
                                                                                                                                                                        

 

 
บทที่   3 

อุปกรณและวิธีการวิจัย 
3.1   อุปกรณ 
        3.1.1   เครื่องมือ 
        3.1.1.1   กลองจุลทรรศน(Light microscope, Olympus) 
        3.1.1.2   เครื่องชั่งทศนิยม 2 ตําแหนง (Sartorius)  
        3.1.1.3   เครื่องชั่งทศนิยม 4 ตําแหนง (Sartorius) 
          3.1.1.4   เครื่องทาํน้าํเย็น (Eyela cool) 
          3.1.1.5   เครื่องนึง่ความดันไอ (Autoclave, Tommy รุน SS-325) 
          3.1.1.6   เครื่องปนเหวี่ยง (Centrifuge, Beckman) 
          3.1.1.7   เครื่องผสมสาร (Vortex mixer, TECHNE) 
          3.1.1.8   เครื่องระเหย (Ratary evaporator, Buchi) 
          3.1.1.9   เครื่องวัดคาความเปนกรดดาง (pH-Meter, Schott) 
        3.1.1.10  เครื่องอบความรอนแหง (Hot air oven, Memmert) 
          3.1.1.11  เครื่อง ultrasonication bath (Gust) 
          3.1.1.12  เครื่องUV (Fotodyne) 
          3.1.1.13  ชุดสกัด (Soxhlet apparatous,Quickfit) 
          3.1.1.14  ชุด run gel (Myrun) 
          3.1.1.15  ตูบมควบคมุอุณหภูมิและคารบอนไดออกไซด (Incubator, NuAire) 
          3.1.1.16  ตูปลอดเชื้อ (Laminar air flow Class II, NuAire) 
          3.1.1.17  ตูเยน็อุณหภูมิ -4° C  (Philco) 
          3.1.1.18  ตูเยน็อุณหภูมิ -85 ° C  (NuAire 
          3.1.1.19  แทนใหความรอน (Hot plate, Corning) 
          3.1.1.20  อางน้าํควบคุมอุณหภูมิ (Water bath, Memmert) 
         
     
     
 

 
 
 
 

 
 
 
 

 
 



                                                                                                                                                                        

 

 
3.1.2   วัสดุและอุปกรณเครื่องแกว  
3.1.2.1   กระดาษกรองขนาด 0.2 ไมโครเมตร 
3.1.2.2   กระบอกตวงขนาด 250 มิลลิลิตร 
3.1.2.3   กระบอกฉีดยาขนาด 5 มิลลิลิตร 
3.1.2.4   ขวดรูปชมพูขนาด 250 มิลลิลิตร 
3.1.2.5   ขวดเลี้ยงเซลลขนาด 25 และ 75 ตารางเซนตเิมตร 
3.1.2.6   จานเพาะเลี้ยงเซลล 6 หลมุ 
3.1.2.7   ตัวกรองขนาด 0.2 ไมโครเมตร 
3.1.2.8   ตัวกรองอาหาร 
3.1.2.9   ตัวปมอากาศ 
3.1.2.10  โถดดูความชืน้ 
3.1.2.11  บีกเกอรขนาด 100, 250, 500 และ 1000 มิลลิลิตร 
3.1.2.12  ปเปตขนาด 1, 5 และ 10 มิลลิลิตร 
3.1.2.13  สไลด Heamacytometer 
3.1.2.14  หลอดทดลอง (test tube) 
3.1.2.15  หลอดปนเหวี่ยง 
3.1.2.16  หนากากกนัแสง UV 
3.1.2.17  Autopipette ขนาด 1-10 µl 
3.1.2.18  Autopipette ขนาด 50-200 µl 
3.1.2.19   Autopipette ขนาด 100-1000 µl 

 

 
 
 
 

 
 
 
 

 
 



                                                                                                                                                                        

 

3.2   สารเคมี 
3.2.1   Acetone              Labscan 
3.2.2   Agarose gel             Gibco 
3.2.3   Chloroform                         Labscan 
3.2.4   Dimethyl Sulfoxide (DMSO)            Sigma 
3.2.5   Ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA)          Fluka 
3.2.6   Ethidium bromide             Sigma 
3.2.7   Fetal Bovine Serum             Hyclone 
3.2.8   Hexane               Labscan 
3.2.9   Isoamyl alcohol              Labscan 
3.2.10  DNA ladder 1 Kb                         Invitrogen 
3.2.11  Methanol              Labscan 
3.2.12  Phenol               Labscan 
3.2.13  Proteinase K              USB 
3.2.14  Ribonuclease A             Ameresco 
3.2.15  Sodium bicarbonate             Sigma 
3.2.16  Sodium chloride                        Sigma 
3.2.17  Sodium dodecyl sulfate (SDS)            Fluka  
3.2.18  Sodium hydroxide             Fluka 
3.2.19  Trypan blue              Sigma 
3.2.20  Trypsin 1: 250              Sigma   
  
 
 

        

 
 
 
 

 
 
 
 

 
 



                                                                                                                                                                        

 

3.3   เซลลทีใ่ชในการทดลอง 
        3.3.1   HeLa (Human cervical adenocarcinoma) 
 

 
 

รูปที่ 3.1   Human cervical adenocarcinoma cell (ATCC CCL 2) 
                                      ลักษณะ                 Epithelial-like 
                                      อวยัวะ                   ปากมดลูก 
                                      อาหารเลี้ยงเซลล     Minimum essential medium (MEM) 
                                      ทีม่า                       สถาบนัมะเร็งแหงชาต ิ
 
     
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 

 
 
 
 

 
 



                                                                                                                                                                        

 

        3.3.2   KB (Human mouth epidermal carcinoma) 
 

 

 
 
                                  รูปที่ 3.2   Human mouth epidermal carcinoma (ATCC CCL 17) 
                                                 ลักษณะ                 Epithelial-like 
                                                 อวยัวะ                   ชองปาก 
                                                 อาหารเลี้ยงเซลล     Minimum essential medium (MEM) 
                                                 ที่มา                       สถาบันมะเร็งแหงชาต ิ

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 

 
 
 
 

 
 
 
 

 
 



                                                                                                                                                                        

 

        3.3.3   P388 (Murine leukemia) 
 

 
 

                              รูปที ่3.3   Murine leukemia (ATCC CCL 46) 
                                             ลักษณะ                 Lymphoblast-like 
                                             อวัยวะ                   เม็ดโลหิตขาว 
                                             อาหารเลี้ยงเซลล     Roswell Park Memorial Institue (RPMI 1640) 
                                             ที่มา                       สถาบนัมะเรง็แหงชาติ 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 

 
 
 
 

 
 



                                                                                                                                                                        

 

3.3.4   SW620 (Human colon adenocarcinoma) 
 

 
 

รูปที่ 3.4   Human colon adenocarcinoma (ATCC CCL 227) 
                                         ลักษณะ                 Epithelial -like 
                                         อวัยวะ                   ลําไสใหญ 
                                         อาหารเลี้ยงเซลล     Roswell Park Memorial Institue (RPMI 1640) 
                                         ที่มา                       สถาบันมะเร็งแหงชาติ 

 

 
 
 
 

 
 
 
 

 
 



                                                                                                                                     

 

       

        3.3.5   Vero   (African green monkey kidney fibroblast)   
 

                                 
 
                                        รูปที ่3.5   Vero cell (ATCC CCL 81) 
                                                       ลักษณะ                 Fibroblast-like 
                                                       อวัยวะ                   ไต (ลิง) 
                                                       อาหารเลี้ยงเซลล     Minimum essential medium (MEM) 
                                                       ทีม่า                       สถาบนัมะเร็งแหงชาติ 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 
 
 
 

 
 
 
 

 
 



                                                                                                                                     

 

       

3.4   พืชที่ใชในงานวิจัย   
         3.4.1.  ชื่อวิทยาศาสตร     Anethum graveolens L. 
                    วงศ     Umbelliferae 
                    ชื่อสามัญ     ผักชีลาว  (Dill) 
                    ชื่ออ่ืน/ชื่อทองถิ่น     เทียนตัก๊แตน 
 
      

 
รูปที่ 3.6  ผักชลีาว 

 
ลักษณะทางพฤกษศาสตร  
        ผักชีลาวเปนพืชลมลุกตระกูลเดียวกับผักชี   ลําตนสีเขียวเขมขนาดเล็ก   ลักษณะใบเปนใบ
ประกอบแบบขนนก   สีเขียวสดออกเรียงสลับกัน   ดอกมีขนาดเล็กสีเหลืองเปนชอ   กานดอกมี
ลักษณะคลายซี่รม   ผลแกเปนรูปไขแบนสีน้ําตาลอมเหลืองการบริโภครับประทานทั้งในรูปผักสด
และแหงหรือใชเปนเครื่องเทศ 
สารสําคัญที่พบ 
        ผลผักชีลาวมีน้ํามันหอมระเหยซึ่งประกอบไปดวย สารดิลลาโนไซด   สารประเภทกรดฟโนลิค   
โปรตีน    ไขมันเปนตนโดยปริมาณน้ํามันที่ไดจะขึ้นอยูกับแหลงเพาะปลูกและฤดูกาลที่เก็บเกี่ยว   
น้ํามันผักชีลาวที่ไดจากการนําผลแหงไปกลั่นดวยไอน้ําจะพบ คารโวนดี - ไล โมโนอัลฟา - เฟลเลน
ดีรีน   สารอื่นที่มีปริมาณรองลงมาคือ ไดไฮโดรคารโวน   ยูจีนอล   ไพนีนและอะนีโทล  เปนตน 

 
 
 
 

 
 
 
 

 
 



                                                                                                                                     

 

       

สรรพคุณทางยาโบราณ 
        ผลแกแหงบดชงกับน้าํดื่มวนัละ 4 – 5 แกว  แกอาการปวดทอง   แนนทอง   ทองอืด   
ทองเฟอ   ชวยขับลมหรือใชทั้งตนสดของผักชีลาวผสมกับนมใหเดก็ออนดื่มแกทองอืดทองเฟอได
เชนกนั   สวนน้ํามนัมกัใชผสมในยายอยอาหาร   ทัง้ตนใชแกทองอืดทองเฟอ แกบวม แกเหน็บชา
และขับเหงื่อได สวนเมล็ดชวยผายลมและเรอ แกหอบ บํารุงปอด แกไอ แกลมทีท่ําใหสะอึก แกลม
วิงเวียน แกอาเจียน ผลใชขับลม แกไอ แกหอบหืด และแกคลื่นไสอาเจียน ใบมีผลดีตอกระเพาะ 
มาม และตับอีกทัง้มีวิตามินเอ ชวยการทํางานของกระเพาะ   (www. Doae.go th/library/html/ 
2549/1809/Dill/index.htm) 
 
          3.4.2.   ชื่อวทิยาศาสตร     Eryngium foetidum L. 
                      วงศ     Umbelliferae 
                      ชื่ออ่ืน/ชื่อทองถิน่     หอมปอมกุลา 
  

 
 
                                                         รูปที่ 3.7  ผักชีฝร่ัง 
 
ลักษณะทางพฤกษศาสตร 
        ผักชีฝร่ังเปนไมลมลุกสงู 15 – 51 ซม.   ลําตนใบรูปไข   ขอบขนานยาวรีปลายแหลม   ฐานใบ
เรียวแหลม   ริมใบหยกัคลายฟนเลื่อย   ใบยาว 7 – 15 ซม.   กวาง 1 – 2 ซม.   ใบมสีีเขียว   แตละ
ดอกมี 5 – 7 กลีบ   ผลมีขนาดเล็กเสนผาศูนยกลาง 2 มม. 
 
 

 
 
 
 

 
 
 
 

 
 



                                                                                                                                     

 

       

 
ประโยชนทางโภชนาการ 
        ผักชีฝร่ัง 100กรัม   ใหพลังงานตอรางกาย 32 กิโลแคลอรี่   ประกอบดวยเสนใย 1.7 กรัม   
แคลเซียม 21 มิลลิกรัม   เหล็ก 2.9 มิลลิกรัม   วิตามินเอ 5,250 IU    วิตามินบีหนึ่ง 0.31 มิลลิกรัม   
วิตามินบีสอง 0.21 มิลลิกรัม   ไนอาซิน 0.7 มิลลิกรัม และ วิตามินซี 38 มิลลิกรัม  สรรพคุณทางยา    
บํารุงธาตุ บํารุงหัวใจ  ขับปสสาวะ  (WWW.prc.ac.th/lannagardrn/ground 04.htnml-6K) 
 

             4.3.3.   ชื่อวทิยาศาสตร   Curcuma manggn Valeton & van Zyp. 
                    วงศ   Zingiberaceae 
                    ชื่อสามัญ  ขมิน้ขาว 
 

 
 
                                                     รูปที ่3.8  ขมิน้ขาว 
 
ลักษณะทางพฤกษศาสตรและสรรพคุณทางยาโบราณ 

        ขมิ้นขาวเปนพืชลมลุก   ลําตนและใบคลายขมิ้นธรรมดาทุกอยางคือ   มีลําตนประกอบดวย
แถบของกานใบหลายกาบซอนกัน   ใบเปนรูปใบพาย   ปลายแหลม   โคนใบมนติดกานใบ   พื้นใบ
สีเขียว  เสนกลางใบสีแดง   โคนตนมีสีเขียวออนปนเหลืองเล็กนอย   หัวติดกันเปนแงงซอนกันหนา 
3-4 ชั้น   ทําใหขนาดของแงงใหญมาก   สีของหัวเมื่อแรกออกจะขาวจัด   เมื่อแกมีสีเหลืองแตไม
เขมเหมือนขมิ้นธรรมดา   แงงมีกลิ่นฉุนกวาขมิ้นธรรมดาเล็กนอย   เปนพืชที่เจริญงอกงามในฤดูฝน   
การบริโภคโดยทั่วไปใชหัวรับประทานกับน้ําพริก   ปลาราหรือใสแกง   เปนยาอายุวัฒนะ   ใชดับ
พิษรอนอันเกิดจากการถูกวานพิษหรือใบไมที่มีพิษ (ชัยพล, 2528) 

 
 
 
 

 
 
 
 

 
 



                                                                                                                                     

 

       

         3.4.4.   ชื่อวิทยาศาสตร  Alpinia nigra (Gaerth.) B.L. Burtt 
                     วงศ   Zingiberaceae 
                     ชื่อสามัญ  ขา 
                     ชื่ออ่ืน    ขาหลวง   ขาหยวก 
 
 

 
 

รูปที่ 3.9   ขา 
      

 ลักษณะทางพฤกษศาสตร 
        ขาเปนไมลมลุก   หัวอยูใตดิน   ลําตนมีขอปลองอยูใตดิน   สวนที่อยูเหนือดินจะเปนกานและ
ใบ   สูงประมาณ 1 – 2 เมตร   ใบมีลักษณะเปนรูปไขยาว   หรือรูปรีขอบขนานคลายใบพาย   ใบสี
เขียวเขมเปนมัน   ออกเปนแบบสลับ ใบกวาง 5 – 11 ซม.   กวาง 20 – 40 ซม. ปลายใบแหลม มี
กาบใบหุมลําตน   ดอกออกที่ยอดเปนดอกชอ      ดอกยอยมีขนาดเล็ก   สีชมพูหรือสีขาวอมมวง
แดง  มีเม็ดอยูภายใน 

     ประโยชนทางโภชนาการ 
        เหงาออน 100 กรัม   ใหพลังงานตอรางกาย 20 กิโลแคลอรี่   มีเสนใย 1.1 กรัม   แคลเซี่ยม 5 
มิลลิกรัมฟอสฟอรัส 27 มิลลิกรัม   เหล็ก 0.1 มิลลิกรัม   เบตาแคโรทีน 18 ไมโครกรัม   วิตามินบี
หนึ่ง 0.13 มิลลิกรัมวิตามินบีสอง 0.15 มิลลิกรัม   ไนอาซิน 0.4 มิลลิกรัมและวิตามิน ซี 23 
มิลลิกรัม      
        สรรพคุณทางยา   สวนเหงาแกรสเผ็ดแกฟกบวม    ขับโลหิตในมดลูก   ขับลมในลําไส   รักษา
กลากเกลื้อน (www.prc.ac.th/lannagardrn/head05.html) 

 
 
 
 

 
 
 
 

 
 



                                                                                                                                     

 

       

 
        3.4.5.   ชื่อวิทยาศาสตร  Ocimum gratissimum L. 
                    วงศ   Labiatae 
                    ชื่อสามัญ  ยีห่รา (Tree basil) 
                    ชื่ออ่ืน  โหระพาชาง กระเพราควาย (กลาง) หรา (ใต) 
 

                        
 

รูปที่ 3.10 ใบยี่หรา 
              
ลักษณะทางพฤษศาสตรและสรรพคุณทางยาโบราณ  
        ตน เปนไมพุมเตี้ย ความสูง 50-80 ซม. แตกกิ่งกานสาขา ลําตนมีสีน้ําตาลแก ใบ เปนใบเดี่ยว 
ออกตรงขามคูกัน ขอบใบหยกั ปลายแหลม แผนใบไมเรียบ ดอกออกเปนชอ บริเวณปลายยอด 
ประกอบดวยดอกเล็กๆ ประมาณ 50 -100 ดอก  ผลเปนเมล็ดเล็กๆ  รูปไขแบน มีกลิ่นหอมมากกวา
สวนใดๆ  ของตนขนาดเลก็ประมาณ 1 มม. ผลออนเปนสีเขียว    เมือ่แกมีสีน้ําตาลออน   ทัง้ตนราก
ตากใหแหงใชเปนยาขับลม แกปวดทอง ทองอืด ทองเฟอ  
(http : // chachoengsao.doae.go.th/knowledge/samunpri/s_yeera.htm) 

                  

 
 
 
 

 
 
 
 

 
 



                                                                                                                                     

 

       

       3.4.6.   ชื่อวิทยาศาสตร  Ocimum americanum L. 
                    วงศ   Labiatae 
                    ชื่ออ่ืน  กอมกอขาว (ภาคเหนือ)   มังลกั 
 
 

 
 

รูปที่ 3.1.1  ใบแมงลัก 
 
ลักษณะทางพฤษศาสตร 
        แมงลักมลํีาตนขนาดเลก็ มีลักษณะเปนพุม   คลายกระเพราและโหระพา   ทกุสวนของลําตน
มีกลิ่นหอม   ใบเปนรูปไขสีเขียวออน   ขอบใบหยักเลก็นอย   มีขนออนๆ อยูตามใบและกานใบ   
ดอกออกเปนชอที่ปลายกิ่งมีสีขาว   เมลด็กลมยาวสีดํามีเมือกหอหุมเมื่อโดนน้ําจะพองตวั 
สรรพคุณทางยา 
        เมล็ดแมงลักใชเปนยาระบาย   ใบแมงลักชวยขับเหงื่อขับลม   น้าํตมใบแมงลกัชวยแกไอ 
บรรเทาอาการปวดฟน  แกโรคทางเดินอาหาร หรือโรคที่เกี่ยวกับลําไส   ใบยังใชทาภายนอกแกโรค
ผิวหนัง 
 
 
 

 
 

 
 
 
 

 
 
 
 

 
 



                                                                                                                                     

 

       

3.4   อาหารเลี้ยงเซลล 
        อาหารเลี้ยงเซลลที่ใชในการศึกษาวจิัยนี้ม ีMEM medium ใชสําหรับเลี้ยงเซลล Hela, KB 
และ Vero    อาหารเลี้ยงเซลล RPMI 1640 medium ใชสําหรับเลี้ยง SW620 และ P388  

 
3.5   ระเบียบวิธวีิจัย 
        3.5.1   การสกัดสารจากพืชดวยวิธี Sonication รวมกับ Soxhlet extraction 

นําพืชที่ลางทําความสะอาดแลวไปอบแหงที่อุณหภูมิ 60°C    นํามาปนใหเปนผงละเอียดดวย
เครื่องปนบด นําผงพืชอบแหง 30 กรัม ใสใน flask ที่มีตัวทําละลาย 300 ml  ปดฝาดวยจุกสําลี
นําไป sonicate ดวยเครื่อง ultrasonication bath ที่ความถี่ 40 kHz ใชเวลาในการ sonicate 1 
ชั่วโมง  กรองแยกผงพืชออกจากตัวทําละลาย   นําผงพืชใสใน cellulose thimble และตัวทําละลาย
ใสใน flask เพื่อใชสกัดตอดวยวิธี Soxhlet extraction นานจนการสกัดเสร็จสมบูรณโดยสังเกตจาก
สีตัวทําละลายในบริเวณ Siphon top (ดังรูปที่ 3.6)  จะเปนสีของตัวทําละลายปกติที่ใช   ทั้งนี้ใช
เวลาในการสกัดประมาณ 5 - 7  ชั่วโมง   ทําสารละลายที่สกัดไดใหเขมขนดวยเครื่อง Rotary ระบบ
สูญญากาศที่อุณหภูมิ  60°C  แลวจึงนําสารละลายที่เขมขนนั้นอบตอที่อุณหภูมิ 60°C จนแหง   
ชั่งน้ําหนักสารสกัดที่ไดและเก็บในตูดูดความชื้น 

                                                    
1: Stirrer bar 2: Still pot 3: Distillation path 4: Thimble 5: Solid 6: Siphon top 7: Siphon exit 
8: Expansion adapter 9: Condensor 10: Cooling water in 11: Cooling water out 
                  รูปที่ 3.6 แสดงสวนประกอบของ Soxhlet extraction apparatus 
 

 
 
 
 

 
 
 
 

 
 



                                                                                                                                     

 

       

               3.5.2   วิธีเตรียมสารสกัดเพื่อใชทดสอบ 
        ชั่งสารสกัด 100 mg ละลายใน DMSO 1 ml   เติมอาหารปริมาตร 9 ml กรองสารละลายผาน 
acrodisc 0.2 µm.   สารสกัดที่ไดจะมีความเขมขน 10 mg/ml โดยมีDMSO 10%    เมื่อตองการ
ทดสอบใหเจือจางสารละลายดวย อาหารเลี้ยงเซลลใหมีความเขมขนของ DMSO ไมเกิน 1% ทั้งนี้
เพื่อหลีกเลี่ยงการทําลายเซลลจากฤทธิ์ของ DMSO ที่เขมขนเกินไป 
 
        3.5.3    การทดสอบความเปนพิษเบื้องตนของสารสกัด 
        นําเซลลออกจากภาชนะเลี้ยงดวยวิธี trypsinization และนับจํานวนเซลลดวย
hemocytometer    เจือจางเซลลดวยอาหารเลี้ยงเซลลใหมีความหนาแนน 2x104 cell/ml บมเลี้ยง
เซลล ใน 24 well plate โดยใหมีปริมาตรหลุมละ 2 ml บมเลี้ยงในตูบมคารบอนไดออกไซด 5% ที่
อุณหภูมิ 37 °C   เปนเวลา 48 ชั่วโมง     จากนั้นเปลี่ยนอาหารเลี้ยงเซลลใหมใหเปนอาหารที่มีสาร
สกัดความเขมขน 1 mg/ml   บมเลี้ยงตอในตูบมนาน 48 ชั่วโมง    แลวนํามาหาเปอรเซ็นตการรอด
ชีวิตของเซลลดวยวิธี trypan blue exclusion 
        3.5.4   การทดสอบหาคา IC 50 ของสารสกัดที่มีตอเซลลทดสอบ 
        นําเซลลออกจากภาชนะเลี้ยงดวยวิธี trypsinization และนับจํานวนเซลลดวยใช 
hemocytometer  เจือจางเซลลดวยอาหารเลี้ยงเซลลใหมีความหนาแนน 2x10 4 cell/ml  บมเลี้ยง
เซลล ใน 24 well plate โดยใหมีปริมาตรหลุมละ 2 ml   บมเลี้ยงในตูบมคารบอนไดออกไซด 5% ที่
อุณหภูมิ 37 °C  นาน 48 ชั่วโมง   จากนั้นเปลี่ยนไปเลี้ยงในอาหารที่มีสารสกัดที่มีแนวโนมเปนพิษ
จากการทดสอบความเปนพิษเบื้องตนแลว   โดยใหมีความเขมขนของสารสกัดในอาหารเปน 1,0.8, 
0.6, 0.4, 0.2 mg/ml บมเลี้ยงในตูบมตออีก 48 ชั่วโมง    จากนั้นนําเซลลมาคํานวณหาเปอรเซ็นต
การรอดชีวิตของเซลลเทียบกับเซลลที่เลี้ยงในอาหารปกติที่ไมมีสารสกัด   นําคาเปอรเซ็นตการรอด
ชีวิตของเซลลที่ความเขมขนตางๆของสารสกัดไปสรางกราฟเพื่อหาคาความเขมขนของสารสกัดที่
ทําใหเซลลทดสอบมีชีวิต 50 เปอรเซ็นต (IC50)  โดยเทียบกับเซลลที่เลี้ยงในอาหารปกติที่ไมใสสาร
สกัด  
         
         3.5.5   การทดสอบความสามารถในการสรางโคโลนีของเซลล (plating efficiency) ที่ความ
เขมขน IC 50 ของสารสกัด 
        นําเซลลออกจากภาชนะเลี้ยงดวยวิธี trypsinization นับจํานวนเซลลดวย hemocytometer 
แลวเจือจางเซลลดวยอาหารเลี้ยงเซลลที่มีความเขมขนของสารทดสอบที่ IC50 ใหไดความหนาแนน

 
 
 
 

 
 
 
 

 
 



                                                                                                                                     

 

       

เซลลเหมาะสมเปน 300 cell/well ของถาดเลี้ยงเซลล (6 well plate) ในการทดลองนี้จะทําการ
ทดลองเปน 2 ชุดคือชุดที่1 บมเลี้ยงเซลล 300 cell/well ในอาหารที่มีสารสกัดความเขมขน IC 50  
บมเลี้ยงในตูบมอุณหภูมิ 37 °C  ที่มีการควบคุมให 5% CO2  นาน 12 วันแลวจึงยอมสีโคโลน ี   ชดุ
ที่ 2 บมเลี้ยงเซลล 300 cell/well ในอาหารที่มีสารสกัดความเขมขน IC 50  นาน 48 ชั่วโมง แลว
เปลี่ยนเปนอาหารปกติที่ไมมีสารสกัดและบมตอ 10 วัน   
        การยอมสีโคโลนีทําโดยดูดอาหารเกาทิ้งและลางดวย PBS buffer ตรึงโคโลนีดวยสารละลาย 
methanol : glacial acitic acid  (3:1)  เปนเวลา 10 นาที  และยอมโคโลนีดวย 1% crystal violet 
เปนเวลา 5 นาที  เพื่อใหเห็นโคโลนีเปนสีมวงใหสะดวกตอการนับจํานวนโคโลนี 
 
        3.5.6.   การตรวจหาการตายของเซลลแบบ apoptosis 

         3.5.6.1   ตรวจการเกิด DNA fragmentation 
        เลี้ยงเซลลในภาชนะเลี้ยงเซลลขนาด 75 ตารางมิลลิเมตร    บมเลี้ยงในตูบมอุณหภูมิ 37°C  
ที่มีการควบคุมให  CO2  เปน 5% เมื่อเซลลมีความหนาแนน 80% conflulence เปลี่ยนอาหารโดย
ใสอาหารที่มีสารสกัดความเขมขนที่ IC50  บมเลี้ยงตอในตูบมนาน 48 ชั่วโมง แลวนําเซลลไปสกัด 
DNA ดวยการ trypsinization  เก็บเซลลไปปนเหวี่ยงที่ 4°C 1,000 rpm นาน 10 นาที ลางเซลล
ดวย PBS นําตะกอนเซลลหลังลางไปเติม TE buffer 300 µl  ปเปตขึ้นลงเพื่อกระจายเซลลแลว   
เติม SDS ความเขมขน 10% ปริมาตร 60 µl   และ proteinase K (20mg/ml) 20 µl บมในอาง
น้ําอุนอุณหภูมิ 50°C   นาน 1 ชั่วโมง   หลังจากนั้นเติม RNase (10mg/ml)  10 µl  บมในอาง
น้ําอุนอุณหภูมิ 37°C  นาน 1 ชั่วโมง   เติมโซเดียมคลอไรดความเขมขน 5 M ปริมาตร 200 µl    
เติมสารละลายผสมของ  phenol : chloroform : isoamyl alcohol (25 : 24 : 1) ในปริมาตรเทากับ
สารละลายทั้งหมดที่มีอยูในหลอด   เขยาแบบ repeated inversion นาน 5 นาที    นําไปปนเหวี่ยง
ที่ 4°C 12,000 rpm นาน 5 นาที   ดูดสารละลายใสหลอดใหม  เติม cold absolute ethanolนําไป
เก็บที่ - 80°C นาน 1 ชั่วโมง   นําไปปนเหวี่ยงที่ 4°C 12,000 rpm นาน 5 นาที และลางดวย 70% 
ethanol   ปลอยใหแหง   หลังจากนั้นละลายใน 100 µl   TE buffer  แลวตรวจสอบ DNA ดวยการ 
run 2% agarose gel electrophoresis ใน 0.5x TAE buffer ที่ความตางศักย 100 volts นาน
ประมาณ 40 – 50 นาที   ยอมเจลดวยเอธิเดียมโบรไมด  ตรวจดูภายใตแสงอัลตราไวโอเลต 
 
 
 

 
 
 
 

 
 
 
 

 
 



                                                                                                                                     

 

       

3.5.6.2 ตรวจการเปลีย่นแปลงลกัษณะของ membrane (membrane alterations) ดวย  
Vybrant Apoptosis Assay Kit 2 

        หลังจากครบเวลาบมเซลลรวมกับสารทดสอบ   เก็บเซลลทั้งที่เกาะผิวและที่แขวนลอย   ลาง
เซลลดวย PBS และเจือจางเซลลดวย (1x) annexin – binding buffer ใหไดเซลลความหนาแนน 
ประมาณ 106 cell/ml  ดูดสารละลายเซลล 100 µl   เติม annexin V 10 µl และ PI 1 µl บมที่
อุณหภูมิหอง 15 นาที   ลางเซลลดวย (1x) annexin – binding buffer นําไปสองใตกลองฟลูออเรส
เซ็นต 
         
        3.5.7   การวัดคุณสมบัติการตานอนุมูลอิสระดวยวิธ ีFerric Thiocyanate (FTC) 
        จากปฏิกิริยา lipid peroxidation จะเกิด peroxide ซึ่งเปน free radical  โดย peroxide ที่
เกิดขึ้นจะทําปฏิกิริยากับ ferrous chloride เกิดเปน ferric ions และรวมตัวกับ ammonium 
thiocyanate เกิดเปน ferric thiocyanate  (สีแดง)  วัดคาการดูดกลืนแสงที่ 500 nm ทั้งนี้คาการ
ดูดกลืนแสงจะแปรผันตรงกับปริมาณของ free radical ที่เกิดซึ่งในที่นี้คือ peroxide ดังนั้นสารที่มี
คุณสมบัติลดปริมาณ peroxide จึงแสดงถึงความสามารถในการตานอนุมูลอิสระ   คาดูดกลืนแสง
ที่วัดไดนํามาคํานวณเปนเปอรเซ็นตการยับยั้ง lipid peroxidation (Gulcin และคณะ) ไดดังนี้  
                           Lipid peroxidation (%) = 100 - [ (A1 / A2) x 100] 
                           เมื่อ A1 คือ คาดูดกลืนแสงของ sample 
                                 A2  คือ คาดูดกลืนแสงของ control  
  ข้ันตอนการทดสอบคุณสมบัติการตานอนุมูลอิสระทาํไดดังนี ้
        นําสารสกัด 4 mg ใสหลอดฝาเกลียว   ละลายดวย absolute ethanol 4 ml    เติม 4.1 ml 
สารละลาย linoleic acid ความเขมขน 2.25% ใน absolute ethanol  เติม0.05 M phosphate 
buffer (pH 7.0) ปริมาตร 8 ml   เติมน้ํา 3.9 ml บมในที่มืดอุณหภูมิ 40°C เมื่อครบ 24 ชั่วโมงดูด
สารละลาย 0.1 ml ใสหลอดอันใหม   เติม 75% ethanol ปริมาตร 9.7 ml   เติม ammonium 
thiocyanate 0.1 ml   เติม 0.1 ml ของสารละลาย ferrous chloride ความเขมขน 0.02 M ใน 
3.5% hydrochloride acid ทิ้งไว 3 นาที  นําไปวัดคาดูดกลืนแสงที่ 500 nm. เก็บตัวอยางทุก 24 
ชั่วโมง  จนกวาคาดูดกลืนแสงของหลอดควบคุมจะคงที่   คํานวณหาคา Total antioxidant activity 

 
 
 
 

 
 
 
 

 
 




