิวนุม
ข้ึน สําหรับไฟโตสเตอรอล (phytosterol) เปนสเตอรอลท่ีผลิตโดยพืช เชน 0 ซิโตสเตอรอล (sitosterol) 
และสติกมาสเตอรอล (stigmasterol) มีโครงสรางทางเคมีท่ีคลายกับโคเลสเตอรอล จึงชวยยับยั้งการดูดซึม
โคเลสเตอรอลในอาหารท่ีเรารับประทานเขาไปไมใหเขาสูกระแสเลือดดวยกลไกการเขาไปแทนท่ี
โคเลสเตอรอล ท่ีตัวรับโคเลสเตอรอล โดยไฟโตสเตอรอลเองจะถูกดูดซึมไดนอยมาก ทําใหโคเลสเตอรอล
จากอาหารถูกดูดซึมนอยลงและถูกขับออกมาพรอมกับอุจจาระ ดังนั้นการบริโภคไฟโตสเตอรอลจะชวยทํา
ใหระดับโคเลสเตอรอลรวมลดลง เปนผลใหความเสี่ยงตอการเกิดโรคหลอดเลือดหัวใจลดลง อาหารท่ีมีไฟ
โตสเตอรลสูงโดยท่ัวไป ไดแก ถ่ัวชนิดตางๆ จมูกขาว รําขาว และน้ํามันรําขาว เปนตน 
 
4.4 ผลการทดสอบฤทธิ์ในการยับย้ังเช้ือจุลินทรียของสารสกัดหยาบ 

 
ผลจากการทดสอบฤทธิ์ในการยับยั้งเชื้อจุลินทรียดวยวิธี paper disc diffusion ตอเชื้อจุลินทรีย

จํานวน 5 ชนิด ไดแก Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, Escherichia coli ATCC 25922, 
Staphylococcus aureus ATCC 25923, Bacillus subtilis ATCC 6633 และ Micrococcus luteus 
ATCC 9341 พบวาสารสกัดหยาบดวยตัวทําละลายเฮกเซนท่ีระดับความเขมขน 25, 50 และ 100 
มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร มีฤทธิ์ในการยับยั้ง E. coli และ S. aureus โดยออกฤทธิ์ยับยั้ง S. aureus ได
มากกวา E. coli เม่ือเปรียบเทียบจากขนาดเสนผานศูนยกลางของบริเวณยับยั้ง (inhibition zone หรือ 
clear zone) ของสารสกัดหยาบ ขณะท่ีสารสกัดหยาบดวยตัวทําละลายเฮกเซนไมมีฤทธิ์ยับยั้ง P. 
aeruginosa, B. subtilis  และ M. luteus สวนสารสกัดหยาบดวยตัวทําละลายเอทิลอะซิเตท และเอทา
นอล ท่ีระดับความเขมขน 25, 50 และ 100 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร ไมมีฤทธิ์ในการยับยั้งเชื้อจุลินทรียท้ัง 
5 ชนิด สําหรับยาปฏิชีวนะ gentamicin ท่ีใชเปนตัวควบคุมเชิงบวก ท่ีระดับความเขมขน 150 ไมโครกรัม
ตอมิลลิลิตร มีฤทธิ์ในการยับยั้งเชื้อจุลินทรียไดท้ัง 5 ชนิด โดยออกฤทธิ์ยับยั้ง P. aeruginosa  ไดมากท่ีสดุ
เม่ือเปรียบเทียบจากขนาดเสนผานศูนยกลางของบริเวณยับยั้งในแตละชนิดของจุลินทรีย สวนสารเอทา
นอล 99.7 เปอรเซ็นตท่ีเปนตัวควบคุมเชิงลบไมมีฤทธิ์ในการยับยั้งเชื้อจุลินทรียท้ัง 5 ชนิด แสดงวาบริเวณ
ยับยั้งท่ีเกิดข้ึนนั้นเปนผลมาจากสารสกัดเทานั้น แสดงผลดังตารางท่ี 4.6 

จากตารางท่ี 4.6 พบวาสารสกัดหยาบดวยตัวทําละลายเฮกเซนท่ีระดับความเขมขน 25, 50 และ
100 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร มีฤทธิ์ยับยั้งเชื้อ E. coli และ S. aureus โดยมีขนาดเสนผานศูนยกลางของ
บริเวณยับยั้งเทากับ 7.57, 6.83, 6.74 มิลลิเมตร และ 8.12, 7.63, 6.82 มิลลิเมตร ตามลําดับ โดยออก
ฤทธิ์ยับยั้ง S. aureus ไดมากกวา E. coli เม่ือเปรียบเทียบจากขนาดเสนผานศูนยกลางของบริเวณยับยั้งท่ี
เกิดข้ึน โดยท่ีระดับความเขมขนสูงจะมีความสามารถยับยั้งเชื้อไดดีข้ึน และถาคิดเปนปริมาณสารสกัดจะ
เทากับ 2, 1 และ 0.5 มิลลิกรัมตอดิสก ยาปฏิชีวนะ Gentamicin ท่ีเปนตัวควบคุมเชิงบวก ความเขมขน 
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150 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร มีฤทธิ์ในการยับยั้งเชื้อจุลินทรียท้ัง 2 ชนิด โดยออกฤทธิ์ยับยั้ง E. coli ไดดีกวา 
S. aureus ผลแสดงดังรูปท่ี 4.7  

 
ตารางท่ี 4.6 ขนาดเสนผานศูนยกลางของบริเวณยับยั้งในจุลินทรียท่ีใชในการทดสอบดวยสารสกัดหยาบ

จากใบอังกาบ เปนระยะเวลา 24 ชั่วโมง 
 

ชนิดของจุลินทรีย 
ความเขมขนของ

สารสกัด 
ความเขมขนของ
สารสกัดตอดิสก 

ขนาดเสนผานศูนยกลาง 
ของบริเวณยับย้ัง (มิลลิเมตร) 

เฮกเซน เอทิลอะซิเตท เอทานอล 

E. coli 

100 mg/ml 2 mg 7.57 - - 

50 mg/ml 1 mg 6.83 - - 

25 mg/ml 0.5 mg 6.74 - - 

gentamicin (+) 3 ug 16.90 17.22 16.65 

S. aureus 

100 mg/ml 2 mg 8.12 - - 

50 mg/ml 1 mg 7.63 - - 

25 mg/ml 0.5 mg 6.82 - - 

Gentamicin (+) 3 ug 14.17 14.15 15.47 

M. luteus 

100 mg/ml 2 mg - - - 
50 mg/ml 1 mg - - - 
25 mg/ml 0.5 mg - - - 
Gentamicin (+) 3 ug 14.12 14.80 14.70 

B. subtilis 

100 mg/ml 2 mg - - - 
50 mg/ml 1 mg - - - 
25 mg/ml 0.5 mg - - - 
Gentamicin (+) 3 ug 16.45 16.98 16.53 

P. aeruginosa 

100 mg/ml 2 mg - - - 
50 mg/ml 1 mg - - - 
25 mg/ml 0.5 mg - - - 
Gentamicin (+) 3 ug 17.78 17.33 17.58 

 
หมายเหตุ (+) หมายถึง ชุดควบคุมเชิงบวก (gentamicin) ความเขมขน 150 ไมโครกรัมตอมิลลิตร ขนาด
เสนผานศูนยกลางของแผนดิสก (disc) เทากับ 6.0 มิลลิเมตร 
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รูปท่ี 4.7 แสดงขนาดเสนผานศูนยกลางของการยับยั้งการเจริญของสารสกัดหยาบจากใบของ
อังกาบจากตัวทําละลายเฮกเซน ท่ีระดับความเขมขน 25, 50 และ 100 มิลลิกรัมตอ
มิลลิลิตร ตอเชื้อ S. aureus (A) และ E. coli (B) โดยมี P เปนชุดควบคุมเชิงบวก 
(gentamicin) ความเขมขน 150 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร และ N เปนชุดควบคุมเชิง
ลบ (เอทานอล 99.7%) บมท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนระยะเวลา 24 ชั่วโมง 

 

จากการศึกษาฤทธิ์ยับยั้งจุลินทรียของสารสกัดหยาบจากอังกาบท่ีกลาวมานี้มีเพียงรายงานของ 
Salib และคณะ (2013) ท่ีสกัดสารจากเปลือกของอังกาบ ดวยตัวทําละลายคลอโรฟอรม เอทิลอะซิเตท 
และเอทานอล พบวาสารสกัดจากเอทานอลมีฤทธิ์ในการยับยั้งตอ S. aureus, B. subtilis และ S. 
mutans หากนํามาเปรียบเทียบกับงานวิจัยของ Kumar และคณะ (2010) ไดทําการศึกษาฤทธิ์ยับยั้ง
จุลินทรียจาก Andrographis serphyllifolia ซ่ึงจัดอยูในวงศเดียวกันกับอังกาบดวยเทคนิคเดียวกัน คือ 
paper disc diffusion พบวาผลการทดลองมีความสอดคลองกัน โดยสารสกัดหยาบดวยตัวทําละลายเฮ
กเซนท่ีความเขมขน 100 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร มีฤทธิ์ยับยั้งเชื้อ E. coli และ S. aureus แตไมยับยั้งเชื้อ P. 
aeruginosa และ B. subtilis  

 

4.5 ผลการทดสอบความเปนพิษตอเซลลไลน 

 

4.5.1 ผลการทดสอบความเปนพิษของ mitomycin C ตอเซลลไลน 
การทดสอบความเปนพิษตอเซลลดวยวิธี MTT assay ท่ีดัดแปลงวิธีการมาจาก Mosmarin 

(1983) และของ Hussain และคณะ (1993) ซ่ึงเปนการทดสอบการทํางานของเซลลจากความสามารถใน
การ ทํ า งานของ ไม โทคอน เดรี ย ในการ รี ดิ วซ ส า ร  3 -[4 ,  5 -d imethy l t h i a zo l -2 -y l ]-2 , 5 -
diphenyltetrazolium bromide (MTT) โดยเซลลท่ีมีชีวิต และมีการทํางานของไมโทคอนเดรียปกติ 

A 
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เอนไซม dehydrogenase และ cofactor ในไมโทคอนเดรียจะรีดิวซ MTT ใหกลายเปนผลึก formazan 
ได ดังนั้นเม่ือนําสารละลาย MTT ไปบมในเซลลท่ีตองการทดสอบ เซลลท่ีมีการทํางานของไมโทคอนเดรีย
ปกติจะรีดิวซ MTT ใหเปน formazan ท่ีมีสีมวง โดยเซลลท่ีตายนั้นจะมีลักษณะใสไมมีสี สวนเซลลท่ียังมี
ชีวิตอยูจะติดสีมวง ซ่ึงเม่ือนํามาละลายในตัวทําละลายจะไดสารละลายสีมวง สามารถวัดคาการดูดกลืนแสง
ไดดวยเครื่อง spectrophotometer นํามาคํานวณเปนเปอรเซ็นตการมีชีวิตรอดของเซลล ซ่ึงนิยมรายงาน
เปนระดับความเข มข นของสารสกัดหยาบท่ีทําให เซลล ตาย 50 เปอรเ ซ็นต  (50% cytotoxic 
concentration: CC50) 

ในการทดลองนี้จะทําการศึกษากับเซลล 6 ชนิด แบงเปนเซลลชนิดแขวนลอย 1 ชนิด คือ
เซลลมะเร็งเม็ดเลือดขาวของหนู 1 6ชนิด P388 (murine lymphocytic leukemic cell ilne) และเซลลชนิด
เกาะติดพ้ืนผิว 5 ชนิด คือ เซลลมะเร็งเตานมของมนุษยชนิด MCF7 (human breast cancer cell line) 
เซลลมะเร็งลําไสใหญของมนุษยชนิด HT29 (human colon adenocarcinoma cell line) เซลลไตลิง
ชนิด Vero cell (African green monkey kidney cell line) เซลลมะเร็งตับของมนุษยชนิด HepG2 
(human hepatoma cell line) และเซลลมะเร็งชองปากของมนุษยชนิด KB (human mouth 
epidermal adenocarcinoma cell line) นํามาทดสอบกับ 1 6สารสกัดหยาบท่ีไดจากการสกัดดวยตัวทํา
ละลายชนิดเฮกเซน เอทิลอะซิเตท และเอทานอล ท่ีระดับความเขมขน 125, 250, 500, 1000 และ 2000 
ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร เม่ือบมเปนเวลา 24 ชั่วโมง 

กอนการตรวจสอบความเปนพิษตอเซลลของสารสกัดหยาบ ทําการศึกษาความเปนพิษของ
สารละลาย mitomycinC (MMC) ตอเซลลไลน 4 ชนิด คือ เซลลมะเร็งเม็ดเลือดขาวของหนู 1 6ชนิด P388 
เซลลมะเร็งเตานมของมนุษยชนิด MCF7 เซลลมะเร็งลําไสใหญของมนุษยชนิด HT29 และเซลลไตลิงชนิด 
Vero cell เพ่ือนําไปใชเปน 1positive control ในความเขมขนท่ีเหมาะสม พบวาเปอรเซ็นตการอยูรอด
ของเซลลไลนชนิด P388, MCF7, HT29 และ Vero cell ท่ีทําการทดสอบดวยสารละลาย mitomycinC ท่ี
ความเขมขน 6 ระดับ คือ 200, 100, 50, 25, 12.5 และ 6.25 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร เปนระยะเวลา 24 
ชั่วโมง และนํามาตรวจสอบหาคาระดับความเขมขนท่ีทําใหเซลลตาย 50 เปอรเซ็นต พบวาสารละลาย 
mitomycinC ในระดับความเขมขนต่ําๆ มีความเปนพิษตอเซลลไลนท้ัง 4 ชนิด ทําใหมีอัตราการมีชีวิตรอด
ลดลงแตกตางกันไปตามชนิดของเซลลเม่ือเทียบกับกลุมควบคุม โดยเปนพิษตอเซลล P388 ซ่ึงเปนเซลล
ประเภท lymphocyte มากท่ีสุด โดยเซลลไลนชนิด P388, MCF7, HT29 และ Vero cell มีคา CC50 
เทากับ 51.20, 118.97, 61.65 และ 78.62 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร ตามลําดับ ดังแสดงคาความเขมขนท่ีทํา
ใหเซลลตายรอยละ 50 ในตารางท่ี 4.7 ซ่ึงเม่ือความเขมขนเพ่ิมข้ึนมีผลทําใหอัตราการมีชีวิตรอดลดลง ดัง
แสดงในกราฟความสัมพันธระหวางความเขมขนของสารละลาย mitomycinC กับเปอรเซ็นตการอยูรอด
ของเซลลไลนท้ัง 4 ชนิด ในรูปท่ี 4.8  
  mitomycin C เปนยาปฏิชีวนะท่ีได มาจากเชื้อ Streptomyces caespitosus มีสวนท่ีเปน 
active alkylating moiety หรือ alkyl group ทีมีคุณสมบัติในการเขาไปจับกับสวน sulfur, nitrogen, 
oxygen หรือ phosphorus ซ่ึงเปนสวนประกอบในสายดีเอ็นเอ ทําใหไมสามารถเกิดการจําลองตัวเอง
ของดีเอ็นเอ (DNA replication) และการสังเคราะหโปรตีน โดยไมจําเพาะตอระยะใดใน 
วัฏจักรของเซลล (cell-cycle non-specific) ทําใหไมสามารถแบงเซลลและตายไปในท่ีสุด (Sadeghi 
และคณะ,1998)  mitomycinC จึงนํามาใชเปนยารักษาเนื้องอก และมะเร็ง นอกจากนี้ mitomycinC ยัง
มีความเปนพิษตอเซลลโดยไมกอใหเกิดการเปลี่ยนแปลงทางดานรูปรางและลักษณะของเซลล โดยจะไป
ยับยั้งกระบวนการในสังเคราะหดีเอ็นเอ  (DNA synthesis) ในวัฏจักรของเซลล และเม่ือใช mitomycinC 
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ท่ีความเขมขน 0.04 เปอรเซ็นต กับเซลลชนิด Chang’s cells (human conjunctival cell line) บม
เปนเวลา 2 และ 4 นาที ไมทําใหเซลลมีการเปลี่ยนแปลงรูปรางไปจากปกติ (Murayama และคณะ, 
1996) 
 Sadeghi และคณะ (1998) ไดทดสอบความเปนพิษของ mitomycinC ท่ีมีตอเซลล 
Keratocyte ของมนุษย โดยใชความเขมขนของ mitomycin C เทากับ 0.05, 0.5, 5 และ 50 ไมโครกรัม
ตอมิลลิลิตรบมรวมกับเซลลเปนเวลา 5 นาที และ 1 ชั่วโมง นับจํานวนเซลลท่ีมีชีวิตรอด พบวา 
mitomycinC สามารถยับยั้งการเพ่ิมจํานวนของเซลล (cell  proliferation) ได เม่ือใช mitomycinC ท่ี
ระดับความเขมขน 50 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร เปนเวลา 5 นาที โดยความเขมขนของสารท่ีสามารถยับยั้ง
เซลลได 50 เปอรเซ็นต (inhibitory dose; ID50) เทากับ 38 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร และเม่ือใชความ
เขมขน 50 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร เปนเวลา 1 ชั่วโมง จะมีคา ID50  เทากับ 4.8 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร 
แสดงวาความสามารถในการยับยั้งการเพ่ิมจํานวนเซลลของ mitomycinC ไมไดข้ึนอยูกับความเขมขนท่ีใช
เทานั้น แตยังข้ึนอยูกับเวลาท่ีใชในการบมดวย  สอดคลองกับ Park และคณะ (2002) ท่ีไดรายงานวา 
mitomycinC สามารถชักนําใหเกิดการตายของเซลล alpha-TN4 mouse lens epithelial cells  
(LECs) ซ่ึงฤทธิ์ของยาท่ีใชข้ึนอยูกับปริมาณและเวลาท่ีไดรับ อยางไรก็ตาม mitomycin C มีความเปนพิษ
ตอเซลลไลน Vero ซ่ึงเปนเซลลปกติอีกดวย ซ่ึงในการศึกษาครั้งนี้ใชสารละลาย mitomycinC ท่ีความ
เขมขน 50 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร เปน ชุดควบคุมเชิงบวก (positive control) ในข้ันตอนตอไป 

ในการศึกษาวิจัยกอนหนานี้ไดทําการทดสอบสารละลาย mitomycinC กับเซลลชนิดตางๆ ท่ี
ระดับความเขมขน 160, 80, 40, 20 และ 10 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร มีผลทําใหอัตราการอยูรอดของเซลล
ลดลงเม่ือเทียบกับกลุมควบคุม โดยมีความเขมขนท่ีทําใหเซลลตาย 50 เปอรเซ็นต (CC50) ในเซลลชนิด16 
P388, MCF7, HT29 และ Vero cell เทากับ 49.77, 52.49, 99.34 และ 88.15 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร 
ตามลําดับ ซ่ึงมีคาใกลเคียงกัน ยกเวนตอเซลล 16MCF7 รวมท้ังสารละลาย 16beauvericin ท่ีแสดงความเปน
พิษตอเซลลมากกวา mitomycinC เนื่องจากใชความเขมขนท่ีนอยกวา โดยเซลลไลนชนิด P388, MCF7, 
HT29 และ Vero cell มีคา CC50 เทากับ 2.25, 13.40, 15.05 และ 10.48 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร 
ตามลําดับ 
 
ตารางท่ี 4.7 แสดงคาความเขมขนท่ีทําใหเซลลตายรอยละ 50 (CC50) ของสารละลาย mitomycinC 

(MMC) ท่ีมีตอเซลลไลนชนิดตางๆ ดวยวิธี MTT assay 
 

Treatment Cell Line Types 50% cytotoxic concentration: 
CC50 (µg/ml) 

mitomycinC (MMC) 

P388 51.20 
MCF7 118.97 
HT29 61.65 

Vero Cell 78.62 
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รูปท่ี 4.8 แสดงความสัมพันธระหวางความเขมขนของ mitomycinC (MMC) ท่ีระดับความเขมขน
ตางๆ (ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร) ตอการมีชีวิตรอดของเซลลไลน 4 ชนิด คือ P388, HT29, 
MCF7 และ Vero cell ท่ีบมเปนระยะเวลา 24 ชั่วโมง 

 

4.5.2 ผลการทดสอบความเป็นพษิของสารสกดัหยาบต่อเซลล์ไลน์ 

เม่ือนําสารสกัดหยาบท่ีสกัดไดจากตัวทําละลายเฮกเซน เอทิลอะซิเตท และเอทานอล ของใบ
อังกาบมาทดสอบความเปนพิษตอเซลลไลนท้ัง 6 ชนิด แบงเปนเซลลมะเร็ง คือ P388, MCF7, HT29, KB 
และ HepG2 และเซลลปกติ คือ Vero cell ท่ีเพาะเลี้ยงในหลอดทดลองเปนระยะเวลา 24 ชั่วโมง และ
นํามาคํานวณเปอรเซ็นตการมีชีวิตรอดของเซลล และคาความเขมขนท่ีทําใหเซลลตายรอยละ 50 โดยความ
เขมขนสูงสุดท่ีใชในการศึกษาครั้งนี้ คือ 2000 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร ดังนั้นหาก CC50 > 2000 ไมโครกรัม
ตอมิลลิลิตร นับวามีคาความเปนพิษต่ํา พบวาสารสกัดหยาบในตัวทําละลายเฮกเซนจากใบอังกาบแสดงคา
ความเขมขนท่ีทําใหเซลลตายรอยละ 50 ไดในเซลล P388, MCF7, HT29 และ KB แตไมแสดงความเปน
พิษในเซลลชนิด HepG2 และ Vero cell สําหรับสารสกัดหยาบจากตัวทําละลายเอทิลอะซิเตท และเอทา
นอล มีผลเฉพาะเซลลไลนชนิด P388 เทานั้น สําหรับคาความเขมขนท่ีทําใหเซลลตายรอยละ 50 ของสาร
สกัดหยาบในทุกตัวทําละลาย แสดงในตารางท่ี 4.8 
 
 
 
 
 
 

 



53 
 

ตารางท่ี 4.8 แสดงคาความเขมขนท่ีทําใหเซลลตายรอยละ 50 (CC50) ของสารสกัดหยาบจากใบอังกาบ
จากตัวทําละลายเฮกเซน เอทิลอะซิเตท และเอทานอล ตอเซลลไลนชนิดตางๆ ดวยวิธี MTT 
assay 

 

Cell Types 
50% Cytotoxic Concentration: 

CC50 (µg/ml) 
Hexane Ethyl acetate Ethanol 

P388 1447.52 966.22 1742.23 
MCF7 866.36 >MCT >MCT 
HT29 1907.56 >MCT >MCT 
KB 1236.75 >MCT >MCT 

HepG2 >MCT >MCT >MCT 
Vero >MCT >MCT >MCT 

MCT=maximal concentration tested (≥2000 µg/ml) 
 
 สารสกัดจากใบอังกาบท้ังสารสกัดหยาบในชั้นเฮกเซน เอทิลอะซิเตท และเอทานอล มีผลตอเซลล
ชนิด P388 มากท่ีสุด โดยความเขมขนท่ีทําใหเซลลชนิด P388 ตาย 50 เปอรเซ็นต (50% cytotoxic 
concentration: CC50) เทากับ 1447.52, 966.22 และ 1742.23 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร ตามลําดับ ดัง
แสดงในกราฟความสัมพันธระหวางความเขมขนของสารสกัดหยาบในท้ัง 3 ตัวทําละลายกับเปอรเซ็นตการ
อยูรอดของเซลลไลนชนิด P388 ในรูปท่ี 4.9  
 
 
 
 
 
 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
รูปท่ี 4.9 แสดงความสัมพันธระหวางระดับความเขมขนของสารสกัดหยาบจากตัวทําละลายเฮกเซน  
 เอทิลอะซิเตท และเอทานอล จากใบอังกาบตอการมีชีวิตรอดของเซลลไลนชนิด P388 
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สารสกัดหยาบจากตัวทําละลายเฮกเซนของใบอังกาบความเปนพิษมากท่ีสุด โดยสารสกัดหยาบใน
ชั้นเฮกเซนแสดงความเปนพิษตอเซลลชนิดตางๆมากท่ีสุด โดยมีผลตอเซลลชนิด P388, MCF7, HT29 และ 
KB โดยมีระดับความเขมขนท่ีทําใหเซลลตาย 50 เปอรเซ็นต เทากับ 1447.52, 866.36, 1907.56 และ 
1236.75 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร ตามลําดับ แตไมมีผลตอการตายตอเซลล HepG2 และ Vero ท่ีคาความ
เขมขนสูงสุดในการศึกษา รวมท้ังสารสกัดหยาบจากตัวทําละลายเอทิลอะซิเตท และเอทานอลของใบ
อังกาบแสดงความเปนพิษตอเซลลชนิด P388 เทนนั้น โดยแสดงความสัมพันธระหวางระดับความเขมขน
ของสารสกัดหยาบในชั้นเฮกเซน เอทิลอะซิเตท และเอทานอล ตอการมีชีวิตรอดของเซลลชนิดตางๆ ดังรูป
ท่ี 4.10 A-C 

ยังไมมีรายงานการศึกษาความเปนพิษของสารสกัดหยาบจากตนอังกาบตอเซลลในหลอดทดลอง มี
เพียงการศึกษาของสารสกัดจากรากและใบของอังกาบหนูท่ีไมแสดงความเปนพิษตอ albino rats (Dheer 
และ Bhatnagar, 2010) โดยไมกอใหหนูตายเม่ือใหหนูกินสารสกัดในความเขมขน 2.5 กรัมตอน้ําหนัก 1 
กิโลกรัม เปนระยะเวลา 14 วัน รวมท้ังการศึกษาของ Singh และคณะ (2005) ท่ีศึกษา iridoid 
glucosides ท่ีพบมากในสารสกัดจากอังกาบหนูท่ีสกัดดวยน้ํา ไมสามารถทําใหเกิดความผิดปกติในหนูท่ี
ไดรับสารสกัดทางปากท่ีระดับความเขมขน 3000 มิลลิกรัมตอน้ําหนัก 1 กิโลกรัม เปนระยะเวลา 15 วัน 
แตอยางไรก็ตามเม่ือฉีดสารสกัดดวยน้ําเขาทางชองทองหนูพบคาท่ีทําใหหนูตาย 50 เปอรเซ็นต เทากับ 
2530 มิลลิกรัมตอน้ําหนัก 1 กิโลกรัม  
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รูปท่ี 4.10 แสดงความสัมพันธระหวางระดับความเขมขนของสารสกัดหยาบจากตัวทําละลายเฮกเซน (A) 

เอทิลอะซิเตท (B) และเอทานอล (C) จากใบอังกาบ ตอการมีชีวิตรอดของเซลลชนิด P388, 
MCF7, HT29, KB, HepG2 และ Vero cell 

 

 


