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นิพนธ์ต้นฉบับ

ฤทธิ์ความเป็นพิษต่อเซลล์มะเร็งช่องปากและมะเร็งกล่องเสียง และความคงตัว
ของสารสกัดเอทานอลต�ารับยากัปปิผสมหมาก

กริยาภา หลายรุ่งเรือง*, อรุณพร อิฐรัตน์*, **, สุมาลี ปานทอง*, **

บทคัดย่อ

บทน�ำ:	 ต�ำรับยำสมุนไพรชื่อกัปปิ ได้ถูกระบุในคัมภีร์มุขโรคว่ำมีสรรพคุณรักษำอำกำรบวมในคอและมะเร็งช่องปำก 

ประกอบไปด้วย ข่ำแดง มะขวดิ เทยีนด�ำ และกำนพล ูบดเป็นผง และน�ำไปรบัประทำนกบัหมำก แต่ยงัไม่มรีำยงำน

กำรศึกษำฤทธิ์ควำมเป็นพิษต่อเซลล์มะเร็งของต�ำรับยำดังกลำ่ว ดังนั้นวัตถุประสงค์ของงำนวิจัยนี้เพื่อศึกษำฤทธิ์

ควำมเป็นพิษต่อเซลล์มะเร็งช่องปำก (KB) และกล่องเสียง (HEp-2) ของต�ำรับยำกัปปิผสมหมำก เพื่อเป็นข้อมูล

ทำงวิทยำศำสตร์สนับสนุนสรรพคุณรักษำโรค รวมถึงกำรศึกษำควำมคงตัวของสำรสกัดต�ำรับยำกัปปิผสมหมำก

วิธีกำรศึกษำ:	 สกัดต�ำรับยำกัปปิผสมหมำกด้วยเอทำนอลร้อยละ 50 ซึ่งเป็นกำรเลียนแบบกำรสกัดด้วยกำรดองเหล้ำแบบหมอ

พื้นบำ้น จำกนั้นน�ำสำรสกัดไปศึกษำฤทธิ์ควำมเป็นพิษต่อเซลล์มะเร็งช่องปำกและกล่องเสียง กำรทดสอบควำม

คงตัวโดยน�ำสำรสกัดไปเก็บในตู้ที่มีสภำวะเร่งที่อุณหภูมิ 40 ± 2 องศำเซลเซียส ควำมชื้นสัมพัทธ์ร้อยละ 75 ± 5 

เป็นระยะเวลำ 6 เดือน หลังจำกนั้นน�ำไปทดสอบฤทธิ์ควำมเป็นพิษต่อเซลล์มะเร็งช่องปำกและมะเร็งกล่องเสียง 

ด้วยวิธี Sulphorhodamine B (SRB) assay

ผลกำรศึกษำ:	 จำกผลกำรศึกษำพบว่ำสำรสกัดเอทำนอลของต�ำรับยำกัปปิผสมหมำก มีฤทธ์ิควำมเป็นพิษต่อเซลล์มะเร็ง 

ช่องปำกทีด่ ีและมฤีทธิค์วำมเป็นพษิต่อเซลล์มะเรง็กล่องเสยีงในระดบัปำนกลำง โดยมค่ีำ IC
50
 28.85 ± 0.69 และ  

34.15 ± 1.45 ไมโครกรมัต่อมลิลลิิตร ตำมล�ำดบั และเมือ่ท�ำกำรเกบ็สำรสกดัในสภำวะเร่งเป็นระยะเวลำ 6 เดอืน 

แล้วน�ำมำทดสอบฤทธิค์วำมเป็นพษิต่อเซลล์มะเรง็ช่องปำกและมะเรง็กล่องเสียง พบว่ำฤทธิค์วำมเป็นพษิต่อเซลล์

มะเร็งช่องปำกและมะเร็งกล่องเสียงมีควำมแตกต่ำงอย่ำงมีนัยส�ำคัญทำงสถิติ (p-value < 0.05) ตั้งแต่วันที่ 30 

เป็นต้นไป โดยท�ำกำรเปรียบเทียบกับวันเริ่มต้น (วันที่ 0)

วิจำรณ์:	 สรปุเบือ้งต้นได้ว่ำสำรสกดัเอทำนอลของต�ำรบักปัปิผสมหมำกมฤีทธิค์วำมเป็นพษิต่อเซลล์มะเรง็ช่องปำกทีด่ ีและ

มะเรง็กล่องเสยีงในระดบัปำนกลำง ซึง่อ้ำงองิค่ำ IC
50
 จำกเกณฑ์มำตรฐำนของ National Cancer Institute (NCI) 

ประเทศสหรัฐอเมริกำ โดยมีควำมคงตัวสำมำรถเก็บที่อุณหภูมิห้องได้นำน 2 เดือนหลังจำกนั้นฤทธิ์ต้ำนมะเร็ง 

ลดลง 

ค�ำส�ำคัญ: ควำมคงตัว, ต�ำรับยำกัปปิ, มะเร็งช่องปำก, มะเร็งกล่องเสียง, ฤทธิ์ควำมเป็นพิษต่อเซลล์

วันที่รับบทควำม:	23	กรกฎำคม	2561	 วันที่อนุญำตให้ตีพิมพ์:	2	พฤศจิกำยน	2561

 * สถำนกำรแพทย์แผนไทยประยุกต์ คณะแพทยศำสตร์ มหำวิทยำลัยธรรมศำสตร์
 ** ศูนย์ควำมเป็นเลิศทำงกำรแพทย์แผนไทยประยุกต์ คณะแพทยศำสตร์ มหำวิทยำลัยธรรมศำสตร์
ผู้ให้ติดต่อ:		รองศำสตรำจำรย์อรุณพร อิฐรัตน์ สถำนกำรแพทย์แผนไทยประยุกต์ คณะแพทยศำสตร์ มหำวิทยำลัยธรรมศำสตร์ โทรศัพท์: 02-9269746  
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บทน�ำ
โรคมะเร็งเป็นสำเหตุอันดับที่สองของกำรเสียชีวิต 

ทั่วโลก จำกกำรส�ำรวจขององค์กำรอนำมัยโลก (WHO)  

พบว่ำในปี พ.ศ. 2558 มีผู้เสียชีวิตจำกโรคมะเร็งประมำณ  

8.8 ล้ำนคน และมีจ�ำนวนผู้ป่วยใหม่ที่เป็นมะเร็งเพิ่มขึ้นอย่ำง

ต่อเนื่อง ซึ่งจ�ำนวนผู้เสียชีวิตพบได้มำกกว่ำกำรเสียชีวิตด้วย

โรคเอดส์ วัณโรค และมำลำเรียรวมกัน โดยองค์กำรอนำมัย

โลก (WHO) คำดกำรณ์ว่ำในอกี 12 ปีข้ำงหน้ำ จะมผีูป่้วยมะเรง็ 

เพิ่มขึ้นเป็น 21.4 ล้ำนคน และคำดว่ำจะมีผู้เสียชีวิตรำว 13  

ล้ำนคน1 ในปัจจบุนัโรคมะเรง็เป็นสำเหตกุำรเสยีชวีติอนัดบัหนึง่

ของประชำกรไทย โดยพบว่ำโรคมะเร็งเป็นปัญหำกำรเจ็บป่วย 

กำรเสียชีวิต รวมท้ังปัญหำเรื่องภำระโรคท่ีท�ำให้ประชำกรไทย

สูญเสียกำรมีคุณภำพชีวิตที่ดี ตั้งแต่ปี พ.ศ. 2541 เป็นต้นมำ2 

สถติจิำกสถำบนัมะเรง็แห่งชำตใินปี พ.ศ. 2559 พบว่ำอบุตักิำรณ์ 

กำรเกิดมะเร็งช่องปำกและมะเร็งกล่องเสียงเป็นมะเร็งที่พบ  

10 อันดับแรกทั้งในเพศชำยและเพศหญิง โดยในเพศชำย 

พบผูป่้วยมะเรง็ช่องปำกและมะเรง็กล่องเสยีง เป็นอนัดบั 4 และ 

8 ตำมล�ำดับ ส�ำหรับในเพศหญิงพบผู้ป่วยมะเร็งช่องปำกเป็น

อันดับ 103 ซึ่งกำรรักษำโรคมะเร็งทำงกำรแพทย์แผนปัจจุบัน 

ท�ำได้โดยกำรผ่ำตดั กำรฉำยรงัส ีเคมบี�ำบดั และกำรรับประทำน

ยำ ซึ่งแต่ละวิธีมีข้อดีข้อเสียแตกต่ำงกัน กำรเลือกวิธีใดนั้น 

ขึ้นอยู่กับควำมรุนแรงของโรค สภำพร่ำงกำยของผู้ป่วย และ

ปัจจัยที่อำจจะเกี่ยวข้องอีกมำกมำย นอกจำกนี้กำรรักษำด้วย 

วิธีเหล่ำนี้ทุกวิธีต่ำงมีผลข้ำงเคียงท่ีเกิดจำกกำรรักษำ เพรำะ

กำรรักษำด้วยวิธีดังกล่ำวนอกจำกจะท�ำลำยเซลล์มะเร็งแล้ว  

ยังท�ำลำยเซลล์ปรกติไปพร้อมกันด้วย4 ศำสตร์กำรแพทย์ 

แผนไทยจึงเป็นอีกทำงเลือกหนึ่งในกำรบ�ำบัดรักษำโรค 

คัมภีร ์มุขโรคเป็นคัมภีร ์ทำงกำรแพทย์แผนไทย 

ที่กล่ำวถึงโรคในปำกและล�ำคอ 19 ประกำร โดยในคัมภีร์ได้

กล่ำวถึงต�ำรับยำกัปปิซึ่งมีสรรพคุณในกำรรักษำอำกำรบวม

ในคอ5 ต�ำรับยำกัปปิได้ถูกใช้ในทำงกำรแพทย์แผนไทยกัน

มำอย่ำงยำวนำนเพื่อรักษำโรคติดเชื้อในช่องปำกและล�ำคอ  

ซึ่งเป ็นสำเหตุของกำรเกิดมะเร็งในช ่องปำกและมะเร็ง 

กล่องเสียง และยังกล่ำวถึงสมุนไพรในต�ำรับและวิธีกำรใช้  

โดยระบุว่ำ น�ำข่ำแดง มะขวิด เทียนด�ำ และกำนพลู บดเป็นผง

รับประทำนกับหมำก ดังนั้นผู้วจิัยจึงท�ำกำรศึกษำต�ำรับยำกัปปิ

โดยรวมหมำกเข้ำเป็นส่วนหน่ึงในต�ำรับ กล่ำวคือจะมีสมุนไพร 

5 ชนิดอยู่ในต�ำรับ โดยเลือกวิธีกำรสกัดด้วยเอทำนอล ซึ่งกำร

สกัดด้วยเอทำนอลเป็นวิธีกำรที่นิยมตำมแบบฉบับของหมอ

พื้นบ้ำน6 ประกอบกับกำรใช้ในรูปแบบผงยำของต�ำรับตำม 

กำรใช้ของแพทย์แผนไทย ไม่สำมำรถละลำยได้ในตัวท�ำละลำย

ที่ใช้ในกำรทดสอบฤทธิ์ควำมเป็นพิษต่อเซลล์มะเร็งดังนั้น 

กำรเลือกสกัดด้วยเอทำนอล เป็นกำรสกัดแบบกำรดองเหล้ำ  

มำศึกษำจะสำมำรถพัฒนำต่อยอดได้ นอกจำกนี้สำรสกัด 

ต�ำรับยำกัปปิผสมหมำกยังไม่มีกำรศึกษำฤทธิ์ควำมเป็นพิษ

ต่อเซลล์มะเร็งช่องปำกและมะเร็งกล่องเสียง รวมถึงยังไม่มี

กำรศึกษำควำมคงตัวของสำรสกัดในสภำวะเร่ง จึงต้องท�ำกำร

ศึกษำควำมคงตัวในสภำวะเร่งโดยกำรเก็บตัวอย่ำงที่ทดสอบ

ในสภำวะที่รุนแรงมำกกว่ำควำมเป็นจริง7 ซึ่งเป็นส่ิงส�ำคัญเพื่อ

น�ำไปใช้เป็นข้อมลูพืน้ฐำนในกำรพฒันำยำในรปูแบบต่ำงๆ และ

เป็นกำรท�ำนำยระยะเวลำของกำรส้ินอำยุของยำโดยประมำณ 

นอกจำกน้ียังใช้ในกำรประเมินคุณภำพเบ้ืองต้นของสำรสกัด

เพื่อประโยชน์ในกำรศึกษำวิจัยทำงคลินิกต่อไป

วิธีกำรศึกษำ
กำรเตรียมตัวอยำ่งสมุนไพร

คัดเลือกสมุนไพรและตรวจสอบเอกลักษณ์สมุนไพร

ทั้ง 5 ชนิด ซึ่งเป็นส่วนประกอบของต�ำรับยำกัปปิ ได้แก่ เหง้ำ

ข่ำแดง เมล็ดหมำกสง เปลือกมะขวิด เมล็ดเทียนด�ำ และดอก

กำนพลู โดยได้ท�ำกำรซื้อ ดอกกำนพลู เหง้ำข่ำแดง และเมล็ด

เทียนด�ำจำกร้ำนขำยยำสมุนไพรฮงฮวด เขตบำงกอกน้อย 

จังหวัดกรุงเทพมหำนคร เมล็ดหมำกสง ซ้ือจำกตลำดศำลำ 

น�้ำเย็น เขตบำงกอกน้อย จังหวัดกรุงเทพมหำนคร และเปลือก

มะขวดิได้มำจำก อ�ำเภอสำมโคก จงัหวดัปทมุธำนใีน พ.ศ. 2555 

ในสัดส่วนที่เทำ่กัน (ตำรำงที่ 1) จำกนั้นน�ำสมุนไพรแต่ละชนิด

มำบดหยำบ และน�ำมำรวมกันในอัตรำส่วนที่เท่ำกันเป็นต�ำรับ

ยำกัปปิผสมหมำก
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กำรสกัดสมุนไพรต�ำรับยำกัปปิ
น�ำสมุนไพรมำอบแห้งที่อุณหภูมิ 50 องศำเซลเซียส 

บดเป็นผงหยำบ จำกนั้นน�ำสมุนไพรทั้ง 5 ชนิด ได้แก่ เหง้ำ

ขำ่แดง เมล็ดหมำกสง เปลือกมะขวิด เมล็ดเทียนด�ำ และดอก

กำนพลู มำรวมกันในอัตรำส่วนท่ีเท่ำกันในปริมำณรวม 750 

กรัม น�ำสมุนไพรมำสกัดด้วยเอทำนอลร้อยละ 50 หมักไว้  

3 วัน กรองและระเหยแห้งด้วยเครื่องระเหยแห้งแบบลดควำม

ดนั (rotary evaporator) ทีอ่ณุหภมู ิ45 องศำเซลเซียส น�ำกำก

ที่ได้ไปหมักซ�้ำด้วยวิธีกำรเดียวกันกับขำ้งต้น หมักซ�้ำอีก 2 รอบ 

แล้วน�ำสำรสกัดที่ได้ทั้งหมดมำรวมกัน ระเหยแห้งด้วยเครื่อง  

rotary evaporator และท�ำแห้งด้วยเครือ่งท�ำแห้งแบบเยอืกแขง็ 

(freeze dry) ค�ำนวณหำน�ำ้หนกัร้อยละ (%yield) ซ่ึงได้ปรมิำณ

สำรสกดัร้อยละ 16.73 และเกบ็สำรสกดัทีตู่ ้-20 องศำเซลเซยีส

กำรเพำะเลี้ยงเซลล์มะเร็งช่องปำกและกล่องเสียง
น�ำเซลล์มะเร็งช่องปำก [Human oral epidermoid 

carcinoma (KB) ATCC CCL-17], American Type Culture 

Collection (ATCC), USA และมะเร็งกล่องเสียง [Human 

laryngeal epidermoid carcinoma (HEp-2) ATCC  

CCL-23], American Type Culture Collection (ATCC), 

USA มำเลี้ยงในอำหำรเลี้ยงเซลล์ชนิด Minimum essential 

medium (MEM), Gibco, USA ที่มีกำรเติม Fetal bovine 

serum (FBS), Gibco, USA ร้อยละ 10 และ Penicillin-

Streptomycin (P/S), Biochem, Germany ร้อยละ 1 ใน 

ขวดเลีย้งเซลล์ โดยเลีย้งในตูบ่้มเพำะเลีย้งเซลล์ทีม่ก๊ีำซคำร์บอน-

ไดออกไซด์ร้อยละ 5 ที่อุณหภูมิ 37 องศำเซลเซียส

กำรทดสอบฤทธิ์ควำมเป็นพิษต่อเซลล์มะเร็งในหลอด
ทดลองโดยวิธ	ีSulphorhodamine	B	(SRB)8

น�ำสำรสกัดท้ังหมดมำทดสอบฤทธ์ิควำมเป็นพิษต่อ

เซลล์มะเร็งช่องปำกและมะเร็งกล่องเสียง ขั้นตอนแรกท�ำกำร

ถ่ำยเซลล์ลงใน 96-well microtiter plate หลุมละ 100 

ไมโครลิตร โดยให้ควำมหนำแน่นของเซลล์ KB และ HEp-2 

เท่ำกับ 1,500 และ 2,000 เซลล์/หลุม ตำมล�ำดับ (คำ่นี้ได้จำก

กำรหำอตัรำกำรเจรญิเตบิโตของ cell ใน 96-well microtiter 

plate) ปล่อยให้เซลล์เจริญเติบโตติดกับหลุมเป็น monolayer 

โดยบ่มในตู้ CO
2
 เป็นเวลำ 24 ชั่วโมง เตรียมสำรสกัดในควำม

เข้มข้น 10 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร ที่ละลำยด้วยร้อยละ 100  

Dimethyl sulfoxide, [(CH
3
)
2
SO] (DMSO), RCL Labscan, 

Thailand และท�ำกำรเจือจำงด้วย culture media ในควำม 

เข้มข้นระดับต่ำงๆ โดยมีควำมเข้มข้นสุดท้ำยเท่ำกับ 100, 50, 

10 และ 1 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร ตำมล�ำดับ (โดยควำมเข้มข้น

ของสำรสกัดที่มำกที่สุด 100 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร จะมีควำม

เข้มข้นของ DMSO อยู่ที่ร้อยละ 1 เป็นควำมเข้มข้นที่ไม่มีควำม

เป็นพษิต่อเซลล์มะเรง็) โดยเตมิสำรสกดัหลุมละ 100 ไมโครลติร 

แต่ละควำมเข้มข้นจะท�ำซ�้ำ 4 หลุม น�ำไปเล้ียงในตู ้ CO
2
  

เป็นเวลำ 72 ชั่วโมง จำกนั้นค่อยๆ ดูด culture media ออก 

แล้วลำ้งเซลล์ที่เป็น monolayer ด้วย Phosphate Buffered 

Saline (PBS), Amresco, USA หลุมละ 200 ไมโครลิตร ดูด 

PBS ออก 200 ไมโครลติร จำกนัน้เตมิ culture media หลมุละ 

200 ไมโครลิตร น�ำไปเลี้ยงในตู้ CO
2
 ต่อเป็นเวลำ 72 ชั่วโมง 

เพื่อดูกำรรอดของเซลล์มะเร็งเมื่อเทียบกับ non-treated  

control และ solvent control (ใน 1 หลุมของ solvent 

control จะเติม culture media 100 ไมโครลิตร และ 

ร้อยละ 2 DMSO 100 ไมโครลิตร โดยจะมีควำมเข้มข้นสุดท้ำย

ของ DMSO เท่ำกับร้อยละ 1) น�ำมำทดสอบอัตรำกำรรอด 

ของเซลล์ด้วยวิธี Sulphorhodamine B (SRB) โดยกำรตรึง

เซลล์ที่มีชีวิตด้วย Trichloroacetic acid, [Cl
3
C

2
O

2
H] (TCA), 

Merck, Germany ร้อยละ 40 ที่เย็น ตั้งทิ้งไว้ที่อุณหภูมิ  

4 องศำเซลเซียส เป็นเวลำ 1 ชั่วโมง ล้ำงด้วยน�้ำ ท�ำกำรย้อม

เซลล์ด้วยสำรละลำยสี Sulforhodamine B sodium salt 

[C
27

H
29

N
2
NaO

7
S

2
] (SRB), Sigma-Aldrich, USA ร้อยละ 

ตำรำงที่	1  แสดงชื่อวิทยำศำสตร์ ชื่อสำมัญ ชื่อวงศ์ ส่วนที่ใช้ และอัตรำส่วนสมุนไพรในต�ำรับ

ชื่อวิทยำศำสตร์ ชื่อสำมัญ ชื่อวงศ์ ส่วนที่ใช้
อัตรำส่วนในต�ำรับ

(จ�ำนวนเท่ำ)

Achasma sphaerocephalum Holtt. ขำ่แดง Zingiberaceae เหงำ้ 1

Areca catechu Linn. หมำกสง Arecaceae เมล็ด 1

Limonia acidissima Linn. มะขวิด Rutaceae เปลือก 1

Nigella sativa Linn. เทียนด�ำ Ranunculaceae เมล็ด 1

Syzygium aromaticum (Linn.) Merr. et Perry กำนพลู Myrtaceae ดอกตูม 1
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0.4 ในกรดอะซิติกร้อยละ 1 ตั้งทิ้งไว้ที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลำ 

ครึ่งชั่วโมง ล้ำงสี SRB ด้วยกรดอะซิติกร้อยละ 1 และตั้งทิ้งไว้ 

จนแห้งจำกนั้นละลำยสี SRB ด้วยสำรละลำย 10 มิลลิโมลำร์  

ของ Tris (hydroxymethyl) aminomethane, [NH
2
C(CH

2
OH)

3
],  

Sigma-Aldrich, USA พเีอช 10 น�ำไปวดัค่ำกำรดดูกลนืแสง UV 

ด้วยเครือ่ง Microplate reader, Biotek, USA ทีค่วำมยำวคลืน่ 

492 นำโนเมตร น�ำค่ำที่วัดได้มำค�ำนวณคำ่ทำงสถิติและหำค่ำ 

IC
50
 จำก dose response curve ซึ่งเป็นดัชนีบ่งบอกถึงควำม

เป็นพิษต่อเซลล์ (cytotoxic activity) 

กำรทดสอบสภำพควำมคงตัวในสภำวะเร่ง9

ท�ำกำรเก็บสำรสกัดขนำด 100 มิลลิกรัม ในขวดแก้ว

ท่ีปิดฝำมิดชิด และพันพำรำฟิล์ม โดยเก็บตัวอย่ำงละ 3 ขวด 

(n=3) ไว้ในตู้ที่มีสภำวะเร่งที่อุณหภูมิ 40 ± 2 องศำเซลเซียส 

ควำมชื้นสัมพัทธ์ร้อยละ 75 ± 5 เป็นระยะเวลำ 180 วัน โดย

เก็บสำรสกัดวันที่ 0, 15, 30, 60, 90, 120, 150 และ 180 วัน 

ตำมล�ำดบั เกบ็สำรสกดัทีตู่ ้-20 องศำเซลเซยีส เมือ่เกบ็สำรสกดั

จนครบ 180 วนั จงึน�ำสำรสกดัทัง้หมดมำทดสอบฤทธิค์วำมเป็น

พษิต่อเซลล์มะเรง็ช่องปำก (KB) และมะเรง็กล่องเสยีง (HEp-2)

กำรวิเครำะห์ทำงสถิติ
ในกำรทดสอบฤทธิ์ควำมเป็นพิษต่อเซลล์มะเร็ง 

ช่องปำก (KB) และมะเร็งกล่องเสียง (HEp-2) และกำรทดสอบ

ควำมคงตัวของสำรสกัดต�ำรับยำกัปปิผสมหมำก จะแสดงผล

ด้วยค่ำ IC
50

 หมำยถึงค่ำควำมเข้มข้นของสำรสกัดที่สำมำรถ

เป็นพิษต่อเซลล์และท�ำให้เซลล์ตำยร้อยละ 50 ท�ำกำรทดสอบ

ตัวอย่ำงซ�้ำ 3 ครั้ง (n=3) เพื่อยืนยันผล น�ำค่ำที่ได้มำคิด 

ค่ำเฉลี่ยและหำค่ำควำมคลำดเคลื่อนมำตรฐำนของกำรวัด 

(Standard error of measurement; SEM) โดยจะแสดงผล

เป็นค่ำเฉลี่ย IC
50
 ± SEM ด้วยโปรแกรม GraphPad Prism 

7.04 for windows ส�ำหรบัควำมแตกต่ำงของกำรทดสอบควำม

คงตัว ต่อฤทธิ์ควำมเป็นพิษต่อเซลล์มะเร็งช่องปำก (KB) และ

มะเร็งกล่องเสียง (HEp-2) ในแต่ละวันวิเครำะห์ทำงสถิติโดยใช้  

one-way ANOVA (p-value < 0.05) และควำมคงตัวของสำร

สกัดวิเครำะห์สถิติโดยใช้ Dunnett เพื่อเทียบควำมแตกต่ำง

ในแต่ละวันที่เก็บกับระยะเวลำ 0 วัน (p-value < 0.05) ด้วย

โปรแกรม GraphPad Prism 7.04 for windows

ผลกำรศึกษำ
จำกกำรศึกษำฤทธิ์ควำมเป็นพิษต่อเซลล์มะเร็ง 

ช่องปำก (KB) และมะเร็งกล่องเสียง (HEp-2) ของสำรสกัดชั้น 

ร้อยละ 50 เอทำนอลของต�ำรับยำกัปปิผสมหมำก พบว่ำมีฤทธิ์

ควำมเป็นพิษต่อเซลล์มะเร็งช่องปำก (KB) ที่ดีโดยมีค่ำ IC
50
 

28.85 ± 0.69 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร และมีฤทธิ์ควำมเป็น 

พิษต่อเซลล์มะเร็งกล่องเสียงในระดับปำนกลำงโดยมีค่ำ IC
50
 

34.15 ± 1.45 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ตำมข้อก�ำหนดของ  

The National Cancer Institute (NCI) ประเทศสหรฐัอเมรกิำ 

กล่ำวว่ำสำรสกัดที่ออกฤทธิ์ดีต้องมีค่ำ IC
50

 น้อยกว่ำ 30 

ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร และสำรสกัดที่ออกฤทธิ์ปำนกลำงต้อง

มีค่ำ IC
50
 น้อยกว่ำ 50 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร10 ดังแสดงผล 

ในตำรำงที่ 2 และเม่ือท�ำกำรเก็บสำรสกัดในสภำวะเร่ง ที่มี

อุณหภูมิ 40 ± 2 องศำเซลเซียส ควำมชื้นสัมพัทธ์ร้อยละ 75 

± 5 เป็นระยะเวลำ 180 วัน โดยเก็บสำรสกัดวันที่ 0, 15, 30, 

60, 90, 120, 150 และ 180 วัน ตำมล�ำดับ ตำมข้อก�ำหนด

ของ ICH (International Conference on Harmonisation)9 

แล้วน�ำมำทดสอบฤทธิ์ควำมเป็นพิษต่อเซลล์มะเร็งช่องปำก 

(KB) และมะเร็งกล่องเสียง (HEp-2) โดยท�ำกำรเปรียบเทียบ 

ฤทธิ์ควำมเป็นพิษต่อเซลล์มะเร็งช่องปำก (KB) และมะเร็ง 

กล่องเสยีง (HEp-2) จำกค่ำ IC
50
 ของช่วงเวลำกำรเกบ็แต่ละช่วง 

(0, 15, 30, 60, 90, 120, 150 และ 180 วัน) เปรียบเทียบกับ 

วันเริ่มต้น (วันที่ 0) พบว่ำมีควำมแตกต่ำงอย่ำงมีนัยส�ำคัญ 

ทำงสถติ ิ(p-value < 0.05) ตัง้แต่วนัที ่30 เป็นต้นไป ดงัแสดงผล 

ในตำรำงที่ 3, ตำรำงที่ 4 และรูปที่ 1 ตำมล�ำดับ

ตำรำงที่	2  แสดงคำ่ร้อยละควำมเข้มข้น (%inhibition) ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร และฤทธิ์ควำมเป็นพิษต่อเซลล์มะเร็งช่องปำก (KB) 

และเซลล์มะเร็งกล่องเสียง (HEp-2) [IC
50
 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร] ของสำรสกัดเอทำนอลต�ำรับยำกัปปิผสมหมำก (n = 3)

เซลล์

ร้อยละควำมเข้มข้น	(%inhibition	±	SEM)	

ไมโครกรัม/มิลลิลิตร
IC

50
	ไมโครกรัม/มิลลิลิตร

(Mean	±	SEM)
100 50 10 1

KB 98.72 ± 0.13 83.80 ± 2.70 27.51 ± 1.66 25.30 ± 2.34 28.85 ± 0.69

HEp-2 97.31 ± 1.14 68.17 ± 0.27 21.66 ± 2.00 14.13 ± 1.23 34.15 ± 1.45
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ระยะเวลำ

(วัน)

ร้อยละควำมเข้มข้น	(%inhibition	±	SEM)	

ไมโครกรัม/มิลลิลิตร
IC

50
	ไมโครกรัม/มิลลิลิตร

(Mean	±	SEM)
100 50 10 1

0 96.97 ± 0.77 80.06 ± 1.62 13.27 ± 2.31 6.56 ± 3.07 32.75 ± 0.83

15 94.82 ± 2.30 77.68 ± 4.78 14.21 ± 3.68 11.16 ± 2.31 34.19 ± 0.74

30 97.21 ± 0.41 72.63 ± 2.87 7.52 ± 1.53 3.18 ± 0.53 37.08 ± 1.30*

60 94.08 ± 0.92 63.36 ± 1.25 12.08 ± 1.27 6.68 ± 1.53 39.98 ± 0.40*

90 94.53 ± 1.23 60.22 ± 1.39 17.98 ± 3.16 13.91 ± 2.36 41.04 ± 0.34*

120 91.00 ± 2.53 55.14 ± 1.83 7.85 ± 2.52 5.21 ± 2.24 46.18 ± 0.98*

150 80.02 ± 1.88 43.08 ± 1.14 25.11 ± 1.71 16.55 ± 2.78 62.60 ± 0.92*

180 80.47 ± 1.71 36.62 ± 0.62 19.47 ± 1.55 13.77 ± 1.83 68.76 ± 0.48*

ระยะเวลำ

(วัน)

ร้อยละควำมเข้มข้น	(%inhibition	±	SEM)	

ไมโครกรัม/มิลลิลิตร
IC

50
	ไมโครกรัม/มิลลิลิตร

(Mean	±	SEM)
100 50 10 1

0 90.76 ± 0.63 66.16 ± 1.33 23.38 ± 0.20 12.78 ± 2.49 33.04 ± 0.52

15 92.64 ± 1.61 63.93 ± 0.76 20.74 ± 0.72 14.12 ± 1.17 37.11 ± 0.53

30 92.75 ± 1.43 64.81 ± 1.28 19.01 ± 1.73 14.34 ± 2.60 37.77 ± 0.94*

60 89.25 ± 0.77 64.42 ± 2.15 18.19 ± 1.54 14.02 ± 1.05 38.25 ± 1.56*

90 88.48 ± 0.65 63.83 ± 0.87 15.65 ± 0.78 12.67 ± 1.56 39.38 ± 0.28*

120 84.21 ± 1.12 60.17 ± 1.15 7.86 ± 0.60 6.86 ± 0.97 42.91 ± 0.49*

150 73.40 ± 1.54 23.68 ± 0.72 14.74 ± 0.83 8.25 ± 1.27 81.28 ± 1.13*

180 64.51 ± 2.04 17.56 ± 2.51 10.31 ± 2.31 4.54 ± 1.34 87.92 ± 1.68*

ตำรำงที	่3  แสดงค่ำกำรทดสอบควำมคงตวัร้อยละควำมเข้มข้น (%inhibition) ไมโครกรมัต่อมลิลลิติร และฤทธิค์วำมเป็นพษิต่อเซลล์

มะเร็งช่องปำก (KB) [IC
50
 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร] ของสำรสกัดเอทำนอลต�ำรับยำกัปปิผสมหมำก (n = 3)

* มีควำมแตกต่ำงอย่ำงมีนัยส�ำคัญ (p-value < 0.05) เมื่อเปรียบเทียบกับระยะเวลำ 0 วัน

ตำรำงที	่4  แสดงค่ำกำรทดสอบควำมคงตวัร้อยละควำมเข้มข้น (%inhibition) ไมโครกรมัต่อมลิลลิติร และฤทธิค์วำมเป็นพษิต่อเซลล์

มะเร็งกล่องเสียง (HEp-2) [IC
50
 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร] ของสำรสกัดเอทำนอลต�ำรับยำกัปปิผสมหมำก (n = 3)

* มีควำมแตกต่ำงอย่ำงมีนัยส�ำคัญ (p-value < 0.05) เมื่อเปรียบเทียบกับระยะเวลำ 0 วัน
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* มีควำมแตกต่ำงอย่ำงมีนัยส�ำคัญ (p-value < 0.05) เมื่อเปรียบเทียบกับระยะเวลำ 0 วัน

รูปที่	1  แสดงค่ำกำรทดสอบควำมคงตัวต่อฤทธ์ิควำมเป็นพิษต่อเซลล์มะเร็งช่องปำก (KB) และมะเร็งกล่องเสียง (HEp-2) [IC
50  

 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร] ของสำรสกัดเอทำนอลต�ำรับยำกัปปิผสมหมำก (n = 3)

วิจำรณ์
จำกกำรศึกษำฤทธ์ิควำมเป็นพิษต่อเซลล์มะเร็ง 

ช่องปำก (KB) และมะเร็งกล่องเสียง (HEp-2) ในหลอดทดลอง

โดยวธิ ีSRB พบว่ำสำรสกัดชัน้ร้อยละ 50 เอทำนอลของต�ำรบัยำ

กปัปิผสมหมำก มฤีทธิค์วำมเป็นพษิต่อเซลล์มะเรง็ช่องปำก (KB) 

ที่ดีโดยมีคำ่ IC
50
 28.85 ± 0.69 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร และมี

ฤทธิ์ควำมเป็นพิษต่อเซลล์มะเร็งกล่องเสียงในระดับปำนกลำง

โดยมีค่ำ IC
50
 34.15 ± 1.45 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ซึ่งอ้ำงอิง

จำกเกณฑ์มำตรฐำนของ National Cancer Institute (NCI) 

ประเทศสหรฐัอเมรกิำ ซึง่กล่ำวได้ว่ำกำรศกึษำน้ีเป็นกำรรำยงำน 

ฤทธ์ิควำมเป็นพษิต่อเซลล์มะเรง็ช่องปำก (KB) และมะเรง็กล่องเสยีง 

(HEp-2) ของสำรสกัดของต�ำรับยำกัปปิผสมหมำกที่สกัดด้วย

เอทำนอลร้อยละ 50 เป็นครั้งแรก แต่พบว่ำสมุนไพรเดี่ยว 

ในต�ำรับยำกัปปิผสมหมำก มีรำยงำนกำรศึกษำฤทธิ์ควำมเป็น

พิษต่อเซลล์มะเร็ง โดยงำนวิจัยของ Mahavorasirikul และ 

คณะ11 ทีพ่บว่ำสำรสกดัชัน้ร้อยละ 50 เอทำนอลของกำนพลแูละ 

เทียนด�ำ มีอัตรำกำรรอดชีวิตของเซลล์มะเร็งกล่องเสียงชนิด 

HEp-2 ทีค่วำมเข้มข้นร้อยละ 50 ไมโครกรมัต่อมลิลลิติร ร้อยละ 

34.30 ± 21.33 และ 43.68 ± 0.49 ตำมล�ำดบั และยงัพบอกีว่ำ

งำนวจิยัของ Salomi และคณะ12 ทีพ่บว่ำสำรสกดัชัน้เมทำนอล 

ของเทียนด�ำ มีฤทธิ์ยับยั้งกำรเจริญเติบโตของเซลล์มะเร็ง 

ช่องปำกชนดิ KB ทีค่วำมเข้มข้น 0.5 ไมโครกรมัต่อมลิลิลติร โดย

สำมำรถยับยั้งได้ถึงร้อยละ 60 นอกจำกนี้งำนวิจัยของ Farah 

และ Begum13 พบว่ำสำรสกัดชั้นเอทำนอลและสำรสกัดชั้นน�้ำ

ของเทยีนด�ำ มฤีทธิย์บัยัง้กำรเจรญิเตบิโตของเซลล์มะเรง็เต้ำนม 

ชนิด MCF-7 และงำนวิจัยของ Yazan และคณะ14 ที่ศึกษำวิธี 

MTT พบว่ำสำร Thymoquinone ในเทียนด�ำมีควำมสำมำรถ

ในกำรยับยั้งกำรเจริญเติบโตของเซลล์มะเร็งปำกมดลูกชนิด 

HeLa โดยมีค่ำ IC
50
 เท่ำกับ 2.80 ± 0.10 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร 

ในส่วนของมะขวิดมีงำนวิจัยของ Pradhan และคณะ15 พบว่ำ 

สำรสกัดชั้นเมทำนอลของผลมะขวิด มีควำมสำมำรถในกำร

ยับยั้งกำรเจริญเติบโตของเซลล์มะเร็งเต้ำนมชนิด SKBR3 และ 

MDA-MB435 โดยมีค่ำ ED
50

 เท่ำกับ 56.10 ± 3.80 และ 

30.60 ± 1.50 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ตำมล�ำดับ นอกจำกนี้ 

ยังมีงำนวิจัยของ Sari และคณะ16 พบว่ำสำรสกัดชั้นเอทำนอล 

ร้อยละ 96 ของหมำกไม่มีควำมเป็นพิษต่อเซลล์ปรกติชนิด 

HaCat 

สำรสกัดต�ำรับยำกัปปิผสมหมำกมีฤทธิ์ควำมเป็นพิษ

ต่อเซลล์มะเร็งช่องปำก (KB) ที่ดี และมีฤทธ์ิควำมเป็นพิษต่อ

เซลล์มะเร็งกล่องเสียงในระดับปำนกลำง กำรศึกษำครั้งนี้จึง 
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*

*

*

*

*

*

*

*

*

*

*
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น�ำสำรสกัดต�ำรับยำกัปปิผสมหมำกมำท�ำกำรศึกษำควำมคงตัว 

ซ่ึงกล่ำวได้ว่ำงำนวิจัยนี้เป็นรำยงำนครั้งแรกของกำรศึกษำ

ควำมคงตัว ต่อฤทธิ์ควำมเป็นพิษต่อเซลล์มะเร็งช่องปำก (KB)  

และมะเร็งกล่องเสียง (HEp-2) ของต�ำรับยำกัปปิผสมหมำก 

จำกกำรศึกษำพบว่ำหลังจำกเก็บสำรสกัดในสภำวะเร่ง ที่มี

อุณหภูมิ 40 ± 2 องศำเซลเซียส ควำมชื้นสัมพัทธ์ร้อยละ  

75 ± 5 เป็นระยะเวลำ 180 วัน โดยเก็บสำรสกัดในวันที่ 0, 15, 

30, 60, 90, 120, 150 และ 180 วนั ตำมล�ำดบั และน�ำสำรสกดั

มำทดสอบฤทธิค์วำมเป็นพษิต่อเซลล์มะเรง็ในหลอดทดลองโดย

วธิ ีSRB พบว่ำเมือ่ท�ำกำรเปรยีบเทยีบฤทธิค์วำมเป็นพษิต่อเซลล์

มะเรง็ช่องปำก (KB) และมะเรง็กล่องเสยีง (HEp-2) จำกค่ำ IC
50 

ของช่วงเวลำกำรเก็บแต่ละช่วง (0, 15, 30, 60, 90, 120, 150 

และ 180 วนั) เปรยีบเทยีบกบัวนัเริม่ต้น (วนัที ่0) พบว่ำมคีวำม

แตกต่ำงอย่ำงมีนัยส�ำคัญทำงสถิติ ตั้งแต่วันที่ 30 เป็นต้นไป  

โดยพบว่ำในวันที่ 180 ค่ำ IC
50
 ของเซลล์มะเร็งช่องปำก (KB) 

และมะเร็งกล่องเสียง (HEp-2) มีคำ่เปลี่ยนแปลงจำกวันเริ่มต้น 

(วันที่ 0) มำกที่สุด โดยแสดงค่ำ IC
50

 68.76 ± 0.48 และ  

87.92 ± 1.68 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ตำมล�ำดับ จึงสรุปได้

ว่ำสำรสกัดชั้นเอทำนอลร้อยละ 50 ของต�ำรับกัปปิผสมหมำก  

มีควำมคงตัวภำยใต้สภำวะเร่งตั้งแต่วันท่ี 0 ถึง 15 วัน แสดง

ให้เห็นว่ำสำรสกัดสำมำรถเก็บที่อุณหภูมิห้องได้ไม่ถึง 2 ปี หรือ

อีกนัยหนึ่งคือสำรสกัดมีควำมคงตัวประมำณ 2 เดือน หลัง

จำกนั้นฤทธิ์ควำมเป็นพิษต่อเซลล์มะเร็งท้ังสองเปลี่ยนไป ทั้งนี้

อำจเป็นเพรำะสำรสกัดต�ำรับน้ีมีน�้ำมันหอมระเหยคือ กำนพลู  

ซึ่งสำมำรถระเหยได้ในควำมร้อน จึงท�ำให้ฤทธ์ิควำมเป็นพิษ 

ลดลง มีรำยงำนวำ่สำรที่มีปริมำณสูงในกำนพลู คือ Eugenol  

มรีำยงำนหลำยฉบบัพบว่ำ Eugenol มฤีทธิต้์ำนมะเรง็ชนดิต่ำงๆ 

และมะเรง็โพรงจมกู17 ดงันัน้จงึควรศกึษำต่อไปว่ำสำรชนดิใดใน

สำรสกัดต�ำรับมีพิษต่อเซลล์มะเร็งทั้งสองชนิดนี้

จำกงำนวิจัยสรุปได้ว่ำสำรสกัดต�ำรับยำกัปปิผสม

หมำก ซึ่งเลียนแบบกำรสกัดแบบหมอพื้นบำ้นคือกำรดองเหล้ำ 

มีฤทธิ์ควำมเป็นพิษต่อเซลล์มะเร็งช่องปำก (KB) ท่ีดี และมี

ฤทธิ์ควำมเป็นพิษต่อเซลล์มะเร็งกล่องเสียงในระดับปำนกลำง 

แต่สำรสกัดมีควำมคงตัวได้ในระยะ 2 เดือน หลังจำกนั้นฤทธิ์

ควำมเป็นพิษต่อเซลล์มะเร็งท้ังสองชนิดค่อยๆ ลดลง ดังนั้น 

จึงควรพัฒนำสำรสกัดให้มีควำมคงตัว โดยกำรศึกษำสำร 

ประกอบทำงเคมี ของสำรสกัดต�ำรับและพืชเดี่ยวที่เป็นส่วน

ประกอบของต�ำรับว่ำมีสำรส�ำคัญ หรือพืชท่ีเป็นองค์ประกอบ

ชนิดใดออกฤทธิ์ต้ำนมะเร็งทั้งสองชนิดนี้แล้วจึงศึกษำวิธีกำร

พัฒนำสำรสกดั ให้มคีวำมคงตวัในกำรออกฤทธิต่์อควำมเป็นพษิ

ต่อเซลล์มะเร็งช่องปำกและเซลล์มะเร็งกล่องเสียงต่อไป

กิตติกรรมประกำศ
งำนวิจัยนี้ได้รับกำรสนันสนุนทุนวิจัยจำกศูนย์ควำม
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Abstract
Cytotoxic	activity	of	Kabpi	remedy	with	Areca catechu L.	against	oral	and	laryngeal	cancer	cell	and	its	

stability	study

Kriyapa	Lairungruang*,	Arunporn	Itharat*,	**,	Sumalee	Panthong*,	**
 * Department of Applied Thai Traditional Medicine, Faculty of Medicine, Thammasat University, Pathumthani, Thailand
 ** Center of Excellence on Applied Thai Traditional Medicine Research (CEATMR), Faculty of Medicine, Thammasat University,  

  Pathumthani, Thailand

Introduction:	 Thai Traditional remedy called Kabpi (KP) was described in Mukalok scripture and it has long 

been used for treatment of swelling of throat and oral cancer. It is composed of Achasma 

sphaerocephalum Holtt., Limonia acidissima L., Nigella sativa L., Syzygium aromaticum (L.) Merr. 

et Perry. It is grinded into powder and eat with Areca catechu L. (AC). There is no report about 

cytotoxicity. Therefore, the purposes of this study are to investigate cytotoxic activity against 

oral cancer (KB) and laryngeal cancer (HEp-2) cell lines to scientific information for properties 

support and its stability study.

Method:	 KP remedy added AC was macerated with 50% ethanol. This method imitated from Thai folk 

medicines using by soaking in alcohol. The extract was tested for cytotoxic activity against KB 

and HEp-2. Stability of the extract was investigated by storage under accelerated conditions at 

temperature 40 ± 2 °C and 75 ± 5 % relative humidity (RH) for 6 months and tested for cytotoxic 

activity by using Sulphorhodamine B (SRB) assay.

Result:  The results of this study, the ethanolic extract of KP remedy added AC showed good cytotoxic 

activity against KB and showed moderate cytotoxic activity against HEp-2 cell lines with IC
50
 

values of 28.85 ± 0.69 and 34.15 ± 1.45 µg/ml, respectively. For 6 months stability test, the 

cytotoxic activity against KB and HEp-2 showed significant differences at various time comparison 

with day 0 (p value < 0.05) since 30 days.

Conclusion:  The 50% ethanolic extract of KP remedy added AC showed good cytotoxic activity against 

KB and showed moderate cytotoxic activity against HEp-2 cell lines, IC
50
 value reference from  

National Cancer Institute (NCI), USA and was stable with on 2 months at room temperature 

after that the activity of extract decreased significantly with day 0.

Key	words:	Stability, Kabpi remedy, Oral cancer, Laryngeal cancer, Cytotoxic activity 


