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คู่มือการทดสอบฤทธิ์ความเป็นพิษของสารสกัดสุมนไพรต่อเซลล์เพาะเลี้ยง 
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คู่มือการทดสอบฤทธิ์ความเป็นพิษของสารสกัดสมุนไพรต่อเซลล์เพาะเลี้ยง 
1. ศึกษาการเจริญของเซลล์เมลาโนมา เพื่อนําไปใช้ในการทดสอบความเป็นพิษของสารสกัด 

โดยการเลือกใช้เซลล์เพาะเลี้ยงจํานวนเซลล์ที่เหมาะสม และระยะเวลาที่เลี้ยงเซลล์ที่อยู่
ในช่วงอัตราการเจริญเป็น 2 เท่า จากจํานวนเซลล์ต้ังต้น  

  

  
 
ภาพที่ 1 เลี้ยงเซลล์เริ่มต้นใน 96-well ในจํานวนที่ต่างกัน ซึ่งมีทั้งหมด 6 ตัวอย่าง ตัวอย่างละ8 หลุม 

คือ ที่จํานวนเซลล์ 2,500, 5,000, 10,000, 20,000, 40,000 และ 80,000 เซลล์ และ
เลี้ยงเซลล์ เป็นเวลา 24, 48, 72 ช่ัวโมง  

 
ขั้นตอนมีดังนี้ 
   1.1 ใส่อาหารหลุมละ 100μlต่อหลุม ทั้ง 48 หลุม (หลุมสีชมพูดังภาพที่ 1) 
    1.2 นําเซลล์ที่ได้จากการย่อยเป็นเซลล์เด่ียวมาคํานวณหาจํานวนเซลล์แล้ว ใส่เซลล์ในหลุม 
100 μl ต่อหลุม (หลุมสีชมพูดังภาพที่ 1) แล้วใส่ PBS 100 μlต่อหลุม (ภาพที่ 1 หลุมสีฟ้า) ใช้สก็อต
เทปใสปิดคาดระหว่างฝาและฐานของจานหลุม เพื่อป้องกันการเปิดของฝา แล้วนําไปบ่มที่ตู้อุณหภูมิ 
37OC  เป็นเวลา  24, 48, 72 ช่ัวโมง  
   1.3 เมื่อครบเวลา 24, 48, 72 ช่ัวโมงให้นําจานหลุม ส่องกล้องดูการเจริญเติบโตของเซลล์ 
แล้ว ล้างอาหารออก โดยเริ่มสะบัดอาหารเลี้ยงเซลล์เก่าออก ซับด้วยกระดาษทิชชู แล้วใส่ PBS 150 
μl ต่อหลุม แล้วสะบัดPBS (ล้าง2 ครั้ง) ทิ้งให้แห้ง  

2,500 Cells  

5,000 Cells  

 10,000 Cells  80,000 Cells  

40,000 Cells  

20,000 Cells  

= Media 100μl+Cell Suspension 100μl  
= Phosphat Buffer Salene 100 μl  

นํามาวัดด้วยเครื่องMicroplate Reader เพ่ือหาค่า OD  
 

24 48 72hr. Fix 

ย้อมสี Crystal violet  
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1.4 ตึงเซลล์ให้ติดอยู่ในหลุม (fix cells) ด้วย เมทานอล (methanol) โดยใส่ เมทานอล หลุม
ละ100μl ทิ้งไว้ 5 นาที สะบัดเมทานอลทิ้ง ซับด้วยกระดาษทิชชู ปล่อยให้แห้ง  

1.5 ทําการย้อมเซลล์ด้วยสี คริสตัลไวโอเล็ต โดยใส่สี 100μl ต่อหลุม ทิ้งไว้ 10 นาที แล้วล้าง
ด้วยน้ําประปา หลังจากนั้นสะบัดน้ําออกให้หมด ซับให้แห้ง นําจานหลุมไปส่องดูเซลล์ที่ติดสี  

1.6 การละลายยสีคริสตัลไวโอเล็ค โดยใส่น้ํายาที่มีส่วนผสมของเมทานอล กับ 0.1 N ไฮโด
คลอลิค (HCL) ในอัตราส่วน 1:9 ใช้ปริมาตร 200 μlต่อหลุม แล้วนําไปวัดค่า OD ที่คลื่นความถี่ 560 
nm  

1.7 นําค่าที่ได้มาคํานวณหาเปอร์เซ็นต์ของความมีชีวิตของเซลล์ (% of cell viability) เวลา
ที่ 24, 48, 72 ช่ัวโมง วิเคราะห์ผล และพลอตกราฟ   ซึ่งค่าOD จะแปรผันตรงกับจํานวนเซลล์ที่มีการ
เจริญเติบโตเพิ่มขึ้น 

2. การเตรียมสารสกัดอินทนิลน้ําหรือสารสกัดสมุนไพร 
           เตรียมเจือจางสารสกัดสมุนไพร 1:10 เพื่อหาช่วงของความเข้มข้นของสารสกัดที่ออกฤทธิ์ทํา
ให้เซลล์ตาย คือ 1000,100,10,1,0.1 μg/ml ตามลําดับ โดยทําStock สารสกัดอินทนิลน้ําที่มีความ
เข้มข้นเริ่มต้นที่ 10000 μg/ml 
          2.1 ช่ังสารสกัดใบอินทนิลน้ํามา 100 mg ละลายด้วยดีเอ็มเอสโอ 1 ml นําไปเขย่าด้วย
เครื่องเขย่า (vortexe) ให้ละลายเป็นเนื้อเดียวกัน แล้วนําสารสกัดที่ละลายแล้วมาทําการ เจือจางโดย 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพที่ 2  การเตรียมสารสกัดอินทนิลน้ํา เพื่อใช้ในการทดสอบที่ความเข้มข้นต่างๆ ทําการเจือจาง

แบบ 1:10 แล้วนําสารสกัดมาให้ปลอดเชื้อโดยการกรองผ่าน ฟิลเตอร์ 
 
 
 
 
 

ความเข้มข้น (μg/ml) 
สารสกัดอินทนิลน้ํา 

Mix  Mix  Mix  Mix  Mix  Stock 

+ Media 
1.6 ml 

+ Media 
1.8 ml 

 

+ Media 
1.8 ml 

 

+ Media 
1.8 ml 

 

0.2 ml 0.2 ml 0.2 ml 0.2 ml 0.4 ml 

1000 100 10 1 0.1 
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ภาพที่ 3   การเจือจางสารดีเอ็มเอสโอ (DMSO) เพื่อหาทดสอบความเป็นพิษต่อเซลล์เมลาโนมา C32 

ที่ความเข้มข้นต่างๆ   
         3. การทดสอบความเป็นพิษของสารสกัดอินทนิลน้ํา 
           3. 1 จํานวนเซลล์ที่เหมาะสมที่จะใช้ในการทดลอง คือ 4 X 104 โดยทําการเพาะเลี้ยงเซลล์
ในจานหลุม 96 หลุม ทําทั้งหมด 3 จานหลุม เลี้ยงเป็นเวลา 24, 48, 72 ช่ัวโมง  
           3.2 โดยใส่อาหารเลี้ยงเซลล์หลุมละ 100 μl ก่อน แล้วค่อยลงเซลล์ที่อยู่ผสมกับอาหารเลี้ยง
เซลล์ 100 μlต่อหลุม  
           3.3 หลุมด้านข้างใส่ PBS หลุมละ 100 μl ใช้สก็อตเทปแปะฝากับตัวจานหลุม ป้องกันการ
เปิดของฝา แล้วนําไปบ่มที่ตู้เป็นเวลา 24 ช่ัวโมงโดยจะมีเซลล์ที่ไม่ได้ใส่สารสกัดเพื่อนํามาเป็นตัว 
control เปรียบเทียบกับหลุมที่ใส่สารสกัด 
          3.4 หลังครบเวลา 24 ช่ัวโมง สะบัดอาหารเลี้ยงเซลล์เดิมทิ้ง แล้วเติมอาหารเลี้ยงเซลล์ใหม่ที่
ความเข้มข้นต่างๆ เจือจาง 1:10 (เตรียมความเข้มข้นของสารสกัดเพิ่มขึ้นเป็น 2 เท่า แสดงในภาพที่ 
4) 

3.5 เมื่อครบเวลา 24, 48, 72 ช่ัวโมงให้นําจานหลุมมาส่องกล้องดูการเจริญเติบโต แล้วล้าง
เซลล์ โดยเริ่มสะบัดอาหารเลี้ยงเซลล์เก่าออก ซับด้วยกระดาษทิชชู 

3.6 ใช้ PBS ล้างคราบโปรตีนออก โดยใช้ปริมาตร150 μl ล้าง2 ครั้ง แล้วสะบัด PBS ทิ้งให้ 
แห้ง  
           3.7  ตึงเซลล์ด้วยเมทานอล หลุมละ100 μl ทิ้งไว้5 นาที สะบัดเมทานอลทิ้ง ซับด้วย
กระดาษทิชชู ปล่อยให้แห้ง  
           3.8 ย้อมเซลล์ด้วยสีคริสทอลไวโอเล็ต หลุมละ100 μl ทิ้งไว้ 10 นาที แล้วล้างออกจนน้ําใส 
สะบัดน้ําออกให้หมด ซับให้แห้ง นําจานหลุมส่องดูการติดสีภายใต้กล้องจุลทรรศน์ ว่ามีการติดสีคราบ
โปรตีนที่ไม่ใช่เซลล์หรือไม่  
 

ความเข้มข้น  
DMSO (%)  

Stock 

1 ml 0.66 ml 0.2 ml 0.2 ml 0.2 ml 0.2 ml 0.6 ml 

+ Media 
1.4 ml 

 

+ Media 
1 ml 

 

+ Media 
1.44 ml 

 

+ Media 
1.98 ml 

 

+ Media 
1.8 ml 

 

+ Media 
1.8 ml 

 Mix  Mix  Mix  Mix  Mix  Mix  Mix  

หลอดที่ 1 
6 

หลอดที่ 2 
3 

 

หลอดที่ 3 
1 

หลอดที่ 4  
0.1 

 

หลอดที่ 5 
0.01 

หลอดที่ 6 
0.001 

หลอดที่ 5 
0.0001  
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ภาพที ่4 การทดสอบความเป็นพิษของสารสกดัอินทนิลนํ้าต่อเซลลเ์มลาโนมา เจือจาง อตัตรา 1:10 

         3.9 ทําการละลายยสีคริสตัลไวโอเล็ ด้วยสารผสมของเมทานอล กับ 0.1N HCL ในอัตราส่วน 
1:9 ใช้ปริมาตร 200 μl แล้วนําไปวัดค่า OD ที่คลื่นความถี่ 560 nm 
        3.10  นําค่าที่ได้มาคํานวณหาเปอร์เซ็นต์ความมีชีวิต (% cell viability) ที่เวลา 24, 48, 72 
ช่ัวโมง และวิเคราะห์ค่าทางสถิติ และพลอตกราฟ ซึ่งค่าOD จะแปรผันตรงกับจํานวนเซลล์ที่มี 
        3.11  เมื่อทําการทดลองในอัตราส่วน 1:10 ทําให้เราทราบค่าความเข้มข้นของสารสกัดที่ทําให้
ค่าความมีชีวิตของเซลล์ลดลง แล้วทําการทดสอบให้ละเอียดขึ้น โดยเจือจางสารสกัดที่ความเข้มข้น 
ในอัตราส่วน 1:2 จะได้สารสกัดที่มีความเข้มข้น 1000, 500, 250, 125 μl/ml (ภาพที่ 5) 
         3.12 ทําการ เจือจางสารสกัดในอัตราส่วน 1:2 จาก stock solution 0.8 ml (อินทนิลน้ํา) 
หลอดที่หนึ่ง ใส่ อาหาร 1.6 ml และใส่ สารสกัด จาก stock Solution 0.4 ml แล้วทําการเจือจาง
แบบ Two fold dilution ดังแสดงในภาพที่ 5 
 
 
 

Control Control 

0.0001 
0.1 

1 
0.001 

10 

100 
0.1 

1000 

 

= Media 100ไมโครลติร DMEM 100ไมโครลติร 

= Media 100ไมโครลติร สารสกดันิทนิลนํา้ 100ไมโครลติร 

= PBS 100 ไมโครลติร  

ความเข้มข้น (μl/ml) 

0.01 

ความเข้มข้น (%) 

1 

อนิทนิลนํา้ DMSO 
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ภาพที่  5  การเตรียมสารสกัดอินทนิลน้ํา ที่ความเข้มข้นต่างๆ ถูกเจือจางแบบ 1:2 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพที่  6  การเตรียมสารละลาย DMSO ที่มีสารทดสอบความเข้มข้นต่างๆ กัน ภูกเจือจางแบบ1:2

  
 
 4. วิธีการทดสอบฤทธิ์ของสารสกัดในสัดส่วน 1:2  

4.1 จํานวนเซลล์ที่เหมาะสมที่จะใช้ในการทดลอง คือ 4 X 104 เซลล์ โดยทําการ
เพาะเลี้ยงเซลล์ลงในจานหลุม 96 หลุม ทําทั้งหมด 3 จาน   

4.2 ใส่อาหารเลี้ยงเซลล์หลุมละ 100 μl ก่อน แล้วค่อยใส่เซลล์ที่อยู่ผสมกับอาหารเลี้ยง
เซลล์อีก 100 μlต่อหลุม จะได้ปริมาตร 200μl  
 4.3 หลุมด้านข้างเติมด้วย PBS หลุมละ 100 μl ใช้สก็อตเทปแปะฝากับตัวจาน ป้องกัน
การเปิดของฝา แล้วนําไปบ่มที่ตู้ เป็นเวลา 24 ช่ัวโมง 

ความเข้มข้น 
สารสกัดอินทนิลน้ํา  

Mix  Mix  Mix  Mix  Mix  
Stock 

+ Media 

1.8 ml 

 

+ Media 

1.5 ml 

 

+ Media 

1.5 ml 

 

+ Media 

1.5 ml 

 

0.2 ml 

2000 1000 500 250 125 

2 

Mix  Mix  Mix  Mix  Mix  
          Stock 

  ความเข้มข้น DMSO 

+ Media 

1.6 ml 

 

+ Media 

1.5 ml 

 

+ Media 

1.5 ml 

 

+ Media 

1.5 ml 

 

0.4 ml 1.5 ml 1.5 ml 1.5 ml 1.5 ml 

1 0.5 0.025 0.0125 

1.5 ml 1.5 ml 1.5 ml 1.5 ml 
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 4.4 ใส่สารสกัด โดยการสะบัดอาหารเลี้ยงเซลล์เดิมทิ้ง แล้วเติมอาหารเลี้ยงเซลล์ใหม่ ที่
ความเข้มข้นที่กําหนดไว้ ทั้ง สารสกัดอินทนิลน้ํา และ สารละลายดีเอ็มเอสโอ ในสัดส่วนที่เทียบเคียง
กัน  
            4.5 สารสกัด มีปริมาณสารอาหารเลี้ยงเซลล์มาทําการเจือจาง 1:2  

 4.6 เมื่อครบเวลา24 ช่ัวโมงให้นําจานมาทําการ ส่องภายใต้กล้องจุลทรรศน์ดูการ
เจริญเติบโต แล้วทําการตึงเซลล์ (Fixe cells) โดยการ ที่ สะบัดอาหารเลี้ยงเซลล์เก่าออก ซับด้วย
กระดาษทิชชู 

4.7 ใช้ PBS ล้างคราบโปรตีนออก โดยใช้ปริมาตร 150μl ล้าง2 ครั้ง แล้วสะบัดPBS ทิ้ง แห้ง 
ซึ้งที่ 48,72 ช่ัวโมงก็มีวิธีการทําเช่นกัน  

           4.8  เพื่อเพลทแห้งแล้ว ตามด้วย Methanol หลุมละ100μl ทิ้งไว้ 5 นาที สะบัดเมทานอล
ทิ้ง ซับด้วยกระดาษทิชชู ปล่อยให้แห้งดี  
          4.9 ทําการย้อมเซลล์ด้วยสี คริสตัลไวโอเล็ต ทิ้งไว้ 10 นาทีแล้วล้างออกจนน้ําใส สะบัดน้ํา
ออกให้หมด ซับให้แห้ง นําเพลทไปส่องดูการติดสี ว่ามีการติดสีคราบโปรตีนที่ไม่ใช่เซลล์หรือไม่  
          4.10. ทําการละลายยสีคริสทอลไวโอเล็ โดยใช้ เมทานอล กับ 0.1N HCL ในอัตราส่วน 1:9 
ใช้ปริมาตร 200 μl แล้วนําไปวัดค่า OD ที่คลื่นความถี่ 560 nm 
          4.11  นําค่าที่ได้มาคํานวณหา % cell viability เปรียบเทียบที่ 24, 48, 72 ช่ัวโมง ว่าเซลล์ที่
มีปริมาณเริ่มต้นเท่าใดที่มีการเจริญเติบโตในระยะ log phase พอดีที่72 ช่ัวโมง ซึ่งใช้การวิเคราะห์
ทางสถิติ และพลอตกราฟ ซึ่งค่าOD จะแปรผันตรงกับจํานวนเซลล์ที่มี  
 
6. การวิเคราะห์ข้อมูล 
      ทําการคํานวณค่า % cell viability โดยเทียบกับหลุมควบคุม กําหนดให้หลุมควบคุมมี % cell 
viability หรืออัตราการมีชีวิตของเซลล์คิดเป็น100% 
 
% of cell viability =    ค่าเฉลี่ยของ OD ที่อ่านได้จากหลุมทดสอบ x 100 
                                       ค่าเฉลี่ย OD ที่ได้จากหลุมควบคุม 
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