
 

 

บทท่ี  3 
วิธีด าเนินการวิจัย 

 
3.1 สารสกัดสมุนไพร 

 
สารสกัดจากส่วนใบของต้นอินทนิลน้้า (Lagestroemiaspeciosa (L.) Pers) ได้รับความ

อนุเคราะห์จากบริษัท บรอนสันแอนด์จาคอบส์อินเตอร์เนชันแนล จ้ากัด โดยถูกละลายและเตรียมให้
มีความเข้มข้นเท่ากับ 10,000 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ด้วยอาหารเล้ียงเซลล์ท่ีมี ดีเอ็มเอสโอ (DMSO, 
Dimethylsulfonyloxide) 1 % และยางเลือดมังกร (Croton Lecchleri Muell. Arg) ได้รับความ
อนุเคราะห์จากบริษัท คอสมีเทค จ้ากัด ถูกละลายอยู่ในโพรเพนไดออลต่อน้้าในอัตราส่วน 1:1 เตรียม
ให้มีความเข้มข้นเท่ากับ 10,000 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ด้วยอาหารเล้ียงเซลล์ท่ีมี ดีเอ็มเอสโอ 
(DMSO, Dimethylsulfonyloxide) 1 % สารสกัดท่ีเตรียมได้น้ามาท้าให้ปลอดเช้ือโดยผ่านการกรอง
ด้วยแผ่นกรองขนาด 0.2 ไมโครเมตร 

 
3.2 การเพาะเลี้ยงเซลล์เมลาโนมา 

 
เซลล์เมลาโนมาของคน (ได้รับความอนุเคราะห์จาก ศ.ดร. รั ชนีย์ อุดมแสงเพ็ชร ภาควิชา

พยาธิชีววิทยา คณะวิทยาศาสตร์ มหาวิทยาลัยมหิดล) ถูกเพาะเล้ียงในหลอดทดลองท่ีมีอาหารชนิด 
ดีเอ็มอีเอ็ม (DMEM, dulbecco’s modified eagle medium) ท่ีมีส่วนผสมของซีรั่มลูกวัว 10 % 
(10 % offetal bovine serum) และถูกอบในตู้อบท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ท่ีมีก๊าซ
คาร์บอนไดออกไซด์ (CO2) 5 % มีการให้อาหารแก่เซลล์อย่างสม่้าเสมอทุก ๆ 2-3 วัน และเซลล์
จะต้องถูก subculture ทุก ๆ สัปดาห์เพื่อให้ได้เซลล์ท่ีมีคุณภาพพร้อมใช้งานและปลอดจากการติด
เช้ือแบคทีเรียและเช้ือรา (ส้าหรับห้องปฏิบัติการเพาะเล้ียงเซลล์ได้รับความอนุเคราะห์ให้เข้าไปใช้
ห้องปฏิบัติการท่ีภาควิชาพยาธิชีววิทยา คณะวิทยาศาสตร์ มหาวิทยาลัยมหิดล) เนื่องจากเซลล์เมลา
โนมาท่ีใช้ในการทดลองนี้เป็นเซลล์ท่ีมีคุณสมบัติในการเกาะพื้นผิว (adherent cells) ในขั้นตอนการ 
subculture จึงต้องท้าการย่อยเซลล์เพื่อให้เซลล์หลุดออกจากพื้นผิวของภาชนะท่ีใช้เล้ียงเซลล์ด้วย
เอนไซม์ทริปซิน (trypsinization) จากนั้นจึงท้าการนับจ้านวนเซลล์ท่ีมีชีวิตและค้านวณหาจ้านวน
เซลล์ท้ังหมด จึงน้าเซลล์ดังกล่าวในจ้านวนท่ีต้องการไปเพาะเล้ียงต่อไป โดยข้ันตอนในการย่อยเซลล์มี
ดังนี้ 1) ดูดอาหารเล้ียงเซลล์ออกจากภาชนะท่ีใช้เล้ียงเซลล์ (flask) ให้หมด ล้างเซลล์ด้วยสารละลาย 
Phosphate Buffer Saline (PBS) จ้านวน 5 มิลลิลิตร เพื่อไม่ให้มีอาหารเล้ียงเซลล์เคลือบอยู่ เพราะ
โปรตีนจากอาหารเล้ียงเซลล์จะรบกวนการท้างานของสารละลายทริปซิน (Trypsin/EDTA) จากนั้นให้
ดูดสารละลาย Phosphate Buffer Saline (PBS) ท้ิง 2) เติมสารละลายทริปซิน (Trypsin/EDTA) 
ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ลงในภาชนะเพื่อท้าการย่อยเซลล์ให้หลุดออกจากพื้นผิวของภาชนะ รอจนเซลล์
หลุดออกจนหมด 3) เมื่อเซลล์หลุดหมด เติมอาหารเล้ียงเซลล์ลงไป 4 มิลลิลิตร เพื่อหยุดปฏิกิริยาของ
เอนไซม์ ดูดพ่นเบา ๆ ให้เซลล์หลุดจากพื้นขวดและกระจายออกจากกัน จากนั้นดูดเซลล์ท้ังหมดใส่ใน
หลอดปั่น (Centrifuge Tube) ขนาด 15 มิลลิลิตร ก่อนน้าไปปั่นเหวี่ยงด้วยเครื่อง G8-15R -
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centrifuge ท่ีความเร็ว 1,600 rpm อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5 นาที 4) ดูดน้้าส่วนบนท้ิง
ไป จะได้กลุ่มเซลล์ท่ีเกาะอยู่ท่ีก้นหลอดปั่น ขั้นตอนการนับจ้านวนเซลล์ แบ่งเซลล์ท่ีได้จากการย่อย
เซลล์ไปนับจ้านวนเซลล์ โดยน้าเซลล์ท่ีได้ไปย้อมด้วยสีทริแพนบลู (trypan blue) ในอัตราส่วน 1:10 
(cell 10 µl : trypan blue 90 µl) จากนั้นนับจ้านวนเซลล์ด้วย Haemacytometer ค้านวณ
ปริมาณเซลล์ท่ีได้ เซลล์ถูกน้าไปเพาะเล้ียงในภาชนะใหม่ต่อไป 

 
3.3 การศึกษากราฟการเจริญของเซลล์ (growth curve)  

 
เป็นการหาค่าการเจริญเติบโตของเซลล์ในแต่ละวัน เพื่อเลือกจ้านวนเซลล์ท่ีเหมาะสมจะ

น้าไปใช้ในการศึกษาฤทธิ์ของสารสกัดอินทนิลน้้าท่ีมีผลต่อการเจริญของเซลล์เมลาโนมา โดยเล้ียง
เซลล์เมลาโนมาท่ีจ้านวนเซลล์เริ่มต้น 2x105, 3x105 และ 4x105 เซลล์ต่อหลุม ในอาหารชนิด ดีเอ็มอี
เอ็ม (DMEM, dulbecco’s modified eagle medium) ท่ีมีส่วนผสมของซีรั่มลูกวัว 10 % (10 % 
of fetal bovine serum) และถูกอบในตู้อบท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ท่ีมีก๊าซคาร์บอนได-
ออกไซด์ (CO2) 5 % ในจานหลุม 6 หลุมท่ีมีอาหารเล้ียงเซลล์ 4 มิลลิลิตร เป็นเวลา 7 วัน พร้อมกับ
ท้าการสังเกตการเจริญของเซลล์ภายใต้กล้องหัวกลับ (inverted microscope) ท้าการย่อยเซลล์ด้วย
สารละลายทริปซิน (Trypsin) และนับจ้านวนเซลล์ท่ีมีชีวิตและไม่มีชีวิตทุกวัน น้าจ้านวนเซลล์ท่ีนับได้
ในแต่ละวันมาวิเคราะห์เปรียบเทียบผลการเจริญของเซลล์ หรือค่า Doubling time คือ เวลาท่ีเซลล์
สามารถเจริญและเพิ่มจ้านวนเซลล์เป็นสองเท่าของจ้านวนเซลล์ต้ังต้น (Freshney, 1987)  

 
3.4 ศึกษาการเจริญของเซลล์ที่ถูกเพาะเลี้ยงในอาหารที่มีส่วนผสมของสารสกัดจากอินทนิลน้ า 
และยางเลือดมังกร 

 
ท้าการทดสอบฤทธิ์สารสกัดอินทนิลน้้าต่อการเจริญของเซลล์ เนื่องจากสารสกัดอินทนิลน้้ามี

ลักษณะเป็นผงถูกละลายในดีเอ็มเอสโอ (DMSO, Dimethylsulfonyloxide) และยางเลือดมังกรถูก
ละลายอยู่ในโพรเพนไดออลต่อน้้า (PW, Propanediol:Water) จึงท้าการทดสอบฤทธิ์ของดีเอ็มเอส
โอและโพรเพนไดออลต่อน้้าด้วย โดยจ้านวนเซลล์ท่ีเลือกใช้ในการทดสอบครั้งนี้คือ 2 x 105 เซลล์ต่อ
หลุม เซลล์จะถูกเล้ียงในอาหารเล้ียงเซลล์ 2 มิลลิลิตรเป็นเวลา 24 ช่ัวโมง หลังจากนั้นดูดอาหารเล้ียง
เซลล์ออก แล้วเติมอาหารเล้ียงเซลล์ท่ีมีสารสกัดอินทนิลน้้า ดีเอ็มเอสโอ ยางเลือดมังกรและโพรเพนได
ออลต่อน้้าในความเข้มข้นของสารสกัดอินทนิลน้้า 1, 10 และ 100 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ดีเอ็มเอส
โอท่ีความเข้มข้น 0.0001, 0.001 และ 0.01% ยางเลือดมังกรท่ีความเข้มข้น 1, 10 และ 100 
ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร และ โพรเพนไดออลต่อน้้าท่ีความเข้มข้น 0.0032, 0.032 และ 0.32% เล้ียง
เซลล์เป็นเวลา 7 วัน พร้อมกับท้าการสังเกตการเจริญของเซลล์ภายใต้กล้องหัวกลับ ( inverted 
microscope) นับจ้านวนเซลล์ท่ีมีชีวิตและไม่มีชีวิตทุกวัน  
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3.5 การวิเคราะห์ข้อมูล 
วิเคราะห์ความแตกต่างการเจริญของเซลล์ในอาหารเล้ียงเซลล์ในสภาวะควบคุมคือ ในอาหาร

ชนิด ดีเอ็มอีเอ็ม ท่ีมีส่วนผสมของซีรั่มลูกวัว 10 % โดยไม่มีสารสกัด และในอาหารเล้ียงเซลล์ท่ีมีสาร
สกัดอินทนิลน้้า และ ดีเอ็มเอสโอในความเข้มข้นของสารสกัดอินทนิลน้้า 1, 10 และ 100 ไมโครกรัม
ต่อมิลลิลิตร และดีเอ็มเอสโอท่ีความเข้มข้น 0.0001, 0.001 และ 0.01% ตามล้าดับ ยางเลือดมังกรท่ี
ความเข้มข้น 1, 10 และ 100 µg/มิลลิลิตร และ โพรเพนไดออลต่อน้้าท่ีความเข้มข้น 0.0032, 0.032 
และ 0.32%เป็นเวลา 7 วัน โดยใช้โปรแกรม SPSS v.11.5 เลือกใช้การวิเคราะห์แบบ Complete 
Randomized Design (CRD) หรือ One way ANOVA ท่ีระดับความเช่ือมั่น 95% (p ≤ 0.05) 

 
 

 


