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บทคัดย่อ 

สารสกัดจากสมุนไพรได้รับความสนใจอย่างมากในการพัฒนาเป็นสารเพิ่มประสิทธิภาพของ
รังสี เพื่อเพิ่มความไวของเซลล์มะเร็งต่อการรักษาด้วยรังสีให้มีประสิทธิภาพมากยิ่งขึ้น และมีผลต่อ
ความเป็นพิษของเซลล์ปกติที่ต ่า งานวิจัยนี้จึงมีจุดประสงค์เพื่อศึกษาการตอบสนองของเซลล์มะเร็ง
เยื่อบุผิวปอดมนุษย์ A549 เมื่อได้รับการรักษาด้วยรังสีร่วมกับสารสกัดจากใบย่านาง โดยศึกษาอัตรา
การรอดชีวิตของเซลล์มะเร็งเยื่อบุผิวปอดมนุษย์ A549 ภายหลังจากได้รับการฉายรังสีร่วมกับสารสกัด
จากใบย่านาง และศึกษากลไกทางชีววิทยาที่ส่งผลต่อการรอดชีวิตของเซลล์มะเร็งเยื่อบุผิวปอดมนุษย์ 
A549 ภายหลังจากได้รับการฉายรังสีร่วมกับสารสกัดจากใบย่านาง ด าเนินการวิเคราะห์ฤทธิ์ต้าน
อนุมูลอิสระของสารสกัดใบย่านางด้วยวิธี DPPH assay จากนั้นแบ่งตัวอย่างออกเป็น 4 กลุ่ม ดังนี้ 
กลุ่มที่ 1 คือ กลุ่มควบคุม กลุ่มที่ 2 คือ กลุ่มที่ได้รับการฉายรังสีเพียงอย่างเดียว 2 Gy กลุ่มที่ 3 คือ 
กลุ่มที่ได้รับสารสกัดใบย่านางเพียงอย่างเดียว ความเข้มข้น 0.05 mg% Flavonoids และกลุ่มที่ 4 
คือ กลุ่มที่ได้รับสารสกัดใบย่านางร่วมกับการฉายรังสี จากผลการทดลองพบว่า สารสกัดใบย่านางมี
สารที่ออกฤทธิ์ส าคัญได้แก่ Falvonoids ซึ่งมีฤทธิ์การแสดงออกในเซลล์ได้สองแบบ (dual action) 
คือ สามารถเป็นได้ท้ัง anti-oxidant และ pro-oxidant โดยที่มีฤทธิ์เพิ่มข้ึนตามความเข้มข้นของสาร
สกัดใบย่านางที่เพิ่มขึ้น ค่าอัตราการอยู่รอดของเซลล์มะเร็งปอดของมนุษย์ A549 ลดลงอย่างมี
นัยส าคัญภายหลังจากการฉายรังสีร่วมกับสารสกัดใบย่างนาง โดยที่อัตราการอยู่รอดของเซลล์ไม่มี
ความแตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญในแต่ละช่วงเวลาภายหลังจากการได้รับรังสีเมื่อใช้ร่ว มกันกับสาร
สกัดใบย่านาง นอกจากนี้ งานวิจัยนี้แสดงให้เห็นว่า สารสกัดใบย่านางสามารถเหนี่ยวน าท าให้เกิดการ
ผลิต ROS ที่เพิ่มขึ้นในระบบได้ในระยะเวลาอันสั้นภายใน 24 ชั่วโมง และออกฤทธิ์ในการผลิต ROS 
ได้ต่อเนื่องไปจนถึงเวลาที่ 48 และ 72 ชั่วโมง มากไปกว่านั้น กลุ่มที่ได้รับสารสกัดใบย่านางร่วมกับ
การฉายรังสี พบว่ามีระดับปริมาณ ROS ภายในเซลล์เพิ่มขึ้นอย่างมีนัยส าคัญ เมื่อเทียบกับกลุ่ม
ควบคุม กลุ่มที่ได้รับรังสี หรือ สารสกัดใบย่านางเพียงอย่างเดียว ซึ่งแสดงถึงการเสริมฤทธิ์ของสาร



 

สกัดใบย่านางร่วมกับการฉายรังสี ดังนั้น จากผลการทดลองจากงานวิจัยนี้สามารถสนับสนุนการใช้
สารสกัดใบย่านางร่วมกับการฉายรังสี ที่อาจจะใช้เป็นแนวทางที่มีประสิทธิภาพในการรักษามะเร็ง
ปอดได้ต่อไปในอนาคต  

ค าส าคัญ: ย่านาง, รังสีก่อไอออน, เซลล์มะเร็งเยื่อบุผิวปอดมนุษย์, ฤทธิ์ของการยับยั้งเซลล์มะเร็ง 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

Independent Study Title Cytotoxic Effects of Ionizing Radiation Combined with 
Yanang Leaves Extract on Human Epithelial Lung 
Carcinoma Cell Line 

Author Thititip Tippayamontri 
Degree Master of Science (Anti-Aging and Regenerative Science) 
Advisor Ariya Sarikaphuti, Ph. D. 

ABSTRACT 

  Herbal extracts have garnered significant attention in the development of 
radiosensitizers, which enhance the effectiveness of radiation therapy by increasing the 
sensitivity of cancer cells while maintaining low toxicity to normal cells.  This study 
investigates the response of human lung epithelial cancer cells (A549)  treated with 
radiation in combination with Yanang leaf extract, focusing on cell survival and the 
biological mechanisms involved.  The antioxidant activity of Yanang leaf extract was 
initially evaluated using the DPPH assay, and samples were then divided into four 
groups: control, radiation-only (2 Gy), Yanang leaf extract-only (0.05 mg% Flavonoids), 
and a combination of both treatments. Results showed that Flavonoids in Yanang leaf 
extract exhibited dual roles as both antioxidants and pro-oxidants, with antioxidant 
effects increasing at higher extract concentrations.  When combined with radiation, 
flavonoids increased ROS levels in A549 cells, enhancing cancer cell sensitivity to 
radiation and leading to greater cell death.  The combination treatment significantly 
reduced the survival rate of A549 cells, with no significant differences in survival across 
different time points post- radiation.  Additionally, Yanang leaf extract induced ROS 
production within 24 hours, continuing to increase at 48 and 72 hours. The combination 
of Yanang leaf extract and radiation resulted in significantly higher intracellular ROS 
levels compared to all other groups, indicating a synergistic effect.  These findings 
suggest that Yanang leaf extract may serve as an effective radiosensitizer, enhancing 
the efficacy of radiation therapy in lung cancer treatment. 
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บทท่ี 1 

บทน ำ 

1.1 ควำมส ำคัญและควำมเป็นมำของปัญหำ 

รายงานของ American Cancer Society ในปี พ.ศ. 2562 ระบุว่าอุบัติการณ์ของการเกิด
โรคมะเร็งทั่วโลกมีผู้ป่วยมะเร็งรายใหม่ประมาณ 19.3 ล้านคน และมีผู้เสียชีวิตจากโรคมะเร็งประมาณ 
10 ล้านคน [1] จากข้อมูลทางสถิติของ World Health Organization ปี พ.ศ. 2563 พบว่ามีผู้ป่วย
โรคมะเร็งใหม่ 190,636 ราย โดยในจ านวนนี้มีผู้ป่วยโรคมะเร็งปอด 23,713 ราย คิดเป็น 12.4% ซึ่ง
เป็นอันดับ 2 ของโรคมะเร็งที่พบมากที่สุด แบ่งเป็นเพศชาย 15,418 ราย และเพศหญิง 8,295 ราย 
นอกจากนี้ยังมีผู้เสียชีวิตจากโรคมะเร็งปอด 20,395 ราย [2] ส าหรับอุบัติการณ์การเกิดโรคมะเร็ง
ปอดในประเทศไทย พบได้บ่อยประมาณร้อยละ 14.1 ของโรคมะเร็งทุกชนิด และเป็นสาเหตุหลัก
อันดับ 2 ของการเสียชีวิตจากโรคมะเร็ง คิดเป็นร้อยละ 18.7 รองจากโรคมะเร็งตับ [3] สถาบันมะเร็ง
แห่งชาติรายงานว่า โรคมะเร็งปอดเป็นมะเร็งชนิดที่พบมากเป็นอันดับ 2 ในประชากรเพศชาย และ
อันดับ 4 ในประชากรเพศหญิง [4] 

โรคมะเร็งปอดแบ่งออกเป็น 2 ชนิด ได้แก่ มะเร็งปอดปฐมภูมิ (Primary Lung Cancer) ซึ่ง
เกิดในปอด และมะเร็งปอดทุติยภูมิ (Secondary Lung Cancer) ซึ่งเกิดจากการแพร่กระจายของ
มะเร็งจากอวัยวะอื่นมายังปอด ส าหรับมะเร็งปอดปฐมภูมิ สามารถแบ่งออกเป็น 2 ชนิด คือ มะเร็ง
ปอดชนิดเซลล์เล็ก (Small Cell Lung Cancer: SCLC) และมะเร็งปอดชนิดเซลล์ไม่เล็ก (Non-Small 
Cell Lung Cancer: NSCLC) ซึ่งชนิดที่พบมากที่สุด คือ NSCLC [5] การรักษาโรคมะเร็งปอดใน
ปัจจุบันมีหลายวิธี ขึ้นอยู่กับระยะของโรค เช่น การผ่าตัด การท าเคมีบ าบัด และการฉายแสงหรือรังสี
รักษา ส าหรับผู้ป่วยมะเร็งปอดระยะที่ 1 และ 2 มักใช้การผ่าตัดเป็นวิธีหลัก ในขณะที่ผู้ป่วยมะเร็ง
ปอดระยะท่ี 3 และ 4 จะได้รับการรักษาด้วยการฉายรังสีร่วมกับเคมีบ าบัด [6] 

การรักษาโรคมะเร็งปอดด้วยรังสีรักษาคือการใช้รังสีชนิดที่ก่อไอออน ( Ionizing radiation) 
เพื่อควบคุมหรือท าลายเซลล์มะเร็ง โดยมีวัตถุประสงค์หลักคือการรักษาให้หายขาด (Curative) หรือ
เพื ่อประคับประคองและบรรเทาอาการเจ็บปวดของผู ้ป่วย (Palliative) การรักษาด้วยรังสีแบ่ง
ออกเป็น 2 ประเภท ได้แก่ ประเภทที ่ 1 การรักษาด้วยรังสีระยะใกล้ ( Brachytherapy) ซึ่ง
แหล่งก าเนิดรังสีจะอยู่ใกล้ตัวผู้ป่วย และประเภทที่ 2 การรักษาด้วยรังสีระยะไกล (Teletherapy) 
โดยแหล่งก าเนิดรังสีจะอยู่ไกลจากตัวผู้ป่วย วัตถุประสงค์ส าคัญคือเพ่ือก าจัดเซลล์มะเร็งปอดให้ได้มาก
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ที่สุดโดยไม่ก่อให้เกิดผลกระทบร้ายแรงต่อเซลล์ปกติที่อยู่ข้างเคียง ส าหรับปริมาณรังสีที่ใช้ในการ
รักษาจะพิจารณาตามระยะของโรคมะเร็งปอด อย่างไรก็ตาม ผลข้างเคียงที่รุนแรงของรังสีต่อเซลล์
ปกติท าให้ความสามารถในการใช้รังสีรักษาโรคมะเร็งปอดยังคงมีขีดจ ากัด ด้วยเหตุนี้จึงมีความจ าเป็น
อย่างยิ่งที่จะต้องเพ่ิมพูนความรู้และความเข้าใจในกลไกทางชีววิทยาที่เกี่ยวข้องกับการใช้รังสีรักษาใน
การท าลายเซลล์มะเร็งปอด รวมทั้งค้นคว้าวิจัยใหม่ ๆ เพื่อพัฒนากระบวนการรักษาโรคมะเร็งด้วยรังสี
รักษาให้มีประสิทธิภาพมากยิ่งขึ้น ปัจจุบันได้มีการพัฒนาสารเพิ่มประสิทธิภาพของรังสีในการท าลาย
เซลล์มะเร็ง (Radiosensitizer หรือ Radiation Enhancer) ซึ่งสารดังกล่าวมีบทบาทในการเหนี่ยวน า
ให้เกิดปฏิกิริยาที่ท าให้สารพันธุกรรมและองค์ประกอบต่าง ๆ ภายในเซลล์มะเร็งได้รับความเสียหาย
มากขึ้น ส่งผลให้รังสีมีประสิทธิภาพมากขึ้นในการท าลายเซลล์มะเร็ง [7] 

ทฤษฎีการท าลายเซลล์มะเร็งด้วยรังสีอธิบายถึงการใช้รังสีในการเข้าท าลายสารพันธุกรรม 
(DNA) ภายในเซลล์มะเร็ง เพื่อหยุดการเจริญเติบโตและน าไปสู ่การตายของเซลล์มะเร็งในที ่สุด  
การเกิดอันตรกิริยาของรังสีกับ DNA ของเซลล์มะเร็งสามารถแบ่งออกได้เป็น 2 ประเภท ได้แก่ 

1. การท าอันตรกิริยาโดยตรง (Direct Action): รังสีจะเข้าท าลาย DNA ของเซลล์มะเร็ง
โดยตรง ส่งผลให้เซลล์มะเร็งไม่สามารถเจริญเติบโตหรือซ่อมแซมตนเองได้ 

2. การท าอันตรกิริยาโดยอ้อม (Indirect Action): รังสีจะถ่ายเทพลังงานให้กับตัวกลาง ซึ่ง
ในเซลล์จะมีน ้าเป็นส่วนประกอบหลักถึง 80 เปอร์เซ็นต์ เมื่อมีการฉายรังสีให้กับเซลล์ รังสีจะถ่ายเท
พลังงานให้กับน ้า ท าให้เกิดการแตกตัวของน ้า (Water Radiolysis) ซึ่งจะสร้างสารอนุมูลอิสระ (Free 
Radicals) จ านวนมาก โดย Reactive Oxygen Species (ROS) ที่เกิดขึ้น เช่น Hydroxyl Radical  
(•OH) และ Superoxide Radical (O2•−) เป็นโมเลกุลที่มีความไวต่อการเกิดปฏิกิริยาสูง สามารถเข้า
ท าอันตรกิริยากับองค์ประกอบต่าง ๆ ภายในเซลล์ เช่น DNA และไมโทคอนเดรีย ส่งผลกระทบ
โดยตรงต่อการท างานของเซลล์มะเร็ง จนอาจน าไปสู่การตายของเซลล์หากเซลล์นั้นไม่สามารถ
ซ่อมแซมความเสียหายได้อย่างสมบูรณ์ [8] 

ย่านาง (Tiliacora triandra) เป็นพืชสมุนไพรที่สามารถน ามาใช้ประโยชน์ได้ทุกส่วน ไม่ว่า
จะเป็นราก ใบ หรือเถา โดยเฉพาะรากของย่านางที่ประกอบด้วยสารอัลคาลอยด์ เช่น อัลคาลอยด์  
บิสเบนซิลโซควิโนลีน ทิลิโครินีน ทิลิอาโคริน และนอร์ทิลิอาโครินีน [9] ใบย่านางยังถูกระบุว่าเป็น
แหล่งของสารต้านอนุมูลอิสระธรรมชาติ ซึ่งประกอบไปด้วยเบต้าแคโรทีน แทนนินเข้มข้น ไตรเทอร์พีน  
ฟลาโวนอยด์ ซาโปนิน และแร่ธาตุ เช่น แคลเซียมและธาตุเหล็ก ที่มีศักยภาพในการต้านอนุมูลอิสระ
และการก่อกลายพันธุ์ ซึ่งสามารถป้องกันมะเร็งได้ [10] ทั้งนี้ ใบและรากของย่านางมักถูกน าไปใช้ใน
การแพทย์พื้นบ้านในประเทศไทยและประเทศอื่น ๆ ในเอเชีย เพื่อรักษาโรคต่าง ๆ เช่น โรคมาลาเรีย 
โรคระบบทางเดินอาหาร โรคพิษสุราเรื้อรัง โรคผิวหนัง ความดันโลหิตสูง และไข้ นอกจากนี้ใบย่านาง
ยังมีสารประกอบอัลคาลอยด์ เช่น บิสเบนซิลโซควิโนลีน ทิลิโครินีน (Tiliacorinin) ทิลิอาโคริน 
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(Tiliacorinine) นอร์ทิลิอาโครินีน (Nor-Tiliacorinine) N-oxide Tiliandrine Tetraandrine และ 
D-isochondendrine นอกจากนี้ยังมีรายงานเกี่ยวกับฤทธิ์ทางชีวภาพของสารสกัดใบย่านาง ซึ่งมีฤทธิ์
เป ็นพิษต่อการเจร ิญเต ิบโตของเซลล์มะเร ็งท ่อน  ้าด ี ฤทธ ิ ์ต ้านเช ื ้อม ัยโคแบคทีเร ียต ่อเชื้อ 
Mycobacterium tuberculosis สายพันธุ์ MDR และฤทธิ์ต้านมาลาเรีย [11] รายงานเหล่านี้ชี้ให้เห็น
ถึงศักยภาพของการใช้ย่านางในการศึกษาฤทธิ์ยับยั้งเซลล์มะเร็งปอดร่วมกับการฉายรังสี เพื่อเพ่ิม
ประสิทธิภาพในการรักษาโรคมะเร็งปอดให้ดียิ่งขึ้น 

งานวิจัยฉบับนี้มีจุดประสงค์เพื่อศึกษาผลกระทบทางรังสีชีววิทยาที่เกิดขึ้นจากการใช้สาร
สกัดใบย่านางร่วมกับการฉายรังสีต่อเซลล์มะเร็งปอดมนุษย์ชนิด A549 (adenocarcinomic human 
alveolar basal epithelial cells) ซึ ่งเป็นเซลล์มะเร ็งปอดชนิด non-small cell lung cancer 
(NSCLC) โดยมุ่งหวังที่จะยกระดับความรู้และความเข้าใจในการใช้รังสีร่วมกับสารสกัดสมุนไพรในการ
รักษาโรคมะเร็งปอด ทั้งนี้เพื่อน าไปสู่การพัฒนาแนวทางการรักษาโรคมะเร็งปอดที่มีประสิทธิภาพ
สูงขึ้น ส่งผลให้เกิดผลลัพธ์ทางการรักษาท่ีดียิ่งขึ้นต่อผู้ป่วยโรคมะเร็งปอดในอนาคต 

1.2 วัตถุประสงค์ของกำรวิจัย 

 1.2.1 วัตถุประสงค์หลัก 
 เพื่อศึกษาการตอบสนองของเซลล์มะเร็งเยื่อบุผิวปอดมนุษย์ A549 เมื่อได้รับการรักษาด้วย
รังสีร่วมกับสารสกัดจากใบย่านาง  

 1.2.2 วัตถุประสงค์รอง 
  1. เพื่อศึกษาอัตราการรอดชีวิตของเซลล์มะเร็งเยื่อบุผิวปอดมนุษย์ A549 ภายหลังจาก
ได้รับการฉายรังสีร่วมกับสารสกัดจากใบย่านาง   
  2. เพื่อศึกษากลไกทางชีววิทยาที่ส่งผลต่อการรอดชีวิตของเซลล์มะเร็งเยื ่อบุผิวปอด
มนุษย์ A549 ภายหลังจากได้รับการฉายรังสีร่วมกับสารสกัดจากใบย่านาง 

1.3 สมมติฐำนของกำรวิจัย 

 การใช้สารสกัดใบย่านางร่วมกับการฉายรังสี ท าให้เซลล์มะเร็งปอดมนุษย์ A549 เกิดอัตรา
การอยู่รอดของเซลล์มะเร็งที่น้อยกว่าการรักษาด้วยการฉายรังสีเพียงอย่างเดียว 
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1.4 ประโยชน์ที่คำดว่ำจะได้รับจำกกำรวิจัย 

 1.4.1 สามารถท าความเข้าใจการตอบสนองและกลไกการรอดชีวิตของเซลล์มะเร็งปอดมนุษย์
ที่เกิดจากการใช้สารสกัดใบย่านางร่วมกับการฉายรังสี   
 1.4.2 สามารถได้ข้อมูลพื้นฐานที่สามารถอ้างอิงได้เกี่ยวกับผลของการใช้สารสกัดใบย่านาง
ร่วมกับการฉายรังสีในการเพ่ิมประสิทธิภาพการรักษาโรคมะเร็งปอด   
 1.4.3 ได้แนวทางในการศึกษาการเพิ่มประสิทธิภาพในการยับยั้งเซลล์มะเร็งปอดด้วยการใช้
สารสกัดจากพืชสมุนไพรชนิดต่าง ๆ ร่วมกับการฉายรังสี 

1.5 ขอบเขตของกำรวิจัย 

 ศึกษาอัตราการรอดชีวิตของเซลล์มะเร็งเยื่อบุผิวปอดมนุษย์ A549 ภายหลังจากได้รับรังสี
ร่วมกับสารสกัดใบย่านาง รวมทั้งศึกษากลไกทางชีววิทยาที่เกี่ยวข้องกับการรอดชีวิตของเซลล์มะเร็ง
เยื่อบุผิวปอดมนุษย์ A549 ภายหลังจากได้รับรังสีร่วมกับสารสกัดใบย่านาง 

1.6 นิยำมศัพท์เฉพำะ 

1.6.1 สำรอนุมูลอิสระ (Free Radical) 
สารอนุมูลอิสระ คือ โมเลกุลหรืออะตอมที่มีอิเล็กตรอนเดี่ยว (unpaired electron) ซึ่งท าให้

มันมีความไม่เสถียรและมีความต้องการในการรับหรือเสียอิเล็กตรอนเพื่อที่จะเสถียรตัวเอง ความไม่
เสถียรนี้ท าให้สารอนุมูลอิสระมีปฏิกิริยาเคมีสูงและสามารถท าลายเซลล์ในร่างกายได้ สารอนุมูลอิสระ
สามารถเกิดขึ้นได้จากหลายแหล่ง เช่น การเผาผลาญในร่างกาย การสัมผัสกับรังสีอัลตราไวโอเลต 
(UV), ควันบุหรี่, มลภาวะ และสารเคมีต่าง ๆ ซึ่งสารอนุมูลอิสระสามารถก่อให้เกิดความเสียหายต่อ
เซลล์และเนื ้อเยื ่อในร่างกาย ก่อให้เกิดโรคต่าง ๆ เช่น โรคมะเร็ง โรคหัวใจ โรคเบาหวาน และ
กระบวนการแก่ชราของเซลล์ ส าหรับกลไกการป้องกันอันตรายของร่างกายจากสารอนุมูลอิสระ คือ
การสร้างสารต้านอนุมูลอิสระ (Antioxidants) ซึ่งช่วยลดหรือยับยั้งการท าลายของสารอนุมูลอิสระ 
ส าหรับสารต้านอนุมูลอิสระสามารถพบได้ในอาหาร ผักผลไม้ และสมุนไพรต่าง ๆ [12-13] 

การวัดปริมาณ Reactive oxygen species (ROS) ด้วยเทคนิค DPPH assay 
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 การวิเคราะห์ฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ ด้วยวิธี 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH) assay 

เป็นการทดสอบฤทธิ์ต้านปฏิกิริยาออกซิเดชัน [14] โดยใช้สารที่มีคุณสมบัติเป็นอนุมูลอิสระ คือ อนุมูล
อิสระ DPPH (DPPH•, diphenyl-picryhydrazyl radical) ซึ่งเป็นสารสังเคราะห์ที่อยู่ในรูปอนุมูล
อิสระที่คงตัว (มีความเสถียร) และมีสีม่วง สามารถดูดกลืนแสงได้สูงสุดที่ความยาวคลื่น 515 - 520 
นาโนเมตร (nm) เมื ่ออนุมูลอิสระ DPPH ท าปฏิกิริยากับสารต้านอนุมูลอิสระหรือสารสกัดจาก
สมุนไพรที่ละลายด้วยเมทานอลที่มีคุณสมบัติเป็น hydrogen donor อนุมูลอิสระ DPPH จะถูกรีดิวซ์
และเกิดการเปลี่ยนแปลงไปเป็น DPPH-H ซึ่งการลดลงของอนุมูลอิสระดังกล่าวจะสังเกตได้จากการ
จางลงของสีม่วงจนเป็นสีเหลือง สามารถวัดค่าการดูดกลืนคลื่นแสงที่ลดลงที่ความยาวคลื่น 517 nm 
ได้โดยใช้เครื่องสเปกโตรโฟโตมิเตอร์ (spectrophotometer) โดยใช้เป็นตัวชี้วัดความสามารถในการ
ต้านอนุมูลอิสระของสารที่สนใจ 

การวัดปริมาณ ROS สามารถท าได้โดยการใช้สาร dihydroethidium (DHE) ซึ่งเป็นโมเลกุล
ที่สามารถผ่านเข้าไปภายในเซลล์ได้ DHE จะถูก ROS oxidize กลายเป็น Ethidium ซึ่งเป็นสารที่ 
วาวแสง (excitation 480 nm, emission 580 nm) ดังแสดงในภาพที่ 1.1 

 
ภำพที่ 1.1 โครงสร้างของ DHE ethidium และแสดงปฏิกิร ิยาระหว่าง DHE และ ROS โดยมี

ผลิตภัณฑ์เป็น Ethidium 

ข้อดีของการวิเคราะห์ฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระด้วยวิธีนี้ คือ ขั้นตอนและวิธีในการวิเคราะห์  
ไม่ซับซ้อน สะดวก และรวดเร็ว ใช้เพียงเครื่องมือวัดการดูดกลืนแสงเท่านั้น นิยมใช้เป็นวิธีเบื้องต้นใน

การทดสอบฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระของสารต้านอนุมูลอิสระจากธรรมชาติ เหมาะกับการทดสอบฤทธิ์
ต้านปฏิกิริยาออกซิเดชันในสารสกัดผัก ผลไม้ และสมุนไพร [15]     

1.6.2 อัตรำกำรอยู่รอดของเซลล์ (Cell Survival) 
อัตราการอยู่รอดของเซลล์ (Cell survival rate) คือ การวัดเปอร์เซ็นต์ของเซลล์ที่ยังคงมี

ชีวิตอยู่หลังจากท่ีได้รับการรักษาหรือถูกสัมผัสกับสภาวะแวดล้อมที่สร้างความเสียหายให้แก่เซลล์ เช่น 
การสัมผัสกับรังสี หรือ การใช้สารเคมี ทั้งนี้ อัตราการอยู่รอดของเซลล์จะถูกวัดและค านวณเพ่ือ
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ประเมินประสิทธิภาพของการรักษา การทดสอบความเป็นพิษของสารเคมีต่าง  ๆ หรือความสามารถ
ในการปรับตัวของเซลล์ต่อสภาพแวดล้อมที่เปลี่ยนแปลงไป ช่วยท าให้เราเข้าใจผลกระทบของการ
รักษาหรือสภาวะแวดล้อมชองเซลล์ ช่วยพัฒนาให้มีประสิทธิภาพในการรักษาที่ดีและปลอดภัยมาก
ยิ่งขึ้น โดยที่อัตราการอยู่รอดของเซลล์สามารถค านวณได้โดยใช้วิธีการต่าง ๆ เช่น 

 1.6.2.1 การวัดอัตราการอยู่รอดของเซลล์ ด้วยวิธี Clonogenic assay 
 การวัดอัตราการอยู่รอดของเซลล์มีหลากหลายวิธี แต่วิธีที่นิยมวัดอัตราการอยู่รอดของ

เซลล์หลังจากการฉายรังสี คือ clonogenic assay ซึ่งเป็นการศึกษาความสามารถในการแบ่งเซลล์ 
โดยมีหลักการ คือ การ seed เซลล์จ านวนหนึ่งให้เป็นเซลล์เดี่ยว แล้วติดตามการอยู่รอดของเซลล์
จากจ านวนโคโลนีที่เกิดขึ้น ซึ่งการแบ่งตัวของเซลล์จากเซลล์เดี ่ยวจนกลายเป็นโคโลนีที่สามารถ
มองเห็นได้ด้วยตาเปล่านั้นเป็นข้อสอบพิสูจน์ได้ถึงการอยู่รอดของเซลล์หลังจากการได้รับรังสี [16] ดัง
แสดงในภาพที่ 1.2 โดยหากเซลล์ที่สามารถแบ่งตัวจากเซลล์เดี่ยวจนกลายเป็นโคโลนีหมายถึงเซลล์ที่
อยู่รอด และเซลล์ที่ไม่แบ่งตัวได้จนได้เป็นโคโลนีหมายถึงเซลล์ตาย (cell death) 

 
ภำพที่ 1.2 หลักการของวิธีวัดอัตราการอยู่รอดของเซลล์ภายหลังจากการฉายรังสีแบบ Clonogenic 

assay 

 1.6.2.2 การวัดอัตราการอยู่รอดของเซลล์ ด้วยวิธี MTT assay 
 MTT assay เป็นวิธีการที่ใช้ในการตรวจสอบความเป็นพิษต่อเซลล์ (cytotoxicity) ซึ่ง

เป็นกระบวนการทดสอบเบื้องต้น (primary screening) ที่นิยมใช้ในการทดสอบทางชีววิทยาในงาน
ด้านต่างๆ [17] โดยหลักการท างานของ MTT assay คือ การใช้ความสามารถของ enzyme 
succinate dehydrogenase ที่พบอยู่ในไมโทคอนเดรียของเซลล์ที่มีชีวิตในการรีดิวซ์ MTT (3-(4,5-
dimethythiazol-2-yl) -2,5 diphenyl tetrazolium bromide)  ซ ึ ่ ง เป ็นส ีส ั ง เคราะห ์ประเภท 
tetrazolium salt ที่มีสีเหลืองให้เป็น formazan ซึ่งมีลักษณะเป็นตะกอนสีม่วง ดังแสดงในภาพที่ 
1.3 เมื่อน ามาละลายในตัวท าละลายอินทรีย์ เช่น  DMSO จะได้สารละลายสีม่วงน ้าเงินที่สามารถ
ดูดกลืนแสงสูงสุดที่ความยาวช่วงคลื่นประมาณ 550-600 nm ซึ่งสามารถวัดค่าการดูดกลืนแสงได้ด้วย
เครื่อง spectrophotometer โดยค่าการดูดกลืนแสงจะเป็นสัดส่วนโดยตรงกับความเข้มของสีม่วง 
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น ้าเงิน หรือปริมาณ formazan product ที่เกิดขึ้น อันแปรผันโดยตรงกับปริมาณของ succinate 
dehydrogenase enzyme ซึ่งขึ้นกับจ านวนเซลล์ที่มีชีวิต ดังนั้นจึงสามารถวัดปริมาณเซลล์ที่มีชีวิต
อยู ่ โดยการวัดปริมาณ formazan product ที ่เกิดจากการเปลี ่ยนแปลง MTT ภายในเซลล์ได้ 
สามารถค านวณอัตราการรอดชีวิตของเซลล์ได้จากสมการจาก 

%Cell viability=
ODsample- ODblank

ODcontrol- ODblank

× 100 

 โดย  ODsample = ค่าการดูดกลืนแสงของเซลล์ทดสอบ 

      ODcontrol = ค่าการดูดกลืนแสงของเซลล์ควบคุม 

 

ที่มำ [18] 
ภำพที่ 1.3 โครงสร้างทางเคมีของ MTT และ Formazan 

  1.6.2.3 การวัดอัตราการอยู่รอดของเซลล์ ด้วยวิธี Trypan Blue Exclusion Assay 
  เซลล์ที่มีชีวิตจะสามารถกีดขวางการซึมผ่านของสีย้อม Trypan Blue ในขณะที่เซลล์ที่

ตายแล้วจะดูดซึมสีนี้ ท าให้สามารถนับจ านวนเซลล์ที่มีชีวิตและตายได้ 
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ภำพที่ 1.4 หลักการของวิธีวัดอัตราการอยู่รอดของเซลล์ภายหลังจากการฉายรังสี แบบ Trypan 

Blue Exclusion Assay 

 1.6.2.4 การวิเคราะห์ตัวอย่างด้วยเทคนิค Flow Cytometry 
 Flow Cytometry คือเทคนิคทางชีววิทยาที่ใช้ในการวิเคราะห์ลักษณะของเซลล์หรือ

อนุภาคที่แขวนลอยในของเหลว โดยเซลล์ถูกน าผ่านล าแสงเลเซอร์ทีละเซลล์เพื่อวัดคุณสมบัติต่าง ๆ 
เช ่น ขนาด (forward scatter), ความซับซ้อนของโครงสร ้างภายใน (side scatter), และการ
แสดงออกของโปรตีนจ าเพาะ (ด้วยการติดฉลากฟลูออเรสเซนต์) เทคนิคนี้ได้ถูกน าไปประยุกต์ใช้ใน
การวิเคราะทางชีวโมเลกุลขั้นสูง ยกตัวอย่างเช่น การวิจัยทางชีววิทยา เช่น ศึกษาชนิดและการท างาน
ของเซลล์ เช่น เซลล์ภูมิคุ้มกัน (T cells, B cells), การวิเคราะห์วัฏจักรเซลล์ (Cell Cycle Analysis) 
การวินิจฉัยทางการแพทย์ เช่น การตรวจหามะเร็งเม็ดเลือดขาว (Leukemia) และมะเร็งต่อม
น ้าเหลือง (Lymphoma) การตรวจนับเซลล์ต้นก าเนิด (Stem Cell Enumeration) รวมถึงน าไปใช้
อย่างแพร่หลายในกระบวนการพัฒนายา เช่น ศึกษาผลกระทบของยาในระดับเซลล์ คัดกรองสารเคมี
หรือโมเลกุลที่มีศักยภาพเป็นยา 

 ข้อดีของ Flow Cytometry คือ 
1. รวดเร็ว: สามารถวิเคราะห์เซลล์หลายพันถึงหลายล้านเซลล์ได้ในเวลาไม่ก่ีนาที 
2. มีความแม่นย าสูง: แยกและวิเคราะห์เซลล์ตามคุณสมบัติหลากหลายพร้อมกัน 
3. รองรับการวิเคราะห์หลายพารามิเตอร์ (Multiparameter Analysis) 
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 ข้อจ ากัด Flow Cytometry คือ 
1. ราคาเครื่องมือและการดูแลรักษาสูง 
2. ต้องมีผู้เชี่ยวชาญในการตั้งค่าการทดลองและวิเคราะห์ข้อมูล 
3. การเตรียมตัวอย่างต้องระวังเพ่ือป้องกันการสูญเสียเซลล์หรือสารฟลูออเรสเซนต์ 

  หลักการท างานเทคนิค Flow cytometry 
1. การเตรียมตัวอย่าง 

1) เซลล์หรืออนุภาคท่ีต้องการวิเคราะห์ถูกระงับในสารละลาย 
2) หากต้องการวิเคราะห์โปรตีนเฉพาะ จะใช้แอนติบอดีที่ติดฉลากด้วยสาร

ฟลูออเรสเซนต์ในการจับกับเป้าหมายบนหรือในเซลล์ 
2. การไหลของตัวอย่าง 

   ตัวอย่างถูกน าเข้าสู่เครื่องโดยผ่านระบบ fluidics ซึ่งจะจัดเรียงเซลล์ให้ไหลผ่าน
ล าแสงเลเซอร์ทีละเซลล์ 

3. การตรวจจับแสง 
เมื่อเซลล์ผ่านล าแสงเลเซอร์ จะเกิดการกระเจิงของแสง 2 รูปแบบ: 

1) Forward Scatter (FSC): บอกข้อมูลเกี่ยวกับขนาดของเซลล์ 
2) Side Scatter (SSC): บอกข้อมูลเกี ่ยวกับความซับซ้อนภายในเซลล์ เช่น  

ออร์แกเนลล์ สารฟลูออเรสเซนต์ที่ติดฉลากกับเซลล์จะปล่อยแสงที่มีความยาวคลื่นเฉพาะ ซึ่งจะถูก
ตรวจจับและวิเคราะห์ 

4. การวิเคราะห์ข้อมูล 
1) สัญญาณแสงที่ตรวจจับได้จะถูกแปลงเป็นข้อมูลดิจิทัลเพ่ือวิเคราะห์ 
2) ใช้ gating เพื่อเลือกและจัดกลุ่มเซลล์ตามคุณสมบัติที ่สนใจ เช่น ขนาด 

ปริมาณโปรตีน หรือชนิดของเซลล์ 
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บทที่ 2 

การทบทวนวรรณกรรม 

2.1 โรคมะเร็งปอด อาการ สาเหตุ และอุบัติการณ์ของโรค 

โรคมะเร็งปอด เกิดจากการแบ่งเซลล์บริเวณเนื้อเยื่อปอดที่ไม่สามารถควบคุมได้ ซึ ่งอาจ
แพร่กระจายไปยังเนื้อเยื่อบริเวณใกล้เคียงและส่วนต่าง ๆ ของร่างกายได้ อาการที่พบบ่อย ได้แก่ ไอ
เรื้อรัง บางครั้งอาจมีเสมหะปนเลือด เหนื่อยง่ายหรือแน่นหน้าอก อาจมีเสียงแหบเรื้อรัง เบื่ออาหาร 
น ้าหนักลดโดยไม่ทราบสาเหตุ ส าหรับสาเหตุของโรคมะเร็งปอด ส่วนใหญ่มาจากการสูบบุหรี่ และการ
ได้รับฝุ่นแร่บางชนิดเป็นระยะเวลานาน เช่น จากการท างานในเหมืองแร่ต่าง ๆ ตามรายงานของ
สถาบันมะเร็งแห่งชาติ โรคมะเร็งปอดเป็นชนิดของมะเร็งที่พบมากที่สุดเป็นอันดับที่ 2 ในประชากร
เพศชาย และเปน็อันดับที่ 4 ในประชากรเพศหญิง [4] 

การรักษาโรคมะเร็งปอดขึ้นอยู่กับระยะของโรค เช่น การผ่าตัด การท าเคมีบ าบัด และการ
ฉายแสงหรือรังสีรักษา โดยปริมาณรังสีที่ใช้จะพิจารณาจากระยะของโรคมะเร็งปอดเป็นหลัก ผู้ป่วย
มะเร็งปอดระยะที่ 1 และ 2 สามารถรักษาด้วยการผ่าตัดได้ ส่วนการรักษาด้วยการฉายรังสีจะใช้
ปริมาณ 60-70 Gy โดยผู้ป่วยจะได้รับรังสีครั้งละ 2 Gy จ านวน 30-40 ครั้งตามอาการ ส าหรับผู้ป่วย
มะเร็งปอดระยะที่ 3 จะได้รับการรักษาด้วยการฉายรังสีปริมาณ 60-63 Gy ร่วมกับการท าเคมีบ าบัด 
และในระยะที่ 4 จะใช้การฉายรังสีรักษาปริมาณ 30-50 Gy หรือรักษาร่วมระหว่างรังสีรักษาและเคมี
บ าบัด การฉายรังสีสามารถท าได้ทั้งแบบครั้งเดียว (single radiotherapy) หรือแบบแบ่งเป็นหลาย
ครั้ง (fractionation radiotherapy) ซึ่งปริมาณรังสีที่ใช้ส าหรับการฉายแบบแบ่งเป็นหลายครั้งจะอยู่
ที่ประมาณครั้งละ 1.8-2 เกรย์ (Gy) [19] ซึ่งการฉายรังสีแบบหลายครั้งมีประสิทธิภาพในการท าลาย
เซลล์มะเร็งมากกว่าการฉายรังสีแบบครั้งเดียว เนื่องจากการฉายรังสีแบบหลายครั้งช่วยลดขนาดของ
ก้อนมะเร็ง ส่งเสริมการน าส่งออกซิเจนจากเส้นเลือดเข้าสู่ก้อนมะเร็ง ท าให้รังสีท าลายเซลล์มะเร็ง
ได้มากขึ้น อย่างไรก็ตาม การฉายรังสีไปยังบริเวณทรวงอกของผู้ป่วยมะเร็งปอดสามารถท าให้เกิดผล
ข้างเคียงที่รุนแรง เช่น เนื้อเยื่อปอดเสียหาย ปัญหาในระบบการหายใจ หรืออาจเหนี่ยวน าให้เซลล์
ปอดปกติกลายเป็นเซลล์มะเร็ง  

รังสีที่ใช้ในการรักษามะเร็งคือรังสีก่อไอออน เช่น รังสีเอ็กซ์ รังสีแกมมา และรังสีโปรตอน ซึ่ง
เป็นรังส ีที ่สามารถท าให้อิเล ็กตรอนของอะตอมที ่โดนรังส ีหลุดออกจากวงโคจร กลายเป็น
อิเล็กตรอนอิสระ รังสีชนิดนี้ถูกจัดว่าเป็นรังสีที่สามารถสร้างความเสียหายให้กับมนุษย์ได้ เนื่องจากมัน
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สามารถท าให้อะตอมของตัวกลางที่รังสีผ่านเกิดการแตกตัวเป็นไอออน เช่น อะตอมภายในเซลล์หรือ
โมเลกุลของดีเอ็นเอภายในเซลล์ [20] เมื ่อรังสีก่อไอออนผ่านเข้าสู ่เซลล์มะเร็ง จะท าลายสาร
พันธุกรรมภายในเซลล์ ท าให้เซลล์มะเร็งเสียหายหรือตายไป ปัจจุบันเทคนิคการฉายรังสีได้รับการ
พัฒนาอย่างมาก ท าให้แพทย์รังสีรักษาสามารถก าหนดต าแหน่งของการฉายรังสีไปยังก้อนมะเร็งได้
อย่างแม่นย า ในขณะที่เนื้อเยื่อปกติโดยรอบได้รับปริมาณรังสีน้อยมาก อย่างไรก็ตาม ข้อดีของการใช้
รังสีในการรักษา คือใช้เวลาไม่นานและไม่ท าให้เกิดความเจ็บปวด อย่างไรก็ตาม ยังมีข้ อเสียคือ อาจ
ท าให้เกิดการระคายเคืองผิวหนังบริเวณที่ฉายรังสี และท าให้เกิดความเสียหายต่อเนื้อเยื่อปกติ ที่อยู่
ใกล้เคียงก้อนมะเร็งได้ [8] 

2.2 ฟิสิกส์รังสี (Radiation Physics) 

รังสี (radiation) คือ พลังงานที่แผ่มาจากแหล่งหนึ่งไปยังอีกแหล่งหนึ่งซึ่งอาจสามารถทะลุ
ผ่านวัตถุชนิดต่างๆได้ โดยถูกถ่ายทอดออกมาในรูปคลื่นแม่เหล็กไฟฟ้าหรืออนุภาคใด  ๆ โดยชนิดของ
รังสี แบ่งได้เป็นสองประเภท ดังแสดงในภาพที่ 2.1 ดังนี้ 

2.2.1 รังสีไม่ก่อประจุ (Non-ionizing Radiation) 
รังสีไม่ก่อประจุไม่สามารถท าให้เกิดการแตกตัวเป็นไอออนในอะตอมของตัวกลางที่รังสี  

ผ่านได้ แต่จะถ่ายทอดพลังงานของรังสีไปยังอิเล็กตรอนที่อยู่รอบ ๆ นิวเคลียสของอะตอมในตัวกลาง
นั้น ท าให้มันเลื่อนจากวงโคจรปกติขึ้นไปยังวงโคจรที่สูงขึ้น (excited state) และจากนั้นกลับไปยังวง
โคจรเดิม โดยไม่มีการสูญเสียอิเล็กตรอน ท าให้อะตอมยังคงสภาพเสถียร  

รังสีชนิดนี ้มีพลังงานไม่สูงนักและอยู ่ในช่วงต ่าของแถบคลื่นแม่เหล็กไฟฟ้า เช่น รังสี
อินฟราเรด, คลื่นไมโครเวฟ, รังสีอัลตราไวโอเลต, และคลื่นวิทยุ โดยทั่วไปแล้ว รังสีไม่ก่อประจุไม่ท า
ให้เกิดอันตรายต่อเซลล์ของสิ่งมีชีวิตมากนัก แต่การได้รับรังสีในปริมาณมากอาจก่อให้เกิดผลเสียต่อ
ผิวหนัง เช่น ผื่นแดง มะเร็งผิวหนัง กระจกตาและเยื่อบุตาอักเสบ และอาจท าให้เกิดต้อกระจก [8]  

2.2.2 รังสีก่อประจุ (Ionizing Radiation)  
รังสีชนิดนี้เกิดจากอะตอมหรือธาตุที่มีความไม่เสถียร และเป็นรังสีประเภทที่สามารถท าให้

อิเล็กตรอนในวงโคจรของนิวเคลียสหลุดออกไปเป็นอิเล็กตรอนเสรีเมื ่อกระทบกับวัตถุตัวกลาง 
อิเล็กตรอนที่หลุดออกจากวงโคจรจะเป็นไอออนลบ ขณะที่อะตอมเดิมที่มีจ านวนโปรตอนเท่ากับ
จ านวนอิเล็กตรอนจะกลายเป็นไอออนบวก รังสีประเภทนี้มีพลังงานสูงและสามารถท าให้เกิดการแตก
ตัวเป็นไอออนทั้งโดยทางตรงและทางอ้อม เช่น รังสีแอลฟา รังสีบีตา รังสีเอกซ์ รังสีแกมมา และรังสี
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นิวตรอน โดยแต่ละชนิดของรังสีจะมีความสามารถในการทะลุทะลวงที่แตกต่างกัน ตามที่แสดงใน
ภาพที่ 2.2 ส าหรับรังสีชนิดก่อประจุสามารถน ามาใช้ประโยชน์ได้หลายประการ ทั้งในทางการแพทย์ 
ทางอุตสาหกรรม และงานวิจัย เช่น 

 1. ทางการแพทย์: การใช้รังสีเอกซ์ในการถ่ายภาพเพื่อวินิจฉัยรอยโรค หรือการใช้รังสี
เพ่ือการรักษามะเร็ง 
  2. ทางอุตสาหกรรม: การใช้รังสีในการตรวจสอบความแข็งแรงของวัสดุ หรือการ
ตรวจสอบการเชื่อม 
  3. งานวิจัย: การใช้รังสีในการศึกษาโครงสร้างของวัสดุหรือเซลล์ 

อย่างไรก็ตาม รังสีชนิดก่อประจุเหล่านี้สามารถส่งผลกระทบอันตรายต่อสุขภาพได้ หากไม่มี
ความเข้าใจเกี่ยวกับผลกระทบของรังสีต่อร่างกายและการป้องกันรังสีที่เหมาะสม 

 
ที่มา [21] 

ภาพที่ 2.1 ประเภทของรังสีชนิดก่อไอออนและรังสีชนิดไม่ก่อไอออน 
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ที่มา [22] 
ภาพที่ 2.2 ความสามารถในการทะลุทะลวงของรังสีก่อไอออนแต่ละชนิด 

2.3 รังสีชีววิทยา (Radiation Biology)  

เมื ่อรังสีผ่านเข้าไปในร่างกายจะท าให้กระบวนการต่าง  ๆ น าไปสู ่การเกิดอันตรกิร ิยา
เหนี่ยวน าให้ร่างกายเกิดการเปลี่ยนแปลงได้ โดยสามารถแยกกระบวนการเหล่านี้ออกเป็น 3 แบบตาม
เวลา ดังแสดงตามภาพที่ 2.3 ดังนี้ ผลกระทบทางกายภาพ (Physical phase) ผลกระทบทางเคมี 
(Chemical phase) และผลกระทบทางชีวภาพ (Biological phase) โดยผลกระทบแต่ละประเภทจะ
เกิดในกระบวนการที่แตกต่างกันรวมไปถึงช่วงเวลาที่ท าให้เกิดกระทบด้วย 

 



14 

 
ที่มา [8] 

ภาพที่ 2.3 ช่วงระยะเวลาและผลกระทบที่เกิดขึ้นภายหลังจากการได้รับรังสีชนิดก่อไอออน 

2.3.1 ผลกระทบทางกายภาพหลังจากได้รับรังสี (Physical Phase) 
ผลกระทบทางกายเป็นผลกระทบที่เกิดขึ้นเร็วที่สุด จะเกิดขึ้นภายหลังไม่เกิน 10-15 วินาที (s) 

และเป็นระยะที่เริ่มตั้งแต่การเกิดอันตรกิริยาระหว่างอนุภาคและอะตอมของสารประกอบในเนื้อเยื่อ 
โดยเมื่อน ้าได้รับรังสีจะเกิดการเปลี่ยนแปลงเริ่มต้น คือ น ้าจะเกิดการแตกตัวและเกิดการกระตุ้น
ภายในโมเลกุล ท าให้เกิด H2O+ , H2O* และอิเล็กตรอนอิสระ ซึ่งแต่ละปฏิกิริยาจะเกิดแบบอิสระ 
และห่างกันไม่น้อยกว่า 0.1 ไมโครเมตร หลังจากเกิดผลกระทบทางกายภาพแล้วโมเลกุลของน ้าจะ
เคลื่อนที่ได้ประมาณ 1-2 อังสตรอม (A) หรือประมาณขนาดเส้นผ่าศูนย์กลางของโมเลกุลน ้า ซึ่งมี
ขนาดประมาณ 2.9 A และภายในเวลา10-12  s จะเกิดผลกระทบทางเคมีเข้ามาแทนที่ แต่จะเป็นแค่
เพ ียงช ่วงแรกของผลกระทบทางเคม ี ซ ึ ่งจะเก ิดการเปลี ่ยนแปลง ด ังนี้  H2O+ , H2O* และ
อิเล็กตรอนอิสระ ที่เกิดขึ้นในขั้นของผลกระทบทางกายภาพจะถูกแทนที่ด้วย H3O+, ˙OH, e-

aq และ 
H2 ซึ่งสามารถเขียนเป็นสมการทางเคมี ได้ดังนี้ 

1. H2O+ + H2O -> H3O˙+ + ˙OH 
2. H2O*  ->  H2O˙+ + e- 
3. e- -> e-

aq  
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2.3.2 ผลกระทบทางเคมีภายหลังการได้รับรังสี (Chemical Phase) 
ผลกระทบทางเคมีเป็นระยะที่อะตอมหรือโมเลกุลที่เสียหายเกิดอันตรกิริยาทางเคมีกับ

องค์ประกอบภายในเซลล์ โดยจะเกิดภายหลัง10-12 s ซึ่งสารตั้งต้นจากช่วงแรกของผลกระทบทางเคมี 
มีดังนี้ H3O+, ˙OH, e-

aq และ H2 ซึ่งสารตั้งต้นเหล่านี้จะเป็นกลุ่มที่มีอิเล็กตรอนไม่ครบคู่ ท าให้สาร
กลุ่มนี้สามารถเกิดการกระตุ้นและเกิดปฏิกิริยาได้ง่าย โดยสารตั้งต้นเหล่านี้จะเกิดการเคลื่อนที่แบบ
สุ่ม โดยอาศัยความร้อนเป็นตัวน าพาคล้ายกับการเคลื่อนที่ ที่กระจายตัวออกไปเรื่อย ๆ เมื่อสารตั้งต้น
เคลื่อนที่เข้ามาใกล้กันมากจสามารถเหนี่ยวน าให้เกิดปฏิกิริยาทางเคมีได้ ซึ ่งสมการทางเคมีของ
ผลกระทบทางเคมีภายหลังจากการได้รับรังสี สามารถเขียนได้ดังนี้ 

1. ˙OH + ˙OH ->  H2O2  
2. ˙OH + e-

aq -> OH-  
3. ˙OH + H˙ -> H2O  
4. H3O+ + e-

aq  ->  H˙ + H2O  
5. e-

aq + e-
aq + 2H2O ->   H2 + 2OH-  

6. e-
aq + ˙H + H2O -> H2 + OH-  

7. H˙ + H˙ -> H2 

2.3.3 ผลกระทบทางชีวภาพภายหลังการได้รับรังสี (Biological Phase) 
ผลกระทบทางชีวภาพเป็นขบวนการต่าง ๆ ที่เกิดขึ้นภายหลังจากการเกิดความเสียหายของ

โมเลกุลส าคัญ หรือการเกิดการเปลี่ยนแปลงในโครงสร้างและหน้าที่ของโมเลกุลนั้น หลังผ่าน 1 วินาที
ไปแล้ว ซึ่งจะส่งผลกระทบต่อร่างกายของสิ่งมีชีวิต โดยท าให้เกิดการเปลี่ยนของดีเอ็นเอภายในเซลล์ 
การเกิดมะเร็ง หรือการตายของเซลล์ได้ โดยผลกระทบทางชีวภาพภายหลังการได้รับรังสีจะขึ้นกับ
คุณภาพของรังสีและปริมาณรังสีที่ได้รับ [8] 

ผลกระทบที่เกิดขึ้นในร่างกายหลังจากการได้รับรังสีชนิดก่อไอออนเป็นผลมาจากการเกิด
อันตรกิริยาได้ทั้งทางตรง (direct) และแบบทางอ้อม (indirect) ดังแสดงตามภาพที่ 2.4 โดยผลจาก
การเกิดอันตรกิริยาแบบทางตรงจะเกิดจากอันตรกิริยาโดยตรงระหว่างรังสีและโมเลกุลของร่างกาย 
ซึ่งเป็นการที่รังสีเข้าไปท าลายดีเอ็นเอโดยตรง ท าให้โครงสร้างต่าง  ๆ เกิดความเสียหายน าไปสู่การ
ตายของเซลล์ ส่วนผลจากอันตรกิริยาแบบทางอ้อมจะมีการท าอันตรกิริยากับตัวกลางหรือน ้าใน
ร่างกายก่อน ท าให้น ้าเกิดการแตกตัวเป็นอนุมูลอิสระ (Reactive Oxygen Species, ROS) ดังแสดง
ตามภาพที่ 2.5 ซึ่งตัวอนุมูลอิสระนี้จะเข้าไปท าอันตรกิริยากับดีเอ็นเอ โปรตีน ไขมัน RNA ก่อให้เกิด
ความเสียหายต่อระบบต่าง ๆ ภายในร่างกาย เช่น ระบบภูมิคุ้มกัน ระบบไหลเวียนเลือด การเกิด
กระบวนการลิพิดเปอร์ออกซิเดชัน ท าให้เนื้อเยื่อถูกท าลาย การเพ่ิมข้ึนของโปรตีนที่เกี่ยวข้องกับการ
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อักเสบ ท าให้เกิดการอักเสบที่รุนแรง ความเสียหายทั้งหมดนี้ หากไม่สามารถซ่อมแซมได้สมบูรณ์ จะ
ส่งผลท าให้เกิดการตายของเซลล์ได้ 

 
ที่มา [23] 
ภาพที่ 2.4 การเข้าท าอันตรกิร ิยาของรังสีทางตรง (direct action) โดยรังสีเข้าท าลาย DNA 

โดยตรง และทางอ้อม (indirect action) รังสีท าให้เกิดการสร้าง ROS ซ่ึง ROS จะท าให้
เกิดการท าลาย DNA  

 

 
ภาพที่ 2.5 การเกิดรีดักชั่นของโมเลกุลออกซิเจนผ่าน four-and one-electron schemes  

 DNA จัดว่าเป็นเป้าหมายส าคัญในการเข้าท าลายของรังสี โดยรังสีสามารถท าให้เกิดความ
เสียหายของ DNA ได้หลายรูปแบบ เช่น (i) intra strand crosslink เมื่อเบสที่อยู่ภายในสายของDNA 
สายเดียวกันมาเชื่อมพันธะกันเอง (ii) interstrand crosslink เมื่อเบสที่อยู่ภายในสายของ DNA สาย
คู่มาเชื่อมพันธะกัน (iii) DNA single strand break (SSB) คือ เมื่อสายดีเอ็นเอท่ีเป็นสายคู่ขาดไปหนึ่ง
เส้น และ (iv) DNA double strand break (DSB) คือ การที่สายดีเอ็นเอสายคู่แตกออกทั้งสองเส้น 
ดังแสดงในภาพที่ 2.6 ซึ่งความเสียหายแบบ DSB จัดว่าเป็นความเสียหายที่เซลล์สามารถท าการ
ซ่อมแซมได้ยากท่ีสุด ชักน าไปสู่การตายของเซลล์ได้มากที่สุด [24] 
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ที่มา [25] 

ภาพที่ 2.6 ความเสียหายของดีเอ็นเอประเภทต่าง ๆ อันเนื่องมาจากรังสีก่อไอออน 

2.4 ย่านาง 

ย่านาง เป็นผักพื ้นบ้านและพืชสมุนไพร ชื ่อทางวิทยาศาสตร์คือ Tiliacora triandra 
(Colebr.) Diels. จัดอยู่ในวงศ์ Menispermaceae มีถิ ่นก าเนิดในตอนกลางของเอเชียตะวันออก
เฉียงใต้ พบขึ้นตามป่าผลัดใบ ป่าดงดิบ และป่าโปร่งในทุกภาคของประเทศไทย โดยมีลักษณะทาง
พฤกษศาสตร์ คือ เป็นไม้เถาเลื้อย เถากลมขนาดเล็ก มีเนื้อไม้ เลื้อยพันตามต้นไม้หรือกิ่งไม้ เถาอ่อนมี
สีเขียวและขนอ่อนปกคลุม เมื่อเถาแก่จะมีสีเข้มผิวเรียบแตกเป็นแนวถี่ รากมีขนาดใหญ่ มีเหง้าใต้ดิน 
ใบเป็นใบเดี่ยวติดกับล าต้นแบบสลับ มีสีเขียวเข้ม ลักษณะใบคล้ายรูปไข่ หรือรูปไข่ขอบขนาน ปลาย
ใบเรียว ฐานใบมน ขอบใบเรียบ ผิวใบเป็นคลื่นเล็กน้อย ผิวใบด้านหน้าและหลังใบเรียบมัน ไม่มีหูใบ 
ออกดอกสีเหลือง มีขนาดเล็ก เป็นช่อสั้น ๆ แบบแยกแขนงตามข้อและซอกใบ แยกเป็นช่อดอกเพศผู้
และช่อดอกเพศเมีย ผลกลมรูปไข่กลับ ผิวเกลี้ยง มีเมล็ดแข็ง ผลสีเขียว ฉ ่าน ้า ออกเป็นพวงตามข้อ
และซอกใบ เมื่อสุกจะเปลี่ยนเป็นสีส้มและแดงสด เมล็ดรูปเกือกม้า ย่านางเป็นพืชที่ขึ้นในดินทุกชนิด 
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และปลูกได้ทุกฤดู ขยายพันธุ์โดยการใช้หัวใต้ดิน เถาแก่ที่ติดหัว ปักช ายอด หรือการเพาะเมล็ด เป็นไม้
ที่ปลูกง่ายโดยสามารถปลูกเป็นหลุมหรือยกร่องได้ [9] 

2.4.1 สารประกอบและสรรพคุณทางยาที่พบในย่านาง 
ย่านางเป็นพืชสมุนไพรที่ใช้ประโยชน์ได้ทุกส่วนไม่ว่าจะเป็น ราก เถา ใบ โดยส่วนที ่ใช้

ประโยชน์มากที่สุด คือ ส่วนใบ ในใบย่านางมีสารเบต้าแคโรทีน วิตามินเอ วิตามินซี แซนโทฟิลล์  
แทนนิน สารประกอบฟีนอลิก (phenolic compound) ซึ่งเป็นสารต้านอนุมูลอิสระในปริมาณสูง 
ได้แก่ มิเนโคไซด์ (Minecoside), กรดพาราไฮดรอกซีเบนโซอิก (p-hydroxy benzoic acid) และ
สารในกลุ่มฟลาโวนไกลโคไซด์ ได้แก่ สารโมโนอีพอกซีบีตาแคโรทีน (monoepoxy-beta-carotene) 
และอนุพันธ์ของกรดซินนามิก (flavones glycoside cinnamic acid derivative) ส่วนสารอัลคา
ลอยด์ (alkaloid) ได้แก่ ที่เรียโครีน (tiliacorine), ทีเรียโคลินิน (Tiliacorinine), นอร์ทิเรีย โครินิน  
( nor- tiliacorinine) , tiliacorinin 2 , - N- oxide Tiliandrine, Tetraandrine แ ล ะ  D-
isochondendrine พบได้ทั ้งในราก และใบย่านาง และยังมีสารอาหารที ่ส  าคัญ เช ่น  โปรตีน 
คาร์โบไฮเดรต ไขมัน ไฟเบอร์ แคลเซียม ฟอสฟอรัส เหล็ก ไทอะมีน ไรโบฟลาวิน ไนอะซีน วิตามินบี
หนึ่ง และ วิตามินบีสอง เป็นต้น [10] นอกจากนี้มีรายงานว่า ใบย่านาง เป็นแหล่งของสารต้านอนมุูล
อิสระตามธรรมชาติ โดยมีเบต้าแคโรทีน แทนนินเข้มข้น ไตรเทอร์พีน ฟลาโวนอยด์ และซาโปนินใน
ระดับสูง ตลอดจนแร่ธาตุ เช่น แคลเซียมและธาตุเหล็ก ฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระและต้านการก่อกลาย
พันธุ์จากสารประกอบเหล่านี้ยังชี้ให้เห็นถึงศักยภาพในการป้องกันมะเร็งอีกด้วย ส าหรับรากและใบ
ของพืชชนิดนี้ประกอบด้วยสารประกอบอัลคาลอยด์ โดยเฉพาะอัลคาลอยด์บิสเบนซิลโซควิโนลีน ทิลิ
โครินีน ทิลิอาโคริน และนอร์ทิลิอาโครินีน และมีรายงานฤทธิ์เป็นพิษต่อเซลล์ต่อการเจริญเติบโตของ
เซลล์มะเร็งท่อน ้าดี ฤทธิ์ต้านเชื้อมัยโคแบคทีเรียต่อเชื้อ Mycobacterium tuberculosis สายพันธุ์ 
MDR และฤทธิ์ต้านมาลาเรีย [11] 

2.4.2 การทดสอบฤทธิ์การยับย้ังเซลล์มะเร็งด้วยสารสกัดใบย่านาง 
จากการศึกษาฤทธิ์ฤทธิ์ต้านออกซิเดชันของสารสกัดด้วยน ้า เมทานอล เอทธิลอะซิเตท และ  

เฮกเซนของสมุนไพรไทย จ านวน 5 ชนิด คือ อัญชัน ย่านาง บัวบก หม่อน และกาวเครือขาว ด้วยวิธี 
DPPH assay, ABTS assay และ FRAP assay พบว่า สารสกัดด้วยเมทานอล และน ้าของย่านางมี
ฤทธิ์ออกซิเดชันดีที่สุด โดยมีค่า EC50, VEAC, TEAC และ FRAP value เท่ากับ 61.8 µg/ml, 2.00 
mM, 0.77 mM และ 546.9 mM ตามล าดับ ในการศึกษาความเป็นพิษต่อเซลล์ของสารสกัดใบ
ย่านางที่สกัดด้วยน ้าด้วยวิธี MTT assay พบว่าสารสกัดใบย่านางจัดอยู่ในประเภทของสารที่มีความ
เป็นพิษต ่า และไม่มีฤทธิ์เป็นสารกลายพันธุ์ [26] และการศึกษาพิษเฉียบพลันของสารสกัดด้วยน ้าจาก



19 

ทุกส่วนของย่านาง พบว่าสารสกัดย่านางด้วยน ้าไม่ก่อให้เกิดพิษเฉียบพลัน และพิษกึ่งเรื้อรังในหนู
ทดลอง [27] แต่อย่างไรก็ตามข้อมูลงานวิจัยทางวิทยาศาสตร์ของย่านางยังมีไม่มากนัก ส่วนใหญ่เป็น
การทดลองในหลอดทดลองและสัตว์ทดลอง ยังไม่พบรายงานการศึกษาทางคลินิก รวมทั้งข้อมูลด้าน
ความเป็นพิษในมนุษย์ 

Tiliacora triandra เป็นหนึ่งในพืชที่ถูกใช้บ่อย ๆ ในการรักษาโดยหมอชาวบ้านในการผลิต
สารต้านมะเร็ง และป้องกันโรคมะเร็ง ตัวอย่างรายงานถึงฤทธิ์ต้านมะเร็ง ดังแสดงในภาพที่ 2.8 ได้แก่ 
สารสกัดจากราก ที่แสดงฤทธิ์ความเป็นพิษต่อเซลล์มะเร็งปอดหลายชนิด รวมถึง KB, Hep2, A549, 
COR L23 และ NCI H226 โดยมีค่า IC50 ระหว่าง 19.5 ถึง 45.2 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร [28] สาร
สกัดจากล าต้น แสดงฤทธิ ์เป็นพิษต่อเซลล์ HepG2 โดยมีค่า IC50 เท่ากับ 81.06 ไมโครกรัมต่อ
มิลลิลิตร [29] สารสกัดจากใบ แสดงฤทธิ์ความเป็นพิษต่อเซลล์มะเร็งล าไส้มนุษย์ (HT 29) โดยมีค่า 
IC50 เท่ากับ 203.52 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร [30] ในการศึกษาอื่น ๆ สารสกัดใบย่านางด้วยเอทิล
แอธาเทต, เมทานอล และน ้า แสดงฤทธิ์ความเป็นพิษต่อเซลล์มะเร็งช่องปาก (KB) และมะเร็งปอด 
(NCI H187) โดยมีค่า IC50 ระหว่าง 11.93 ถึง 32.15 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร และออกซอนาโลบีน , 
สารสกัดใบย่านางด้วยเมทานอล, แสดงฤทธิ์ความเป็นพิษต่อเซลล์ NCI H187 โดยมีค่า IC50 เท่ากับ 
27.6 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร นอกจากนี้ สารสกัดใบย่านางได้ถูกน าไปทดสอบความเป็นพิษต่อ
เซลล์มะเร ็งปอด A549 ชนิด sensitive และเซลล์มะเร ็งปอด A549RT-eto ชนิด multidrug-
resistance พบว่า สารสกัดดิคโลโรมีเทน แสดงผลที่ฤทธิ ์ความเป็นพิษต่อเซลล์ ทั ้งเซลล์ชนิดที่ 
sensitive และชนิดที่ multidrug-resistance โดยมีค่า IC50 เท่ากับ 22.0 และ 48.5 ไมโครกรัมต่อ
มิลลิลิตร ตามล าดับ ส าหรับ ทีเลียโครริน (Tiliacorinine), สารอัลคาลอยด์ที่แยกได้จากราก และ 
ล าต้น แสดงฤทธิ์การยับยั้งการเจริญเติบโตของเซลล์มะเร็งท่อน ้าดี โดยสามารถยับยั้งเซลล์มะเร็งท่อ
น ้าดีได้ถึงสี ่ชนิด โดยมีค่า IC50 ระหว่าง 4.5 ถึง 7.0 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร โดยจะไปกระตุ้น
กระบวนการตายแบบ apoptosis ผ่านทางกระบวนการ caspase-activation [31] 

 
ที่มา [32] 

ภาพที่ 2.7 ใบย่านาง 
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ภาพที่ 2.8 สรรพคุณทางเภสัชวิทยาของ Tiliacora triandra (Colebr.) Diels 
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ภาพที่ 2.8 (ต่อ) 
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ที่มา [11] 

ภาพที่ 2.8 (ต่อ) 

2.5 สารเพ่ิมประสิทธิภาพของรังสี (Radiosensitizer) 

สารเพ่ิมประสิทธิภาพของรังสี หรือที่เรียกว่า Radiosensitizer คือ สารเคมีหรือยาที่ใช้ในการ
รักษามะเร็งที่มีบทบาทในการเพิ่มความไวของเซลล์มะเร็งต่อรังสีในการรักษาด้วยรังสี ซึ่งท าให้การ
รักษาด้วยรังสีมีประสิทธิภาพมากยิ่งขึ้นในการท าลายเซลล์มะเร็ง โดยจะแตกต่างกับ  สารลดผลของ
รังสี หรือ Radioprotector ดังแสดงในภาพที่ 2.9 ที่แสดงความสัมพันธ์ระหว่างปริมาณรังสีที่ให้แก่
เซลล์กับอัตราการอยู่รอดของเซลล์ของสารลดผลของรังสีและสารเพิ่มประสิทธิภาพของรังสี โดยแกน 
x แสดงถึง ปริมาณรังสีที่ให้กับเซลล์ และแกน y แสดงถึง อัตราการอยู่รอดของเซลล์ จะเห็นได้ว่า สาร
เพิ่มประสิทธิภาพของรังสี จะก่อให้เกิดความเสียหายมากขึ้นและการอยู่รอดของเซลล์ลดลง ในทาง
กลับกัน สารลดผลของรังสี จะก่อให้เกิดความเสียหายแก่เซลล์น้อยลง มีการอยู่รอดของเซลล์มากขึ้น  
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ในปัจจุบันได้มีการศึกษาคุณสมบัติทางเคมีของสารสกัดจากธรรมชาติในการเป็นสารเพ่ิม
ประสิทธิภาพของรังสี เนื่องจากเป็นสารสกัดจากธรรมชาติ ท าให้มีความเป็นพิษต ่า และผลข้างเคียง
น้อย โดยที่สารสกัดจากธรรมชาติเหล่านี ้ประกอบด้วยสารออกฤทธิ ์ทางชีวภาพที่สามารถเพ่ิม
ประสิทธิภาพของเคมีบ าบัดและการฉายรังสีโดยท าให้เซลล์มะเร็งไวต่อรังสี เพิ่มผลความเป็นของพิษ
ต่อเซลล์ ส าหรับกลไกของ Radiosensitizers หรือสารเพิ ่มประสิทธิภาพของรังสี ในการท าให้
เซลล์มะเร็งไวต่อรังสีมากขึ้น ดังนี้ 

1. การท าให้ DNA เสียหายมากขึ้น: Radiosensitizers สามารถเพิ่มความเสียหายต่อ DNA 
ของเซลล์มะเร็ง ท าให้เซลล์ไม่สามารถซ่อมแซมตัวเองได้และน าไปสู ่การตายของเซลล์ เช่น 5 -
Fluorouracil (5-FU) เป็นยาที่รบกวนการสังเคราะห์ DNA และ RNA ซึ่งเพ่ิมความไวของเซลล์มะเร็ง
ต่อรังสี 

2. การยับยั้งการซ่อมแซม DNA: รังสีท าให้เกิดความเสียหายต่อ DNA ของเซลล์มะเร็ง โดย
ปกติแล้ว เซลล์จะมีการซ่อมแซม DNA ที่เสียหาย แต่ radiosensitizers สามารถยับยั้งกระบวนการนี้ 
ท าให้เซลล์ไม่สามารถซ่อมแซม DNA ได้ เช่น Poly (ADP-ribose) polymerase (PARP) inhibitors 
สามารถยับยั้งการซ่อมแซม DNA ที่เสียหาย ท าให้เซลล์มะเร็งไวต่อรังสีมากขึ้น 

3. การเพิ่มความไวต่อการเกิด oxidative stress: Radiosensitizers สามารถเพิ่มการผลิต 
reactive oxygen species (ROS) ซึ่งเป็นอนุมูลอิสระที่ท าให้เกิดความเสียหายต่อ DNA โปรตีน และ
ลิพิดในเซลล์มะเร็ง เช่น Cisplatin สามารถเพิ่มการผลิต ROS ในเซลล์มะเร็ง ท าให้เซลล์มะเร็งไวต่อ
รังสีมากขึ้น 

4. การยับยั้งการส่งสัญญาณการอยู่รอดของเซลล์: Radiosensitizers สามารถยับยั้งสัญญาณ
ที่ท าให้เซลล์มะเร็งอยู่รอดและเติบโต ท าให้เซลล์มะเร็งไวต่อรังสีมากขึ้น เช่น Cetuximab เป็น
ตัวอย่างของสารที่ยับยั้งการท างานของโปรตีน EGFR ซึ่งเกี่ยวข้องกับการเจริญเติบโตและการอยู่รอด
ของเซลล์มะเร็ง 

5. การท าให้เกิดการหยุดชะงักของวงจรเซลล์: Radiosensitizers สามารถหยุดวงจร
เซลล์มะเร็งในระยะที่ไวต่อรังสี ท าให้เซลล์มะเร็งถูกท าลายได้ง่ายขึ้น เช่น Paclitaxel เป็นยาที่ท าให้
เซลล์หยุดอยู่ในระยะ M (mitosis) ซึ่งเป็นระยะที่เซลล์ไวต่อรังสีมากท่ีสุด 
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ภาพที่ 2.9 แผนภาพแสดงความสัมพันธ์ระหว่างปริมาณรังสีที่ให้แก่เซลล์กับอัตราการอยู่รอดของ

เซลล์ของสารลดผลของรังสีและสารเพ่ิมประสิทธิภาพของรังสี 

2.6 งานวิจยัที่เกี่ยวข้อง 

 งานวิจัยของ Surapong และคณะ [33] รายงานว่า Tiliacora triandra (F. Menispermaceae) 
สามารถรับประทานได้และยังเป็นที่รู้จักในด้านคุณค่าทางยา ใบเป็นพืชที่ได้รับความนิยมในเอเชีย
ตะวันออกเฉียงใต้ โดยเฉพาะในภาคตะวันออกเฉียงเหนือของประเทศไทย วัตถุประสงค์ของการศึกษา
ครั้งนี้คือเพื่อระบุองค์ประกอบหลักของใบย่านางและประเมินฤทธิ์ต้านมะเร็งต่อเซลล์มะเร็งในมนุษย์ 
วิธีการทดลองโดยการสกัดใบด้วยเครื่อง Soxhlet โดยใช้ปิโตรเลียมอีเธอร์ ไดคลอโรมีเทน เอทิลอะซิเตท 
และน ้า จากนั้นจึงท าการแยกองค์ประกอบหลักและใช้ขั้นตอนโครมาโทกราฟีและเทคนิคสเปกโทรส
โคปี ส าหรับการทดสอบฤทธิ์ต้านมะเร็งในหลอดทดลองของสารสกัดจากใบย่านาง ด าเนินการโดยการ
ทดสอบไมโครเพลตเรซาซูริน (REMA) และทดสอบกับเซลล์ 3 สายพันธุ์ ได้แก่ เซลล์มะเร็งช่องปาก 
(KB) เซลล์มะเร็งปอด (NCI-H187) และเซลล์มะเร็งเต้านม (MCF-7) จากงานวิจัยได้ผลการศึกษา ดังนี้
สารประกอบหลักของใบย่านาง คือ oxoanolobine สารสกัดเมทานอลมีฤทธิ์ท าลายเซลล์มะเร็งปอด 
(NCI-H187) สูงสุด ในขณะที่สารสกัดน ้ามีฤทธิ์ท าลายเซลล์มะเร็งช่องปาก (KB) สูงสุด ค่า IC50 ของ 
oxoanolobine เทียบกับเซลล์ NCI-H187 เท่ากับ 27.60 ± 4.30 µg/mL จากผลการทดลองนี้
สามารถสรุปได้ว่า ใบย่านางมี oxoanolobine เป็นองค์ประกอบหลักและมีศักยภาพในการยับยั้ง
เซลล์มะเร็ง และยังต้องมีการศึกษาเพ่ิมเติมในระดับเซลล์ต่อไป 
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งานวิจัยของ Samankul และคณะ [34] มีวัตถุประสงค์เพื ่อพัฒนายาทางเลือกเพื ่อลด
ผลข้างเคียงที่ไม่พึงประสงค์จากเคมีบ าบัดในผู้ป่วยมะเร็งท่อน ้าดี ได้มีการศึกษาฤทธิ์ต้านมะเร็งของ
สารสกัดใบย่านางด้วยเอธานอล (TLPE) ต่อเซลล์มะเร็งท่อน ้าดี งานวิจัยได้ท าการศึกษาการยับยั้งการ
แพร่กระจายของเซลล์โดยใช้การทดสอบ MTT ในขณะที่วิเคราะห์การเหนี่ยวน า apoptosis และ 
cell-cycle arrest ด้วย flow cytometry ระดับของโปรตีนส าคัญและปริมาณกรดฟีนอลิกวิเคราะห์
ด้วย western blot and reverse HPLC ตามล าดับ ผลการทดลองจากงานวิจัยนี้ พบว่า สารสกัด 
TLPE ยับยั้งการเติบโตของเซลล์มะเร็งท่อน ้าดีในลักษณะที่ขึ้นกับขนาดยาและเวลา โดยมีค่า IC50 
เท่ากับ 7.86 ± 0.05 µg/ml ส าหรับเซลล์ KKU-M213B และ 8.59 ± 0.36 µg/ml ส าหรับเซลล์ 
KKU-100 ที่ระยะเวลาการบ่ม 72 ชั่วโมง สารสกัด TLPE ยับยั้งการเติบโตของเซลล์ CCA โดยกระตุ้น
ให้เซลล์ทั้งสองสายเกิด apoptosis และท าให้จ านวนเซลล์ KKU-100 เพิ่มขึ้นในระยะ G0/G1 สาร
สกัด TLPE เพิ่มการแสดงออกของ Ac-H3 แต่ลดการแสดงออกของ p-ERK, p53, Bax, CDK4 และ 
Bcl2 ในเซลล์ KKU-M213B สารสกัด TLPE เพ่ิมการแสดงออกของ Ac-H3, p21 และ Bax แต่ลดการ
แสดงออกของ p-ERK, p53, CDK4 และ Bcl2 ในเซลล์ KKU-100 นอกจากนี้ ยังพบกรดฟีนอลิก 
ได้แก่ กรด p-hydroxybenzoic, กรด vanillic, กรด syringic, กรด p-coumaric, กรด ferulic และ
กรด sinapinic โดยสรุปจากผลลัพธ์ของงานวิจัยนี้ ชี้ให้เห็นถึงความเป็นไปได้ ในการพัฒนาสารสกัด
เอธานอลจากผงใบย่านางเป็นสารเคมีบ าบัดหรือสารเคมีป้องกันมะเร็งท่อน ้าดี 

งานวิจัยของ Juckmeta และคณะ [28] กล่าวถึงยาแผนไทยที่เรียกว่า เบญจโลกวิเชียน 
(BLW) ประกอบด้วยพืช 5 ชนิด ได้แก่ Ficus racemosa, Capparis micracantha, Clerodendrum 
petasites, Harrisonia perforata และ Tiliacora triandra ยาแผนไทยถูกน ามาใช้ในการแพทย์แผน
ไทยมาช้านานเพื่อลดไข้จากการติดเชื้อทางเดินหายใจ แต่ยังไม่มีรายงานเกี่ยวกับความเป็นพิษต่อ
เซลล์มะเร็งในระบบทางเดินหายใจหรือฤทธิ์ต้านการอักเสบ ดังนั้น วัตถุประสงค์ของการวิจัยนี้คือเพ่ือ
ศึกษาฤทธิ์ต้านเซลล์มะเร็งของสารสกัดเอธานอลและน ้าของ BLW ส่วนประกอบจากพืชชนิดเดียว 
และสารประกอบแยกจากกันต่อเซลล์มะเร็ง 5 สายพันธุ์ของระบบทางเดินหายใจโดยใช้วิธี SRB 
นอกจากนี้ ยังทดสอบฤทธิ์ต้านการอักเสบของสารสกัดและสารประกอบทั้งหมดโดยใช้ไนตริกออกไซด์ 
(NO) ที่เหนี่ยวน าโดยไลโปโพลีแซ็กคาไรด์ในเซลล์ RAW 264.7 สารประกอบหลักถูกแยกด้วยโครมา
โตกราฟีของเหลวสมรรถนะสูง และเปรียบเทียบกับ BLW และส่วนประกอบจากพืช สารประกอบ
หลักของสารสกัดเอธานอล BLW และ H. perforata คือ กรดเพอร์ฟอราติก ซึ่งยับยั้งการเติบโตของ
เซลล์มะเร็งปอด 2 สายพันธุ์ คือ A549 และ H226 โดยมีค่า IC50 เท่ากับ 6.7 และ 13.2 µg/mL สาร
สกัดเอธานอลของ BLW และ ย่านาง แสดงฤทธิ์ท าลายเซลล์มะเร็งทุกสายพันธุ์ โดยมีค่า IC50 อยู่
ในช่วง 10.1 ถึง 45.2 µg/mL ในทางตรงกันข้าม สารสกัดเอธานอลทั้งหมดแสดงฤทธิ์ต้านการอักเสบ
ในระดับปานกลาง แต่สารสกัดน ้าไม่มีผลยับยั้งฤทธิ์ทั้งสองอย่าง เพกโตลินาริเจนินและโอเมทิลลาโลป
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ตาเอรอกซีริน ซึ่งเป็นสารประกอบรอง 2 ชนิด แสดงผลยับยั้ง NO โดยมีค่า IC50 เท่ากับ 7.1 และ 
7.9 µg/mL ตามล าดับ ในขณะที่กรดเพอร์ฟอราติกไม่มีผล (>50 µg/mL) นอกจากนี้ เพกโตลินาริ
เจนินยังแสดงกิจกรรมที่เป็นพิษต่อเซลล์มะเร็งทุกสายพันธุ์ของระบบทางเดินหายใจ โดยมีค่า IC50 
อยู่ในช่วง 1.9 ถึง 9.1 µg/mL ดังนั้น สารประกอบรองทั้ง 2 ชนิดนี้จึงสามารถใช้เป็นเครื่องหมาย
ส าหรับการควบคุมคุณภาพของ BLW เพ่ือฤทธิ์ต้านการอักเสบได้ กรดเพอร์ฟอราติกและเพกโตลินาริ
เจนินเป็นที่สนใจในการศึกษาเพิ่มเติมเกี่ยวกับกลไกการเป็นพิษต่อเซลล์ของกรดทั้งสองชนิดนี้ ที่
น่าสนใจคือ ย่านางซึ่งเป็นส่วนประกอบของพืชชนิดหนึ่งใน BLW อาจเป็นแหล่งที่มาของสารประกอบ
ที่เป็นพิษต่อเซลล์ที่ออกฤทธิ์ 
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บทที่ 3 

วิธีด ำเนินกำรวิจัย 

3.1 รูปแบบกำรวิจัย 

การทดลองแบบ quantitative analysis, in vitro study 

3.1.1 ประชำกร         
1. ประชากร เซลล์มะเร็งเยื่อบุผิวปอดมนุษย์ A549 
2. ประชากรเป้าหมาย เซลล์มะเร็งเยื่อบุผิวปอดมนุษย์ A549 
3. ประชากรกลุ่มควบคุม เซลล์มะเร็งเยื ่อบุผิวปอดมนุษย์ A549 ที่ไม่ได้รับสารสกัด 

ใบย่านางและการฉายรังสี 
 3.1.2 กลุ่มตัวอย่ำง 
 กลุ่มท่ี 1 คือ กลุ่มควบคุม (control)  

กลุ่มท่ี 2 คือ กลุ่มท่ีได้รับการฉายรังสีเพียงอย่างเดียว  
กลุ่มท่ี 3 คือ กลุ่มท่ีได้รับสารสกัดใบย่านางเพียงอย่างเดียว  
กลุ่มท่ี 4 คือ กลุ่มท่ีได้รับสารสกัดใบย่านางร่วมกับการฉายรังสี 

3.2 วัสดุอปุกรณ์และเครื่องมือ 

1. กล้องจุลทรรศน์ 
2. Cell counting chamber (marine field รุ่น superior) 
3. ไมโครปิเปตขนาด 1000 ไมโครลิตร  
4. ไมโครปิเปตขนาด 200 ไมโครลิตร 
5. ไมโครปิเปตต์ทิปขนาด 1000 ไมโครลิตร  
6. ไมโครปิเปตต์ทิปขนาด 200 ไมโครลิตร  
7. ปิเปตต์ขนาด 5 และ 10 มลิลิลิตร 
8. หลอดทดลองชนิด conical ขนาด 15 มิลลิลิตร 
9. หลอดไมโครทิวป์ (Microtube) 
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10. 6-well plate 
11. T75 Flask 
12. อลูมิเนียมฟอยล์ 
13. เครื่องปั่นเหวี่ยงความเร็วสูง (Thermo SCIENTIFIC รุ่น MEGAFUGE 8R) 
14. ตู้บ่มเพาะเชื้อควบคุมอุณหภูมิ (incubator) 
15. Spectrophotometer (สเปกโตรโฟโตมิเตอร์) หรือ Microplate reader  
16. Orbital shaker 
17. เครื่องนับจ านวน 
18. Phantom ส าหรับการฉายรังสี 
19. Linac Accelerators ยี่ห้อ Varian รุ่น Rapid arc 

3.3 สำรเคมี 

1. MTT Reagent (บริษัท Abcam) 
2. MTT Solvent (บริษัท Abcam) 
3. Roswell Park Memorial Institute (RPMI) 
4. Phosphate Buffer Saline (PBS) 
5. Antibiotic/antimycotic solution 
6. Fetal Bovine Serum (FBS) 
7. Trypsin-EDTA 
8. สารสกัดใบย่านาง 

3.4 สถำนทีท่ ำกำรทดลอง 

ภาควิชารังสีเทคนิคและฟิสิกส์ทางการแพทย์ คณะสหเวชศาสตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย 
ฝ่ายรังสีวิทยา โรงพยายาลจุฬาลงกรณ์ สภากาชาดไทย 
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3.5 วิธกีำรทดลอง 

3.5.1 กำรเพำะเลี้ยงเซลล์ (Cell Culture) 
เซลล์มะเร็งเยื่อบุผิวปอดมนุษย์ A549 จาก American Type Culture Collection ถูกเลี้ยง

ในอาหารเลี้ยงเซลล์ชนิด Roswell Park Memorial Institute (RPMI) ที่เสริมด้วย 10 เปอร์เซ็นต์ 
Fetal Bovine Serum (FBS) และ 1% antibiotic ในต ู ้บ ่มความช ื ้น (humidified incubator) 
ควบคุมระดับอุณหภูมิที่ 37 องศาเซลเซียส และปริมาณคาร์บอนไดออกไซด์ในบรรยากาศภายใน
เครื่องที่ 5 เปอร์เซ็นต์ 

3.5.2 กำรฉำยรังสี (Cell Irradiation) 
 การฉายรังสีจากภายนอก  External irradiation) เป็นการฉายรังสีแบบภายนอกร่าง (ex 
vivo) โดยยึดตามวิธีการจากงานวิจัยก่อนหน้าของ Radon และคณะ [35] โดยมีการปรับเปลี่ยนให้
เหมาะสมตามรายละเอียดดังนี้ จะท าการแบ่งตัวอย่าง 3 กลุ่ม คือ กลุ่มแรกจะเป็นกลุ่มควบคุม เป็น
กลุ่มที่ไม่ได้รับรังสี กลุ่มที่สอง จะเป็นกลุ่มที่ถูกฉายรังสีเพียงอย่างเดียว และกลุ่มที่สาม จะเป็นกลุ่มที่
ได้รับสารสกัดใบย่านางร่วมกับการฉายรังสี ปริมาณ 2.0 Gy โดยจะใช้ตัวอย่างจ านวน 3 ตัวอย่างต่อ
หนึ่งครั้งของการฉายรังสี  
 ท าการฉายรังสีเอกซ์แก่เซลล์ตัวอย่าง ด้วยเครื่อง Linac Accelerators ยี่ห้อ Varian รุ่น 
Clinac IX ที่มีระดับอัตราปริมาณรังสี 400 monitor unit/minute ที่แผนกรังสีวิทยา โรงพยาบาล
จุฬาลงกรณ์ สภากาชาดไทย โดยน าเซลล์วางไปที่บริเวณตรงกลาง phantom และท าการฉายรังสีที่
ด้านบน (anteroposterior) และด้านล่าง (posteroanterior) ดังแสดงในภาพที่ 3.1 ภายหลังจาก
การฉายรังสีเอ็กซ์เซลล์มะเร็งเยื่อบุผิวปอดมนุษย์ A549 จะถูกน ามาเลี้ยงไว้ในตู้บ่มความชื้นที่อุณหภูมิ 
37 องศาเซลเซียส และปริมาณคาร์บอนไดออกไซด์ในบรรยากาศภายในเครื่องที่ 5 เปอร์เซ็นต ์
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ภำพที่ 3.1 การฉายรังสีแก่เซลล์แบบด้านบนล่าง ด้วยเครื่อง Linac Accelerators 

  3.5.3 กำรวิเครำะห์ฤทธิ์ต้ำนอนุมูลอิสระของสำรสกัดใบย่ำนำงด้วยวิธี 2,2-diphenyl-
1 Picrylhydrazyl (DPPH) Assay  

ทดสอบฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระด้วยวิธี DPPH assay ซึ่งดัดแปลงจากงานวิจัยก่อนหน้าของ 
Chaveerach และคณะ [36] โดยน าสารสกัดใบย่านางละลายเจือจางในน ้ากลั่นให้ได้ความเข้มข้น  
ต่าง ๆ 0-10 mg/% Flavonoid และน าสารสกัดใบย่านางแต่ละความเข้มข้นปริมาตร 10 µL ผสมกับ 
DPPH ในเมทานอลความเข้มข้น 2 mM ปริมาตร 90 ไมโครลิตร ใน 96-well plate แล้วบ่มในที่มืด 
อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 30 min จากนั้นน าไปวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ 517 nm ด้วยเครื่องสเปคโตร
โฟโตมิเตอร์ แล้วน าค่าการดูดกลืนแสงที่ได้ไปค านวณหาร้อยละของฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ สร้างกราฟ
ระหว่างค่าร้อยละของการยับยั้งอนุมูลอิสระกับความเข้มข้นของสารละลายสารสกัดใบย่านางเพ่ือ
ค านวณหาค่าความเข้มข้นของสารละลายสารสกัดใบย่านางที่สามารถยับยั้งอนุมูลอิสระได้ร้อยละ 50 
(ค่า IC50)  

3.5.4 ประเมินดูระดับกำรเกิดสำรอนุมูลอิสระ ด้วยเทคนิค Flow Cytometry 
เซลล์มะเร็งปอดมนุษย์จะถูกน าไปท าการวัดปริมาณ ROS ที่เกิดขึ้น ด้วยชุดการทดสอบ 

Muse Oxidative Stress Kit ดังแสดงในภาพที่ 3.2 ดังนี้ 
 3.5.4.1 ขั้นตอนการเตรียมสารละลาย Muse Oxidative Stress working solution 
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 ส  าหร ับ Muse Oxidative Stress Kit ประกอบด้วยสารละลาย Muse Oxidative 
Stress Reagent กับ 1X Assay Buffer มาให้ในชุดการทดสอบ โดยจะต้องท าการเจือจาง Muse 
Oxidative Stress Reagent ให้เป็น Working solution เพื ่อใช้ส าหรับการวิเคราะห์ปริมาณสาร
อนุมูลอิสระที่เกิดขึ้นในเซลล์โดย Muse Oxidative Stress working solution สามารถเตรียมได้จาก
การเจือจาง Muse Oxidative Stress Reagent กับ 1X Assay Buffer ในอัตราส่วน 1:100 จะได้ 
Muse Oxidative Stress Intermediate solution จากนั้นท าการเจือจางอีกครั ้งโดยการเจือจาง 
Muse Oxidative Stress Intermediate solution กับ 1X Assay Buffer ในอัตราส่วน 1:80 จะได้
เป็น Muse Oxidative Stress working solution 

 3.5.4.2 ขั้นตอนการทดสอบหาปริมาณ Reactive Oxygen Species, ROS  
  1. ท าการทิ้งอาหารเลี้ยงเซลล์ในเซลล์มะเร็งปอดมนุษย์ออกให้หมด แล้วเติม 1X 

Assay Buffer ให ้ ได ้สารละลายท ี ่ ม ี เซลล ์  1  x 10 6 ถ ึ ง  1  x 10 7 cells/mL ใส ่ลงในหลอด 
microcentrifuge tube ขนาด 1.5 ml 

  2. ท าการดูดสารละลายเซลล์ใส่ microcentrifuge tube 10 µl หลังจากนั้นจึงเติม 
working solution 190 µl แล้วน าไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 นาที ในตู้อบ 

  3. หลังจากครบเวลาบ่มท าการวัดปริมาณ ROS ด้วยเครื่อง Muse Cell Analyzer 

 
ภำพที่ 3.2 แผนภาพแสดงส่วนประกอบของ Muse Oxidative Stress Working Solution 

3.5.5 กำรวัดอัตรำกำรอยู่รอดของเซลล์ด้วยวิธี MTT Assay  
การทดสอบความเป็นพิษต่อเซลล์มะเร็งปอดปกติมนุษย์ด้วยวิธี  MTT assay จะท าการ

แบ่งตัวอย่าง 4 กลุ่ม คือ กลุ่มที่หนึ่ง เป็นกลุ่มควบคุม โดยที่ไม่รับการฉายรังสี หรือได้รับการบ่มด้วย
สารสกัดใบย่านาง กลุ่มที่สอง คือ กลุ่มที่ได้รับการฉายรังสีเพียงอย่างเดียวที่ปริมาณรังสี 2.0 Gy 
(LD50) กลุ่มที่สาม คือ กลุ่มที่ได้รับสารสกัดใบย่านางเพียงอย่างเดียวที ่ความเข้มข้น 0.05 mg% 
Flavonoids (IC25) และกลุ่มที่สี่ คือ กลุ่มท่ีได้รับสารสกัดใบย่านางร่วมกับการฉายรังสี  

 1. กลุ่มควบคุม (control)  
 กลุ่มท่ีไม่ได้รับทั้งการฉายรังสี และไม่ได้รับการบ่มด้วยสารสกัดใบย่านาง 



32 

  2. กลุ่มท่ีได้รับการฉายรังสีเพียงอย่างเดียว  
  เลี้ยงเซลล์ 300 เซลล์ ใน 6-well plate ไปฉายรังสีที่ปริมาณรังสี 2.0 Gy 

 3. กลุ่มท่ีได้รับสารสกัดใบย่านางเพียงอย่างเดียว 
  ท าการเติมสารสกัดใบย่านางที่ความเข้มข้น 0.05 mg% Flavonoids จากนั้นน าไปบ่มไว้
ในตู ้เพาะเลี้ยงเซลล์ควบคุมระดับอุณหภูมิที ่ 37 องศาเซลเซียส ปริมาณคาร์บอนไดออกไซด์ 5 
เปอร์เซ็นต์ เป็นเวลา 24 ชั่วโมง 

 4. กลุ่มท่ีได้รับสารสกัดใบย่านางร่วมกับการฉายรังสี 
  ท าการเติมสารสกัดใบย่านางที่ความเข้มข้น 0.05 mg% Flavonoids และน าไปบ่มไว้ใน
ตู ้เพาะเลี ้ยงเซลล์ควบคุมระดับอุณหภูมิที ่ 37 องศาเซลเซียส ปริมาณคาร์บอนไดออกไซด์ 5 
เปอร์เซ็นต์ เป็นเวลา 24 ชั่วโมง จากนั้นน าเซลล์ไปฉายรังสีที่ปริมาณรังสี 2.0 เกรย์  

หลังจากนั้นท าการวัดความเป็นพิษต่อเซลล์ โดยน าเซลล์ปริมาตร 50 ไมโครลิตร ใส่ลงในแต่
ละหลุมของ 96-well plate จากนั้นเติม MTT reagent ปริมาตร 50 ไมโครลิตรต่อหลุม ลงใน 96-
well plate แล้วน าไปบ่มในตู้เพาะเลี้ยงเซลล์ควบคุมระดับอุณหภูมิที่ 37 องศาเซลเซียส ปริมาณ
คาร์บอนไดออกไซด์ 5 เปอร์เซ็นต์ เป็นเวลา 3 ชั ่วโมง แล้วเติม MTT solvent ปริมาตร 150 
ไมโครลิตรต่อหลุม ลงใน 96-well plate และห่อ 96-well plate ด้วยกระดาษฟอยล์ แล้วน าไปเขย่า
ด้วยเครื่อง orbital shaker เป็นเวลา 15 นาที จากนั้นท าการวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 
590 นาโนเมตร โดยใช้เครื่อง microplate reader และค านวณร้อยละการรอดชีวิตของเซลล์  

%Cell viability=
ODsample- ODblank

ODcontrol- ODblank
× 100 

  โดย ODsample = ค่าการดูดกลืนแสงของเซลล์ทดสอบ 
ODcontrol = ค่าการดูดกลืนแสงของเซลล์ควบคุม 

3.6 กำรวิเครำะห์ผลทำงสถิต ิ

 ใช้โปรแกรม Excel แสดงผลเป็น ค่าเฉลี่ย ± ค่าเบี่ยงเบนมาตรฐาน (standard deviation: 
SD) ค านวณค่าทางสถิติโดยใช้ Student T-test และ ANOVA ซึ่งที่ระดับความเชื่อมั่น 95 เปอร์เซ็นต์ 
และ p ≤ 0.05 ให้ถือว่ามีนัยส าคัญทางสถิติ 
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บทที่ 4 

ผลการวิจัย 

4.1 ผลการวิเคราะห์ทางห้องปฏิบัตกิารสารออกฤทธิ์ในสารสกัดใบย่านาง 

จากตารางที่ 4.1 แสดงใบรับรองการตรวจประเมินคุณภาพของสารสกัดใบย่างนาง จากการ
สกัดแบบ water-based extraction พบว่า ส่วนประกอบส าคัญที่ออกฤทธิ์ในสารสกัดใบย่านางตั้ง
ต้น(stock solution) คือ ฟลาโวนอยด์ (Flavonoid) และมีค่าความเข้มข้นอยู่ที่ประมาณ 99.8 mg%  
ตารางที่ 4.1 ผลการตรวจประเมินคุณภาพและความเข้มข้นของสารออกฤทธิ์ของสารสกัดใบย่างนาง 

Analysis Specification Unit Result 

Appearance Brownish green to brown 
liquid 

- Brownish green 
liquid 

Heavy Metal Not more than 20 ppm <20 
Arsenic Not more than 2 ppm <2 
Lead Not more than 1 ppm <1 

pH Direct 4.00-7.00 - 5.66 
Specific gravity 1.10-1.30 - 1.18 

Total aerobic count Not more than 1,000 cfu/g <10 
Yeast & Mold count Not more than 100 cfu/g <10 

Enterobacteria 
count 

Not more than 100 cfu/g <10 

S.aureus Absent in 1 g Absent 
P.aeruginosa Absent in 1 g Absent 

E.coli Absent in 1 g Absent 
Salmonella spp. Absent in 1 g Absent 
Content of active 

ingredients 
Not less than 30.0 mg% 

Flavonoids 
mg% 99.8 
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4.2 ผลการวิเคราะห์ฤทธิ ์ต ้านอนุม ูลอิสระของสารสกัดใบย่านางด้วยวิธ ี 2,2-
diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH) Assay  

การวิจัยนี้มีวัตถุประสงค์เพื่อประเมินฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระของสารสกัดใบย่านาง (Tiliacora 
triandra) ที่ความเข้มข้นต่างกัน โดยใช้วิธี DPPH (2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl) assay ซึ่งเป็น
วิธีที ่ใช้กันอย่างแพร่หลายในการวัดความสามารถในการต้านอนุมูลอิสระของสารประกอบทาง
ธรรมชาติ โดยใช้ความเข้มข้นที่ใช้ในการทดสอบแบ่งเป็นระดับต่าง ๆ ได้แก่ 0, 0.02, 0.05, 0.1, 0.5, 
1, 5 และ 10 mg% Flavonoids จากผลการทดลองพบว่า เมื่อเพิ ่มความเข้มข้นของสารสกัดใบ
ย่านางสูงขึ้น ท าให้การดูดกลืนแสงของสารละลายที่ความยาวคลื่น 517 nm มีค่าลดลงตามล าดับ 
รวมถึง สีของสารละลายจะมีความเข้มจางลงตามความเข้มข้นของสารสกัดใบย่านางที่เพิ่มขึ้น ซึ่ง
แสดงให้เห็นถึงการลดลงของอนุมูลอิสระ DPPH ที่เกิดขึ้นในสารสารละลาย  

ค่า Inhibitory Concentration (IC) ที่ IC25 , IC50 และ IC75 หมายถึง ความเข้มข้นของ
สารละลายที่สามารถยับยั้งการท างานของเซลล์หรือสารชีวภาพได้ 25%, 50% และ 74% ตามล าดับ 
เมื่อเทียบกับการควบคุมที่ไม่ได้รับสารนั้น ค่า IC มักถูกใช้ในการศึกษาทางเภสัชวิทยาและชีวเคมี เพ่ือ
วัดประสิทธิภาพของสารที่มีผลต่อการยับยั้งการเจริญเติบโตของเซลล์ รวมถึงฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ
หรือต้านมะเร็ง ส าหรับผลการศึกษาในงานวิจัยนี้ ดังแสดงในตารางที่ 4.2 และภาพที่ 4.1 ที่แสดงถึง
ร้อยละของฤทธิ์การต้านอนุมูลอิสระของสารสกัดใบย่านางที่ความเข้มข้นที่แตกต่างกัน พบว่าค่าความ
เข้มข้นของสกัดใบย่านางที ่สามารถยับยั ้งอนุมูล DPPH ที่ระดับ IC25 มีค่าเท่ากับ 0.05 mg% 
Flavonoids ที่ระดับ IC50 มีค่าเท่ากับ 1 mg% Flavonoids และที่ระดับ IC75 มีค่าเท่ากับ 7.5 
mg% Flavonoids โดยเมื ่อเพิ ่มความเข้มข้นของสารสกัดใบย่านางสูงขึ ้นที ่ประมาณ  10 mg% 
Flavonoids จะท าให้มีฤทธิ์ในการยับยั้งอนุมูลอิสระเข้าใกล้ร้อยละ 100 ซึ่งแสดงให้เห็นว่าเมื่อความ
เข้มข้นของสารสกัดใบย่านางเพ่ิมขึ้น ความสามารถในการจับอนุมูลอิสระจะเพ่ิมขึ้นท าให้มีฤทธิ์ในการ
ต้านอนุมูลอิสระที่สูงขึ้น  
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ตารางท่ี 4.2 ร้อยละของฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระของสารสกัดใบย่านางด้วยวิธี DDPH assay ที่ความ
เข้มข้น 0, 0.02, 0.05, 0.1, 0.5, 1, 5 และ 10 mg% Flavonoids 

Yanang extract 
concentration 

(mg% Flavonoids) 

DPPH radical scavenging activity (%) 
Mean S.D. 

1 2 3 

0 -2.183 -0.294 2.477 0.000 2.344 
0.02 21.411 26.700 28.967 25.693 3.878 
0.05 14.568 38.371 31.444 28.128 12.243 
0.1 24.685 30.101 29.849 28.212 3.057 
0.5 33.501 31.612 43.829 36.314 6.576 
1 44.416 40.134 65.575 50.042 13.621 
5 41.058 45.340 66.499 50.966 13.621 
10 91.436 92.695 97.103 93.745 2.976 

 
ภาพที่ 4.1 กราฟแสดงความสัมพันธ์ระหว่างความเข้มข้นของสารสกัดใบย่านางกับร้อยละของฤทธิ์

ต้านอนุมูลอิสระของสารสกัดใบย่านาง 
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4.3 ผลการวิเคราะห์การอยู่รอดของเซลล์มะเร็งปอดของมนุษย์ A549 ภายหลังจาก
การได้รับสารสกัดใบย่างนาง ร่วมกับการฉายรังสีชนิดก่อไอออน ด้วยวิธี MTT 
Assay 

งานวิจัยนี้ใช้เทคนิค MTT assay ซึ่งเป็นวิธีการวัดการมีชีวิตและการเจริญเติบโตของเซลล์ 
โดยใช้สารเคมีท่ีสามารถเปลี่ยนแปลงเป็นสีเมื่อเซลล์ที่มีชีวิตท าปฏิกิริยากับสารดังกล่าว ท าให้สามารถ
วัดความหนาแน่นของเซลล์มีชีวิตได้ เพื่อใช้ประเมินอัตราการอยู่รอดของเซลล์มะเร็งปอดของมนุษย์  
A549 ภายหลังจากการได้รับการฉายรังสีร่วมกับการใช้สารสกัดใบย่านาง 

4.3.1 การอยู่รอดของเซลล์มะเร็งปอดของมนุษย์ A549 ภายหลังจากการได้รับสารสกัด
ใบย่างนางเพียงอย่างเดียว 

การทดลองนี้มีวัตถุประสงค์เพ่ือศึกษาความเป็นพิษของสารสกัดใบย่านางต่อเซลล์มะเร็งปอด
ของมนุษย์ A549 โดยทดสอบการยับยั้งการเจริญเติบโตของเซลล์ที่ได้รับความเข้มข้นของสารสกัด  
ใบย่านางที่แตกต่างกัน จากผลการทดลองในตารางที่ 4.3 แสดงให้เห็นว่า อัตราการรอดชีวิตของ
เซลล์มะเร็งปอดของมนุษย์ A549 ลดลงอย่างมีนัยส าคัญภายหลังจากการได้รับสารสกัดใบย่านางที่
ระดับความเข้มข้น 10 mg% Falvonoids ซึ่งบ่งชี้ว่าสารสกัดใบย่างนางมีฤทธิ์ต้านมะเร็งอย่างมี
ประสิทธิภาพ ดังนั้นส าหรับการศึกษาผลความเป็นพิษต่อเซลล์ที่มีการรักษาร่วมกับการฉายรังสี ได้
ด าเนินการประเมินผลของความเป็นพิษต่อเซลล์ที่ความเข้มข้นที่  0-0.5 mg% Flavonoids เพื่อจะ
สามารถประเมินหาค่า IC50 ที่เหมาะสมต่อการรักษาร่วมกับรังสีต่อไปได้ดีที่สุด  
ตารางที่ 4.3 ร้อยละของอัตราการอยู่รอดของเซลล์มะเร็งปอดของมนุษย์ A549 กับความเข้มข้นของ

สารสกัดใบย่านางตั้งแต่ 0-100 mg% Flavonoids 
Yanang extract 
concentration 

(mg% Flavonoids) 

Cell viability (%) 
Mean S.D. 

1 2 3 4 5 

0 101.896 108.548 105.022 102.694 117.062 107.044 6.167 
10 3.248 3.049 3.049 2.916 3.049 3.062 0.119 
20 3.980 4.446 3.780 3.914 5.111 4.246 0.544 
30 3.581 4.446 4.246 3.980 3.581 3.967 0.389 
40 3.714 3.049 3.980 3.914 3.514 3.634 0.375 
50 3.847 4.113 3.914 3.980 3.780 3.927 0.128 
60 4.778 4.579 4.579 4.712 5.576 4.845 0.418 
70 4.579 4.579 5.177 5.377 4.911 4.925 0.356 



37 

ตารางท่ี 4.3 (ต่อ) 
Yanang extract 
concentration 

(mg% Flavonoids) 

Cell viability (%) 
Mean S.D. 

1 2 3 4 5 

80 4.712 5.310 5.111 5.976 5.510 5.324 0.469 
90 5.111 5.710 6.508 5.909 5.776 5.803 0.499 
100 5.111 5.710 6.508 5.909 5.776 5.803 0.499 

จากภาพที่ 4.2 แสดงให้เห็นว่าสารสกัดใบย่านางที่ความเข้มข้น 0.02, 0.05, 0.1, และ 0.5 
mg% Flavonoids แสดงผลการยับยั้งการเจริญเติบโตของเซลล์มะเร็งปอด A549 อย่างชัดเจนเมื่อ
เทียบกับกลุ่มควบคุม โดยพบว่าเปอร์เซ็นต์การรอดชีวิตของเซลล์มะเร็งปอดของมนุษย์ A549 ลดลง
ตามปริมาณความเข้มข้นของสารสกัดใบย่างนางที่ได้รับสูงขึ้น โดยที่ความเข้มข้นของสารสกัดใบย่าง
นางที่ท าให้เซลล์ตาย 50% (IC50) อยู่ที่ประมาณ 0.05 mg% Flavonoids  

 
ภาพที่ 4.2 กราฟแสดงความสัมพันธ์ระหว่างความเข้มข้นของสารสกัดใบย่านาง 0-0.5 %mg กับ 

ร้อยละของอัตราการอยู่รอดของเซลล์ 

4.3.2 การอยู่รอดของเซลล์มะเร็งปอดของมนุษย์ A549 ที่ระยะเวลา 24-72 h ภายหลัง
จากการได้รับปริมาณรังสี 2 Gy เพียงอย่างเดียว 

y = -1.405x2 - 9.6277x + 113.16
R² = 0.971
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จากตารางที่ 4.4 แสดงอัตราการอยู่รอดของเซลล์ที่ระยะเวลา 24-72 h ภายหลังจากการ
ได้รับปริมาณรังสี 2 Gy เพียงอย่างเดียว พบว่า ช่วงเวลาที่ 24 ชั่วโมงภายหลังจากการฉายรังสี มีอัตรา
การรอดชีวิตของเซลล์อยู่ที่ร้อยละ 93.83 ± 6.66 ส าหรับช่วงเวลาที่ 48 และ 72 ชั่วโมงภายหลังจาก
การฉายรังสี มีอัตราการรอดชีวิตของเซลล์อยู่ที่ร้อยละ 89.38 ± 3.27 และ 75.26 ± 2.99 ตามล าดับ  
ตารางที่ 4.4 อัตราการอยู่รอดของเซลล์ที่ระยะเวลา 24-72 h ภายหลังจากการได้รับปริมาณรังสี  

2 Gy เพียงอย่างเดียว 
 24 h after IR   

Dose of IR 
(Gy) 

Cell viability (%) 
Mean S.D. 

1 2 3 4 5 6 

0 91.853 102.738 98.798 105.810 100.200 100.601 100.000 5.221 
2 83.371 94.257 100.801 98.063 95.659 90.851 93.834 6.664 

 48 h after IR   

Dose of IR 
(Gy) 

Cell viability (%) 
Mean S.D. 

1 2 3 4 5 6 

0 95.270 102.357 101.850 107.655 107.250 85.619 100.000 8.358 
2 86.834 89.635 86.867 90.276 95.338 87.306 89.376 3.270 

 72 h after IR   

Dose of IR 
(Gy) 

Cell viability (%) 
Mean S.D. 

1 2 3 4 5 6 

0 107.264 96.375 94.475 102.197 100.025 99.663 100.000 4.503 
2 75.292 79.062 77.343 76.348 71.310 72.215 75.262 2.995 

4.3.3 การอยู่รอดของเซลล์มะเร็งปอดของมนุษย์ A549 ที่ระยะเวลา 24-72 h ภายหลัง
จากได้รับปริมาณรังสี 2 Gy ร่วมกับสารสกัดใบย่างนาง ความเข้มข้น 0.05 mg% Flavonoids 

จากตารางที่ 4.5 แสดงอัตราการอยู่รอดของเซลล์ที่ระยะเวลา 24-72 h ภายหลังจากการ
ได้รับปริมาณรังสี 2 Gy ร่วมกับสารสกัดใบย่านาง ความเข้มข้น 0.05 mg% Flavonoids ซึ่งเป็น
ความเข้มข้นที่ท าให้เซลล์ตาย 50% โดยที่ ช่วงระยะเวลาที่ 24 ชั่วโมงหลังการฉายรังสีร่วมกับสาร
สกัดใบย่านาง มีอัตราการรอดชีวิตของเซลล์อยู่ที่ร้อยละ 1.42 ± 0.26 ส าหรับช่วงเวลาที่ 48 และ 72 
ชั่วโมงหลังการฉายรังสี มีอัตราการรอดชีวิตของเซลล์อยู่ที่ร้อยละ 1.47 ± 2.36 และ 1.38 ± 2.2 2 
ตามล าดับ  
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ตารางที่ 4.5 อัตราการอยู่รอดของเซลล์ที่ระยะเวลา 24-72 h ภายหลังจากการได้รับปริมาณรังสี  
2 Gy ร่วมกับสารสกัดใบย่างนาง ความเข้มข้น 0.05 mg% Flavonoids 

 24 h after IR   

Dose of IR 
(Gy) 

Cell viability (%) 
Mean S.D. 

1 2 3 4 5 6 

0 84.336 99.466 98.042 113.884 115.486 88.786 100.000 12.815 
2 1.388 1.032 1.388 1.566 1.744 1.388 1.418 0.264 

 48 h after IR   

Dose of IR 
(Gy) 

Cell viability (%) 
Mean S.D. 

1 2 3 4 5 6 

0 103.313 102.007 94.027 92.649 118.982 89.022 100.000 10.499 
2 3.279 -2.670 2.336 1.828 2.481 1.610 1.477 2.361 

 72 h after IR   

Dose of IR 
(Gy) 

Cell viability (%) 
Mean S.D. 

1 2 3 4 5 6 

0 87.808 111.647 105.040 103.610 109.331 82.564 100.000 9.341 
2 3.079 -2.506 2.193 1.716 2.329 1.512 1.387 2.217 

4.4 ผลการวิเคราะห์ปริมาณ ROS ที่เกิดขึ ้นในเซลล์มะเร็งปอดของมนุษย์ A549 
หลังจากการใส่สารสกัดใบย่านางร่วมกับการฉายรังสี  

การทดลองนี้มีวัตถุประสงค์เพื่อวิเคราะห์ปริมาณ Reactive Oxygen Species (ROS) ที่
เกิดขึ้นในเซลล์มะเร็งปอดของมนุษย์ A549 หลังจากได้รับสารสกัดใบย่านางร่วมกับการฉายรังสี เพ่ือ
ประเมินผลการเสริมฤทธิ์ของสารสกัดใบย่านางในการเพิ่มความเสียหายต่อเซลล์มะเร็งผ่านการเพ่ิม
ระดับ ROS งานวิจัยนี้ได้ผลการวิเคราะห์ปริมาณ ROS ในเซลล์มะเร็งปอด A549 หลังจากการใส่สาร
สกัดใบย่านางร่วมกับการฉายรังสี ดังแสดงในตารางที่ 4.6 และภาพที่ 4.3-4.5  ส าหรับตัวอย่างกลุ่ม
ควบคุม มีค่าปริมาณ ROS ต ่าสุด อยู่ที่ประมาณ 8.66 ± 3.811 ซึ่งจะถูกใช้เป็นฐานในการเปรียบเทียบ
กับกลุ ่มการทดลองอื ่น ๆ ส าหรับกลุ ่มที ่ ได้ร ับสารสกัดใบย่านางที ่ความเข้มข้น 0.05 mg% 
Flavonoids เพียงอย่างเดียว มีระดับปริมาณ ROS ภายในเซลล์อยู่ที่ประมาณ 54.68 ± 10.39  ซึ่ง
เพิ่มขึ้นเมื่อเทียบกับกลุ่มควบคุม ส าหรับกลุ่มที่ได้รับการฉายรังสี 2 Gy เพียงอย่างเดียว ซึ่งมีค่า
ปริมาณ ROS ภายในเซลล์เพิ่มขึ้นเล็กน้อย อยู่ที่ประมาณ 16.22 ± 0.82 เมื่อเทียบกับกลุ่มควบคุม 
และส าหรับกลุ่มท่ีได้รับสารสกัดใบย่านางร่วมกับการฉายรังสี พบว่ามีระดับปริมาณ ROS ภายในเซลล์
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เพ่ิมข้ึนอย่างมีนัยส าคัญ อยู่ที่ประมาณ 64.22 ± 3.17 เมื่อเทียบกับทุกกลุ่ม ซึ่งแสดงถึงการเสริมฤทธิ์
ของสารสกัดใบย่านางร่วมกับการฉายรังสี 
ตารางที่ 4.6 ปริมาณอนุมูลอิสระ (ROS) ที่เกิดขึ้นในเซลล์มะเร็งปอดของมนุษย์ A549 หลังจากการ

ใส่สารสกัดใบย่านางร่วมกับการฉายรังสี  

สารสกัดใบย่านางอย่างเดียว 
  

Treatment ROS (%) Mean SD 

1 2 3 
Control 16.41 10.69 7.94 11.68 4.32 
Flavonoids 0.05% 42.91 58.58 62.56 54.68 10.39 
การฉายรังสีอย่างเดียว   

Treatment ROS (%) Mean SD 

1 2 3 
Control 5.13 5.83 3.9 4.953333 0.98 
2 Gy 17.17 15.67 15.83 16.22 0.82 
สารสกัดใบย่านางร่วมกับการฉายรังส ี 

Treatment ROS (%) Mean SD 

1 2 3 
Flavonoids 0.05% 8.33 11.5 8.2 9.343333 1.87 
Flavonoids 0.05% plus 2 Gy IR 61.07 64.19 67.41 64.22 3.17 
ANOVA       
Source of Variation SS df MS F P-value F crit 

Rows 6378.685 3 2126.228 53.17965 0.000103 4.757063 
Columns 34.74245 2 17.37122 0.434476 0.666472 5.143253 
Error 239.892 6 39.98199    
Total 6653.32 11         
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ตารางท่ี 4.6 (ต่อ)  

F-Test Two-Sample for Variances 

Control-Yanang alone Variable 1 Variable 2 
Mean 11.68 54.68333 
Variance 18.6703 107.9186 
Observations 3 3 
df 2 2 
F 0.173003  
P(F<=f) one-tail 0.147488  
F Critical one-tail 0.052632  

Control-IR alone Variable 1 Variable 2 

Mean 11.68 16.22333 
Variance 18.6703 0.678533 
Observations 3 3 
df 2 2 
F 27.51567  
P(F<=f) one-tail 0.035068  
F Critical one-tail 19  

Control-Yanang + IR Variable 1 Variable 2 

Mean 11.68 64.22333 
Variance 18.6703 10.04973 
Observations 3 3 
df 2 2 
F 1.857791  
P(F<=f) one-tail 0.349921  
F Critical one-tail 19  
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ภาพที่ 4.3 กราฟแสดงความสัมพันธ์ระหว่างปริมาณ ROS ที่เกิดขึ้นในเซลล์ A549 หลังจากการฉาย

รังสี 2 Gy เพียงอย่างเดียว แสดงค่าเฉลี่ย ± ความเบี่ยงเบนมาตรฐาน โดยท าการทดลอง
ทั้งหมด 3 ซ ้า โดยที่  * หมายถึง ค่า P-value < 0.05 

 
ภาพที่ 4.4 กราฟแสดงความสัมพันธ์ระหว่างปริมาณ ROS ที่เกิดขึ้นในเซลล์ A549 หลังจากการใส่

สารสกัดใบย่านาง เพียงอย่างเดียว แสดงค่าเฉลี่ย ± ความเบี่ยงเบนมาตรฐาน โดยท า
การทดลองทั้งหมด 3 ซ ้า โดยที่  * หมายถึง ค่า P-value < 0.05 
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ภาพที่ 4.5 กราฟแสดงความสัมพันธ์ระหว่างปริมาณ ROS ที่เกิดขึ้นในเซลล์ A549 หลังจากการใส่

สารสกัดใบย่านาง ที่ความเข้มข้น 0.05 %mg ร่วมกับการฉายรังสี 2 Gy แสดงค่าเฉลี่ย 
± ความเบี่ยงเบนมาตรฐาน โดยท าการทดลองทั้งหมด 3 ซ ้า โดยที่  * หมายถึง ค่า P-
value < 0.05 

 
 

 

0

20

40

60

80

0 2

RO
S

fo
rm

at
io

n 
(%

)

Radiation dose (Gy)

* 



44 

บทที่ 5 

สรุป อภิปรายและข้อเสนอแนะ 

5.1 อภิปรายผลการวิจัย 

 จากผลการวิเคราะห์ทางห้องปฏิบัต ิการสารออกฤทธิ ์ในสารสกัดใบย่านาง ส าหรับ
สารประกอบ Flavonoids และ สารประกอบ phenolic ชนิดอ่ืน ๆ เป็นที่รู้จักกันดีในรูปสารเมแทบอไลต์
ทุติยภูมิของพืช (plant secondary metabolites) เป็นโครงสร้างแบบวงแหวนอะโรมาติกที่มีหมู่ 
ไฮดรอกซิลอย่างน้อยหนึ่งหมู่ มีการรายงานก่อนหน้าว่าพบสารประกอบฟีนอลิกในพืชที่เกิดขึ้นเอง
ตามธรรมชาติมากกว่า 8,000 ชนิด ซึ่งสามารถพบได้ในอาหารและยาสมุนไพร โดยส่วนใหญ่พบอยู่ใน
เซลล์หรือพ้ืนผิวของเนื้อเยื่อต่าง ๆ ของพืช สารประกอบฟีนอลิกเหล่านี้ คือสารประกอบฟลาโวนอยด์
ที่ปรากฏในรูปแบบของ aglycone, glycoside และ methylated derivatives โดยมีการรายงานว่า
ทั้งฟลาโวนอยด์และสารประกอบฟีนอลิกอื่น ๆ มีคุณสมบัติเป็นสารต้านอนุมูลอิสระที่มีประสิทธภิาพ 
ต้านมะเร็ง ต้านเชื้อแบคทีเรีย ป้องกันหัวใจ ต้านการอักเสบ เสริมระบบภูมิคุ้มกัน ปกป้องผิวจากรังสี
ยูวี [37-38] ดังนั้น งานวิจัยนี้จึงได้ศึกษาภาพรวมการออกฤทธิ์ของฟลาโวนอยด์ที่ได้จากสารสกัด  
ใบย่างนางจาก เพื่อเป็นอีกตัวเลือกหนึ่งที่น่าสนใจส าหรับการประยุกต์ใช้ในทางเภสัชกรรมและ
การแพทย์ต่อไป 

ส าหรับผลการวิเคราะห์ฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระของสารสกัดใบย่านางด้วยวิธี 2,2-diphenyl-1-
picrylhydrazyl (DPPH) assay จากผลการทดลองนี ้มีความสอดคล้องกับงานวิจัยก่อนหน้าของ 
Pavanand และคณะ [39] ที่ได้ระบุว่า สารสกัดใบย่านางมีฤทธิ์ยับยั้งการเกิดสารอนุมูลอิสระได้ดี
อย่างมีประสิทธิภาพ งานวิจัยของ ของ  Surapong และคณะ พบว่า ใบย่านางมีสารประกอบ
ประเภทฟลาโวนอยด์ (flavonoids) และแทนนิน (tannins) ซึ่งมีคุณสมบัติในการต้านอนุมูลอิสระสูง 
[33] Sanseera D. และคณะ [40] รายงานผลการทดสอบฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ (DPPH) ของสารสกัด
ใบย่างนางด้วยตัวท าละลายเฮกเซนและเมทานอล พบว่าแสดงฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ โดยมีค่า IC50 
เท่ากับ 4.41 และ 0.39 mg/mL ตามล าดับ สารสกัดใบย่านางด้วยตัวท าละลายคลอโรฟอร์มแสดง
ฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ โดยมีค่า IC50 เท่ากับ 3.87 mg/mL ผลการวิจัยของภดุงกิจ และคณะ [41] 
รายงานว่าสารสกัดใบย่านางด้วยตัวท าละลายเอทานอล 95% มีฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระสูงด้วยค่า IC50 
ที่ความเข้มข้น 12.69 ± 1.02 µg/mL จากผลการทดลองข้างต้น สามารถสรุปได้ว่าการที่ค่า IC50 
ของสารสกัดใบย่านางลดลงตามความเข้มข้นของสารสกัดใบย่านางที ่เพิ ่มขึ ้น แสดงให้เห็นถึง
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ความสัมพันธ์เชิงบวกระหว่างความเข้มข้นของสารสกัดใบย่านางและความสามารถในการต้านอนุมูล
อิสระ ซึ่งตรงกับการวิจัย ของ Phadungkit และคณะ [41] ที่กล่าวว่าสารต้านอนุมูลอิสระของสาร
สกัดที่ได้จากพืชมักแสดงฤทธิ์ที่แรงข้ึนเมื่อความเข้มข้นของสารสกัดนั้นที่เพ่ิมขึ้น 

เมื่อพิจารณาผลการวิเคราะห์การอยู่รอดของเซลล์มะเร็งปอดของมนุษย์ A549 ภายหลังจาก
การได้รับสารสกัดใบย่างนาง ร่วมกับการฉายรังสีชนิดก่อไอออน ด้วยวิธี MTT assay ผลการทดลอง
จากงานวิจัยนี้แสดงให้เห็นว่าสารสกัดใบย่านางมีฤทธิ์ยับยั้งการเจริญเติบโตของเซลล์มะเร็งปอดของ
มนุษย์ A549 ได้อย่างมีนัยส าคัญ โดยเฉพาะเมื่อใช้สารสกัดใบย่านางที่มีความเข้มข้นสูงขึ้น [34, 42] 
อย่างไรก็ตาม แม้ว่าในการแพทย์แผนไทยจะมีการกล่าวถึงคุณสมบัติต้านมะเร็งของสารสกัดใบย่าง
นาง แต่จ านวนการศึกษาทางเคมีที่เกี่ยวข้องกับสารประกอบและฤทธิ์ต้านมะเร็งในสารสกัดใบย่างนาง
ยังคงน้อยมากในปัจจุบัน งานวิจัยของภดุงกิจ และคณะ [41] รายงานว่า สารสกัดใบย่างนางมีสาร
ออกฤทธิ์ส าคัญ คือ Oxonanolobine ซึ่งมีฤทธิ์ในการต้านการเจริญเติบโตของเซลล์มะเร็งช่องปาก 
(KB) และเซลล์มะเร็งปอด (NCI-H187) อย่างไรตาม ส าหรับฤทธิ์เป็นพิษต่อเซลล์ของสารสกัดสมุนไพร
แต่ละชนิดนั้น มีความเฉพาะเจาะจงกับเซลล์ที่มีต้นก าเนิดจากมะเร็ง และโดยส่วนใหญ่ไม่ขึ้นอยู่กับ
คุณสมบัติต้านอนุมูลอิสระของสมุนไพรเหล่านั้น [43] Sanseera D. และคณะ [40] รายงานฤทธิ์ตา้น
มะเร็งของสารสกัดใบย่านาง ซึ่งท าการทดสอบฤทธิ์ต้านมะเร็งของสารสกัดจากพืชด าเนินการโดยใช้วิธี 
resazurin microplate assay พบว่า สารสกัดใบย่างมีความสามารถในการยับยั้งการเจริญเติบโต
ของเซลล์มะเร็งช่องปากสายพันธุ์ KB และมะเร็งเต้านมสายพันธุ์ MCF7 โดยมีค่า IC50 เท่ากับ 41.14 
และ 38.26 µg/mL ตามล าดับ 

จากผลการทดลองการอยู่รอดของเซลล์มะเร็งปอดของมนุษย์ A549 ที่ระยะเวลา 24-72 h 
ภายหลังจากการได้รับปริมาณรังสี 2 Gy เพียงอย่างเดียว แสดงให้เห็นอย่างชัดเจนว่า อัตราการรอด
ชีวิตของเซลล์มะเร็งปอดของมนุษย์ A549 ภายหลังจากการได้รับรังสีปริมาณ 2 Gy ขึ้นอยู่กับเวลา
ภายหลังจากการได้รับรังสี ซึ่งสอดคล้องกับงานวิจัยก่อนหน้าของ Wang และคณะ [44] โดยที่ช่วง
ระยะเวลา 24 ชั่วโมง รังสีจะสามารถส่งผลกระทบต่อความอยู่รอดของเซลล์ในระดับปานกลาง โดย
การรอดชีวิตของเซลล์ลดลงประมาณ 20-40% ทั้งนี้ขึ้นอยู่กับปริมาณของรังสีที่เซลล์ได้รับ ส าหรับ
การตอบสนองต่อความเสียหายของ DNA ในช่วงเวลานี้ เซลล์จะเปิดใช้งานกลไกการซ่อมแซม DNA 
เช ่น  non-homologous end joining (NHEJ)  และ homologous recombination (HR)  เ พ่ือ
พยายามซ่อมแซมความเสียหาย ซึ่งเมื่อเวลาผ่านไป ส าหรับช่วงระยะเวลาที่ 48-72 ชั่วโมงภายหลัง
การฉายรังสี เซลล์ที่ไม่สามารถซ่อมแซมความเสียหายของ DNA ได้จะเริ่มเกิด apoptosis หรือการ
ตายของเซลล์ในรูปแบบอื่น ๆ เช่น apoptosis, necrosis และ cell cycle arrest  โดยเฉพาะใน
ระยะ G1 หรือ G2/M ขณะที่พยายามซ่อมแซมความเสียหายที่เกิดจากรังสี เซลล์ที่ไม่สามารถซ่อมแซม
ได้ส าเร็จจะตายหรือเข้าสู่ภาวะ senescence (การหยุดชะงักถาวร) ท าให้ผลกระทบของรังสีที ่มีต่อ
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เซลล์จะแสดงให้เห็นชัดเจนมากขึ้น โดยอัตราการอยู่รอดของเซลล์สามารถลดลงได้มากถึง 50-80% 
[44-45]  

ส าหรับการอยู่รอดเซลล์มะเร็งปอดของมนุษย์ A549 ที่ระยะเวลา 24-72 h ภายหลังจาก
ได้รับปริมาณรังสี 2 Gy ร่วมกับสารสกัดใบย่างนาง ความเข้มข้น 0.05 mg% Flavonoids พบว่า 
อัตราการอยู่รอดของเซลล์มะเร็งปอดของมนุษย์ A549 ลดลงอย่างมีนัยส าคัญภายหลังจากการฉาย
รังสีร่วมกับสารสกัดใบย่างนาง สอดคล้องกับผลการรายงานก่อนหน้า  โดยที่  Flavonoids มีบทบาท
สองด้าน (Dual-action) เกี่ยวกับการรักษาสมดุลของ ROS—ท าหน้าที่เป็น สารต้านอนุมูลอิสระ 
(Anti-oxidant) ในสภาวะปกต ิ แต ่จะท าหน้าที ่ เป ็น โปร -ออกซิแดนท์ (Pro-oxidant) ท ี ่มี
ประสิทธิภาพในเซลล์มะเร็ง ซึ่งจะกระตุ้นกระบวนการเกิด apoptosis และยับยั้งการส่งสัญญาณที่
เกี่ยวข้องกับการอักเสบของเซลล์ [46-47] งานวิจัยก่อนหน้านี้รายงานอย่างต่อเนื่องว่า การรักษา
เซลล์มะเร็งด้วย Flavonoids สามารถกระตุ้นการสร้าง ROS ในเซลล์มะเร็งหลายชนิด การกระตุ้น 
ROS นี้มีบทบาทส าคัญในการเพ่ิมผลความเป็นพิษต่อเซลล์มะเร็งของ Flavonoids โดยเฉพาะอย่างยิ่ง
เมื่อใช้ร่วมกับการรักษาอื่น ๆ เช่น การฉายรังสี เนื่องจาก ROS สามารถก่อให้เกิด oxidative stress 
และท าลายองค์ประกอบที่ส าคัญของเซลล์ เช่น DNA, โปรตีน, และไขมัน มากไปกว่านั้น Flavonoids 
แสดงให้เห็นถึงฤทธิ์การต้านมะเร็งหลากหลายประการ เช่น เกี่ยวข้องกับการปรับการท างานของ
เอนไซม์ที่เกี่ยวข้องกับการก าจัด ROS, มีบทบาทในการหยุดยั้งวงจรเซลล์, กระตุ้นการเกิดการตาย
แบบ apoptosis และ autophagy, และยับยั้งการเพิ่มจ านวนและความสามารถในการรุกรานของ
เซลล์มะเร็ง งานวิจัยของ Li และคณะ แสดงให้เห็นว่า flavonoids เช่น kaempferol สามารถเพ่ิม
ระดับ ROS ในเซลล์มะเร็งและท าให้เซลล์ตอบสนองต่อการรักษาด้วยรังสีและเคมีบ าบัดได้ดีขึ้น [48] 

งานวิจัยของ Russo และคณะ รายผลของ flavonoids ในการท าหน้าที่เป็น radiosensitizer โดย
มุ่งเน้นที่การเพิ่มการผลิต ROS และการท าลายโครงสร้างเซลล์มะเร็งหลังการฉายรังสีได้อย่างมี
นัยส าคัญ [49] แม้ว่ามีหลักฐานที่รายงานเพ่ิมขึ้นเรื่อย ๆ ว่า Flavonoids หลายชนิดมีฤทธิ์ต้านมะเร็ง 
อย่างไรก็ตาม กลไกในระดับโมเลกุลที่เกี่ยวข้องต่อผลกระทบนี้ยังไม่ได้รับการอธิบายอย่างครบถ้วน
สมบูรณ์ 

มากไปกว่านั้น อัตราการอยู่รอดของเซลล์ไม่มีความแตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญในแต่ละ
ช่วงเวลาภายหลังจากการได้รับรังสีเมื่อใช้ร่วมกันกับสารสกัดใบย่านาง จากผลการทดลองนี้แสดงให้
เห็นว่า สารสกัดใบย่านางสามารถเหนี่ยวน าท าให้เกิดการผลิต ROS ที่เพ่ิมข้ึนในระบบได้ในระยะเวลา
อันสั้นภายใน 24 ชั่วโมง และ ออกฤทธิ์ในการผลิต ROS ได้ต่อเนื่องไปจนถึงเวลาที่ 48 และ 72 
ชั่วโมง ส าหรับการผลิต ROS หลังจากการใช้ Flavonoids เป็น radiosensitizer จะเริ่มทันทีหลังจาก
การฉายรังสีและเพิ่มขึ้นอย่างต่อเนื่องได้ในหลายช่วงเวลา ตั้งแต่ทันทีภายหลังจากการฉายรังสี (0-30 
นาที) ในระยะสั้นหลังจากการฉายรังสี (1-24 ชั่วโมง) และในระยะยาวหลังจากการฉายรังสี (หลังจาก 
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24 ชั่วโมงเป็นต้นไป)  โดย Flavonoids จะเพิ่มระดับของ ROS ผ่านกลไกกระบวนการซ่อมแซมและ
กระตุ้นการสะสมของ ROS ในเซลล์มะเร็ง  โดยที่ทันทีภายหลังจากการที่เซลล์ได้รับรังสีร่วมกันกับ
การใช้สารสกัดใบย่านาง จะส่งผลท าให้ ROS ที่เกิดขึ้นจากรังสีมีความเข้มข้นสูงขึ้นและคงอยู่นานขึ้น 
ส าหรับ ROS ที่เกิดขึ้นทันทีภายหลังการฉายรังสีจะมีการผลิต ROS อย่างรวดเร็ว ซึ่งเป็นผลจาก
ปฏิกิริยาไอออไนเซชันที่เกิดขึ้นภายในเซลล์ Flavonoids ท าหน้าที่เสริมสร้างการผลิต ROS ในช่วงนี้
โดยการเพิ่มการตอบสนองของเซลล์ต่อรังสี ผ่านการกระตุ้นระบบสร้าง ROS ที่อยู่ภายในเซลล์ เช่น 
ซูเปอร์ออกไซด์ (O2

−) และ ไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ (H2O2) ซึ่งท าให้เซลล์เกิดความเสียหายอย่าง
รวดเร็ว ภายหลังจากการฉายรังสีไปได้ประมาณ 1-6 ชั่วโมง จะเหนี่ยวน าความเสียหายเกิดกับ 
ไมโทคอนเดรีย ซึ่งเป็นแหล่งผลิตพลังงานหลักของเซลล์ และจะกระตุ้นให้มีการผลิต ROS เพิ่มขึ้น
ในช่วงเวลานี ้ ซึ ่ง Flavonoids สามารถเพิ ่มระดับ ROS ผ่านการขัดขวางกระบวนการซ่อมแซม 
ไมโทคอนเดรียและการปิดกั้นระบบป้องกันตนเองของเซลล์ ระหว่าง 6-24 ชั่วโมงหลังจากการฉาย
รังสี จะเกิดการสะสมของ ROS เพ่ิมข้ึนเรื่อย ๆ ภายในเซลล์ จากการที่ Flavonoids กระตุ้นการผลิต 
ROS ผ่านการเสื่อมสภาพของเซลล์และการยับยั้งกระบวนการซ่อมแซม DNA ของเซลล์มะเร็ง กระตุ้น
กระบวนการตายของเซลล์แบบ apoptosis . ส าหรับผลกระทบของ Flavonoids ระยะยาวภาย
หลังจากการได้รับรังสี 24 ชั่วโมง จะส่งผลท าให้มี การผลิต ROS ที่ยังคงเกิดขึ้นต่อเนื่องในเซลล์มะเร็ง
ที่เหลือรอด โดย flavonoids จะช่วยในการปิดกั้นกลไกป้องกันตนเองของเซลล์ ท าให้ ROS ยังคงมี
บทบาทส าคัญในการท าให้เซลล์ที่รอดชีวิตหลังจากการฉายรังสีเกิดการท าลายตัวเองอย่างต่อเนื่อง  

เมื่อพิจารณาผลการวิเคราะห์ปริมาณ ROS ที่เกิดขึ้นในเซลล์มะเร็งปอดของมนุษย์ A549 
หลังจากการใส่สารสกัดใบย่านางร่วมกับการฉายรังสี ส าหรับเซลล์มะเร็งมักมีระดับ ROS สูงอยู่แล้ว 
เนื่องจากอัตราการเผาผลาญที่สูงและการแบ่งตัวที่รวดเร็ว ดังนั้นเมื่อได้รับสารสกัดใบย่านางที่มี
สารประกอบ Flavonoids อยู่ สามารถยับยั้งเอนไซม์ต้านอนุมูลอิสระ เช่น glutathione (GSH), 
superoxide dismutase (SOD), catalase (CAT) และ glutathione peroxidase (GPx) เซลล์จึง
ไม่สามารถก าจัด ROS ได้อย่างมีประสิทธิภาพ ท าให้เกิดความเครียดออกซิเดชันท าให้ ROS สะสม
มากขึ้น มากไปกว่านั้น Flavonoids สามารถกระตุ้น NADPH oxidase ซึ่งเป็นเอนไซม์ส าคัญในการ
ผลิต ROS ในเซลล์ โดยที่การกระตุ้นการท างานของ NADPH oxidase โดยเฉพาะในเซลล์มะเร็ง ท า

ให้เกิดซูเปอร์ออกไซด์แอนไอออน (O₂.-) เพิ่มขึ้น NADPH oxidase ซึ่งเป็นตัวเร่งปฏิกิริยาการถ่าย
โอนอิเล็กตรอนจาก NADPH ไปยังออกซิเจน ท าให้เกิดซูเปอร์ออกไซด์แอนไอออนที ่สามารถ

เปลี่ยนเป็นไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ (H₂O₂) และ ROS อื่น ๆ ดังนั้น เมื่อระดับ ROS ภายในเซลล์ที่
สูงมากขึ้นเกินกว่าที่เซลล์มะเร็งจะสามารถรับมือได้ ก่อให้เซลล์มะเร็งเกิด oxidative stress เกิน
ข ีดจ  าก ัด มากไปกว ่าน ั ้น Flavoniods ท าหน้าที ่ เป ็นโปร-ออกซิแดนท์ในเซลล์มะเร ็งอย ่าง
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เฉพาะเจาะจง ส่งเสริมการตายของเซลล์ผ่านกระบวนการ apoptosis หรือ necrosis โดยไม่กระทบ
ต่อเซลล์ปกติท่ีอยู่ข้างเคียง นอกจากนี้ Flavonoids ยังสามารถกระตุ้นให้เกิด การเสื่อมของไมโทคอน
เดรีย โดยไปรบกวนกระบวนการท างานของ electron transportation chains (ETC) ในไมโทคอน
เดรีย โดยเฉพาะที่ complex I และ III ท าให้อิเล็กตรอนหลุดรั่วและเกิดการผลิตซูเปอร์ออกไซด์แอน

ไอออน (O₂.-) เพ่ิมข้ึน [50] 

5.2 สรุปผลการศึกษาวิจัย 

จากผลการทดลอง สามารถสรุปได้ว่า สารสกัดใบย่านางมีสารที ่ออกฤทธิ ์ส าคัญได้แก่ 
Falvonoids ซึ่งมีฤทธิ์การแสดงออกในเซลล์ได้สองแบบ (dual action) คือ สามารถเป็นได้ทั้ง anti-
oxidant และ pro-oxidant โดยที่ฤทธิ์ในการต้านสารอนุมูลอิสระของ Flavonoids จะเพิ่มขึ้นตาม
ความเข้มข้นของสารสกัดใบย่านางที่เพิ่มขึ้น การศึกษานี้พบว่า สาร Flavonoids ที่ได้จากสารสกัด 
ใบย่านางมีผลในการเพิ่มปริมาณ ROS ในเซลล์มะเร็งปอดมนุษย์ A549 เมื่อใช้ร่วมกับการฉายรังสี  
ซึ่งอาจเป็นผลมาจากการเสริมฤทธิ์ของสารสกัดในการท าให้เซลล์มะเร็งไวต่อการถูกท าลายด้ว ยรังสี
มากขึ้น ซึ่งการเพิ่มขึ้นของปริมาณ ROS นี้สามารถน าไปสู่การตายของเซลล์มะเร็งมากขึ้น ซึ่งอัตรา
การอยู่รอดของเซลล์มะเร็งปอดของมนุษย์ A549 ลดลงอย่างมีนัยส าคัญภายหลังจากการฉายรังสี
ร่วมกับสารสกัดใบย่างนาง โดยที่อัตราการอยู่รอดของเซลล์ไม่มีความแตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญใน
แต่ละช่วงเวลาภายหลังจากการได้รับรังสีเมื่อใช้ร่วมกันกับสารสกัดใบย่านาง นอกจากนี้ งานวิจัยนี้
แสดงให้เห็นว่า สารสกัดใบย่านางสามารถเหนี่ยวน าท าให้เกิดการผลิต ROS ที่เพิ่มขึ้นในระบบได้ใน
ระยะเวลาอันสั้นภายใน 24 ชั่วโมง และออกฤทธิ์ในการผลิต ROS ได้ต่อเนื่องไปจนถึงเวลาที่ 48 และ 
72 ชั่วโมง มากไปกว่านั้น กลุ่มที่ได้รับสารสกัดใบย่านางร่วมกับการฉายรังสี พบว่ามีระดับปริมาณ 
ROS ภายในเซลล์เพ่ิมขึ้นอย่างมีนัยส าคัญ อยู่ เมื่อเทียบกับทุกกลุ่มควบคุม กลุ่มท่ีได้รับรังสี หรือ สาร
สกัดใบย่านางเพียงอย่างเดียว ซึ่งแสดงถึงการเสริมฤทธิ์ของสารสกัดใบย่านางร่วมกับการฉายรังสี  
ดังนั้น จากผลการทดลองจากงานวิจัยนี้สามารถสนับสนุนการใช้สารสกัดใบย่านางร่วมกับการฉายรังสี 
ที่อาจจะใช้เป็นแนวทางท่ีมีประสิทธิภาพในการรักษามะเร็งปอดได้ต่อไปในอนาคต  

5.3 ข้อเสนอแนะในการศึกษาวิจัยเพิ่มเติม 

5.3.1 สามารถต่อยอดจากงานวิจัยนี้ โดยการศึกษากลไกทางชีววิทยาขั้นสูงที่เกี่ยวข้องภาย
หลังจากการใช้รังสีร่วมกับสารสกัดใบย่านาง โดยใช้เทคนิค Gamma H2AX assay หรือทดสอบการ
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สร้างไมโครนิวเคลียส (micronucleus) เพื่อศึกษาและตรวจสอบความเสียหายของ DNA Double 
Strand Break (DSB) ที่เกิดขึ้นภายหลังจากการได้รับสารสกัดใบย่านางร่วมกับการฉายรังสี   

5.3.2 การศึกษานี้ควรได้รับการขยายผลเพิ่มเติมในระดับการทดลองทางคลินิกเพื่อยืนยนัผล
ที่ได้ และเพื่อประเมินความปลอดภัยและประสิทธิภาพของการใช้สารสกัดใบย่านางร่วมกับการฉาย
รังสีในการรักษาโรคมะเร็งปอดต่อไป 
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ภาคผนวก 

1. วางแผนจ าลองการฉายรังสีเซลล์มะเร็งปอดมนุษย์ เพื่อหาค่า MU ส าหรับเครื่อง Linear 
accelerator 

  
• ตั้งค่า dose rate เท่ากับ 400 MU/mins 

• ตั้งค่า Field size เท่ากับ 20 X 20 cm2, Right lateral, Left lateral 

Dose (Gy) MU (RL/LL) 

0.5 26/26 

1.0 51/51 

2.0 102/102 

3.0 154/154 

5.0 256/256 
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2. สารสกัดใบย่างนางด้วยวิธี water-based extraction 
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3. ใบรับรองการตรวจประเมินคุณภาพของสารสกัดใบย่างนาง 
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4. ผลการวิเคราะห์การเกิด ROS ในเซลล์ด้วยวิธี Flow cytometry ภายหลังจากการได้รับ
รังสีก่อไอออนอย่างเดียว สารสกัดใบย่างนางอย่างเดียว หรือการฉายรังสีร่วมกับสารสกัดใบย่านาง 

Ionizing radiation alone 
0 Gy-1 
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0 Gy-2 

 
0 Gy-3 

 



60 

2 Gy-1 

 
2 Gy-2 
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2 Gy-3 

 
Yanang leaf extract alone 
Control (1) 
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Control (2) 

 
Control (3) 
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Tilia concentration 0.05 % (1) 

 
Tilia concentration 0.05 % (2) 
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Tilia concentration 0.05 % (3) 

 
Ionizing radiation plus Yanang leaf extract 
Control (1) 

 
 
 
 



65 

Control (2) 

 
Control (3) 
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2 Gy + Yanang (1) 

 
2 Gy + Yanang (2) 
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2 Gy + Yanang (3) 
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ประวัติผู้ประพันธ ์
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2549 ปริญญาตรี วิทยาศาสตร์บัณฑิต 

เกียรตินิยมอันดับ 2  
มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร์ 

ประวัติการท างาน   

2559-ปัจจุบัน ภาควิชารังสีเทคนิคและฟิสิกส์ทางการแพทย์ 
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