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บทคัดย่อ 

งานวิจัยนี้มีวัตถุประสงค์เพื่อศึกษาปริมาณสารประกอบฟีนอลิก ปริมาณประกอบ 

ฟลาโวนอยด์ ฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ และฤทธิ์ความเป็นพิษต่อเซลล์มะเร็งเต้านม (MCF-7) 

ของสารสกัดใบติ้วจากเฮกเซน เอทิลอะซิเตรต และเมทานอล ผลการทดลองพบว่า สารสกัด

เมทานอลมีปริมาณสารประกอบฟีนอลิก ฟลาโวนอยด์ และฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระสูงที่สุด  

โดยมีค่าเท่ากับ 150.21 มิลลิกรัมแกลลิกต่อกรัมน้้าหนักสารสกัด 41.81 มิลลิกรัมสมบูรณ์

ของเคอร์ซิตินต่อกรัมน้้าหนักสารสกัด และ 9.87 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ตามล้าดับ สารสกัด

ใบติ้วจากเมทานอลแสดงฤทธิ์ยับยั้งการเจริญเติบโตของเซลล์มะเร็งเต้านม (MCF-7) ได้ดีที่สุด 

โดยมีค่า IC50 เท่ากับ 12.45 ± 2.69 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร  
  

ค าส าคัญ: ฤทธิ์ต้านอนุมลูอิสระ, ฤทธิ์ความเป็นพิษต่อเซลล,์ มะเร็งเต้านม, ใบติ้ว 
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Abstract  
The purposes of this research were to investigate the content of 

phenolic compounds, flavonoid compounds, antioxidant activity and cytotoxic 
of hexane, ethyl acetate, and methanol extracts from Cratoxylum formosum 
leaves against MCF-7 human breast cancer cells. The experimental results 
indicated that methanol C.formosum extract had the highest content of 
phenolic compounds, flavonoid compounds and antioxidant activity of 150.21 
mg GAE/g, 41.81 mg QE/g, and 9.87 mg/mL, respectively. Methanol C. formosum 
extract had the highest inhibitory activity against the growth of MCF-7 human 
breast cancer cells with IC50 of 12.45 ± 2.69 µg/mL.  
 
Keywords: antioxidant activities, cytotoxic, breast cancer, Cratoxylum formosum 
 
บทน า  

อนุมูลอิสระเป็นอะตอมหรือโมเลกุลที่สามารถท้าปฏิกิริยากับอะตอมอื่น ๆ  ในร่างกาย
หรือเซลล์ได้อย่างรวดเร็ว โดยอนุมูลอิสระนี้จะถูกสร้างขึ้นในร่างกายโดยธรรมชาติและยังมี
หน้าที่ส้าคัญในหลาย ๆ กระบวนการที่เกิดขึ้นภายในเซลล์ หากสารอนุมูลอิสระนี้มีความ
เข้มข้นสูงขึ้นจะเป็นอันตรายต่อร่างกายและสร้างความเสียหายต่อส่วนประกอบของเซลล์  
ดีเอ็นเอ โปรตีน รวมถึงเยื่อหุ้มเซลล์ โดยอาจพัฒนาให้เกิดโรคต่าง ๆ ตามมา เช่น มะเร็ง  
โรคหลอดเลือดหัวใจ อัลไซเมอร์ พาร์กินสัน เบาหวาน ต้อกระจก หลอดเลือดตีบและแข็งตัว 
ความจ้าเสื่อม และจอประสาทตาเสื่อม เป็นต้น (Bagchi & Puri, 1998) จากรายงานการศึกษา
ต่างๆพบว่า สารพฤกษเคมีจ้านวนมาก โดยเฉพาะสารกลุ่มฟีนอลิก สารกลุ่มฟลาโวนอยด์  
มีคุณสมบัติความสามารถในการต้านอนุมูลอิสระ ซึ่งการได้รับสารธรรมชาติที่มีฤทธิ์ต้านอนุมูล
อิสระจะช่วยลดความเสี่ยงโรคต่างๆ ที่มีสาเหตุมาจากอนุมูลอิสระ (Pereira et al., 2009) 
สารต้านอนุมูลอิสระมีความส้าคัญต่อกระบวนการออกซิไดซ์อนุมูลอิสระ หรือยับยั้งการ
เกิดปฏิกิริยาออกซิเดชัน สารต้านอนุมูลอิสระเหล่านี้มีกลไกการท้างานต้านอนุมูลอิสระ
ด้วยกันหลายแบบ เช่น การดักจับอนุมูลอิสระ (radical scavenging) การยับยั้งการท้างาน
ของออกซิเจนที่ขาดอิเล็กตรอน (singlet oxygen quenching) การจับกับโลหะที่สามารถ
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เร่งปฏิกิริยาออกซิเดชันได้ (metal chelation) การหยุดปฏิกิริยาการสร้างอนุมูลอิสระ 
(chain-breaking) เสริมฤทธิ์ (synergism) และการยับยั้งการท้างานของเอนไซม์ (enzyme 
inhibition) ที่เร่งปฏิกิริยาอนุมูลอิสระ สารต้านอนุมูลอิสระมีอยู่จ้านวนมาก ทั้งที่ได้จากการ
สังเคราะห์ขึ้น และที่มีอยู่ในพืชโดยทั่วไป ได้แก่ โคเอนไซม์ เอนไซม์คิวเทน (Beyer, 1992) 
สารประกอบฟีนอลิก ได้แก ่ฟลาโวนอยด์ กรดฟีนอลิก และแอนโธไซยานิน (ณพัฐอร บัวฉุน, 
2563) 

โรคมะเร็งเป็นกลุ่มของโรคที่เกี่ยวข้องกับการเจริญเติบโตของเซลล์ที่ผิดปกติ  
โดยเซลล์จะมีแบ่งตัวและเพิ่มจ้านวนเจริญเติบโตอย่างควบคุมไม่ได้ ก่อให้เกิดเป็นมะเร็ง 
ที่สามารถแพร่กระจายไปยังร่างกายส่วนที่อยู่ห่างไกลได้โดยผ่านระบบน้้าเหลืองหรือกระแส
เลือด สาเหตุของมะเร็งนั้นมีหลากหลาย ได้แก่ การสูบบุหรี่ อาหารที่บริโภค การขาดการ
ออกก้าลังกาย โรคอ้วน และการบริโภคแอลกอฮอล์ การติดเชื้อบางชนิด การสัมผัสรังสี และ
มลภาวะสิ่งแวดล้อม ชนิดของมะเร็งที่พบได้มากเป็นอันดับต้น ๆ ได้แก่ มะเร็งปอด มะเร็ง
เต้านม มะเร็งล้าไส้ใหญ่ มะเร็งกระเพาะอาหาร และมะเร็งต่อมลูกหมาก (ศูนย์ข้อมูลออนไลน์, 
2563) แม้ในปัจจุบันจะมีผลยับยั้งการแบ่งตัวของเซลล์มะเร็งในขั้นตอนต่าง ๆ ได้ แต่อย่างไร
ก็ตามก็ยังไม่สามารถยับยั้งเซลล์มะเร็งให้หมดไปได้ และยังส่งผลข้างเคียงภาวะกดไขกระดูก 
ที่ท้าหน้าที่สร้างเม็ดเลือดซึ่งท้าให้เกิดความผิดปกติของกลไกระบบภูมิคุ้มกัน จึงได้มีการศึกษา
ค้นคว้าหาสารจากแหล่งต่างๆ ในธรรมชาติ เพื่อใช้เป็นยารักษาโรคมะเร็งและพืชสมุนไพรเป็น
อีกทางเลือกหนึ่งที่เข้ามามีบทบาทในการรักษาโรคมะเร็ง โดยสารที่ได้จากธรรมชาติส่วนมาก
จะมีความปลอดภัยสูงและผลข้างเคียงของการใช้ยาต่้า  

มะเร็งเต้านมเกิดจากความผิดปกติของเซลล์ที่อยู่ภายในท่อน้้านมหรือต่อมน้้านม 

เซลล์เหล่านี้มีการแบ่งตัวผิดปกติไม่สามารถควบคุมได้ มักแพร่กระจายไปตามทางเดิน
น้้าเหลือง สู่อวัยวะที่ใกล้เคียง เช่น ต่อมน้้าเหลืองที่รักแร้ หรือแพร่กระจายไปสู่อวัยวะที่อยู่
ห่างไกล เช่น กระดูก ปอด ตับ และสมอง เช่นเดียวกับมะเร็งชนิดอื่น ๆ มะเร็งเต้านมพบใน
ผู้หญิงมากกว่าผู้ชาย โดยผู้ชายมีโอกาสพบได้น้อยมากเพียง 1% ของมะเร็งเต้านมทั้งหมด 

จากการเก็บสถิติข้อมูลจ้านวนผู้ป่วยมะเร็งชนิดต่างๆในประเทศไทยในปี พ.ศ.2555 พบว่า 

มะเร็งเต้านมเป็นมะเร็งที่มีจ้านวนผู้ป่วยมากที่สุดเป็นอันดับ 1 (ธีรวุฒิ คูหะเปรมะ, 2560)  
จากการรายงานการศึกษาพบว่ากลุ่มโพลีฟีนอล (polyphenols) เป็นเมตาบอไลท์

ขั้นทุติยภูมิที่ประกอบด้วยวงแหวนอะโรมาติกและมีหมู่ฟังก์ชันเป็นหมู่ไฮดรอกซิลที่พบมาก 
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ในพืชผัก และผลไม้ ที่มีฤทธิ์ยับยั้งจุลชีพ ต้านการอักเสบ ต้านอนุมูลอิสระและต้านมะเร็ง 
นอกจากนี้มีการศึกษาที่ผ่านมาพบว่าสารประกอบฟีนอลิก และสารประกอบฟลาโวนอยด์  
มีคุณสมบัติในการต้านอนุมูลอิสระ และมีฤทธิ์ยับยั้งการเจริญเติบโตของเซลล์มะเร็งได้  
(วันเพ็ญ เจริญจิต, 2554) 

ติ้ว (Cratoxylum formosum) จัดอยู่ในวงศ์ Guttiferae บางคนก็เรียกว่า ผักแต้ว 
และมีอีกหลาย ๆ ชื่อ เช่น ติ้วขน ติ้วส้ม แต้วหอม หรือแต้วหิน ใบมีรสเปรี้ยวปนฝาด นิยม
น้าใบมากินกับพริก ลาบ หรือแหนมเนือง ใส่แกงเลียง แกงส้ม หรือต้มย้า ติ้วถูกน้ามาใช้
ประโยชน์อย่างมากมายทั้งในประเทศไทยและต่างประเทศ โดยน้ามาเป็นส่วนหนึ่งของต้ารา
ยาแผนโบราณมีการใช้รากและลา้ตน้แก้กระษัยเส้นและเป็นยาระบาย ใบและยอดอ่อนใช้เป็น
ยาระบายอ่อนๆ (คณะเภสัชศาสตร์ มหาวิทยาลัยศิลปากร, 2563) จากข้อมูลวิจัยพบว่ามี
การศึกษาความเป็นพิษต่อเซลล์มะเร็งและช่วยยับยั้งการสร้าง NF -kB ที่เกิดจากการเหนี่ยวน้า
ของสารสื่อการอักเสบ ( inflammatory cytokines) ที่จะท้าให้เกิดการตายของเซลล์ 
(apoptosis) ของสารสกัดจากกิ่งติ้ว และยังมีการศึกษาองค์ประกอบทางเคมีและฤทธิ์ต้าน
อนุมูลอิสระ จากข้อมูลดังกล่าวข้างต้นพบว่า การศึกษาที่เกี่ยวข้องกับฤทธิ์ยับยั้งเซลล์มะเร็ง
เต้านมจากใบติ้วยังมีน้อยมาก อีกทั้งใบติ้วเป็นพืชที่พบได้ง่ายในทั่วทุกภาคของประเทศไทย 

ผู้วิจัยจึงสนใจ ศึกษาปริมาณสารประกอบฟีนอลิกทั้งหมด ปริมาณประกอบฟลาโวนอยด์
ทั้งหมด ฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ และฤทธิ์ความเป็นพิษต่อเซลล์มะเร็งเต้านม (MCF-7) ซึ่งผล
จากงานวิจัยนี้จะเป็นประโยชน์ทางแพทย์ เภสัชวิทยา โดยเป็นข้อมูลพื้นฐานในการพัฒนา
เป็นยารักษามะเร็งเต้านม ช่วยส่งเสริมการบริโภคสมุนไพรพื้นบ้าน การปลูกเป็นพืชเศรษฐกิจ 
และยังเป็นการเพิ่มมูลค่าพืชสมุนไพร 
 
วิธีด าเนินการวิจัย 
 1. การเตรียมสารสกัดพืชตัวอย่าง  

ใบติ้ว (Cratoxylum formosum วงศ์ Guttiferae) ที่ใช้ในการศึกษาเก็บจากอ้าเภอ

วังน้้าเย็น จังหวัดสระแก้ว เดือนมิถุนายน 2563 โดยเลือกเฉพาะใบอ่อน (อนันต์ อธิพรชัย 
และคณะ, 2562) น้ามาท้าความสะอาด หั่นเป็นชิ้นเล็ก ๆ ผึ่งลมให้แห้ง อบที่อุณหภูมิ 50 
องศาเซลเซียส นาน 48 ชั่วโมง และบดให้ละเอียด ชั่งตัวอย่างใบติ้ว 1,500 กรัม น้ามาแช่ 
ในตัวท้าละลายเฮกเซน 8 ลิตร ปิดภาชนะทิ้งไว้ที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 7 วัน เมื่อครบก้าหนด
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เก็บสารละลายที่ได้มากรองด้วยเครื่องกรองสุญญากาศ และน้ากากที่เหลือไปแช่เฮกเซน  
อีก 3 ครั้ง หลังจากนั้นท้าการรวมสารสกัดทั้งหมดมาระเหยตัวท้าละลายออกด้วยเคร่ืองระเหย
สารภายใต้สุญญากาศ (rotary evaporator) ที่อุณหภูมิประมาณ 45 องศาเซลเซียส จะได้
เป็นส่วนสกัดหยาบใบติ้วในชั้นเฮกเซน (hexane crude extract) ชั่งน้้าหนักของสารสกัด
หยาบที่ได้ หลังจากนั้นเตรียมตัวอย่างใบติ้วเหมือนเดิมแต่เปลี่ยนจากตัวท้าละลายเฮกเซน
เป็นเอทิลอะซิเตรตภายใต้อุณหภูมิประมาณ 45 องศาเซลเซียส และเมทานอลภายใต้อุณหภูมิ
ประมาณ 45 องศาเซลเซียส จะได้สารสกัดหยาบใบติ้วจาก เฮกเซน สารสกัดหยาบใบติ้วจาก
เอทิลอะซิเตรต และสารสกัดหยาบใบติ้วจากเมทานอล ค้านวณร้อยละของสารสกัดหยาบ 

และหาปริมาณสารประกอบฟีนอลิกทั้งหมด ปริมาณสารประกอบฟลาโวนอยด์ทั้งหมด  
ฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ และความเป็นพิษต่อเซลล์มะเร็งเต้านม (MCF-7)  

การค้านวณร้อยละของสารสกัดหยาบ (%w/w) = (น้้าหนักสารสกัดหยาบ x 100)/
น้้าหนักแห้ง 

2. การวิเคราะห์ปริมาณสารประกอบฟีนอลิกทั้งหมด (total phenolic content) 
ปริมาณสารประกอบฟีนอลิกทั้ งหมดถูกวิ เคราะห์ด้วยวิธี Folin-Ciocalteu 

colorimetric โดยดัดแปลงวิธีจาก Majhenic et al. (2007) ใช้กรดแกลลิก (gallic acid) 
เป็นสารมาตรฐาน โดยผสมสารละลายมาตรฐานกรดแกลลิกที่ความเข้มข้นต่างๆ (0.05, 0.1, 
0.2, 0.4, 0.8 และ 1.0 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร) หรือสารสกัดหยาบใบติ้วที่ได้จากตัวท้าละลาย
ในข้อ 1 (ความเข้มข้น 1.0 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร) ปริมาตร 0.2 มิลลิลิตร กับสารละลาย 
Folin-Ciocalteu reagent ที่ความเข้มข้น 10% (v/v) ปริมาตร 0.8 มิลลิลิตร ท้าการเขย่า
ให้เข้ากัน และบ่มที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 5 นาที จากนั้น เติมสารละลายโซเดียมคาร์บอเนต 

(Na2CO3 ) ความเข้มข้น 2.5% (w/v) ปริมาตร 1.0 มิลลิลิตร เขย่าให้ เข้ากัน บ่มที่
อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 20 นาที วัดค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 760 นาโนเมตร ด้วย
เครื่อง UV-vis spectrophotometer โดยท้าการทดลองทั้งหมด 3 ซ้้าและหาปริมาณ
สารประกอบฟีนอลิกทั้งหมดโดยเทียบกับกราฟมาตรฐานกรดแกลลิก รายงานผลเป็นหน่วย 
mg Gallic Acid Equipment (GAE)/g สารสกัดหยาบ 
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3. การวิเคราะห์ปริมาณสารประกอบฟลาโวนอยด์ทั้งหมด (total flavonoids 
content) 

ปริมาณสารประกอบฟลาโวนอยด์ทั้งหมดถูกวิเคราะหด์้วยวิธี อะลูมิเนียมไตรคลอไรด์ 
(Aluminium trichloride) colorimetric โดยดัดแปลงวิธีจาก Arvouet-Grand et al. (1994) 
โดยใช้เคอร์ซิติน (quercetin) เป็นสารมาตรฐาน ผสมสารละลายมาตรฐานเคอร์ซิตินที่ความ
เข้มข้นต่างๆ (0.05, 0.1, 0.2, 0.4, 0.8 และ 1.0 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร) หรือสารสกัดหยาบ
ใบติ้วที่ได้จากตัวท้าละลายในข้อ 1 (ความเข้มข้น 1.0 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร) ปริมาตร 0.2 
มิลลิลิตร กับสารละลายอะลูมิเนียมไตรคลอไรด์ความเข้มข้น 1.0% (w/v) ปริมาตร 1.8 
มิลลิลิตร เขย่าให้เข้ากัน บ่มที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 10 นาที วัดค่าการดูดกลืนแสงที่ความ
ยาวคลื่น 415 นาโนเมตร ด้วยเครื่อง UV-vis spectrophotometer ทั้งหมด 3 ซ้้า และหา
ปริมาณสารประกอบฟลาโวนอยด์ทั้งหมดโดยเทียบกับกราฟมาตรฐานเคอร์ซิติน รายงานผล
เป็นหน่วย mg Quercetin Equipment (QE)/g สารสกัดหยาบ  

4. การวิเคราะห์ฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ โดยวิธี DPPH Radical Scavenging  
ฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระถูกวิเคราะห์ด้วยวิธี 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH) 

Radical Scavenging โดยดัดแปลงวิธีจาก Braca et al. (2002) เริ่มจากผสมสารละลาย
มาตรฐานโทรลอกซ์ (Trolox) ที่ความเข้มข้นต่างๆ (31.25, 62.5, 125, 250 และ 500 
ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร) หรือสารสกัดหยาบใบติ้วที่ได้จากตัวท้าละลายในข้อ 1 ที่ความเข้มข้น
ต่างๆ (31.25, 62.5, 125, 250 และ 500 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร) ปริมาตร 0.2 มิลลิลิตร 
กับสารละลาย DPPH ที่ละลายในตัวท้าละลายเมทานอล ความเข้มข้น 0.05 มิลลิโมลาร์ 
ปริมาตร 1.8 มิลลิลิตร เขย่าให้เข้ากัน บ่มที่อุณหภูมิห้องในที่มืดเป็นเวลา 30 นาที วัดค่าการ
ดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 517 นาโนเมตร ด้วยเครื่อง UV-vis spectrophotometer 
ทั้งหมด 3 ซ้้า และหาร้อยละฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ (% DPPH radical inhibition) จาก
สมการ 
 

% DPPH radical inhibition =  [(A-B) / A] x 100 
 

เมื่อ  A คือ ค่าการดูดกลืนแสงของสารละลาย DPPH ที่ไม่มีสารทดสอบ  
 B คือ ค่าการดูดกลืนแสงของสารละลาย DPPH ที่มีสารทดสอบ 
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 และน้าค่าที่ได้จากการค้านวณแต่ละความเข้มข้นไปค้านวณหาค่า the half maximal 
inhibitory concentration (IC50) คือ ค่าความเข้มข้นของสารตัวอย่างที่ยับยั้งอนุมูลอิสระ 
DPPH ร้อยละ 50  

5. การทดสอบความเป็นพิษของสารสกัดหยาบใบติ้วต่อเซลล์มะเร็งเต้านม (MCF-7) 
ท้าการทดสอบโดยการใช้วิธี MTT assay (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-

diphenyltetrazolium bromide) tetrazolium reduction assay) โดยดัดแปลงวิธีจาก 
Braca et al. (2002) โดยเตรียมตัวอย่างสารสกัดหยาบใบติ้ว 2 มิลลิกรัม เติม dimethyl 
sulfoxide (DMSO) 0.04 มิลลิลิตร เขย่าให้ละลายเข้ากัน ท้าการเจือจางให้ได้ความเข้มข้น 

10, 20, 40, 60, 80 100 และ 200 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร หลังจากนั้นท้าการเพาะเลี้ยง
เซลล์ MCF-7 (human breast carcinoma ATCC Cat.No. HTB-22) ในอาหารเลี้ยงเซลล์ 
MEM (Minimum Essential Medium) ที ่ม ี 10% Fetal bovine serum แ ล ะ  1% 

penicillin-streptomycin บ่มในตู้ CO2 ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส และท้าการทดสอบ
ความเป็นพิษต่อเซลล์มะเร็งด้วยวิธี MTT assay โดยน้าเซลล์ที่ถูกเพาะเลี้ยงในอาหารเลี้ยง
เซลล์ที่เหมาะสมใส่ลงหลุมเลี้ยงเซลล์ชนิด 96 หลุม (96-well plate) ให้มีความหนาแน่น 

3,000 เซลล์ต่อหลุม ท้าการบ่มในตู้เพาะเลี้ยงเซลล์ 48 ชั่วโมง ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 
หลังจากนั้นน้ามาเติมสารสกัดตัวอย่างที่ความเข้มข้นต่าง ๆ (10, 20, 40, 60, 80 100 และ 
200 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร) เติมหลุมละ 100 ไมโครลิตร แต่ละความเข้มข้นจะท้าซ้้า 4 หลุม 
และน้าไปบ่มในตู้เพาะเลี้ยงเซลล์ 24 ชั่วโมง น้าสารตัวอย่างออกจากเซลล์เพาะเลี้ยง ท้าการ
บ่มซ้้าในตู้เพาะเลี้ยงเซลล์ เป็นเวลา 24 ชั่วโมง และไปทดสอบด้วยวิธี MTT assay โดยปิเปต 
MTT (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide, thiazolyl blue) 
50 ไมโครลิตรลงใน phosphate buffer Saline (PBS) 5 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร เติมลงแต่
ละหลุมปริมาตร 60 µl/well บ่มในตู้เพาะเลี้ยงเซลล์ 4 ชั่วโมง เติมสารละลายที่ได้จากการ
ละลายฟอร์มาซาน (formazan) ด้วย Dimethyl Sulfoxide (DMSO) 200 ไมโครลิตร และ
ซอเรนเซนไกลซีนบัฟเฟอร์ (Sorensenglycine buffer) ) pH 10.5 วัดค่าการดูดกลืนแสง
ด้วยเครื่องไมโครเพลทรีดเดอร์ (Microplate Reader) ที่ความยาวคลื่น 570 นาโนเมตร 
ทดลอง 3 ซ้้า (ตัวท้าละลายต่างๆ เป็น negative control และฟลูออโรยูราซิล (Fluorouracil) 
เป็น positive control) และวิเคราะห์ข้อมูลหาค่า IC50 เพื่อหาความเป็นพิษต่อเซลล์ของสาร
สกัดจาก Dose-log response curve ด้วยวิธี Linear regression  
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6. การวิเคราะห์สถิติ (Statistical analysis) 
ทุกการทดลองต้องมีการทดสอบอย่างน้อย 3 คร้ังแสดงข้อมูลในรูปแบบของค่าเฉลี่ย

และส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐานของค่าเฉลี่ย (mean ± SD) และวิเคราะห์ความสัมพันธ์ระหว่าง
ปริมาณสารประกอบฟีนอลิกทั้งหมดปริมาณสารประกอบฟลาโวนอย์ทั้งหมด และฤทธิ์ต้าน
อนุมูลอิสระวิเคราะห์ด้วยสัมประสิทธิ์สหสัมพันธ์ของเพียร์สัน 
 
ผลการวิจัยและอภิปรายผล         

1. ผลผลิตสารสกดัหยาบ 
ผลการสกัดใบติ้ว 1,500 กรัม ด้วยเฮกเซน เอทิลอะซิเตรต และเมทานอล ได้สาร

สกัดหยาบใบติ้วด้วยเฮกเซนที่มีลักษณะเป็นของเหลวข้นสีเขียว 10.41 กรัม ร้อยละผลผลิต
สารสกัดหยาบเท่ากับ 5.21 สารสกัดหยาบใบติ้วด้วยเอทิลอะซิเตรตมีลักษณะเหนียวมีความ
หนืดสีน้้าตาลเข้ม 19.32 กรัม ร้อยละผลผลิตสารสกัดหยาบเท่ากับ 10.54 และสารสกัดหยาบ
ใบติ้วด้วยมีลักษณะเหนียวมีความหนืดสีน้้าตาลเข้มจนเกือบด้า 28.92 ร้อยละผลผลิตสาร
สกัดหยาบเท่ากับ 15.64 

ผลการเตรียมสารสกัดหยาบใบติ้วด้วยเฮกเซน เอทิลอะซิเตรต และเมทานอล 
พบว่าตัวท้าละลายเมทานอลให้ปริมาณร้อยละผลผลิตสารสกัดหยาบสูงที่สุด รองลงมาคือ
เอทิลอะซิเตรต และเฮกเซน ทั้งนี้เนื่องจากสารประกอบในพืชส่วนใหญ่เป็นสารอินทรีย์ที่มี
ความมีขั้วสูง จึงสามารถละลายได้ดีในตัวท้าละลายที่มีสภาพขั้วที่ใกล้เคียงกัน (นันทวัน  
บุณยะประภัศร, 2536) เพราะต่างก็เป็นสารอินทรีย์เหมือนกันที่เกิดการละลายกันตาม
หลักการละลายกันได้ (like dissolves like) ตัวท้าละลายอินทรีย์ที่นิยมใช้ส้าหรับสกัดสาร 
ประกอบฟีนอลิกได้แก่ เมทานอล เอทานอล และตัวท้าละลายที่ไม่มีขั้ว เช่น เอทิลอะซิเตรต 

เฮกเซน ปิโตรเลียมอีเทอร์ 
2. ปริมาณสารประกอบฟีนอลิกทั้งหมด สารประกอบฟลาโวนอยด์ทั้งหมดและ

ฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระสารสกัดหยาบใบติ้ว  
สารสกัดหยาบใบติ้วจากตัวท้าละลายเมทานอล เอทิลอะซิเตรต และเฮกเซน ได้ถูก

น้ามาวิเคราะห์หาปริมาณสารประกอบฟีนอลิกทั้งหมด สารประกอบฟลาโวนอยด์ทั้งหมดและ
ฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระสารสกัดหยาบใบติ้ว ได้ผลดังตารางที่ 1  
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การหาปริมาณสารประกอบฟีนอลิกทั้งหมดในสารสกัดหยาบใบติ้วเทียบกับสาร 
ละลายมาตรฐานกรดแกลลิก พบว่า สารสกัดหยาบใบติ้วจากตัวท้าละลายที่ต่างกันให้ปริมาณ
สารประกอบฟีนอลิกทั้งหมดต่างกัน เรียงตามล้าดับจากปริมาณมากไปหาน้อยคือ สารสกัด
หยาบใบติ้วจากเมทานอล เอทิลอะซิเตรต และเฮกเซน เท่ากับ 150.21 ± 1.02, 122.11 ± 

1.00 และ 90.47 ± 1.53 mg GAE/g ตามล้าดับ  
การหาปริมาณสารประกอบฟลาโวนอยด์ทั้งหมดในสารสกัดหยาบใบติว้เทียบกับสาร 

ละลายมาตรฐานเคอร์ซิตินพบว่า สารสกัดหยาบใบติ้วจากตัวท้าละลายที่ต่างกัน ให้ปริมาณ
สารประกอบฟลาโวนอยด์ทั้งหมดต่างกัน เรียงตามล้าดับจากปริมาณมากไปหาน้อยคือ สาร
สกัดหยาบใบติ้วจากเมทานอล เอทิลอะซิเตรต และ เฮกเซน เท่ากับ 41.81 ± 0.97, 28.91 
± 1.05 และ 21.47 ± 1.32 mg QE/g ตามล้าดับ  

การทดสอบฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระในสารสกัดหยาบใบติ้วเทียบกับสารละลายมาตรฐาน
โทรลอกซ์ พบว่า สารสกัดหยาบใบติ้วจากตัวท้าละลายที่ต่างกันให้ฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระที่
ต่างกัน เรียงตามล้าดับจากปริมาณมากไปหาน้อยคือ คือ สารสกัดหยาบใบติ้วจากเมทานอล 

เอทิลอะซิเตรต และเฮกเซน โดยมีค่า IC50 เท่ากับ 9.87 ± 1.32, 12.61 ± 1.27 และ 15.39 
± 1.11 mg/mL ตามล้าดับ  
 
ตารางที่ 1 ปริมาณสารประกอบฟีนอลิกทั้งหมด ฟลาโวนอยด์ทั้งหมด ฤทธิ์การต้านอนุมูล

อิสระของสารสกัดหยาบใบติ้ว 
สารสกัด ปริมาณสารประกอบ 

ฟีนอลิกทั้งหมด 
(mg GAE/g) 

ปริมาณสารประกอบ  
ฟลาโวนอยด์ทั้งหมด 

(mg QE/g) 

ฤทธิ์การต้านอนุมลู
อิสระ (IC50 ) 
(mg/mL) 

เฮกเซน 90.47 ± 1.53 21.47 ± 1.32 15.39 ± 1.11 
เอทิลอะซิเตรต 122.11 ± 1.00 28.91 ± 1.05 12.61 ± 1.27 
เมทานอล 150.21 ± 1.02 41.81 ± 0.97 9.87 ± 1.32 

 
ปริมาณสารประกอบฟีนอลิกทั้งหมด สารประกอบฟลาโวนอยด์ทั้งหมด ในสารสกัด

หยาบใบติ้วที่ถูกสกัดด้วยเฮกเซน เอทิลอะซิเตรต และเมทานอล สารสกัดหยาบใบติ้วจาก 
เมทานอลมีปริมาณสารประกอบฟีนอลิกทั้งหมดสารประกอบฟลาโวนอยด์ทั้งหมด และฤทธิ์
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การต้านอนุมูลอิสระ (IC50) สูงที่สุด ผลการทดลองที่ได้สอดคล้องกับงานวิจัยของ Bundit et 
al. (2015) ที่ท้าการสกัดติ้วแดงด้วยตัวท้าละลายเฮกเซน เอทิลอะซิเตรต และเมทานอล 
โดยสารสกัดหยาบติ้วแดงจากเมทานอลมีปริมาณสารประกอบฟีนอลิกทั้งหมด และสาร 
ประกอบฟลาโวนอยด์ทั้งหมดสูงที่สุด และสอดคล้องกับงานวิจัยของ ธนศักดิ์ แซ่เลี่ยว  
และคณะ (2551) และ วสันต์ สุมินทิลี่ และคณะ (2557) ที่พบว่าการสกัดหยาบใบติ้วจาก 
เมทานอลมีปริมาณสารประกอบฟีนอลิกทั้งหมดสูงที่สุด ในการศึกษาตัวท้าละลายที่มีผลต่อ
ปริมาณสารประกอบฟีนอลิกทั้งหมด ในสารสกัดใบติ้วด้วยวิธี Folin-Ciocalteu colorometric 
method พบว่าสารสกัดที่สกัดด้วยเมทานอล มีปริมาณสารประกอบฟีนอลิกทั้งหมดสูง 
เนื่องจากสารประกอบฟีนอลิกเป็นสารที่มีความเป็นขั้ว จึงสามารถละลายได้ดีในตัวท้าละลาย
ที่มีสภาพขั้วที่ใกล้เคียงกัน (อรพรรณ จันทรวิชิต และ ชัชฎาพร องอาจ, 2558) ซึ่งส่วนใหญ่
สารประกอบฟีนอลิกจะละลายได้ดีในตัวท้าละลายอินทรีย์ที่มีสภาพขั้วสูงในตัวท้าละลาย
จ้าพวกแอลกอฮอล์ได้ดีท้าให้สารประกอบฟีนอลิกสามารถละลายได้ดีในตัวท้าละลายเมทานอล 
(ภาเกล้า ภูมิใหญ่ และ ชญาณิศา สุพา, 2558) นอกจากนี้สารประกอบฟีนอลิกยังท้าหน้าที่
เป็นสารรีดิวซ์ ซึ่งมีความสามารถในการให้ไฮโดรเจน และก้าจัดออกซิเจนที่อยู่ในรูปแอคทีฟ 

ด้วยหน้าที่ต่างๆ ดังกล่าวจึงท้าให้สารประกอบฟีนอลิกเป็นสารต้านอนุมูลอิสระที่ส้าคัญชนิด
หนึ่งในพืชทั่วไป (Rice-Evans & Miller, 1996) สารประกอบฟลาโวนอยด์เป็นสารประกอบ 
ฟีนอลิก มีคุณสมบัติเป็นสารต้านอนุมูลอิสระโดยท้าหน้าที่เป็นตัวขัดขวางหรือหยุดปฏิกิริยา
ต่อเนื่องของอนุมูลอิสระ (free radical chain terminator) ตัวจับออกซิเจน (oxygen 
scavenger) หรือเป็น chelating agent ของโลหะ เป็นต้น พบมากในพืชผักและผลไม้  
อีกทั้งยังเป็นรงควัตถุ ท้าหน้าที่กรองแสงที่มีความยาวคลื่นที่จ้าเพาะเจาะจง (Rice-Evans & 

Miller, 1996)  
ผลการหาฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระในสารสกัดหยาบใบติ้วที่ถูกสกัดด้วยเฮกเซน 

เอทิลอะซิเตรต และเมทานอล สารสกัดหยาบใบติ้วจากเมทานอลมีฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระสูง
ที่สุด โดยมีค่า IC50 น้อยที่สุด ซึ่งแสดงถึงประสิทธิภาพในการต้านอนุมูลอิสระได้ดีที่สุด  

ซึ่งงานวิจัยของ บังอร วงศ์รักษ์ และ ศศิลักษณ์ ปิยะสุวรรณ์ (2549) ได้ท้าการสกัดผักติ้ว
ด้วยสารละลายเมทานอล พบว่าสารสกัดหยาบผักติ้วแสดงฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระมากที่สุด 

(IC50 เท่ากับ 0.10 mg/mL) การหาฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ DPPH โดยเริ่มจากการใช้ตัว  
ท้าละลายที่ไม่มีข้ัวแล้วค่อยเพิ่มความมีขั้วขึ้น เช่น เฮกเซน เอทิลอะซิเตท อาจจะช่วยสกัดสาร
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ที่ไม่ต้องการ เช่น องค์ประกอบของผนังเซลล์ ลิพิดที่อยู่ที่ผนังเซลล์พืช (ลิกนิน) ออกได้และ
ใช้ตัวท้าละลายที่มีขั้ว ดังนั้นสารละลายเมทานอลจึงมีประสิทธิภาพที่ดีในการน้ามาสกัดและ
หาฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ (ศรมน สุทิน และคณะ, 2560) จากผลการทดลองฤทธิ์ต้านอนุมูล
อิสระที่เกิดขึ้นจะแปรผันตามปริมาณสารที่ตรวจพบ เมื่อพิจารณาผลความสัมพันธ์ด้วย 
Pearson correlation จะเห็นว่าปริมาณสารประกอบฟีนอลิกทั้งหมดและสารประกอบ 
ฟลาโวนอยด์ทั้งหมดของของสารสกัดหยาบจากใบติ้วในตัวทา้ละลายต่างๆ มีความสัมพันธ์กับ
การออกฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระDPPH ที่ดี (Pourmorad et al., 2006) และกระบวนการต้าน
อนุมูลอิสระที่เกิดขึ้นนี้ เกี่ยวข้องกับโครงสร้างทางเคมีของสารประกอบฟีนอลิกและสาร 
ฟลาโวนอยด์ที่มีหมู่ –OH บริเวณวงแหวน aromatic ring โดยเฉพาะสารฟลาโวนอยด์ที่พบ
จ้านวน –OH ตั้งแต่ 2 วงขึ้นไป หลังจากให ้H atom แก่อนุมูลอิสระ ท้าให้โครงสร้างเสถียร
และสามารถเข้าท้าปฏิกิริยาต่อกับอนุมูลอิสระขั้นที่ 2 ในรูป alkoxyl (RO•) ได้อีกครั้ง 
(Dugas et al., 2000) H atom ของหมู่ –OH จะก้าจัดอนุมูลอิสระ DPPH• โดยจับกับ
อิเล็กตรอนโดดเดี่ยวของอนุมูลอิสระ DPPH บริเวณ N atom ท้าให้อนุมูลอิสระของ DPPH 

ได้รับโปรตอนหรือถูกรีดิวซ์ด้วยสารต้านอนุมูลอิสระ จนเกิดความเสถียรและเปลี่ยนจากสีม่วง
เป็นสีเหลืองตรวจสอบได้จากค่าการดูดกลืนแสงที่ลดลง แสดงให้เห็นว่า พืชสมุนไพรจะมี
ประสิทธิภาพในการต้านอนุมูลอิสระมากขึ้นเมื่อหมู่ –OH มีจ้านวนมากและมีต้าแหน่งที่
เหมาะสม ประกอบกับคุณสมบัติของสารประกอบฟีนอลิกและฟลาโวนอยด์ที่แม้ว่าจะสูญเสีย
อิเล็กตรอนให้กับอนุมูลอิสระแต่โครงสร้างของสารประกอบฟีนอลิกยังมีความหนาแน่นของ
อิเล็กตรอนสูงท้าให้อิเล็กตรอนสามารถย้ายไปทั่วโครงสร้าง (Delocalization) และคงความ
เสถียรเอาไว้ได้ (Pietta, 2000; Su et al., 2008; Lou et al., 2016)  

3. ฤทธิ์ความเป็นพิษต่อเซลล์มะเร็งเต้า (MCF-7) 
ผลการทดสอบฤทธิ์ความเป็นพิษต่อเซลล์มะเร็ง MCF-7 ของสารสกัดหยาบใบติ้ว

จากเฮกเซน สารสกัดหยาบใบติ้วจากเอทิลอะซิเตรต และสารสกัดหยาบใบติ้วจากเมทานอล 
ที่ความเข้มข้น 10, 20, 40, 60, 80 100 และ 200 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร และค้านวณ 
ร้อยละการเจริญเติบโตของเซลล์มะเร็ง MCF-7 พบว่าสารสารสกัดหยาบใบติ้วจากเมทานอล
ที่ระดับความเข้มข้น 200 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร มีความเป็นพิษต่อเซลล์มะเร็ง MCF-7  
สูงที่สุด โดยมีค่า IC50 เท่ากับ 12.45 ± 2.69 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร รองลงมาคือสารสกัด
หยาบใบติ้วจากเฮกเซน และสารสกัดหยาบใบติ้วจากเอทิลอะซิเตรต โดยมีความเป็นพิษ 
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ต่อเซลล์มะเร็ง MCF-7 ต่้ากว่า โดยมีค่า IC50 เท่ากับ 19.62 ± 1.21 และ 18.78 ± 1.34 
ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ตามล้าดับ ที่ระดับความเข้มข้น 200 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร 

ฤทธิ์ความเป็นพิษต่อเซลล์มะเร็ง MCF-7 ของสกัดหยาบใบติ้วจากเฮกเซน สกัดหยาบ
ใบติ้วจากเอทิลอะซิเตรต และสกัดหยาบใบติ้วจากเมทานอลที่ความเข้มข้นต่างๆ และค้านวณ
ร้อยละการเจริญเติบโตของเซลล์มะเร็ง MCF-7 พบว่า สารสกัดเอทิลอะซิเตรตมีความเป็น
พิษต่อเซลล์มะเร็ง MCF-7 สูง งานวิจัยของ Woraratphoka et al. (2012) พบว่าสารสกัด
หยาบใบติ้วจากเอทานอลมีฤทธิ์ในการยับยั้งเซลล์มะเร็ง MCF-7 (176.50 ไมโครกรัมต่อ
มิลลิลิตร) และ Benjaporn et al. (2017) พบว่าสารสกัดใบติ้วสามารถยับยั้งการเพิ่มจ้านวน
ของเซลล์มะเร็ง MCF-7 โดยมีค่า IC50 เท่ากับ 85.70 ± 4.52 µg/mL ที่เวลา 24 ชั่วโมง และ 
ค่า IC50 ที่ 85.70 ± 4.52 µg/mL ที่ 48 ชั่วโมง และการศึกษาของ Ren et al. (2011)  
ที่พบว่าสกัดจากกิ่งติ้วสามารถยับยั้งเซลล์มะเร็ง การที่สารสกัดหยาบใบติ้วเป็นพิษต่อเซลล์ 
มะเร็งเต้า MCF-7 อาจเนื่องมาจากในสารสกัดใบติ้วมีสารประกอบฟีนอลิก และสารประกอบ 
ฟลาโวนอยด์เป็นองค์ประกอบอยู่เป็นจ้านวนมาก และจากการศึกษาจากพืชสมุนไพรอื่นๆ 

พบว่าสารฟลาโวนอยด์และสารประกอบฟีนอลิกสามารถที่จะท้าลายหรือฆ่าเซลล์มะเร็งได้ 
เช่น สารพอลิฟีนอล สารเจอรานิน (geraniin) และคอนเดนซ์แทนนินสามารถยยับยั้ง
เซลล์มะเร็งเต้านมได้ ผลจากการศึกษานี้ น่าจะเป็นประโยชน์ให้ประชาชนหันมารับประทาน
พืชผักสมุนไพรของไทยโดยเฉพาะใบติ้ว ที่มีสรรรพคุณมีฤทธิ์ความเป็นพิษต่อเซลล์มะเร็ง 
เต้านม และยังเป็นข้อมูลพื้นฐานเพื่อการพัฒนาเป็นยารักษามะเร็งเต้านมต่อไป 
 
สรุปผลการวิจัย 

จากการศึกษาปริมาณสารประกอบฟีนอลิกทั้งหมด ปริมาณประกอบฟลาโวนอยด์
ทั้งหมด ฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ และฤทธิ์ความเป็นพิษต่อเซลล์มะเร็งเต้านม (MCF-7) ด้วยตัว
ท้าละลายเฮกเซน เอทิลอะซิเตรต และเมทานอลจากใบติ้ว พบว่า สารสกัดเมทานอลมีปริมาณ
สารประกอบฟีนอลิกทั้งหมด ฟลาโวนอยด์ทั้งหมด และฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระสูงที่สุด เมื่อเทียบ
กับตัวท้าละลายชนิดอื่น และสารสกัดเมทานอลแสดงฤทธิ์ยับยั้งการเจริญเติบโตของเซลล์ 
มะเร็งเต้านมได้ดีที่สุด โดยผลจากการศึกษาในครั้งนี้จะเป็นประโยชน์ในการพัฒนาสมุนไพร
ไทยเป็นยารักษาโรคหรืออาหารเสริมได้ต่อไป 
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