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วตัถปุระสงคข์องการวิจยันีเ้พ่ือศกึษาฤทธ์ิตา้นมะเรง็ปอดของสารแพนดรูาทินเอ (PA) และพิโนสโตรบิน 

(PN) บริสทุธ์ิซึ่งแยกไดจ้ากเหงา้กระชายขาวและกลไกการออกฤทธ์ิต่อเซลลม์ะเร็งปอดชนิดเซลลไ์ม่เล็ก (NSCLC) คือ 
เซลล ์A549 ที่มี EGFR ปกติและเซลล  ์H1975 ที่มีการกลายพันธุ์ของ EGFR โดยสาร PA และ PN ถูกแยกจากเหงา้
กระชายขาวโดยเทคนิคการสกัดดว้ยคลื่นเสียงความถ่ีสูงร่วมกับตัวท าละลายเฮกเซน  จากนั้นแยกสารใหบ้ริสุทธ์ิใน
ขัน้ตอนเดียวดว้ยเทคนิค centrifugal partition chromatography (CPC) ซึ่งสภาวะที่เหมาะสมในการสกดัสารออกจาก
เหงา้กระชายขาว คือ สกดัโดยใชอ้นภุาคของผงกระชายขนาด 125 µm อตัราส่วนของผงกระชายต่อปริมาตรของเฮกเซน
เท่ากบั 1:30 กรมั/มิลลิลิตร และใชเ้วลาในการสกดั 10 นาท ีภายใตส้ภาวะนีพ้บวา่ใหผ้ลผลิตของสารสกดัหยาบจากเหงา้
กระชายสงูสุดถึง 6.96±0.07% โดยพบปริมาณ PA เท่ากับ 10.48±0.34 มิลลิกรมั/กรมั และ PN เท่ากับ 35.68±1.11 
มิลลิกรมั/กรมั ซึ่ง PA และ PN จากสารสกัดหยาบถูกแยกใหบ้ริสทุธ์ิดว้ยเทคนิค CPC ซึ่งพบว่าระบบการแยกสารดว้ย
ส่วนผสมของเฮกเซน/เมทานอล/น า้ ที่อตัราส่วน 5/3.4/1.6, ปริมาตร/ปริมาตร ดว้ย ascending mode สามารถสกดัสาร 
PA และ PN จากสารสกัดหยาบ 67 มิลลิกรมัไดด้ีโดยใหป้ริมาณ PA 0.4 มิลลิกรมั ท่ีความบริสทุธ์ิ 99% และ PN 2.16 
มิลลิกรัม ท่ีความบริสุทธ์ิ 98% สารบริสุทธ์ิท่ีได้ถูกยืนยันความถูกต้องของชนิดสารด้วย LC-MS/MS QTOF โดย
เปรียบเทียบมวลและรูปแบบการแตกตวักบัฐานขอ้มลู PubMed นอกจากนีโ้ครงสรา้งของสารบริสทุธ์ิ PA และ PN ถูก
พิสจูนด์ว้ยเทคนิค ¹H-NMR และจากผลการศึกษาความเป็นพิษต่อเซลลข์องสารบริสทุธ์ิท่ีแยกได ้พบว่า PA มีความเป็น
พิษตอ่เซลลเ์ซลลม์ะเรง็ปอดชนิด NSCLC ทัง้สองสายพนัธุ ์โดย A549 มีค่า IC50  เท่ากบั 6.03 ±0.21 µg/ml และ H1975 
มี ค่ า  IC 5 0  เท่ ากั บ  5 .5 8 ± 0 .1 5  µ g /m l แล ะมี ค วาม เป็ น พิ ษ ต ่ าต่ อ เซ ล ล์ป อ ดป กติ  M R C 5  มี ค่ า  IC 5 0 
เท่ากบั 12.96±0.36 µg/ml นอกจากนีผ้ลการวิเคราะหห์าโปรตีนดว้ยวิธี western blot แสดงใหเ้ห็นว่า PA สามารถลด
ความมีชีวิตรอดของเซลลโ์ดยการยบัยัง้ p-EGFR, p-STAT3 และ p-Akt ในเซลลม์ะเร็งปอด NSCLC ทัง้สองสายพนัธุ ์
และกระตุน้ p-AMPK ในเซลล ์H1975 โดยสรุปจากผลการศกึษาครัง้นีแ้สดงใหเ้ห็นว่าสาร PA สามารถพฒันาเป็นยาตา้น
มะเรง็ปอดชนิด NSCLC ทัง้ที่มี EGFR ปกติและที่มีการกลายพนัธุข์อง EGFR โดยมีประสิทธิภาพเทียบเท่าหรือดีกว่ายา
ตา้นมะเรง็มาตรฐาน 
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The objectives of this study are to assess the cytotoxicity of panduratin A (PA) and pinostrobin 

(PN), both isolated from Boesenbergia rotunda rhizome, and to elucidate their underlying mechanisms in 
non-small cell lung cancer (NSCLC) cells, specifically those expressing wild -type EGFR (A549) and mutant 
EGFR (H1975). PA and PN were isolated from B. rotunda using an ultrasound-assisted extraction technique 
with n-hexane as the solvent, followed by a one -step purification process using centrifugal partition 
chromatography (CPC). The optimal conditions for high extraction efficiency prior to purification were a 
rhizome powder size of 125 µm, 10 minutes of ultrasound extraction with n-hexane, and a solid/liquid ratio of 
1:30 g/ml. Under these conditions, the maximum yield of crude extract from B. rotunda rhizome was 
6.96±0.07%, containing 10.48±0.34 mg/g of PA and 35.68±1.11 mg/g of PN. The mixture was partitioned and 
isolated using CPC with an optimal solvent composition of 5/3.4/1.6 (n -hexane/MeOH/water, v/v) in 
ascending mode. From 67 mg of crude extract, PA (0.4 mg, 99% purity) and PN (2.16 mg, 98% purity)  were 
successfully purified. The purified compounds were accurately identified using LC -MS/MS QTOF by 
comparing their masses and fragmentation patterns to Pubmed library. The structures of PA and PN were 
further confirmed by ¹H-NMR analysis. In vitro cytotoxicity screening results demonstrated that PA exhibits 
potent cytotoxic effects on both A549 (IC50 of 6.03 ±0.21 µg/ml) and H1975 (IC50 of 5.58±0.15 µg/ml) NSCLC 
cell lines, with low toxicity against MRC5 normal lung cells (IC50 of 12.96±0.36 µg/ml). Furthermore, western 
blot results showed that PA reduces cell viability by inhibiting p-EGFR, p-STAT3 and p-Akt in both NSCLC 
cell lines, and activating p-AMPK in H1975 cells. In summary, the results of this study indicate that PA can be 
developed as an anticancer drug for NSCLC, both with wild -type and mutant EGFR, with comparable or 
superior efficacy to standard anticancer drugs. 

 
Keyword : panduratin A, pinostrobin, Boesenbergia rotunda rhizome, centrifugal partition chromatography, 
non-small cell lung cancer, cell viability 
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บทที ่1 
บทน า 

 
ภมิูหลัง 
 

โรคมะเร็งปอดเป็นปัญหาสาธารณสุขที่ส  าคัญทั่วโลกรวมทัง้ประเทศไทย เนื่องจากเป็น
โรคมะเร็งที่พบบ่อยและมีอัตราผูเ้สียชีวิตมากที่สุดในโลกเม่ือเทียบกับโรคมะเร็งชนิดอื่น  และมี
แนวโนม้อตัราการเกิดโรคสงูขึน้อย่างต่อเนื่อง (1-3) มะเรง็ปอดแบ่งออกไดเ้ป็น 2 ชนิด คือ มะเร็ง
ปอดชนิดเซลลเ์ล็ก (small cell lung cancer) และมะเร็งปอดชนิดเซลลไ์ม่เล็ก (non-small cell 
lung cancer; NSCLC) ซึ่งมะเรง็ปอดชนิด NSCLC เป็นชนิดที่พบไดม้ากถึง 85%ในกลุ่มผูป่้วยที่
สบูบุหรี่และไม่สบูบุหรี่ (4, 5) โดย 60% เป็น NSCLC ชนิด adenocarcinoma (6)โดย 80 % ของ
การเกิดโรคสว่นมากเกิดจากการกลายพนัธุข์องยีนในรา่งกาย (7) โดยยีนที่มีความสมัพนัธก์บัการ
เกิดมะเร็งปอดชนิด NSCLC ชนิด adenocarcinoma ส่วนมากเป็นการกลายพันธุ์ของยีน 
epidermal growth factor receptor (EGFR) ซึ่ง 85%–90% เกิดขึน้ที่ต  าแหน่ง exon 19 deletion 
และ exon 21 L858R substitution (8, 9) และยีนอื่นๆที่พบการกลายพันธุ์ได้แก่ KRAS, ALK, 
ROS, BRAF, AKT, HER2, MEK, MET, NRAS, PIK3CA และ RET ซึ่งการทราบชนิดของยีนที่
ผิดปกติในผูป่้วยสามารถน ามาใชก้ าหนดเป้าหมายในการรกัษาโรคมะเรง็ไดอ้ย่างมีประสิทธิภาพ
และตรงเปา้หมาย (6)  

เนื่องจากผูป่้วยมะเรง็ปอดชนิด NSCLC ที่เกิดจากการกลายพนัธุข์องยีนมกัพบในผูป่้วยที่
ไม่สบูบุหรี่อีกทัง้ระยะเริ่มตน้มกัไม่แสดงอาการ ท าใหผู้ป่้วยเขา้รบัการวินิจฉัยโรคไดช้า้ ประมาณ 
80-85% มกัพบโรคในระยะแพรก่ระจายหรือระยะลกุลามของเซลลม์ะเรง็ (metastasis)(10) ท าให้
ผูป่้วยมีอตัราการรอดชีวิตต ่า โดยอตัราการรอดชีวิตที่ 5 ปี ไม่ถึง 5% (11) ซึ่งการรกัษาโรคมะเร็ง
ปอดในระยะแพรก่ระจายไม่สามารถรกัษาแบบ local treatment ได ้จึงตอ้งใชว้ิธีการรกัษาโดยให้
ยาเคมีบ าบดั (chemotherapy)(12) ซึ่งสารมีการออกฤทธ์ิยบัยัง้การเติบโตหรือท าลายเซลลแ์บบ
ไม่จ าเพาะเจาะจงท าใหเ้ซลลป์กติของรา่งกายถกูท าลายดว้ย จึงมีการพฒันามาใชก้ารรกัษาดว้ย
ยามุ่งเปา้ (targeted therapy) ท่ีสามารถออกฤทธ์ิโดยพุ่งเปา้ไปท่ีเซลลม์ะเรง็โดยเฉพาะท าใหมี้ผล
ต่อเซลลป์กติของรา่งกายค่อนขา้งนอ้ย ซึง่ยามุ่งเปา้ที่ใชใ้นการรกัษามะเรง็ปอด คือ ยาตา้นอีจีเอฟ
อารไ์ทโรซีนไคเนส (EGFR TKIs) โดยจะใชเ้ฉพาะกับผูป่้วยมะเร็งปอดที่มีสาเหตุการเกิดโรคจาก
การกลายพนัธุข์องยีนเท่านัน้ ซึ่งผูป่้วยจะตอบสนองกบัยา EGFR TKIs ไดด้ี โดยเม่ือเปรียบเทียบ
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ระหว่างการใหย้าตา้น EGFR TKIs กบัการใหย้าเคมีบ าบดัเป็นการรกัษาขนานแรกในผูป่้วยมะเรง็
ปอดระยะแพรก่ระจายที่มีการกลายพนัธุข์องยีน EGFR พบวา่การใหย้าตา้น EGFR TKIs สามารถ
ตอบสนองและช่วยเพิ่มระยะเวลาปลอดการลุกลามโรค (progression-free survival, PFS) ได้
มากกวา่ยาเคมีบ าบดัอย่างมีนยัส าคญัทางสถิติ (13, 14) 

 ถึงแมว้่ายากลุม่ EGFR TKIs สง่ผลใหผู้ป่้วยมีอตัราการตอบสนองและการรอดชีวิตท่ีดีขึน้
อย่างไรก็ตามภายหลงัที่ผูป่้วยส่วนใหญ่ไดร้บัยาตา้น EGFR TKIs รุ่นที่หนึ่งหรือรุ่นที่สองไปเป็น
ระยะเวลาประมาณ 4-12 เดือนพบว่าผูป่้วยมีภาวะดือ้ต่อการรกัษาดว้ยยากลุ่ม TKIs (acquired 
resistance) หรือมีโรคลุกลามขึน้ภายหลังโรคสงบ (Dong และคนอื่น ๆ, 2018)  การดื ้อยา
สามารถเกิดขึน้ไดห้ลายกลไก ซึ่งกลไกที่พบบ่อยที่สดุของสาเหตุในการดือ้ยากลุ่ม TKIs คือ การ
กลายพนัธุข์องยีน EGFR ในต าแหน่ง exon 20 (exon 20 insertion) และการแทนที่ต  าแหน่งของ
กรดอะมิโนล าดบัที่ 790 ของ exon 20 (T790M mutation) (Majeed, Manochakian, Zhao, และ 
Lou, 2021; S. G. Wu และ Shih, 2018) จากปัญหาการดือ้ยาต้าน EGFR TKIs ของผู้ป่วยใน
โรคมะเร็งปอดซึ่งเป็นปัญหาที่ส  าคัญอย่างมากต่อประสิทธิผลในการรกัษา ในงานวิจัยนีจ้ึงได้
ศกึษาหาสารจากธรรมชาติที่มีความเป็นพิษต่อเซลลม์ะเรง็ปอดสงูแต่มีความเป็นพิษต่อเซลลป์กติ
ต ่าเพื่อน ามาพฒันาเป็นยาหรอืตวัยบัยัง้มะเรง็ปอด NSCLC ที่ดือ้ยาตา้น EGFR TKIs  

กระชาย (Kra-Chai) หรือกระชายขาว หรือบางครัง้ถูกเรียกว่ากระชายเหลือง มีช่ือทาง
วิทยาศาสตรว์่า Boesenbergia rotunda (L.) Mansf. จัดอยู่ในวงศ์ขิง (Zingiberaceae) มีถิ่น
ก าเนิดในประเทศเขตรอ้นและในประเทศไทย ส าหรบัประเทศไทยกระชายเป็นสมุนไพรที่ได้รบั
ความนิยมน ามาใช้ในการปรุงอาหาร รวมทั้งใช้เป็นยารกัษาโรคและกลุ่มอาการต่างๆในทาง
การแพทยพ์ืน้บา้นและแพทยแ์ผนไทยมาอย่างยาวนาน ซึ่งกระชายไดถู้กระบุอยู่ในส่วนประกอบ
ของต ารบัยาแผนไทยหลายต ารบั ปัจจบุนัมีรายงานการวิจยัจ านวนมากที่ศกึษาและพบว่าสารสกดั
จากกระชายมีสรรพคณุในดา้นต่างๆ เช่น ฤทธ์ิตา้นอนุมลูอิสระ (15, 16) ฤทธ์ิยบัยัง้เชือ้จุลชีพก่อ
โรค (17, 18) ฤทธ์ิตา้นการอกัเสบ (19, 20) และตา้นมะเรง็ชนิดต่างๆ (21, 22) เป็นตน้ จากฤทธ์ิ
ทางชีวภาพที่ดีของกระชายขาว ท าใหก้ระชายเป็นหนึ่งในสิบหา้ของสมนุไพร Herbal Champions 
ตามภายใตแ้ผนปฏิบัติการดา้นสมุนไพรแห่งชาติ ฉบับที่ 2 พ.ศ. 2566-2570 ส่งเสริมการปลูก
กระชายมากขึน้ เป็นผลใหก้ระชายเป็นสมุนไพรที่หาง่ายและราคาถูก นอกจากนีก้ระชายยังถูก
จดัเป็นพืชกินไดจ้ึงนบัว่าเป็นสมนุไพรที่มีความปลอดภยัสงูโดยถกูก าหนดเป็นพืชที่ใชเ้ป็นอาหาร
ตามหลกัมาตรฐานสากลของ CODEX (เลขที่ HS 3368) และจดัเป็นพืชที่กินไดต้ามฐานขอ้มลูพืช
ของ USDA (รหสั BORO4) จากการศกึษางานวิจยัก่อนหนา้พบว่าสารส าคญัจากกระชายมีหลาย
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ช นิ ด  ไ ด้ แ ก่  naringenin, alpinetin, pinocembrin, cardamonin, pinostrobin chalcone, 
pinostrobin, 4-hydroxypanduratin A และ panduratin A (23-25) เป็นตน้ โดยสารที่มีปริมาณ
มากในกระชายและมีฤทธ์ิทางชีวภาพ 2 ชนิดหลกั คือ พิโนสโตรบิน (pinostrobin) และแพนดูรา
ทินเอ (panduratun A) (26) ซึ่งสารทัง้สองชนิดถกูรายงานวา่มีฤทธ์ิในการตา้นมะเรง็ปอด NSCLC 
ชนิด wild type (A549)(27, 28) ซึง่ปัจจบุนัยงัมีรายงานการศกึษากลไกในการตา้นมะเรง็ปอดชนิด 
NSCLC อยู่อย่างจ ากดัและยงัไม่มีรายงานการศึกษาที่ชดัเจนถึงกลไกในการตา้นมะเรง็ปอดชนิด 
mutant EGFR (H1975) ดงันัน้ในงานวิจัยนีจ้ึงตอ้งการศึกษาศกัยภาพของสารพิโนสโตรบินและ
แพนดรูาทินเอบริสทุธ์ิท่ีสกดัไดจ้ากกระชายขาวในการตา้นเซลลม์ะเรง็ปอดชนิด NSCLC ทัง้แบบ 
wild type EGFR และ mutant EGFR ที่ไม่ตอบสนองต่อยาตา้น EGFR TKIs (29) เพื่อเพิ่มโอกาส
ในการพฒันาเป็นสารตา้นมะเรง็ปอดที่สามารถลดปัญหาภาวะดือ้ต่อการรกัษาดว้ยยากลุ่ม TKIs 
อย่างไรก็ตามหากตอ้งการพัฒนาสารดงักล่าวมาใชป้ระโยชนใ์นอุตสาหกรรมเภสชักรรมและยา
รกัษาโรคในทางการแพทย์จ าเป็นตอ้งแยกสารพิโนสโตรบินและแพนดูราทินเอให้บริสุทธ์ิเพื่อ
ควบคุมคุณภาพและก าหนดความเข้มข้นที่ เหมาะสมในการน าไปศึกษาต่อในสัตว์ทดลอง          
หรือมนุษย ์แต่ปัจจุบันยังไม่มีวิธีมาตรฐานในการแยกสารพิโนสโตรบินและแพนดูราทินเอจาก
กระชายและยงัมีรายงานการวิจยัในการแยกสารหลกัในกระชายทัง้ 2 ชนิดใหบ้รสิทุธ์ิไดพ้รอ้มกนั
อยู่นอ้ย 

ปัจจุบนัเทคนิคที่ใชใ้นการแยกสารส าคญัจากกระชายใหบ้ริสทุธ์ิที่ใชก้ันอย่างแพร่หลาย
นั้น คือ เทคนิคการแยกสารด้วยคอลัมน์ (Column Chromatography) ซึ่งมีเฟสอยู่กับที่ เป็น
ของแข็ งและเฟส เคลื่ อนที่ เป็ นของเหลว  เช่ น  silica gel column chromatography (30), 
Sephadex LH-20 column chromatography (31, 32), Flash Chromatography (15) แ ล ะ 
Preparative High-Performance Liquid Chromatography (33) เป็นต้น ซึ่งเทคนิคดังกล่าวมี
ความซบัซอ้นตอ้งผ่านกระบวนการหลายขัน้ตอนและใชเ้วลานาน (34) อีกทัง้ตวัอย่างของสารสกดั
สมนุไพรมีความหนืดสงูหรือเขม้ขน้มาก ปัญหาส่วนใหญ่ที่พบในการใชค้อลมันท์ี่เป็นของแข็ง คือ 
เกิดการอุดตันไดง้่ายและไม่สามารถลา้งท าความสะอาดไดห้มด จ าเป็นตอ้งเตรียมตัวอย่างให้
สะอาดก่อนการแยกสาร ดงันัน้เพื่อลดปัญหาการอดุตนัของคอลมัน ์อีกทัง้ลดเวลาที่ใชใ้นการแยก
สารใหส้ัน้ลง ในงานวิจยันีจ้ึงไดศ้ึกษาการแยกสารพิโนสโตรบินและแพนดรูาทินเอจากกระชายให้
บรสิทุธ์ิดว้ยเทคนิค Centrifugal Partition Chromatography (CPC) ซึง่เป็นเทคนิคในการแยกสาร
ผสมออกจากกนัโดยใชห้ลกัการ Liquid-Liquid Chromatography โดยมีเฟสอยู่กบัที่เป็นของเหลว 
สามารถแยกสารให้มีความบริสุทธ์ิสูงมากกว่า 90 เปอรเ์ซ็นต์ด้วยขั้นตอนเดียว ท าให้ใช้เวลา
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ด าเนินการสัน้ ลดปริมาณการใชต้วัท าละลายที่เป็นพิษ ท าให้ตน้ทุนต ่า ไดผ้ลผลิตในปริมาณสงู 
อีกทัง้ยงัเป็นขัน้ตอนที่ง่ายสามารถแกไ้ขปัญหาที่เกิดจากการเตรียมตวัอย่างที่ ยุ่งยากซบัซอ้นดว้ย
วิธีแบบดัง้เดิมได ้(35)  
 
ความมุ่งหมายของงานวิจัย  

ในการวิจยัครัง้นีผู้ว้ิจยัไดต้ัง้ความมุ่งหมายไวด้งันี ้
1. เพื่อศึกษาการสกัดสารสกัดขั้นต้น (crude extract) จากกระชายขาวด้วยเทคนิค    

อลัตราโซนิครว่มกบัตวัท าละลายและแยกสารพิโนสโตรบินและแพนดรูาทินเอจากสารสกดัหยาบ
ใหบ้รสิทุธ์ิดว้ยเทคนิค CPC 

2. ตรวจสอบความบรสิทุธ์ิของสารสกดัและพิสจูนเ์อกลกัษณข์องสารบรสิทุธ์ิท่ีแยกไดโ้ดย
ใช้ เท ค นิ ค  LC-MS/MS, LC-MS/MS QTOF (Liquid chromatography-quadrupole time-of-
flight mass spectrometry system) แ ล ะ 1HNMR (Proton Nuclear Magnetic Resonance 
Spectroscopy)  

3. ศึกษาฤทธ์ิตา้นอนมุลูอิสระดว้ยเทคนิค DPPH และศึกษาความเป็นพิษต่อเซลลม์ะเรง็
ปอด A549 และH1975 และเซลลป์อดปกติ MRC5 ของสารพิโนสโตรบินและแพนดรูาทินเอที่แยก
ไดจ้ากกระชายขาวดว้ยเทคนิค MTT 

4. เพื่อตรวจสอบกลไกที่เป็นสาเหตขุองความเป็นพิษต่อเซลลม์ะเรง็ปอดชนิดเซลล์ A549 
และ H1975 ดว้ยวิธี western blotting หลงัการทดสอบดว้ยสารสกดับรสิทุธ์ิจากการชายขาว  
 
ความส าคัญของการวิจัย 

งานวิจยันีไ้ดเ้ทคนิคใหม่ที่ใชใ้นการแยกสารพิโนสโตรบินและแพนดรูาทินเอจากกระชาย
ขาวใหบ้รสิทุธ์ิ รวมทัง้ไดข้อ้มลูของกลไกการยบัยัง้มะเรง็ปอดชนิด NSCLC ทัง้แบบ wild type และ 
mutant EGFR  ของสารสกดับริสทุธ์ิจากกระชายขาวซึ่งในปัจจบุนัยงัมีอยู่อย่างจ ากดั เพื่อน าสาร
ดงักลา่วไปพฒันาเป็นสารตา้นมะเรง็ปอด NSCLC ที่ดือ้ยาตา้น EGFR TKIs 
 
ขอบเขตของการวิจัย 

งานวิจยันีเ้ป็นงานวิจยัเชิงทดลองมุง่ศกึษาวิธีการสกดัและแยกสารพิโนสโตรบินและ  แพน
ดรูาทินเอจากกระชายขาวใหบ้ริสทุธ์ิ จากนัน้น าสารบริสทุธ์ิท่ีไดไ้ปศึกษาความเป็นพิษและกลไก
การยบัยัง้เซลลม์ะเรง็ปอด A549 และ H1975 โดยงานวิจยันีต้อ้งการศึกษาการสกดัหยาบของสา
รพิโนสโตรบินและแพนดูราทินเอจากกระชายขาวดว้ยเทคนิคอัลตราโซนิคร่วมกับตัวท าละลาย



  5 

ชนิดต่างๆและหาสภาวะที่เหมาะสมในการสกดัเพื่อใหไ้ดส้ารสกดัหยาบที่สามารถสกดั     สารพิ
โนสโตรบินและแพนดูราทินเอออกมาไดม้ากในขณะที่สกัดสารที่ไม่ต้องการออกมาน้อยที่สุด 
จากนั้นศึกษาการแยกสารพิโนสโตรบินและแพนดูราทินเอจากสารสกัดหยาบใหบ้ริสุทธ์ิโดยใช้
เทคนิค CPC และวิเคราะหค์วามบริสุทธ์ิของสารท่ีแยกไดด้ว้ยเทคนิค LC-MS/MS รวมทัง้ยืนยัน
ความถูกตอ้งของชนิดสารและตรวจสอบสารตกคา้งที่ไม่ตอ้งการดว้ย LC-MS/MS QTOF พิสจูน์
โครงสรา้งโมเลกลุของสารพิโนสโตรบินและแพนดรูาทินเอดว้ยเทคนิค NMR จากนัน้น าสารบรสิทุธ์ิ
ไปทดสอบฤทธ์ิตา้นอนมุลูอิสระดว้ยวิธี DPPH และทดสอบความเป็นพิษตอ่เซลลม์ะเรง็ปอด A549 
และ H1975 และเซลลป์กติ MRC5 ดว้ยเทคนิค MTT โดยน าสารที่เป็นพิษต่อเซลลม์ะเรง็ปอดมาก
แต่เป็นพิษกับเซลลป์กติน้อยไปศึกษาการเปลี่ยนแปลงการแสดงออกของโปรตีน EGFR, Akt, 
STAT3 และ AMPK ใน เซลล์ A549 และ H1975 ด้วยวิ ธี  western blotting ร่วมกับศึกษ า 
molecular docking เพื่ออธิบายกลไกการออกฤทธ์ิในระดบัโมเลกลุท่ีเก่ียวขอ้งกบัการยบัยัง้การสง่
สญัญาณภายในเซลล ์ 
 
ตัวแปรทีศ่ึกษา 

ตวัแปรท่ีศกึษาแบ่งออกเป็น 3 สว่น ดงันี ้
1. การศึกษาการสกัดและแยกสารพิโนสโตรบินและแพนดูราทินเอจากกระชายขาวให้

บรสิทุธ์ิ 
ตัวแปรอิสระ: สภาวะที่เหมาะสมในการแยกสารพิโนสโตรบินและแพนดูราทินเอจาก

กระชายขาวใหบ้รสิทุธ์ิ 
ตวัแปรตาม: ความบรสิทุธ์ิของสารพิโนสโตรบินและแพนดรูาทินเอที่สกดัได ้
2. การศกึษาฤทธ์ิทางชีวภาพของสารพิโนสโตรบินและแพนดรูาทินเอจากสารสกดับรสิทุธ์ิ

จากกระชายขาว 
ตวัแปรอิสระ: ความเขม้ขน้ของสารพิโนสโตรบินและแพนดูราทินเอบริสทุธ์ิจากกระชาย

ขาวท่ีมีฤทธ์ิทางชีวภาพ 
ตวัแปรตาม: 1) ฤทธ์ิตา้นอนมุลูอิสระ  2) ความเป็นพิษตอ่เซลลม์ะเรง็ปอด 
3. ศึกษากลไกที่เป็นสาเหตุของความเป็นพิษต่อเซลลม์ะเร็งปอดชนิดเซลล ์A549 และ 

H1975 
 ตวัแปรอิสระ: โปรตีนเปา้หมาย ไดแ้ก่ EGFR, Akt, STAT3 และ AMPK 
 ตวัแปรตาม: การแสดงออกของโปรตีนเปา้หมาย 
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กรอบแนวคิดงานวิจัย 
 

  
สมมตฐิานการวิจัย 

สารสกดับรสิทุธ์ิจากกระชายขาวมีฤทธ์ิตา้นเซลลม์ะเรง็ปอด A549 และ H1975 ผ่านกลไก
การยบัยัง้วิถีสญัญาณ EGFR,  Akt, STAT3 และกระตุน้วิถีสญัญาณ AMPK  
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บทที ่2 
ทบทวนวรรณกรรม  

 
2.1 โรคมะเร็งปอด 

มะเร็งปอดเป็นมะเร็งชนิดหนึ่งที่เซลลข์องเนือ้เยื่อปอดเกิดการแบ่งตัวมากผิดปกติอย่าง
รวดเรว็โดยไม่สามารถควบคมุไดท้ าใหเ้กิดเป็นกลุ่มกอ้นของเซลลข์นาดใหญ่ และสามารถลกุลาม
และแพร่กระจายไปยังเนื ้อเยื่อที่อยู่ห่างไกล (metastatic growth) โดยเฉพาะระบบเลือดและ
น า้เหลือง ซึ่งโรคมะเร็งปอดเป็นมะเร็งชนิดที่พบบ่อยและมีอัตราผูเ้สียชีวิตมากที่สุดในโลกเม่ือ
เทียบกบัโรคมะเรง็ชนิดอื่น(12) จากขอ้มลูสถิติจากสถาบนัวิจยัมะเรง็นานาชาติ องคก์ารอนามยั
โลก  (GLOBOCAN)ใน ปี  ค .ศ . 2022 ซึ่ งถูกส ารวจโดยองค์ก รวิจัย โรคมะเร็งนานาชาติ 
(International Agency for Research on Cancer หรือ IARC) พบว่ามีผู้ป่วยมะเร็งรายใหม่
ประมาณ 20 ลา้นคน ซึ่งมะเร็งปอดถูกพบผูป่้วยมะเรง็รายใหม่มากที่สดุถึง 2.5 ลา้นคนต่อปี คิด
เป็น 12.4% ของผู้ป่วยใหม่ทั้งหมด ตามด้วยมะเร็งเต้านม (11.6%) มะเร็งล าไส้ใหญ่ (9.6%) 
มะเร็งต่อมลูกหมาก (7.3%) และมะเร็งกระเพาะอาหาร (4.9%) นอกจากนีม้ะเร็งปอดยังเป็น
สาเหตุหลกัของการเสียชีวิตจากมะเร็งมากที่สดุในโลก มีผูเ้สียชีวิต1.8 ลา้นคน หรือ 18.7% ของ
การเสียชีวิตจากมะเรง็ทัง้หมด ตามดว้ยมะเรง็ล าไสใ้หญ่ (9.3%) มะเรง็ตบั (7.8%) มะเรง็เตา้นม 
(6.9%) และมะเรง็กระเพาะอาหาร (6.8%) (3) ดงัแสดงในภาพประกอบ 2 

 
ภาพประกอบ 1 กายวิภาคศาสตร ์(anatomy) ของปอดและระบบทางเดินหายใจ 

ที่มา:(36) 
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ภาพประกอบ 2 แสดงภาพรวมของจ านวนผูป่้วยมะเรง็รายใหม่และผูเ้สียชีวิตดว้ยโรคมะเรง็ 10 
อนัดบัแรกจากผลส ารวจ 185 ประเทศทั่วโลก ประจ าปี 2022  

ที่มา: (3) 

2.1.1 ชนิดของมะเร็งปอด  
องคก์ารอนามยัโลกไดแ้บ่งมะเรง็ปอดตามผลทางพยาธิวิทยาเป็น 2 ชนิดใหญ่ คือ  

2.1.1.1 มะเร็งปอดชนิดเซลลเ์ล็ก (small cell lung cancer) พบประมาณ 15-20 % 
จะเจริญเติบโตเร็วและแพร่กระจายอย่างรวดเร็ว เม่ือตรวจพบโรคมักลุกลามเขา้ต่อมน า้เหลือง 
และแพรก่ระจายเขา้สูก่ระแสเลือดแลว้จงึท าใหผู้ป่้วยเสียชีวิตไดอ้ย่างรวดเรว็ ประกอบไปดว้ยเซลล์
ขนาดเล็ก ซึ่งเกิดจากเซลล ์neuroendocrine cell ที่สามารถสรา้งฮอรโ์มนและสารเคมีต่างๆ ได้
หลายชนิด 

2.1.1.2 มะเร็งปอดชนิดเซลล์ไม่เล็ก (non-small cell lung cancer; NSCLC) เป็น
มะเรง็ปอดชนิดที่เกิดจากเซลลเ์ยื่อบุผิวของหลอดลมในปอดส่วนกลางจนถึงปลายของถงุลม พบ
ได ้80-85 % ของมะเรง็ปอดทัง้หมด ซึ่งมะเรง็ปอดชนิด NSCLC แบ่งย่อยไดอ้อกเป็น 4 ก ลุ่ ม   คื 
อ  

1) adenocarcinoma (พบได ้50% ของ NSCLC ทั้งหมด) (37) เป็นมะเร็ง
ปอดที่เซลลมี์การจัดเรียงตวัเป็น gland หรือมีการสรา้งสาร mucin ต าแหน่งที่เกิดกอ้นมะเร็งพบ
บ่อยที่สุด บริเวณชายปอด ภาพถ่ายรงัสีทรวงอกมักพบกอ้นบริเวณตรงชายปอดเป็นส่วนใหญ่ 
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adenocarcinoma เป็นชนิดของเซลล์ที่พบได้บ่อยที่สุดของ NSCLC โดยเฉพาะในกลุ่มผู้ป่วย
มะเรง็ปอด เพศหญิงที่ไม่สบูบหุรี่ (7) 

2) squamous cell carcinoma (พบได ้20%-30% ของ NSCLC ทัง้หมด) เป็น
มะเร็งเยื่อบุผิวของหลอดลมที่มี  intercellular bridge และมีการสรา้ง keratin มะเร็งชนิดนีมี้
ความสมัพนัธก์บัการสบูบหุรี่เป็นอย่างมาก ตา่แหน่งที่เกิดกอ้นมะเรง็พบบ่อยที่สดุบรเิวณหลอดลม
ส่วนตน้ ภาพถ่ายรงัสีทรวงอก (CXR) มกัพบกอ้นบริเวณตรงกลางทรวงอกกอ้นมะเรง็มีทัง้แบบที่
ยื่นเป็นกอ้นเขา้ไปอดุตนัท่อหลอดลม และแบบที่ลงลกึขยายเขา้ไปในเนือ้เย่ือรอบขา้งเนือ้มะเรง็มกั
มีสีขาวและอาจปนดว้ยสีด าของ carbon pigment 

3) large cell carcinoma (พบได ้2%-5%ของ NSCLC ทัง้หมด) เป็นเซลลม์ะเรง็
ที่มีขนาดใหญ่และไม่มีพฒันารูปร่างไปเหมือนกับเซลลช์นิดอื่น การเกิดมะเร็งสมัพนัธก์บัการสบู
บุหรี่ ต  ่าแหน่งที่เกิดกอ้นมะเร็งพบที่ส่วนกลางหรือบริเวณชายปอด  และมักลุกลามไปยังเยื่อหุม้
ปอด ผนงัหนา้อกและรอบขา้ง ตวักอ้นมะเรง็มีสีขาวปนชมพแูละพบเนือ้เย่ือตายตรงสว่นกลางกอ้น
ไดบ้อ่ย 

4) adenosquamous carcinoma เป็นเซลลม์ะเร็งที่มีลักษณะก ่ากึ่งระหว่าง 
adenocarcinoma และ squamous cell carcinoma การยอ้มพบการติดสีเขา้ไดก้บัมะเรง็ทัง้สอง
ชนิด (38-40) 

 

Adenocarcinoma Squamous cell carcinoma Large cell carcinoma 

   
 

ภาพประกอบ 3 มะเรง็ปอดชนิด NSCLC 

ที่มา: (41) 
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2.1.2 ตัวบ่งชีท้างชีวภาพหรับโรคมะเร็งปอด 
Adenocarcinoma เป็นชนิดของเซลล์มะเร็งที่พบได้บ่อยที่สุดของ NSCLC โดย

ส่วนมากในกลุ่มผู้ป่วยมะเร็งปอดที่ไม่สูบบุหรี่ ส  าหรบัตัวบ่งชีท้างชีวภาพของโรคมะเร็งปอด 
ปัจจบุนัมีการศกึษาเป้าหมายทางชีวภาพ (biomarker) หลากหลายที่แน่ชดัส าหรบัโรคมะเรง็ปอด
ชนิด NSCLC ซึ่งแบ่งออกไดเ้ป็น predictive biomarker ที่ใชท้  านายประสิทธิภาพในการรกัษา
และ prognostic biomarker ที่แสดงความกา้วรา้วของโรคมะเรง็ (tumor aggressiveness) ซึ่งใช้
ในการท านายระยะเวลาการรอดชีวิตของผูป่้วย ในปัจจุบันการกลายพันธุ์ที่พบบ่อย คือ 1.การ
กลายพนัธุข์อง EGFR (EGFR mutation) ถกูพบไดพ้บอบุตัิการณใ์นคนผิวขาวประมาณ 10- 20% 
แต่ในคนเอเชียพบไดม้ากขึน้เป็น 30-50% ส่วนใหญ่พบในผูห้ญิงที่ไม่สบูบหุรี่หรือเลิกบหุรี่มานาน
มากกว่า 10 ปีขึน้ไป 2. การกลายพนัธุข์อง KRAS พบประมาณ 25-35% 3. การเรียงตวัที่ผิดปกติ
ของ ALK (ALK rearrangement) พบประมาณ  4-7% 4. การกลายพันธุ์ของ BRAF (BRAF 
mutation) พบประมาณ 1-3% 5. การเรียงตัวที่ผิดปกติของ ROS-1 (ROS-1 fusion gene) พบ
ประมาณ 1-2% 6. การกลายพนัธุอ์ื่น ๆ ซึ่งพบนอ้ยมาก เช่น NTRK-fusion gene, MET exon 14 
skipping, RET-fusion gene, HER2 mutation เป็นตน้ (42)  

จากรายงานการศกึษาถึงการเปลี่ยนแปลงทางพนัธุกรรมของผูป่้วยโรคมะเรง็ปอดใน
คนไทย ซึง่อาจจะมีขอ้มลูแตกตา่งกนัในแตล่ะประเทศและผลจากการศกึษานีจ้ะน าไปสูก่ารพฒันา
ยาและผลิตยาโดยคนไทยเพื่ อคนไทย ซึ่งจากผลการศึกษาวิจัยทั้งหมดโดยการท า Next 
generation sequencing ทั้งใน FFPE และใน Fresh frozen tumor tissue โดยทางทีมผู้วิจัยได้
ศึกษาเฉพาะยีนกลายพันธุท์ี่ตรวจเจอไดบ้่อยในผูป่้วยมะเร็งปอด 159 ราย (178 samples) พบ 
EGFR mutation 54.7%, BRAF mutation 10.1%, KRAS mutation 28.3%, MET exon14 slice 
site 8.8%, AKT mutation 4.4%, ROS1 mutation 1.9%, PIK3CA mutation 0.63% และได้พบ
ผูป่้วยที่มียีนกลายพนัธุม์ากกวา่ 1 ยีน อีก 37 ราย (23%)(43) 

 
2.1.3 Epidermal growth factor receptor (EGFR)  

EGFR เป็น receptor ในตระกูล Receptor Tyrosine Protein Kinase (RTK) เม่ือมี
การกระตุน้การท างานโดย growth factor ที่ส  าคญั 2 ชนิด คือ EGF และ TGFα ผ่าน EGFR ที่อยู่
ผิวเซลล ์จะท าใหมี้การส่งสัญญาณลงมาภายในเซลล์มากกว่าปกติซึ่งมีผลต่อการควบคุมการ
เจริญเติบโต (cell growth), การแบ่งตวัและพฒันาการของเซลล ์(differentiation), การเปลี่ยนรูป 
(transformation), การสรา้งหลอดเลือดใหม่ (angiogenesis), การเคลื่อนที่ (migration) และการ
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อยู่รอด (survival) มะเรง็ปอดท่ีมีการกลายพนัธุข์อง EGFR จึงมีกระบวนการเหลา่นีเ้พิ่มขึน้สงูมาก 
ท าใหเ้ซลลเ์ติบโต แพรก่ระจาย และดือ้ต่อยาเคมีบ าบดัและการฉายรงัสี 

EGFR เป็นการกลายพนัธุข์องยีนที่พบไดบ้่อยในโรคมะเรง็ปอด โดยพบว่าในมะเร็ง
ปอดชนิด NSCLC มีจ านวน EGFR ที่เพิ่มมากกว่าเซลลป์อดปกติ (EGFR overexpression) หรือ
พบ EGFR ที่กลายพนัธุ ์ชนิด EGFR mutation ที่พบไดบ้่อยคือ การขาดหายไปของเบสที่ต  าแหน่ง 
exon 19 (Exon19del) ซึ่งพบได้ถึงร้อยละ  45 ในผู้ป่วยที่ มี  EGFR mutation และการแทนที่
ต  าแหน่งกรดอะมิโนล าดบัที่ 858 ของ exon 21 (L858R) ซึ่งพบไดร้อ้ยละ 40 -45 (44-46) ดงันัน้
การศึกษากลไกการท างานของ EGFR จึงมีความส าคญัเพื่อน ามาใชใ้นการพฒันายาที่ใชใ้นการ
รกัษาหรือก าหนดเปา้หมายในการรกัษามะเรง็ปอด NSCLC ไดอ้ย่างมีประสิทธิภาพ 

 

ภาพประกอบ 4 การกลายพนัธุข์อง EGFR 

ที่มา: (46) 

2.1.3.1 โครงสรา้งของ EGFR 
Epidermal growth factor receptor (EGFR) ประกอบดว้ยสายโปรตีนโพลีเปป

ไทดจ์ านวน 1186 กรดอะมิโนเรียงต่อกัน มีขนาด 170 KDalton EGFR เป็น transmembrane 
receptor tyrosine kinase ที่แสดงออกในเยื่อบุผิวปกติ , mesenchamal และเนือ้เยื่อระบบ
ประสาท โดย EGFR เป็น receptor ในกลุ่ม erbB ประกอบดว้ยตวัรบั 4 ชนิด ไดแ้ก่ erbB1 หรือ
HER-1, erbB2 หรือ HER-2, erbB3 หรือ HER3 และ erbB4 หรือ HER4 โดยส่วนที่อยู่นอกเซลล์
ของตัวรบัชนิดนีป้ระกอบดว้ยกรดอะมิโนซิสเตอีน ซึ่งสามารถจับกับลิแกนดไ์ดห้ลายชนิด เช่น 
epidermal growth factor, transforming growth factor alpha, heparin -binding EGF, 
amphiregulin, betacellulin, และ neuregulin G2b เป็นตน้ โครงสรา้งของ EGFR ประกอบดว้ย 3 
สว่นหลกั คือ (1) สว่นที่ยื่นออกนอกเซลล ์(extracellular ligand binding domain)ท าหนา้ที่จบักบั
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ลิแกนด ์(ligand) อย่างจ าเพาะเจาะจง (2) α-helix transmembrane domain ท าหนา้ที่รกัษา
เสถียรภาพของกระบวนการเขา้คู่กันและ (3) ส่วนที่อยู่ภายในเซลล ์(intracellular domain with 
tyrosine kinase activity) สว่นนีเ้ป็นบรเิวณที่มีการเกิดปฏิกิรยิาเติมหมู่ฟอสเฟต โดยการท าหนา้ที่
ของเอนไซม ์tyrosine kinase ในตวัรบั (47)  
 

 
 

ภาพประกอบ 5 โครงสรา้งของ EGFR และกลไก Dimerization 

ที่มา: (48) 

2.1.3.2 การกลายพนัธุข์องยีน EGFR ชนิดทตุิยภมูิแบบ T790M    
 การกลายพนัธุข์องยีน EGFR ชนิดทตุิยภมูิแบบ T790M เกิดจากการกลายพนัธุท์ี่

ต  าแหน่ง exon 20 ของยีน EGFR โดยมีการเปลี่ยนของกรดอะมิโนทรีโอนีน (threonine) เป็นเมท
ไธโอนีน (methionine) ที่ต  าแหน่งของกรดอะมิโนล าดับที่ 790 หรือที่เรียกว่าการกลายพันธุแ์บบ 
T790M (T790M mutation) โดยต าแหน่งนี ้เป็นบริเวณที่จับกับอะดีโนซีนไตรฟอสเฟต (ATP-
binding pocket) เม่ือมีการกลายพนัธุจ์ะท าใหต้วัรบั EGFR สามารถจบักบัอะดีโนซีนไตรฟอสเฟต
ไดด้ีขึน้ และลดประสิทธิภาพของยาตา้น EGFR-TKI รุน่ที่หนึ่งและรุน่ที่สอง (13, 49) 

2.1.3.3 Cell lines ที่มีการกลายพนัธุข์องยีนชนิดต่างๆ     
ในการพฒันายารกัษามะเรง็ปอดจ าเป็นตอ้งมีการทดสอบฤทธ์ิในหลอดทดลอง

ซึง่ Cell line ที่ใชใ้นการทดสอบโรคมะเรง็ปอดที่เกิดการกลายพนัธุช์นิดต่างๆ มีดงันี ้
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ตาราง 1 แสดง cell line ชนิดต่างๆ 

ชนิดเซลล ์ ชนิดของมะเร็งปอด 
ต าแหน่งการกลายพันธุ ์

EGFR 
การกลายพันธุ์
ต าแหน่งอ่ืน 

A549 Adenocarcinoma 
Wild-type EGFR, 

KRAS mutations (codon 12) 
- 

H226 Squamous carcinoma Wild- type - 
PC-9 Adenocarcinoma Del 19 - 

PC9/AB2 Adenocarcinoma Del 19 ETM 
PC9/ZD Adenocarcinoma Del 19 T790M 
H1975 Adenocarcinoma L858R T790M 

HCC827 Adenocarcinoma Del 19 - 
H3255 Adenocarcinoma L858R - 

ที่มา: (50) 

2.1.4 ระยะของโรคมะเร็งปอด 
ระยะของโรคมะเรง็ปอดชนิดเซลลไ์ม่เล็กสามารถแบ่งไดเ้ป็น 4 ระยะตาม American 

Joint Committee on Cancer (AJCC) 8th edition ซึง่ประเมินจากขนาดและขอบเขตของกอ้น การ
กระจายไปที่ต่อมน า้เหลืองใกลเ้คียง และการแพรก่ระจายไปอวยัวะอื่นโดยในแต่ละระยะจะมีการ
พยากรณโ์รคที่แตกต่างกัน ซึ่งในมะเร็งปอดระยะแพร่กระจายจะมีพยากรณโ์รคที่แย่ที่สดุ โดยมี
อตัราการรอดชีวิตที่ 5 ปีอยู่ที่นอ้ยกว่ารอ้ยละ 10 การแบ่งระยะมะเรง็ปอดชนิด NSCLC มี 4 ระยะ 
ดงันี ้

ระยะที่ 1 กอ้นมะเรง็มีขนาดเสน้ผ่าศนูยก์ลางนอ้ยกว่าหรือเท่ากบั 5 เซนติเมตรและ
ยงัไม่แพรก่าระจายไปยงัตอ่มน า้เหลือง 

ระยะที่ 2 กอ้นมะเร็งมีขนาดใหญ่กว่า 5 เซนติเมตร มีการลกุลามไปยงัเยื่อหุม้ปอด
ชัน้นอกและผนงัหนา้อก หรือมีการแพรก่าระจายไปยงัตอ่มน า้เหลืองที่อยู่ใกล้ๆ กบักอ้นมะเรง็ 

ระยะที่ 3 กอ้นมะเร็งมีขนาดใหญ่ขึน้ มีการลุกลามไปยังอวัยวะที่อยู่ขา้งเคียงและ
แพรก่ระจายไปที่ปอดกลีบอื่นๆในขา้งเดียวกนัหรือมีการแพร่กระจายไปยงัต่อมน า้เหลืองที่กลาง
ช่องอก หรือไกลออกไปจากช่องอกขา้งนัน้ๆ 



  14 

ระยะที่ 4 มะเรง็ที่กระจายออกนอกช่องอกไปยงัที่ไกลจดุเริ่มตน้และมะเรง็ที่กระจาย
ไปที่เยื่อหุม้ปอดหรือกระจายไปที่อวยัอื่นๆ เช่น ต่อมน า้เหลืองที่คอ ตบั กระดกู ต่อมหมวกไตและ
สมอง เป็นตน้ (51) 

 
2.2 วิถกีารส่งสัญญาณทีเ่กี่ยวข้องกับการเกิดมะเร็งปอด 

วิถีการส่งสัญญาณเขา้สู่เซลล  ์(cellular signal transduction) คือ กระบวนการที่เซลล์
ไดร้บัปัจจยัการกระตุน้จากภายนอกแลว้ส่งทอดสญัญาณนัน้ผ่านการท างานของโมเลกุล หลาย
ชนิดภายในเซลล์น าไปสู่การตอบสนองของเซลล์ เช่น การแบ่งตัวเพิ่มจ านวนของเซลล์(cell 
proliferation) การเจริญเติบโตของเซลล  ์(cell growth) การเคลื่อนที่ (migration) การอยู่รอดของ
เซลล์ (cellsurvival) การตายของ เซลล์ (cell death) และเมแทบอลิซึม เป็นต้น กระบวนการ 
ถ่ายทอดสัญญาณของเซลลใ์นภาวะปกติจะด าเนินไปอย่างเหมาะสมภายใตก้ารท างานของ
โมเลกุลส่งสญัญาณและโมเลกุลควบคุมจ านวนมาก ดังนัน้หากเกิดความผิดปกติในการท างาน 
เช่น โมเลกลุเหลา่นีท้  างานมากเกินไปหรอืสญูเสียโครงสรา้งและหนา้ที่ เป็นตน้ ผลลพัธท์ี่ตามมาจะ
น าไปสูก่ารเกิดโรคตา่งๆไดร้วมถึงโรคมะเรง็  

วิถีการส่งสัญญาณภายในเซลล์ที่ส  าคัญกระบวนการหนึ่ง คือ กระบวนการเติมหมู่
ฟ อ ส เฟ ต  (phosphorylation) แ ล ะส ล า ย ห มู่ ฟ อ ส เฟ ต บ น โม เล กุ ล ข อ ง โป รตี น อ อ ก
(dephosphorylation) ซึ่งกระบวนการเติมหมู่ฟอสเฟตเป็นกลไกควบคุมการท างานของเซลล์ที่
ส  าคัญโดยเอนไซม์และตัวรับต่างๆมักถูกกระตุ้นหรือหยุดการท างานของโปรตีน(activated/ 
deactivated) ซึ่งเอนไซม์ที่ ท  าหน้าที่ เติมหมู่ฟอสเฟตและเอาหมู่ฟอสเฟตออก คือ ไคเนส 
(kinases) และ เอนไซมฟ์อสฟาเตส (phosphatase) ตามล าดบั ซึ่งประมาณ 1 ใน 3 ของโปรตีน
ทั้งหมดในร่างกายมนุษยม์นุษยถ์ูกควบคุมการท างานในกระบวนการนี ้โดยเอนไซมไ์คเนสจะ
น าเอาหมู่          γ-phosphate จาก adenosine triphosphate (ATP) เติมให้โปรตีนที่ต  าแหน่ง
จ าเพาะ ไดแ้ก่ serine/threonine และ tyrosine โปรตีนไคเนสจึงแบ่งออกเป็นกลุ่มตามต าแหน่ง
ของกรดอะมิ โนที่ ถูก เติมหมู่ฟอสเฟตว่า  serine/threoninekinase และ tyrosinekinase ซึ่ ง
Tyrosine kinases โดยเฉพาะพวก receptor tyrosine kinases (RTKs) มีบทบาทต่อวิ ถีส่ ง
สัญญาณภายในเซลลใ์นแง่ของการเป็นตัวรบัสัญญาณการกระตุ้นจากสิ่งกระตุ้นต่างๆ และ
ถ่ายทอดสัญญาณต่อไปยังโปรตีนอื่นๆ ส่วน STKs มีความส าคัญในการควบคุมการถ่ายทอด
สัญญาณภายในเซลล์ ซึ่งท าหน้าที่รับสัญญาณจาก RTKs ส่งสัญญาณต่อไปยังนิวเคลียส 
เนื่องจาก RTKs และ STKs ที่ท  างานผิดปกติสามารถส่งผลใหเ้กิดโรคมะเร็งปอดได ้ดงันัน้ความ
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ผิดปกติของโปรตีนไคเนสเหล่านีจ้ึงเป็นเป้าหมายท่ีส าคญัในการออกฤทธ์ิของยารกัษามะเรง็ปอด
และซึง่วิถีในการสง่ผ่านสญัญาณของเซลลท์ี่ส  าคญัในมะเรง็ปอด มีดงันี ้(52)    

 
2.2.1 วิถีการส่งสัญญาณของ EGFR (Epidermal growth factor receptor cell 

proliferation signaling pathways) 
การส่งสัญญาณของ EGFR เริ่มจากเม่ือมีลิแกนด์จับกับ EGFR ที่ extracellular 

ligand binding region ท าให ้receptor เกิดการเปลี่ยนแปลงโครงสรา้งและเกิดการเขา้คู่กันของ
ตั ว รับ  EGFR (homodimerization) ไป ก ระตุ้น  tyrosine kinase จากนั้ น เกิ ดก ระบวนการ 
phosphorylation แบบอัตโนมัติที่ต  าแหน่ง tyrosine kinase domain ที่อยู่ภายในเซลล์โดยใน
กระบวนการนีจ้ะมีโปรตีนตวัเช่ือมต่อ (adaptor proteins) ไดแ้ก่ SHC และ Grb2 เช่ือมสญัญาณ
ไปสูว่ิถีเปา้หมายที่อยู่ภายใตก้ารควบคมุของ EGFR วิถีที่มีการศกึษากนัอย่างแพรห่ลายและทราบ
ถึงบทบาทที่ เก่ียวข้องกับการท างานของเซลล์ค่อนข้างแน่ชัดแล้วได้แก่ Ras/Raf/MEK/ERK, 
PI3K/AKT และ STAT3 โดยทัง้สามวิถีนีมี้ผลกระตุน้การแบง่ตวัของเซลลแ์บบไมโตซิสท าใหเ้ซลลมี์
การเจริญเติบโตและเพิ่มจ านวน กระตุน้การสรา้งหลอดเลือดใหม่กระตุน้การเคลื่อนที่ และยบัยัง้
กระบวนการตายของเซลลแ์บบ apoptosis (52)    

 
ภาพประกอบ 6 กลไกการสง่สญัญาณและผลการกระตุน้ EGFR 

ที่มา: (53) 
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2.2.2 วิถกีารส่งสัญญาณของ Akt 
AKT หรือโปรตีนไคเนส B เป็นโปรตีนชนิดหนึ่งในกลุม่ STKs โดยเป็นตวักลางส าคญั

ในวิถีส่งสญัญาณของเซลลท์ี่ควบคุมการเจริญเติบโต การรอดชีวิต การแบ่งเซลล ์กระบวนการ           
เมแทบอลิซมึของกลโูคส การสรา้งโปรตีนและความเสถียรของจีโนม นอกเหนือจากบทบาทหนา้ที่
ในกระบวนการท างานปกติของรา่งกายแลว้ AKT ยงัมีบทบาทเก่ียวขอ้งกบัการเกิดและการพฒันา
ของมะเร็งด้วยในมนุษย์ AKT มี 3 ชนิดย่อยได้แก่ AKT1, AKT2 และ AKT3 ซึ่งมีโครงสร้าง
คล้ายคลึงกันถูกสรา้งมาจากยีนที่อยู่บนโครโมโซมต่างกันแต่มีต าแหน่งที่สามารถถูกเติมหมู่
ฟอสเฟตของ Akt ทัง้ 3 ชนิดใกลเ้คียงกัน โดย AKT1 มีหนา้ที่ส  าคญัเก่ียวขอ้งกบัการเจริญเติบโต
และการแบ่งเซลล  ์AKT2 เก่ียวขอ้งกับพลังงานและการเมแทบอลิซึมของเซลล ์ส่วน  AKT3 เป็น
ชนิดที่ไดร้บัการศึกษาน้อย เช่ือว่าเก่ียวขอ้งกับการพัฒนาของสมองและการเจริญเติบโตของ
เซลลม์ะเร็งสมอง โครงสรา้งของ AKT ประกอบดว้ย (1) pleckstrin homology (PH) domain ซึ่ง
อยู่ทางด้านปลาย N ท าหน้าที่ในการจับของ AKT กับฟอสโฟลิปิดที่ เซลล์เมมเบรน (2) ส่วน 
catalytic domain ท าหนา้ที่เป็น kinase domain มีต าแหน่งของกรดอะมิโนทรโีอนีน ซึง่เมื่อถกูเติม
หมู่ฟอสเฟตจะท าใหก้ลายเป็น AKT ที่อยู่ในสภาพพรอ้มท างาน (3) ส่วน regulatory domain ซึ่ง
อยู่ทางดา้นปลาย C ในสว่นนีมี้ต าแหน่งของกรดอะมิโนซีรีน ซึ่งจ าเป็นส าหรบักระบวนการเติมหมู่
ฟอสเฟตและการกระตุน้การท างานของ AKT 

 

 
 

ภาพประกอบ 7 โครงสรา้งของโปรตีน Akt  

ที่มา: (54) 
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กลไกการกระตุน้และการควบคมุการท างานของวิถี Akt เริ่มจากตวักระตุน้ที่จ  าเพาะ 
(specific ligand) ซึ่งไดแ้ก่ growth factor, สารไซโตไคน ์และฮอรโ์มนจับกับ receptor tyrosine 
kinase บนผิวเซลลแ์ลว้ท าใหเ้กิดการจบัคู่และเติมหมู่ฟอสเฟตที่ต  าแหน่งกรดอะมิโนไทโรซีน ของ 
receptor ส่งผลใหเ้กิด การกระตุน้ kinase domain ของ RTK ซึ่งจะท าการเติมหมู่ฟอสเฟตใหก้บั 
phosphatidylinositol 3-kinase (PI3K)อย่างไรก็ตาม มีรายงานการศึกษาที่พบว่า PI3K สามารถ
ถกูกระตุน้ใหท้  างานไดโ้ดยไม่ผ่านทางการกระตุน้ตวัรบัที่เยื่อหุม้เซลลด์ว้ย เช่น ในเซลลท์ี่มีโปรตีน 
Ras ท างานอยู่ตลอดเวลา เป็นตน้ โปรตีน PI3K เป็นโมเลกุลที่จัดอยู่ในกลุ่มลิปิดไคเนส จ าแนก
ตามโครงสรา้งไดเ้ป็น 4 ชนิดไดแ้ก่ PI3K class IA, IB, II และ III แต่ชนิดที่พบว่ามีความส าคญัใน
การควบคมุการเจรญิ เติบโต เมแทบอลิซมึ และการรอดชีวิตของเซลลค์ือ class IA 

จากนัน้ PI3K จะถกูดึงมาที่พลาสมาเมมเบรนผ่านการจบัระหว่าง SH2 domain บน 
adaptor subunit ของ PI3K กบั receptor บรเิวณกรดอะมิโนไทโรซีนที่ถกูเติมหมู่ฟอสเฟตน าไปสู่
การกระตุน้การท างานของ PI3K โดยไปเติมหมู่ฟอสเฟตใหก้บั PIP2 กลายเป็น PIP3 ซึ่ง PIP3 ท า
หนา้ที่เป็นสารสื่อสญัญาณตวัที่สองในการส่งสญัญาณภายในเซลล์ โดย PIP3 จะดึง Akt มายัง
พลาสมาเมมเบรนผ่านทาง PH domain จากนั้น Akt จะถูกกระตุน้โดยการเติมหมู่ฟอสเฟตสอง
ต าแหน่งคือ ทรีโอนีน  308 (T308) ของ kinase domain และ เซอรีน  473 (S473) ของบริเวณ 
regulatory domain การเติมฟอสเฟตที่ต  าแหน่งแรกเกิดขึน้โดยใชเ้อนไซมช่ื์อ phosphoinositide-
dependent protein kinase 1 (PDK1) และเอนไซม ์mammalian target of rapamycin kinase ที่ 
อยู่ในรูปของ mTORC2 complex จะมาเติมหมู่ฟอสเฟตใหก้บั Akt ที่ต  าแหน่งกรดอะมิโนซีรีน เม่ือ
ถูกเติมหมู่ฟอสเฟตแลว้ Akt จะอยู่ในสภาพที่พรอ้มท างาน โดยมันสามารถไปเติมหมู่ฟอสเฟต 
ให้กับโปรตีนเป้าหมายต่อไป  ดังนั้นการพัฒนายาที่มีความจ าเพาะและมีเป้าหมายไปยับยั้ง
โมเลกลุหลกัที่ท  างานในวิถี Akt จงึเป็นที่สนใจในการประยกุตใ์ชเ้พื่อการรกัษาโรคมะเรง็(54) 
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ภาพประกอบ 8 กลไกการกระตุน้วิถี PI3K/Akt ที่น  าไปสูก่ารอยู่รอดของเซลลแ์ละการควบคมุการ
กระตุน้ของวิถีนีโ้ดย PTEN, SHIP และ PHPLP 

ที่มา: (55) 

2.2.3 วิถกีารส่งสัญญาณของ STAT3 
STAT3 (Signal Transducer and Activator of Transcription 3)เป็นสมาชิกของ

ตระกูล transcription factor เป็นโปรตีนที่ท  าหนา้ที่เป็นตัวถ่ายทอดสญัญาณและตวักระตุน้การ
ถอดรหัสซึ่งมีบทบาทส าคัญในกระบวนการต่างๆ ของเซลล ์ซึ่งหากการท างานของ STAT3 ถูก
กระตุน้อย่างไม่เหมาะสมท าใหเ้กิดการกระตุน้การเจริญเติบโตของเซลลม์ะเร็ง การรอดชีวิตของ
เซลล ์และการยบัยัง้การท างานของระบบภมูิคุม้กนั จากการศึกษาพบว่า STAT3 สามารถสง่เสริม
การแสดงออกของยีนที่เก่ียวขอ้งกบัการสรา้งหลอดเลือดใหม่ (angiogenesis) และการหลีกเลี่ยง
การตายของเซลล ์(apoptosis resistance) เช่น Bcl-2, Bcl-xL, และ VEGF(10) 

กลไกการกระตุน้และการควบคมุการท างานของวิถี STAT3 ในมะเร็งปอดเก่ียวขอ้ง
กบัหลายปัจจยัและสญัญาณชีวภาพที่ส  าคญั ซึ่งการกระตุน้วิถี STAT3 เริ่มจากการที่ตวัรบับนผิว
เซลล์ เช่น  receptor tyrosine kinases หรือ cytokine receptors (เช่น  IL-6  receptor) จับกับ 
ligand ที่เหมาะสม เช่น growth factors หรือ cytokines ซึ่งท าใหเ้กิดการเปลี่ยนแปลงโครงสรา้ง
ของตวัรบันัน้ๆ หลงัจากตวัรบัจบักบั ligand แลว้ จะเกิดการฟอสโฟรีเลชนัของ tyrosine residues 
บนตวัรบั ท าใหเ้กิดการเรียกหาและผกูกบัโปรตีน JAK (Janus kinase) ซึ่งจะฟอสโฟรีเลต STAT3 
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ที่ อยู่ ใกล้ เคี ย ง  หลังจากที่  STAT3 ถูกฟอสโฟ รี เลตที่  tyrosine residue แล้วจะจับคู่ กัน 
(dimerization) และย้ายเข้าสู่นิวเคลียสเพื่ อท าหน้าที่ เป็น transcription factor  โดยจับกับ 
histone acetyl transferase (HAT) และ histone deacetylase (HDAC) และไปจับกับดีเอ็นเอ
ต าแหน่ง interferon-stimulated response element (ISRE) มียีนเป้าหมายที่ท  าหน้าที่เก่ียวกับ

การเจริญเติบโตและการรอดชีวิตของเซลล์ ได้แก่ c-Myc, bcl-2, bcl-xl, p21,VEGF, HIF-α, 
Cyclin D1, Cyclin B และ MMP-2, -7, -9 (56, 57) 

 

ภาพประกอบ 9 กลไกการกระตุน้วิถีการสง่สญัญาณของ STAT3 

ที่มา: (57) 

หลายงานวิจัยแสดงว่า STAT3 มีบทบาทในการดือ้ยา โดยเฉพาะในเซลลม์ะเร็ง สาเหตุ
และกลไกของการดือ้ยาที่เก่ียวขอ้งกบั STAT3 มีดงันี ้

1. การกระตุ้นการส่งสัญญาณการอยู่รอดของเซลล์ โดย STAT3 สามารถกระตุน้การ
แสดงออกของยีนที่เก่ียวขอ้งกับการอยู่รอดของเซลล ์เช่น BCL-2 และ MCL-1 ท าใหเ้ซลลม์ะเร็ง
สามารถหลีกเลี่ยงการตายของเซลล ์(apoptosis) ที่เป็นผลมาจากการรกัษาดว้ยยา(58)  

2. การกระตุน้เสน้ทางสง่สญัญาณท่ีเก่ียวขอ้งกบัการเจรญิเติบโตและการแพรก่ระจายของ
เซลล์มะเร็งผ่านการควบคุมเส้นทางการส่งสัญญาณต่างๆ เช่น JAK/STAT pathway, และ 
PI3K/AKT pathway(56) 
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3. การยับยั้งการตอบสนองของระบบภูมิคุ้มกัน STAT3 มีบทบาทในการยับยั้งการ
ตอบสนองของระบบภูมิคุ้มกัน ท าให้เซลล์มะเร็งสามารถหลีกเลี่ยงการถูกโจมตี จากระบบ
ภมูิคุม้กนั ส่งผลใหก้ารรกัษาดว้ยยาที่พึ่งพาการตอบสนองของระบบภูมิคุม้กนันัน้มีประสิทธิภาพ
ลดลง(59)  

4. การปรบัตัวของเซลลม์ะเร็งเซลลม์ะเร็งที่มีการกระตุน้ STAT3 สงูสามารถปรบัตวัเพื่อ
หลีกเลี่ยงผลกระทบจากยาตา้น EGFR-TKIs ดงันัน้การก าหนดเปา้หมาย STAT3 อาจเป็นกลยทุธ์
ใหม่ในการเอาชนะการดือ้ยา EGFR-TKI ในมะเรง็ปอด(60) 

 
ภาพประกอบ 10 กลไกของวถีิ STAT3 ต่อการดือ้ยาตา้น EGFR-TKIs 

ที่มา: (61) 

 
2.2.4 วิถกีารส่งสัญญาณของ AMPK 

AMPK คือ Adenosine monophosphate-activated protein kinase ซึง่เป็นเอนไซม์
ที่ส  าคญัในระบบควบคุมการเผาผลาญของรา่งกายและเขา้มามีบทบาทเพื่อสรา้งสมดุลระหว่าง
การใช้ ATP และการสร้าง ATP โดยการยับยั้งกระบวนการที่ ใช้พลังงานมากและส่งเสริม
กระบวนการที่ผลิตพลังงาน  AMPK มี 3 ชนิดย่อย ได้แก่ AMPKα, AMPKβ และ γAMPK โดย
หน่วยย่อย α , β และ γ ท าหน้าที่หลักในการเร่งปฏิกิริยา (catalysis) การควบคุม (regulation) 
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และท าหนา้ที่ในการจบัของ AMPK (binding) ตามล าดบั หน่วยย่อย α ประกอบดว้ยไคเนสโดเมน
autoinhibitor strucral domain (AID) คือบริเวณของโปรตีนที่มีบทบาทในการควบคมุการท างาน
ของ AMPK เอง โดยการยบัยัง้หรือกระตุน้การท างาน และ carboxy-terminal structural domain 
(α-CTD) มีหนา้ที่ในการควบคมุและรกัษาเสถียรภาพของโครงสรา้งโปรตีน โดยรูปแบบท่ีออกฤทธ์ิ
ของ AMPKα ส่วนใหญ่ ถูกกระตุ้น โดยฟอสโฟรี เลชันที่ ต  าแหน่ ง Thr172  หน่ วยย่อย  β 
ประกอบดว้ย β-CTD และ CBM ที่เช่ือมโยงระหว่างหน่วยย่อย α และ γ สว่นหน่วยย่อย γ มีโดเมน
โครงสรา้ง N-terminal (NTD) และ cystathione β synthase (CBS) โดเมน 4 ซ  า้ ซึ่งเป็นโดเมน 
CBS ที่ผกู AMP ซึง่มีบทบาทในการรบัรูแ้ละตอบสนองตอ่ระดบัพลงังานของเซลล ์ 

 

 
 

ภาพประกอบ 11 โครงสรา้งของหน่วยย่อย AMPK 

ที่มา: (62) 

ปัจจบุนั AMPK ถกูน ามาเป็นเป้าหมายใหม่ส  าหรบัการรกัษามะเรง็เนื่องจากมีบทบาทใน
การควบคุม Macroautophagy โดย AMPK ส่งเสริมขบวนการเก็บกวาดของเซลล์ โดยเซลลท์ี่มี
ความเสียหายใน DNA จะเข้าสู่ขบวนการย่อยสลายตัวเอง เพื่อ recycle องค์ประกอบต่างๆ 
กลบัคืนสู่ระบบ (63) เนื่องจาก AMPK เป็นตวัควบคุมหลกัในการปรบัสมดุลพลงังานและการอยู่
รอดของเซลลม์ะเร็งในสภาวะที่ขาดแคลนพลงังานและสารอาหาร โดยการกระตุน้กระบวนการ 
autophagy โดยเซลลม์ะเร็งสามารถย่อยสลายส่วนประกอบที่ไม่จ าเป็นและน าสารอาหารที่ได้
กลบัมาใชใ้หม่ เพื่อช่วยการเจรญิเติบโตและการอยู่รอดของเซลล ์โดยเซลลม์ะเรง็จะมีรูปแบบเมตา
บอลิซึมที่อาศัยไกลโคไลซิส เพื่อผลิตพลังงานและสารชีวโมเลกุลที่จ  าเป็น เนื่องจาก AMPK 
สามารถควบคมุการขนส่งกลโูคสเขา้สู่เซลลแ์ละการสลายกลโูคสผ่านไกลโคไลซิส ดงันัน้ AMPK 
จงึกลายเป็นเปา้หมายที่น่าสนใจส าหรบัการรกัษามะเรง็ (62)  



  22 

 
 
 ภาพประกอบ 12 AMPK เป็นศนูยก์ลางการควบคมุการเผาผลาญพลงังานของเซลลม์ะเรง็และ

กระบวนการ autophagy 

ที่มา: (62) 

อย่างไรก็ตาม Montagna และคณะไดศ้กึษาพบวา่ AMPK สามารถท าหนา้ที่เป็นตวัยบัยัง้
หรือกระตุน้มะเร็งไดข้ึน้อยู่กับสภาวะแวดลอ้มของเซลล ์จากการศึกษาในหลอดทดลอง และใน

ร่างกายสามารถสนับสนุนบทบาททั่วไปของ AMPKα1 และ AMPKα2 ซึ่งเป็นหน่วยย่อยของ 

AMPK ซึ่งสามารถยบัยัง้มะเรง็ใน NSCLC ซึ่งการสญูเสีย AMPKα เพียงอย่างเดียวสามารถเกิด
พฒันาการของมะเร็งปอดเพียงเล็กนอ้ยเท่านัน้เม่ือเปรียบเทียบกบัการกลายพนัธุข์องยีน KRAS 
ซึ่งเป็นสาเหตหุลกัที่สง่ผลให ้AMPK ลดลงและน าไปสูก่ารสง่เสรมิการลกุลามของมะเรง็ปอด โดย
เม่ือ KRAS ถูกกระตุน้ส่งผลให ้KIMAT1 เกิดการจับและ stabilizes LDHB โดยการส่งเสริมการ
แลกเปลี่ยนแลคเตตไปเป็นไพรูเวตสง่ผลต่อใหร้ะดบัพลงังาน ATP เพิ่มขึน้และสง่ผลใหเ้กิดฟอสโฟ

รีเลชันของ AMPK ลดลง ในทางกลบักนัการลดลงของ AMPKα ส่งผลใหย้บัยัง้ mTOR ไดล้ดลง 
ซึ่งส่งผลให้เกิดการกระตุ้น  KIMAT1 อย่างต่อเนื่องท าให้เกิดมะเร็งเพิ่มขึน้  (64) ดังแสดงใน
ภาพประกอบ 13 
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ภาพประกอบ 13 กลไกการยบัยัง้ AMPK ในยีน KRAS mutation 

ที่มา:(64) 

2.2.5 การรักษาโรคมะเร็งปอดชนิด NSCLC ด้วยยามุ่งเป้า 
ยามุ่งเป้าเป็นยารูปแบบรบัประทาน รกัษาโดยมุ่งเป้าท าลายเซลลม์ะเร็ง โดยออก

ฤทธ์ิเฉพาะท่ีตวัมะเรง็เป็นหลกัมีผลต่อเซลลป์กติเพียงเล็กนอ้ย สว่นใหญ่ตอ้งมีการตรวจการกลาย
พนัธุข์องยีนก่อนจึงสามารถใชย้ากลุ่มนีไ้ด ้กลไกการรกัษาของยาจะรบกวนหรือยบัยัง้การท างาน
ของ EGFR ในเซลลม์ะเรง็ ซึง่ปัจจบุนัมี 2 กลุม่ไดแ้ก่  

2.2.5.1 โมโนโคลนอลแอนติบอดี  (monoclonal antibodies) ยาในกลุ่ม โมโน
โคลนอลแอนติบอดีออกฤทธ์ิบนผิวเซลล์ที่  extracellular binding domain ของ erbB/HER 
โดยตรง การให้ยาต้องให้ผ่านทางหลอดเลือดด าตัวอย่างยา  เช่น cetuximab, trastuzumab, 
panitumumab และ matuzumumab ซึ่งยาเป็นแอนติบอดีที่จ  าเพาะกับ EGFR ซึ่งจะไปจับกับ 
ligang binding site ของ EGFR ท าให้ EGFR ไม่สามารถจับกับ ligand ได้ ท าให้ EGFR ไม่
สามารถเกิด dimerization และขัดขวางการท างานของ EGFR ส่งผลให้การเจริญเติบโตของ
เซลลม์ะเรง็ลดลง  

2.2.5.2 EGFR tyrosine kinase inhibitor (EGFR-TKIs) เป็นยาชนิดรบัประทานที่จะ
แย่งกับ adenosine triphosphate (ATP) ในการจับกับ tyrosine kinase domain ของ EGFR ท า
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ให้ kinase ท างานไม่ได้ จึงไม่ เกิดการ phosphorylation ของ EGFR ส่งผลให้ไม่ เกิดการส่ง
สญัญาณตอ่ไปได ้

ในผูป่้วยโรคมะเรง็ปอดที่มีการกลายพนัธุป์ฐมภมูิของยีน EGFR จะมีการตอบสนอง
ต่อการรกัษาดว้ยยามุ่งเป้ากลุ่มยาตา้น EGFR-TKI โดยพบว่าเม่ือเปรียบเทียบระหว่างการใหย้า 
gefitinib หรือ erlotinib ซึง่เป็นยาตา้น EGFR-TKI รุน่ที่หนึ่ง (first-generation EGFR-TKI) กบัการ
ใหย้าเคมีบ าบดัเป็นการรกัษาขนานแรกในผูป่้วยมะเรง็ปอดระยะแพรก่ระจายที่มีการกลายพนัธุ์
ของยีน  EGFR พบว่าการให้ยาต้านสามารถช่วยเพิ่ ม  ระยะเวลาปลอดการลุกลามโรค 
(progression-free survival, PFS) ไดอ้ย่างมีนยัส าคญัทางสถิติ โดย เพิ่มค่าระยะเวลาปลอดการ
ลกุลามโรคเฉลี่ย (median PFS) จากประมาณ 4 – 6 เดือนในกลุ่มที่ไดย้าเคมีบ าบดัเป็น 9 – 13 
เดือนในกลุม่ที่ไดย้าตา้น EGFR-TKI รุน่ที่หนึ่ง  

หลังจากนั้นได้มีการพัฒนายาต้าน  EGFR-TKI รุ่นที่สอง (second-generation 
EGFR-TKI) ไดแ้ก่ afatinib และ dacomitinib ซึ่งเช่ือว่ามีประสิทธิภาพเหนือกว่ายาตา้น  EGFR-
TKI รุน่ที่หนึ่ง เนื่องจากยาตา้น EGFR-TKI รุน่ที่สองเป็นตวัยบัยัง้แบบถาวร(irreversible inhibitor) 
ต่อตัวรบั EGFR และตัวรบัไทโรซีนไคเนสอื่นๆ ที่อยู่ในตระกูล ErbB ได้แก่ HER2 และ HER4 
ในขณะที่ยาตา้น EGFR-TKI รุ่นที่หนึ่งเป็นตัวยับยั้งแบบชั่วคราว (reversible inhibitor) และจับ
จ าเพาะกบัตวัรบั EGFR เท่านัน้ ซึ่งเม่ือศกึษาเปรียบเทียบระหว่างการใหย้า afatinib กบัการใหย้า
เคมีบ าบดัเป็นการรกัษาขนานแรกในผูป่้วยมะเร็ง ปอดระยะแพร่กระจายที่มีการกลายพันธุข์อง 
EGFR พบว่า การให้ยา afatinib สามารถช่วยเพิ่มระยะเวลาปลอดการลุกลามโรคได้อย่างมี
นยัส าคญัทางสถิติ โดยเพิ่มระยะเวลาปลอดการลกุลาม โรคเฉลี่ยจาก 5 – 7 เดือนเป็น 11 เดือน 
และเม่ือศึกษาเปรียบเทียบระหว่างการใหย้าตา้น EGFR-TKI รุน่ที่สองกบัรุน่ที่หนึ่งเป็นการรกัษา
ขนานแรก ในผูป่้วยมะเร็งปอดระยะแพร่กระจายที่มีการกลายพันธุข์อง  EGFR พบว่า การใหย้า
ตา้น EGFR-TKI รุน่ที่สองสามารถเพิ่มระยะเวลาปลอดการลกุลามโรคไดอ้ย่างมีนยัส าคญัทางสถิติ 
โดยเพิ่มระยะเวลาปลอดการลกุลามโรคเฉลี่ยจาก 10.9 เดือนเป็น 11.0 เดือนเม่ือใหย้า afatinib 
เทียบกบัยา gefitinib และเพิ่มระยะเวลาปลอดการลกุลามโรคเฉลี่ยจาก 9.2 เดือนเป็น 14.7 เดือน 
เม่ือใหย้า dacomitinib เทียบกบัยา gefitinib (13, 44)  
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 ภาพประกอบ 14 กลไกการตา้นมะเรง็ของยา Targeted therapy 

ที่มา: (65) 

 อย่างไรก็ตาม ภายหลงัจากที่ผูป่้วยสว่นใหญ่ไดร้บัยาตา้น EGFR-TKI รุน่ที่หนึ่ง หรือ
รุน่ที่สองไปเป็นระยะเวลาหนึ่งจะพบว่ามีการดือ้ยาเกิดขึน้และท าใหมี้การด าเนินโรคมากขึน้  กลไก
ของการดือ้ยาตา้น EGFR-TKI อาจเป็นไดจ้ากหลายสาเหตโุดยสาเหตทุี่พบไดบ้่อย ที่สดุ คือ การ
กลายพันธุ์ของยีน EGFR ชนิดทุติยภูมิแบบ T790M  ซึ่งสามารถพบไดป้ระมาณรอ้ยละ 50 ถึง   
รอ้ยละ 60 ของผูป่้วยที่มีการด าเนินโรคมากขึน้ภายหลงัที่ไดร้บัยาตา้น EGFR-TKI รุน่ที่หนึ่งหรือรุน่
ที่สอง (66) 
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ภาพประกอบ 15 การกลายพนัธุข์อง EGFR ชนิดต่างๆ และการกลายพนัธุท์ี่ท  าใหเ้กิดการดือ้ยา 
EGFR-TKI 

ที่มา: (67) 

การกลายพันธุ์ของ EGFR ชนิดทุติยภูมิแบบ T790M มีความส าคัญ เนื่องจากใน 
ปัจจบุนัไดมี้การพฒันายาตา้น EGFR-TKI รุน่ที่สามคือ osimertinib ซึ่งเป็นตวัยบัยัง้ที่ จ าเพาะต่อ
ทัง้การกลายพนัธุข์องยีน EGFR ชนิดปฐมภมูิและชนิดทตุิยภมูิแบบ T790M โดยพบว่า เม่ือศึกษา
เปรียบเทียบระหว่างการใช้ยา osimertinib กับการให้ยาเคมีบ าบัดในผู้ป่วยมะเร็งปอด  ระยะ
แพรก่ระจายที่มีการกลายพนัธุข์อง EGFR และมีการด าเนินโรคมากขึน้ภายหลงัการรกัษาดว้ยยา 
EGFR-TKI รุน่ที่หนึ่งและตรวจพบการกลายพนัธุข์อง EGFR ชนิดทุติยภมูิแบบ T790M พบว่าการ
ใหย้า osimertinib มีประสิทธิภาพเหนือกว่ายาเคมีบ าบดั โดยสามารถเพิ่มระยะเวลาปลอดการ
ลกุลามโรคเฉลี่ยจาก 4.4 เดือนเป็น 10.1 เดือน (13) (68) 
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ตาราง 2 สรุปยา EGFR-TKI ที่ไดร้บัอนมุตัิใหใ้ชใ้นการรกัษามะเรง็ปอด NSCLC      
รุ่นของยา ช่ือยา ความจ าเพาะ 

ในการรักษา 
Reversible/Irreversible การอนุมัตใิช้ 

1st Gefitinib WT EGFR Reversible FDA, EMA 

 Erlotinib WT EGFR Reversible FDA, EMA 

 Icotinib WT EGFR Reversible CFDA 

2nd Afatinib WT EGFR Irreversible FDA, EMA,CFDA 

3rd Osimertinib Mutant EGFR Irreversible FDA, EMA 

 Olmutinib Mutant EGFR Irreversible KFDA (conditional) 

ที่มา: (69) 

2.3 กระชายขาว (Kra-Chai khao) 
2.3.1 ข้อมูลทั่วไปของกระชายขาว 

ช่ือวิทยาศาสตร:์  Boesenbergia rotunda (L.) Mansf. 
ช่ือวงศ:์ Zingiberaceae 
ช่ือพอ้ง: Boesenbergia pandurata (Roxb.) Schltr., 
ช่ือองักฤษ: Fingerroot, Chinese ginger, Chinese keys 
ช่ือท้องถิ่น: กะแอน, ขิงทราย, จี๊ปู, ซีฟู, เป๊าะซอเรา้ะ, เป๊าะสี่, ระแอน,ว่านพระ

อาทิตย ์เป็นตน้  
2.3.2 ลักษณะทางพฤกษศาสตร ์

         กระชายเป็นพืชลม้ลกุขนาดเล็กสงูประมาณ 15–40 ซม. ล าตน้เทียมที่อยู่เหนือดินมี
สีแดงปนเขียวออ่น ใบเป็นใบเดี่ยว ออกเรยีงสลบั ลกัษณะใบเป็นรูปรียาว ปลายใบเรยีวแหลม โคน
ใบมน ขอบใบเรียบ แผ่นใบมีสีเขียว ออกดอกเป็นช่อแทรกอยู่ระหว่างกาบใบ กลีบดอกสีชมพ ู
ปลายแยกเป็น 3 กลีบ เกสรและกา้นดอกมีสีขาว มีล  าตน้ใตด้ินเรียกว่าเหงา้ มีรากลกัษณะอวบน า้
ติดเป็นกระจกุรูปทรงกระบอกปลายเรียวแหลม ภายนอกมีผิวสีน า้ตาล ส่วนเนือ้ดา้นในมีสีเหลือง
อ่อนและมีกลิ่นหอมเฉพาะตวัที่เป็นเอกลกัษณ ์ซึ่งเหงา้และรากคือส่วนที่น  ามาใชใ้นการประกอบ
อาหารและน ามาใชป้ระโยชนท์างยา  
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ภาพประกอบ 16 สว่นประกอบของกระชายขาว 

ที่มา: (70) 
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2.3.3 กระชายในการแพทยแ์ผนไทย  
 กระชายเป็นยาสมุนไพรที่มีรสเผ็ดรอ้น มีสรรพคุณขับลม แก้ท้องอืดท้องเฟ้อ 

บ ารุงก าลงั บ ารุงก าหนัด แกโ้รคที่เกิดในปาก เป็นตน้ จัดเป็นเครื่องยาที่มีความส าคญัเนื่องจาก
เป็นส่วนประกอบของต ารับยามากมาย เฉพาะในต าราการแพทย์ไทยเดิม (แพทยศาสตร์
สงเคราะห ์ฉบับอนุรกัษ์) เล่มที่ 1 พบว่ามีต ารบัยาที่ประกอบดว้ยกระชายถึง 55 ต ารบั โดยถูก
บนัทึกไวใ้น 11 คัมภีร ์จากทั้งหมด 13 คัมภีร ์ (71) ดังแสดงในตาราง 3 ปัจจุบันกระชายยังเป็น
ส่วนประกอบในต ารบัยา 5 ต ารบัในบญัชียาจากสมนุไพรบญัชียาหลกัแห่งชาติ ไดแ้ก่ ยาหอมทิพ
โอสถ, ยาประสะกานพล,ู ยาผสมเพชรสงัฆาตสตูร 2, ยาเลือดงามและยากษัยเสน้ ซึ่งจากการน า
กระชายเป็นส่วนประกอบในต ารบัยาหลายต ารบัสามารถสะทอ้นใหเ้ห็นถึงศักยภาพและความ
ปลอดภยัในการรกัษาโรค 
ตาราง 3 ต ารบัที่มีกระชายเป็นสว่นประกอบ 

ล าดับที ่ คัมภรี ์
จ านวนต ารับทีม่ีกระชายเป็น

ส่วนประกอบ 

1 โรคนิทาน 1 

2 ธาตวุิภงัค ์ 1 

3 ธาตวุิวรณ ์ 1 

4 ประถมจินดา 18 

5 ฉนัทศาสตร ์ 1 

6 มหาโชตรตั 11 

7 ธาตบุรรจบ 4 

8 มจุฉาปักขนัทิกา 1 

9 ชวดาร 1 

10 กษัย 14 

11 สรรพคณุยา 2 

12 สมฏุฐานวินิจฉยั ไม่พบ 

13 ตกักะศิลา ไม่พบ 

ที่มา: (71) 
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2.3.4 สารส าคัญทีพ่บในเหงา้กระชาย 
สารส าคัญที่พบในเหงา้กระชายมีหลายชนิด แต่กลุ่มที่พบมากที่สุดคือสารกลุ่มฟลา       

โวนอยดด์งัแสดงในตาราง 4 (23, 26, 72) 

ตาราง 4 สารกลุม่ฟลาโวนอยดท์ี่พบในกระชาย  

Type Compound Formula 
MW 

(g/mol) 
LogP PubChem ID Method 

Chalcones 

Cardamonin C16H14O4 270.28 2.5424 641785 HPLC 

Boesenbergin A C26H28O4 404.5 6.0866 6313827 NMR 

Panduratin A C26H30O4 406.5 6.0094 6483648 HPLC 

4-Hydroxypanduratin A C25H28O4 392.5 _ 636530 HPLC 

Isopanduratin A C26H30O4 406.5 _ 10069916 HPLC 

Pinostrobin chalcone C16H14O4 270.2 _ 5316793 HPLC 

Flavanones 

Alpinetin C16H14O4 270.28 2.7771 154279 HPLC 

Pinocembrin C15H12O4 256.25 2.5014 68071 HPLC 

Pinostrobin C16H14O4 270.28 2.7771 73201 HPLC 

Naringenin 5-methyl ether C16H14O5 286.28 -0.744 188424 HPLC 

ที่มา: (23, 26, 72) 

 Tan และคณะ(70)ไดศ้ึกษาเปรียบเทียบปริมาณของสารฟลาโวนอยดแ์ละอนุพนัธช์าล
โคนในเหงา้กระชายที่ปลกูแบบดัง้เดิมและปลกูแบบเพาะเลีย้งเนือ้เยือ้และสกดัสารส าคญัออกจาก
กระชายดว้ยเมทานอลและวิเคราะหป์ริมาณสารดว้ยเทคนิค HPLC ซึ่งจากผลการวิเคราะหพ์บ
สารฟลาโวนอยดแ์ละอนพุนัธช์าลโคนที่สกดัไดจ้ากกระชายมีองคป์ระกอบทางเคมีหลายชนิด ดงั
แสดงในภาพประกอบ 17 
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ภาพประกอบ 17 องคป์ระกอบทางเคมีของสารสกดักระชายขาว 

ที่มา: (70) 

2.3.5 สารพโินสโตรบนิ  
เป็นสารฟลาวาโนน (flavanone) ในกลุ่มฟลาโวนอยด์ (flavonoids) ที่เกิดขึน้ตาม

ธรรมชาติ โดยกระชายเป็นแหล่งสรา้งสารพิโนสโตรบินที่ส  าคญัสามารถพบไดทุ้กส่วนของพืช ซึ่ง
สว่นของเหงา้จะพบสารชนิดนีส้งูที่สดุ รองลงมาคือสว่นของรากสะสมอาหาร  

2.3.5.1 คณุสมบตัิทางเคมีและลกัษณะทางกายภาพของสารพิโนสโตรบิน (73) 
ช่ือทางเคมี: 5-ไฮรอกซี-7-เมทอกซี ฟลาวาโนน (5-hydroxy-7-methoxy flavanone) 
สตูรโมเลกลุ: C16H14O4 
มวลโมเลกลุ: 270.28 g/mol 
ความสามารถในการดูดกลืนแสง (UV-Vis Absorption): มีค่าดูดกลืนแสงสูงสุดที่

ประมาณ 288 นาโนเมตรในสารละลายเอทานอลหรอืเมทานอล 
ลกัษณะทางกายภาพของสารพิโนสโตรบิน: ของแข็งสีขาวนวล (off-white powder) 
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จดุหลอมเหลว : ประมาณ 95-98 °C 
ความสามารถในการละลาย:  ละลายในตัวทละลายอินทรียห์ลายชนิด ไดแ้ก่ เอ

ทานอล เมทานอล และสารละลายอินทรยีอ์ื่น ๆ ไดด้ี แตล่ะลายไดน้อ้ยในน า้ 
 

 
ภาพประกอบ 18 โครงสรา้งทางเคมีของสารพิโนสโตรบิน 

ที่มา: (74) 

2.3.5.2 ฤทธ์ิทางชีวภาพของสารพิโนสโตรบิน 
สารพิโนสโตรบินมีคณุสมบตัิทางเภสชัวิทยา ไดแ้ก่ มีฤทธ์ิตา้นอนุมลูอิสระ ตา้น

การอักเสบ ตา้นจุลินทรีย ์(anti-microbia) ตา้นไวรสั (antivirus) ตา้นกิจกรรมของ aromatase 
(anti-aromatase activities) ตา้นกิจกรรมที่ท  าใหเ้กิดเชือ้ HIV (anti-HIV activity) ยบัยัง้การหดตวั
ของกลา้มเนือ้เรียบ (smooth muscle) ในล าไสล้ดการเกิด estrogen-induced cell proliferation 
ยบัยัง้การเจริญเติบโตและกระตุน้การตายของเซลลม์ะเรง็เม็ดเลือดขาว นอกจากนีย้งัมีสรรพคณุ
ในการรกัษาโรคความจ าเสื่อม โรคที่เก่ียวขอ้งกับระบบทางเดิน อาหาร และโรคมะเรง็ชนิดต่างๆ 
เป็นตน้ ดงัแสดงในภาพประกอบ (26, 75)  
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ภาพประกอบ 19 ฤทธ์ิทางเภสชัวิทยาของสารพิโนสโตรบิน 

ที่มา: (73) 
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2.3.5.3 ฤทธ์ิตา้นมะเรง็ของสารพิโนสโตรบิน 
ตาราง 5 งานวิจยัท่ีเก่ียวขอ้งกบัฤทธ์ิตา้นมะเรง็ของสารพิโนสโตรบิน  

โมเดล IC50 อ้างอิง 

MDA-MB-231 cells IC50 = 20.42 µg/mL (26) 

HT-29 cells IC50 = 22.51 µg/mL (26) 

A549 cells IC50 = 78.7 µg/mL (26) 

A549 cells IC50 = 25.30 ± 2.62 µg/mL  (19) 

T47D cells IC50 = 2.93 mM, (SI=0.4) (76) 

 

Tiwari และคณะ(28)ไดศ้ึกษาศกัยภาพในการตา้นมะเรง็ของสารพิโนสโตรบินและกลไก
การออกฤทธ์ิกระตุน้การตายของเซลลม์ะเรง็ปอด A549 ซึ่งจากการศึกษาพบว่าสารพิโนสโตรบิน
สามารถกระตุน้การตายของเซลล ์A549 แบบอะพอพโทซิสและสามารถยบัยัง้การเจรญิเติบโตของ
เซลล ์A549 ในลกัษณะแปรผนัตามความเขม้ขน้ โดยสารพิโนสโตรบินสามารถเหนี่ยวน าใหเ้ซลล์
เกิดการตายแบบอะพอพโทซิสผ่านการสรา้งอนุมูลอิสระ น าไปสู่การกระตุน้การท างานของตัว
ควบคมุการตายของเซลล ์เช่น Bax, Bad และ Bcl2 และไซโตโครม ซี (Cytochrome c) ถกูปล่อย
ออกมาจากไมโทคอนเดรียและท าใหเ้กิด cleavage caspase-3 และ -9 ซึ่งเป็นการยืนยนัว่าเซลล์
เกิดการตายแบบอะพอพโทซิส นอกจากนีส้ารพิโนสโตรบินยงัสามารถยบัยัง้การตายของเซลลโ์ดย
การหยดุวฏัจกัรชีวิตของเซลลใ์นระยะ G0/G1 โดยกระตุน้ใหย้ีน p21 สรา้งโปรตีน p21 เพื่อยบัยัง้
การแสดงออกของ Cyclin D1 และ CDK4  นอกจากนีย้ังพบว่าพิโนสโตรบินสามารถยับยั้งการ
เจริญเติบโตของเซลล ์A549 โดยการยบัยัง้วิถีสญัญาณ Notch-1/Jagged-1/ Hes-1 ดังเสดงใน
ภาพประกอบ 20 
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ภาพประกอบ 20 กลไกการออกฤทธ์ิของสารพิโนสโตรบินในการยบัยัง้การเพิ่มจ านวนของ
เซลลม์ะเรง็ปอดโดยการกระตุน้การตายของเซลลแ์บบอะพอพโทซิสและยบัยัง้วฏัจกัรของเซลล ์

ผ่านวิถีการสง่สญัญาณ Notch ในเซลล ์NSCLC 

ที่มา: (28)  

ถึงแมว้่าสารพิโนสโตรบินจะมีฤทธ์ิทางชีวภาพท่ีดีในหลายๆ ดา้นแต่อย่างไรก็ตามสาร     
พิโนสโตรบินก็ยังคงมีขอ้จ ากัดในการน าไปใชง้านทางเภสัชกรรม เนื่องจากสารพิโนสโตรบินมี
ความสามารถในการละลายน ้าต ่ามาก ดังนั้น Kicuntod และคณะ(77)จึงได้ศึกษาการเพิ่ม
คุณสมบัติด้านการละลายน ้าเพื่อให้สารสามารถออกฤทธ์ิทางชีวภาพได้ดีขึน้ โดยการสรา้ง
สารประกอบเชิงซอ้นระหว่างสารพิโนสโตรบินกับ cyclodextrin และอนุพันธ์ของ cyclodextrin 
ไดแ้ก่ Beta-cyclodextrin (βCD), 2,6-dimethyl-βCD (2,6-DMβCD) และ hydroxypropyl-βCDs 
(2-HPβCD, 6-HPβCD และ 2,6-DHPβCD) โดยสารพิโนสโตรบินจะถูกเก็บหรือห่อหุม้ไวภ้ายใน
โครงสรา้งของ cyclodextrin หรืออนุพันธ์ของ cyclodextrin ผ่านกระบวนการ non-covalent 
interactions เช่น van der Waals forces, hydrogen bonding, และ hydrophobic interactions 
จากผลการทดสอบพบว่าพิโนสโตรบินสามารถสรา้งสารประกอบเชิงซอ้นกับ cyclodextrin และ
อนพุนัธข์อง cyclodextrin ไดโ้ดยใหค้วามเสถียรของโครงสรา้งใหม่และเพิ่มการการละลายไดดี้ขึน้
โดยมีผลแตกตา่งกนั ดงันี ้2,6-DHPβCD > 2,6-DMβCD > 2-HPβCD > 6-HPβCD > βCD 
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2.3.6 สารแพนดูราทนิเอ  
แพนดรูาทินเอเป็นอนุพนัธข์องกลุ่มชาโคล (cyclohexenyl chalcone) ที่แยกไดจ้าก

กระชาย และจัดเป็นสารธรรมชาติที่ อยู่ ในกลุ่มฟลาโวนอยด์ ซึ่ง โครงสร้างของชาโคลมี
ลกัษณะเฉพาะประกอบดว้ยหมู่คีโตนไม่อิ่มตวั (α,β unsaturate ketone) เช่ือมต่อกบัวงแหวนอะโร
มาติก 2 วง  (33) 

2.3.6.1 คณุสมบตัิทางเคมีและลกัษณะทางกายภาพของสารแพนดรูาทินเอ (23) 
ช่ื อ ท า ง เค มี :  (2,6-dihydroxy-4-methoxyphenyl)-[(1R,2S,6R)-3-methyl-2-(3-

methylbut-2-enyl)-6-phenylcyclohex-3-en-1-yl]methanone 
สตูรโมเลกลุ: C26H30O4 
มวลโมเลกลุ: 406.5 g/mol 
ความสามารถในการดูดกลืนแสง (UV-Vis Absorption): มีค่าดูดกลืนแสงสูงสุดที่

ประมาณ 290 นาโนเมตรในสารละลายเอทานอล 
ลกัษณะทางกายภาพของสารแพนดรูาทินเอ: ผลกึของแข็งสีเหลืองออ่น 
จดุหลอมเหลว : ประมาณ 138-140 °C 
ความสามารถในการละลาย:  ละลายในเอทานอล เมทานอล และสารละลายอินทรีย์

อื่นๆ ไดด้ี แตล่ะลายไดน้อ้ยในน า้  

 

ภาพประกอบ 21 โครงสรา้งทางเคมีของสารแพนดรูาทินเอ 

ที่มา: (78) 

2.3.6.2 ฤทธ์ิทางชีวภาพของสารแพนดรูาทินเอ 
           แพนดรูาทินเอเป็นสารอนพุนัธช์าลโคนจากธรรมชาติที่ส่วนมากถกูพบในกระชาย

และเป็นสารที่ถกูรายงานว่ามีฤทธ์ิทางชีวภาพหลายประการ ซึ่งจากการศึกษางานวิจยัพบว่าแพน
ดูราทินเอมีฤทธ์ิตา้นไวรสัโดยมีศักยภาพในการยับยั้งการติดเชือ้ไวรสับางชนิด รวมถึงไวรสัที่
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ก่อให้เกิดโรคในมนุษย์ เช่น HIV(79) ต้านการอักเสบโดยสามารถยับยั้งการสรา้งสารเคมีที่
เก่ี ยวข้องกับการอัก เสบ  เช่น  Nitric Oxide, iNOS และ  NF-KB รวมทั้ ง  pro-inflammatory 
cytokines ไดแ้ก่ TNF-α, IL-1β, และ IL-6 (80) นอกจากนีย้งัพบว่าเเพนดรูาตินเอน ามาใชใ้นการ
รัก ษ า โรค เห งื อ ก อั ก เส บ ห รื อ โรค ป ริทั น ต์ โด ย ส าม า รถ ล ด ก า รก ระตุ้ น ข อ ง  matrix 
metalloproteinases ได้แก่  MMP-2 , -8 และ  -9 ลดการอักเสบโดยการลดการกระตุ้นด้วย 
lipopolysaccharide (LPS) และลดการแสดงออกของ NFKB transcription factor(81) ฤทธ์ิตา้น
อนุมูลอิสระโดยช่วยปกป้องเซลลจ์ากความเสียหายที่เกิดจากอนุมูลอิสระ ( free radicals) ซึ่งมี
ความส าคญัในการป้องกนัโรคเรือ้รงัต่าง ๆ เช่น โรคหวัใจและหลอดเลือด , โรคเบาหวาน และโรค
เก่ียวกับการเสื่อมของระบบประสาท(82) และตา้นมะเรง็ต่างๆ โดยแพนดรูาทินเอสามารถยบัยัง้
การเจริญเติบโตของเซลลม์ะเรง็หลายชนิด เช่น มะเรง็เตา้นม มะเร็งปอด มะเรง็ล าไส ้และมะเร็ง
กระเพาะอาหารโดยมีกลไกการท างานที่เก่ียวขอ้งกบัการยบัยัง้การแบ่งตวัของเซลล์, การกระตุน้
การตายแบบ apoptosis และการยับยัง้การเกิด angiogenesis หรือการสรา้งหลอดเลือดใหม่ที่
สนบัสนนุการเจรญิเติบโตของเซลลม์ะเรง็ (83, 84) นอกจากนีจ้ากผลการทบทวนวรรณกรรมของ 
Michalkova และคณะพบว่าสารกลุ่มชาลโคนมีฤทธ์ิยับยัง้มะเร็งล าไสใ้หญ่และมะเร็งกระเพาะ
อาหาร โดยกลไกระดับโมเลกุลที่ อาจเป็นไปได้ในการท าให้เซลล์มะเร็งตายดังแสดงใน
ภาพประกอบ 22 

 
 

ภาพประกอบ 22 ผลการทบทวนวรรณกรรมในฤทธ์ิการตา้นมะเรง็ล าไสใ้หญ่และมะเรง็กระเพาะ
อาหารของสารในกลุม่ชาโคลผ่านกลไกตา่งๆ 

ที่มา: (84) 

 



  38 

2.3.6.3 ฤทธ์ิตา้นมะเรง็ของสารแพนดรูาทินเอ 
ตาราง 6 งานวิจยัท่ีเก่ียวขอ้งกบัฤทธ์ิตา้นมะเรง็ของสารแพนดรูาทินเอ 

โมเดล โมเลกุลเป้าหมาย IC50 อ้างอิง 

A549 NF-kappa B signaling (↓) IC50 = 4.4 µg/mL       (85) 

A549 
NF-kappa B signaling (↓) 

MMP-2(↓) 
IC50 = 5 µg/mL       (86) 

MCF-7 Cell cycle (CDKs/cyclins) (↓) IC50 = 15 µM (87) 

HT-29 COX-2 (↓) IC50 = 28 µM (88) 

MCF-7 

HT-29 

Induced apoptosis, 

Cell cycle (G0/G1) 

IC50 = 3.75 µg/ml/ MCF-7 

IC50 = 6.56 µg/ml/ HT-29 
(33) 

A375 
p-AMPK (↑) 

mTOR (↓) 
_ (89) 

HUVECs VEGF(↓), MMP-2(↓) 6.91±0.85 µM (90) 

 
Kuzniak และคณะ(91)ได้ทบทวนงานวิจัยจากฐานข้อมูลต่างๆ ได้แก่ PubMed, 

Scopus, Web of Science และ Google Scholar จากผลการศึกษาหลายงานวิจัยได้ส  ารวจ
ศักยภาพของสารกลุ่มชาลโคน พบว่ามีฤทธ์ิตัวยับยั้ง STAT ซึ่งสามารถสรุปกลไกได้ดัง
ภาพประกอบ 23 แสดงใหเ้ห็นวา่สารชาลโคนสามารถยบัยัง้วิถีการสง่สญัญาณของ STAT3 ไดโ้ดย
ยับยั้งกระบวนการฟอสโฟรีเลชั่นของโปรตีน STAT3 และยับยัง้การท างานของไคเนส เช่น JAK 
และ Src ซึ่งการก าหนดเป้าหมายเพื่อยบัยัง้วิถีการส่งสญัญาณ STAT3 ไดก้ลายเป็นกลยุทธก์าร
รกัษาโรคมะเรง็ที่น่าสนใจ 
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ภาพประกอบ 23 แสดงกลไกการยบัยัง้มะเรง็ของสารกลุม่ชาลโคน 

ที่มา: (91) 

Sun และคณะ(92)ไดศ้ึกษาหาสารท่ีมีศักยภาพจากกระชายท่ีมีฤทธ์ิในการยับยั้ง
เซลล์มะเร็งตับอ่อน PANC-1 โดยศึกษาฤทธ์ิความเป็นพิษต่อเซลล์ภายใต้สภาวะอดอาหาร 
เนื่องจากในสภาวะนีเ้ซลลม์ะเร็งจะปรบัตัวใหล้ดการเกิด autophagy เพื่อลดการตายของเซลล ์
จากการศกึษาพบวา่แพนดรูาทินเอเป็นสารที่มีฤทธ์ิตา้นเซลลม์ะเรง็ไดดี้ท่ีสดุเม่ือเทียบกบัสารอื่นใน
กระชายโดยการยบัยัง้การแพรแ่ละการเพิ่มจ านวนของเซลล ์ผ่านวิถีการส่งสญัญาณ PI3K / Akt / 
mTOR สง่ผลใหก้ระตุน้การเกิด autophagy เพิ่มขึน้ เพิ่มตายตอ่เซลลม์ะเรง็ 

 
ภาพประกอบ 24 กลไกความเป็นพิษต่อเซลลม์ะเรง็ตบัออ่นในเซลล ์PANC-1 ผ่านกลไกการยบัยัง้ 

PI3K / Akt / mTOR/autophagy ในสภาวะการอดอาหาร 

ที่มา: (92) 
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Lai และคณะ(89)ไดศ้ึกษาฤทธ์ิและกลไกการตา้นมะเร็งผิวหนังในเซลล ์A375 ของ
สารแพนดูราตินเอ ซึ่งจากการศึกษาพบว่าเซลลม์ะเร็งผิวหนังสามารถรกัษาสมดุลพลงังานและ
ความอยู่รอดไดโ้ดยการลดการเกิด autophagy ผ่านวิถี mTOR และ AMPK โดยพบวา่แพนดรูาติน
เอสามารถยับยั้งวิถีการส่งสัญญาณของ mTOR และกระตุน้ AMPK ส่งเสริมใหก้ระตุน้การเกิด 
autophaghy นอกจากนีย้ังพบว่าเม่ือใส่ 3-Methyalanine ซึ่งเป็นตัวยับยัง้ autophagy สารแพน
ดรูาตินเอสามารถเหนี่ยวน าใหเ้กิดการตายผ่านกระบวนการอะพอพโทซิส ซึ่งแสดงใหเ้ห็นว่าแพน
ดูราตินเอช่วยเพิ่มการตายของเซลลไ์ด้อย่างมีนัยส าคัญ ดังนั้นการก าหนดเป้าหมายยับยั้งที่  
mTOR และการกระตุน้ AMPK สามารถเพิ่มผลกระทบตอ่ความเป็นพิษตอ่เซลลม์ะเรง็ผิวหนงัได ้

 

 
 

ภาพประกอบ 25 กลไกความเป็นพิษต่อเซลลม์ะเรง็ผวิหนงัของสารแพนดรูาตนิเอในเซลล ์A375 
โดยการกระตุน้การเกิด autophagy ผ่านวิถี mTOR และ AMPK 

ที่มา: (89) 

Michalkova และคณะ(93) ไดท้บทวนวรรณกรรมฤทธ์ิตา้นมะเร็งชนิดต่างๆ ไดแ้ก่ 
มะเรง็เตา้นม ระบบทางเดินอาหาร ต่อมลกูหมาก มะเรง็ผิวหนงั มะเรง็ปอด มะเร็งไต และมะเร็ง
กระเพาะปัสสาวะของสารกลุม่ชาลโคน ซึ่งสารกลุม่ชาลโคนที่ไดท้บทวนวรรณกรรมมีสารแพนดรูา
ตินเอและพิโนสโตรบิน ซึ่งจากการศึกษาพบว่าสารกลุ่มชาลโคนมีศกัยภาพในการพฒันาเป็นสาร
ตา้นมะเรง็ปอดผ่านกลไกระดบัโมเลกลุ โดยการยบัยัง้กระบวนการฟอสโฟรีเลชนัของโปรตีนต่างๆ 
ไดแ้ก่ EGFR, Ras/Raf/Mek/Erk เป็นตน้ ดงัแสดงในภาพประกอบ 26 
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(B) 

ภาพประกอบ 26 สารกลุม่ชาโคล (A) และฤทธ์ิตา้นการเจรญิเติบโตของเซลลม์ะเรง็ชนิดต่างๆ (B) 

ที่มา:(93) 

อย่างไรก็ตาม แมจ้ะสารกลุม่ชาลโคนจะมีศกัยภาพในการเป็นสารตา้นมะเรง็ไดด้ ีแต่
คุณสมบตัิของสารกลุ่มชาลโคนบางชนิดยงัมีการดูดซึมที่จ  ากัดเนื่องจากมีความสามารถในการ
ละลายต ่า ท าใหอ้อกฤทธ์ิทางชีวภาพไดไ้ม่เต็มศกัยภาพ 

Chen และคณะ(94)ไดศ้ึกษาการสังเคราะหอ์นุพันธข์องไอโซบาวาชาลโคน (IBC) 
(1-17) สิบเจ็ดชนิด และประเมินฤทธ์ิทางพิษต่อเซลล์ต่อเซลล์มะเร็งปอดของมนุษย์ ซึ่งจาก
การศึกษาพบว่า compound 16 แสดงฤทธ์ิความเป็นพิษต่อเซลล ์H1975 และ A549 มากที่สุด 
โดยมีค่า IC50 อยู่ที่ 4.35 และ14.21 μM ตามล าดบั เม่ือเปรียบเทียบกบัโครงสรา้งเดิมระหวา่ง IBC 
กับ compound 16 ที่สังเคราะห์ขึน้ พบว่ามีฤทธ์ิเป็นพิษต่อเซลลเ์พิ่มขึน้ถึง 4.11 เท่าในเซลล ์
H1975 ซึ่งการยับยั้งโดยกระตุ้นการตายของเซลล์ผ่าน  apoptosis และ  necroptosis โดย 
compound 16 สามารถเหนี่ยวน าใหเ้กิดการตายผ่านการเพิ่มอัตราส่วน Bax/Bcl-2 และระดับ
โปรตีน Cyt C การควบคมุระดบัโปรตีน Akt ใหล้ดลง เกิด caspase-9 และ caspase-3 ซึง่ควบคมุ
ระดับ RIP3, p-RIP3, MLKL และ p-MLKL ท าใหเ้กิดการตายของเซลล ์นอกจากนี ้compound 
16 ยงัท าใหเ้กิดความผิดปกติของไมโตคอนเดรีย ซึ่งส่งผลใหร้ะดบั ATP ของเซลลล์ดลง เกิดและ 
ROS มากเกินไปสง่ผลใหเ้กิดการตายของเซลลผ์่านการสรา้งอนมุลูอิสระ 
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ภาพประกอบ 27 ผลการแสดงออกของโปรตีนหลงัการทดสอบดว้ยสารอนพุนัธ ์
ของไอโซบาวาชาลโคน 

ที่มา: (94) 

จากการทบทวนฤทธ์ิทางชีวภาพของสารสารพิโนสโตรบินและแพนดรูาทินเอพบว่ามี
ฤทธ์ิในการตา้นมะเรง็ปอดได ้ซึง่กระบวนการพฒันาและคน้หายาใหม่ จ าเป็นตอ้งศกึษาคณุสมบตัิ
ทางเคมีฟิสิกส ์(physicochemical properties) ของสารเพื่อน าขอ้มูลมาท านายการดูดซึม การ
กระจาย การเปลี่ยนแปลง และการขบัออกของสารในรา่งกาย ซึ่งคณุสมบตัิทางเคมีฟิสิกสข์องสา
รพิโนสโตรบินและแพนดูราทินเอมีคุณสมบัติที่ดีในการน าไปพัฒนาเป็นยาตามเกณฑ์ของ 
Lipinski’s rule of five คือ  MW ≤ 500 , LogP (partition coefficient between n-octanol and 
water) ≤ 5,  จ านวนของ  hydrogen bond donors (HBD) ≤ 5 และจ านวนของ  hydrogen 
bond acceptors (HBA) ≤ 10 และตามเกณฑ์ของ Veber’s rule คือ rotatable bond count 
(RB) ≤ 10 และ topological polar surface area (TPSA) ≤ 140 Å (95, 96) ดงัแสดงในตาราง 
7 
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ตาราง 7คณุสมบตัิทางเคมีฟิสิกสข์องสารพิโนสโตรบินและแพนดรูาทินเอ 

สาร MW HBD HBA LogP TPSA RB 

พิโนสโตรบิน 270.28 1 4 2.7771 55.76 2 

แพนดรูาตินเอ 406.52 2 4 6.0094 66.76 6 

ที่มา: (95) 

2.4 เทคนิคการสกัดสารส าคัญออกจากสมุนไพร 
2.4.1 การเตรียมตัวอย่างสมุนไพร 

2.4.1.1 ลา้งสมนุไพร น าพืชสมนุไพรสดมาลา้งน า้ใหส้ะอาด โดยเฉพาะสว่นที่ขดุจาก
ดิน เช่น เหงา้ หรือรากตอ้งลา้งดินออกใหห้มด  

2.4.1.2 อบหรือตากใหแ้หง้ เนื่องจากสมุนไพรที่มีความชืน้มากเกินไปจะท าใหเ้กิด
เชือ้ราและแบคทีเรียได ้สมนุไพรจ าพวกรากหรือล าตน้ใตด้ิน เปลือกไม ้เนือ้ไม ้หรือผล ควรหั่นหรือ
ฝานเป็นชิน้ใหบ้างก่อนท าใหแ้หง้ ซึ่งจะท าใหส้มนุไพรแหง้ง่ายขึน้ ส  าหรบัการท าใหแ้หง้มีหลายวิธี 
เช่น การตากแดด ตากลม การอบโดยใชค้วามรอ้นซึ่งอาจท าในตูอ้บหรือโรงอบขนาดใหญ่ขึน้อยู่
กับปริมาณวัตถุดิบ โดยอุณหภูมิท่ีใชใ้นการอบแหง้ขึน้อยู่กับคุณสมบัติของสารออกฤทธ์ิว่าทน
ความรอ้นไดม้ากหรือนอ้ยเพียงใด ซึ่งอณุหภูมิการอบสมนุไพรใหเ้หมาะสมกบัส่วนของสมนุไพรที่
น  าไปใช ้มีดงันี ้

ตาราง 8 แสดงอณุหภมูิที่เหมาะสมในการสกดัสมนุไพรสว่นต่างๆ 

ส่วนของสมุนไพร อุณหภมิู (องศาเซลเซยีส) 
ดอก ใบ และพืชลม้ลกุ ≤ 40 
เปลือก ราก และกิ่ง ≤ 65 
แก่น ผล และเมลด็ ≤ 80 

สมนุไพรที่มีสารระเหยง่าย ≤ 45 

ที่มา: (97) 

2.4.1.3 การบดเป็นผง น าตวัอย่างสมนุไพรที่แหง้แลว้มาบดเป็นผง เพื่อเพิ่มพืน้ที่ผิว
ระหว่างตวัอย่างและตวัท าละลาย ท าใหต้วัอย่างและตวัท าละลายสมัผสักนัไดด้ีขึน้ เครื่องมือที่ใช้
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ในการบดมีหลายชนิด เช่น ครกหิน ครกบดยา หรือเครื่องบดไฟฟ้า หลงัจากผ่านกระบวนการบด
แลว้ใหน้ าไปผ่านตะแกรงรอ่นซึ่งมีขนาดต่างๆ เพื่อใหข้นาดผงมีความละเอียดสม ่าเสมอหรือขนาด
เลก็ตามความตอ้งการ เม่ือพืชสมนุไพรผ่านการบดแลว้ควรเก็บในภาชนะปิดภายใตส้ภาวะอากาศ
แหง้ เช่น ถุงพลาสติกที่มีการปิดมิดชิด หรือตูค้วบคุมอุณหภูมิและความชืน้เพื่อป้องกนัความชืน้ 
แมลง เชือ้ราและแบคทีเรีย (97) 

2.4.2 การสกัดสารส าคัญจากสมุนไพรด้วยคลื่นเสียงความถีสู่ง 
การใชค้ลื่นเสียงความถ่ีสงูสามารถท าใหเ้กิดการสกดัไดเ้นื่องจาก ปรากฏการณก์าร

เกิดช่องว่าง โดยเม่ือคลื่นดงักล่าวผ่านไปยงัตวักลางของเหลวตวัอย่างจะท าใหเ้กิดการบีบอดัและ
ขยายของอนภุาคของตวักลางในทิศทางแนวเดียวกบัการเคลื่อนที่ของคลื่นใน พืน้ที่ที่คลื่นเดินทาง
ไปจะท าาใหเ้กิดการเปลี่ยนแปลงความดนั เกิดช่องว่างและเกิดฟองแก๊ส ฟองแก๊สที่ เกิดขึน้นีมี้การ
เปลี่ยนแปลงขนาดในแต่ละรอบของการบีบอดัและขยายได ้ฟองแก๊สจะค่อย ๆ ขยายใหญ่ขึ ้นเม่ือ
ผ่านไปในแต่ละรอบจนถึงขนาดวิกฤตซึ่งจะเกิดการแตกออกอย่างรุนแรงเพื่อปลดปล่อยพลงังาน
ท าใหเ้กิดเป็นฟองแก๊สขนาดเล็ก ซึ่งจะค่อย ๆ ขยายใหญ่ขึน้และระเบิดแตกออกซ า้ไปเรื่อย ๆ การ
ระเบิดแตกออกเป็นฟองแก๊สขนาดเล็กที่จุดนี ้เกิดขึน้ที่อุณหภูมิประมาณ 5000 K ความดัน
ประมาณ 50-1000 บรรยากาศซึ่งเรียกว่าจดุรอ้น (hot spot) เม่ือฟองแก๊สเกิดการแตกออกใกลผ้ิว
ของแข็งจะปลดปล่อยความดันและอุณหภูมิสูงท าใหเ้กิดคลื่นกระแทกขนาดเล็ก (shock wave) 
คลื่นกระแทกขนาดเลก็นีมี้ผลต่อการสกดัสารจากผลิตภณัฑธ์รรมชาติท าใหเ้กิดการลอกผิว การกดั
เซาะ การแตกออกของผนงัเซลลแ์ละปลดปล่อยสารออกสู่ตวักลาง โดยปรากฏการณก์ารสั่นเม่ือ
คลื่นเสียงความถ่ีสงูผ่านไปยงัของเหลวตวักลางดงัแสดงในภาพประกอบ 28 กลไกการสกัดแบ่ง
ออกเป็น 2 ขัน้ตอน คือ 1. การใหต้วัท าละลายที่ใชส้กัดเขา้สู่เมทริกซข์องแข็งตวัอย่าง ซึ่งการลด
ขนาดตวัอย่างท าใหเ้พิ่มการซมึทะลผุ่านของตวัท าละลายไดด้ีขึน้   2. การปลดปลอ่ยสารสกดัจาก
เมทริกซ ์ซึ่งตอ้งอาศยัพืน้ที่ผิวที่สมัผสักนัระหว่างเฟสของแข็งและเฟสของเหลว ซึ่งในช่วง 10-20 
นาทีของการสกัด ตัวถูกละลายหรือสารส าคัญจะถูกสกัดออกมาไดม้ากถึง 90 % และในช่วง          
60-100 นาทีตวัถกูละลายจะแพรอ่อกมาไดช้า้ ดงันัน้การใชเ้ทคนิคนีท้  าใหเ้พิ่มการส่งผ่านมวลตวั
ท าละลายสามารถซึมทะลุผ่านตัวอย่างดีขึน้ อัตราการสกัดสูงขึน้และปริมาณของสารที่สกัดได้
เพิ่มขึน้ โดยใชเ้วลาในการสกดัสัน้ อีกทัง้ใชป้ริมาณตวัท าละลายนอ้ยจึงลดตวัท าละลายที่มีพิษได ้
(98) 
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(A) 

 
(B) 

ภาพประกอบ 28 แผนผงัการสกดัโดยใชอ้า่งอลัตรา้โซนิค (A) และการก่อตวัของฟองอากาศใน 
อา่งอลัตรา้โซนิค (B) 

ที่มา: (98) 

2.4.3 การสกัดสารส าคัญจากสมุนไพรด้วยด้วยตัวท าละลาย  
2.4.3.1 การสกดัดว้ยตวัท าละลาย  

เป็นเทคนิคที่นิยมใชส้กดัไดท้ั้งสารอินทรียแ์ละอนินทรีย ์โดยทั่วไปหลกัการเลือก
ตัวท าละลายนั้นนิยมเลือกจากความเหมือนกันของสภาพขั้วระหว่างตัวท าละลาย และตัวถูก
ละลายหรือที่เรียกว่า Like Dissolve Like กล่าวคือ หากสภาพขั้วของตัวท าละลาย และตัวถูก
ละลายเหมือนกันจะสามารถละลายกันได้ดี สามารถน าไปออกแบบการทดลองและหาค่า
สัมประสิทธ์ิการกระจายตัว หรือ Distribution Coefficient (Kd) ซึ่งสามารถค านวณได้จาก
อตัราส่วนของความเขม้ขน้ตวัถูกละลายที่ละลายอยู่ในวฏัภาคอินทรียแ์ละความเขม้ขน้ที่ละลาย
อยู่ในน า้ แต่วธีิการนีจ้  าเป็นตอ้งใชท้รพัยากร ตวัท าละลาย และเวลาเป็นจ านวนมาก เนื่องจากตอ้ง
ออกแบบการทดลอง เพื่อเลือกตวัท าละลายที่มีขัว้หรือไม่มีขัว้เป็นจ านวนมากแลว้จึงสามารถสรุป
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ไดว้่าตวัท าละลาย ตวัใดที่เหมาะสม และมีประสิทธิภาพในการสกดัไดด้ีที่สดุ  หนึ่ งในคุณสมบตัิ
ของสารอินทรียท์ี่ใชแ้สดงความสามารถในการละลาย คือพารามิเตอรก์ารละลาย (Solubility 
Parameter) ซึ่งเป็นลกัษณะเฉพาะของสารเพื่อช่วยในการเลือกตวัท าละลาย ไดอ้ย่างเหมาะสม
โดยสารอินทรียท์ี่มีค่าพารามิเตอรก์ารละลายใกล้เคียงกันจะสามารถละลายเข้าด้วยกันได้ดี  
ปัจจบุนัค่าพารามิเตอรก์ารละลายมีใชก้นัอยู่หลายชนิด โดยงานวิจยันี ้ เลือกใชค้่าพารามิเตอรก์าร
ละลายของแฮนเซน (Hansen Solubility Parameter)เพื่อช่วยในการท านายหาค่าการละลายที่
เหมาะสม และช่วยในการลดจ านวนชนิดของตวัท าละลายที่ใชใ้นการทดลองลดค่าใชจ้่าย และลด
เวลาในการทดลอง นบัเป็นการพฒันาการหาตวัท าละลายใหม่ ๆ ที่มีประสิทธิภาพสงูขึน้(99) 

2.4.3.2 ค่าพารามิเตอรก์ารละลายของแฮนเซน (Hansen Solubility Parameter) 
(100, 101) 

 การหาค่าพารามิเตอรก์ารละลายสามมิติ คือ การศึกษาแรงระหว่างโมเลกุล 3 
ชนิด ไดแ้ก่ 1. ค่าการละลายของแรงลอนดอน (Dispersion Force, δd) ซึ่งจะคิดจากแรงลอนดอน 
ซึ่งเป็นแรงภายในโมเลกุลที่พบไดใ้นสารที่ไม่มีขั้วหรือโมเลกุลที่อยู่ในรูปทรงสมมาตรมีแรงยึด
เหนี่ยวภายในโมเลกุลต ่า 2. ค่าการละลายของแรงดึงดูดระหว่างขั้ว (Dipolar Intermolecular 
Force, δp) คือ พลงังานที่คิดจากแรงดึงดดูระหว่างขั้วที่อยู่ภายในโมเลกลุกระท ากนั ท าใหรู้ปทรง
ของโมเลกลุนัน้ไม่สมมาตร  3. ค่าการละลายของพนัธะไฮโดรเจน (The Energy From Hydrogen 
Bond, δh) คือ พลงังานของสารที่มีหมู่ฟังกช์ันในโมเลกุลที่สามารถใหแ้ละรบัโปรตอน โดยหมู่ที่
สามารถให้ โปรตอนได้นั้น ส่วนมากจะเป็นหมู่ที่ มีไฮโดรเจนจับอยู่กับอะตอมของฟลูออรีน 
ออกซิเจนและไนโตรเจน เม่ือน าค่าการละลายทั้ง 3 ค่าดังกล่าวมารวมกันไดอ้อกมาเป็นค่าการ
ละลายของฮิลเดอแบรน ดงัสมการที่ (4) โดย ค่าดงักลา่วมีหลกัการพืน้ฐานมาจากสารท่ีมีลกัษณะ
ขัว้เหมือนกันหรือโมเลกุลที่มีแรงยึดเหนี่ยวเหมือนกนั จะสามารถละลายเขา้กันได ้แต่มีขอ้จ ากัด 
คือค่าพารามิเตอร ์สามารถเปลี่ยนแปลงไดต้ามอณุหภูมิ และอาจขาดความแม่นย าเนื่องจากค่า
การเหนี่ยวน าทางไฟฟ้าสถิต เป็นตน้ โดยค่าการละลายมีหน่วยเป็น MPa1/2 ใน SI UNIT 

 

                    𝛿 =  √𝛿𝑑
2 + 𝛿𝑝

2 + 𝛿ℎ
2                   สมการ (1) 

 
เม่ือ δd , δp และ δh คือพารามิเตอรก์ารละลายของอันตรกิริยาของส่วนไม่มีขัว้ ส่วนที่มีขัว้ และ
พนัธะไฮโดรเจน ตามล าดบั 
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จากสมการพบว่าหากสารที่ไม่มีขัว้และไม่มีพนัธะไฮโดรเจน ค่าการละลายที่เกิดจาก
แรงลอนดอนนัน้เท่ากับค่าการละลายของฮิลเดอแบรน แสดงว่าค่าการละลายของแรงลอนดอน
สามารถหาไดจ้ากวิธีเดียวกันกับการหาค่าพารามิเตอรก์ารละลายของฮิลเดอแบรน คือการถอด
รากที่สองของพลงังานยดึเหนี่ยวหนาแน่น 

2.4.3.3 วิธีการท านายค่าพารามิเตอรก์ารละลายของแฮนเซนดว้ยวิธีการกระจาย
แบบกลุม่ 

การท านายค่าพารามิ เตอรก์ารละลายของแฮนเซน (Hansen solubility 
parameters (HSPs) ไดร้บัการพฒันาเพื่อท านายความสามารถในการละลายไดแ้ม่นย ามากขึน้ 
โดยเม่ือน าแรงระหว่างโมเลกุลทัง้ 3 ชนิด หารดว้ยปริมาตรต่อโมล (molar volume) จะท าใหไ้ด้
ก าลงัสองของค่าการละลายทัง้หมด (δt

2) เท่ากบัก าลงัสองของแรงระหวา่งโมเลกลุทัง้ 3 ชนิด (D, P 
และ H) รวมกนั ดงัแสดงในสมการ 2 และ 3 
 

𝛿𝑡

𝑉
=

𝛿𝑑

𝑉
+

𝛿𝑝

𝑉
+

𝛿ℎ

𝑉
     สมการ (2) 

𝛿𝑡
2 =  𝛿𝑑

2 + 𝛿𝑝
2 + 𝛿ℎ

2     สมการ (3) 

ความเขา้กันไดร้ะหว่างตวัท าละลายและตวัถูกละลายที่สนใจสามารถวดัไดด้ว้ยค่ารศัมี (Ra) ซึ่ง 
Ra คือระยะห่างระหวา่งตวัถกูละลายกบัตวัท าละลาย ดงันัน้หากพารามิเตอรร์ะหวา่งตวัถกูละลาย
และตัวท าละลายมีค่าใกล้เคียงกัน ก็จะท าให้ค่า Ra ต ่า ซึ่งแสดงผลได้ว่าตัวท าละลายนั้น
เหมาะสมกบัการน าไปใชล้ะลายตวัถกูละลาย 
 
 𝑅𝑎

2 = 4 (𝛿𝑑𝑖 − 𝛿𝑑𝑗)
2

+ (𝛿𝑝𝑖 − 𝛿𝑝𝑗)
2

+ (𝛿ℎ𝑖 − 𝛿ℎ𝑗)
2
    สมการ (4) 

 

เม่ือ i คือคา่การละลายของตวัถกูละลายและ j คือคา่การละลายของตวัท าละลาย 

Stefanis และ Panayiotou ไดส้รา้งโมเดลทางคณิตศาสตรเ์ชิงเสน้จากการทดลอง 
เพื่อการหาค่าการละลายของสาร โดยการแบ่งกลุ่มย่อยของสารออกเป็นสองประเภท คือ First-
Order Group (UNIFAC Groups) ซึ่งจะครอบคลุมโครงสรา้งของกลุ่มย่อยทั่วไป และ Second-
Order Group ซึ่งจะแบ่งโดยใช้หลักตามทฤษฎีคอนจูเกต  ท าให้สามารถท านายค่าของ
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สารประกอบอินทรีย์ที่ มีโครงสรา้งซับซ้อนไม่ว่าจะเป็น Multi-Ring, Aromatic Structure และ 
Heterocyclic หรือแมก้ระทั่งสารประเภทชีวเคมี ยา อุตสาหกรรมอาหาร เป็นตน้  โดย Stefanis 
และ Panayiotou ไดใ้หส้มการในการค านวณหาคา่พารามิเตอรข์องแฮนเซนไว ้ดงัสมการที่ (5)–(7) 
มีหน่วยเป็น MPa1/2 โดยที่ค่า C และ D หาไดจ้ากตาราง 2 และ 3 
 
𝛿𝑑 =  (∑ 𝑁𝑖𝐶𝑖 + 𝑊 ∑ 𝑀𝑗𝐷𝑗 + 17.3231𝑗𝑖 ) 𝑀𝑃𝑎1 2⁄     สมการ (5) 

𝛿𝑝 =  (∑ 𝑁𝑖𝐶𝑖 + 𝑊 ∑ 𝑀𝑗𝐷𝑗 + 7.3548𝑗𝑖 ) 𝑀𝑃𝑎1 2⁄     สมการ (6) 

𝛿ℎ =  (∑ 𝑁𝑖𝐶𝑖 + 𝑊 ∑ 𝑀𝑗𝐷𝑗 + 7.9793𝑗𝑖 ) 𝑀𝑃𝑎1 2⁄      สมการ (7) 

โดยที่ Ci หมายถึง ค่าการละลายของตวัถกูละลายในกลุม่ first-order ที่มีอยู่ในโครงสรา้งสาร,  Ni 
หมายถึง คือ จ านวนที่ซ  า้กนัของกลุ่มย่อยในกลุ่ม first-order และ Dj คือค่าการละลายของตวัถูก
ละลายในกลุ่ม second-order ที่มีอยู่ในโครงสรา้งสาร, Mj หมายถึง จ านวนที่ซ  า้กนัของกลุ่มย่อย
ในกลุ่ม second-order โดยที่ค่าคงที่ W เท่ากบั 0 ส าหรบัสารประกอบที่ไม่มีกลุ่ม second-order 
และเท่ากบั 1 ส าหรบัโครงสรา้งสารที่มีกลุม่ second-order 

ตาราง 9 ตวัอย่างค่าการละลายของกลุม่ย่อยประเภท first-order  

Groups δd δp δh 
ACH 0.1105 -0.5303 -0.4305 
AC 0.8446 0.6187 0.0084 

ACOH 0.5288 1.1010 6.9580 
>C=O (except as above) -0.4343 0.7905 1.8147 

O (except as above) 0.0472 3.3432 0.0256 
-CH2 -0.0269 -0.3045 -0.4119 
-CH< 0.645 0.6491 - 0.2018 
-CH3 -0.9714 -1.6448 -0.7813 

-CH=C< 0.5372 -0.9024 -1.8872 
-CH3O -0.5828 0.1764 0.1460 
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ตาราง 10 ตวัอย่างค่าการละลายของกลุม่ย่อยประเภท second-order 

Groups δd δp δh 

AC-O-C 0.2568 0.8153 0.6092 
Ccyclic =O -0.2981 0.4497 -0.4794 
C-O-C=C 0.2063 0.6080 1.1344 
CH3-C= -0.0785 0.3316 0.3875 

ตาราง 11 ตวัอย่างค่าการละลายและคณุสมบตัิทางเคมีของตวัท าละลายชนิดต่างๆ 

Solvents δd δp δh 
ค่าความหนืด 
(cP) ที ่25 ºC 

ความหนาแน่น 
(g/ml) ที ่25 ºC 

Ethanol 15.8 8.8 19.4 1.1 0.785 

Methanol 14.7 12.3 22.3 0.543 0.792 

Dichloromethane 17.8 3.1 5.7 0.413 1.362 

Ethyl acetate 15.8 5.3 7.2 0.428 0.902 

Hexane 14.9 0 0 0.310 0.661 

 
2.4.3.4 ค่าพารามิเตอรก์ารละลายของแฮนเซนที่อณุหภมูิต่างๆ 

เนื่องจากสภาวะการสกัดสารส าคัญด้วยตัวท าละลายที่ เหมาะสมมักขึน้อยู่กับ
อณุหภมูิที่ใชใ้นการสกดั ดงันัน้จึงสามารถประมาณค่าพารามิเตอรก์ารละลายของแฮนเซนของตวั
ท าละลายที่อณุหภมูิต่างๆ (102) ดงัสมการท่ี (8)–(10)  

 

𝛿𝑑 =  𝛿𝑑 ,𝑟𝑒𝑓 (
𝑉𝑟𝑒𝑓

𝑉
)

1.25
      สมการ (8) 

𝛿𝑝 =  𝛿𝑝 ,𝑟𝑒𝑓 (
𝑉𝑟𝑒𝑓

𝑉
)

0.5
       สมการ (9) 

𝛿ℎ =  𝛿ℎ ,𝑟𝑒𝑓 [𝑒
(−1.32×10−3(𝑇𝑟𝑒𝑓−𝑇)−(

𝑉𝑟𝑒𝑓

𝑉
)

0.5

)
]

−1

   สมการ (10)
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โดยที่ δd,ref,  δp,ref และ δh,ref คือ ค่าพารามิเตอรก์ารละลายที่อุณหภูมิอา้งอิง 
(MPa ½), Vref คือ ปรมิาตรโมลาร ์(มล./โมล) ที่อณุหภมูิอา้งอิง (Tref) และความดนัอา้งอิง (Pref) 
และ    V คือ ปรมิาตรโมลาร ์( มล./โมล) ที่อณุหภมูิ (°C) และความดนั (MPa) ที่ตอ้งการ 

 
2.5 เทคนิคการแยกสารส าคัญจากสมุนไพรให้บริสุทธิ์ด้วยเทคนิค Centrifugal Partition 
Chromatography (CPC) 

CPC เป็นเทคนิคการแยกสารผสมให้บริสุทธ์ิโดยใช้หลักการ Chromatography ด้วย
กระบวนการ Liquid/Liquid Chromatography โดยจะมีเฟสคงที่ (Stationary phase) และเฟส
เคลื่อนที่ (Mobile phase) เป็นของเหลว โดยเฟสอยู่กบัที่ที่เป็นของเหลวจะอาศยัแรงหมนุเหวี่ยง
หนีศนูยก์ลาง (Centrifugal Force) ท าใหอ้ยู่ภายในคอลมัน ์CPC ขณะท าการแยกสารได ้และเฟส
เคลื่อนที่จะถกูป๊ัมและเคลื่อนที่ผ่านเฟสคงที่ การแยกสารใหบ้รสิทุธ์ิดว้ยเทคนิค CPC แบ่งออกเป็น 
2 ประเภท คือ Ascending Mode (Normal Phase) และ Descending Mode (Reverse Phase) 
โดยการแยกสารดว้ย ascending mode จะเหมาะกับการเยกสารประเภทมีขัว้ต ่า ระบบของเฟส
เคลื่อนที่จะอยู่ส่วนบน (upper) และเฟสคงที่จะอยู่ส่วนล่าง (lower) ส่วน Descending Mode จะ
เหมาะกบัการเยกสารประเภทค่อนขา้งมีขัว้ ระบบของเฟสเคลื่อนที่จะอยู่ส่วนล่างและเฟสคงที่จะ
อยู่สว่นบน(103) ดงัแสดงในภาพประกอบ 29 

 
 

ภาพประกอบ 29 ระบบการท างานของ Ascending Mode และ Descending Mode 

ที่มา:  (103) 
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ส่วนประกอบของเครื่อง CPC ประกอบด้วยป้ัม (Pump), ส่วนการฉีดสาร (injector), 
คอลัมน์  (Column), ส่วนของการวัดสาร (Detector) และส่วนของการเก็บสาร (Fraction 
Collector) ดงัแสดงในภาพประกอบ 31 

         
(A)                                                            (B) 
ภาพประกอบ 30 คอลมัน ์CPC (A) เครื่อง CPC (B) 

ที่มา:  (104) 

                                 
                                                      

ภาพประกอบ 31 แผนภาพขัน้ตอนการท างานของเครื่อง CPC 

ที่มา: (105) 
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หลักการเลือกระบบการแยกสารทีเ่หมาะสม 
การเลือกตัวท าละลายส าหรบัเฟสคงที่และเฟสเคลื่อนที่ที่ส  าหรบัใชใ้นการแยก

สารใหเ้หมาะสมเพื่อใหเ้กิดระบบสองวฏัาค (biphasic liquid system,BLS) ตอ้งใชต้วัท าละลาย
อย่างนอ้ย 2 ชนิดขึน้ไปโดยของเหลวทัง้สองเฟสตอ้งไม่รวมเป็นเนือ้เดียวกนั ซึ่งหลกัการแยกสาร
ดว้ยเทคนิค CPC เหมือนกับโครมาโตกราฟีทั่วไป แต่แตกต่างจากโครมาโตกราฟี คือเฟสคงที่
ส  าหรบัใชใ้นการแยกสารเป็นของเหลว ซึ่งท าใหไ้ม่เกิดปัญหาการอุดตันของคอลมัน ์(Column)  
นอกจากนีก้ารแยกสารใหบ้รสิทุธ์ิดว้ยเทคนิค CPC ยงัมีขอ้ดีกว่า column chromatography แบบ
ดัง้เดิม คือ ลดกระบวนการที่มีความยุ่งยากซับซอ้นในการเตรียมตัวอย่าง สามารถแยกสารให้
บริสุทธ์ิสูงโดยใชเ้วลาสัน้ ไดผ้ลผลิตสูงเนื่องจากสามารถบรรจุสารตัวอย่างที่ตอ้งการแยกไดใ้น
ปริมาณมากและสารส าคัญไม่ถูดดูดซับใน เฟสคงที่ เหมือนกับการแยกสารด้วย  column 
chromatography แบบดั้งเดิมที่มีการใชค้อลัมน์โดยมีเฟสคงที่เป็นของแข็งซึ่งสามารถดูดซับ
สารส าคญัในระหวา่งการแยกไดอ้ย่างถาวรท าใหผ้ลผลิตที่ไดน้อ้ย (35) 

 ระบบการแยกสารใหบ้ริสุทธ์ิดว้ยเทคนิค CPC จะใชค้่าสมัประสิทธ์ิการกระจายตวัของ
สาร (partition coefficient, KD) เป็นเกณฑใ์นการก าหนดความเหมาะสมของระบบตวัท าละลายที่
น  ามาใชเ้ป็นเฟสคงที่และเฟสเคลื่อนที่ เนื่องจากการกระจายตวัของสารตวัอย่างระหว่างสองเฟส
จะสง่ผลต่อความบรสิทุธ์ิของสารและเวลาที่ใชใ้นการแยก โดยสารตวัอย่างที่ชอบละลายอยู่ในเฟส
คงที่จะแยกออกมาไดช้า้กวา่ตวัอย่างที่ชอบละลายในเฟสเคลื่อนที่ ดงัแสดงในภาพประกอบ 32  

 
 

 
 

ภาพประกอบ 32 แสดงการกระจายตวัของสารตวัอย่างในระบบสองเฟส 

ที่มา: (106) 
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ปัจจุบันการเลือกใชต้ัวท าละลายในระบบการแยกสารดว้ยเทคนิค CPC ไดมี้การ
พัฒนาระบบตัวท าละลายที่มีช่วงความมีขั้วที่หลากหลายเพื่อความสะดวกในการเลือกใช ้ซึ่ง
ปัจจบุนันิยมใช ้Arizona (AZ) liquid system ซึ่งระบบของเหลวประกอบไปดว้ยสาร 4 ชนิดไดแ้ก่ 
เฮปเทน/เอทิลอะซิเตต/เมทานอล/น า้ โดยผสมกนัดว้ยอตัราส่วนที่แตกต่างกนัทัง้หมด 23 รูปแบบ 
โดยก ากบัความมีขัว้สงูไปจนขัว้ต ่าดว้ยตวัอกัษร A ถึง Z ดงัแสดงในภาพประกอบ 33 ซึ่งระบบนี ้
ไดร้บัการพิสูจนแ์ลว้ว่าสามารถน ามาใชใ้นระบบการแยกสารดว้ยระบบของเหลวไดเ้ป็นอย่างดี 
อย่างไรก็ตามมีหลายงานวิจยัที่จะใชส้ารเฮกเซนแทนเฮปเทนเนื่องจากสารมีความเป็นพิษที่ต  ่ากว่า
แตใ่หค้ณุสมบตัิท่ีคลา้ยกนั (107) 

 

 
 

ภาพประกอบ 33 องคป์ระกอบของสารในระบบ Arizona 23 รายการ 

ที่มา: (107) 

นอกจากนีต้วัท าละลายที่เหมาะส าหรบัการแยกดว้ยเทคนิค CPC ตอ้งมีความหนืด
ต ่า ไม่ดูดกลืนแสงรงัสีอลัตราไวโอเลต(ultraviolet (UV)-transparent) เพื่อไม่รบกวนการตรวจวดั
สารตัวอย่าง ครอบคลุมช่วงขั้วที่กวา้งและมีแรงตึงผิวระหว่างเฟสที่เป็นน า้และสารอินทรีย ์อีก
ทัง้ตวัท าละลายที่ใชเ้ป็นเฟสเคลื่อนที่ควรมีจุดเดือดต ่าเพื่อใหส้ามารถระเหยตวัท าละลายไดง้่าย
หลงัการแยกสาร (108) เพื่อใหก้ารแยกสารเกิดประสิทธิภาพสงูสดุจึงจ าเป็นตอ้งหาค่า KD ในช่วง
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ที่เหมาะสม ดังนั้นก่อนการแยกด้วยเทคนิค CPC ต้องหาค่า KD ของสารในเฟสคงที่และเฟส
เคลื่อนที่ ซึ่งค่า KD ที่เหมาะสมควรอยู่ในช่วง 0.5–3 หรือค่าที่สามารถเป็นทางเลือกเพิ่มเติมคือ 
0.2-5 เนื่องจากค่า KD ที่มากเกินไป จะส่งผลให้ใช้เวลานานในการแยกสารและพีคกวา้ง ซึ่ง
ระยะเวลาในการแยกนานจะท าใหก้ารใชต้ัวท าละลายเพิ่มขึน้และผลผลิตที่ไดล้ดลง (yield) ถา้ 
KD นอ้ยเกินไป สารผสมในตัวอย่างอาจเกิดการรวมตัวและไม่แยกออกจากกัน นอกจากนีห้าก
ตอ้งการแยกสารหลายชนิดตอ้งพิจารณาค่า KD ของสารที่สนใจแต่ละชนิด โดยค่า KD ของสารแต่
ละชนิดต้องแตกต่างกัน  หากสาร 2 ชนิดมีค่า KD เท่ากันจะส่งผลให้สารไม่ เกิดการแยก 
(104)ดงันัน้ในการหาสภาวะของระบบของเหลวที่เหมาะสม จ าเป็นตอ้งพิจารณาค่าการแยกสาร 
(separation factor (𝛼)) ร่วมดว้ย โดยน าค่า KD ของสารแต่ละชนิดมาค านวนค่าการแยกสาร 
โดยค่าการแยกสารที่เหมาสมตอ้งมีค่า >1.5 (109) 

 
ขั้นตอนการหาค่าสัมประสิทธิ์การกระจายตัวและค่าการแยกของสารในเฟสคงที่

และเฟสเคลื่อนทีโ่ดย Shake-flask method (104) 
1.เลือกระบบตัวท าละลายที่ต้องการและผสมตัวท าละลายแต่ละชนิดตามสัดส่วนที่

เหมาะสม โดยพิจารณาจากระบบ Arizona จากนัน้เขย่าใหส้ารผสมเขา้กนั 
2. ตัง้ทิง้ไวใ้หต้วัท าละลายเกิดการแยกชัน้เป็น 2 ชัน้ ปิเปตปรมิาตรของสารทัง้เฟสบนและ

ลา่งใสล่งในขวดใหม่ในปรมิาตรท่ีเท่ากนั จากนัน้เติมตวัอย่างสารสกดัหยาบลงในภาชนะแลว้เขย่า
เพื่อใหต้วัอย่างกระจายในระบบ 2 เฟสตัง้ทิง้ไวใ้หเ้กิดการแยกชัน้ 

3. วิเคราะหส์ารทั้งเฟสบนและเฟสล่างดว้ยเทคนิคโครมาโทกราฟี เช่น HPLC เป็นตน้ 

จากนัน้น าค่าพืน้ที่ใตพ้ีคของเฟสคงที่และเฟสเคลื่อนที่ไปหาค่า KD และ α  โดยระบบของเหลวที่
ใหค้่า KD และ α ที่เหมาะสมจะถกูเลือกระบบนัน้ไปใชเ้ป็นเฟสคงที่และเฟสเคลื่อนที่ในระบบการ
แยกดว้ยเทคนิค CPC 

KD    =    ค่าพืน้ที่ใตพ้ีคของเฟสคงที่ / ค่าพืน้ที่ใตพ้ีคของเฟสเคลื่อนที่ 
α      =  KD1/KD2, โดยค่า KD1 > KD2 

ปัจจบุนัยงัไม่พบงานวิจยัที่แยกสารพิโนสโตรบินและแพนดรูาตินเอจากกระชายขาวดว้ย
เทคนิค CPC แต่มีรายงานการวิจยัที่ใชเ้ทคนิค CPC ในการแยกสารส าคญัจากสมนุไพรและท าให้
บรสิทุธ์ิ (110) ดงัแสดงในตาราง 12 
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ตาราง 8 ตวัอย่างการสกดัสารส าคญัใหบ้รสิทุธ์ิดว้ยเทคนิค CPC 

ระบบตัวท าละลาย อัตราส่วน ส่วนของพชื สาร/ความบริสุทธิท์ีไ่ด้ อ้างอิง 

Methanol/            
n-Hexane/Water 

5/5/0.8 รากของเรดวาเลเรียน 
(Centranthus ruber 

L.) 

valtrate และ  
7-homovaltrate/ 97% 

(111) 

n-Hexane/Ethyl 
acetate/ 

Ethanol/Water 

8/2/5/5 กญัชา  
(Cannabis sativa 

L.) 

Acidic cannabinoids/ 
(>45% recovery/ 

>95%)  

(112) 

Heptane/Methanol
/ Acetonitrile 

6/1/2 ดอกไพรีทรมั 
(Chrysanthemum 
Cinerariaefolium) 

Pyrethrins (99%) (113) 

 
งานวิจัยทีเ่กี่ยวข้องในการแยกสาระส าคัญจากกระชายใหบ้ริสุทธิด้์วยเทคนิคโคร

มาโทร กราฟีแบบดัง้เดมิ 
Salama และคณะ(30) ศึกษาการสกดัและแยกสารแพนดรูาตินเอจากกระชายใหบ้ริสทุธ์ิ

โดยการแช่ดว้ย 95%เอทานอลเป็นเวลา 7 วนั ที่อุณหภูมมิหอ้ง จากนั้นถูกกลั่นและท าใหแ้หง้ที่ 
40°C ใน incubator เป็นเวลา 3 วนั จะไดส้ารสกดัหยาบที่มีลกัษณะเหนียวขน้โดยให้ % Yield = 
9.49% (w/w) จากนัน้น าสารสกัดหยาบ 2.67 กรมัละลายดว้ยอะซิโตนและน าไปแยกใหบ้ริสุทธ์ิ
ดว้ย column chromatography โดยใช้ซิลิกาเจล 47 กรมั เป็นเฟสคงที่และใช้ตัวชะเป็นระบบ 
gradient elution ดว้ยตัวท าละลาย Hexane และ Ethyl acetate จากนั้นเก็บแต่ละส่วนของการ
แยกไประเหยแหง้และวิเคราะหค์วามบรสิทุธ์ิดว้ย HPLC ซึ่งจากผลการวิเคราะหพ์บว่าไดผ้ลกึของ
สารแพนดูราตินเอ 0.767 กรมั ท่ีความบริสทุธ์ิ 96.6% ดงัแสดงในภาพประกอบ 34 จากงานวิจัย
ของ Salama และคณะจะเห็นไดว้่ากระบวนการเตรียมตวัอย่างและการแยกสารใหบ้ริสทุธ์ิตอ้งใช้
ระยะเวลานานและหลายขัน้ตอน 
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ภาพประกอบ 34 ผลกึของแพนดรูาตินเอบรสิทุธ์ิท่ีแยกดว้ยเทคนิค silica gel column 
chromatography 

ที่มา:(30) 

Jeon และคณะ(114) ได้ศึกษาวิ ธีการสกัดแยกสารกลุ่ม  flavonoids 3 ชนิด  และ 
stilbenoids 2 ชนิด จากตน้บอสตนัไอวี่(Parthenocissus tricuspidata) ไดแ้ก่ Aromadendrin-3-
O-β-D-glucopyranoside, Catechin, Engeletin (ส า ร ก ลุ่ ม  flavonoids) trans-Piceid, , 
Resveratrol (สารกลุ่ม stilbenoids) ให้บริสุทธ์ิโดยใช้เทคนิค CPC ด้วยระบบตัวท าละลายที่
ประกอบด้วย acetate–acetonitrile–water (3:3:4, v/v) โดยสารกลุ่มที่มีขั้วน้อยใช้ ascending 
mode ในการแยก ส่วนสารที่มีขัว้มากใช ้descending mode ในการแยก ซึ่งการเตรียมตวัอย่าง
ผ่านกระบวนการสกดัสมนุไพรดว้ยเมทานอลโดยการแช่ท่ีอณุหภมูิหอ้งเกิน 1สปัดาห ์จากนัน้น าไป
ระเหยเมทานอลออกและละลายสารสกัดดว้ยน า้และสกัดสารที่ตอ้งการออกจากเฟสน า้ด้วย
เอทิลอะซิเตท และน าสว่นของเอทิลอะซิเตทไปแยกสารส าคญัใหบ้รสิทุธ์ิดว้ย CPC  

ผลการแยกสารให้บริสุท ธ์ิพบว่าได้ % yield (สมุนไพรเริ่มต้น  2.14 kg) ของสาร 
Aromadendrin-3 -O-β-D-glucopyranoside, trans-Piceid, Catechin, Resveratrol แ ล ะ 
Engeletin เท่ากับ 46.6mg, 13.5 mg, 42.0 mg, 13.9 mg และ17.6 mg ตามล าดับ ให้ความ
บรสิทุธ์ิของสารเท่ากบั 95%, 85%, 90%, 90% และ 95% ตามล าดบั จากงานวิจยัของ Jeon และ
คณะ จะเห็นไดว้่ากระบวนการเตรียมตัวอย่างก่อนน าสารสกัดหยาบไปแยกใหบ้ริสุทธ์ิตอ้งผ่าน
หลายขัน้ตอน โดยแผนภาพการเตรียมตวัอย่างแสดงดงัภาพประกอบ 35 นอกจากนีค้วามบรสิทุธ์ิ
ที่ไดข้องการแยกสาร ≤ 95% 
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ภาพประกอบ 35 แสดงขัน้ตอนการเตรยีมตวัอย่างสมนุไพรก่อนน าไปแยกใหบ้รสิทุธ์ิดว้ย CPC 

ที่มา: (114) 
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บทที ่3 
วิธีด าเนินการวิจัย   

 
3.1 เคร่ืองมือ  

- Analytical balance 0.001 g (Mettler Toledo, Switzerland)  
- Analytical balance 0.00001 g (Sartorius, Germany)  
- Autoclave (Sanyo, Japan)  
- Autopipette (Brand, Germany)  
- Biohazard laminar flow hood (Labconco, USA)  
- Centrifugal partition chromatography (CPC-250) 
- Centrifuge (Hettich, Germany)  
- CO2 incubator (Thermo, USA)  
- Controller pipette (Gilson, USA)  
- Electrophoresis system (Bio-Rad, USA) 
- Light microscope (Nikon, Japan) 
- LI-COR C-Digit chemiluminescence western blot scanner & Image Studio Lite 

software (LI-COR, Lincoln,NE, USA) 
- LC-MS/MS: Shimadzu Corporation, KYOTO, Japan. The LC-MS/MS comprises 

with Column Oven: CTO-20A, Autosampler: SIL-20ACXR, Pump: LC-20ADXR, Degasser 
unit: DGU-20A3R, Valve unit: FCV-20AH2, Detector: LCMS-8040 

- LCMS-9030, Shimadzu Corporation, Kyoto, Japan 
- Microplate reader (Thermo, Finland)  
- Nuclear magnetic resonance (NMR) spectrometer (JNM-ECZ500R/S1 

spectrometer, JEOL Corporation, KYOTO, Japan) 
- Stainless kitchen blender (Electrolux, Sweden) 
- Temperature control centrifuge (Eppendrof, Germany)  
- UHPLC Nexera system (Shimadzu Corporation, KYOTO, Japan) 
- Ultrasonic bath (Bandelin/ Bandelin Electronic GMBH&CO KG/Germany) 
- Vacuum evaporator (GeneVac, England)  
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3.2 วัสดุ 
- Avantor ACE 5 µm, C18 (150×4.6 mm) Column (VWR, UK) 
- Conical tube (Corning Inc., USA)  
- Guard column, C18 (4.0 x 2 mm, 5 µm) (Phenomenex, USA) 
- Nylon syringe filter (Sigma, USA) 
- Rectangular cell culture flask (Corning Inc., USA)  
- Polyvinylidene difluoride (PVDF) membrane (Merck, Germany)  
- Phenomenex Luna C18, (100 x 2 mm, 3 µm) Column (Phenomenex, USA) 
- Shim-pack Velox,SP-C18, 1.8 µm (2.1×100 mm) Column (Shimadzu 

Corporation, KYOTO, Japan) 
- 6 well plate (Corning Inc., USA)  
- 96 well plate (Corning Inc., USA)  
- Pipette tip (Gilson, USA) 
 

3.3 สารเคม ี
- Acetonitril (ACN) (Merck, Germany) 
- Ammonium persulfate (Sigma, USA) 
- Ascorbic acid (Sigma, USA) 
- Cell lines A549 (ATCC CCL-185, Manassas, VA, USA) 
- Cell lines H1975 (ATCC CRL-5908, Manassas, VA, USA) 
- Cell lines MRC5 (ATCC CCL-171, Manassas, VA, USA). 
- Dimethyl sulfoxide (DMSO) analytical grade (Merck, Thailand)  
- Dimethyl sulfoxide (DMSO) molecular grade (Sigma, USA)  
- Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM) (Gibco, USA)  
- Dichloromethane (DCM) (Merck, Germany) 
- 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH) (Sigma, USA) 
- Ethanol (EtOH) (Merck, Germany) 
- Ethyl acetate (EA) (Merck, Germany) 
- Fetal bovine serum (Gibco, USA) - Glycerol (Sigma, USA)  
- Fomic acid (Merck, Germany) 
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- Gefitinib (Sigma, USA) 
- Glycine (Sigma, USA)  
- n-Hexane (Merck, Germany) 
- Lowry protein assay solution (Bio-RAD, USA) 
- Methanol (MeOH) (Merck, Germany) 
- β-mercaptoethanol (Sigma, USA) 
- Osimertinib (Cayman Chemical, USA) 
- Pinostrobin (National Institute of Metrology,Thailand) 
- Panduratin A (TLC Pharmaceutical Standards, Canada) 
- Penicillin-streptomycin (Gibco, USA)  
- Primary antibodies (Cell Signaling, USA)  

- Beta Actin rabbit monoclonal antibody 
- Phospho-AKT rabbit monoclonal antibody 
- Total-AKT rabbit monoclonal antibody  
- Phospho-EGFR rabbit monoclonal antibody 
- Total-EGFR rabbit monoclonal antibody  
- Phospho-STAT3 rabbit monoclonal antibody 
- Total-STAT3 rabbit monoclonal antibody 
- Phospho-AKT rabbit monoclonal antibody 
- Total-AKT rabbit monoclonal antibody 
- Phospho-AMPK rabbit monoclonal antibody 

- Protease inhibitors (Sigma, USA)  
- Protein assay kit (Bio-Rad, USA)  
- RIPA lysis buffer (Thermo scientific, USA)  
- Roswell Park Memorial Institute (RPMI)-1640 medium (Gibco, USA)  
- Secondary antibody (Cell Signaling, USA) 

- Anti-rabbit IgG HRP-linked antibody  
- Sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel (SDS) (EM science, USA)  
- Thiazolyl blue tetrazolium bromide (MTT) (Sigma, USA)  
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- Tris base (Vivantis, USA) - Triton X-100 (Sigma, USA)  
- N,N,N,N-tetramethyl ethylenediamine (TEMED) (Sigma, USA)  
- 0.25%Trypsin/EDTA (Gibco, USA)  
- Tween 20 (Sigma, USA)   
- 0.4% Trypan blue dye (Sigma, USA) 
- Western horseradish peroxidase substrate (Merck, Germany) 

 
3.4 วิธีการทดลอง 

3.4.1 ศึกษาสภาวะที่เหมาะสมในการสกัดสารพิโนสโตรบินและแพนดูราทินเอ
ด้วยเทคนิคคลื่นเสียงความถีสู่งร่วมกับตัวท าละลาย 

การศึกษาสภาวะที่เหมาะสมในการสกัดสารพิโนสโตรบินและแพนดูราทินเอจาก
กระชายขาวดว้ยเทคนิคคลื่นเสียงความถ่ีสูงร่วมกับตัวท าละลาย  โดยเป้าหมายของการเลือก
สภาวะที่เหมาะสม คือ ตอ้งเป็นสภาวะที่สามารถสกดัสารพิโนสโตรบินและแพนดรูาทินเอออกจาก
กระชายขาวไดม้ากในขณะที่สกดัสารอื่นที่ไม่ตอ้งการออกมานอ้ย โดยปัจจยัที่ศึกษาไดแ้ก่ ขนาด
ของผงเหงา้กระชายขาว ชนิดของตัวท าละลาย อุณหภูมิที่ใชใ้นการสกัด อัตราส่วนของตัวท า
ละลายต่อน า้หนกัสมนุไพร เวลาที่ใชใ้นการสกดัและจ านวนครัง้ในการสกดัซ า้ โดยวิเคราะหค์วาม
เขม้ขน้ของสารที่สกัดได้ดว้ยเครื่อง UHPLC ซึ่งวิธีที่ใชใ้นการวิเคราะหไ์ดผ้่านการทดสอบความ
น่าเช่ือถือของวิธีวิเคราะห ์(method validation) ตามมาตรฐาน AOAC guideline แลว้ ซึ่งขัน้ตอน
การศกึษามีรายละเอียด ดงัตอ่ไปนี ้

3.4.1.1 การเตรียมสมนุไพร 
1. น าชิน้สว่นเหงา้กระชายแหง้มาบดดว้ยเครื่องป่ันไฟฟ้า 
2. ร่อนสมนุไพรที่บดละเอียดดว้ยกระแกรงร่อนขนาด 40 และ 120 เมซ เพื่อให้

ขนาดผงมีความละเอียดสม ่าเสมอขนาด 4.76 mm และ 125 µm ตามล าดับ หลังจากนั้นเก็บใน
ถงุพลาสติกปิดมิดชิด 
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ภาพประกอบ 36 เหงา้กระชายขาวแหง้ 
 

3.4.1.2 ขัน้ตอนการสกดัสมนุไพร 
1. การสกดัโดยใชค้ลื่นอลัตราซาวด ์(ultrasound-assisted extraction) รว่มกบั

การแช่สกดั (maceration extraction) โดยชนิดตวัท าละลายที่ศึกษา ไดแ้ก่ MeOH, EtOH, DCM 
EA และ เฮกเซน 

2. ชั่งผงกระชายปริมาณ 1 กรมั ใส่ตัวท าละลายที่ตอ้งการศึกษาในขอ้ 1 โดย
อตัราส่วนผงกระชายต่อตวัท าละลายในช่วงที่ศึกษา คือ 1:2.5, 1:5, 1:10,1:15, 1:20,1:30,1:40, 
1:50 จากนัน้คนใหเ้ป็นเนือ้เดียวกนั 

3. น าไปสกัดโดย sonicate ด้วยเครื่อง ultrasonic bath ที่อุณหภูมิในช่วงที่
ศกึษา คือ 30-40, 40-50, 50-60 และ 60-70 OC ในช่วงเวลาที่ศกึษา คือ 10, 30, 60, 90 และ 120 
นาที จากนัน้น าไปหมนุเหวี่ยงใหต้กตะกอนที่ความเรว็รอบ 4,000 rpm เป็นเวลา 10 นาที และน า
ส่วนใสไปกรองด้วยกระดาษกรองเบอร ์1 จากนั้นน าสารสกัดไประเหยด้วยเครื่องระเหย
สญุญากาศ (evaporator) โดยไม่ใชอ้ณุหภมูิ น าผงกระชายเดิมมาสกดัซ า้ดว้ยวิธีเดิม 2 รอบ 

4. น าสารสกดัหยาบชั่งน า้หนกัเพื่อน าไปค านวณ % yield และเก็บไวท้ีอณุหภูมิ  
0-8 องศาเซลเซียส  

% yield   = (น า้หนกัของสารสกดั/น า้หนกัของผงกระชาย) x 100 
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3.4.1.3 วิเคราะหห์าปรมิาณสารพิโนสโตรบินและแพนดรูาทินเอดว้ยเทคนิค UHPLC 
 1. ละลายสารสกดัหยาบดว้ย DMSO และเจือจางดว้ย MeOH ใหไ้ดค้วามเขม้ขน้

อยู่ในช่วงของกราฟมาตรฐาน คือ 0.313-20.000 µg/ml จากนัน้กรองดว้ย syring filter ขนาด 0.2 
ไมครอนและฉีดเขา้เครื่อง UHPLC 

 2. สภาวะของการวิเคราะหส์ารพิโนสโตรบินและแพนดรูาทินเอมีรายละเอียด ดงั
ตาราง 9  
ตาราง 9 สภาวะของการวิเคราะหส์ารดว้ยเทคนิค UHPLC 

เทคนิคท่ีใชใ้นการวิเคราะห ์ UHPLC 
สารส าคญั พิโนสโตรบินและแพนดรูาทินเอ 
ช่วงที่ใชใ้นการวิเคราะห ์ 0.313-20.000 µg/ml 
คอลมันแ์ละการด์คอลมัน ์ Avantor ACE 5 µm, C18 (150×4.6 mm) และ 

Phenomenex C18, (4.0 x 2.0 mm) 
เฟสเคลื่อนท่ี 
(Gradient elution) 

0.1% Formic acid in 20 mM ammonium formate /ตวัท า
ละลายผสมระหวา่ง ACN และ MeOH อตัราสว่น, 50:50  
v/v) โดยมีอตัราสว่น ดงันี ้
Time (min)                 Command                      Value 
0.01                           Conc.(pump B)                75 
4.50                           Conc.(pump B)                75 
5.00                           Conc.(pump B)                90 
8.00                           Conc.(pump B)                85 
8.50                           Conc.(pump B)                75 
11.00                         Controller                        Stop 

อตัราการไหล 1 ml/นาท ี
ตวัตรวจวดั UV detector ที่ 290 nm 
ปรมิาตรในการฉีด 5 µl 
อณุหภมูิคอลมัน ์ 40°C 
เวลาท่ีใชใ้นการวิเคราะห ์ 11 นาท ี

ที่มา: (23) 
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3.4.2 การศึกษาการแยกสารบริสุทธิจ์ากสารสกัดกระชายขาวด้วยเทคนิค CPC 
ในการศึกษานี ้ต้องการหาระบบตัวท าละลายที่ เหมาะสมเพื่อน ามาใช้เป็นเฟส

เคลื่อนที่และเฟสคงที่ โดยเป้าหมายของการเลือกสภาวะที่เหมาะสมของระบบการเลือกเฟสคงที่

และเฟสเคลื่อนที่ คือ ระบบตวัท าละลายตอ้งใหค้่า KD ของสารอยู่ในช่วง 0.2-5 และค่า α > 1.5 

จากนัน้น าระบบตวัท าละลายที่ไดค้่า KD และ α ที่เหมาะสม ไปใชเ้ป็นเฟสเคลื่อนที่และเฟสคงที่
ในระบบการแยกสารด้วยเครื่อง CPC โดยเป้าหมายของการเลือกสภาวะที่เหมาะสม คือ  ได้
ผลผลิตในปริมาณมากและสารที่แยกไดต้อ้งใหค้่าความบริสุทธ์ิ > 98 % ซึ่งการวิเคราะหห์าค่า
ความบริสุทธ์ิใช้เทคนิค LC-MS/MS ซึ่งผ่านการทดสอบ method validation ตามมาตรฐาน 
AOAC guideline แลว้ โดยการศกึษามีรายละเอียด ดงัตอ่ไปนี ้

3.4.2.1 การศึกษาระบบเฟสเคลื่อนที่และเฟสคงที่ที่เหมาะสมจากการหาค่า 
Partition Coefficient (K) และค่า separation factor(𝛼) 

1. เลือกระบบตัวท าละลายที่ตอ้งการ ซึ่งไดศ้ึกษาระบบตัวท าละลาย 4 ชนิด 
ไดแ้ก่ เฮกเซน, MeOH, EA และน า้ จากนัน้ผสมตวัท าละลายแต่ละชนิดตามสดัส่วนที่ก าหนดใน
ระบบ Arizona ดงัภาพประกอบ 32 โดยศึกษาที่ system S, T, U, V, W และประยุกตจ์ากระบบ 
Arizona โดยศึกษาระบบตัวท าละลาย 3 ชนิด ได้แก่ เฮกเซน, MeOH และน ้า ที่อัตราส่วน 
5/3.2/1.8, 5/3.3/1.7, 5/3.4/1.6 และ 5/3.5/1.5 v/v จากนัน้เขย่าใหส้ารผสมเขา้กนั 

2. ตัง้ทิง้ไวใ้หต้วัท าละลายเกิดการแยกเป็น 2 ชัน้ ปิเปตปริมาตรของสารทัง้เฟส
บนและล่างใสล่งในขวดใหม่ในปรมิาตรอย่างละ 500 µl จากนัน้เติมตวัอย่างสารสกดัหยาบความ
เขม้ขน้ 100 mg ปรมิาตร 1 µl แลว้เขย่าเพื่อใหต้วัอย่างกระจายในระบบ 2 เฟสตัง้ทิง้ไวใ้หเ้กิดการ
แยกชัน้ 

3. ปิเปตสารแต่ละเฟสมาวิเคราะห์สารทั้งเฟสบนและเฟสล่างแยกกันด้วย 
UHPLC ตามสภาวะที่ก าหนดในตาราง 9 จากนัน้น าค่าพืน้ที่ใตพ้ีคของเฟสบนและเฟสล่างไปหา
ค่า KD และ α   โดยโหมดในการแยกดว้ย CPC ในการศกึษานีใ้ช ้ascending mode ดงันัน้สตูรที่
ใชใ้นการค านวณค่า KD และ α คือ 

KD    =    ค่าพืน้ที่ใตพ้ีคของเฟสลา่ง / ค่าพืน้ที่ใตพ้ีคของเฟสบน 
α      =  KD1/KD2, โดยค่า KD1 > KD2 
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3.4.2.2 การศึกษาการแยกสารด้วย CPC 
1. เม่ือไดช้นิดตวัท าละลายและอตัราส่วนที่เหมาะสมแลว้น าตวัท าละลายต่างๆ

มาผสมกันในกรวยแยก (Separatory funnel) ขนาด 2 ลิตรแลว้เขย่าใหเ้ขา้กัน ตัง้ทิง้ไวใ้หต้วัท า
ละลายแยกออกเป็น 2 ชัน้ ไขตวัท าละลายสว่นลา่งใสข่วด duran ขนาด 1 ลิตรเพื่อใชเ้ป็นเฟสคงที่
สว่นตวัท าละลายสว่นบนใสข่วด duran ขนาด 1 ลิตรส าหรบัใชเ้ป็นเฟสเคลื่อนที่  

2. เตรียมตวัอย่างสารสกดั Hexane โดยละลายดว้ยตวัท าละลาย EA ใหไ้ดค้วาม
เขม้ขน้ 0.7 g/ml และ 1 g/ml จากนัน้ศกึษาปรมิาตรของตวัอย่างที่ใช ้คือ 0.5, 1, 1.5 และ 2 ml ลง
ในตัวเจือจางตัวอย่าง ซึ่งได้ศึกษาตัวเจือจางตัวอย่าง 2 รูปแบบ ได้แก่ สารผสมระหว่างเฟส
เคลื่อนที่และเฟสคงที่ อัตราส่วน 3.5 ml/3.5 ml และสารผสมระหว่างเฟสเคลื่อนที่และ MeOH
อตัราสว่น 3.5 ml/ 3.5 ml 

3. กรองตวัอย่างดว้ย syring filter ขนาด 0.45 ไมครอนและฉีดเขา้เครื่อง CPC 
โดยสภาวะที่ใชใ้นการแยกของเครื่อง CPC มีรายละเอียดดงันี ้
ตาราง 10 สภาวะที่ใชใ้นการแยกสารของเครื่อง CPC 

พารามเิตอร ์ สภาวะทีใ่ช้ 

เครื่อง CPC 
ตวัอย่าง สารสกดั Hexane จากกระชายขาว 

โหมดการแยก Ascending mode (normal phase) 
เฟสเคลื่อนท่ี เฟสบนของระบบตวัท าละลาย 
เฟสคง เฟสลา่งของระบบตวัท าละลาย 

อตัราการไหล 10 ml/min 
อตัราการหมนุ 2000 rpm 
ตวัตรวจวดั UV detector ที่ความยาวคลื่น 220, 230, 280, 285 nm และ scan 

ช่วง 200-600 nm 

ที่มา: (111) 

4. น า fraction ของสารท่ีไดจ้ากการแยกดว้ยเครื่อง CPC ปรมิาตรแตล่ะ fraction 
คือ 10 ml ไประเหยตวัท าละลายดว้ยเครื่องระเหยแหง้แบบหมนุเหวี่ยง (rotary evaporator) โดย
ไม่ใชค้วามรอ้น 
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5. ระเหยตวัท าละลายใหเ้หลือประมาณ 1  ml สารจะเริ่มเกิดผลกึ จากนัน้ตัง้ทิง้
ไวท้ี่อณุหภมูิหอ้งใหส้ารเกิดผลกึเต็มที่  

6. เม่ือตวัท าละลายระเหยหมด เก็บผลกึและละลายผลกึกลบัดว้ยเมทานอลเพื่อ
ท าการตกผลกึซ า้ จากนัน้น าผลกึท่ีไดไ้ปชั่งและวิเคราะหค์วามบรสิทุธ์ิดว้ยเครื่อง LC-MS/MS 

3.4.2.3 วิเคราะหค์วามบริสุทธิ์ของสารพิโนสโตรบินและแพนดูราทินเอด้วย
เทคนิค LC-MS/MS 

 1.ละลายสารตัวอย่างดว้ย MeOH ใหไ้ดค้วามเขม้ขน้อยู่ในช่วงกราฟมาตรฐาน
กรองดว้ย syring filter ขนาด 0.2 ไมครอนและฉีดเขา้เครื่อง LC-MS/MS 

 2. สภาวะของการวิเคราะห์สารพิโนสโตรบินและแพนดูราทินเอมีรายละเอียด 
ดงันี ้ 
ตาราง 11 สภาวะของการวิเคราะหส์าร 

เทคนิคท่ีใชใ้นการวิเคราะห ์ LC-MS/MS 

ช่วงของกราฟมาตรฐานที่ใชใ้นการ
วิเคราะห ์

PN=78.13 - 2,500.00 ng/ml 
PA=15.63- 500.00 ng/ml 

คอลมันแ์ละการด์คอลมัน ์ Agilent Poroshell 120 EC-C18, 2.7 µm (3.0×50mm), 
Phenomenex C18, (4.0 x 2.0 mm) 

เฟสเคลื่อนที่ 0.2% Formic acid : ACN อตัราสว่น, 25:75, v/v), พาสารดว้ยระบบ 
isocratic 

อตัราการไหล 0.5 ml/นาที 
MS interface ESI 
Heat Block temperature 450 OC 
DL temperature 270 OC 

MRM 

               m/z               Dwell time     Q1          CE          Q3         

PN      271.20>167.05      100.0     -10.8       -22.1      -18.1 

PA      405.35>166.20      100.0      18.1        27.1        29.7 

ปรมิาตรในการฉีด 2 µl 
อณุหภมูิคอลมัน ์ 40°C 
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3.4.3 การทดสอบความน่าเชื่อถอืของวิธีวิเคราะห ์(Method validation) 
เตรียมสารสกัดหยาบที่สกัดไดจ้ากกระชายขาว สารสกัดบริสุทธ์ิพิโนสโตบินและ  

แพนดรูาตินเอเพื่อทดสอบ method validation ซึ่งหวัขอ้และเกณฑก์ารยอมรบัที่เก่ียวขอ้งในการ
ตรวจสอบความถกูตอ้งของวิธีวิเคราะหอ์า้งอิงตาม AOAC guidelines (115) ดงันี ้

3.4.3.1 เตรียม stock สารละลายมาตรฐาน: ชั่งสารมาตรฐานพิโนสโตรบินและแพน
ดูราตินเออย่างละ 10 mg ละลายและปรับปริมาตรด้วย Methanol จนครบ 10 ml (Stock 1 
mg/ml) 

3.4.3.2 เตรียมสารละลายตวัอย่าง 
   ตวัอย่างสารสกัดหยาบ: ชั่งสารสกัดหยาบและละลายดว้ย DMSO 1 ml จากนั้น

เจือจางดว้ย MeOH ใหอ้ยู่ในช่วงความเขม้ขน้ของกราฟมาตรฐาน  
    ตวัอย่างสารบรสิทุธ์ิ : ชั่งตวัอย่างสารบรสิทุธ์ิพิโนสโตรบินและแพนดรูาตินเอแตล่ะ

ชนิดแยกกนัและละลายดว้ย MeOH ใหไ้ดค้วามเขม้ขน้อยู่ในช่วงความเขม้ขน้ของกราฟมาตรฐาน 
3.4.3.3 หวัขอ้ในการทดสอบความน่าเชื่อถือของวิธีวิเคราะหมี์ดงันี ้

1) System suitability: วิเคราะหส์ารละลายมาตรฐานซ า้ 6 ครัง้ พิจารณาค่า N, 
Resolution, Tailing factor, %RSD ของ retention time, %RSD ของ peak area ของสาร โดย
เกณฑก์ารยอมรบัแสดงในตาราง 16 

ตาราง 12 เกณฑก์ารยอมรบัการทดสอบ System suitability 

พารามิเตอร ์ เกณฑก์ารยอมรับ (Acceptance criteria) 

%RSD ≤ 2 

Resolution >  2 

Tailing factor ≤ 2 

Theoretical plate (N)     > 2000 

ที่มา: (115) 

2) Specificity: ฉีดสารละลายมาตรฐาน สารตัวอย่างและตัวท าละลายตัวอย่าง
จากนัน้เปรียบเทียบคา่ retention time ที่ได ้

3) Linearity : เตรยีมกราฟมาตรฐานของสารพิโนสโตบินและแพนดรูาตินเอแต่ละจดุ
ความเขม้ขน้จาก stock ของสารมาตรฐานความเขม้ขน้ 1 mg/ml ใหไ้ดค้วามเขม้ขน้สดุทา้ยดงันี ้
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    3.1) ส าหรบัการวิเคราะหด์ว้ยเครื่อง UHPLC ความเขม้ขน้ของสารพิโนสโต
บินและแพนดรูาตินเอที่เตรียมเท่ากบั 0.313, 0.625,1.25, 2.5, 5, 10  และ 20 µg/ml  

     3.2) ส  าหรบัการวิเคราะหด์ว้ยเครื่อง LC-MS/MS ความเขม้ขน้ของสารพิโนส
โตบินที่เตรียมเท่ากบั 78.125, 156.25, 312.5, 625, 1250 และ 2500 ng/ml และความเขม้ขน้ของ
สารแพนดรูาตินเอ เท่ากบั 15.625, 31.25, 62.5, 125, 250 และ 500 ng/ml   

    3.3) จากนัน้น าผลที่ไดห้าสมการเสน้ตรง ซึ่งตอ้งไดค้่า R2 > 0.995 ท าซ า้ 3 
เสน้ 

4) Precision: เตรียมตัวอย่างจ านวน 6 ตัวอย่าง และวิเคราะห ์โดยท าซ า้ 3 วนั ซึ่ง
ความเขม้ขน้ของตวัอย่างที่เตรียมโดย สารสกดัหยาบเตรียมที่ความเขม้ขน้สดุทา้ย คือ 25 µg/ml 
ส่วนสารบริสทุธ์ิของพิโนสโตบินใหเ้ตรียมท่ีความเขม้ขน้ 500 ng/ml และสารบริสทุธ์ิของแพนดรูา
ตินเอให้เตรียมที่ความเขม้ขน้ 250 ng/ml พิจารณาค่า %RSD ตอ้งผ่านเกณฑ์การยอมรบัตาม
มาตรฐาน AOAC guideline ดงัแสดงในตาราง 13 

ตาราง 13 เกณฑก์ารยอมรบัความแม่นย าในการท าซ า้ตามมาตรฐาน AOAC guideline 

ความเข้มข้น %RSD 
100 % 2 
10% 3 
1% 4 

0.1% 6 
0.01% 8 

ที่มา: (115) 

5) Accuracy: ใช้ sample ที่ใช้วิเคราะห์ปกติ ท าการเจือจางตัวอย่างลงเพื่อเติม
สารละลายมาตรฐานลงไปใหไ้ดค้วามเขม้ขน้ของสารมาตรฐาน 0.65, 2.5 และ 10 µg/ml (ส าหรบั
การวิแคราะหต์ัวอย่างสารสกัดเฮกเซนดว้ย UHPLC) และเท่ากับ 220, 1,120 และ 2,000 ng/ml 
(ส าหรบัการวิแคราะหต์ัวอย่างพิโนสโตรบินบริสุทธ์ิดว้ย LC-MS/MS) และเท่ากับ 25, 125 และ 
300 µg/ml  (ส าหรบัการวิแคราะห์ตัวอย่างแพนดูราตินเอบริสุทธ์ิด้วย LC-MS/MS โดยความ
เขม้ขน้รวมที่เตรียมตอ้งไม่เกินช่วงของกราฟมาตรฐาน พิจารณาค่า %RSD ตอ้งผ่านเกณฑก์าร
ยอมรบัตามมาตรฐาน AOAC guideline ดงัแสดงในตาราง 14 
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ตาราง 14 เกณฑก์ารยอมรบัความถกูตอ้งของการวิเคราะหต์ามมาตรฐาน AOAC guideline 

ความเข้มข้น %Recovery 

100 % 98-101 
10% 95-102 
1% 92-105 

0.1% 90-108 
0.01% 85-110 

ที่มา: (115) 

3.4.4 การศึกษาความเป็นพิษต่อเซลลม์ะเร็งปอดและเซลลป์อดปกติของสารพิ
โนสโตรบนิและแพนดูราทนิเอทีแ่ยกได้จากกระชายขาวด้วยเทคนิค MTT 

3.4.4.1 การเพาะเลีย้งเซลล ์(cell culture) 
  เซลล์มะเร็งปอด  A549 และ H1975 และเซลล์ปอดปกติ  MRC5 ที่ ใช้ในการ
ทดลองถกูเลีย้งในตู ้incubator ที่ 37 ºC ภายใตบ้รรยากาศท่ีมี 5% CO2 มีรายละเอียด ดงันี ้

ตาราง 15 เซลลม์ะเรง็ปอดและเซลลป์อดปกติที่ใชใ้นการทดลอง 

ชื่อเซลล ์ ชนิดเซลล ์ รูปร่างเซลล ์ อาหารเลีย้งเซลล ์

A549 
(doubling time 

22 hr)  

 
epithelial cell 

 

RPMI1640 เติมดว้ย 10% FBS และ 
100 units/mL penicillin และ         

100 µl/mL streptomycin 

H1975 
(doubling time 

(30.531±1.823hr)  

 
epithelial cell 

 
 

RPMI1640 เติมดว้ย 10% FBS และ 
100 units/mL penicillin และ         

100 µl/mL streptomycin 
 

 
MRC-5  

(doubling time 
42 -46 hr) 

 
fibroblast cells 

 

 

 
DMEM เติมดว้ย 10% FBS และ 100 
units/mL penicillin และ 100 µl/mL 

streptomycin 

ที่มา: (116, 117) 
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3.4.4.2 ขั้นตอนการทดสอบความเป็นพิษต่อเซลล์มะเร็งเซลล์มะเร็งปอด A549 และ 
H1975 และเซลลป์กติ MRC5 ดว้ยวิธี MTT 

 1) เพาะเลีย้งเซลลใ์น 96-well plates ที่ความหนาแน่นของเซลลเ์ท่ากบั 3 × 103 

cells/well ส  าหรบัเซลล ์A549 และ 5×103 cells/well ส าหรบัเซลล ์H1975 และ MRC5  
 2) น าเซลลไ์ป incubate ที่ 37 ºC ภายใตบ้รรยากาศที่มี 5% CO2 เป็นเวลา 24 

ชั่วโมง 
 3) เม่ือครบเวลาปิเปิตเอาอาหารเลีย้งเซลล์ออกจากหลุมและเติมสารสกัดที่

เตรียมในอาหารเลีย้งเซลลท์ี่ มี ค ว า ม เ ขม้ ขน้ ส ุด ทา้ ยขอ ง DMSO 0 .2 % และความเขม้ขน้
สดุทา้ยของสารพิโนสโตบินและแพนดรูาตินเอเท่ากบั 2.5, 5, 10, 20 และ 40 ไมโครกรมั/มิลลิลิตร 
ปริมาตร 100 ไมโครลิตร ลงในแต่ละหลุม จากนั้นน าเซลล์ไป incubate ที่  37 ºC ภายใต้
บรรยากาศท่ีมี 5% CO2 เป็นเวลา 24 ชั่วโมง 

 4) ปิ เปตสารละลาย 5 mg/ml MTT (คือ MTT 5 mg ละลายใน PBS 1 ml) 
ปรมิาตร 10 µl ลงไปในแต่ละหลมุ น าไปเลีย้งตอ่ที่สภาวะเดิมเป็นเวลา 4 ชั่วโมง 

 5) ดดูสารละลาย MTT ออกใหห้มด และละลายผลกึฟอรม์าซานดว้ยสารละลาย 
DMSO ปรมิาตร 150 ไมโครลิตร น าไปวดัค่าการดดูกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 570 นาโนเมตร ดว้ย
เครื่อง microplate reader 

           6) น าค่าการดูดกลืนแสงที่อ่านได้มาหาค่าเฉลี่ยแล้วมาค านวณหา % cell 
viability ซึง่มีสตูรดงันี ้  

 
% cell viability     =   ค่าการดูดกลืนแสงของ sample - ค่าการดูดกลืนแสงของ blank × 

100 

                     ค่าการดดูกลืนแสงของ control - ค่าการดดูกลืนแสงของ blank 

  
    7) น าค่า IC50 ของ normal cells และ IC50 ของ cancer cells มาค านวณหาค่า

ดชันีความจ าเพาะมีสตูรดงันี ้  

Selective index (SI)= IC50 ของ normal cells/ IC50 ของ cancer cells 

ค่า SI ที่สงูจะแสดงถึงประสิทธิภาพและปลอดภยัของสารทดสอบต่อเซลล ์
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8) ค านวณหาค่า % cell viability และสรา้งกราฟแสดงความสัมพันธ์ระหว่างค่า       
% cell viability กับความเขม้ขน้ของสารที่ทดสอบเพื่อหาค่า IC50 โดยใชโ้ปรแกรม GraphPad 
Prism 8 และวิเคราะหค์วามแตกต่างของขอ้มลูโดยใชส้ถิติการวิเคราะหค์วามแปรปรวนทางเดียว 
(one-way analysis of variance, ANOVA) 

3.4.5 การศึกษาการแสดงออกของโปรตนีโดยใช้ Western blotting  
      3.4.5.1 เพาะเลีย้งเซลล ์A549 และ H1975 ใน 6-well plate ที่ความหนาแน่น

ของเซลล์เท่ากับ  2 × 105 cells/well และ 3 × 105 cells/well ตามล าดับ จากนั้นน าเซลล์ไป 
incubate ที่ 37 ºC ภายใตบ้รรยากาศท่ีมี 5% CO2 เป็นเวลา 24 ชั่วโมง 

 3.4.5.2 เม่ือครบ 24 ชั่วโมง ทดสอบเซลลด์ว้ยสารสกดัที่ความเขม้ขน้ 1.25, 2.5, 
5 และ 10 µg/ml 

 3.4.5.3 หลงัจากทดสอบเซลลค์รบ 24 ชั่วโมงใหท้ าการสกดัโปรตีน โดยมีขัน้ตอน 
ดงันี ้

 1) ลา้งเซลลด์ว้ย PBS ที่แช่เย็น 3 ครัง้ ครัง้ละ 1 ml 
 2) เติม RIPA lysis buffer ปริมาตร 200 µl ที่มีสาร protease inhibitor 

(ปอ้งกนัโปรตีนถกูย่อยสลายดว้ยเอนไซม ์protease ที่มีอยู่ในเซลล)์  
 3) น าเซลลไ์ป incubate ที่ 4 ºC เป็นเวลา 15 นาที 
 4) ท าการแยกเก็บ cell lysates โดย centrifuge ที่ 1,4000 rpm (4 °C) 

เป็นเวลา 15 นาที  
 5) ดดูสารสว่น supernatant วิเคราะหป์รมิาณโปรตีนดว้ยวิธี Lowry และ

ใช ้bovine serum albumin เป็นโปรตีนมาตรฐาน 
 6) หลงัจากนัน้แยกโปรตีนที่สกดัได ้(ความเขม้ขน้ของโปรตีนที่ใชเ้ท่ากบั 

20 µg/well) ออกตามขนาดภายใตส้นามไฟฟ้า โดยใช ้10 % gel SDS-PAGE และถ่ายโอนโปรตีน
จากเจลลงบนแผ่นเมมเบรน PVDF โดยใช ้semi-dry blotter 

 7) น า PVDF membranes ไปท าการ blocking เพื่อป้องกันการเกิด 
non-specific หรือป้องกันไม่ใหโ้ปรตีนอื่นๆเขา้มาจับกับแผ่นเมมเบรน โดยจะท าการ blocking 
เป็นเวลาอย่างนอ้ย 1 ชั่วโมงดว้ย 5% non-fat dry milk (NFDM) ซึ่งโปรตีนเหล่านีจ้ะจบับนที่ว่าง
ของแผ่นเมมเบรน ยกเวน้บริเวณที่มีโปรตีนจบัอยู่แลว้ จากนัน้น าไป incubate กบั antibody ที่มี
ความจ าเพาะ ไดแ้ก่ p-EGFR, t-EGFR, p-Akt, t-Akt, p-STAT3, t-STAT3, p-AMPK หรอื β-actin 
(1:1000 dilution, cell signaling, USA) ทิง้ไวท้ี่ 4 ๐C เป็นเวลา 20-24 ชั่วโมง 
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 8) เม่ือครบเวลาลา้งเมมแบรนดว้ย 1X TBS-T และเติม antibody ตวัที่ 2 
(1:3000 dilution, Cell signaling, USA) จากนัน้ incubate 2 ชั่วโมงที่อณุหภมูิหอ้ง เม่ือครบเวลา
ลา้งเมมแบรนดว้ย 1X TBS-T 

9) ตรวจวดัโปรตีนโดยการใชส้ารซบัเสตรทน าไปราดบนแผ่นเมมเบรนให้
ท่วม ทิง้ไวเ้ป็นเวลา 5 นาที และน าแผ่นเมมเบรนไปวดัความเขม้ของแถบโปรตีน (band intensity)
ด้วย เครื่อ ง  LI-COR C-Digit chemiluminescence western blot scanner โดยใช้ โป รแกรม 
Image Studio Lite software ในการวิเคราะหโ์ปรตีนที่ถกูยอ้มสีและเรอืงแสง Chemiluminescent 

10 ) วิ เคราะห์ความแตกต่างของข้อมูลด้วย  one-way analysis of 
variance, ANOVA จากโปรแกรม GraphPad Prism 8  

3.4.6 การตรวจวัดฤทธิต้์านอนุมูลอิสระ 
3.4.6.1 เตรียมและละลายสารพิโนสโตรบินใหไ้ดค้วามเขม้ขน้ 0.25, 0.5, 1, 2, 4 mg 

/ml แพนดูราทินเอที่ความเข้มข้น 20,40,60,80,100,120,140  µg/ml และกรดแอสคอรบ์ิก 
(ascorbic acid) ที่ความเขม้ขน้ 2, 4, 6, 8,10,12  µg/ml ดว้ยเมทานอล 

3.4.6.2 เตรียมสาร DPPH ในเมทานอลที่ความเขม้ขน้ 0.15 มิลลิโมลาร ์± ความ
เขม้ขน้ของสารจากการวดัค่าดดูกลืนแสงนอ้ยกวา่หรือเท่ากบั 1 ในปรมิาตร 200 µl / well  

3.4.6.3 น าสารละลายที่เตรียมไวท้ี่ความเขม้ขน้ต่าง ๆ ผสมกบั DPPH ในอตัราส่วน 
1:1 ในปรมิาตรทัง้หมด 200 µl / well เพื่อใหไ้ดค้วามเขม้ขน้สดุทา้ยของสารเป็น 0.125, 0.25, 0.5, 
1, 2 mg /ml ส าหรบัพิโนสโตรบิน 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70 µg/ml ส าหรบัแพนดูราทินเอ และ 
1, 2, 3, 4, 5, 6 µg/ml ส าหรบักรดแอสคอรบ์ิก (และบม่ในที่มืด ณ อณุหภมูิหอ้งเป็นเวลา 30 นาที  

ตาราง 16 ปรมิาตรที่ใชใ้นการทดสอบในแต่ละตวัอย่าง 

 DPPH (µl) Methanol (µl) สารที่ทดสอบ (µl) A s c o rb ic  a c id 
(µl) 

Negative control 100 100 - - 
Positive control  100 - - 100 
Sample 100 - 100 - 
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3.4.6.4 ท าการวดัค่าดดูกลืนแสงดว้ย microplate reader ที่ความยาวคลื่น 515 นา
โนเมตร โดยประเมินดว้ยสีของสารละลาย DPPH จะเปลี่ยนจากสีม่วงเป็นสีเหลืองและน าค่าการ
ดดูกลืนแสงไปค านวณดงัสมการ 

 
% Antioxidant activity =  ค่าการดดูกลืนแสงของ blank – ค่าการดดูกลืนแสงของตวัอย่าง× 100 

                                            ค่าการดดูกลืนแสงของ blank 

3.4.6.5 วิเคราะห์ความแตกต่างของข้อมูลด้วย one-way analysis of variance, 
ANOVA จากโปรแกรม GraphPad Prism 8 
 

3.4.7 การศึกษา Molecular docking  
3.4.7.1 หลงัจากไดผ้ลการวิเคราะหส์ารส าคญัและไดข้อ้มลูการแสดงออกของโปรตีน

แลว้ ใหน้  าโปรตีนเป้าหมายและลิแกนดท์ี่ไดม้าศึกษาความสมัพันธเ์ชิงโครงสรา้งของลิแกนดก์ับ
โปรตีนท่ีสนใจ เพ่ือน ามาใชอ้ธิบายกลไกการออกฤทธ์ิของสารส าคญักับโปรตีนเป้าหมายโดยใช้
โปรแกรม autodock 4.2.1 และวิเคราะหผ์ลการ docking ดว้ยโปรแกรม Discovery Studio 2021 

3.4.7.2 โปรตีนที่ ใช้ในการศึกษามี  PDB ID : 5FED (EGFR wild type), EGFR 
mutant  (5HG7), 1BG1 (STAT3), 4GV1 (Akt), 4CFE(AMPK), 6DGT(PI3K)  ซึ่งสามารถดาวน์
โหลดโครงสรา้งสามมิติ ซึ่งโครงสรา้งของโปรตีนเป็นแบบ quaternary structures ไดจ้าก Protein 
Data Bank เว็ปไซต ์www.rcsb.org/pdb โดยใส่ PDB ID ของโปรตีนลงไปในช่องคน้หา แลว้กด 
Site Search โดยโครงสรา้งจะมี ligand จบัอยู่ในโครงสรา้งของโปรตีน target จากนัน้ท าการ save 
file จะไดไ้ฟลช่ื์อ pdb ยงัไม่สามารถใชใ้นการท า autodockได ้ดงันัน้ตอ้งท าการเตรียมไฟลใ์หม่ให้
เป็น file แยกระหวา่ง ligand และ protein และ save ใหเ้ป็น file pdb 

3.4.7.3 เตรียม Grid เพื่อท าการปรบัขอบเขตของกลอ่งใหค้รอบคลมุสว่นของ active 
site และน า file pdbqt และ gpf เพื่อน าไป run docking 

3.4.7.4 เตรียม ligand จนได ้file pdbqt และ dpf เพื่อน าไป run docking  
3.4 .7 .5 ท าการ redocking ระหว่าง  protein-ligand ตัว เดิ ม  เข้า ไป ใหม่ เพื่ อ

ตรวจสอบว่า ligand ตวัเดิมยงัสามารถเขา้ไปในต าแหน่งเดิมไดห้รือไม่ หากเขา้ไปจบัไดห้รือจบัได้
ที่ต  าแหน่งเดิมแสดงว่า grid box และค่าพารามิเตอรท์ี่เราก าหนดมีความถูกตอ้ง จะท าใหไ้ดค้่า 
RMSD ไม่เกิน 2 oA จึงสามารถน าไฟล ์protein target ไปใช ้run docking กับ compound ในที่
เราตอ้งการศกึษาได ้
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3.4.7.6 ขัน้ตอนการเตรียม compound ของสารพิโนสโตบินและแพนดรูาตินเอ 
3.4.7.7 โหลดไฟลข์อง compound จากเว็ปไซต ์pubchem จากนัน้เตรยีม ligand 
3.4.7.8 น า file ของแต่ละ ligand มาท าการ docking กับ protein target แต่ละตัว 

ที่ผ่านการ redocking แลว้  
3.4.7.9 ผลจากการ run จะแสดงค่าออกมาเป็น binding energy จากการ run 50 

รอบ ซึ่งค่า binding energy ระหว่าง target-ligand น้อย แสดงให้เห็น ligand สามารถจับกับ 
target ไดโ้ดยใช ้binding energy ต ่า ยิ่งต ่ามากยิ่งแสดงถึงศกัยภาพในการจบัของ target-ligand 
วา่จบักนัไดด้ี  มีแนวโนม้วา่ compound ที่ศกึษาสามารถยบัยัง้การท างานของโปรตีนในโรคมะเรง็
ได ้ 

ตาราง 17 พารามิเตอรท์ี่ใชใ้นการศกึษาอนัตรกิรยิาระหวา่งสารกบัโปรตีนเปา้หมาย 

พารามเิตอร ์
Number of GA run 50 
Population size 300 
Maximum number of energy evaluations 2,500,000 
Maximum number of generation 27,000 
Maximum number of top individuals that automatically survive 1 
Rate of gene mutation 0.02 
Rate of crossover 0.8 
Mean of Cauchy distribution for gene mutation 0.0 
Variance of Cauchy distribution for gene mutation 1.0 
Number of generation for picking worst individual 10 
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บทที ่4 
ผลการวิจัย   

 
4.1 ศึกษาสภาวะที่เหมาะสมในการสกัดสารพิโนสโตรบินและแพนดูราทินเอด้วยเทคนิค
คลื่นเสียงความถีสู่งร่วมกับตัวท าละลาย 

จากผลการศึกษาสภาวะที่เหมาะสมในการสกดัสารพิโนสโตรบินและแพนดรูาทินเอดว้ย
เทคนิคคลื่นเสียงความถ่ีสูงร่วมกับตัวท าละลาย  โดยพิจารณาปัจจัยที่ มีผลต่อการสกัดสาร             
พิโนสโตรบินและแพนดรูาทินเอออกจากผงกระชายไดม้ากในขณะที่สกดัสารที่ไม่ตอ้งการไดน้อ้ย 
ซึ่งปัจจยัที่ศึกษาไดแ้ก่ ขนาดของผงเหงา้กระชายขาว ชนิดของตวัท าละลาย อณุหภูมิที่ใชใ้นการ
สกดั อตัราส่วนของตวัท าละลายต่อน า้หนักสมนุไพร เวลาที่ใชใ้นการสกดัและจ านวนครัง้ในการ
สกัดซ า้ นอกจากนีไ้ดท้  านายความสามารถของชนิดตัวท าละลายและอุณหภูมิในการละลาย
สารส าคญัออกจากผงกระชายตามทฤษฎีการละลายของเฮนเซนเปรียบเทียบกบัผลที่ไดจ้ากการ
ทดลอง ซึง่ผลการทดสอบแสดงรายละเอียด ดงัตอ่ไปนี ้

4.1.1 ผลการศึกษาตัวท าละลายทีเ่หมาะสมในการสกัด 
4.1.1.1 ผลการศกึษาชนิดตวัท าละลายที่เหมาะสมตามทฤษฎีของเฮนเซน  

จากการน าชนิดของตวัท าละลายที่มีอยู่ในฐานขอ้มลูค่าการละลายตามทฤษฎี
ของเฮนเซนมาค านวนพารามิเตอรค์่าการละลายต่อการละลายสารพิโนสโตรบินและแพนดรูาตินเอ
สามารถแสดงภาพรวมของค่าการละลายของสารแต่ละชนิดไดด้งัภาพประกอบ 37 ซึง่จะเห็นไดว้่า
ตวัท าละลายในกลุ่ม Alcohols, Ketones, Ethers, Esters, Hydrocarbon Haloalkane, Nitrile 
และSulphone อยู่ในโซนที่สามารถละลายสารพิโนสโตบินและแพนดรูาทินเอได ้ 

  
 

ภาพประกอบ 37 กราฟแสดงคา่การละลายของสารพิโนสโตบินและแพนดรูาตนิเอในตวัท าละลาย
ชนิดต่างๆ ตามทฤษฎีของเฮนเซน 
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ตาราง 18 ประเภทของตวัท าละลาย 

ประเภทของตัวท าละลาย 
Alcohols 
1. Methanol 
2. Ethanol 
3. 1-Butanol 
4. 2-Butanol 
5. 1-Propanol 
6. 2-Propanol 
7. Isobutanol 
8. Ethyl glycol 
9. Dipropylene Glycol 
10. t-Butyl Alcohol 
 

Ketones 
22  Acetone 
23 Methyl Propyl Ketone 
24 Methyl iso-Amyl Ketone 
25 Di-isoButyl Ketone 
26 Methyl Iso-Butyl Ketone (MIBK) 
27 Methyl Ethyl Ketone (MEK) 

Ethers 
28 Propylene Glycol Phenyl Ether 
29 Ethylene Glycol Monobutyl Ether 
30 Ethylene Glycol Monomethyl Ether 
31 Diethylene Glycol Monobutyl Ether 
32 Propylene Glycol Monomethyl Ether 
33 Dipropylene Glycol Methyl Ether 
34 Diethyl Ether 
35 Iso-Propyl Ether 

Esters  
11. Ethyl acetate 
12. Methyl acetate 
13. n-Propyl acetate 
14. n-Butyl Acetate 
15. t-Butyl Acetate 
16. Methyl Oleate 
17. Butyl Glycol Acetate 
18. n-Amyl Acetate 
19. sec-Butyl Acetate 
20. Iso-Propyl Acetate 
21. n-Butyl Propionate 
 

Hydrocarbon 
36. Hexane 
37.Heptane 
38. Cyclohexane 
39. Xylene 
40. Benzene 

Others (Haloalkane/Nitrile/Sulphone) 
41 Dichloromethane 
42 Acetonitrile 
43 Dimethyl Sulfoxide (DMSO)  
44 N,N-Dimethyl Formamide (DMF) 
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ในงานวิจยันีไ้ดศ้ึกษาตวัท าละลายที่สามารถใชใ้นการสกดัสารพิโนสโตรบินและแพนดรูา
ทินเอไดด้ี โดยใชค้่าพารามิเตอรก์ารละลายของแฮนเซนท านายความสามารถในการละลาย  แต่
เนื่องจากสารพิโนสโตรบินและแพนดรูาทินเอไม่สามารถหาค่าการละลายไดโ้ดยตรง ในงานวิจยันี ้
จงึเลือกวิธีหาค่าการละลายจากการค านวณค่าการละลายของสารอนพุนัธ์จากค่าพารามิเตอรก์าร
ละลายแบบ 3 มิติ ไดแ้ก่ ค่าการละลายของแรงลอนดอน (δd) ซึ่งจะคิดจากแรงลอนดอน หรือ 
Dispersion Force ซึ่งเป็นแรงภายในโมเลกุลที่พบไดท้ั่วไปของสารที่ไม่มีขัว้ หรือโมเลกุลที่อยู่ใน
รูปทรงสมมาตรมีความแข็งแรงต ่า ค่าการละลายต่อมา คือ ค่าการละลายของแรงดงึดดูระหวา่งขัว้ 
(δp) หรือ Dipolar Intermolecular Force เป็นพลงังานที่คิดจากแรงดึงดูดระหว่างขัว้ที่อยู่ภายใน
โมเลกลุกระท ากนัท าใหรู้ปทรงของโมเลกลุนัน้ไม่สมมาตร และสดุทา้ยคือค่าการละลายของพนัธะ
ไฮโดรเจน (δh)หรือ The Energy From Hydrogen Bond เป็นพลังงานของสารที่มีหมู่ฟังกช์ันซึ่ง
สามารถใหแ้ละรบัโปรตอน โดยหมู่ที่สามารถใหไ้ฮโดรเจนไดน้ัน้ ส่วนมากจะเป็นหมู่ที่มีไฮโดรเจน
จับอยู่กับอะตอมของฟลูออรีน  ออกซิ เจนและไนโตรเจน ซึ่งผลการค านวณ เพื่ อท านาย
ความสามารถในการละลายสารพิโนสโตบินและแพนดูราตินเอ พบว่าตัวท าละลายที่สามารถ
ล ะ ล า ย ส า รพิ โส โต บิ น ได้ ม า ก ที่ สุ ด  คื อ  Dichloromethane > EtOH > MeOH> Ethyl 
acetate>Hexane และตัวท าละลายที่สามารถละลายสารแพนดูราทินเอได้มากที่สุด คือ 
Dichloromethane > EtOH > Ethyl acetate > MeOH >Hexane ซึ่ ง ผ ล ก า รน า อนุ พั น ธ์ ใน
โครงสรา้งสารมาค านวณดงันี ้  

  
1) สารพิโนสโตรบิน 

 
ภาพประกอบ 38 อนพุนัธใ์นโครงสรา้งของสารพิโนสโตรบิน 
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ตาราง 19 ผลการค านวณค่าการละลายของกลุ่มย่อยประเภท first-order และ second order 
ส าหรบัการท านายคา่การละลายของสารพิโนสโตรบิน 

อนุพันธใ์น
โครงสร้าง 

Ni 
Ci 

(NiCi)d (NiCi)p (NiCi)h 
δd δp δh 

First-order contribution 

ACOH 1 0.5228 1.101 6.958 0.5288 1.1010 6.9580 
CH3O 1 -

0.5828 

0.1764 0.146 -0.5828 0.1764 0.146 
ACH 7 0.1105 -

0.5303 

-0.4305 0.7735 -3.7121 -3.0135 
AC 4 0.8446 0.6187 0.0084 3.3784 2.4748 0.0336 
O 1 0.0472 3.3432 0.0256 0.0472 3.3432 0.0256 

-CH2 1 -

0.0269 

-

0.3045 

-0.4119 -0.0269 -0.3045 -0.4119 
-CH< 1 0.645 0.6491 -0.2018 0.645 0.6491 -0.2018 
>C=O 1 -

0.4343 

0.7905 1.8147 -0.4343 0.7905 1.8147 
Second-order contribution 

AC-O-C 1 0.2568 0.8153 0.6092 0.2568 0.8153 0.6092 
Ccyclic=O 1 -

0.2981 

0.4497 -0.4794 -0.2981 0.4497 -0.4794 
C-O-C=C 1 0.2063 0.608 1.1344 0.2063 0.608 1.1344 

 

2) สารแพนดรูาทินเอ 

 

ภาพประกอบ 39 อนพุนัธใ์นโครงสรา้งของสารแพนดรูาทินเอ 
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ตาราง 20 ผลการค านวณค่าการละลายของอนุพนัธ์กลุ่มย่อยประเภท first-order และ second 
order ส าหรบัการท านายคา่การละลายของสารแพนดรูาทินเอ 

อนุพันธใ์นโครงสร้าง Ni 
Ci 

(NiCi)d (NiCi)p (NiCi)h 
δd δp δh 

First-order contribution 
ACOH 2 0.5228 1.101 6.958 1.0576 2.2020 13.9160 
CH3O 1 -0.5828 0.1764 0.146 -0.5828 0.1764 0.146 
ACH 7 0.1105 -0.5303 -0.4305 0.7735 -3.7121 -3.0135 
AC 3 0.8446 0.6187 0.0084 2.5338 1.8561 0.0252 

-CH3 3 -0.9714 -1.6448 -0.7813 -2.9142 -4.9344 -2.3439 
-CH2 2 -0.0269 -0.3045 -0.4119 -0.0538 -0.6090 -0.8238 
-CH< 3 0.645 0.6491 -0.2018 1.9350 1.9473 -0.6054 
>C=O 1 -0.4343 0.7905 1.8147 -0.4343 0.7905 1.8147 

CH=C< 2 0.5372 -0.9024 -1.8872 1.0744 -1.8048 -3.7744 
Second-order contribution 

AC-O-C 1 0.2568 0.8153 0.6092 0.2568 0.8153 0.6092 
CH3-C= 2 -0.0785 0.3316 0.3875 -0.157 0.6632 0.775 

 
ตาราง 21 HSP parameters และค่า Ra ของตวัท าละลายชนิดต่างๆ ที่มีต่อสารพิโนสโตรบินและ       
แพนดรูาทินเอ ที่อณุหภมูิ 25 ºC 

สาร 
HSP parameters (MPa ½) Pinostrobin Panduratin A 

δd δp δh R
a
 (MPa1/2) R

a
 (MPa1/2) 

EtOH 15.8 8.8 19.4 13.86 11.79 
MeOH 14.7 12.3 22.3 16.25 16.25 
Dichloromethane 17.8 3.1 5.7 13.80 11.07 
Ethyl acetate 15.8 5.3 7.2 16.46 12.53 
Hexane 14.9 0 0 24.36 19.46 
Pinostrobin 21.8170 13.7462 14.5942  
Panduratin A 20.8121 4.7453 14.7044 
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ภาพประกอบ 40 กราฟความสมัพนัธร์ะหวา่งค่าพารามเิตอรข์องเฮนเซนของสารพิโนสโตรบินและ
แพนดรูาทินเอกบัตวัท าละลายชนิดต่าง ๆ 

 
4.1.1.2 ผลการศกึษาชนิดตวัท าละลายที่เหมาะสมตามการทดลอง 

จากผลการสกดัสารพิโนสโตรบินและแพนดรูาทินเอจากเหงา้กระชายขาวดว้ยตวั
ท าละลายชนิดต่างๆ พบว่าไดส้ารสกัดหยาบที่มีความขน้เหนียวสีน า้ตาล ยกเวน้สารสกัดจาก       
เฮกเซนจะมีลกัษณะเป็นผลกึของแข็งสีเหลืองดงัภาพประกอบ 41 เม่ือน าสารสกดัหยาบของตวัท า
ละลายแต่ละชนิดไปวิเคราะหป์ริมาณสารพิโนสโตบินและแพนดูราทินเอและค านวณปริมาณ
สารส าคญัใน 1 กรมั พบวา่ตวัท าละลายที่สามารถละลายสารพิโสโตบินและแพนดรูาตินเอไดม้าก
ที่สดุท่ีขนาดผง 4.76 mm คือ MeOH ซึง่ไม่สอดคลอ้งตามทฤษีของเฮนเซน แต่เม่ือลดขนาดของผง
กระชายเป็น 125 µm ตวัท าละลายที่สามารถละลายสารพิโสโตบินและแพนดรูาตินเอไดม้ากที่สดุ 
คือ Dichloromethane ซึ่งสอดคลอ้งตามทฤษฎีของเฮนเซน จากผลการทดสอบสามารถสรุปผลได้
ว่า MeOH มีขนาดโมเลกุลเล็กที่สุดท าใหส้ามารถแทรกตัวเขา้ไปดึงโมเลกุลของสารส าคัญออก
จากผงกระชายขนาด 4.76 mm ไดม้ากที่สดุ และเม่ือเพิ่มพืน้ที่ผิวในการสกดัสารโดยการลดขนาด
ของผงกระชายลงเป็น 125 µm ส่งผลใหต้วัท าละลายทุกชนิดสามารถแทรกตวัเขา้ไปดึงโมเลกุล
ของสารส าคัญออกมาไดด้ีขึน้โดยเฉพาะตัวท าละลายที่มีความหนืดต ่าอย่างเฮกเซน ไดคลอโร
มีเทนและเอทิลอะซิเตทซึ่งมีค่าความหนืดเท่ากับ 0.310, 0.413 และ 0.428 cP เนื่องจากการใช้
เครื่องอลัตรา้โซนิคในการสกดัสารสง่ผลให้ผนงัเซลลข์องผงกระชายแตกออกมากขึน้ตวัท าละลาย
ที่มีความหนืดต ่าสามารถสกดัสารออกมาไดด้ีขึน้ นอกจากนีย้งัพบว่าการลดขนาดของผงสมนุไพร
ไม่ส่งผลต่อการสกดัดว้ยตวัท าละลาย MeOH เนื่องจากมีโมเลกุลที่มีขนาดเล็กสามารถแทรกเขา้
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ไปภายในผงกระชายไดด้ีทัง้ผงขนาด 4.76 mm และ 125 µm และจากผลการวิเคราะหส์ารดว้ย 
UHPLC พบว่าตวัท าละลายที่ใหป้รมิาณสารส าคญัมากและก าจดัสารอื่นที่ไม่ตอ้งการออกไดม้าก
ที่สดุคือ เฮกเซน ซึ่งแสดงผลโครมาโทแกรมดงัภาพประกอบ 43 ดงันัน้ในการศึกษานีจ้ึงเลือกใช ้   
เฮกเซนไปใชใ้นการทดลองในหวัขอ้ถดัไป 

 

 
 

                                                                                             
 

ภาพประกอบ 41 สารสกดัหยาบในตวัท าละลายชนิดต่าง ๆ ไดแ้ก่ เมทานอล เอทานอล  
เอทิลอะซิเตท ไดคลอโรมีเทนและเฮกเซน  

ตาราง 22 ผลการศกึษาชนิดตวัท าละลายที่เหมาะสมตามการทดลอง เม่ือเปรียบเทียบผงกระชาย
ขนาด 4.76 mm และ 125 µm 

ตัวท าละลาย 
น า้หนักของผง 
เหง้ากระชาย (g) 

% Yield ±SD 
ปริมาณสารในเหง้ากระชาย (mg/g) 

PN PA 
4.76 mm 125 µm 4.76 mm 125 µm 4.76 mm 125 µm 4.76 mm 125 µm 

EtOH 1.00±0.00 1.02±0.02 10.25±0.30 11.35±0.25 15.10±0.66 33.03±1.79 12.11±0.10 16.28±1.79 

MeOH 1.00±0.00 1.02±0.03 11.63±0.10 12.73±0.09 25.92±1.83 30.77±2.26 13.11±1.30 14.95±1.01 

Dichloromethane 1.00±0.00 1.01±0.01 8.37±0.21 10.84±1.37 14.77±0.78 34.84±0.39 10.82±0.66 16.59±0.25 

Ethyl acetate 1.00±0.00 1.02±0.01 7.41±0.22 11.02±0.36 13.14±0.28 30.48±2.4 9.76±1.34 15.82±1.8 

Hexane 0.98±0.05 1.03±0.01 2.97±0.16 5.58±0.29 11.79±1.47 29.97±2.02 4.36±0.18 10.09±0.61 
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ภาพประกอบ 42 ผลการศกึษาชนิดตวัท าละลายที่เหมาะสมในการสกดัสารพิโนสโตรบินและ   

แพนดรูาทินเอจากเหงา้กระชายขาว 
 

   

 

 



  83 

 

 

ภาพประกอบ 43 โครมาโทแกรมของสว่นประกอบทางเคมีในกระชายขาวที่สกดัดว้ยตวัท าละลาย
ชนิดต่างๆ  

 
4.1.2 ผลการศึกษาอุณหภมิูทีเ่หมาะสม  

เนื่องจากในหลายๆงานวิจัยพบว่าอุณหภูมิมีผลต่อการสกัดสารส าคัญออกจาก
สมนุไพร ดงันัน้ในงานวิจยันีจ้ึงตอ้งการท านายผลของการสกดัพิโนสโตบินและแพนดรูาตินเอโดย
ใชต้วัท าละลายเฮกเซนในการสกดัที่อณุหภมูิต่างๆ ซึ่งจากผลการทดลองสกดัสารสกดัพิโนสโตบิน
และแพนดูราตินเอที่ผงขนาด 4.76 mm และ 125 µm โดยใชต้ัวท าละลายเฮกเซนในการสกัดที่
อณุหภมูิต่างๆ ในช่วง 30-70 OC พบว่าทัง้ผงขนาด 4.76 mm และ 125 µm ใหป้ริมาณสารส าคญั
และ %yield ไม่แตกต่างกนั ดงัแสดงในตาราง 27 ซึ่งสอดคลอ้งกบัการค านวณค่าการละลายตาม
ทฤษฎีของเฮนเซนในขอ้ 4.1.2.2 ซึ่งผลการค านวณพบว่าที่อุณภูมิตั้งแต่ 25-80 OC ให้ผลการ
ละลายไม่แตกต่างอย่างมีนัยส าคญั ซึ่งจากผลการท านายและจากการทดลองจริงสรุปไดว้่าการ
เพิ่มอณุหภมูิไม่มีผลต่อการสกดัสารพิโนสโตบินและแพนดรูาตินเอออกจากผงกระชาย ดงัแสดงใน
ตาราง27 และภาพประกอบ 42 
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4.1.2.1 ผลการศกึษาอณุหภมูิที่เหมาะสมตามทฤษฎีของเฮนเซน 
ตาราง 23 ผลการค านวณค่าการละลายของสารพิโนสโตรบินและแพนดรูาทินเอที่อณุหภูมิต่างๆ 
ตามทฤษฎีของเฮนเซน 

Solvent 
Temperature 

(°C) 
Molar volume 

(mL/mol) 
Density 
(g/mL) 

Hansen solubility 
parameters                          
(MPa ½ ) 

Ra (MPa ½ ) 

δd δp δh Pinostrobin Panduratin A 

Hexane 

25 131.61 0.759 14.9 0 0 24.36 19.46 
30 132.54 0.754 14.77 0 0 24.51 19.61 
40 132.54 0.743 14.51 0 0 24.81 19.94 
50 134.45 0.732 14.24 0 0 25.13 20.28 
60 136.45 0.721 13.97 0 0 25.46 20.64 
70 140.79 0.710 13.70 0 0 25.80 21.01 
80 143.15 0.698 13.41 0 0 26.16 21.39 

 

 
 

ภาพประกอบ 44 กราฟความสมัพนัธร์ะหวา่งค่าพารามิเตอรข์องเฮนเซนของสารพิโนสโตรบินและ
แพนดรูาทินเอกบัเฮกเซนที่อณุหภมูิต่างๆ 
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4.1.2.2 ผลการศกึษาอณุหภมูิที่เหมาะสมตามการทดลอง 
ตาราง 24 ผลการศึกษาอุณหภูมิที่เหมาะสมตามการทดลอง เม่ือเปรียบเทียบผงกระชายขนาด 
4.76 mm และ 125 µm 

อุณหภมูิ 

ºC 

น า้หนักของผง 
เหง้ากระชาย (g)±SD 

% Yield ±SD 
ปริมาณสารในเหง้ากระชาย (mg/g) ±SD 

PN PA 
4.76 mm 125 µm 4.76 mm 125 µm 4.76 mm 125 µm 4.76 mm 125 µm 

30-40 0.98±0.05 1.03±0.01 2.97±0.16 5.58±0.29 11.79±1.47 29.97±2.02 4.36±0.18 10.09±0.61 
40-50 1.00±0.00 - 2.80±0.30 _ 9.60±1.67 - 4.56±0.72 - 
50-60 1.00±0.00 1.00±0.00 2.94±0.27 5.61±0.16 9.20±1.12 28.06±1.96 4.71±0.41 10.61±0.79 
60-70 1.00±0.00 1.00±0.00 3.37±0.17 _ 9.93±0.49 _ 5.38±0.28 - 

 

 
ภาพประกอบ 45 ผลการศกึษาอณุหภมูทิี่เหมาะสมในการสกดัสาร 

 

4.1.3 ผลการศึกษาอัตราส่วนของตัวท าละลายทีเ่หมาะสม 
จากผลการศึกษาอตัราส่วนของตวัท าละลายที่เหมาะสมในการสกดัสารพิโนสโตบิน

และแพนดรูาทินเอจากผงกระชายขนาด 4.76 mm และ125 µm พบว่าที่น  า้หนักผงกระชายขนาด 
4.76 mm น า้หนกั 1 g ปริมาตรของตวัท าละลายที่เหมาะสมคือ 10 ml เนื่องจากเม่ือเพิ่มปรมิาตร
ของตัวท าละลายมากขึน้ให้ค่า % yield และปริมาณสารส าคัญใน 1 g คงที่  และที่ขนาดผง
กระชายขนาด 125 µm พบว่าปรมิาตรของตวัท าละลายที่เหมาะสมคือ 30 ml และเม่ือทดสอบเพิ่ม
ปริมาตรตัวท าละลายมากขึน้ใหค้่า %yield และปริมาณสารส าคญัใน 1 g คงที่ ซึ่งสรุปผลไดว้่า
ขนาดของผงกระชายต่างกันส่งผลให้อัตราส่วนของปริมาตรตัวท าละลายที่เหมาะสมต่างกัน  
เนื่องจากผงกระชายที่มีขนาดใหญ่ท าใหพ้ืน้ที่ผิวในการซมึผ่านของตวัท าละลายนอ้ยสารส าคญัจึง
ออกมาไดน้อ้ยท าใหป้รมิาตรของตวัท าละลายที่ใชน้อ้ยตามไปดว้ย ในทางกลบักนัการลดขนาดผง
กระชายท าใหเ้พิ่มพืน้ที่ผิวในการซึมทะลุผ่านของตัวท าละลายไดด้ีส่งผลใหป้ริมาณสารส าคัญ
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ออกมามากขึน้ หากปรมิาตรของตวัท าละลายนอ้ยท าใหร้ะบบเกิดการอิ่มตวัส่งผลใหก้ารแพรข่อง
สารส าคัญออกมาไดน้อ้ย ดังนัน้ผงกระชายขนาด 125 µm จึงตอ้งใชป้ริมาตรของตัวท าละลาย
มากกวา่ขนาด 4.76 mm ซึง่ในการทดลองนีจ้งึใชอ้ตัราสว่นของผงกระชายต่อตวัท าละลายเฮกเซน
ที่  1 g: 30 ml ไปใชใ้นการทดลองถดัไป 

 
ตาราง 25 ผลการศึกษาอตัราส่วนของตวัท าละลาย เม่ือเปรียบเทียบผงกระชายขนาด 4.76 mm 
และ 125 µm 

อัตราส่วน 
( g/ml) 

น า้หนักของผง 
เหง้ากระชาย (g)±SD 

% Yield ±SD 
ปริมาณสารในเหง้ากระชาย (mg/g) ±SD 

PN PA 
4.76 mm 125 µm 4.76 mm 125 µm 4.76 mm 125 µm 4.76 mm 125 µm 

1:2.5 1.00±0.00 _ 1.90±0.04 - 7.56±1.24 - 2.54±0.22 - 
1:5 1.00±0.00 _ 2.87±0.23 - 9.74±1.46 - 3.70±0.39 - 
1:10 1.00±0.00 1.00±0.00 3.40±0.22 4.87±0.04 11.93±2.03 27.35±0.63 4.86±0.47 6.57±0.89 
1:15 1.00±0.00 _ 3.48±0.46 - 11.36±2.63 - 4.79±0.64 - 
1:20 1.00±0.00 1.00±0.00 3.93±0.15 5.67±0.13 11.13±2.71 28.58±2.71 4.76±0.60 9.37±0.88 
1:30 1.00±0.00 1.00±0.00 _ 6.27±0.05 _ 29.27±1.92 _ 10.47±0.66 
1:40 1.00±0.00 1.00±0.00 _ 6.33±0.13 _ 31.03±2.52 _ 10.53±0.90 
1:50 1.00±0.00 1.00±0.00 _ 6.96±0.13 _ 30.83±0.35 _ 11.89±0.13 

 
 

 
ภาพประกอบ 46 ผลการศกึษาอตัราสว่นของตวัท าละลายที่เหมาะสมในการสกดัสาร  
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4.1.4 ผลการศึกษาเวลาในการสกัดทีเ่หมาะสม 
จากผลการศกึษาเวลาที่เหมาะสมในการสกดัสารพิโนสโตบินและแพนดรูาทินเอจาก

ผงกระชายขนาด 4.76 mm และ 125 µm พบว่าที่ขนาดผงกระชาย 4.76 mm ใชเ้วลาที่เหมาะสม
ในการสกดัสารเท่ากบั 60 นาทีและเมื่อทดสอบเวลาในการสกดัมากขึน้ใหค้่า % yield และปรมิาณ
สารส าคญัใน 1 g คงที่ ส่วนขนาดผงกระชาย 125 µm ใชเ้วลาที่เหมาะสมในการสกดัสารเท่ากับ 
10 นาทีและเม่ือทดสอบเวลาในการสกดัเพิ่มขึน้ใหค้่า %yield และปรมิาณสารส าคญัใน 1 g คงที่ 
ดงันัน้จากผลการทดลองจะเห็นไดว้่าขนาดของผงกระชายต่างกนัสง่ผลใหเ้วลาที่ใชใ้นการสกดัสาร
ต่างกนั เนื่องจากการลดขนาดสมนุไพรท าใหเ้พิ่มการซึมทะลผุ่านของตวัท าละลายไดด้ีขึน้ ดงันัน้
ในการทดลองนีจ้ึงใชเ้วลาในการสกัดสารส าคญัออกจากผงกระชายเท่ากบั 10 นาทีไปใชใ้นการ
ทดลองถดัไป 

ตาราง 26 ผลการศกึษาเวลาในการสกดัเม่ือเปรียบเทียบผงกระชายขนาด 4.76 mm และ 125 µm 

เวลา 
(นาท)ี 

น า้หนักของผง 
เหง้ากระชาย (g) 

% Yield ±SD 
ปริมาณสารในเหง้ากระชาย (mg/g) 

PN PA 
4.76 mm 125 µm 4.76 mm 125 µm 4.76 mm 125 µm 4.76 mm 125 µm 

10 1.00±0.00 1.00±0.00 1.94±0.27 6.09±0.03 8.11±1.15 34.10±2.42 2.42±0.42 11.34±1.94 
30 1.00±0.00 1.00±0.00 2.53±0.28 6.18±0.07 10.35±1.75 34.82±1.28 4.32±0.76 11.68±1.88 
60 1.00±0.00 1.00±0.00 3.03±0.03 6.12±0.06 10.32±1.02 32.48±1.09 4.48±0.44 11.61±0.55 
90 1.00±0.01 1.00±0.00 3.02±0.23 6.20±0.08 10.16±0.66 30.71±1.06 5.19±0.50 10.99±1.94 
120 1.00±0.00 1.00±0.00 2.95±0.21 6.27±0.02 9.39±0.53 28.85±0.83 4.30±0.21 11.06±1.70 

 
4.1.5 ผลการศึกษาจ านวนคร้ังในการสกัด 

จากผลการศกึษาจ านวนครัง้ที่เหมาะสมในการสกดัสารพิโนสโตบินและแพนดรูาทิน
เอจากผงกระชายขนาด 4.76 mm และ 125 µm พบว่าหากใชผ้งกระชายขนาด 125 µm สามารถ
ใหร้อ้ยละประสิทธิผลของการสกัดสารพิโนสโตบินและแพนดูราตินเอไดม้ากกว่า 80 % โดยการ
สกดัเพียงครัง้เดียว โดยแสดงขอ้มลูในตาราง 27-28 และภาพประกอบ 45 
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ตาราง 27 ผลการศึกษาจ านวนครัง้ในการสกัดเม่ือเปรียบเทียบผงกระชายขนาด 4.76 mm และ 
125 µm 

ครั้ง
ที ่

น า้หนักของผง 
เหง้ากระชาย (g) 

% Yield ±SD 
ปริมาณสารในเหง้ากระชาย (mg/g) 

PN PA 
4.76 mm 125 µm 4.76 mm 125 µm 4.76 mm 125 µm 4.76 mm 125 µm 

1 1.00 1.00 2.56±0.19 6.96±0.07 10.00±1.18 35.68±1.11 4.24±0.54 10.48±0.34 
2 1.00 1.00 0.89±0.03 0.91±0.03 2.72±0.10 1.64±0.21 1.85±0.09 1.95±0.25 
3 1.00 1.00 0.46±0.04 0.09±0.01 1.16±0.16 0.11±0.01 0.98±0.07 0.58±0.05 

 
ตาราง 28 รอ้ยละประสิทธิผลของการสกดัสารพิโนสโตบินและแพนดรูาตินเอในผงกระชายขนาด 
125 µm 

ครั้งที ่
ประสิทธิผลการสกัด (Extraction efficiency), % 

PN PA 
1 95.32±0.56 80.61±1.66 
2 99.70±0.03 95.56±0.20 
3 100.00±0.00 100.00±0.00 

 

 
ภาพประกอบ 47 โครมาโทแกรมของพิโนสโตรบินและแพนดรูาตินเอที่ถกูสกดัซ า้ 3 ครัง้ 
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4.1.6 สรุปผลสภาวะที่เหมาะสมในการสกัดสารพิโนสโตรบินและแพนดูราทินเอ
จากกระชายขาว 
ตาราง 29 สรุปผลสภาวะที่เหมาะสมในการสกัดสารพิโนสโตรบินและแพนดูราทินเอจากเหงา้
กระชายขาว 

พารามเิตอร ์ สภาวะทีเ่หมาะสม 
Ultrasonic 1200w,35 kHz 

ขนาดผงเหงา้กระชาย 125 µm 
ชนิดของตวัท าละลาย เฮกเซน 

อณุหภมูิ 30-35 ºC 
อตัราสว่นผงเหงา้กระชาย : ตวัท าละลาย 1:30 w/v 

เวลาท่ีใชใ้นการสกดั 10 นาท ี
จ านวนครัง้ในการสกดั 1 ครัง้ 

%Yield 6.96±0.07 
ปรมิาณสารพิโนสโตรบินในเหงา้กระชาย (mg/g) 35.68±1.11 
ปรมิาณสารแพนดรูาทินเอในเหงา้กระชาย (mg/g) 10.48±0.34 

 

 
ภาพประกอบ 48 เหงา้กระชายแหง้ (A), สารสกดัเฮกเซนจากเหงา้กระชาย (B) สารสกดัเฮกเซนถกู
ละลายดว้ยเอทิลอะซิเตท (C) และ(D)โครมาโทแกรมของพิโนสโตรบนิและแพนดรูาตินเอในสาร

สกดัเฮกเซนที่วิเคราะหด์ว้ยเทคนิค UHPLC 
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4.1.7 ผลการตรวจสอบความถูกต้องของวิธีวิเคราะหส์ารสกัดสารพิโนสโตรบิน
และแพนดูราทนิเอจากกระชายขาวด้วยเทคนิค UHPLC (Method validation) 

เนื่องจาก crude extract ที่สกดัไดจ้ากกระชายขาวมีสารผสมหลายชนิดและสารแต่
ละชนิดสามารถดดูกลืนแสงยวูีได ้ดงันัน้ก่อนน าวิธีวิเคราะหม์าใชใ้นการวิเคราะหต์วัอย่าง crude 
extract ต้องผ่านการตรวจสอบความน่าเช่ือถือของวิธีวิเคราะห์ เพื่อให้เกิดความมั่นใจว่าวิธี
วิเคราะหส์ามารถใหผ้ลการวิเคราะหป์ริมาณสารพิโนสโตรบินและแพนดรูาทินเอไดอ้ย่างถูกตอ้ง 
ซึ่งหัวขอ้และเกณฑก์ารยอมรบัที่เก่ียวขอ้งในการตรวจสอบความถูกตอ้งของวิธีวิเคราะหอ์า้งอิง
ตาม AOAC guidelines ซึ่งผลการทดสอบค่าพารามิเตอร์ที่ ใช้ตรวจสอบความใช้ได้ของวิธี
วิเคราะหพ์บว่าทกุหวัขอ้ผ่านตามเกณฑก์ารยอมรบัตามมาตรฐาน ดงันัน้วิธีการวิเคราะหส์ามารถ
น าไปใชใ้นการวิเคราะหส์ารพิโนสโตบินและแพนดรูาทินเอในตวัอย่างสารสกดัไดอ้ย่างถกูตอ้งและ
แม่นย า ซึง่ผลการทดสอบมีรายละเอียดดงันี ้

4.1.7.1 ผลการทดสอบ system suitability ของสารละลายรพิโนสโตรบิน (PN) และ
แพนดรูาทินเอ (PA) ในเมทานอล 

ผลการทดสอบ system suitability ของสารละลายสารพิโนสโตรบินและแพนดรูา
ทินเอในเมทานอลที่ความเขม้ขน้ 20 µg ผลการทดสอบพบว่าทกุพารามิเตอรใ์หค้่า %RSD < 2%:
ซึง่แสดงใหเ้ห็นวา่ระบบการวิเคราะหมี์ความพรอ้มในการน าไปใชง้านไดอ้ย่างน่าเชื่อถือ  

ตาราง 30 ผลการทดสอบ system suitability ของสารละลายพิโนสโตรบินและแพนดรูาทินเอใน  
เมทานอล 

พารามิเตอร ์
Retention 
Time (min) 

Peak area Resolution 
Number of 

theoretical plate 
Tailing factor 

PN PA PN PA PN PA PN PA PN PA 

Mean 4.201 7.756 24095 16676 21.017 21.017 8732.167 38317.667 1.099 1.048 

SD 0.006 0.009 154.920 62.721 0.118 0.118 89.683 714.488 0.011 0.013 
%RSD 0.150 0.113 0.643 0.375 0.563 0.563 1.025 1.865 1.027 1.257 

 
4.1.7.2 ความจ าเพาะเจาะจงของวิธีวิเคราะห ์(Specificity / Selectivity) 

ความจ าเพาะเจาะจงของวิ ธีวิ เคราะห์แสดงได้จากโครมาโตแกรมใน
ภาพประกอบที่ 19 พบว่าค่า Retention time ของพิโนสโตรบินและแพนดรูาทินเอมีค่าประมาณ 
4.2 และ 7.7 นาที ตามล าดบั โดยผลการวิเคราะหต์วัท าละลายตวัอย่าง (Blank) ไม่พบพีคที่เวลา
เดียวกัน และเม่ือเปรียบเทียบโครมาโทแกรมของสารสกัดเฮกเซนกับโครมาโทแกรมของสาร
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มาตรฐานพิโนสโตบินและแพนดรูาตินเอ พบสารขึน้ที่เวลาเดียวกนัซึง่แสดงใหเ้ห็นวา่วิธีที่ใชใ้นการ
วิเคราะหมี์ความจ าเพาะเจาะจงต่อสาร ดงัแสดงในภาพประกอบ 45 

 

 
ภาพประกอบ 49 โครมาโทแกรมของตวัอย่าง Blank , สารละลายมาตรฐานของสารพิโนสโตบนิ
และแพนดรูาตินเอความเขม้ขน้ 20 µg/ml (เสน้สีด  า)  และสารสกดัเฮกเซน 25 µg/ml (เสน้สีชมพ)ู   

  
4.1.7.3  ความเป็นเสน้ตรง (Linearity) 

ผลการทดสอบความเป็นเสน้ตรงของกราฟมาตรฐานของสารพิโนสโตบินและแพน
ดูราตินเอ 3 เส้นพบว่าให้ค่า R2 > 0.999 และให้ค่าร้อยละการกลับคืนอยู่ในช่วง 97.610-
102.169% ซึง่ผ่านตามเกณฑก์ารยอมรบั ซึง่แสดงใหเ้ห็นวา่สามารถน าช่วงความเขม้ขน้ของกราฟ
มาตรฐานที่ศึกษาไปเทียบหาความเขม้ขน้ของตวัอย่างได ้ผลการทดสอบแสดงดงัตาราง 35 และ
ภาพประกอบ 47 
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ภาพประกอบ 50 กราฟมาตรฐานของสารพิโนสโตรบินและแพนดรูาทินเอ 

ตาราง 31 ผลการทดสอบความเป็นเสน้ตรงของกราฟมาตรฐาน 

ความเข้มข้น
มาตรฐาน 
(µg/ml) 

PN (n=3) PA(n=3) 
ความเข้มข้นที ่
วัดได้ ±SD 

ร้อยละการ
กลับคืน 

ความเข้มข้นที ่
วัดได้ ±SD 

ร้อยละการ
กลับคืน 

0.313 0.309±0.003 99.028 0.307±0.002 99.484 
0.625 0.631±0.013 100.918 0.641±0.009 100.918 
1.250 1.266±0.015 101.247 1.268±0.004 100.302 
2.500 2.554±0.019 102.169 2.541±0.008 100.143 
5.000 4.996±0.043 99.928 5.010±0.042 99.292 
10.000 9.910±0.027 99.100 9.890±0.029 99.692 
20.000 19.522±0.014 97.610 19.402±0.036 100.150 
สมการ Y = (4794.66)X + (76.6758) Y = (3288.92)X + (97.0319) 

R2 0.9996398 0.9993898 

คา่เฉลี่ยของ 
intercept 

60.642± 60.642 97.032 ±43.700 

คา่เฉลี่ยของ slope 4794.660± 58.539 3288.923± 83.468 
LOD 0.042 0.044 
LOQ 0.126 0.133 



  93 

4.1.7.4 ผลการทดสอบการท าซ า้อย่างแม่นย า (Precision) 
ผลการทดสอบการวิเคราะหต์ัวอย่างสารสกัดเฮกเซนจ านวน 6 ตัวอย่างและ

วิเคราะหเ์ป็นเวลา 3 วัน พบว่าให้ค่า %RSD < 2 ซึ่งแสดงให้เห็นว่าวิธีวิคราะหส์ามารถน าไป
วิเคราะหต์วัอย่างซ า้ไดอ้ย่างแม่นย า 
ตาราง 32 ผลการทดสอบความแม่นย าในการท าซ า้ภายในวนัเดียวกนัและระหวา่งวนัของสารสกดั
เฮกเซนที่ความเขม้ขน้ 25 µg/ml 

พารามิเตอร ์
ผลการทดสอบความแม่นย าในการท าซ า้ 

PN PA 
Precision intra-assay 
(n=6, 3 replicates) 

RSD = 0.497-1.629% RSD = 0.900-1.942% 

Precision inter-assay 
(n=18, 3 replicates) 

RSD = 1.756 % RSD = 0.601 % 

 
4.1.7.5 ผลการทดสอบความถกูตอ้งของวิธีวิเคราะห ์(Accuracy) 

จากผลการเติมสารมาตรฐานที่ความเขม้ขน้ต่างๆ ลงในตวัอย่างสารสกดัพบว่าใหค้่า
รอ้ยละการกลบัคืนอยู่ในช่วง 100.057 -102.949% ซึ่งแสดงใหเ้ห็นวา่วิธีที่ใชว้ิเคราะหต์วัอย่างสาร
สกดัเฮกเซนสามารถใหผ้ลการวิเคราะหท์ี่ถูกตอ้ง โดยไม่มีสารอื่นในเมทริกซร์บกวนการวิเคราะห ์
ผลการทดสอบแสดงดงัตาราง 33 
ตาราง 33 แสดงผลการทดสอบความถกูตอ้งของวิธีวิเคราะหท์ี่ความเขม้ขน้ตา่งๆ 

ความเข้มข้นที่
เตมิ (µg/ml) 

ความเข้มข้นทีไ่ด้รับ (µg/ml) ร้อยละการกลับคืน 

PN PA PN PA 

0.65 0.664±0.013 0.676±0.012 102.103±1.948 102.949±2.010 
2.5 2.655±0.007 2.609±0.031 102.187±0.295 101.373±1.240 
10 10.006±0.096 10.108±0.049 100.057±0.961 101.080±0.486 
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4.2 ผลการศึกษาการแยกสารบริสุทธิจ์ากสารสกัดกระชายขาวด้วยเทคนิค CPC 
4.2.1 ผลการศึกษาระบบเฟสเคลื่อนที่และเฟสคงที่ที่เหมาะสมจากค่า Partition 

Coefficient และค่า separation factor 
เลือกใช ้Ascending mode เนื่องจากสารส าคัญมีความมีขั้วต ่าและการใช ้mode 

ดงักลา่วยงัสามารถระเหยตวัท าละลายออกไดง้่ายค่า Partition Coefficient (K) เป็นตวับ่งชีส้  าคญั
ที่ใชใ้นการเลือกเฟสเคลื่อนที่และเฟสอยู่กบัที่ ส  าหรบัเทคนิค CPC การเลือกค่าที่เหมาะสมจะช่วย

ใหก้ารแยกสารมีประสิทธิภาพสงู ซึ่ง separation factor(𝛼) เป็นตวับ่งชีค้วามสามารถในการแยก
สารสองชนิด 
ตาราง 34 ค่า K และ α ในระบบตวัท าละลายที่แตกตา่งกนั 

ระบบตัวท าละลาย 
อัตราส่วน 

(v/v) 

PN PA 
α 
 

ตัวท าละลาย 
K1 

ตัวท าละลาย 
K2 

Upper Lower Upper Lower 

n-Hex/EtOAc/MeOH/H2O 5/2/5/2 289,234 87,777 0.30 16,486 25,155 1.53 5.028 

n-Hex/EtOAc/MeOH/H2O 3/1/3/1 269,825 109,882 0.41 14,858 32,860 2.21 5.431 

n-Hex/EtOAc/MeOH/H2O 4/1/4/1 223,728 146,038 0.65 48,199 46,754 0.97 1.486 

n-Hex/EtOAc/MeOH/H2O 5/1/5/1 199,269 169,796 0.85 35,155 59,258 1.69 1.978 

n-Hex/EtOAc/MeOH/H2O 6/1/6/1 182,366 187,376 1.03 30,003 63,983 2.13 2.076 

n-Hex/MeOH/ H2O 5/3.2/1.8 324,352 52,725 0.16 14,469 42,017 2.90 17.864 

n-Hex/MeOH/ H2O 5/3.3/1.7 323,672 46,876 0.15 14,942 38,041 2.55 17.579 

n-Hex/MeOH/ H2O 5/3.4/1.6 374,084 73,138 0.20 16,140 54,928 3.40 17.407 

n-Hex/MeOH/ H2O 5/3.5/1.5 304,702 79,302 0.26 12,067 57,781 4.79 18.398 
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ภาพประกอบ 51 โครมาโทแกรมของสารพโินสโตบนิและแพนดรูาตินเอในตวัท าละลายเฟสบน
และเฟสลา่งของสารละลายผสม n-Hex/MeOH/H2O ที่อตัราสว่น 5/3.4/1.6 

 

4.2.2 ผลการศึกษาระบบตัวท าละลายทีเ่หมาะสมในการแยกสารพโินสโตรบนิกับ
แพนดูราทนิเอใหบ้ริสุทธิ ์

จากผลการศกึษาระบบตวัท าละลายที่เหมาะสมในการแยกสารพิโนสโตรบินกบัแพน
ดรูาทินเอใหบ้ริสทุธ์ิพบว่าเม่ือเพิ่มปรมิาณน า้ในระบบการแยกมากขึน้ ส่งผลใหเ้ฟสคงที่มีความมี
ขัว้มากขึน้ท าใหส้ารเกิดการแยกไดน้อ้ยลง เนื่องจากพิโนสโตบินและแพนดรูาตินเป็นสารที่ละลาย
น า้ไดน้อ้ย และจากผลการศึกษาพบว่าระบบตวัท าละลายที่เหมาะสมซึ่งท าใหส้ารส าคญัมีความ
บริสุทธ์ิมาก โดยท่ีใช้ปริมาณตัวท าละลายอินทรีย์น้อย คือ n-Hex/MeOH/water ที่อัตราส่วน 
5/3.4/1.6 โดยใหร้อ้ยละความบริสุทธ์ิของสารทั้งสองชนิดมากกว่า 98% ดังแสดงในตาราง 39 
และโครมาโทแกรมการแยกสารแสดงไดด้งัภาพประกอบ 49 

ตาราง 35 น า้หนักและรอ้ยละความบริสทุธ์ิของสารพิโนสโตรบินและแพนดูราตินเอที่ถูกแยกได้
ดว้ยระบบตวัท าละลายที่แตกตา่งกนั 

อัตราส่วนของ 
ตัวท าละลาย 

n-Hex/MeOH/water (v/v) 

น า้หนักสารทีไ่ด ้(mg) 
ร้อยละความบริสุทธิ์

ของสาร 

PN PA PN PA 

5/3.2/1.8 1.49 0.23 84.60 79.63 

5/3.3/1.7 1.37 0.18 85.93 87.63 

5/3.4/1.6 1.26 0.13 99.48 98.73 

5/3.5/1.5 1.25 0.15 98.55 98.54 
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ภาพประกอบ 52 โครมาโทแกรมของการแยกสารพิโนสโตรบินและแพนดรูาตินเอดว้ย CPC โดยใช้
ระบบตวัท าละลาย n-Hex/MeOH/water ที่อตัราสว่นตา่งๆ 

 
4.2.3 ผลการศึกษาปริมาตรของตัวอย่างที่เหมาะสมส าหรับการแยกสารพิโน  

สโตรบนิกับแพนดูราทนิเอใหบ้ริสุทธิ ์
จากผลการศึกษาในขอ้ 4.2.2 พบว่าผลผลิตที่ไดร้บัมีปริมาณนอ้ยจึงตอ้งการศึกษา

การเพิ่มผลิตผลใหม้ากขึน้ ดงันัน้ในการศึกษานีจ้ึงเพิ่มความเขม้ขน้ของตวัอย่างมากขึน้จาก 0.7 
g/ml เป็น 1 g/ml จากนั้นปิเปตสารสกัดความเข้มข้น 1 g/ml ลงในตัวท าละลายตัวอย่างที่ มี
สว่นผสมของ upper/lower (3.5/3.5, v/v) ในปรมิาตรที่แตกต่างกนั คือ 0.5, 1, 1.5, 2 ml ซึ่งท าให้
ปรมิาตรรวมเท่ากบั 7.5, 8, 8.5 และ 9 ml ตามล าดบั ซึ่งผลการศึกษาพบว่าการเพิ่มปริมาตรและ
ความเขม้ขน้ของตวัอย่างสามารถเพิ่มผลผลิตไดแ้ต่สง่ผลท าใหค้วามบรสิทุธข์องสารลดลงดงัแสดง
ในตาราง 40 ดงันัน้จงึเลือกเพิ่มความเขม้ขน้ของตวัอย่างมากขึน้แต่ใชป้รมิาตรของตวัอย่าง 0.5 ml 
เป็นปรมิาตรที่เหมาะสม 
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ตาราง 36 น า้หนักและรอ้ยละความบริสทุธ์ิของสารพิโนสโตรบินและแพนดูราตินเอที่ถูกแยกได้
ดว้ยการฉีดสารเขา้ระบบการแยกในปรมิาตรที่แตกตา่งกนั 

ปริมาตรของตัวอย่าง (ml) 
น า้หนักสารทีไ่ด ้(mg) ร้อยละความบริสุทธิข์องสาร 

PN PA PN PA 

0.5 2.11 0.17 99.25 98.96 

1 2.34 0.17 94.62 93.31 

1.5 1.89 0.21 89.54 82.10 

2 1.94 0.26 87.45 80.93 

 
 

    
 

     
ภาพประกอบ 53 โครมาโทแกรมของการแยกสารพิโนสโตรบินและแพนดรูาตินเอดว้ย CPC  

โดยโหลดตวัอย่างที่ปรมิาตรแตกตา่งกนั 
 
4.2.3 ผลการศึกษาสารพาตัวอย่างที่เหมาะสมส าหรับการแยกสารพิโนสโตรบิน

กับแพนดูราทนิเอใหบ้ริสุทธิ ์
จากผลการศึกษาในขอ้ 4.2.2 พบว่าผลผลิตของสารแพนดรูาตินเอที่ไดร้บัมีปริมาณนอ้ย

จงึตอ้งการศกึษาการเพิ่มผลผลิตของแพนดรูาตินเอมากขึน้ ดงันัน้จงึปรบัระบบการพาสารตวัอย่าง 
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โดยการปรับจากตัวท าละลาย upper/lower ที่อัตราส่วน 3.5/3.5 ml เป็น  upper/MeOH ที่
อตัราสว่น 3.5/3.5 ml เพื่อให ้MeOH สามารถพาตวัอย่างเขา้ไปในเฟสคงที่ไดด้ีขึน้ เนื่องจากความ
มีขัว้ของ MeOH เหมือนกบัเฟสคงที่ท  าใหส้ารแพนดรูาตินเอมี peak sharp ขึน้ ซึ่งสง่ผลใหน้ า้หนกั
สารของแพนดรูาตินเอที่ไดเ้พิ่มขึน้ ดงัแสดงในภาพประกอบ 50 และตาราง 41 

ตาราง 37 น า้หนกัและรอ้ยละความบรสิทุธ์ิของสารพิโนสโตรบินและแพนดรูาตินเอที่ถกูแยกไดโ้ดย
การเปลี่ยนสารตวัพาตวัอย่าง 

ตัวท าละลายทีใ่ช้ในการ
เจอืจางตัวอย่าง 

อัตราส่วน 
(v/v, ml) 

น า้หนักสารทีไ่ด้ (mg) 
ร้อยละความบริสุทธิข์อง

สาร 

PN PA PN PA 

สารละลายส่วน  
Upper : MeOH 

3.5 : 3.5 2.16±0.11 0.4±0.02 98.78±4.78 99.69±4.98 

 
ตาราง 38 สรุปผลที่ไดร้บัจากการแยกสารพิโนสโตรบินและแพนดูราตินเอดว้ยเทคนิค CPC ใน      
1 รอบ 

พารามิเตอร ์
สภาวะทีเ่หมาะสมในการแยกสาร

ด้วยเทคนิค CPC 
%Purity 

น ้าหนักสาร
ทีไ่ด้ (mg) 

%Yield 

โหมดการแยกสาร Ascending 

PN> 98% 
PA> 99% 

PN= 2.16  
PA= 0.4 

PN= 90 % 
PA= 57% 

CPC Model CPC250 

ชนิด/อตัราส่วนของระบบ
ตวัท าละลายที่ใช ้

Hexane: MeOH: Water 
5: 3.4: 1.6 

ปรมิาณ crude extract 
66.67 mg 
(มีเนือ้สาร PN~ 2.4mg, PA~ 0.7 mg  

ตวัท าละลายที่ใชใ้นการ 
เจือจางตวัอย่าง 

สารละลายส่ วน  upp er : M eO H 
อตัราส่วน 3.5 ml : 3.5 ml (v/v) 

เวลาที่ใชใ้นนการแยก 30 นาที 
อัตราการไหล (elution 
flowrate) 

10 ml/min 

ตัวท าละลายที่ใช้ในการ
แยก/1 รอบ 

300 ml/inject 

Detector UV (nm) 220, 230, 280, 285, Scan 200-600 
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ภาพประกอบ 54 โครมาโทแกรมของสารพโินสโตรบินและแพนดรูาตนิเอในสารสกดั 

 

                           
                                                               (A) 

 

           
                                                               (B)                             

ภาพประกอบ 55 สารพิโนสโตรบิน (A)และแพนดรูาตินเอ (B)บรสิทุธ์ิท่ีแยกไดด้ว้ยเทคนิค CPC 
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4.2.6 ผลการตรวจสอบความน่าเชื่อถือของวิธีวิเคราะหส์ารพิโนสโตรบินและ
แพนดูราทนิเอบริสุทธิด์้วยเทคนิค LC-MS/MS 

4.2.6.1 ผลการทดสอบ system suitability ของสารละลายสารพิโนสโตรบินและ
แพนดูราทินเอในเมทานอลที่ความเขม้ขน้ 1,250 ng ของพิโนสโตบินและ 500 ng ของสารแพน
ดูราตินเอ ผลการทดสอบพบว่าทุกพารามิเตอรใ์หค้่า %RSD < 2%:ซึ่งแสดงใหเ้ห็นว่าระบบการ
วิเคราะหมี์ความพรอ้มในการน าไปใชว้ิเคราะหต์วัอย่างไดอ้ย่างน่าเชื่อถือ 
ตาราง 39 ผลการทดสอบ system suitability ของสารละลายสารพิโนสโตรบิน 1250 ng และ    
แพนดรูาทินเอ 250 ng ในเมทานอล 

พารามิเตอร ์
Retention 
Time (min) 

Peak area Resolution 
Number of 
theoretical plate 

Tailing factor 

PN PA PN PA PN PA PN PA PN PA 

Mean 0.947 2.096 263,879 1,182,219 NA NA 5,883 30,535 1.395 1.209 

SD 0.002 0.003 11,758.257 23,076.561 NA NA 167.683 337.064 0.054 0.015 

%RSD 0.193 0.123 1.456 1.952 NA NA 1.850 1.104 1.880 1.265 

 
4.2.6.2 ความจ าเพาะเจาะจงของวิธีวิเคราะห ์ 

ความจ าเพาะเจาะจงของวิ ธีวิ เคราะห์แสดงได้จากโครมาโทรแกรมใน
ภาพประกอบที่ 53 พบว่าค่า Retention time ของสารตวัอย่างพิโนสโตรบินและแพนดูราทินเอมี
ค่าประมาณ 0.9 และ 2 นาที ตามล าดับ โดยผลการวิเคราะห์ตัวท าละลายตัวอย่างไม่พบพีคที่
เวลาเดียวกนั และเม่ือเปรียบเทียบโครมาโทแกรมของสารพิโนสโตบินและแพนดรูาตินเอที่แยกได้
กับสารมาตรฐาน พบสารขึ ้นที่ เวลาเดียวกันซึ่งแสดงให้เห็นว่าวิ ธีที่ ใช้ในการวิเคราะห์มี
ความจ าเพาะเจาะจงกบัสาร  

 
ภาพประกอบ 56 โครมาโทรแกรมของสารพิโนสโตรบินที่แยกไดเ้ทียบกบัตวัท าละลาย 
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ภาพประกอบ 57 โครมาโทรแกรมของสารแพนดรูาตินเอที่แยกไดเ้ทียบกบัตวัท าละลาย 

 

 

ภาพประกอบ 58 โครมาโทแกรมของสารพิโนสโตบนิและแพนดรูาตินเอที่แยกไดเ้ทียบกบั 
สารมาตรฐาน 

 

MS Chromatogram
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4.2.6.3   ความเป็นเสน้ตรงของกราฟมาตรฐาน  
ผลการทดสอบความเป็นเสน้ตรงของกราฟมาตรฐานของสารพิโนสโตบินและ

แพนดรูาตินเอทัง้ 3 เสน้พบว่าใหค้่า R2 > 0.995 และใหค้่ารอ้ยละการกลบัคืนอยู่ในช่วง 97.037-
103.211%  ซึ่งผ่านตามเกณฑ์การยอมรับ  ผลการทดสอบแสดงดังตาราง  44 และ  45 
ภาพประกอบ56 และ57 
ตาราง 40 ผลการทดสอบความเป็นเสน้ตรงของสารมาตรฐานพิโนสโตรบิน 

ความเข้มข้นมาตรฐาน (ng/ml) 
พโินสโตรบนิ (n=3) 

ความเข้มข้นทีว่ัดได้ ±SD ร้อยละการกลับคืน 
78.125 77.332±4.072 98.985 
156.25 159.277±20.541 101.937 
312.5 313.519±38.755 100.326 
625 628.269±105.856 100.523 
1250 1,232.065±166.966 98.565 
2500 2,491.594±285.718 99.664 

สมการ Y = (82.5225)X + (1066.06) 

R2 0.9997629 

คา่เฉลี่ยของ intercept 1066.065± 11.962 
คา่เฉลี่ยของ slope 82.523± 600.796 

LOD 24.025 

LOQ 72.804 

 
 

 
ภาพประกอบ 59 กราฟมาตรฐานของสารพิโนสโตรบินและสมการเสน้ตรง 
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ตาราง 41 ผลการทดสอบความเป็นเสน้ตรงของสารมาตรฐานพิโนสโตรบิน 

ความเข้มข้นมาตรฐาน (ng/ml) 
แพนดูราตนิเอ (n=3) 

ความเข้มข้นทีว่ัดได้ ±SD ร้อยละการกลับคืน 
15.625 15.370±0.911 98.366 
31.25 31.240±1.699 99.966 
62.5 64.507±2.164 103.211 
125 127.534±1.536 102.027 
250 250.481±12.648 100.192 
500 485.186±21.917 97.037 

สมการ Y = (2060.46)X + (5618.97) 

R2 0.9968923 

คา่เฉลี่ยของ intercept 5618.973± 396.398 
คา่เฉลี่ยของ slope 2060.463± 64.207 

LOD 0.635 

LOQ 1.924 

 

 
ภาพประกอบ 60 กราฟมาตรฐานของสารแพนดรูาตินเอและสมการเสน้ตรง 

 
4.2.6.4 ผลการทดสอบการท าซ า้อย่างแม่นย า (Precision) 

ผลการทดสอบการวิเคราะหต์วัอย่างสารพิโนสโตบินและแพนดรูาตินเอที่แยกได ้
จ านวน 6 ตัวอย่างและวิเคราะหเ์ป็นเวลา 3 วัน พบว่าให้ค่า %RSD < 2 ซึ่งแสดงให้เห็นว่าวิธี
วิคราะหส์ามารถน าไปวิเคราะหต์วัอย่างซ า้ไดอ้ย่างแม่นย า 
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ตาราง 42 ผลการทดสอบการท าซ า้ภายในวนัเดียวกนัและระหวา่งวนัอย่างแม่นย า 

พารามิเตอร ์
 

ผลการทดสอบความแม่นย าในการท าซ า้ 
PN PA 

Precision intra-assay (Repeatability) 
(n=6 determinations, 3 replicates) 

RSD = 1.713-1.928% RSD = 1.108-1.582% 

Precision inter-assay (Repeatability) 
(n=18 determinations, 3 replicates) 

RSD = 1.554% RSD = 0.825 % 

 

4.2.6.5 ผลการทดสอบความถกูตอ้งของวิธีวิเคราะห ์(Accuracy) 
จากผลการเติมสารมาตรฐานที่ความเขม้ขน้ต่างๆ ลงในตวัอย่างที่แยกไดพ้บว่าใหค้่า

รอ้ยละการกลับคืนอยู่ในช่วง 99.548-101.436% ซึ่งแสดงให้เห็นว่าวิธีที่ใช้วิเคราะห์ตัวอย่าง
สามารถใหผ้ลการวิเคราะหท์ี่ถกูตอ้ง ผลการทดสอบแสดงดงัตาราง 47 

ตาราง 43 แสดงผลการทดสอบความถกูตอ้งของวิธีวิเคราะหท์ี่ความเขม้ขน้ตา่งๆ 

ความเข้มข้น 
(ng/ml) 

ความเข้มข้นทีไ่ด้รับ (µg/ml) ร้อยละการกลับคืน 

PN PA PN PA PN PA 

220 25 220.091±2.650 25.359±0.763 100.041±1.205 101.436±3.053 
1,120 125 1,124.212±43.120 127.535±6.361 100.376±3.850 101.028±5.089 
2,000 300 1,990.950±21.598 298.948±3.958 99.548±1.080 99.649±1.317 

 
4.3 ผลการพิสูจนเ์อกลักษณข์องสารบริสุทธิ์และการปนเป้ือนของสารอ่ืนในสารบริสุทธิ์ที่
แยกได้จากเหงา้กระชายขาวด้วยเทคนิค LC–Q-TOFMS 

 จากผลการวิเคราะหต์วัอย่างสารพิโนสโตรบินและแพนดรูาทินเอที่แยกไดท้ี่ความเขม้ขน้ 
100 µg/ml ดว้ยเทคนิค LC–Q-TOFMS โดยสแกนแมสสเปคตรมั (mass spectrum)ในช่วง m/z 
257-407 ผลการทดสอบไม่พบโครมาโทแกรมของสารอื่นที่คาดว่ามีในกระชายขาวตามที่ระบุใน
ตาราง 44 ทัง้ในตวัอย่างพิโนสโตบินและแพนดรูาตินเอ แต่พบโครมาโทแกรมที่ m/z = 271.0937-
271.0993 ที่  retention time 12.46 นาที  และ  m/z = 407.2176-407.2258 ที่  retention time 
14.8 นาที ดังแสดงในภาพประกอบ 59 และ 61 เม่ือน ารูปแบบการแตกตัว (fragmentation 
pattern) เป็นไอออนบวกของสารพิโนสโตรบินและแพนดรูาตินเอที่แยกไดเ้ทียบกบัรูปแบบการแตก
ตวัของสารในฐานขอ้มลู PubMed พบว่ารูปแบบการแตกตวัของสารพิโนสโตรบินและแพนดรูาติน



  105 

เอที่แยกไดเ้หมือนกบัสตูรโมเลกุลของสารพิโนสโตรบินและแพนดรูาตินเอในฐานขอ้มลู PubMed  
ดงัแสดงในภาพประกอบ 59 และ 61ซึ่งเป็นการยืนยนัว่าสารบรสิทุธ์ิท่ีแยกไดจ้ากกระชายขาวเป็น    
สารพิโนสโตบินและแพนดรูาตินเอบรสิทุธ์ิ  

ตาราง 44 ผลการวิเคราะหต์ัวอย่างสารโนสโตรบินและแพนดูราทินเอที่แยกไดท้ี่ความเขม้ขน้     
100 µg/ml ดว้ยเทคนิค LC–Q-TOFMS 

Compound Formula [M+H]+ 
Pinocembrin C15H12O4 257.08084 

Pinocembrin chalcone C15H12O4 257.08084 
Pinostrobin C16H14O4 271.0963 
Cardamonin C16H14O4 271.09649 

Pinostrobin chalcone C16H14O4 271.09649 
Alpinetin C16H14O4 271.09649 

Naringenin C15H12O5 273.07575 
Naringenin 5-methyl ether C16H14O5 287.0914 

4-Hydroxypanduratin A C25H28O4 393.20604 
Boesenbergin A C26H28O4 405.20604 
Boesenbergin B C26H28O4 405.20604 

Panduratin A C26H30O4 407.22169 
Isopanduratin A C26H30O4 407.22169 
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ภาพประกอบ 61 Mass spectrum ของสารพิโนสโตรบนิท่ีแยกไดด้ว้ย LC–Q-TOFMS 
 

สตูรโมเลกุลของสารพิโนสโตรบิน คือ C16H14O4 เม่ือวิเคราะหน์ า้หนักโมเลกุลดว้ยเครื่อง 
LC–Q-TOFMS พบวา่มีคา่ (M+H)+ เท่ากบั 271.09729 ดงันัน้น า้หนกัโมเลกลุของสารจึงไดเ้ท่ากบั 
270 และเม่ือเปรียบเทียบรูปแบบการแตกตวัของสารที่แยกได ้พบว่าเหมือนกบัสารพิโนสโตบินใน
ฐานขอ้มลู PubMed library โดยยืนยนัดว้ยสตูรโมเลกลุดงัภาพที่ 67 

 
 

ภาพประกอบ 62 รูปแบบการแตกตวัของสารพิโนสโตรบินที่แยกไดเ้ทียบกบัพิโนสโตบินใน
ฐานขอ้มลูของ PubMed 
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ภาพประกอบ 63 Mass spectrum ของสารแพนดรูาตินเอที่แยกไดด้ว้ย LC–Q-TOFMS 
 

สตูรโมเลกลุของสารแพนดรูาทินเอ คือ C26H30O4 เม่ือวิเคราะหน์ า้หนกัโมเลกลุดว้ยเครื่อง 
LC–Q-TOFMS พบว่ามีค่า (M+H)+ เท่ากับ 407.22367 ดังนั้นน ้าหนักโมเลกุลของสารจึงได้
เท่ากบั 406 และเม่ือเปรียบเทียบรูปแบบการแตกตวัของสารที่แยกได ้พบวา่เหมือนกบัแพนดรูาทิน
เอในฐานขอ้มลู PubMed library โดยยืนยนัดว้ยสตูรโมเลกลุดงัภาพที่ 67 

 
 

ภาพประกอบ 64 รูปแบบการแตกตวัของสารแพนดรูาตนิเอที่แยกไดเ้ทียบกบัแพนดรูาตินเอใน
ฐานขอ้มลูของ PubMed 
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4.4 การพิสูจนโ์ครงสร้างทางเคมีของสารพิโนสโตรบินและแพนดูราทนิเอบริสุทธิท์ีแ่ยกได้
ด้วยเทคนิค nuclear magnetic resonance (1H-NMR) 

เม่ือน าสารพิโนสโตรบินและแพนดรูาทินเอบริสทุธ์ิท่ีแยกไดว้ิเคราะหส์ตูรโครงสรา้งทาง
เคมีดว้ย NMR spectrometer (500MHz) ไดส้เปกตรมัชนิด 1H-NMR ดงัภาพประกอบ 66 ส  าหรบั
สารพิโนสโตรบินและภาพประกอบ 68 ส  าหรบัสารแพนดูราทินเอและเม่ือน าผลการวิเคราะห์
สเปกตรมั 1H-NMR ของสารบรสิทุธ์ิท่ีแยกไดเ้ทียบกบัสารมาตรฐานดงัตาราง 45 และ 46 พบว่าค่า
ต าแหน่งของสญัญาณ (chemical shift) ของสารบรสิทุธ์ิท่ีแยกไดเ้ทียบกบัสารมาตรฐานมีต าแหนง่ 

chemical shift ใกลเ้คียงกนัทกุต าแหน่งซึ่งแสดงดงัภาพประกอบ 67 และภาพประกอบ 69 แสดง
ใหเ้ห็นวา่สารที่แยกไดจ้ากเหงา้กระชายขาวเป็นสารพิโนสโตรบินและแพนดรูาตินเอบรสิทุธ์ิโดยเม่ือ
น าขอ้มลู chemical shift มาสรุปเป็นโครงสรา้งทางเคมีสามารถใหโ้ครงสรา้งของสารพิโนสโตรบิน
และแพนดรูาตินเอ ดงัแสดงในภาพประกอบ 61 

        

 
                                                         

ภาพประกอบ 65 โครงสรา้งทางเคมีของสารพิโนสโตรบิน (A) และแพนดรูาทินเอ (B) ที่แยกไดจ้าก
กระชาย 
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ภาพประกอบ 66 1H-NMR spectrum (500MHz) ของสารบรสิทุธ์ิพิโนสโตรบินที่แยกไดจ้าก

กระชาย 
 

 
ภาพประกอบ 67 1H-NMR spectrum (500MHz) ของสารบรสิทุธ์ิพิโนสโตรบินที่แยกไดจ้าก

กระชายเทียบกบัสารมาตรฐานพิโนสโตรบิน 
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ตาราง 45 การเปรียบเทียบขอ้มลูสเปกตรมั  1H-NMR ของสารบริสทุธ์ิท่ีแยกไดก้ับสารมาตรฐาน     
พิโนสโตรบิน 

สารบริสุทธิพ์โินสโตรบนิทีแ่ยกได้ δH 
(multiplicity, J) 

สารมาตรฐานพโินสโตรบนิ δH 
(multiplicity, J) 

1H-NMR (500 MHz, METHANOL-D4) δ 7.51 
– 7.42 (m, 2H), 7.44 – 7.26 (m, 3H), 6.05 
(dt, J = 17.7, 2.2 Hz, 2H), 5.46 (dd, J = 
12.8, 3.1 Hz, 1H), 3.79 (d, J = 1.7 Hz, 3H), 
3.09 (dd, J = 17.1, 12.8 Hz, 1H), 2.78 (dd, 
J = 17.1, 3.1 Hz, 1H) 

1H-NMR (500 MHz, METHANOL-D4) δ 
7.55 – 7.44 (m, 2H), 7.44 – 7.29 (m, 3H), 
6.05 (dd, J = 18.9, 2.3 Hz, 2H), 5.47 (dd, 
J = 12.7, 3.1 Hz, 1H), 3.79 (s, 3H), 3.10 
(dd, J = 17.1, 12.7 Hz, 1H), 2.78 (dd, J = 
 17.2, 3.1 Hz, 1H). 

 
 

 
 

ภาพประกอบ 68 1H-NMR spectrum (500MHz) ของสารบรสิทุธ์ิแพนดรูาทินเอที่แยกไดจ้าก
กระชายขาว 
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ภาพประกอบ 69 1H-NMR spectrum (500MHz) ของสารบรสิทุธ์ิแพนดรูาทินเอที่แยกไดจ้าก
กระชายขาวเทียบกบัสารมาตรฐานแพนดรูาทินเอ 

 
 

ตาราง 46 การเปรียบเทียบขอ้มลูสเปกตรมั  1HNMR  ของสารบริสทุธ์ิท่ีแยกไดก้ับสารมาตรฐาน
แพนดรูาตินเอ 

สารบริสุทธิแ์พนดูราตนิเอทีแ่ยกได้  
δH (multiplicity, J) 

สารมาตรฐานแพนดูราตนิเอ  
δH (multiplicity, J) 

1H NMR (500 MHz, METHANOL-D4) δ 
7.15 (d, J = 4.4 Hz, 4H), 7.03 (h, J = 4.1 
Hz, 1H), 5.84 (s, 2H), 5.39 (d, J = 2.2 Hz, 
1H), 4.73 (dd, J = 11.6, 4.7 Hz, 1H), 3.73 
(s, 3H), 3.34 (d, J = 6.5 Hz, 1H), 2.62 (dt, 
J = 8.2, 4.7 Hz, 1H), 2.36 – 2.28 (m, 1H), 
2.27 – 2.17 (m, 1H), 2.08 – 1.90 (m, 2H), 
1.75 (q, J = 1.8 Hz, 3H), 1.48 (dd, J = 
6.2, 1.3 Hz, 6H). 

1H NMR (500 MHz, METHANOL-D4) δ 
7.15 (d, J = 4.4 Hz, 4H), 7.03 (h, J = 4.1 
Hz, 1H), 5.84 (s, 2H), 5.43 – 5.33 (m, 
1H), 4.74 (dd, J = 11.6, 4.7 Hz, 1H), 3.72 
(s, 3H), 3.34 (td, J = 11.1, 6.3 Hz, 1H), 
2.62 (dq, J = 8.0, 4.9, 4.4 Hz, 1H), 2.35 – 
2.26 (m, 1H), 2.25 2.16 (m, 1H), 2.08 – 
1.92 (m, 2H), 1.75 (d, J = 2.0 Hz, 3H), 
1.48 (dd, J = 5.9, 1.3 Hz, 6H). 
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4.5 ผลการศึกษาความเป็นพิษต่อเซลล์มะเร็งปอด A549 H1975 และเซลล์ปอดปกติ 
MRC5 ของสารพิโนสโตรบินและแพนดูราทินเอที่แยกได้จากกระชายขาวด้วยเทคนิค 
MTT 

ผลการศึกษาความเป็นพิษต่อเซลลม์ะเรง็ปอด A549 H1975 และเซลลป์อดปกติ MRC5 
ของสารพิโนสโตรบินและแพนดรูาทินเอที่แยกไดจ้ากเหงา้กระชายขาวพบว่าสารแพนดรูาตินเอมี
ความเป็นพิษต่อเซลล ์A549 และ H1975 โดยสามารถยับยั้งการรอดชีวิตของเซลล์ A549 และ
เซลล ์H1975 ในลกัษณะแปรผนัตามความเขม้ขน้ มีค่า IC50 เท่ากบั 6.03 ±0.21 และ 5.58±0.15 
µg/ml ตามล าดับ นอกจากนีย้ังพบว่าสารแพนดูราตินเอมีความเป็นพิษต่อเซลล์มะเร็งมากกว่า
เซลลป์อดปกติ โดยใหค้่า IC50 ในเซลลป์อดปกติเท่ากบั 12.96±0.36 µg/ml และเม่ือพิจารณาถึง
ค่าความปลอดภัย (selectivity index) พบว่ามีค่ามากกว่า 2 ทั้งในเซลล  ์A549 และ H1975 ซึ่ง
แสดงใหเ้ห็นถึงความเป็นพิษที่จ  าเพาะกบัเซลลม์ะเรง็ปอดมากกว่าเซลลป์อดปกติ (ตาราง 47-51 
และภาพประกอบ 70) ดงันัน้สามารถน าแพนดรูาตินเอไปพฒันาเป็นสารตา้นมะเรง็ปอดได ้(118) 
ซึง่มีฤทธ์ิความเป็นพิษตอ่เซลลดี์กวา่ยาตา้น EGFR-TKI คือ ยาเจฟิทินิบใหค้่า IC50 > 40 µg/ml ทัง้
สองเซลล ์(ตาราง 52-53 และภาพประกอบ 71) และโอซิเมอรต์ินิบใหค้่า IC50 = 6.98±0.18 และ 
10.01±2.73 µg/ml ในเซลล ์A549 และ H1975 ตามล าดบั (ตาราง 54-55 และภาพประกอบ 72) 

ส่วนผลการทดสอบความเป็นพิษต่อเซลล์มะเร็งปอดของสารพิโนสโตรบินพบว่าไม่
สามารถหาค่า IC50ไดเ้นื่องจากในช่วงความเขม้ขน้ตัง้แต่ 50 -200 µg/ml พบว่าสารพิโนสโตรบิน
ไม่สามารถละลายและเกิดผลึกในอาหารเลีย้งเซลลด์ังแสดงในตาราง 51 และเม่ือน าค่าการ
ดูดกลืนแสงที่ได้มาค านวนเปอรเ์ซ็นต์การรอดชีวิตของเซลล ์A549 และ H1975 ในช่วงความ
เขม้ขน้ต ่าที่สารสามารถละลายและไม่เกิดผลึกคือ 6.25-25 µg/ml พบว่าเปอรเ์ซ็นตก์ารรอดชีวิต
ของเซลลไ์ม่แตกต่างกนั (p> 0.05) เม่ือเทียบกบัตวัอย่างควบคมุ (control) ซึ่งแสดงใหเ้ห็นว่าช่วง
ความเขม้ขน้ของพิโนสโตบิน 6.25-25 µg/ml ยงัไม่มีความเป็นพิษต่อเซลล ์ผลการทดลองแสดงดงั
ตาราง 56-58 และภาพประกอบ 73 
ตาราง 47 ค่า IC50 ของเซลลช์นิด A549, H1975, MRC5 และค่า selectivity index 

สาร 
ค่า IC50 (µg/ml) ที ่24 ช่ัวโมง ค่า selectivity index 

A549 H1975 MRC5 A549 H1975 
แพนดรูาทินเอ 6.03 ±0.21 5.58±0.15 12.96±0.36 2.15 2.32 
พิโนสโตรบิน ไม่สามารถหาค่าไดเ้นื่องจากสารไม่ละลายใน RPMI 
เจฟิทินิบ >40 >40 _ _ _ 

โอซิเมอรต์ินิบ 6.98±0.18 10.01±2.73 _ _ _ 
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ตาราง 48 การเปลี่ยนแปลงทางสณัฐานวิทยาของเซลล ์NSCLC ในเซลล ์A549 และ H1975 ที่ถกู
ทดสอบดว้ยแพนดรูาตินเอที่ความเขม้ขน้ตา่งๆ เป็นเวลา 24 ชั่วโมง 

ความเข้มข้น 
(µg/ml) 

แพนดูราตนิเอ 
A549 H1975 

Control 

  

     DMSO 

  

      1.25 

  

        2.5 

  

         5 

  

         10 
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ตาราง 49 เปอรเ์ซ็นตก์ารรอดชีวิตของเซลล ์A549 เม่ือไดร้บัสารแพนดรูาตินเอ 

ความเข้มข้นของ 
สารแพนดูราตนิเอ 

(µg/ml) 

เปอรเ์ซ็นตก์ารรอดชีวิตของเซลล ์
A549  ค่าเฉลี่ย SD 

ครัง้ที่1 ครัง้ที่ 2 ครัง้ที่ 3 
RPMI 100.00 100.00 100.00 100.00 0.00 

DMSO 97.42 100.31 99.64 99.13 1.51 
2.5 93.32 89.38 93.67 92.12 2.38 
5 58.35 59.44 61.11 59.63 1.39 

10 40.07 37.56 40.62 39.42 1.63 
20 10.19 10.80 10.39 10.46 0.31 
40 10.55 10.76 10.87 10.73 0.17 

 
ตาราง 50 เปอรเ์ซ็นตก์ารรอดชีวิตของเซลล ์H1975 เม่ือไดร้บัสารแพนดรูาตินเอ 

ความเข้มข้นของ 
สารแพนดูราตนิเอ 

(µg/ml) 

เปอรเ์ซ็นตก์ารรอดชีวิตของเซลล ์
H1975  ค่าเฉลี่ย SD 

คร้ังที1่ คร้ังที ่2 คร้ังที ่3 

RPMI 100.00 100.00 100.00 100.00 0.00 
DMSO 97.50 100.17 100.85 99.51 1.77 

2.5 86.85 89.11 88.61 88.19 1.19 
5 56.58 54.89 57.26 56.24 1.22 

10 29.30 27.19 29.72 28.74 1.36 
20 13.12 13.93 14.56 13.87 0.72 
40 7.06 7.86 7.66 7.53 0.42 
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ตาราง 51 เปอรเ์ซ็นตก์ารรอดชีวิตของเซลล ์MRC5 เม่ือไดร้บัสารแพนดรูาตินเอ 

ความเข้มข้นของ 
สารแพนดูราตนิเอ 

(µg/ml) 

เปอรเ์ซ็นตก์ารรอดชีวิตของเซลล ์
MRC5 ค่าเฉลี่ย SD 

คร้ังที1่ คร้ังที ่2 คร้ังที ่3 
RPMI 100.00 100.00 100.00 100.00 0.00 

DMSO 95.09 98.56 101.10 98.25 3.02 
2.5 98.89 99.77 99.32 99.32 0.44 
5 82.30 80.12 83.74 82.06 1.82 

10 64.48 60.70 65.55 63.58 2.55 
20 8.21 9.04 10.44 9.23 1.13 
40 9.12 10.15 11.22 10.16 1.05 
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ภาพประกอบ 70 ผลการทดสอบความเป็นพิษตอ่เซลล ์A549 H1975 และ MRC5 ของ 
สารแพนดรูาทินเอ  

เซลลถ์กูทดสอบดว้ยสารแพนดรูาทินเอที่ความเขม้ขน้ 2.5, 5, 10, 20 และ 40 µg/ml เป็นเวลา 24 
ชั่วโมง ความมีชีวิตรอดของเซลลถ์ูกทดสอบดว้ยวิธี MTT ขอ้มลูแสดงเป็นค่าเฉลี่ย ± SEM (n=3), 
****P<0.0001 เทียบกบั Control (RPMI หรอื DMEM) 
 
ตาราง 52 เปอรเ์ซ็นตก์ารรอดชีวิตของเซลล ์A549 เม่ือไดร้บัสารเจฟิทินิบ 

ความเข้มข้นของ 
สารเจฟิทนิิบ (µg/ml) 

เปอรเ์ซ็นตก์ารรอดชีวิตของเซลล ์
A549 ค่าเฉลี่ย SD 

คร้ังที1่ คร้ังที ่2 คร้ังที ่3 
RPMI 100.00 100.00 100.00 100.00 0.00 
DMSO 88.06 97.93 100.93 95.64 6.73 

2.5 94.28 88.92 95.24 92.81 3.41 
5 86.45 81.30 96.85 88.20 7.92 
10 95.03 88.59 91.17 91.60 3.24 
20 84.09 98.68 80.66 87.81 9.57 
40 95.57 78.62 79.80 84.66 9.46 
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ตาราง 53 เปอรเ์ซ็นตก์ารรอดชีวิตของเซลล ์H1975 เม่ือไดร้บัสารเจฟิทินิบ 

ความเข้มข้นของ 
สารเจฟิทนิิบ (µg/ml) 

เปอรเ์ซ็นตก์ารรอดชีวิตของเซลล ์
H1975 ค่าเฉลี่ย SD 

คร้ังที1่ คร้ังที ่2 คร้ังที ่3 
RPMI 100.00 100.00 100.00 100.00 0.00 
DMSO 114.73 107.64 99.45 107.27 7.65 

2.5 99.02 88.99 92.07 93.36 5.14 
5 94.08 86.37 93.01 91.15 4.18 
10 103.25 89.27 91.14 94.55 7.59 
20 90.74 79.48 85.60 85.27 5.64 
40 74.59 69.76 73.55 72.63 2.54 

 

      
 

ภาพประกอบ 71ผลการทดสอบความเป็นพิษต่อเซลล ์A549  และ H1975  
ของสารเจฟิทินิบ  

เซลล์ถูกทดสอบด้วยสารเจฟิทินิบที่ความเข้มข้น 2.5, 5, 10, 20 และ 40 µg/ml เป็นเวลา 24 
ชั่วโมง ความมีชีวิตรอดของเซลลถ์กูทดสอบดว้ยวิธี MTT ขอ้มลูแสดงเป็นค่าเฉลี่ย ± SEM (n=3), 
*P<0.05, ***P<0.001 เทียบกบั Control (RPMI) 
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ตาราง 54 เปอรเ์ซ็นตก์ารรอดชีวิตของเซลล ์A549 เม่ือไดร้บัสารโอซิเมอรต์ินิบ 

ความเข้มข้นของ 
สารโอซิเมอรต์ินิบ

(µg/ml) 

เปอรเ์ซ็นตก์ารรอดชีวิตของเซลล ์
A549 ค่าเฉลี่ย SD 

คร้ังที1่ คร้ังที ่2 คร้ังที ่3 
RPMI 100.00 100.00 100.00 100.00 0.00 
DMSO 95.64 105.23 89.37 96.75 7.99 

2.5 85.49 90.96 79.61 85.35 5.68 
5 66.46 71.61 68.71 68.93 2.58 
10 25.96 14.14 21.32 20.47 5.95 
20 6.51 5.27 5.87 5.88 0.62 
40 6.90 5.43 6.05 6.13 0.74 

 
ตาราง 55 เปอรเ์ซ็นตก์ารรอดชีวิตของเซลล ์H1975 เม่ือไดร้บัสารโอซิเมอรต์ินิบ 

ความเข้มข้นของ 
สารโอซิเมอรต์ินิบ

(µg/ml) 

เปอรเ์ซ็นตก์ารรอดชีวิตของเซลล ์
H1975 ค่าเฉลี่ย SD 

คร้ังที1่ คร้ังที ่2 คร้ังที ่3 
RPMI 100.00 100.00 100.00 100.00 0.00 
DMSO 114.73 107.64 99.45 107.27 7.65 

2.5 88.03 76.22 83.13 82.46 5.93 
5 66.53 62.63 62.41 63.86 2.32 
10 57.68 49.24 43.04 49.99 7.35 
20 12.86 11.36 16.77 13.66 2.79 
40 9.61 8.58 10.83 9.67 1.13 
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ภาพประกอบ 72 ผลการทดสอบความเป็นพิษตอ่เซลล ์A549 และ H1975 ของ 
สารโอซิเมอรต์ินิบ 

เซลลถ์กูทดสอบดว้ยสารโอซิเมอรต์ินิบที่ความเขม้ขน้ 2.5, 5, 10, 20 และ 40 µg/ml เป็นเวลา 24 
ชั่วโมง ความมีชีวิตรอดของเซลลถ์ูกทดสอบดว้ยวิธี MTT ขอ้มลูแสดงเป็นค่าเฉลี่ย ± SEM (n=3), 
**P<0.01, ****P<0.0001 เทียบกบั Control (RPMI) 
 
ตาราง 56 การเกิดผลกึของสารพิโนสโตรบินในอาหารเลีย้งเซลล ์

ความเข้มข้น (µg/ml) ลักษณะของพโินสโตรบนิใน RPMI media 

200 

     

100 

     

50 
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ตาราง 57 เปอรเ์ซ็นตก์ารรอดชีวิตของเซลล ์A549 เม่ือไดร้บัสารพิโนสโตรบิน 

ความเข้มข้นของ 
สารพโินสโตรบิน 

(µg/ml) 

เปอรเ์ซ็นตก์ารรอดชีวิตของเซลล ์
A549 ค่าเฉลี่ย SD 

คร้ังที1่ คร้ังที ่2 คร้ังที ่3 
RPMI 100.00 100.00 100.00 100.00 0.00 

0.5% DMSO 97.05 97.64 97.88 97.52 0.43 
6.25 102.95 101.39 106.07 103.47 2.38 
12.5 101.45 103.57 109.00 104.67 3.89 
25 102.23 97.50 104.43 101.39 3.54 
50 103.50 97.82 106.83 102.72 4.56 

100 100.54 101.11 106.83 102.83 3.48 
200 99.52 97.03 101.21 99.26 2.10 

 

ตาราง 58 เปอรเ์ซ็นตก์ารรอดชีวิตของเซลล ์H1975 เม่ือไดร้บัสารพิโนสโตรบิน 

ความเข้มข้นของ 
สารพโินสโตรบิน

(µg/ml) 

เปอรเ์ซ็นตก์ารรอดชีวิตของเซลล ์
H1975 ค่าเฉลี่ย SD 

คร้ังที1่ คร้ังที ่2 คร้ังที ่3 
RPMI 100.00 100.00 100.00 100.00 0.00 

0.5% DMSO 101.96 97.45 96.89 98.77 2.78 
6.25 102.91 99.34 99.71 100.66 1.96 
12.5 104.87 100.33 101.43 102.21 2.37 
25 106.02 97.08 102.25 101.79 4.49 
50 101.61 107.64 105.52 104.92 3.06 

100 106.44 101.68 101.55 103.23 2.79 
200 100.61 99.55 100.08 100.08 0.53 
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ภาพประกอบ 73 ผลการทดสอบความเป็นพิษตอ่เซลล ์A549 และ H1975  

ของสารพิโนสโตรบิน 
เซลลถ์กูทดสอบดว้ยสารพิโนสโตรบินที่ความเขม้ขน้ 6.25-200 µg/ml เป็นเวลา 24 ชั่วโมง ความมี
ชีวิตรอดของเซลลถ์กูทดสอบดว้ยวิธี MTT ขอ้มลูแสดงเป็นค่าเฉลี่ย ± SEM (n=3) 
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4.6 ผลการศึกษาการแสดงออกของโปรตีน EGFR, Akt, STAT3 และ AMPK ในเซลล ์
A549 และ H1975 หลังการทดสอบด้วยสารแพนดูราตินเอที่แยกได้จากกระชายขาวด้วย
วิธี westrn blotting 

เซลลถ์กูทดสอบดว้ยสารแพนดรูาทินเอที่ความเขม้ขน้ 2.5, 5, 10, 20 และ 40 µg/ml เป็น
เวลา 24 ชั่วโมง ความมีชีวิตรอดของเซลลถ์กูทดสอบดว้ยวิธี MTT ขอ้มลูแสดงเป็นคา่เฉลี่ย ± SEM 
(n=3) และค านวณค่าความแตกต่างของขอ้มลูทางสถิติดว้ย One-way ANOVA และแปลผลดงันี ้
*P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001, ****P<0.0001 เทียบกบั Control (DMSO 0.05%) 

ผลการศึกษาการแสดงออกของโปรตีน EGFR, Akt, STAT3 และ AMPK ในเซลล ์A549 
และ H1975 หลงัการทดสอบดว้ยสารแพนดรูาตินเอที่แยกไดจ้ากเหงา้กระชายขาวพบว่าสารแพน
ดูราตินเอลดการแสดงออกของ p-EGFR, p-Akt, p-STAT3 ไดท้ั้งเซลล ์A549 และ H1975 และ
กระตุน้การแสดงออกของ p-AMPK ในเซลล ์H1975 แต่ลดการแสดงออกของ p-AMPK ในเซลล ์
A549 ดงัแสดงในภาพประกอบ 74-81 

 

ภาพประกอบ 74 ผลของสารแพนดรูาทินเอต่อ EGFR phosphorylation ในเซลล ์A549 

 

ภาพประกอบ 75 ผลของสารแพนดรูาทินเอต่อ EGFR phosphorylation ในเซลล ์H1975 
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ภาพประกอบ 76 ผลของสารแพนดรูาทินเอต่อ STAT3 phosphorylation ในเซลล ์A549 
 

 

ภาพประกอบ 77 ผลของสารแพนดรูาทินเอต่อ STAT3 phosphorylation ในเซลล ์H1975 

 

 

ภาพประกอบ 78 ผลของสารแพนดรูาทินเอต่อ Akt phosphorylation ในเซลล ์A549 
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ภาพประกอบ 79 ผลของสารแพนดรูาทินเอต่อ Akt phosphorylation ในเซลล ์H1975 
 

 

ภาพประกอบ 80 ผลของสารแพนดรูาทินเอต่อ AMPK phosphorylation ในเซลล ์A549 

 

 

ภาพประกอบ 81 ผลของสารแพนดรูาทินเอต่อ AMPK phosphorylation ในเซลล ์H1975 
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4.7 ผลการศึกษาโมเลกุลารด์็อกกิงของแพนดูราตนิเอในการยับยัง้การกระตุ้นโปรตนีทีท่ า
ใหเ้กิดมะเร็งปอด 

ผลการศึกษาการศึกษาโมเลกุลารด์็อกกิงของสารแพนดูราตินเอในการจับกับโปรตีน
เป้าหมายเพื่อใชเ้ป็นขอ้มลูในการสนบัสนนุผลการทดสอบ western blot ในการอธิบายการยบัยัง้
หรือการกระตุน้การท างานของโปรตีน ซึ่งผลการทดสอบพบว่าสารแพนดูราตินเอสามารถเกิด
อันตรกิริยากับโปรตีนเป้าหมายไดแ้ก่ 5FED (EGFR wild type), 5HG7 (EGFR mutant), 1BG1 
(STAT3), 4GV1 (Akt), 4CFE(AMPK) โดยแพนดูราตินเอสามารถเกิดอันตรกิริยากับโปรตีน
เป้าหมายแต่ละชนิดโดยใช้ค่าพลังงานการยึดจับ(Binding energy)ใกลเ้คียงกันทุกโปรตีน ซึ่ง
โปรตีน EGFR mutant ใชพ้ลงังานในการจบันอ้ยที่สดุ นอกจากนีย้งัพบวา่พลงังานที่แพนดรูาตินเอ
ใชใ้นการจบักบัโปรตีนเป้าหมายมีค่าพลงังานใกลเ้คียงกบัยาตา้น EGFR  ซึ่งพนัธะหลกัที่มีผลต่อ
อนัตรกิรยิาโดยรวม คือ การเกิดพนัธะไ ฮ โ ด ร เ จ นร ะ ห ว่า ง ลิ แ ก น ดก์บั ก ร ด อ ะ มิ โ นซึ่ง
แสดงในตาราง 58 และภาพประกอบ 83 ดังนัน้จึงยืนยนัไดว้่าสารแพนดูราตินเอสามารถจับกับ
โปรตีนเป้าหมายไดโ้ดยใหค้่าพลงังานการจบัและค่าคงที่การยบัยัง้ Ki นอ้ยดงัแสดงรายละเอียด
ดงันี ้
ตาราง 59 แสดงคา่พลงังานการจบัระหวา่งแพนดรูาตินเอและโปรตีนเปา้หมาย 

โปรตนี
เป้าหมาย 

ลิแกนด ์
พารามิเตอร ์

RMSD Ki (uM) 
Binding energy 

(kcal/mol) 

5FED 

PA 

1.545 

2.83 -7.57 
N-[7-methyl-1-[(3R)-1-propanoylazepan-3-

yl]benzimidazol-2-yl]-3-
(trifluoromethyl)benzamide 

1.58 -7.91 

5HG7 
PA 

1.791 
0.719 -8.38 

PF-06459988 (EGFR Inhibitor) 5.17 -7.21 

1BG1 

PA 

_ 

3.97 -7.37 
N-[7-methyl-1-[(3R)-1-propanoylazepan-3-

yl]benzimidazol-2-yl]-3-
(trifluoromethyl)benzamide 

3.63 -7.42 

4GV1 
PA 

1.339 
1.23 -8.06 

Capivasertib 0.2 -9.14 

4CFE 
PA 

1.494 
0.828 -8.30 

Benzimidazole derivative (991) 0.004 -11.52 
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ภาพประกอบ 82 แพนดรูาตนิเอที่ถกูระบลุ  าดบัวงแหวน 

ที่มา: (119) 
ตาราง 60 ประเภทของ hydrogen bonds และ hydrophobic contacts ระหว่างหมู่ฟังกช์นัของ
แพนดรูาตินเอและกรดอะมิโนของโปรตีนเปา้หมาย 

Functional groups 
กรดอะมิโนในโปรตนีเป้าหมายทีเ่กิดอันตรกริิยากับลิแกนด ์

5FED  5HG7 1BG1 4GV1 4CFE 

Aromatic (Ring I) VAL726 GLY719 
VAL726 
LEU718 

LYS591 LYS179 VAL24 
LYS29 

Methyl cyclohexane 
(Ring II) 

_ _ _ _  

2-methyl-2-butene CYS775 
ALA743 
LEU844 

LEU844 
ALA743 
MET790 
CYS775 

_ _  

Carbonyl GLY796 _ _ _ ASN48 
Aromatic (Ring III) LUE792 

LUE718 
LEU718 LYS591 MET281 

VAL164 
ILE46 
LYS29 

Methoxyl (Ring III) LYS728 
PRO794 
LEU792 

LYS728 
LEU718 

VAL637 
PRO639 

ALA230 ILE46 

Hydroxyl (Ring III) MET793 GLY295 
MET793 
LEU844 
VAL726 
ALA763 

GLU594 
SER636 

ASP292 
GLU234 

ASN48 
ASP88 
LYS29 
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ภาพประกอบ 83 แสดงอนัตรกิรยิาระหวา่งกรดอะมิโนของโปรตีนเปา้หมายกบัแพนดรูาตินเอ 
 

4.8 ผลการศึกษาฤทธิต้์านอนุมูลอิสระของสารบริสุทธิท์ีแ่ยกได้จากกระชายขาว 
ผลการศกึษาฤทธ์ิตา้นอนมุลูอิสระของสารบรสิทุธ์ิท่ีแยกไดจ้ากกระชายขาวพบวา่สารแพน

ดรูาตินเอมีฤทธ์ิตา้นอนมุลูอิสระปานกลางโดยใหค้า่ IC50 เท่ากบั 31.13±2.33 µg/ml เม่ือเทียบกบั
วิตามินซีที่มีค่า IC50 เท่ากับ 3.06±0.22 ซึ่งจะเห็นไดว้่าแพนดูราตินเอมีฤทธ์ิตา้นอนุมูลอิสระต ่า
กว่าวิตามินซีประมาณ 10 เท่า เนื่องจากภายในโครสรา้งของแพนดูราตินเอมีหมู่ที่ใหอ้ิเล็กตรอน
กับ DPPH ไดเ้พียง 1 หมู่เท่านั้น ส่วนสารพิโนสโตบินไม่สามารถหาค่า IC50ดว้ยเทคนิค DPPH 
เนื่องจากโครงสรา้งของพิโนสโตบินไม่สามารถใหอ้ิเล็กตรอนกบั DPPH ได ้ดงันัน้ควรตอ้งทดสอบ
การตา้นอนมุลูอิสระของพิโนสโตบินดว้ยเทคนิคอื่น 

 
ตาราง 61 แสดงคา่ IC50 ของแพนดรูาตินเอ พิโนสโตรบินและวิตามินซีในการตา้นอนมุลูอิสระ 

สาร 
IC50 (µg/ml) 

ค่าเฉลี่ย SD 
คร้ังที1่ คร้ังที ่2 คร้ังที ่3 

แพนดรูาตินเอ 30.25 33.76 29.36 31.13 2.33 
พิโนสโตรบิน ไม่สามารถหาค่าไดด้ว้ยเทคนิค DPPH 
วิตามินซ ี 2.93 3.31 2.94 3.06 0.22 
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ตาราง 62 เปอรเ์ซ็นตก์ารตา้นอนมุลูอิสระของสารแพนดรูาตินเอ 

ความเข้มข้นของ 
สารแพนดูราตนิเอ 

(µg/ml) 

เปอรเ์ซ็นตก์ารต้านอนุมูลอิสระ 
ค่าเฉลี่ย SD 

คร้ังที1่ คร้ังที ่2 คร้ังที ่3 

Control 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 
7.8 30.40 30.40 32.22 31.00 1.05 

15.6 41.03 42.55 42.86 42.15 0.98 
31.13 50.46 49.24 50.76 50.15 0.80 
62.5 62.01 59.27 60.79 60.69 1.37 
125 67.48 65.65 66.26 66.46 0.93 
250 75.38 73.56 74.47 74.47 0.91 

 
ตาราง 63 เปอรเ์ซ็นตก์ารตา้นอนมุลูอิสระของวิตามินซี 

ความเข้มข้นของ 
วิตามินซี (µg/ml) 

เปอรเ์ซ็นตก์ารต้านอนุมูลอิสระ  
ค่าเฉลี่ย SD 

คร้ังที1่ คร้ังที ่2 คร้ังที ่3 

Control 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 
0.78 1.82 4.56 6.69 4.36 2.44 
1.56 20.06 22.80 21.28 21.38 1.37 
3.13 53.50 47.72 53.50 51.57 3.33 
6.25 84.80 85.11 85.71 85.21 0.46 
12.5 82.68 82.37 84.50 83.18 1.15 
25 86.02 86.32 86.32 86.22 0.18 

 
 



  131 

 
 

ภาพประกอบ 84 ผลของสารแพนดรูาทินเอและวิตามนิซีตอ่การตา้นอนมุลูอิสระ 
 
ทดสอบการตา้นอนุมูลอิสระของสารแพนดูราทินเอที่ความเขม้ขน้ 7.8, 15.6, 31.13, 62.5, 125
และ 250 µg/ml ดว้ยวิธี DPPH ขอ้มลูแสดงเป็นค่าเฉลี่ย ± SEM (n=3), *P<0.05, ****P<0.0001 
เทียบกบั Control  
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บทที ่5 
สรุปผล อภปิราย และข้อเสนอแนะ 

 
จากผลการศกึษาปัจจยัที่มีผลต่อปรมิาณการสกดัสารพิโนสโตรบินและแพนดรูาทินเอจาก

เหงา้กระชายขาว โดยใชเ้ทคนิคอลัตราโซนิคร่วมกบัตวัท าละลายอินทรีย ์โดยไดศ้ึกษาขนาดของ
สมนุไพร ชนิดของตวัท าละลาย อณุหภมูิ อตัราสว่นของตวัท าละลาย เวลาที่ใชใ้นการสกดั จ านวน
การสกดัซ า้ ซึ่งสภาวะที่เหมาะสมที่ไดจ้ากการศึกษาคือ ใชข้นาดสมนุไพรขนาด 125 µm ในตวัท า
ละลายเฮกเซน ที่อตัราส่วนผงเหงา้กระชายขาวต่อปริมาตรเฮกเซน 1 g ต่อ 30 ml ที่อณุหภมูิ 30-
35 ºC เป็นเวลา 10 นาที พบว่าที่สภาวะดงักล่าวสามารถใหผ้ลผลิตของสารสกดัเฮกเซน เท่ากับ 
6.96 % โดยที่ 1 mg มีปริมาณสารพิโนสโตบินเท่ากับ 35.68±1.11 g และแพนดูราตินเอเท่ากับ 
10.48±0.34 g ซึ่งการสกัดเพียงครัง้เดียวสามารถใหร้อ้ยละประสิทธิผลการสกัดสารส าคญัทัง้ 2 
ชนิดมากกว่า 80 % ในขณะที่สกดัสารตวัอื่นที่ไม่สนใจออกมาไดน้อ้ย ซึ่งจากการศกึษาทฤษฎีการ
ละลายของเฮนเซนเทียบกบัการทดลองพบว่าเฮกเซนเป็นสารที่ใหค้วามสามารถในการละลายสา
รพิโนสโตรบินและแพนดูราตินเอออกมาไดน้อ้ยที่สุด แต่เม่ือลดขนาดของผงกระชายใหเ้ล็กลง
สง่ผลใหเ้ฮกเซนสามารถสกดัสารส าคญัออกมาไดม้ากขึน้ประมาณ 50% ดงันัน้ปัจจยัหลกัที่ท  าให้
สามารถสกดัสารพิโนสโตรบินและแพนดรูาตินเอจากผงเหงา้กระชายออกมาไดม้ากที่สดุส าหรบั
งานวิจัยนี ้คือ ขนาดของผงสมุนไพร เนื่องจากการเพิ่มพืน้ที่ผิวของผงกระชายส่งผลให้ตัวท า
ละลายทุกชนิดสามารถแทรกตวัเขา้ไปดึงโมเลกุลของสารส าคญัออกมาไดด้ีขึน้โดยเฉพาะตวัท า
ละลายที่มีความหนืดต ่าอย่างเฮกเซน และจากการใชเ้ครื่องอลัตรา้โซนิคในการสกดัสารยงัสง่ผลให้
ผนงัเซลลข์องผงกระชายแตกออกมากขึน้ตวัท าละลายที่มีความหนืดต ่าสามารถสกดัสารออกมาได้
ดีขึน้ซึง่สอดคลอ้งกบัการศกึษาของ Sanjayaและคณะ (98)  

จากผลการศึกษาการแยกสารพิโนสโตบินและแพนดูราตินเอจากสารสกัดเฮกเซนดว้ย
เทคนิค CPC และวิเคราะห์ความบริสุทธ์ิของสารท่ีแยกได้ด้วย LC-MS/MS พบว่าสภาวะที่
เหมาะสมในการแยกสาร คือ ใชโ้หมดการแยกเป็น ascending mode เนื่องจากสารพิโนสโตบิน
และแพนดรูาตินเอเป็นสารค่อนขา้งมีขัว้ต ่าจึงจ าเป็นตอ้งใชต้วัพาที่มีขัว้ต  ่า โดยระบบตวัท าละลาย
ที่เหมาะสมในการแยกคือสารละลายผสมของเฮกเซน:เมทานอล:น า้ อัตราส่วน 5:3.4:1.6 (v/v) 
โดยปริมาตรของสารสกัดเฮกเซนความเขม้ขน้เท่ากับ 1 g/ml ปริมาตร 0.5 ml (66.67 mg) ในตวั
พา คือสารละลายในส่วน upper ของระบบตัวท าละลายที่ใช้ในการแยกผสมกับเมทานอลที่
อตัราสว่น 3.5/3.5 ml เป็นสภาวะที่สามารถใหผ้ลผลิตของพิโนสโตรบินและแพนดรูาทินเอบรสิทุธ์ิ
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เท่ากบั 2.16  และ 0.4 mg ตามล าดบั และใหค้วามบริสทุธ์ิของสารทัง้สองชนิดไดม้ากกว่า 98 %  
ซึ่งเป็นการแยกสารใหบ้ริสทุธ์ิในขัน้ตอนเดียวโดยใชเ้วลาเพียงครัง้ละ 30 นาที หลงัจากแยกสาร
สกดับริสทุธ์ิพิโนสโตรบินและแพนดูราทินเอไดแ้ลว้น าสารทัง้ 2 ชนิดไปพิสจูนเ์อกลกัษณข์องสาร
บรสิทุธ์ิดว้ยเทคนิค LC-MS/MS QTOF และพิสจูนโ์ครงสรา้งโมเลกลุของสารพิโนสโตรบินและแพน
ดรูาทินเอดว้ยเทคนิค 1HNMR ซึ่งพบว่าสารบรสิทุธ์ิทัง้สองเป็นสารพิโนสโตรบินและแพนดรูาทินเอ 
โดยไม่มีสารอื่นจากกระชายหลงเหลือปนเป้ือนมาในตวัอย่างสารบรสิทุธ์ิท่ีแยกได ้

จากผลการศึกษาจะเห็นไดว้่าขัน้ตอนการแยกสารพิโนสโตรบินและแพนดูราทินเอดว้ย
เทคนิค CPC ที่พัฒนาขึน้สามารถแยกสารใหมี้ความบริสุทธ์ิสูงดว้ยขัน้ตอนเดียว ท าใหใ้ชเ้วลา
ด าเนินการสัน้ ลดปริมาณการใชต้วัท าละลายที่เป็นพิษ ท าใหต้น้ทุนต ่า ไดผ้ลผลิตในปริมาณสงู 
อีกทัง้ยงัเป็นขัน้ตอนที่ง่ายสามารถแกไ้ขปัญหาที่เกิดจากการเตรียมตวัอย่างที่ยุ่งยากหลายขัน้ตอน 
ซึ่งเม่ือเปรียบเทียบการศึกษาก่อนหน้านีใ้นการสกัดสารแพนดูราตินเอจาก เหงา้กระชายโดย 
Salama และคณะ(30) ไดส้กดัและแยกสารแพนดูราตินเอจากกระชายใหบ้ริสทุธ์ิดว้ย silica gel 
column chromatography พบว่าใชเ้วลาในการเตรียมตัวอย่างส าหรบัการแยกเป็นเวลา 10 วัน 
โดยใหค้วามบรสิทุธ์ิของสารอยู่ท่ี 96.6% และจากการทบทวนงานวิจยัของการแยกสารพิโนสโตบิน
จากกระชายของ Liana และคณะ(120) โดยใช้ระบบของเหลว (Liquid/Liquid extraction) ที่
ปราศจากการแยกดว้ย column chromatography โดยใชเ้ทคนิคการสกดัดว้ยคลื่นเสียงความถ่ีสงู
รว่มกบัตวัท าละลายเฮกเซนโดยใชเ้วลาในการสกดั 30 นาที และแช่หมกัไวท้ี่อณุหภมูิหอ้งเป็นเวลา 
24 ชั่วโมงจากนัน้น าสารสกดัเฮกเซนไปแยกดว้ย Liquid/Liquid extraction ดว้ยตวัท าละลายผสม
ระหว่าง เฮกเซน/เอทิลอะซิเตต (3.0:0.2 v/v) ท าใหเ้กิดการตกตะกอนของผลึกสีขาวนวลซึ่งให ้% 
yield =1.12% ซึ่งเทคนิคการแยกดว้ย Liquid/Liquid extraction ของ Liana และคณะสอดคลอ้ง
กบังานวิจยัฉบบันี ้แต่อย่างไรก็ตามเทคนิคดงักลา่วยงัคงให้ผลผลิตและความบรสิทุธ์ิต ่าเม่ือเทียบ
กบัเทคนิค CPC ที่พฒันาขึน้  

เม่ือพิสจูนเ์อกลกัษณข์องสารบริสทุธ์ิแลว้จึงน าสารทัง้ 2 ชนิดไปทดสอบความเป็นพิษต่อ
เซลลม์ะเรง็ปอดชนิดปฐมภมูิ A549 และทตุิยภมูิ H1975 รวมทัง้เซลลป์อดปกติ MRC5 พบว่าสาร
แพนดรูาตินเอมีความเป็นพิษต่อเซลล ์A549 และ H1975 โดยสามารถยบัยัง้การรอดชีวิตของเซลล ์
A549 และ H1975 ในลักษณะแปรผันตามความเข้มข้น มีค่า IC50 เท่ากับ 6.03 ±0.21 และ 
5.58±0.15 µg/ml ตามล าดบั นอกจากนีย้งัพบว่าสารแพนดรูาตินเอมีความเป็นพิษต่อเซลลม์ะเรง็
มากกว่าเซลลป์อดปกติ โดยใหค้่า IC50 ในเซลลป์อดปกติเท่ากบั 12.96±0.36 และเม่ือพิจารณาถึง
ค่าความปลอดภัย (selectivity index) พบว่ามีค่ามากกว่า 2 ทั้งในเซลล ์A549 และ H1975 ซึ่ง
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แสดงใหเ้ห็นถึงความเป็นพิษที่จ  าเพาะกับเซลลม์ะเร็งมากกว่าเซลลป์กติ  ดังนัน้สามารถน าแพน
ดูราตินเอไปพัฒนาเป็นสารตา้นมะเร็งปอดได ้(118) โดยมีฤทธ์ิตา้นมะเร็งทั้งชนิด EGFR wild 
type และ EGFR mutant แต่ผลการทดสอบสารพิโนสโตรบินพบว่าไม่สามารถหาค่า IC50 ได้
เนื่องจากไม่สามารถละลายและเกิดผลกึในอาหารเลีย้งเซลล ์ซึ่งโครงสรา้งของพิโนสโตบินเกิดการ
สรา้งพันธะไฮโดรเจนภายในโมเลกุลโดยมีหมู่ ไฮดรอกซิล (OH) สรา้งพันธะกับหมู่ carbonyl 
(C=O)ที่อยู่ใกลเ้คียงกนั ส่งผลใหเ้กิดการสรา้งพนัธะกบัน า้ไดน้อ้ยลง ส่งผลใหพ้ิโนสโตบินละลาย
น า้ไดน้อ้ยซึ่งสอดคลอ้งกับงานวิจัยของ Widiandani และคณะ (118) ที่ปรบัปรุงโครงสรา้งของพิ
โนสโตรบินเพ่ือเพิ่มฤทธ์ิในการต้านมะเร็งโดยเติม acyl compounds ที่หมู่  OH ดังแสดงใน
ภาพประกอบ สง่ผลใหส้ารสามารถละลายไดด้ีขึน้ 

 
ภาพประกอบ 85 โครงสรา้งของ (A) pinostrobin, (B) pinostrobin propionate และ (C) 

pinostrobin butyrate 

ที่มา: (118) 

จากรายงานการวิจัยก่อนหนา้นีพ้บว่าสาเหตุในการเกิดมะเรง็ปอดชนิด NSCLC มกัเกิด
จากการกลายพนัธุข์องยีน EGFR มากที่สดุ สง่ผลใหเ้กิดการส่งสญัญาณกระตุน้ภายในเซลลม์าก
เกินไปน าไปสู่การเพิ่มจ านวนเซลลม์ะเร็งจนไม่สามารถควบคุมได้และเกิดภาวะการดือ้ยาตา้น 
EGFR ดงันัน้ EGFR จึงเป็น biomarker หลกัที่เป็นเปา้หมายในการรกัษามะเรง็ปอดชนิด NSCLC 
(67) และโปรตีนที่อยู่ภายใตก้ารควบคุมของ EGFR ที่มีการศึกษากันอย่างแพร่หลายและเป็น
เป้าหมายในการศึกษากลไกภายในเซลล์ของการเกิดโรคมะเร็งปอด NSCLC ที่ส  าคัญ 3 วิถี
สญัญาณ ไดแ้ก่ Ras/Raf/MEK/ERK, PI3K/AKT และ STAT3 (121-123) ซึ่งจากการศึกษากลไก
การรกัษามะเรง็ปอด NSCLC ทัง้แบบ EGFR wild-type และ EGFR mutant ของยาตา้น EGFR-
TKI เช่น gefitinib ซึ่งเป็นยาต้าน  EGFR wild-type (EGFR del19 หรือ L858R)(124) และ 
osimertinib ซึ่งเป็นยาตา้น EGFR mutant (L858R/T790M)(125) พบว่าใชก้ลไกในการรกัษา
มะเร็งปอดโดยยับยั้ งการเกิด ฟอสโฟรี เลชันของ EG FR  ภายใน เซลล์ (in tracellu lar 
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phosphorylation) ดงันัน้ในงานวิจยันีโ้ปรตีน EGFR  จึงเป็นเปา้หมายหลกัในการคน้ควา้หาสารที่
ใชส้  าหรบัตา้นเซลลม์ะเรง็ปอดชนิด NSCLC ผ่านการยบัยัง้กระบวนการเกิดฟอสโฟรีเลชนัภายใน
เซลล์ส่งผลให้ลดการกระตุ้นการส่งสัญญาณไปยังวิถีสัญญาณที่ส  าคัญ คือ PI3K/AKT และ 
STAT3  ซึ่งจากผลการศกึษาการแสดงออกของโปรตีนดว้ยวิธี western blot หลงัจากทดสอบดว้ย
สารแพนดรูาทินเอเป็นเวลา 24 ชั่วโมงในเซลล ์A549 และ H1975 พบว่าสารแพนดรูาทินเอมีผล
ยบัยัง้การเกิดฟอสโฟรีเลชนัของโปรตีน EGFR,  Akt, STAT3 ทัง้ในเซลล ์A549 และเซลล ์H1975 
จากการทบทวนงานวิจยัก่อนหนา้ในการศึกษาของ Sun และคณะ(92) พบว่าแพนดรูาตินเอเป็น
สารที่เป็นพิษต่อเซลลม์ะเรง็ตบัอ่อนของมนุษย ์PANC-1 โดยสามารถยบัยัง้การแพรก่ระจายและ
เพิ่มจ านวนของเซลลผ์่านวิถีการส่งสญัญาณ PI3K / Akt / mTOR ในสภาวะอดอาหารส่งผลให้
กระตุน้การเกิด autophagy ท าใหเ้พิ่มความเป็นพิษต่อเซลลม์ะเร็ง  และจากการศึกษาสารที่มี
โครงสรา้งคลา้ยกับสารแพนดูราตินเอ คือสารประเภทชาลโคนพบว่า Chen และคณะ(94) ได้
ศกึษาการสงัเคราะหอ์นพุนัธข์องไอโซบาวาชาลโคนและประเมินความเป็นพิษต่อเซลลม์ะเรง็ปอด
ของมนุษย ์ซึ่งจากการศึกษาพบว่าอนุพันธ์ของไอโซบาวาชาลโคนแสดงความเป็นพิษต่อเซลล ์
H1975 และ A549 โดยมีค่า IC50 อยู่ที่  4.35 และ14.21 µM ตามล าดับ โดยลดการเกิด p-Akt 
ส่งผลใหก้ระตุน้การตายของเซลลผ์่าน apoptosis นอกจากนีพ้บว่าการลดลงของ p-STAT3  ใน
การศึกษานีย้งัสอดคลอ้งกบัการศึกษาของ Kuzniak และคณะ(91) ซึ่งไดศ้ึกษาสารกลุ่มชาลโคน
สามารถยับยั้งวิถีการส่งสัญญาณของ STAT3 ได้โดยยับยั้งกระบวนการฟอสโฟรีเลชันของ 
JAK2/Src-STAT3 

จากผลการทดลองยงัพบวา่แพนดรูาตินมีผลกระตุน้ AMPK ในเซลล ์H1975 ซึง่สอดคลอ้ง
กบัการศกึษาของ Lai และคณะ (89) ไดร้ายงานวา่แพนดรูาตินเอเป็นสารกระตุน้ AMPK ท าใหเ้กิด
ฤทธ์ิและกลไกการตา้นมะเรง็ผิวหนงัในเซลล ์A375 โดยการยบัยัง้วิถีการส่งสญัญาณของ mTOR 
และกระตุ้น  AMPK ส่งเสริมให้เพิ่ มการตายของเซลล์แบบ autophagy อย่างมีนัยส าคัญ 
นอกจากนีย้งัพบวา่สารแพนดรูาตินเอสามารถเหนี่ยวน าใหเ้กิดการตายแบบอะพอพโทซิสรว่มดว้ย 
แต่ในทางกลบักนัจากผลการทดลองพบว่าแพนดรูาตินเอมีผลยบัยัง้การกระตุน้โปรตีน AMPK ใน
เซลล ์A549 ซึ่งเป็นเซลลท์ี่มีการกลายพนัธุข์องยีน KRAS แสดงใหเ้ห็นว่าการตายของเซลล ์A549 
อาจไม่ผ่าน p-AMPK ซึ่งผลการแสดงออกของโปรตีนสอดคลอ้งกบัจากการศึกษาของ Montagna 
และคณะ (64) พบว่าการกลายพันธุ์ของยีน KRAS เป็นปัจจัยหลักที่ท  าให้ AMPK ลดลงและ
สอดคลอ้งกับการศึกษาของ  Ye และคณะ (126) พบว่าเซลลม์ะเร็งล าไสใ้หญ่ที่มีการกลายพันธุ์
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ของยีน KRAS สามารถยับยั้งการกระตุน้โปรตีน AMPK และส่งผลใหเ้กิดการดือ้ยาตา้น EGFR 
(cetuximab)  ดงัแสดงในภาพประกอบ 84 (A) และ (B)  

 

 
ภาพประกอบ 86 ผลการทดสอบเปอรเ์ซ็นตก์ารรอดชีวิตของเซลลม์ะเรง็ล  าไสใ้หญ่ชนิด DLD1,  

Kras WT และ Kras mutant (G12V)  เม่ือไดร้บัยาตา้น cetuximab ที่ความเขม้ขน้ตา่งๆ (A) และ
ผลการแสดงออกของโปรตีน AMPK ในเซลลท์ี่ไดร้บัการทดสอบดว้ยยาตา้น cetuximab ที่ความ

เขม้ขน้ 5 nM เป็นเวลา 48 ชั่วโมง 

ที่มา: (126)  

งานวิจัยนีส้รุปไดว้่าสารแพนดูราตินเอที่แยกไดจ้ากเหงา้กระชายขาวมีความเป็นพิษต่อ
เซลล ์โดยสามารถลดการรอดชีวิตของเซลล์ผ่านการยับยั้งการเกิด p-EGFR ภายในเซลลแ์ละ
ส่งผลใหล้ด p-Akt และ p-STAT3 ซึ่งเป็นโปรตีนที่อยู่ภายใตก้ารควบคุมของ EGFR ทั้งในเซลล ์
A549 และเซลล ์H1975 นอกจากนีส้ารแพนดูราตินเอยังสามารถกระตุน้การเกิด p-AMPK ใน
เซลล ์H1975 โดยยืนยนัผลการศึกษาการเกิดฟอสโฟรีเลชันดว้ยโมเลกุลารด์็อกกิงซึ่งพบว่าแพน
ดรูาตินเอสามารถเกิดอนัตรกิรยิากบัโปรตีนเป้าหมายคือ EGFR mutant ไดด้ีโดยใชค้่าพลงังานใน
การยึดจับกับโปรตีน EGFR mutant (5HG7) ดว้ยพลังงานและค่า Ki เท่ากับ -8.38 และ 0.719 
ตามล าดบั ซึง่พบวา่ต ่ากว่าพลงังานที่ใชใ้นการจบักบัลิแกนดข์องยาตา้น EGFR TKI (พลงังานและ
ค่า Ki เท่ากบั -7.21 และ 5.17 ตามล าดบั) ดงันัน้เป็นการยืนยนัว่าสารแพนดรูาตินเอสามารถจบั
กบัโปรตีน EGFR mutant ซึ่งเป็นเป้าหมายในการรกัษามะเรง็ปอดชนิด NSCLC ไดด้ีเทียบเท่ากบั
ยาตา้น EGFR TKI โดยกลไกการยบัยัง้ฟอสโฟรีเลชนัที่สง่ผลใหล้ดความมีชีวิตรอดของเซลลแ์สดง
ดงัภาพประกอบ 87 จากการศึกษาก่อนหนา้พบว่าสารแพนดูราตินเอสามารถท าใหเ้ซลลม์ะเร็ง
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ตายไดท้ั้งแบบกระตุน้ใหเ้กิดอะพอพโทซิสหรือเกิดออโตฟาจี หรือเกิดไดท้ั้งสอบแบบ ซึ่งตอ้งมี
การศึกษารูปแบบการตายของเซลลผ์่านวิถีการส่งสญัญาณเสน้ทางนีต้่อไปในอนาคตเพื่อใหไ้ด้
ขอ้มลูที่ชดัเจนมากขึน้ 

 

 
 

ภาพประกอบ 87 กลไกการยบัยัง้ฟอสโฟรีเลชนัของ EGFR, Akt, STAT3 และกระตุน้ AMPK ของ
สารแพนดรูาตนิเอตอ่การลดการมีชีวิตรอดของเซลล ์EGFR wild-type และ EGFR mutant 

 
จากผลการศึกษาที่กล่าวมาขา้งตน้แสดงใหเ้ห็นว่าสารแพนดรูาตินเอมีศกัยภาพเป็นสาร

ตา้นมะเรง็ปอดชนิด NSCLC แบบไม่จ าเพาะเจาะจงต่อเซลลม์ะเรง็ โดยมีฤทธ์ิทัง้มะเรง็ปอดที่มียีน 
EGFR wild-type และ EGFR mutant สามารถน าไปพฒันายาเพื่อแกปั้ญหาการดืน้ยาตา้น EGFR 
TKIs ที่ตอ้งมีการใชย้าหลายรุ่นได ้นอกจากนีแ้พนดูราตินเอซึ่งเป็นสารจากธรรมชาติยังมีความ
ปลอดภยั (SI>2) ใหค้วามเป็นพิษที่จ  าเพาะกบัเซลลม์ะเรง็ปอดมากกวา่เซลลป์อดปกติอีกดว้ย 
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