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บทที่ 4  

ผลการศึกษาวจิัย 

4.1 รายละเอียดของสารสกัดหยาบสมุนไพรที่น ามาทดสอบ 

รายช่ือพืชสมุนไพรที่น ามาสกัด ส่วนของพืชที่น ามาสกัด วิธีการสกัด และปริมาณสกัด 
(extract yield) แสดงในตารางที่ 4.1 โดยสารสกดัหยาบแต่ละชนิดถูกสกดัด้วยวิธีการทั้ง 2 แบบ คือ 
สกดัโดยเมทานอล และไดคลอโรมีเทน ยกเวน้สารสกดัหยาบสมุนไพรแบบเมทานอลของเห็ดถัง่เช่าที่
ไม่มีตวัอยา่งสารสกดัหยาบ 

4.2 ผลการคดัเลือกสารสกัดหยาบด้วยวิธี MTT assay 

การคดัเลือกสารสกดัหยาบสมุนไพรโดยใชว้ธีิ MTT assay การทดสอบหาค่า IC50 ของสารสกดั
หยาบสมุนไพรที่สกดัดว้ย dichloromethane ใหผ้ลดงัตารางที่ 4.2 และการทดสอบหาค่า IC50 ของสาร
สกดัหยาบสมุนไพรที่สกดัดว้ย methanol ใหผ้ลดงัตารางที่ 4.3  
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ตารางที่ 4.1 รายละเอียดของสารสกดัหยาบสมุนไพรที่น ามาทดสอบ 

ล าดบัที ่ พชืสมุนไพรที่ 
น ามาสกดัหยาบ 

ส่วนที่น ามาสกดั Extract yield (%) 
dichloromethane methanol 

1 กอ้งแกบเครือ ใบ 0.21 4.29 
2 ดีหมี ใบ 0.49 6.85 
3 โด่ไม่รู้ลม้ ทั้งตน้ 0.48 3.67 
4 ต้ิวเหลือง ก่ิง 0.23 11.51 
5 ตีนฮุง้ดอย หวัใตดิ้น 0.10 22.54 
6 เปลา้เลือด หวัใตดิ้น 0.54 11.51 
7 ฝาง ผล 0.17 9.49 
8 เพกา ก่ิง 0.60 4.10 
9 มะเด่ือปลอ้ง ผล 0.53 2.42 

10 ไมแ้ดง ใบ 0.39 11.69 
11 รางจืด ใบ 1.5 5.30 
12 รางจืดแดง ใบ 0.40 3.63 
13 ละหุ่งแดง ใบ 0.55 9.49 
14 สีฟันคนทา ใบ 0.44 16.42 
15 เห็ดถัง่เช่า ทั้งตน้ 0.78 ไม่มีตวัอยา่ง 
16 ออ้ยขม ใบ 0.20 7.46 
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ตารางที่ 4.2 ค่า IC50 ของสารสกดัหยาบสมุนไพรที่สกดัดว้ย dichloromethane 

สารสกดัหยาบ
สมุนไพร 

IC50 (µg/ml)±SD SI p value 
Primary chondrocyte SW1353 

กอ้งแกบเครือ 564.85 ± 68.16 627.26 ± 102.76 0.901 0.430 
ดีหมี 376.75 ± 42.60 443.83 ± 59.07 0.849 0.186 

โด่ไม่รู้ลม้ 216.20 ± 13.54 412.02 ± 5.03 0.525 0.000* 
ต้ิวเหลือง 454.50 ± 41.20 758.06 ± 33.50 0.600 0.001* 
ตีนฮุง้ดอย 382.70 ± 8.20 9.74 ± 0.36 39.292 0.000* 
เปลา้เลือด 628.30 ± 85.70 1890.70 ± 415.2 0.332 0.007* 

ฝาง 371.42 ± 1.75 456.91 ± 56.48 0.813 0.059 
เพกา 473.76 ± 16.80 509.12 ± 46.38 0.931 0.282 

มะเด่ือปลอ้ง 421.20 ± 5.04 358.90 ± 28.98 1.174 0.021 
ไมแ้ดง 37.03 ± 20.80 70.97 ± 1.26 0.522 0.048* 
รางจืด 578.60 ± 46.10 578.13 ± 37.75 1.001 0.990 

รางจืดแดง 448.90 ± 6.50 318.12 ± 85.71 1.411 0.058 
ละหุ่งแดง 517.30 ± 18.40 531.78 ± 102.4 0.973 0.821 
สีฟันคนทา 545.20 ± 48.25 849.32 ± 29.07 0.642 0.001* 
เห็ดถัง่เช่า 465.40 ± 12.99 384.30 ± 1.13 1.211 0.000* 
ออ้ยขม 366.88 ± 6.60 173.40 ± 78.72 2.116 0.013* 

SI = Selectivity Index 

เคร่ืองหมาย * แสดงความแตกต่างทางสถิติอยา่งมีนยัส าคญั (p<0.05) ระหวา่งค่า IC50 ของสารสกดั

หยาบสมุนไพรที่ทดสอบในเซลลก์ระดูกอ่อนปกติและเซลลม์ะเร็งกระดูกอ่อน 
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ตารางที่ 4.3 ค่า IC50 ของสารสกดัหยาบสมุนไพรที่สกดัดว้ย methanol 

สารสกดัหยาบ
สมุนไพร 

IC50 (µg/ml)±SD SI P value 
Primary chondrocyte SW1353 

กอ้งแกบเครือ 487.18 ± 5.67 799.60 ± 18.90 0.609 0.000* 
ดีหมี 419.04 ± 64.06 465.05 ± 52.43 0.901 0.390 

โด่ไม่รู้ลม้ 73.45 ± 14.15 <10 7.345 0.001* 
ต้ิวเหลือง 665.97 ± 51.86 535.01 ± 91.00 1.245 0.096 
ตีนฮุง้ดอย <10 <10 - - 
เปลา้เลือด 646.5 ± 15.76 1692.3 ± 448.68 0.382 0.016* 

ฝาง 237.05 ± 182.85 593.3 ± 10.14 0.400 0.028* 
เพกา 357.78 ± 155.6 490.49 ± 104.68 0.729 0.288 

มะเด่ือปลอ้ง 226.5 ± 3.99 233.38 ± 3.40 0.971 0.860 
ไมแ้ดง 348.33 ± 0.72 482.8 ± 141.63 0.721 0.175 
รางจืด 320.98 ± 7.25 426.54 ± 21.50 0.753 0.001* 

รางจืดแดง 297.6 ± 90.42 399.74 ± 103.77 0.744 0.268 
ละหุ่งแดง 488.42 ± 99.36 612.5 ± 81.29 0.797 0.169 
สีฟันคนทา 585.60 ± 6.72 1052.23 ± 21.89 0.557 0.000* 
เห็ดถัง่เช่า NA NA NA - 
ออ้ยขม 457.56 ± 48.30 329.06 ± 64.12 1.391 0.050* 

SI = Selectivity Index, NA = not available 

เคร่ืองหมาย * แสดงความแตกต่างทางสถิติอยา่งมีนยัส าคญั (p<0.05) ระหวา่งค่า IC50 ของสารสกดั

หยาบสมุนไพรที่ทดสอบในเซลลก์ระดูกอ่อนปกติและเซลลม์ะเร็งกระดูกอ่อน 
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จากผลการทดสอบหาค่าความเป็นพษิของสารสกดัหยาบสมุนไพรดว้ยวธีิ MTT assay พบวา่
ผลการทดสอบในเซลล์กระดูกอ่อนปกติ สารสกดัหยาบสมุนไพรที่สกดัดว้ย dichloromethane ที่ให้
ค่า IC50 ที่ต  ่าที่สุด คือ ไมแ้ดง และสารสกดัหยาบสมุนไพรที่สกดัดว้ย dichloromethane ที่ใหค้่า IC50 ที่
สูงที่สุดคือเปลา้เลือด ผลการทดสอบในเซลลม์ะเร็งกระดูกอ่อน สารสกดัหยาบสมุนไพรที่สกดัดว้ย 
dichloromethane ที่ให้ค่า IC50 ที่ต  ่าที่สุดคือ ตีนฮุ้งดอย และสารสกัดหยาบสมุนไพรที่สกัดด้วย 
dichloromethane ที่ใหค้่า IC50 ที่สูงที่สุดคือเปลา้เลือด เม่ือเปรียบเทียบผลระหวา่งเซลลส์องชนิดพบว่า 
สารสกดัหยาบสมุนไพรที่สกดัดว้ย dichloromethane ของตีนฮุง้ดอย, มะเด่ือปลอ้ง, ออ้ยขมและเห็ด
ถั่งเช่ามีค่า IC50 ของเซลล์กระดูกอ่อนปกติที่สูงกว่าค่า IC50 ของเซลล์มะเร็งกระดูกอ่อนอย่างมี
นยัส าคญั 

ผลการทดสอบ สารสกดัหยาบสมุนไพรที่สกดัดว้ย methanol ในเซลลก์ระดูกอ่อนปกติ  ที่ให้
ค่า IC50 ที่ต  ่าที่สุด คือ ตีนฮุง้ดอย และสารสกดัหยาบสมุนไพรที่สกดัดว้ย methanol ที่ให้ค่า IC50 ที่สูง
ที่สุด  คือต้ิวเหลือง  ผลการทดสอบในเซลล์มะเร็งกระดูกอ่อน สารสกดัหยาบสมุนไพรที่สกัดด้วย 
methanol ที่ให้ค่า IC50 ที่ต  ่าที่สุด คือ ตีนฮุง้ดอย  เช่นเดียวกบัในเซลล์กระดูกอ่อนปกติ และสารสกดั
หยาบสมุนไพรที่สกดัดว้ย methanol ที่ใหค้่า IC50 ที่สูงที่สุด คือเปลา้เลือด เม่ือเปรียบเทียบผลระหว่าง
เซลล์สองชนิดพบว่า สารสกดัหยาบสมุนไพรที่สกดัดว้ย methanol ของโด่ไม่รู้ลม้ และออ้ยขม มีค่า 
IC50 ของเซลลก์ระดูกอ่อนปกติที่สูงกวา่ค่า IC50 ของเซลลม์ะเร็งกระดูกอ่อนอยา่งมีนยัส าคญั 

จากผลการทดสอบดังกล่าว ได้ท  าการแบ่งสารสกัดหยาบสมุนไพรออกเป็น 4 กลุ่ม โดย
ตดัสินจากค่าความเป็นพิษของสารและค่าความจ าเพาะของสาร หรือ selectivity Index (SI) โดย 1) 
กลุ่มแรกคือกลุ่มที่ให้ผลดีและมีความจ าเพาะเจาะจงสูงต่อเซลล์มะเร็งกระดูกอ่อน (potentially 
cytotoxicity) กล่าวคือ มีค่า IC50 ในเซลลม์ะเร็งกระดูกอ่อนนอ้ยกวา่ 100 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร และ
มีค่าความจ าเพาะของสารที่มากกว่าหรือเท่ากบั 3 (SI > 3) (high selectivity) ได้แก่ สารสกัดหยาบ 
dichloromethane ของตีนฮุง้ดอย และสารสกดัหยาบ methanol ของโด่ไม่รู้ลม้ อยา่งไรก็ตามผลการ
ทดสอบพบว่าสารสกดัหยาบสมุนไพรส่วนใหญ่อยู่ในกลุ่มที่สอง 2) คือกลุ่มที่ให้ผลในการยบัย ั้ง
เซลล์มะเร็งกระดูกอ่อนในระดับปานกลาง (moderate cytotoxicity) คือมีค่า IC50 ในเซลล์มะเร็ง
กระดูกอ่อนระหว่าง 100 ถึง 1,000 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร มีค่า SI มากกว่าหรือเท่ากบั 3 (SI > 3) 
(high selectivity) หรือ SI นอ้ยกวา่ 3 (SI <3) (less selectivity) ไดแ้ก่ สารสกดัหยาบ dichloromethane 
ของเห็ดถัง่เช่า, สารสกดัหยาบ dichloromethane ของโด่ไม่รู้ลม้ และสารสกดัหยาบ methanol ของ
รางจืด กลุ่มที่สาม 3) คือกลุ่มที่ให้ผลยบัย ั้งเพียงเซลล์ปกติ มีค่า IC50 ในเซลล์มะเร็งกระดูกอ่อน
มากกวา่ 1,000 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตรไดแ้ก่ สารสกดัหยาบทั้ง dichloromethane และ methanol ของ
เปลา้เลือด และสารสกดัหยาบ methanol ของสีฟันคนทา กลุ่มสุดทา้ย 4) คือกลุ่มที่ให้ผลยบัย ั้งเซลล์
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ทั้งสองชนิด มี IC50 ทั้งในเซลลก์ระดูกอ่อนปกติและเซลลม์ะเร็งกระดูกอ่อนนอ้ยกวา่ 100 ไมโครกรัม
ต่อมิลลิลิตร ไดแ้ก่ สารสกดัหยาบ dichloromethane ของไมแ้ดง และสารสกดัหยาบ methanol ของ
ตีนฮุง้ดอย การแบ่งสารสกดัหยาบสมุนไพรดงักล่าวจะน ามาพจิารณาคดัเลือกสารที่จะน าไปทดสอบ
ดว้ยวธีิ flow cytometry ต่อ 

จากการน าค่า IC50 มาค  านวณผลทางสถิติเปรียบเทียบปัจจยัทั้งสามอยา่ง คือ ชนิดของเซลล์ 
วธีิการสกดั และชนิดของสมุนไพรพบวา่ปัจจยัเร่ืองชนิดของสมุนไพรและชนิดของเซลลเ์ป็นปัจจยัที่
ท  าใหผ้ลการทดสอบมีความแตกต่างกนัอยา่งมีนยัส าคญั ส่วนปัจจยัเร่ืองวธีิการสกดัไม่ไดเ้ป็นปัจจยัที่
ท  าใหผ้ลการทดสอบมีความแตกต่างกนั 

4.3 ผลการทดสอบการตายของเซลล์แบบอะพอพโทซิส โดยชุดทดสอบ Muse® Caspase-3/7  

จากผลการทดสอบอตัราการมีชีวติของเซลลด์ว้ยวธีิ MTT ไดค้ดัเลือกสารสกดัหยาบสมุนไพร
จ านวน 9 ชนิด คือ สารสกดัหยาบ dichloromethane ของ เห็ดถัง่เช่า, ตีนฮุง้ดอย และรางจืด และสาร
สกดัหยาบ methanol ของตีนฮุง้ดอย, มะเด่ือปลอ้ง, ไมแ้ดง, รางจืด, รางจืดแดง และออ้ยขมเพื่อน ามา
ทดสอบการตายของเซลลแ์บบอะพอพโทซิสโดย Muse® Caspase-3/7 assay โดยเลือกสารสกดัหยาบ
สมุนไพรที่สามารถละลายในอาหารเล้ียงเซลล์ได ้ไม่มีตะกอนเพื่อหลีกเล่ียงปัญหาการอุดตนัท่อใน
เคร่ือง flow cytometry ใชค้วามเขม้ขน้ของสารสกดัหยาบในการทดสอบคือ ความเขม้ขน้ที่ IC50 ของ
สารสกดัหยาบแต่ละชนิด ซ่ึงมีค่าตามตารางที่ โดยความเขม้ขน้ที่ใชจ้ะเป็นเลขจ านวนเต็มเพื่อความ
สะดวกในการใชปิ้เปตดูดสารมาใชใ้นการทดสอบ ความเขม้ขน้ที่ใชใ้นการทดสอบแสดงในตารางที่ 
4.4 
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ตารางที่ 4.4 แสดงความเขม้ขน้ของสารแต่ละชนิดที่น ามาทดสอบใน flow cytometry  
โดยความเขม้ขน้น้ีเป็น IC50 ของสารแต่ละชนิด 

สารสกดัหยาบ ความเขม้ขน้ของสารสกดัหยาบที่น ามาทดสอบ (µg/ml) 
Primary chondrocyte SW1353 

ตีนฮุง้ดอย dichloromethane 383 10 
ตีนฮุง้ดอย methanol 10 10 
มะเด่ือปลอ้ง methanol 227 233 
ไมแ้ดง methanol 348 483 
รางจืด dichloromethane 579 578 
รางจืด methanol 321 427 
รางจืดแดง methanol 298 400 
เห็ดถัง่เช่า dichloromethane 465 384 
ออ้ยขม methanol 458 329 

   
 ผลการทดสอบหาค่าร้อยละของเซลล์มีชีวิต (percentage of living cell) แสดงในภาพที่ 4.1 
เม่ือเปรียบเทียบระหว่างเซลล์สองชนิด พบว่าสารสกัดหยาบสมุนไพรส่วนใหญ่ท าให้เซลล์มะเร็ง
กระดูกอ่อนมีปริมาณเซลล์มีชีวิตน้อยกว่าเซลล์กระดูกอ่อนปกติอย่างมีนัยส าคัญ ยกเวน้ผลการ
ทดสอบดว้ยสารสกดัหยาบ dichloromethane ของตีนฮุง้ดอยและเห็ดถัง่เช่าที่มีร้อยละของเซลล์มีชีวิต
ในเซลล์มะเร็งกระดูกอ่อนสูงกว่าเซลล์กระดูกอ่อนปกติอยา่งมีนัยส าคญั และพบว่ามีเพียงสารสกัด
หยาบ methanol ของออ้ยขมที่ไม่ท าให้ร้อยละของเซลลมี์ชีวิตในเซลลท์ั้งสองชนิดแตกต่างกนัอยา่งมี
นยัส าคญั 

 เม่ือเปรียบเทียบร้อยละของเซลลมี์ชีวิตระหว่างสารสกดัหยาบสมุนไพรต่างชนิดกนัในเซลล์
กระดูกอ่อนปกติ พบวา่ร้อยละของเซลลมี์ชีวติที่ถูกทดสอบดว้ยสารสกดัหยาบสมุนไพรต่างชนิดกนัมี
ความแตกต่างกนัอยา่งมีนัยส าคญัทางสถิติ (p<0.05) ยกเวน้สารสกดัหยาบ dichloromethane ของเห็ด
ถั่งเช่าและสารสกัดหยาบ methanol ของไม้แดงที่แตกต่างจากสารสกัดหยาบชนิดอ่ืนอย่างไม่มี
นยัส าคญั โดยร้อยละของเซลลมี์ชีวติของเซลลก์ระดูกอ่อนปกติมีค่าสูงสุดเม่ือถูกทดสอบดว้ยสารสกดั
หยาบ methanol ของตีนฮุง้ดอย และค่าต  ่าสุดเม่ือถูกทดสอบดว้ยสารสกดัหยาบ methanol ของรางจืด 

 เม่ือเปรียบเทียบร้อยละของเซลล์มีชีวิตระหว่างสารสกัดหยาบสมุนไพรต่างชนิดกันใน
เซลล์มะเร็งกระดูกอ่อน พบว่าร้อยละของเซลล์มีชีวิตของเซลล์มะเร็งกระดูกอ่อนมีค่าสูงสุดเม่ือถูก
ทดสอบดว้ยสารสกดัหยาบ dichloromethane ของตีนฮุง้ดอย และค่าต  ่าสุดเม่ือถูกทดสอบดว้ยสารสกดั
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หยาบ methanol ของรางจืด จากค่าร้อยละของเซลลมี์ชีวติจะพบวา่สารสกดัหยาบ methanol ของรางจืด
มีความเป็นพษิต่อทั้งเซลลก์ระดูกอ่อนปกติและเซลลม์ะเร็งกระดูกอ่อน 

สารสกดัหยาบส่วนใหญ่ให้ผลการทดสอบร้อยละของเซลลม์ะเร็งกระดูกอ่อนที่เกิดการตาย
แบบอะพอพโทซิสสูงกว่าเซลลก์ระดูกอ่อนปกติ ยกเวน้ผลของสารสกดัหยาบ dichloromethane ของ
ตีนฮุ้งดอยและเห็ดถั่งเช่า  การเปรียบเทียบการตายแบบอะพอพโทซิสระหว่างเซลล์สองชนิดเม่ือ
ทดสอบดว้ยสารสกดัหยาบสมุนไพรชนิดเดียวกนัพบวา่มีความแตกต่างกนัอยา่งมีนัยส าคญั คือร้อยละ
ของการตายแบบอะพอพโทซิสในเซลล์มะเร็งกระดูกอ่อนสูงกว่าเซลล์กระดูกอ่อนปกติอย่างมี
นัยส าคญัที่ p<0.05 เม่ือทดสอบดว้ยสารสกดัหยาบ dichloromethane ของเห็ดถัง่เช่า ตีนฮุง้ดอย และ
รางจืด และสารสกดัหยาบ methanol ของตีนฮุง้ดอย ไมแ้ดง รางจืดและรางจืดแดง และพบว่าร้อยละ
ของการตายแบบอะพอพโทซิสในเซลล์มะเร็งกระดูกอ่อนสูงกว่าเซลล์กระดูกอ่อนปกติอย่างมี
นยัส าคญัที่ p<0.001 เม่ือทดสอบดว้ยสารสกดัหยาบ methanol ของมะเด่ือปลอ้ง มีเพยีงผลการทดสอบ
ดว้ยสารสกดัหยาบ methanol ของออ้ยขมที่ไม่พบความแตกต่างทางสถิติ 

 จากผลการทดสอบที่แสดงในภาพที่ 4.2 เม่ือเปรียบเทียบร้อยละของการตายแบบอะพอพโท
ซิสในเซลลก์ระดูกอ่อนปกติ ระหวา่งสารสกดัหยาบสมุนไพรต่างชนิดกนั พบวา่ค่าร้อยละสูงที่สุดใน
เซลล์มะเร็งกระดูกอ่อนที่ถูกทดสอบดว้ยสารสกดัหยาบ methanol ของไมแ้ดง และค่าร้อยละต ่าที่สุด
ในเซลลก์ระดูกอ่อนปกติที่ถูกทดสอบดว้ยสารสกดัหยาบ methanol ของรางจืด  

จากผลการทดสอบที่แสดงในภาพที่ 4.3 ผลการทดสอบหาร้อยละของเซลล์ที่เกิดการตาย
แบบเนโครซิส พบว่ามีเพียงผลของสารสกดัหยาบทั้ง dichloromethane และ methanol ของรางจืดที่มี
ร้อยละของการตายแบบเนโครซิสในเซลล์กระดูกอ่อนปกติสูงกว่าเซลล์มะเร็งกระดูกอ่อนอย่างมี
นัยส าคัญที่ p<0.05 ร้อยละของการตายแบบเนโครซิสมีค่าสูงที่สุดในเซลล์กระดูกอ่อนปกติเม่ือ
ทดสอบดว้ยสารสกดัหยาบ dichloromethane ของรางจืด ส่วนสารสกดัหยาบทั้ง dichloromethane และ 
methanol ของตีนฮุง้ดอย สารสกดัหยาบ methanol ของไมแ้ดงและมะเด่ือปลอ้ง และสารสกดัหยาบ 
dichloromethane ของเห็ดถัง่เช่าใหผ้ลการตายแบบเนโครซิสของเซลลท์ั้งสองชนิดในระดบัปานกลาง 

เม่ือพิจารณาผลการทดสอบตามการแบ่งกลุ่มสารสกดัหยาบสมุนไพรตามค่า IC50 และค่า SI 
แลว้น าไปทดสอบต่อดว้ย flow cytometry พบวา่ สารสกดัหยาบที่อยูใ่นกลุ่มแรก (กลุ่มที่ใหผ้ลดีและมี
ความจ าเพาะเจาะจงสูงต่อเซลล์มะเร็งกระดูกอ่อน) คือ สารสกัดหยาบ dichloromethane ของตีนฮุ้
งดอย เม่ือทดสอบดว้ย flow cytometry พบวา่มีผลท าใหเ้ซลลก์ระดูกอ่อนปกติมีร้อยละของเซลลมี์ชีวติ
น้อยกว่าเซลลม์ะเร็งกระดูกอ่อนและเซลลก์ระดูกอ่อนปกติมีร้อยละการตายแบบอะพอพโทซิสมากก
ว่าเซลล์มะเร็งกระดูกอ่อน ในขณะที่สารสกัดหยาบสมุนไพรในกลุ่มที่สอง ได้แก่ สารสกัดหยาบ 
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dichloromethane ของเห็ดถั่ง เช่า , สารสกัดหยาบ dichloromethane ของรางจืด,  สารสกัดหยาบ 
methanol ของรางจืด, สารสกดัหยาบ methanol ของรางจืดแดง, สารสกดัหยาบ methanol ของไมแ้ดง, 
สารสกดัหยาบ methanol ของมะเด่ือปลอ้งและสารสกดัหยาบ methanol ของออ้ยขม ในแง่ของเซลล์มี
ชีวิตและการตายแบบอะพอพทซิส สารสกดัหยาบเกือบทุกชนิดให้ผลการทดสอบ flow cytometry ที่
สอดคล้องกับผลของ MTT คือท าให้เซลล์กระดูกอ่อนปกติมีร้อยละการมีชีวิตมากกว่าเซลล์มะเร็ง
กระดูกอ่อน เซลล์กระดูกอ่อนปกติมีร้อยละการตายแบบอะพอพโทซิสน้อยกว่าเซลล์มะเร็งกระดูก
อ่อน มีความจ าเพาะเจาะจงต่อเซลล์มะเร็งกระดูกอ่อนในระดบัปานกลางถึงสูง ยกเวน้สารสกดัหยาบ 
dichloromethane ของเห็ดถัง่เช่าซ่ึงมีผลต่อเซลลก์ระดูกอ่อนปกติมากกวา่เซลลม์ะเร็งกระดูกอ่อน ส่วน
สารสกัดหยาบสมุนไพรในกลุ่มที่ส่ี คือ สารสกัดหยาบ methanol ของตีนฮุ้งดอยกลับให้ผล flow 
cytometry ที่ค่อนขา้งดี คือ มีร้อยละการมีชีวิตของเซลล์กระดูกอ่อนปกติมากกว่าเซลล์มะเร็งกระดูก
อ่อน เซลลม์ะเร็งกระดูกอ่อนมีการตายแบบอะพอพโทซิสมากกวา่เซลลก์ระดูกอ่อนปกติและมีการตาย
ของเซลล์แบบเนโครซิสต ่ากว่าร้อยละ 1 ซ่ึงอาจเป็นเหตุมาจากการแบ่งกลุ่มคร้ังแรกสารสกดัหยาบ 
methanol ของตีนฮุง้ดอยที่น ามาทดสอบมีการคละความเขม้ขน้ และความเขม้ขน้ต ่าสุดที่น ามาทดสอบ
คือ 10 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร และผลการทดสอบมีค่า IC50 ของเซลล์ทั้งสองชนิดต ่ากว่า 10 แปลว่า
สารสกัดหยาบที่น ามาทดสอบมีความเข้มข้นสูง เม่ือน ามาทดสอบการตายของเซลล์ด้วย flow 
cytometry จึงใชส้ารสกดัหยาบที่ความเขม้ขน้ 10 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตรซ่ึงน่าจะมีความเหมาะสมต่อ
การทดสอบมากกวา่  และเน่ืองจาก flow cytometry สามารถแบ่งชนิดของเซลลไ์ดอ้ยา่งละเอียดกว่าจึง
สามารถทดสอบไดว้า่สารสกดัหยาบดงักล่าวมีความจ าเพาะเจาะจงต่อเซลลม์ะเร็งกระดูกอ่อนค่อนขา้ง
ดี ดงันั้นหากตอ้งการศึกษาคุณสมบติัของสารสกดัหยาบ methanol ของตีนฮุง้ดอยต่อไปควรลดความ
เขม้ขน้ของสารสกดัหยาบที่จะท ามาทดสอบใหต้  ่ากวา่ 10 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร 

จากผลการทดสอบโดยวิธี MTT ซ่ึงพบว่าสารสกดัหยาบ methanol ของตีนฮุง้ดอยถูกจดัให้
เป็นสารสกัดหยาบสมุนไพรที่เป็นพิษต่อทั้งเซลล์มะเร็งกระดูกอ่อนและเซลล์กระดูกอ่อนปกติ 
ในขณะที่สารสกดัหยาบ dichloromethane ของตีนฮุง้ดอยถูกจดัใหอ้ยูใ่นกลุ่มสารสกดัที่ให้ผลดีในการ
ยบัย ั้งเซลล์มะเร็งกระดูกอ่อนและมีความจ าเพาะเจาะจงสูง เม่ือน ามาทดสอบดว้ยวิธี flow cytometry 
กลบัให้ผลว่าสารสกดัหยาบ methanol ของตีนฮุง้ดอยสามารถกระตุน้การตายแบบอะพอพโทซิสใน
เซลล์มะเร็งกระดูกอ่อนได้มากกว่าในเซลล์กระดูกอ่อนปกติอย่างมีนัยส าคญั (p<0.05) อีกผลการ
ทดสอบที่น่าสนใจคือ สารสกัดหยาบ methanol ของมะเด่ือปล้องให้ผลที่ดีในการกระตุน้การตาย
แบบอะพอพโทซิสในเซลลม์ะเร็งกระดูกอ่อนโดยส่งผลต่อการตายแบบอะพอพโทซิสในเซลลก์ระดูก
อ่อนปกตินอ้ยกวา่และส่งผลต่อการตายแบบเนโครซิสเพยีงเล็กนอ้ยเท่านั้น 
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ในการทดสอบคร้ังน้ีมีการทดสอบดว้ยสารที่สกดัดว้ยวธีิต่างกนั 2 ชนิดคือ dichloromethane 
และ methanol ซ่ึงผลการทดสอบจากในขั้นตอน MTT assay หลงัจากน ามาค านวณทางสถิติแลว้พบว่า 
ปัจจยัเร่ืองวิธีการสกดัไม่มีความแตกต่างกนัทางสถิติ (แตกต่างกนัที่ระดบัความเช่ือมัน่ 63% ซ่ึงถือวา่
ต  ่ามาก จึงสรุปวา่ไม่มีความแตกต่างกนัทางสถิติ) ในขณะที่เม่ือน าสารสกดัหยาบที่คดัเลือกแลว้ 9 ชนิด 
ไดแ้ก่ สารสกดัหยาบ dichloromethane ของตีนฮุง้ดอย, สารสกดัหยาบ methanol ของตีนฮุง้ดอย, สาร
สกัดหยาบ methanolของมะเด่ือปล้อง, สารสกัดหยาบ methanol ของไม้แดง, สารสกัดหยาบ 
dichloromethane ของรางจืด, สารสกัดหยาบ methanol ของรางจืด, สารสกัดหยาบ methanol ของ
รางจืดแดง, สารสกดัหยาบ dichloromethane ของเห็ดถัง่เช่า และสารสกดัหยาบ methanol ของออ้ยขม 
ซ่ึงในจ านวนนั้นมีสารสกดัหยาบที่สกดัดว้ยทั้ง dichloromethane และ methanol คือ สารสกดัหยาบตีน
ฮุง้ดอยและรางจืด เม่ือทดสอบดว้ย flow cytometry เปรียบเทียบร้อยละการตายแบบอะพอพโทซิสของ
สารสกดัหยาบตีนฮุง้ดอยและรางจืด พบว่า ผลการทดสอบดว้ยสารสกดัหยาบ dichloromethane และ 
methanol มีความแตกต่างกนัอยา่งมีนัยส าคญัทั้งในสารสกดัหยาบตีนฮุง้ดอยและรางจืด แสดงให้เห็น
วา่ปัจจยัเร่ืองวธีิการสกดัส่งผลต่อการตายของเซลลแ์บบอะพอพโทซิสอยา่งมีนยัส าคญั   
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ภาพที่ 4.1 แสดงร้อยละของเซลลมี์ชีวติ (percentage of living cell) พร้อมสญัลกัษณ์แสดงความ
แตกต่างทางสถิติ * แสดงความแตกต่างอยา่งมีนยัส าคญั (p<0.05 ระดบัความเช่ือมัน่ที่ 95%) เม่ือ

เปรียบเทียบเซลลก์ระดูกอ่อนปกติและเซลลม์ะเร็งกระดูกอ่อนที่ทดสอบดว้ยสารสกดัสมุนไพรชนิด
เดียวกนั ** แสดงความแตกต่างอยา่งมีนยัส าคญัยิง่ (p<0.001 ระดบัความเช่ือมัน่มากกวา่ 99%)  เม่ือ
เปรียบเทียบเซลลก์ระดูกอ่อนปกติและเซลลม์ะเร็งกระดูกอ่อนที่ทดสอบดว้ยสารสกดัสมุนไพรชนิด
เดียวกนั # แสดงความแตกต่างอยา่งมีนยัส าคญัที่ p<0.05 เม่ือเปรียบเทียบเซลลก์ระดูกอ่อนปกติที่
ทดสอบดว้ยสารสกดัสมุนไพรต่างชนิดกนั † แสดงความแตกต่างอยา่งมีนยัส าคญัที่ p<0.05 เม่ือ

เปรียบเทียบเซลลม์ะเร็งกระดูกอ่อนที่ทดสอบดว้ยสารสกดัสมุนไพรต่างชนิดกนั 
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ภาพที่ 4.2 แสดงร้อยละของเซลลท์ี่ตายแบบอะพอพโทซิส (percentage of apoptotic cell)  

* แสดงความแตกต่างอยา่งมีนยัส าคญั (p<0.05 ระดบัความเช่ือมัน่ที ่95%) เม่ือเปรียบเทียบเซลล์
กระดูกอ่อนปกติและเซลลม์ะเร็งกระดูกอ่อนที่ทดสอบดว้ยสารสกดัสมุนไพรชนิดเดียวกนั ** แสดง
ความแตกต่างอยา่งมีนยัส าคญัยิง่ (p<0.001 ระดบัความเช่ือมัน่มากกวา่ 99%)  เม่ือเปรียบเทียบเซลล์
กระดูกอ่อนปกติและเซลลม์ะเร็งกระดูกอ่อนที่ทดสอบดว้ยสารสกดัสมุนไพรชนิดเดียวกนั # แสดง
ความแตกต่างอยา่งมีนยัส าคญัที่ p<0.05 เม่ือเปรียบเทียบเซลลก์ระดูกอ่อนปกติที่ทดสอบดว้ยสารสกดั
สมุนไพรต่างชนิดกนั † แสดงความแตกต่างอยา่งมีนยัส าคญัที่ p<0.05 เม่ือเปรียบเทียบเซลลม์ะเร็ง

กระดูกอ่อนที่ทดสอบดว้ยสารสกดัสมุนไพรต่างชนิดกนั 
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ภาพที่ 4.3 แสดงร้อยละของเซลลท์ี่เกิดการตายแบบเนโครซิส (necrosis)  

* แสดงความแตกต่างอยา่งมีนยัส าคญั (p<0.05 ระดบัความเช่ือมัน่ที่ 95%) เม่ือเปรียบเทียบเซลล์

กระดูกอ่อนปกติและเซลลม์ะเร็งกระดูกอ่อนที่ทดสอบดว้ยสารสกดัสมุนไพรชนิดเดียวกนั # แสดง

ความแตกต่างอยา่งมีนยัส าคญัที่ p<0.05 เม่ือเปรียบเทียบเซลลก์ระดูกอ่อนปกติที่ทดสอบดว้ยสารสกดั

สมุนไพรต่างชนิดกนั † แสดงความแตกต่างอยา่งมีนยัส าคญัที่ p<0.05 เม่ือเปรียบเทียบเซลลม์ะเร็ง

กระดูกอ่อนที่ทดสอบดว้ยสารสกดัสมุนไพรต่างชนิดกนั 
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