
 

 

 
 

 

โครงการ 

การเรียนการสอนเพื่อเสริมประสบการณ์ 

ชื่อโครงการ การสกัดสารต้านมะเร็ง สารยับยั้งไลเปสและแอลฟากลูโคซิเดสจาก 
เห็ดหลินจือเขากวาง  
Extraction of Anti-Cancer, Anti-pancreatic Lipase and  

Anti-α-Glucosidase Agents from Antler-Shaped Lingzhi 
(Ganoderma lucidum) 

ชื่อนิสิต นางสาวนุสรา ภูมิใจ 

ภาควิชา เคมี 

ปีการศึกษา 2560 

  

คณะวิทยาศาสตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย 



 

 

 
การสกัดสารต้านมะเร็ง สารยับย้ังไลเปสและแอลฟากลูโคซิเดสจาก 

เห็ดหลินจือเขากวาง 
 

Extraction of Anti-Cancer, Anti-pancreatic Lipase and  

Anti-α-Glucosidase Agents from Antler-Shaped Lingzhi 
(Ganoderma lucidum) 

โดย 

นางสาวนุสรา ภมูิใจ 
 

รายงานนี้เป็นสวนหนึ่งของการศึกษาตามหลกัสูตร 
ปริญญาวิทยาศาสตรบัณฑิต 

ภาควิชาเคมี คณะวิทยาศาสตร ์
จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย 

ปีการศึกษา 2560 



 

 

โครงการ  การสกัดสารต้านมะเร็ง สารยับยั้งไลเปสและแอลฟากลูโคซิเดสจากเห็ดหลินจือเขากวาง 
โดย นางสาวนุสรา ภูมิใจ 
 
ได้รับอนุมัติให้เป็นส่วนหนึ่งของการศึกษาตามหลักสูตรปริญญาวิทยาศาสตรบัณฑิต สาขาวิชาเคมี 
ภาควิชาเคมี คณะวิทยาศาสตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย 
 
คณะกรรมการสอบโครงการ 

……………………………………………… ประธานกรรมการ 
(ผู้ช่วยศาสตราจารย์ ดร.วรินทร ชวศิร)  

………………………………….…………… อาจารยที่ปรึกษา 
(รองศาสตราจารย์ ดร.สุรชัย พรภคกุล)  

…………………………………….……...… กรรมการ 
(อาจารย์ ดร.มนพิชา ศรีสะอาด)  

 
 
รายงานฉบับนี้ได้รับความเห็นชอบและอนุมัติโดยหัวหนาภาควิชาเคมี 
 

…………………………………………...… หัวหนาภาควิชาเคมี 
(รองศาสตราจารย์ ดร.วุฒิชัย พาราสุข)  

  

 วันที่ ....… เดือนพฤษภาคม พ.ศ. 2561 
 
 
 
 

คุณภาพของการเขียนรายงานเล่มนี้อยู่ในระดับ     ดีมาก      ดี       พอใช้ 



ค 

 

ชื่อโครงการ การสกัดสารต้านมะเร็ง สารยับยั้งไลเปสและแอลฟากลูโคซิเดสจาก 
 เห็ดหลินจือเขากวาง 
ชื่อนิสิตในโครงการ นางสาวนุสรา ภูมิใจ เลขประจ าตัว 5733119623 
ชื่ออาจารย์ที่ปรึกษา รองศาสตราจารย์ ดร.สุรชัย พรภคกุล 
ภาควิชาเคมี คณะวิทยาศาสตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย ปีการศึกษา 2560 
 

บทคัดย่อ 

 งานวิจัยนี้มีวัตถุประสงค์ศึกษาฤทธ์ิทางชีวภาพในการต้านมะเร็ง ยับย้ังไลเปสและแอลฟา 

กลูโคซิเดสของสารสกัดจากเห็ดหลินจือเขากวาง โดยมีสารสกัดเห็ดหลินจือเขากวางทั้งหมด 3 แบบคือ สาร

สกัดเอทานอลโดยใช้ซอกเลต (S1) , สารสกัดเอทานอล (S2) และสารสกัดน ้า (S3) จากวิเคราะห์กลุ่มสารที่

เป็นองค์ประกอบ พบว่ามีพอลิแซ็กคาไรด์รวม 1.33 มิลลิกรัมกลูโคสโดยสมมูล/กรัมสารสกัดน ้า และฟีนอล

รวม 79.50 มิลลิกรัมกรดแกลลิคโดยสมมูล/กรัมสารสกัดเอทานอล S1 นอกจากนี้ทดสอบฤทธ์ิการต้าน

อนุมูลอิสระด้วยการดักจับอนุมูลอิสระ 2 ,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH) แสดงฤทธ์ิต้านอนุมูล

อิสระ เท่ากับ 29.23 มิลลิกรัมโทรลอกซ์โดยสมมูล/กรัมสารสกัดเอทานอล S1 จากนั้นน าสารสกัด S1 มาท า

การสกัดแยกต่อด้วยเฮกเซน, ไดคลอโรมีเทนและเมทานอล ได้เป็นสารสกัด S1/H, S1/D และ S1/M โดย

ล าดับ แล้วน าสารสกัดแยกทั้งสามที่ความเข้มข้น 10 mg/mL มาท าการทดสอบทดสอบฤทธ์ิยับย้ังแอลฟา

กลูโคซิเดสและไลเปส พบว่าฤทธ์ิในการยับย้ังเอนไซม์แอลฟากลูโคซิเดสเท่ากับ 58%, 92 % และ 97% 

ตามล าดับ และสารสกัด S1/M เท่านั้นที่มีฤทธ์ิยับย้ังไลเปสด้วยค่าร้อยละการยับย้ัง 71 ในการน าสารสกัด

ทั้ง 6 ตัวอย่างทดสอบการเป็นพิษต่อเซลล์มะเร็งทั้ง 5 ชนิด ได้แก่ เซลล์มะเร็งกระเพาะอาหาร (KATO-III), 

เซลล์มะเร็งเต้านม (BT474), เซลล์มะเร็งล าไส้ (SW620), เซลล์มะเร็งตับ (Hep-G2), เซลล์มะเร็งปอด 

(Chago-K1) และเซลล์ปอดปกติ (Wi-38) พบว่าสารสกัด S1, S1/D และ S2 มีฤทธ์ิยับย้ังเซลล์มะเร็งทั้ง 5 

ชนิดได้ดี โดยสารสกัดด้วยเอทานอล S1 มีฤทธ์ิยับย้ังเซลล์มะเร็งทั้ง 5 ชนิดได้ดีที่สุด ในส่วนของสารสกัด 

S1/M มีฤทธ์ิการยับยั้ง Hep-G2 ได้ดีที่สุดด้วยค่า IC50 เท่ากับ 44 µg/mL และสารสกัด S3 มีฤทธ์ิการยับยั้ง

จ าเพาะ Chago-K1 ด้วยค่า IC50 เท่ากับ 103 µg/mL จากการวิเคราะห์องค์ประกอบของเห็ดหลินจือเขา 

กวางในสารสกัด S1, S1/H, S1/D, S1/M และ S2 ด้วย 1H-NMR spectroscopy บ่งชี้ว่าสารสกัดที่มีฤทธ์ิ

ต้านมะเร็งเหล่านี้ประกอบด้วยสารในกลุ่มไตรเทอร์พีน (triterpenoids)  
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Abstract 
 The objective of this study was to investigate anti-cancer, anti-pancreatic lipase and 

anti-α-glucosidase agents of the Ganoderma lucidum antler-shaped fruiting body. The 

mushroom were extracted with ethanol using soxhlet apparatus (S1) and by soaking in ethanol 

(S2) and hot water (S3). On basis of spectrophotometric estimation, total polysaccharide and 

total phenolic content of the antler-shaped fruiting body were 1.33 mg glucose equivalents/ 

gram of the water crude extract (S3) and 79.50 mg gallic acid equivalents (GAE)/gram of the 

ethanol crude extract (S1), respectively. DPPH radical scavenging activity of the ethanol crude 

extract (S1) exhibited antioxidant activity with Trolox equivalent antioxidant capacity (TEAC) 

value of 29.23 mg Trolox/gram of the ethanol crude extract (S1). Furthermore, the extract S1 

was partitioned with hexane, dichloromethane and methanol to give S1/H, S1/D and S1/M 

extracts, respectively. α-Glucosidase and lipase inhibitory activities of those extracts were 

examined and the hexane (S1/H), dichloromethane (S1/D) and methanol (S1/M) extracts at 10 

mg/mL showed α-glucosidase inhibition values of 58%, 92% and 97%, respectively and lipase 

inhibition values of 71% for the S1/M extract. Cytotoxicity of all extracts against gastric cancer 

cell (KATO-III), breast cancer cell (BT474), colon cancer cell (SW620), liver cancer cell (Hep-G2), 

lung cancer cell (Chago-K1) and fibroblast cell (Wi-38). It was found that the S1, S1/D and S2 

extracts at 200 µg/mL exhibited cytotoxicity against all cancer cell lines. The S1 extract exhibited 

cytotoxicity against KATO-III, BT474, SW620, Hep-G2 and Chago-K1 with IC50 values of 62, 66, 

30, 65 and 76 µg/mL, respectively. The S1/M and S3 extracts exhibited selectively against liver 

and lung cancer cell with values of IC50 44 µg/mL and 103 µg/mL, respectively. 1H NMR analysis 

of the Ganoderma lucidum antler-shaped fruiting body extracts revealed that the S1, S1/H, 

S1/D, S1/M and S2 extracts comprised of triterpenoids as major component. 

Keywords: Lipase, α-glucosidase, The Antler-shaped Fruiting Body of Ganoderma lucidum, 
cancer cell 
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บทที่ 1 

บทน า 

 
1.1 ความเป็นมาและมูลเหตุจูงใจในการเสนอโครงการ 

 ในปัจจุบันคนได้ให้ความส าคัญในเรื่องการดูแลสุขภาพร่างกายมากย่ิงขึ้น แต่ด้วยสังคมปัจจุบันมีการ

เปลี่ยนแปลงจากการท าเกษตรกรรมไปสู่การท าอุตสาหกรรม ซึ่งส่งผลให้การ ใช้ชีวิตของคนในสังคมนั้น

เปลี่ยนแปลงไปด้วยในแง่การใช้แรงงานในการท างานลดลงมาเป็นการใช้สมองคิดวิเคราะห์ในการท างานมาก

ขึ้นและการใช้ชีวิตอย่างเร่งรีบภายใต้ภาวะความกดดันท าให้เกิดความเครียด ขาดการออกก าลังกาย การ

บริโภคอาหารที่ได้สารอาหารแร่ธาตุที่จ าเป็นและการพักผ่อนที่ไม่เพียงพอต่อความต้องการของร่างกาย จึง

ส่งผลให้การดูแลสุขภาพร่างกายไม่ได้ประสิทธิภาพ ท าให้เกิดโรคต่างๆได้ เช่น โรคหลอดเลือดหัวใจตีบ โรค

หลอดเลือดสมอง ความดันโลหิตสูง โรคเบาหวานและโรคมะเร็ง เป็นต้น ด้วยเหตุนี้จึงนิยมน าพืชสมุนไพรมาใช้

ในการป้องกันการเกิดโรคเหล่านี้ ไม่ว่าจะเป็นในรูปแบบการบริโภคเป็นอาหารทางเลือกหรือน ามาท าเป็น

อาหารเสริมต่างๆ โดยที่เป็นที่ได้รับความนิยมคือเห็ด เนื่องจากในด้านโภชนการนั้นเห็ดมีเส้นใย, วิตามิน, แร่

ธาตุและโปรตีนที่สูง และไขมันต ่า 1  นอกจากนี้เห็ดยังมีองค์ประกอบที่ให้ฤทธ์ิทางชีวภาพในการป้องกันความ

เสี่ยงในการเกิดโรคต่างๆ เช่น โรคหัวใจและหลอดเลือด , มะเร็ง, โรคเบาหวานและโรคอ้วน 2 และเห็ดที่ได้รับ

ความนิยมมาเป็นเวลานานในแถบประเทศจีน ญี่ปุ่น เกาหลีและแถบเอเชียตะวันออก คือเห็ดหลินจือซึ่งมี

องค์ประกอบที่ให้ฤทธ์ิทางชีวภาพในการต้านมะเร็ง 3, ลดระดับน ้าตาลในเลือด 4, ลดความดันโลหิต 5 และ

ยับยั้งการสังเคราะห์คอเลสเตอรอลได้ 6 

เห็ดหลินจือ (Lingzhi) มีสายพันธ์ุที่ขึ้นอยู่ตามธรรมชาติกว่า 100 ชนิด และส าหรับสายพันธ์ุที่นิยมคือ

เห็ดหลินจือแดง มีชื่อทางวิทยาศาสตร์ว่า Ganoderma lucidum ซึ่งมีลักษณะของดอกเห็ดที่เป็นแผ่น โดยใน

ธรรมชาติอาจพบเห็ดหลินจือแดงที่มีความผิดปกติได้ เนื่องจากเห็ดหลินจือแดงเจริญเติบโตในสภาพแวดล้อมที่

มีอากาศไม่เพียงพอ ส่งผลให้เห็ดหลินจือแดงมีลักษณะเป็นเขางอกเหมือนเขากวาง และเห็นดอกเห็ดได้ไม่

ชัดเจน จึงเรียกว่าเห็ดหลินจือเขากวาง (The antler-shaped fruiting body of Ganoderma lucidum) ซึ่ง

ในปัจจุบันสามารถเพาะเห็ดหลินจือเขากวางได้ แต่ยังมีข้อมูลฤทธ์ิทางชีวภาพของเห็ดหลินจือเขากวางที่ไม่

มากb 

จึงสนใจศึกษาองค์ประกอบทางเคมีและฤทธ์ิทางชีวภาพของเห็ดหลินจือเขากวาง โดยท าการสกัดเห็ด

หลินจือเขากวางด้วยตัวท าละลาย (solvent extraction) และการสกัดแบบซ็อกเลต (soxhlet extraction)  

น าสารที่สกัดได้ไปทดสอบฤทธ์ิทางชีวภาพในการต้านเซลล์มะเร็ง 5 ชนิด ได้แก่ เซลล์มะเร็งกระเพาะอาหาร, 

เต้านม, ล าไส้, ตับและปอด ทดสอบการยับย้ังไลเปสและแอลฟากลูโคซิเดส ซึ่งแอลฟากลูโคซิเดสเป็นเอนไซม์

ที่ เกี่ยวข้องกับระดับน ้าตาลในเลือด และวิเคราะห์กลุ่มสารที่ เป็นองค์ประกอบโดยรวม ได้แก่ total 

carbohydrate และ total phenolic compound และวิเคราะห์องค์ประกอบทางเคมีด้วยเทคนิค NMR และ 

เครื่องโครมาโทกราฟีของเหลวสมรรถนะสูง (high performance liquid chromatography, HPLC) 
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1.2 เห็ดหลินจือแดง 

 
รูปที่ 1.1 เห็ดหลินจือแดง 

ที่มา: https://olympussenses.com/en/olympus-herbs/votana/votana-olympos/item/68-

ganoderma-ganoderma-lucidum 

 

ชื่อวิทยาศาสตร์:  Ganoderma lucidum 

ชื่อวงศ์:   Ganodermataceae 

ชื่อสกุล:   Ganoderma 

ชือ่สามัญ:  Lingzhi (ชื่อภาษาจีน), Reishi (ชื่อภาษาญี่ปุ่น), Yeongji (ภาษาเกาหลี),  

Linhchi (ภาษาเวียดนาม), Lingzhi หรือ Lingchih (ชื่อภาษาอังกฤษ) 

ลักษณะทางพฤกษศาสตร์ 

 ดอกเห็ดมีลักษณะแข็งคล้ายเนื้อไม้สีน ้าตาลเหลืองถึงน ้าตาลแดง ผิวมันเลื่อมรูปลักษณ์เหมือนรูปไต

หรือรูปครึ่งวงกลม มีเส้นผ่านศูนย์กลาง 10-18 เซนติเมตร หนา 1-2 เซนติเมตร สปอร์เห็ดมีขนาดเล็กและ

ละเอียด มีสีน ้าตาลเหลือง มีกลิ่นเฉพาะตัวและมีรสขม 

เขตกระจายพันธุ์และแหล่งที่อยู่ 7 

 พบในบริ เวณเส้นศูนย์สูตรถึงเส้นขนานทั้งเหนือและใต้ประมาณ 10 องศา ระดับสูงตั้ งแ ต่

ระดับน ้าทะเลถึงสูงกว่าระดับน ้าทะเล 1,000 เมตร อุณหภูมิที่เหมาะสมระหว่าง 8 -38 องศาเซลเซียส ถ้า

อุณหภูมิต ่ากว่า 0 องศาเซลเซียส เส้นใยและดอกเห็ดยังมีชีวิตแต่ไม่สามารถเจริญเติบโตได้ เมื่ออากาศเริ่ม

กลับมาอุ่นขึ้น เส้นใยและดอกเห็ดยังก็สามารถเจริญเติบโตต่อไปได้ เนื่องจากเห็ดหลินจือไม่มีคลอโรฟิลล์ จึงไม่

สามารถสร้างอาหารจากการสังเคราะห์แสงได้ แต่ใช้วิธีสร้างเอนไซม์ย่อยสลายเนื้อไม้เพื่อน ามาเป็นอาหารแทน 

โดยทั่วไปมักจะขึ้นบนตอไม้ที่ตายแล้วที่มีความชื้นสูงหรือเกาะอยู่กับรากต้นไม้ในสกุล Quercus, Fagus, 

Castanea ฯลฯ และไม้ที่อยู่ในป่าเต็งรัง ในประเทศไทยพบเห็ดหลินจือขึ้นอยู่บนต้นไม้พวกคูน ก้ามปู ฝรั่ง ยาง

นา และยางพารา นอกจากนี้ในปัจจุบันเห็นหลินจือสามารถเพาะเลี้ยงได้ โดยใช้วัสดุที่ให้เห็ดหลินจือเกาะและ

เจริญเติบโตได้แก่ เปลือกเมล็ดพืช, ขี้เลื่อย, ไม้ซุงหรือเศษไม้ก๊อก เป็นต้น  
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สรรพคุณ 8 

1. หยุดการเติบโตและต่อต้านเนื้อร้ายหรือเซลล์มะเร็ง 

2. การเพิ่มประสิทธิภาพการท างานของระบบภูมิคุ้ม และช่วยปรับสมดุลของระบบภูมิคุ้มกัน โดยกระตุ้นการ

สร้างไซโตไคน์ (Cytokine) ซึ่งเป็นสารโปรตีนขนาดเล็กท่ีเกี่ยวข้องกับระบบภูมิคุ้มกัน  

3. การควบคุมระดับน ้าตาลในเลือดส าหรับผู้ป่วยโรคเบาหวานชนิดที่ 2 (Type 2 diabetes) เป็นเบาหวานท่ี

พบเป็นส่วนใหญ่ เกิดจากการที่ตับอ่อนยังสามารถสร้างอินซูลินได้แต่ไม่เพียงพอต่อความต้องการของร่างกาย 

4. มีสารต้านอนุมูลอิสระ มีส่วนช่วยในการป้องกันความเสียหายของเซลล์ที่เกิดจากปฏิกิริยาออกซิเดชั่นใน

ร่างกาย ซึ่งช่วยลดความเสี่ยงในการเกิดการกลายพันธ์ุ การเกิดมะเร็งและช่วยป้องกันเซลล์ในระบบภูมิคุ้มกัน

ได้ 

5. ต้านเชื้อแบคทีเรียและฤทธ์ิต้านไวรัส เช่น บรรเทาอาการปวดแผลและช่วยรักษาแผลจากโรคงูสวัด ซึ่งเกิด

จากติดเชื้อไวรัสชนิดเดียวกับไวรัสที่เป็นสาเหตุโรคอีสุกอีใส คือ ไวรัสวาริเซลลา ซอสเตอร์ (Varicella zoster 

virus) และโรคเริมซึ่งเกิดจากการติดเชื้อไวรัสเฮอร์พีส์ ซิมเพล็กซ์ (Herpes simplex virus) 

 

1.3 เห็ดหลินจือเขากวาง 

 
รูปที่ 1.2 เห็ดหลินจือเขากวาง 

 

ชื่อวิทยาศาสตร์:  Ganoderma lucidum 

ชือ่วงศ์:   Ganodermataceae 

ชื่อสกุล:   Ganoderma 

ชื่อสามัญ:  The Antler-shaped Fruiting Body of Ganoderma lucidum 

ลักษณะทางพฤกษศาสตร์  

เป็นเขางอกเหมือนเขากวางและเห็นดอกเห็ดได้ไม่ชัดเจน ซึ่งเกิดจากเห็ดหลินจือแดงที่มีความผิดปกติ

เนื่องจากเห็ดหลินจือแดงเจริญเติบโตในสภาพแวดล้อมที่ไม่เหมาะสม โดยมีปัจจัยจากการที่ได้รับอากาศและ

แสงไม่เพียงพอ ส่งผลให้ส่วนดอกเจริญเติบโตได้ไม่ดีแต่ส่วนก้านเห็ดที่เจริญเติบโตได้ปกติ   
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รูปที่ 1.3 เห็ดหลินจือแดงและเห็ดหลินจือเขากวาง 

ที่มา: https://www.istockphoto.com/th/photos/ganoderma-lucidum 

 

1.4 งานวิจัยที่เกี่ยวข้อง 

ในปี 2003 Min และคณะ 9 ได้สกัดแยกสารจากเห็ดหลินจือเขากวางที่เจริญเติบโตเต็มที่และระยะ

ก าลังเจริญเติบโตโดยใช้คลอโรฟอร์มเป็นตัวท าละลาย แล้ววิเคราะห์สารประกอบไตรเทอร์พีน (Triterpene) 

ของสารสกัดโดยใช้ เครื่องแก๊สโครมาโทรกราฟีของเหลวสมรรถนะสูง ( high performance liquid 

chromatography, HPLC) พบว่าปริมาณสารประกอบไตรเทอร์พีน (Triterpene) ของเห็ดหลินจือเขากวางที่

เจริญเติบโตเต็มมีมากกว่าระยะก าลังเจริญเติบโต และสารประกอบไตรเทอร์พีนท่ีพบได้แก่ Lucidumol A (1), 

Ganoderiol A (2), Ganodermanontriol (3), Lucidumol B (4), Ganoderiol F (5), Ganodermanondiol 

(6), Ganoderic acid B (7), Ganoderic acid A (8), Ganoderic acid α (9), Ganoderic acid C1 (10), 

Ganoderic acid H (11) และ Ganolucidic acid A (12) ดังรูปที่ 1.4 ซึ่งสารประกอบไตรเทอร์พีนนั้นเป็นพิษ

ต่อเซลล์มะเร็งปอด จึงสามารถระบุได้ว่าเห็ดหลินจือเขากวางมีฤทธ์ิทางชีวภาพในการต้านมะเร็ง  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

https://www.istockphoto.com/th/photos/ganoderma-lucidum
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รูปที่ 1.4 โครงสร้างของสารประกอบไตรเทอร์พีนที่พบในเห็ดหลินจือเขากวาง 

 

ในปี 2005 Taniguchi และคณะ 10 ได้ท าการศึกษากับหนูทดลอง พบว่าสารในเห็ดหลินจือเขากวาง 

สามารถลดระดับของไตรกลีเซอไรด์ (Triglycerides) ในเลือดได้ เมื่อมีระดับของไตรกลีเซอไรด์สูงขึ้น 

โดยเฉพาะอย่างย่ิงระดับของไตรกลีเซอไรด์สูงหลังรับประทานอาหาร ซึ่งมีความเป็นไปได้ว่าองค์ประกอบทาง

เคมีในเห็ดหลินจือเขากวางช่วยควบคุมการเกิดโรคหลอดเลือดหัวใจตีบได้ 

ในปี 2014 Kohguchi และคณะ 11 ได้ท าการศึกษาพบว่าเห็ดหลินจือเขากวางสามารถเพิ่ม

ประสิทธิภาพการท างานของระบบภูมิคุ้มกันให้กับร่างกายได้ ซึ่งพบ β-D-glucan ที่มีส่วนช่วยเพิ่มการผลิต 

Interleukin 12 (IL-12) ในแมกโครเฟจ (macrophage) จึงส่งผลให้มีการกระตุ้นการผลิต IFN-γ จาก T-cell 

ได้เพิ่มขึ้น โดย IFN- γ เป็นตัวกระตุ้นการท างานของแมกโครเฟจ ที่เป็นเซลล์ของระบบภูมิคุ้มกันที่เกิดขึ้นใน

การตอบสนองต่อการติดเชื้อ หรือการเกิดการเสียหายหรือตายไปของเซลล์ในร่างกาย ซึ่งท าให้ระบบภูมิคุ้มกัน

1 



6 

 

ท างานมีประสิทธิภาพดีย่ิงขึ้นได้ จึงเป็นตัวบ่งบออกได้ว่าเห็ดหลินจือเขากวางนั้น น่าจะเป็นอาหารเสริมที่มี

ประสิทธิภาพส าหรับการป้องกันโรคจากโรคมะเร็งและโรคติดเชื้อได้อีกด้วย 

ในปี 2018 Sudheer และคณะ 12 ได้ศึกษาองค์ประกอบทางเคมีของเห็ดหลินจือเขากวาง เมื่อก าหนด

สภาพแวดล้อมในการเพาะเห็ดหลินจือเขากวางที่แตกต่างกัน โดยก าหนดปริมาณแก๊สคาร์บอนไดออกไซด์และ

แสงที่แตกต่างกัน พบว่า ปริมาณฟีนอลรวม (Total phenolic compounds) ของเห็ดหลินจือเขากวางที่เพาะ

ในที่มืด, ในที่มีแสง, ในที่มืดและมีปริมาณแก๊สคาร์บอนไดออกไซด์ 0.5% และในที่มีแสงและมีปริมาณแก๊ส

คาร์บอนไดออกไซด์ 0.5% มีค่าเป็น 74.43 mg GAE/ g crude, 59.87 mg GAE/ g crude, 44.82 mg GAE/ 

g crude และ 33.38 mg GAE/ g crude ตามล าดับ ปริมาณพอลิแซ็กคาไรด์ (Total Polysaccharides) ของ

เห็ดหลินจือเขากวางที่เพาะในที่มืด, ในที่มีแสง, ในที่มืดและมีปริมาณแก๊สคาร์บอนไดออกไซด์ 0.5% และในที่

มีแสงและมีปริมาณแก๊สคาร์บอนไดออกไซด์ 1% มีค่าเป็น 0.544 mg glucose/ g crude,  0.045 mg 

glucose/ g crude, 0.392 mg glucose/ g crude และ 0.363 mg glucose/ g crude ตามล าดับ และผลการ

ทดสอบฤทธิ์ต้านอนุมลูอิสระด้วยวิธีิ 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl radical scavenging capacity (DPPH 

assay) ของเห็ดหลินจือเขากวางที่เพาะในท่ีมีแสง, ในท่ีมืดและมีปริมาณแก๊สคาร์บอนไดออกไซด์ 1% และในที่

มีมืดและมีปริมาณแก๊สคาร์บอนไดออกไซด์ 2% มีค่าเป็น 38.12 mg Trolox/ g crude, 38.47 mg Trolox/ g 

crude และ 38.61 mg Trolox/ g crude ตามล าดับ 

 

1.5 หลักการและทฤษฎี  

1.5.1 การสกัดด้วยตัวท าละลาย (Solvent extraction)   

 การสกัดด้วยตัวท าละลายแบ่งได้ 2 แบบคือ 

1. Liquid-liquid extraction เป็นการสกัดด้วยตัวท าละลาย โดยใช้ตัวท าละลายของเหลวชนิดหนึ่งสกัดตัวถูก

ละลายออกจากของเหลวอีกชนิดหนึ่ง  

2. Solid-liquid extraction เป็นการสกัดด้วยตัวท าละลาย โดยใช้ตัวท าละลายของเหลวสกัดตัวถูกละลายออก

สารตัวอย่างของแข็ง ซึ่งการสกัดขึ้นอยู่กับการละลายของตัวถูกละลายในตัวสกัด โดยต้องใช้ตัวท าละลายที่

เหมาะสม การสกัดจะต้องใช้เวลามากถ้าตัวถูกละลายอยู่ภายในของแข็ง จึงจ าเป็นต้องบดของแข็งให้ละเอียด

ก่อนท าการสกัด 
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1.5.2 การสกัดแบบซอกห์เลต (Soxhlet extraction) 

 
รูปที่ 1.5 อุปกรณ์ในการสกัดแบบซอกห์เลต (Soxhlet extraction) 

ที่มา: https://en.wikipedia.org/wiki/Soxhlet_extractor 

 

 หลักการของเครื่องมือซอกห์เลต (soxhlet extraction) สามารถท าการสกัดได้โดยตัวท าละลายที่ใช้ใน

การสกัดในขวดก้นกลมถูกกลั่นผ่าน Distillation path แล้วควบแน่นภายใน condenser เป็นของเหลว แล้ว

พาตัวท าละลายไหลกลับลงมายัง Extraction tube จนกระทั่งตัวท าละลายมีปริมาณถึงระดับของ Siphon 

arm ตัวท าละลายจะถูกดูดกลับลงสู่ขวดก้นกลมเหมือนเดิม ซึ่งตัวท าละลายจะถูกกลั่นแล้วควบแน่นกลับมา

สกัดตัวถูกละลายเช่นนี้ต่อไปอย่างต่อเนื่องจนกระทั่งตัวถูกละลายถูกสกัดลงมาในขวดก้นกลมได้อย่างสมบูรณ์  

 

1.5.3 MTT assay 13 

 MTT assay เป็นวิธีการที่ใช้เพื่อศึกษาปริมาณวิเคราะห์ความอยู่รอดของเซลล์ หลักการคือเซลล์ที่มี

ชี วิ ต  เ ท่ า นั้ น จึ ง จ ะ ส า ม า ร ถ เ ป ลี่ ย น  tetrazolium salt MTT (3-[4,5-dimethylthiazol-2-yl]-2,5-

diphenyltetrazolium bromide) ซ่ึงมีสีเหลืองเป็น formazan salt ด้วย succinate-tetrazolium reductase 

system ซึ่งพบในปฏิกิริยาลูกโซ่การหายใจในไมโทคอนเดรียของเซลล์  formazan salt นี้ไม่ละลายน ้า ในการ

ทดลองจึงใช้สารละลาย  DMSO  ท าให้เซลล์แตกแล้ว formazan ละลายออกมา เกิดเป็นสารละลายสีม่วง 

จากนั้นวัดค่าการดูดกลืนแสง ใช้ความยาวคลื่นที่สัมพันธ์กับสี formazan การตรวจ MTT มักจะท าในที่มืด

เนื่องจากสารละลาย MTT มีความไวต่อแสง 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 1.6 แสดงการรีดิวซ์ MTT เป็น Formazan 

ที่มา: https://en.wikipedia.org/wiki/MTT_assay 
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1.5.4 Cell death 14 

 Cell death เมื่อการบาดเจ็บของเซลล์รุนแรงมากขึ้น ท าให้เซลล์เปลี่ยนแปลงมากท้ังด้านชีวโมเลกุล 

โครงสร้างและ หน้าที่จนไม่สามารถซ่อมแซมได้ และเซลล์ตายในที่สุด การตายของเซลล์แบ่งตามลักษณะการ 

เปลี่ยนแปลงทางโครงสร้าง กลไกการเกิดและบทบาทที่พบการเปลี่ยนแปลง เป็น Necrosis และ Apoptosis 

1. การตายแบบ Apoptosis            

เป็นการตายของเซลล์เดี่ยวๆ เมื่อหมดอายุขัยตามที่ก าหนดไว้ ซึ่งเรียกว่า programmed cell death 

หรือเป็น suicide program ก็ได้ เมื่อเซลล์ถูกก าหนด หรือถูกสิ่งเร้าบางอย่างกระตุ้นท าให้เอนไซม์ต่าง  ๆ

ภายในเซลล์ถูกกระตุ้นตามล าดับ และย่อยสลายทั้ง Nuclear DNA และโปรตีนต่าง ๆ ทั้งท่ีอยู่ในนิวเคลียสและ

ในเซลล์ สุดท้ายเซลล์จะแตกออกเป็นชิ้นส่วนเล็ก ๆ ที่เรียกว่า Apoptotic bodies ซึ่งมี cell membrane 

ล้อมรอบและ ภายใน Apoptotic bodies จะประกอบด้วยเศษนิวเคลียส และ organellesต่างๆ หลังจากนั้น

เซลล์ข้างเคียงและ เซลล์ Macrophages จะเก็บ Apoptotic bodies เข้าไปท าลายโดยไม่มีปฏิกิริยาการ

อักเสบ     ดังนั้นจึงเป็นที่ยอมรับถึงความแตกต่างทั้งสาเหตุกลไก และพยาธิสภาพของ Apoptosis และ 

Necrosis ซึ่งสาเหตุการตายของเซลล์ อาจจะเป็นตามอายุขัยที่ก าหนดไว้แล้ว โดยเฉพาะในช่วงเจริญเติบโต

ของทารกในครรภ์ ตามปกติหรือปัจจุบันพบว่า อาจจะเกี่ยวข้องกับ pathologic stimuli บางอย่างมากระท า

จะเริ่มจากที่ DNA ภายใน nucleus เสียสภาพไม่สามารถซ่อมแซมได้ เซลล์จะท าลายตนเองโดยเริ่มต้นจาก

การเปลี่ยนแปลงภายใน Nucleus ก่อน จากนั้นเซลล์จะแตกออกเป็นส่วนๆ โดยที่ไม่มีความผิดปกติของ 

membrane หลังจากนั้นส่วนของเซลล์ที่แตกเป็นส่วน  ๆ นั้นจะถูกเก็บกินโดยเซลล์ข้างเคียงหรือ 

Macrophages เนื่องจากการตายของเซลล์แบบ Apoptosis จะเริ่มต้นด้วยการเปลี่ยนแปลงที่นิวเคลียสก่อน 

โดย Chromatin จะติดสีเข้มและจับตัวเป็นกลุ่มก้อน (Clumps) ไปติดอยู่ที่ nuclear membrane ต่อมาทั้งตัว

เซลล์และ nucleus จะย่ืนโป่ง ออกโดยรอบ หลังจากนั้นเซลล์ก็แตกออกเป็นส่วนชิ้นส่วนเล็ก ๆ เรียก 

Apoptotic bodies และ Apoptotic bodies จะถูกกิน หรือ Phagocytosis โดยเซลล์ข้างเคียง และเม็ดเลือด

ขาวพวก macrophages จนหมด โดยไม่เกิดปฏิกิริยาการอักเสบของร่างกาย ลักษณะที่เห็นจากกล้อง

จุลทรรศน์ธรรมดา  พบว่าเซลล์จะเหี่ยว (Cell Shrinkage) มี cytoplasm ที่แดงเข้ม นิวเคลียสมีการติดสีโคร

มาตินสีน ้าเงินที่เข้ม ต่อมาจะเห็นลักษณะย่ืนออกของทั้งผิวของนิวเคลียสและเซลล์ออกไปเป็นชิ้นส่วนเล็กๆ 

(Formation of Cytoplasmic Bleb and apoptotic bodies) โดยแต่ละส่วนจะมี cell membrane ล้อมรอบ

และภายในก็มีทั้ ง  เศษนิว เคลี ยสและ organelles เ รี ยกว่ า  Apoptotic bodies และสุ ดท้ าย เซลล์  

macrophages หรือเซลล์ข้างเคียง จะกินส่วนดังกล่าวเข้าไปย่อยภายในเซลล์ เรียกว่า Phagocytosis of  

Apoptotic bodies 

2. การตายแบบเฉพาะส่วน           

การตายแบบเฉพาะส่วน หรือ Necrosis การตายแบบนี้จะมีการหลั่งเอนไซม์พิเศษ คือเริ่มจาก 

เปลี่ยนแปลงที่ membrane ของทั้งเซลล์และ organelles ภายในเซลล์ ท าให้ lysosomal enzyme ไหลออก 

จาก lysosome เข้าสู่ cytoplasm และย่อยสลายโปรตีนและส่วนต่างๆภายในเซลล์หรืออาจออกมายังภายนอก

เซลล์จึงท าให้เกิดการท าลายเซลล์ข้างเคียงด้วย เนื่องจากภายหลังที่เซลล์ตาย เซลล์ไม่สามารถรักษาสภาพของ 

cell membrane ดังนั้นส่วนประกอบภายในเซลล์จะไหลสู่ภายนอกและกระตุ้นขบวนการอักเสบตามมา ส่วน
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หนึ่งของเอนไซม์ที่ย่อยเซลล์นั้นจะมาจาก lysosome ของเซลล์ที่ตายเอง เรียกว่า Autolysis หรือ จากเอนไซม์

ที่หลั่งจากเซลล์อักเสบ เรียกว่า Heterolysis จากการศึกษาด้วยกล้องจุลทรรศน์ธรรมดา พบว่า Cytoplasm 

ของเซลล์ตายแบบ Necrosis จะแดงมากขึ้น เนื่องจากความผิดปกติของ RNA ใน Cytoplasm เอง และการที่

สีย้อมชิ้นเนื้อชนิด Eosin ซึ่งเป็นสีแดงจับกับโปรตีนที่เสียสภาพใน Cytoplasm มากขึ้น นอกจากนั้นจะพบว่า 

Cytoplasm จะมีลักษณะติดสีแดงที่เนียนๆไม่เหมือนปกติ เนื่องจาก Glycogen ที่สะสมใน Cytoplasm หายไป

และในระยะต่อมาอาจจะมีการสะสมของ Calcium salt ตามมาได้ ส าหรับ Nucleus ก็จะพบการเปลี่ยนแปลง

ได้ 3 แบบ คือ  

Karyolysis เป็นการเปลี่ยนแปลงของนิวเคลียสโดยจะพบว่าสีน ้าเงินของนิวเคลียสจะจางลง และไม่

คมชัด เนื่องจากปฏิกิริยาของเอนไซม์ endonuclease ต่อ Chromatin  

Pyknosis คือ การเปลี่ยนแปลงที่นิวเคลียสโดยนิวเคลียสจะเหี่ยวและมีสีน ้าเงินเข้ม เนื่องจากDNA 

รวมตัวเป็นก้อนสีน ้าเงินเข้ม (อาจจะพบในการตายของเซลล์แบบ Apoptosis ได้เช่นกัน)      - 

Karyorrhexis นิวเคลียสที่เหี่ยวและจับเป็นกลุ่มก้อนสีน ้าเงิน (Pyknosis) จะแตกออกเป็นส่วน เล็กๆ 

อย่างไรก็ตามสุดท้ายอาจจะพบเซลล์ตายโดยที่ไม่เห็นส่วนของนิวเคลียสเนื่องจากการนิวเคลียสของเซลล์ที่ 

ตายจะแตกเป็นชิ้นส่วนเล็กๆและสลายไปในท่ีสุด   

ลักษณะการตายเฉพาะส่วนของเนื้อเย่ือแบ่งออกเป็น 5 รูปแบบเด่นๆ ได้ดังนี้  

1. Coagulative necrosis แม้ว่าเนื้อเย่ือตายแล้วแต่ยังมีการคงสภาพหรือโครงร่างของเนื้อเย่ือที่ตาย

ไว้ในระยะหนึ่งเข้าใจว่า เกิดจากการเสียสภาพของโปรตีนรวมทั้งเอนไซม์ต่างๆภายในเซลล์ เนื้อเย่ือไตส่วนที่

ตายจะคงสภาพอยู่เห็นขอบเขตแยกจากส่วนที่ไม่ตายได้ชัดและมีสีซีดกว่าเนื้อเย่ือข้างเคียง และผลการศึกษา

ด้วยกล้องจุลทรรศน์ธรรมดา พบว่า มีการคงสภาพของโครงสร้างของเนื้อเย่ือไต ทั้งส่วนที่เป็น Glomerulus 

และ tubules แต่ภายในเซลล์ที่ตายไม่เห็นนิวเคลียสแล้ว และ Cytoplasm มีสีชมพูแดงเข้มสม ่าเสมอ   

2. Liquefactive necrosis ภายหลังที่เซลล์และเนื้อเย่ือตายมีการย่อยสลายเซลล์และเนื้อเย่ือที่ตาย

โดยเอนไซม์ภายใน Lysosome ของเซลล์เอง เช่น กรณีเนื้อสมองตายจากการขาดเลือด และ/หรือมีการย่อย

สลายโดย เอนไซม์จากเซลล์อักเสบในปฏิกิริยาการอักเสบ เช่น การอักเสบเป็นหนอง (Pus Formation หรือ 

Suppurative Inflammation) ดังนั้นส่วนของเนื้อตายจะเปลี่ยนสภาพเป็นของเหลว   

3. Fat necrosis เป็นผลจากการท างานของเอนไซม์ไลเปสย่อยเนื้อเย่ือไขมัน ลักษณะเนื้อตายเป็น        

สีเหลืองซีด อาจเห็นจุดขาวคล้ายชอล์ค ในกล้องจุลทรรศน์จะเห็นบริเวณเซลล์ไขมันที่ถูกเอนไซม์ย่อยเป็นปื้นสี

ชมพู อมม่วง ในขณะที่เซลล์ที่ตายแบบไม่มีเอนไซม์ย่อยจะเห็นเซลล์ไขมันเสื่อมปะปนกับฮิสติโอไซต์ 

(histiocyte)       ในบางครั้งอาจพบปฏิกิริยาการเปลี่ยนเป็นสบู่ (saponification) ในเนื้อเย่ือได้พบในตับอ่อน

อักเสบเฉียบพลันและการตายของเนื้อเย่ือเต้านม  

4. Caseous necrosis เป็นลักษณะการตายแบบ coagulation necrosis ที่จ าเพาะต่อเชื้อไมโค 

แบคทีเรีย (mycobacteria) (เช่นวัณโรค) , เชื้อรา, และวัตถุแปลกปลอมบางชนิดบริเวณที่ตายจะออกสีเหลือง 

เหมือนเนย ไม่เป็นช่องว่างมีขอบเขตเซลล์ไม่ชัด Cytoplasm สีชมพูปริมาณมาก เรียกว่า Epithelioid 

histiocytes และ Multinucleated giant cells (ซึ่งเกิดจากเซลล์ Epithelioid histiocytes หลายๆ เซลล์

รวมตัว กันเป็นเซลล์ตัวโตที่มีหลายนิวเคลียส) การรวมกลุ่มของเซลล์ดังกล่าวเรียกว่า Granuloma และพบการ
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ตายรูปแบบคล้ายกับ Coagulative necrosis ตรงกลาง Granuloma จึงเรียกว่า Caseous Necrosis อาจกล่าว

ได้ว่า เป็นการตายรูปแบบผสมระหว่าง coagulative และ liquefactive necroses    

5. Fibrinoid necrosis เป็นรูปแบบพิเศษของการตายของเนื้อเย่ือแบบ Necrosis ที่ หลอดเลือด       

ส่วนใหญ่เกิดจากปฏิกิริยาภูมิคุ้มกันของร่างกายเอง และเมื่อมีการสะสมของ immune complex ที่ผนังของ

หลอดเลือด ดังนั้นผนังของ หลอดเลือดจะถูกแทนที่ด้วยปื้นสีชมพูซึ่งเป็น immune complex และอาจพบ 

Fibrinoid Necrosis ของ Arterioles ในผู้ป่วยความดันโลหิตสูงที่รุนแรงได้ 

 

ตารางที่ 1.1 แสดงการเปรียบเทียบลักษณะของ Necrosis กับ Apoptosis 

  

  Necrosis Apoptosis 

สิ่งที่กระตุ้น Pathologic stimuli Physiologic or Pathologic 

stimuli 

เกิดขึ้นกับ Many cells Single cells 

พยาธิสภาพ 

 

(1) Membrane disruption  

(2) Cytoplasmic eosinophilia 

(3) Nuclear change ;      

Karyorrhexis =>  Karyolysis 

(1) Chromatin condensation 

(2) Fragmentation of cells  

(3) Apoptotic bodies 

การเปลี่ยนแปลงภายหลังเซลล์

ตาย 

เกิดปฏิกิริยาการอักเสบ 

(Inflammation) 

มี Phagocytosis และ ไม่มี 

ปฏิกิริยาการอักเสบ 

 

 

 

รูปที่ 1.7 การเปลี่ยนแปลงโครงสร้างของเซลล์แบบ apoptosis และ necrosis  

ที่มา: http://drrajivdesaimd.com/apoptosis-vs-necrosis-4/ 
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1.5.5 การทดสอบฤทธิ์ในการยับยั้งเอนไซม์ไลเปส (Lipase enzyme) 15 

เอนไซม์ไลเปส หรือ triacylglycerol acylhydrolase เป็นเอนไซม์ที่ท าหน้าที่เร่งปฏิกิริยาไฮโดรไลซิส 

(hydrolysis) ของไตรกลีเซอไรด์ให้เปลี่ยนเป็นกลีเซอรอลและไขมัน พบได้ทั่วไปในสิ่งมีชีวิตหลายชนิดทั้งคน 

สัตว์ พืช แบคทีเรีย ยีสต์และเชื้อรา 

เป็นวิธีทดสอบฤทธ์ิในการยับย้ังเอนไซม์ไลเปส โดยใช้ reagent คือ p-nitrophenyl palmitate 

(PNPP) ซึ่งเป็นสารละลายใสไม่มีสีท าหน้าที่เป็น substrate ซึ่งสามารถถูกไฮโดรไลซ์ไปเป็น p-nitrophenol 

ซึ่งมีสีเหลือง เมื่อ PNPP ท าปฏิกิริยากับไลเปส ดังรูปที่ 1.8 วัดค่าการดูดกลืนแสงที่ 405 นาโนเมตร  

 
รูปที่ 1.8 ปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสของ p-nitrophenyl- palmitate (PNPP) 

 

1.5.6 การทดสอบฤทธิ์ในการยับยั้งเอนไซม์แอลฟากลูโคซิเดส (α-Glucosidase enzyme) 16 

เอนไซม์แอลฟากลูโคซิเดส เป็นเอนไซม์ที่พบที่ผนังล าไส้เล็ก ท าหน้าที่ย่อยคาร์โบไฮเดรตและโอลิโก

แซคคาไรด์ (oligosaccharide) ให้เป็นน ้าตาลโมเลกุลเดี่ยว (monosaccharide) หรือน ้าตาลกลูโคส  

เป็นวิธีวิเคราะห์ความสามารถในการยับย้ังเอนไซม์แอลฟากลูโคซิเดส โดยใช้ reagent คือ  p-

nitrophenyl-α-D-glucopyranoside (PNP-G) ซึ่งเป็นสารละลายใสไม่มีสีท าหน้าที่เป็น substrate ซึ่งสามารถ

ถูกไฮโดรไลซ์ไปเป็น p-nitrophenol ซึง่ให้สีเหลือง และกลูโคส เมื่อ PNP-G ท าปฏิกิริยากับแอลฟากลูโคซิเดส 

ดังรูปที่ 1. วัดค่าการดูดกลืนแสงที่ 405 nm 

 

รูปที่ 1.9 ปฏิกิริยาไฮโดไลซิสของ p-nitrophenyl-α-D-glucopyranoside 

 

 

 

α-glucosidase 

p-nitrophenyl-α-D-glucopyranoside 

p-nitrophenol 

    (yellow) 

glucose 

p 
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1.5.7 การทดสอบฤทธ์ิต้านอนุมลูอิสระด้วยวิธิี 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl radical scavenging 

capacity (DPPH assay) 17 

เป็นวิธีวิเคราะห์ความสามารถในการเป็นสารต้านอนุมูลอิสระ โดยใช้ reagent คือ 2,2-diphenyl-1-

picrylhydrazyl (DPPH) ซึ่งเป็นวิธีที่ง่าย สะดวก และรวดเร็ว เมื่อสารที่ต้องการวิเคราะห์มีฤทธ์ิในการต้าน

อนุมูลอิสระจะสามารถรับอิเล็กตรอน หรือไฮโดรเจนจากอนุมูลอิสระ DPPH สีของสารละลายจะเปลี่ยนจากสี

ม่วงเป็นสีเหลือง วัดค่าการดูดกลืนแสงที่ 517 nm โดยเปรียบเทียบประสิทธิภาพในการต้านอนุมูลอิสระกับ

สารมาตรฐาน เช่น Trolox, BHT, ABTH 

 

 
            DPPH ● (สารละลายสีม่วง)                        DPPH-H (สารละลายสีเหลือง)    

รูปที่ 1.10 ความสามารถในการรับอิเล็กตรอนของอนุมูลอิสระ DPPH 

 

1.5.8 การวิเคราะห์ปริมาณฟีนอลรวม (Total phenolic compounds) ด้วยวิธี Folin-Ciocalteu 

reagent 18 

 สารประกอบฟีนอล (Phenolic compounds ) มีสูตรโครงสร้างทางเคมีเป็นวงแหวนที่เป็นอนุพันธ์

ของวงแหวนเบนซิน มีหมู่ไฮดรอกซิล (-OH group) อย่างน้อยหนึ่งหมู่  

 Folin-Ciocalteu reagent เ ป็ น ส า ร ล ะ ล า ย ผ ส ม ร ะ ห ว่ า ง  Phosphomolybdic acid แ ล ะ 

Phosphotungstic acid โดยกลไกการท างานของ Folin-Ciocalteu reagent คือการเกิดปฏิกิริยาออกซิเดชัน

และรีดักชัน ซึ่งเกิดภายใต้สภาวะที่เป็นเบสด้วยการเติมสารละลายโซเดียมคาร์บอเนต ท าให้สารประกอบฟี

นอลแตกตัวเป็นไอออนโดยจะถูกออกซิ ไดส์ด้วย Folin-Ciocalteu reagent ได้ง่ายกว่าฟีนอลในรูปกรด 

หลังจากเกิดปฏิกิริยาออกซิเดชันและรีดักชันแล้ว Phosphomolybdic acid และ Phosphotungstic acid จะ

ถูกเปลี่ยนไปเป็นตะกอนแขวนลอยสีน ้าเงินเข้ม ซึ่งดูดกลืนแสงสูงสุดที่ความยาวคลื่น 765 nm และมีปริมาณ

เป็นสัดส่วนสัมพันธ์กับสารประกอบฟีนอลที่เกิดปฏิกิริยารีดอกซ์กับตัวรีเอเจนต์ไป จึงใช้หาปริมาณฟีนอลรวม

ได้ 

1.5.9 เครื่องโครมาโทกราฟีของเหลวสมรรถนะสูง (High Performance Liquid Chromatography, 

HPLC) 

 เป็นเครื่องมือใช้ส าหรับแยกสารประกอบที่ผสมอยู่ในตัวอย่าง โดยการแยกสารประกอบจะเกิดขึ้น

ระหว่างเฟส 2 เฟส คือ เฟสอยู่กับที่ (stationary phase) ที่อยู่ในคอลัมน์ (column) กับเฟสเคลื่อนที่ (mobile 

phase) ซึ่งจะถูกแยกออกมาในเวลาที่ต่างกัน สารผสมที่อยู่ในตัวอย่างสามารถถูกแยกออกจากกันได้นั้น จะ
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ขึ้นอยู่กับความสามารถในการเข้ากันได้ดีของสารนั้นกับเฟสที่เคลื่อนที่ หรือเฟสที่อยู่กับที่โดยสารประกอบตัว

ไหนที่สามารถเข้ากันได้ดีกับเฟสที่เคลื่อนที่สารนั้นก็จะถูกแยกออกมาก่อน ส่วนสารที่เข้ากันได้ไม่ดีกับเฟสที่

เคลื่อนที่ หรือเข้ากันได้ดีกับเฟสอยู่กับที่ก็จะถูกแยกออกมาทีหลัง โดยสารที่ถูกแยกออกมาได้นี้จะถูกตรวจวัด

สัญญาณด้วยตัวตรวจวัดสัญญาณ (detector) และสัญญาณที่บันทึกได้จากตัวตรวจวัดจะมีลักษณะเป็นพีค ซึ่ง

จะเรียกว่าโครมาโทแกรม (chromatogram) 

 

1.6 วัตถุประสงค์งานวิจัย 

เพื่อแยกสารจากเห็ดหลินจือเขากวางที่ให้ฤทธ์ิทางชีวภาพ ได้แก่ ต้านมะเร็ง, ต้านอนุมูลอิสระ และ

สารยับยั้งไลเปสและแอลฟากลูโคซิเดส 

 

1.7 ประโยชน์คาดว่าที่จะได้รับ 

ได้สารจากเห็ดหลินจือเขากวางที่ให้ฤทธ์ิทางชีวภาพ ได้แก่ ต้านมะเร็ง, ต้านอนุมูลอิสระ, สารยับยั้ง 

ไลเปสและแอลฟากลูโคซิเดส



 

 

บทที่ 2 

การทดลอง 

 
2.1 วัตถุดิบ 

เห็ดหลินจือเขากวางแห้ง จากที่อยู่ 100/1 ม.5 ต.พระนอน อ.นครหลวง จ.พระนครศรีอยุธยา  

 2.1.1 การเตรียมเห็ดหลินจือเขากวางแห้ง 

 1. เพาะเห็ดหลือจือเขากวาง โดยควบคุมระบบการเพาะในที่มีอากาศน้อยและแสงน้อย 

 2. ใช้ระยะเวลาในการเจริญเติบโตประมาณ 75 วัน จึงท าการเก็บเห็ด 

 3. น าเห็ดหลินจือเขากวางไปนึ่งเพ่ือก าจัดพวกไข่สัตว์ไข่แมลงและเชื้อโรค 

 4. ท าให้เห็ดแห้ง โดยการน าไปอบที่ 50-60 ᵒC หรือน าไปตากแดดจนแห้ง 

 

2.2 เครื่องมือและอุปกรณ์ 

1. บีกเกอร์ขนาด 25, 50, 250, 500, 1,000 มิลลิลิตร 

      2. กระบอกตวง 10, 100 และ 500 มิลลิลิตร 

      3. ขวดก้นกลมขนาด 50, 100, 250 และ 500 มิลลิลิตร 

      4. ขวดรูปชมพู่ขนาด 25, 50 และ 250 มิลลิตร  

 5. ขวดก าหนดปริมาตรขนาด 5, 10 และ 50 มิลลิตร 

 6. Micro Tube ขนาด 1.5 มิลลิตร 

      7. กรวยแก้ว 

      8. กระจกนาฬิกา  

 9. หลอดคาปิลลารี่ (Capillary Tube) 

 10. แท่งแก้วคนสาร 

      11. หลอดหยด 

12. กระดาษกรอง Whatman เบอร์ 1 

      13. อะลูมิเนียมฟอยด์ 

 14. เศษกระเบื้อง 

 15. Magnetic bar 

 16. Extraction Tube ส าหรับ Soxhlet extractor  

17. Condenser ส าหรับ Soxhlet extractor 

      18. Thin layer chromatography (TLC) 

19. 96-well (8×12) microtiter plate   

20. Micropipette ขนาด 100 µL และ 1,000 µL     

21. Tissue culture flask 25 cm3   

22. Tissue culture plate 96 well       
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23. NMR Tube และ ฝาปิดหลอด NMR  

24. ช้อนตักสาร (Spatula) 

25. Parafilm  

26. กระดาษกรองชา  

27. เครื่องปั่น 

 28. Heating mantle 

29. Hot plate 

30. CO2 Incubator 

31. เครื่องระเหยสุญญากาศแบบหมุน (Rotary evaporator) 

32. เครื่องชั่งไฟฟ้า 2 และ 4 ต าแหน่ง   

33. Ultrasonic sonicator 

34. เครื่อง Microtiter Plate Reader   

35. เครื่อง Nuclear Magnetic Resonance Spectrometer (NMR) 

36. เครื่อง High Performance Liquid Chromatography (HPLC) 

 

2.3 สารเคม ี

 1. เอทานอล (Ethanol) 

2. เฮกเซน (Hexane) 

3. ไดคลอโรมีเทน (Dichloromethane) 

4. เมทานอล (Methanol) 

5. ไดเมธิลซัลฟอกไซด์ (Dimethyl sulfoxide, DMSO) 

6. Deuterated solvents for NMR ได้แก่ Chloroform และ Dimethyl sulfoxide-D6 

7. ทริปซีน (Trypsin) 

8. Liquid and powder medium (RPMI1640)   

9. Fetal calf serum 

10. MTT (3-[4,5-dimethylthiazol-2-yl]-2,5-diphenyl-tetrazolium bromide) 

11. Trolox (6-hydroxy-2,5,7,8-tetramethyl-3,4-dihydro-2H-1-benzopyran-2-carboxylic-

acid) 

12. DPPH (2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl) 

13. α-glucosidas 

14. Potassium phosphate buffer 

15. p-nitrophenyl-alpha-D-glucopyranoside (PNPG) 

16. Tris hydrochloride (Tris-HCl) 

17. p-nitrophenyl palmitate (pNPP) 
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18. Pancreatic lipase enzyme 

19. กลูโคส (D-glucose) 

20. ฟีนอล (Phenol) 

21. กรดซัลฟิวริกเข้มข้น (Concentrated sulfuric acid) 

22. กรดแกลลิก (Gallic acid) 

23. โซเดียมคาร์บอเนต (Sodium carbonate, Na2CO3) 

24. Folin-Ciocalteu reagent 

 

2.4 วิธีทดลอง 

2.4.1 การสกัดเห็ดหลินจือเขากวาง  

2.4.1.1 การสกัดด้วยเอทานอลโดยใช้ซอกเลต (S1) 

1. น าเห็ดหลินจือเขากวางถูกปั่นเป็นชิ้นเล็กๆ หนัก 30.06 g ใส่ในถุงกรองชา แล้วน าไปบรรจุลงใน Extraction 

tube  

2. ใส่เอทานอล 400 มิลลิลิตรและใส่เศษกระเบื้องลงในขวดก้นกลมขนาด 500 mL  

3. ประกอบอุปกรณ์การสกัดด้วยซอกเลต (Soxhlet extraction) ดังรูปที่ 2.1 

4. เปิดเตาให้ความร้อนแบบหลุม (Heating mantle) แล้วท าการสกัดเป็นเวลา 12 ชั่วโมง 

5. รอให้สารละลายในขวดก้นกลมเย็นตัวลง แล้วน าสารละลายที่ได้ไประเหยตัวท าละลายออก โดยใช้เครื่อง

ระเหยสุญญากาศแบบหมุน (Rotary evaporator) ได้เป็นสารสกัดเห็ดหลินจือเขากวางหนัก 2.3106 g 

 
รูปที่ 2.1 อุปกรณ์ในการสกัดแบบซอกห์เลต (Soxhlet extraction) 

ที่มา: https://en.wikipedia.org/wiki/Soxhlet_extractor 

2.4.1.2 การสกัดด้วยเอทานอล (S2) 

1. น าเห็ดหลินจือเขากวางหนัก 50.05 g ที่ถูกปั่นเป็นชิ้นเล็กๆ ด้วยเครื่องปั่น มาแช่ด้วยเอทานอล 500 mL ใน

บีกเกอร์ 1000 mL ปิดด้วยกระดาษอลูมิเนียมฟอยด์และฝา เป็นเวลา 24 ชั่วโมง  

2. กรองเห็ดหลินจือเขากวางด้วยกระดาษกรอง แล้วน าสารละลายที่ ได้ไประเหยตัวท าละลายออก 

โดยใช้เครื่องระเหยสุญญากาศแบบหมุน (Rotary evaporator) ได้เป็นสารสกัดเห็ดหลินจือเขากวาง 
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3. น ากากเห็ดหลินจือเขากวางไปท าการสกัดซ ้าอีกสองรอบโดยใช้เอทานอลเป็นตัวท าละลาย แล้วน าสารสกัดที่

ได้จากการสกัดมารวมกัน ได้สารสกัดเห็ดหลินจือเขากวางหนัก 1.7413 g 

 2.4.1.3 การสกัดด้วยน ้า (S3) 

1. ท าการสกัดสารตัวอย่างจากเห็ดหลืนจือเขากวาง โดยใช้เห็ดแห้ง 1.5 g ลงในน ้า 50 mL ที่ร้อนเป็นเวลา 2 

ชั่วโมงและใช้ magnetic bar กวนสาร 

2. กรองเห็ดหลินจือเขากวางด้วยกระดาษกรอง เก็บส่วนที่เป็นสารละลายไว้เป็นสารละลายจากการสกัดครั้ง

แรก แล้วน าส่วนที่เป็นตะกอนไปท าสกัดซ ้าเป็นครั้งที่สองด้วยน ้าร้อน 50 mL เป็นเวลา 6 ชั่วโมง 

3. กรองเห็ดหลินจือเขากวางด้วยกระดาษกรอง เก็บส่วนที่เป็นสารละลายไว้เป็นสารละลายจากการสกัดครั้งที่

สอง 

4. รวมสารละลายที่ได้จากการสกัดเห็ดหลินจือเขากวางทั้งสองครั้งด้วยกัน แล้วน าไประเหยน ้าออกได้สารสกัด

เห็ดหลินจือเขากวางหนัก 0.0802 g 

2.4.1.4 การสกัดแยก 

เป็นการน าสารสกัดเห็ดหลินจือเขากวางด้วยเอทานอลโดยใช้ซอกเลต (S1) หนัก 1.2401 g 

มาท าการสกัดซ ้าดังแผนภาพต่อไปนี้ 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

แผนภาพที่ 1 การสกัดแยกของสารดว้ยเอทานอลโดยใช้ซอกห์เลต โดยพิจารณาจากการท า TLC 

 

1. น าสารสกัดด้วยเอทานอลโดยใช้ซอกเลตสกัดแยกด้วยเฮกเซนทั้งหมด 2 ครั้ง ครั้งละ 50 mL ลงในขวดก้น

กลมที่มีสารสกัด  

2. น าไปโซนิเคตเป็นเวลา 15 นาที แล้วรินเฉพาะสารละลายลงในขวดก้นกลม 

3. น าสารละลายจากการสกัดแยกด้วยเฮกเซนทั้ง 2 ครั้งมารวมกัน แล้วระเหยตัวท าละลายออกโดยใช้เครื่อง

ระเหยสุญญากาศแบบหมุน (Rotary evaporator) ได้เป็นสารสกัดแยกด้วยเฮกเซน (S1/H) 0.0828 g 

4. น าการที่เหลือจากการสกัดแยกด้วยเฮกเซนสกัดแยกด้วยไดคลอโรมีเทนทั้งหมด 3 ครั้ง ครั้งละ 50 mL ลง

ในขวดก้นกลมที่มีสารสกัด 

สารสกัดเห็ดหลินจือเขากวางด้วยเอทานอลโดยใช้ซอกเลต (S1) 1.2401 g 

สกัดแยกด้วยเฮกเซน 2 ครั้ง 

สกัดแยกด้วยไดคลอโรมีเทน 3 ครั้ง 

สกัดแยกด้วยเมทานอล 2 ครั้ง 

กากที่เหลือจากการสกัดแยกด้วยเฮกเซน 

กากที่เหลือจากการสกัดแยกด้วยไดคลอมีเทน 

สารสกัดแยกด้วยเฮกเซน (S1/H) 

สารสกัดแยกด้วยไดคลอโรมีเทน (S1/D) 

สารสกัดแยกด้วยเมทานอล (S1/M) 
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5. น าไปโซนิเคตเป็นเวลา 15 นาที แล้วรินเฉพาะสารละลายลงในขวดก้นกลม 

6. น าสารละลายจากการสกัดแยกด้วยไดคลอโรมีเทนทั้ง 3 ครั้งมารวมกัน แล้วระเหยตัวท าละลายออกโดยใช้

เครื่องระเหยสุญญากาศแบบหมุน (Rotary evaporator) ได้เป็นสารสกัดแยกด้วยไดคลอโรมีเทน (S1/D) 

0.8246 g 

7. น ากากที่เหลือจากการสกัดแยกด้วยไดคลอโรมีเทนสกัดด้วยเมทานอลทั้งหมด 2 ครั้ง ครั้งละ 50 mL ลงใน

ขวดก้นกลมที่มีสารสกัด 

8. น าไปโซนิเคตเป็นเวลา 15 นาที แล้วรินเฉพาะสารละลายลงในขวดก้นกลม 

9. น าสารละลายจากการสกัดด้วยเมทานอลทั้ง 2 ครั้งมารวมกัน แล้วระเหยตัวท าละลายออกโดยใช้เครื่อง

ระเหยสุญญากาศแบบหมุน (Rotary evaporator) ได้เป็นสารสกัดแยกด้วยเมทานอล (S1/M) 0.1651 g 

 

2.4.2 การทดสอบฤทธิ์ทางชีวภาพ 

 2.4.2.1 การทดสอบการเป็นพิษต่อเซลล์ (Cytoxicity assay) 

ส่งตัวอย่างสารทดสอบที่สถาบันวิจัยเทคโนโลยีชีวภาพและวิศวกรรมพันธุศาสตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย 
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1. การเลี้ยงเซลล์ 

ตารางที่ 2.1 เซลล์ที่ใช้เป็น cell line จาก The American Type Culture Collection (ATCC) 

 

1.1 เลี้ยงเซลล์ใน tissue culture flask ด้วยอาหารเลี้ยงเซลล์ RPMI1640 ที่ผสม fetal calf serum 5%  

1 . 2  ดู ด อ า ห า ร เ ลี้ ย ง เ ซ ล ล์ เ ก่ า อ อ ก  เ ติ ม  0.05% trypsin+0.01% EDTA ป ริ ม า ต ร  0.5-1 mL  

ใช้เวลาบ่มประมาณ 2-5 นาที จนเซลล์หดตัว แล้วดูด trypsin ทิ้ง  

1.3 เติมอาหารเลี้ยงเซลล์ RPMI1640 ที่ผสม fetal calf serum 5% 7 mL ลงใน tissue culture flask บ่ม ที่ 

37 °C 5% CO2  

2. การเตรียมเซลล์ 

2.1 น าเซลล์ที่เลี้ยงใน tissue culture flask ดูดอาหารเลี้ยงเซลล์เก่าออก เติม 0.05% trypsin+0.01% EDTA 

ปริมาตร 0.5-1 mL ใช้เวลาบ่มประมาณ 2-5 นาที จนเซลล์หดตัว แล้วดูด trypsin ทิ้ง  

2.2 เติมอาหารเลี้ยงเซลล์ใหม่ เคาะให้เซลล์หลุด เจือจางให้เซลล์มีความเข้มข้น 2.5x104  cell/mL เติมเซลล์

ปริมาตร 100 µL ลงใน 96-well Plates ที่มีอาหารเลี้ยงเซลล์อยู่ 100 µL/well (ปริมาณเซลล์ 2.5x103 

cell/well/200 µL) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ชื่อในห้องปฏิบัติการ ชื่อสามัญ แหล่งที่มาของเซลล์ 

KATO-III เซลล์มะเร็งกระเพาะอาหาร Gastric carcinoma, Human 

BT474 เซลล์มะเร็งเต้านม Ductal carcinoma, breast, Human 

SW620 เซลล์มะเร็งล าไส้ Lymph node metastasis, colon 

adenocarcinoma, Human 

Hep-G2 เซลล์มะเร็งตับ Liver hepatoblastoma, Human 

Chago-K1 เซลล์มะเร็งปอด Lung undifferentiated, Human 

Wi-38 เซลล์ปกต ิ Fibroblast, lung,  

Human 
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3. การเตรียมสารละลายตัวอย่างที่น ามาทดสอบ 

 

ตารางที่ 2.2 การเตรียมสารละลายตัวอย่างที่ความเข้มข้มต่างๆ ละลายใน DMSO 

 

สารสกัดจาก 

เห็ดหลินจือเขากวาง 

น ้าหนักของสาร

สกัด (g) 

ความเข้มข้นของสารละลายตัวอย่าง (µg/mL) 

200, 20, 2, 0.2 0.02 

และ 0.002 µg/mL 

 

200, 100, 50, 25, 12.5, 

6.25, 3.125, 1.563 และ 

0.78 µg/mL  

สารสกัดด้วยเอทานอลโดย

ใช้ซอกเลต (S1)       

14.4 / / 

สารสกัดแยกด้วยเฮกเซน 

(S1/H) 

10.3 - / 

สารสกัดแยกด้วยไดคลอโร

มีเทน (S1/D)   

15.2 - / 

สารสกัดแยกด้วยเมทานอล 

(S1/M) 

11.7 - / 

สารสกัดด้วยเอทานอล 

(S2)      

10.4 - / 

สารสกัดด้วยน ้า (S3)      10.2 - / 

หมายเหตุ – ไม่ได้ท าการเตรียมสารละลายตัวอย่าง เนื่องจากจ านวนเซลล์ไม่เพียงพอต่อการทดสอบ 

 

4. การเตรียมสารละลาย MTT 

ชั่ง MTT และเจือจาง MTT ใน normal saline ให้มีความเข้มข้น 5 mg/mL ละลายจนหมดไม่ให้มี 

ตะกอน (เก็บไว้ในขวดสีชาที่ 4 ᵒC สามารถเก็บไว้ได้ 1 เดือน)   

5. ขั้นตอนการทดลอง 

5.1 เลี้ยงเซลล์ 2.5x103 cell/well จากข้อ 2) บ่มไว้ที่ 37 ᵒC 5% CO2 นาน 24 ชั่วโมง       

5.2 เติมสารที่ต้องการทดสอบ จากข้อ 3) ปริมาตร 2 µL/well บ่มไว้ 72 ชั่วโมง (3 วัน)      

5.3 เติม MTT 5 mg/well จากข้อ 4) ปริมาตร 10 µL/well บ่มไว้ในตู้เซลล์นาน 4 ชั่วโมง ดูดอาหารเลี้ยงเซลล์

ทิ้ง (หลุม negative control ไม่เติม MTT)    

5.4. เติม 100% DMSO ปริมาตร 150 µL เขย่าบน plate mixer นาน 2-3 นาที       

5.5 วัดค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 540 nm ด้วยเครื่อง Microtiter Plate Reader     

6. การค านวณ  



21 

 

สร้างกราฟมาตรฐานของสารสกัด โดยก าหนดค่าความเข้มข้นเป็นแกน xและ % cell survival เป็น

แกน y เพื่อใช้ค านวณหาความเข้มข้นของสารที่ท าให้ เซลล์มีการรอด 50% หรือหาค่า IC50 ( Inhibit 

concentration 50%) โดย % cell survival ได้จากการแทนค่าในสมการ  (2.1)  

 

 (2.1) 

 

เมื่อ ASample = ค่าดูดกลืนแสงของ MTT ในสารละลายตัวอย่าง 

AControl = ค่าดูดกลืนแสงของ MTT ในตัวท าลายที่ใช้ในการละลายสารตัวอย่าง ใน

ที่นี้คือสารละลาย DMSO 

 

2.4.2.2 การทดสอบฤทธ์ิต้านอนุมูลอิสระด้วยวิธิี 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl radical 

scavenging capacity (DPPH assay) 19 

1. การเตรียมสารละลายตัวอย่าง 

เตรียม stock ของสารละลายตัวอย่างที่ความเข้มข้น 200 mg/mL โดยชั่งสารสกัดด้วยเอทานอลโดยใช้ซอก

เลต (S1) 0.1085 g ละลายด้วยเมทานอล 0.5425 mL แล้วเจือจาง (เจือจาง 2 เท่า) ได้ความเข้มข้นเป็น 100, 

50, 25 ,12.5, 6.25 mg/mL และ 0.625 mg/mL ส าหรับการหาความสามารถในการต้านอนุมูลอิสระของ

ตัวอย่างที่วิเคราะห์เทียบกับสารละลายมาตรฐานโทรลอกซ์  TEAC (Trolox Equivalents Antioxidant 

Capacity; mg Trolox/g smaple) 

2. การเตรียมสารละลายมาตรฐานโทรลอกซ์ (Trolox) 

เตรียมสารละลายมาตรฐานโทรลอกซ์ (Trolox) ที่ความเข้มข้นต่างๆ ดังนี้ 40, 20, 10, 5, 2.5, 1.25 และ 

0.625 µg/mL โดยชั่งโทรลอกซ์ (Trolox) 400 µg ลงในขวดก าหนดปริมาตร 10 mL โดยใช้เมทานอลเป็นตัว

ท าละลาย แล้วเจือจาง (เจือจาง 2 เท่า) สารละลายมาตรฐานโทรลอกซ์ (Trolox) เป็น 20, 10, 5, 2.5, 1.25 

และ 0.625 µg/mL ตามล าดับ 

3. การเตรียมสารละลาย DPPH reagent ที่ความเข้มข้น 0.1 mM  

เตรียมสารละลาย DPPH reagent ที่ความเข้มข้น 0.1 mM โดยชั่ง DPPH หนัก 0.0019 g ลงในขวดก าหนด

ปริมาตร 50 mL โดยใช้เมทานอลเป็นตัวท าละลาย 

4. ขั้นตอนการทดลอง 

4.1 ปิเปตสารละลายตัวอย่างและสารละลายมาตรฐานโทลอกซ์ (Trolox) ที่ความเข้มข้นต่าง ๆ ปริมาณ 50 

µL/well ลงใน 96-well Plates 

4.2 ปิเปตสารละลาย DPPH reagent ความเข้มข้น 0.1 µM 150 µL/well ลงใน 96-well plate ที่มีสารละลาย

ตัวอย่างและสารละลายมาตรฐานโทรลอกซ์ (Trolox) 

4.3 ตั้งทิ้งไว้ในท่ีมืดเป็นเวลา 30 นาที แล้วน าไปวัดค่าดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 517 นาโนเมตร ด้วยเครื่อง 

Microtiter Plate Reader   โดยใช้ Blank เป็นเมทานอล 200 µL/well และ Control เป็นเมทานอลปริมาณ 

50 µL/well และสารละลาย DPPH reagent 150 µL/well 

เปอร์เซ็นการมีชีวิตรอดของเซลล์ (% cell survival) = 
ASample

AControl
 × 100 
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5.การค านวณและรายงายผล 

5.1 สร้างกราฟมาตรฐานของสารละลายมาตรฐานโทรลอกซ์ (Trolox) โดยก าหนดค่าความเข้มข้นเป็นแกน x

และ % inhibition เป็นแกน y เพื่อหาค่า IC50 โดย % inhibition ได้จากการแทนค่าในสมการ (2.2) 

 

(2.2) 

  

เมื่อ  AControl = ค่าดูดกลืนแสงของสารละลาย DPPH เริ่มต้น 

  ASample = ค่าดูดกลืนแสงของสารละลาย DPPH ที่มีสารตัวอย่าง 

5.2. สร้างกราฟมาตรฐานของสารละลายตัวอย่าง โดยก าหนดค่าความเข้มข้นเป็นแกน xและ % inhibition 
เป็นแกน y เพื่อหาค่า IC50 โดย % inhibition ได้จากการแทนค่าในสมการ (2.3) 

5.3 รายงานผลในรูปความสามารถในการต้านอนุมูลอิสระของตัวอย่างที่วิเคราะห์เทียบกับสารละลาย

มาตรฐานโทรลอกซ์ เรียกว่า TEAC (Trolox Equivalents Antioxidant Capacity; mg Trolox/ gram of the 

S1 extract ซึ่งได้จากการแทนค่าในสมการ (2.3) 

 

 (2.3) 

  

เมื่อ CTrolox = ความเข้มข้นของสารละลายมาตรฐานโทรลอกซ์ (Trolox) จากการน าค่า 

การดูดกลืนแสงของสารละลายตัวอย่างไปเทียบกับกราฟของสารละลายมาตรฐาน

โทรลอกซ์ (Trolox) (mg/mL) 

DF (Dilution factor) = ค่าจากการเจือจางสารละลายตัวอย่าง 

VSolvent = ปริมาตรของตัวท าละลายที่ใช้ในการสกัด (mL) 

MExtract = น ้าหนักของสารสกัด (g) 

 

2.4.2.3 การทดสอบฤทธิ์ยับยั้งเอนไซม์ไลเปส 20 

1. เตรียมสารละลายตัวอย่างที่ความเข้มข้น 10 mg/mL 

สารสกัดแยกด้วยเฮกเซน (S1/H)   10.9 mg ละลายด้วย DMSO ปริมาตร 1.09 mL               

สารสกัดแยกด้วยไดคลอโรมีเทน (S1/D)  11.4 mg ละลายด้วย DMSO ปริมาตร 1.14 mL 

สารสกัดแยกด้วยเมทานอล (S1/M) 10.5 mg ละลายด้วย DMSO ปริมาตร 1.05 mL 

2. เตรียมสารละลาย Tris hydrochloride (Tris-HCl) ความเข้มข้น 0.061 M ปริมาตร 500 mL โดยชั่ง Tris 

HCl (MW= 121.149) 2.265 g    

3. เติม (Tris-HCl) ความเข้มข้น 0.061 M pH 8.5 ปริมาตร 280 µL และสารตัวอย่าง I ปริมาตร 10 µL ใน 

96-well (8×12) microtiter plate   

% inhibition = 
AControl− ASample

AControl
 × 100 

mg of Trolox equivalents / (g) extrct = 
Ctrolox (mg/mL) × DF  ×VSolvent(mL)

MExtract (g)
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4. เติม DMSO ปริมาตร 32 µL แล้วเติม p-nitrophenyl palmitate (pNPP) ความเข้มข้น 6.66 mM ปริมาตร 

40 µL  

แล้วบ่ม ทิ้งไว้ที่อุณหภูมิ 37 ºC เป็นเวลา 5 นาที   

5. เติม absolute ethanol ปริมาตร 600 µL แล้วเติม pancreatic lipase enzyme ความเข้มข้น 5 mg/mL 

ปริมาตร 48 µL แล้วบ่มทิ้งไว้ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 25 นาที โดย control well plate เติม 

pancreatic lipase enzyme ความเข้มข้น 5 mg/mL ปริมาตร 48 µL ก่อนเติม absolute ethanol 600 µL  

6. วัดค่าการดูดกลืนแสงด้วยเครื่อง Microtiter Plate Reader ที่ 405 nm และค านวณ % inhibitor โดย

แทนค่าในสมการ (2.4) 

 

   (2.4) 

 

เมื่อ A และ B คือค่าการดูดกลืนแสงของน ้าและสารสกัดที่มีเอนไซม์                     

a และ b คอืค่าการดูดกลืนแสงของน ้าและสารสกัดที่ไม่มีเอนไซม์ 

 

2.4.2.4 การทดสอบฤทธิ์ยับยั้งเอนไซม์แอลฟากลูโคซิเดส 21 

1. เตรียมสารละลายตัวอย่างที่ความเข้มข้น 10 mg/mL 

สารสกัดแยกด้วยเฮกเซน (S1/H)   10.9 mg ละลายด้วย DMSO ปริมาตร 1.09 mL               

สารสกัดแยกด้วยไดคลอโรมีเทน (S1/D)  11.4 mg ละลายด้วย DMSO ปริมาตร 1.14 mL 

สารสกัดแยกด้วยเมทานอล (S1/M) 10.5 mg ละลายด้วย DMSO ปริมาตร 1.05 mL 

2. เติมเอนไซม์แอลฟากลูโคซิเดส (α-glucosidase) ปริมาตร 10 µL และสารตัวอย่าง I ใน DMSO ปริมาตร 

10 µL ใน 96-well (8×12) microtiter plate โดย control well ไม่เติม sample และใน blank well ไม่เติม 

α-glucosidase)   

3. เติม potassium phosphate buffer (pH 6.8) ความเข้มข้น 50 mM ปริมาตร 150 µL แล้วบ่มทิ้งไว้ที่

อุณหภูมิ 37 ºC เป็นเวลา 60 นาที    

4. เริ่มปฏิกิริยาด้วยการเติมสารตั้งต้น p-nitrophenyl-alpha-D-glucopyranoside (PNPG) ความเข้มข้น 1.0 

mM ปริมาตร 30 µL แล้วบ่มทิ้งไว้ที่อุณหภูมิ 37 ºC เป็นเวลา 30 นาที   

5. เติม sodium carbonate (Na2CO3) ความเข้มข้น 1.0 M เพื่อหยุดปฏิกิริยา 

6. วัดค่าการดูดกลืนแสงด้วยเครื่อง Microtiter Plate Reader ที่ 405 nm และค านวณ % inhibitor โดยแทน

ค่าในสมการ (2.4)  

 

 

 

 

 

% inhibitor =  
(A−a)−(B−b)

(A−a)
× 100 
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2.4.3 การวิเคราะห์กลุ่มสารที่เป็นองค์ประกอบ  

2.4.3.1 วิเคราะห์ปริมาณพอลิแซ็กคาไรด์ (Total Polysaccharides) 22 

1. การเตรียมสารละลายตัวอย่าง 

1.1 ท าการสกัดสารตัวอย่างจากเห็ดหลืนจือเขากวาง โดยใช้เห็ดแห้ง 1.5 g สกัดด้วยน ้าร้อน 50 mL เป็นเวลา 

2 ชั่วโมงและใช้ magnetic bar กวนสาร 

1.2 กรองเห็ดหลินจือเขากวางด้วยกระดาษกรอง เก็บส่วนที่เป็นสารละลายไว้เป็นสารละลายจากการสกัดครั้ง

แรก แล้วน าส่วนที่เป็นตะกอนไปท าสกัดซ ้าเป็นครั้งที่สองด้วยน ้าร้อน 50 mL เป็นเวลา 6 ชั่วโมง 

1.3 กรองเห็ดหลินจือเขากวางด้วยกระดาษกรอง เก็บส่วนที่เป็นสารละลายไว้เป็นสารละลายจากการสกัดครั้งที่

สอง 

1.4.รวมสารละลายที่ได้จากการสกัดเห็ดหลินจือเขากวางทั้งสองครั้งด้วยกัน แล้วน าไประเหยน ้าออกได้สาร

สกัดด้วยน ้า 

1.5 น าสารสกัดไปท าการตกตะกอนด้วยการเติมเอทานอล 10 mL เป็นเวลา 24 ชั่วโมงที่อุณหภูมิ 4 องศา

เซลเซียส 

1.6.กรองผ่านกระดาษกรองแล้วน าส่วนสารละลายไปท าการทดลอง โดยจะได้สารสกัดความเข้มข้น 150 

mg/mL แล้วน ามาเจือจาง (เจือจาง 2 เท่า) ได้ความเข้มข้น 75 mg/mL 

2. เตรียมสารละลายมาตรฐานกลูโคส (D-glucose) ที่ความเข้มข้นต่างๆ  

เตรียมสารละลายมาตรฐานกลูโคส (D-glucose) ที่ความเข้มข้น 200, 100, 50, 25, 12.5 และ 6.25 µg/mL 

โดยชั่งกลูโคส (D-glucose) 0.0020 g ลงในขวดก าหนดปริมาตร 5 mL แล้วปรับปริมาตรด้วยน ้ากลั่น แล้วเจือ

จาง (เจือจาง 2 เท่า) สารละลายมาตรฐานกลูโคส (D-glucose) เป็น 100, 50, 25, 12.5 และ 6.25 µg/mL 

ตามล าดับ 

3. เตรียมสารละลายฟีนอล 5%  

ชั่งฟีนอลหนัก 0.5000 g ลงในบีกเกอร์ขนาด 25 mL แล้วเติมเมทานอลลงไป 10 mL 

4. ขั้นตอนการทดลอง 

4.1 ปิเปตสารละลายตัวอย่างและสารละลายมาตรฐานกลูโคส (D-glucose) 30 µL/well ลงใน 96-well plate 

4.2 ปิเปตสารละลายฟีนอล 5% 30 µL/well และกรดซัลฟิวริกเข้มข้น 150 µL/well ลงใน 96-well plate 

4.3 ตั้งทิ้งไว้ที่ อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 10 นาที แล้วน าไปวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 490  

nm ด้วยเครื่อง Microtiter Plate Reader   

5. การค านวณและรายงานผล 

5.1 สร้างกราฟมาตรฐานของสารละลายมาตรฐานกลูโคส (D-glucose) โดยก าหนดค่าความเข้มข้นเป็นแกน x 

และ ค่าดูดกลืนแสง เป็นแกน y  
5.2 รายงานผลในรูป mg of glucose equivalents / gram of the S3 extract  ซึ่งได้จากการแทนค่าใน

สมการ (2.5) 

 

 (2.5) mg of glucose equivalents / (g) extract = 
CGlucose (mg/mL) × DF  ×VSolvent(mL)

MExtract (g)
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เมื่อ CGlucose = ความเข้มข้นของสารละลายมาตรฐานกลูโคส (Glucose) จากการน าคา่ 

การดูดกลืนแสงของสารละลายตัวอย่างไปเทียบกับกราฟของสารละลายมาตรฐาน

กลูโคส (Glucose) (mg/mL) 

DF (Dilution factor) = ค่าจากการเจือจางสารละลายตัวอย่าง 

VSolvent = ปริมาณของตัวท าละลายที่ใช้ในการสกัด (mL) 

MExtract = น ้าหนักของสารสกัด (g) 

 

2.4.3.2 วิเคราะห์ปริมาณฟีนอลรวม (Total phenolic compounds) ด้วยวิธี Folin-Ciocalteu 

reagent 23 

1. เตรียมสารละลายตัวอย่างที่ความเข้มข้นต่างๆ  

เตรียม stock ของสารละลายตัวอย่างที่ความเข้มข้น 200 mg/mL โดยชั่งสารสกัดด้วยเอทานอลโดยใช้ 

ซอกเลต (S1) 0.2133 g ละลายด้วยเมทานอลปริมาตร 1.0665 mL แล้วเจือจางได้ความเข้มข้นเป็น 0.781 

mg/mL 

2. เตรียมสารละลายมาตรฐานกรดแกลลิคที่ความเข้มข้นต่างๆ  

เตรียมสารละลายมาตรฐานกรดแกลลิคที่ความเข้มข้นต่างๆ ดังนี้ 125, 100, 75, 50 และ 25  µg/mL โดยชั่ง

กรดแกลลิค 0.0050 g  ลงในขวดก าหนดปริมาตร 10  mL ซึ่งเป็นความเข้มข้น 500 µg/mL โดยใช้เมทานอล

เป็นตัวท าละลาย แล้วเจือจางสารละลายมาตรฐานกรดแกลลิคที่ 125, 100, 75, 50 และ 25   เป็น µg/mL 

ตามล าดับ 

3. เตรียมสารละลาย Folin-Ciocatteu reagent เจือจางในอัตราส่วน 1:10 (v/v) 

ตวงสารละลาย Folin-Ciocatteu reagent ปริมาตร 1 mL ลงในบีกเกอร์ แล้วเติมน ้ากลั่นลงไปปริมาตร 9 mL 

4. เตรียมสารละลายโซเดียมคาร์บอเนตความเข้มข้น (Na2CO3) 7.5% (v/v) 

ชั่งสารละลายโซเดียมคาร์บอนเนตหนัก 7.5 g ลงในบีกเกอร์ 250 mL แล้วใส่น ้ากลั่นลงไป 100 mL 

5. ขั้นตอนการทดลอง 

5.1 ปิเปตสารละลายตัวอย่างและสารละลายมาตรฐานกรดแกลลิค ที่ความเข้นข้นต่างๆ ปริมาตร 20 µL ลงใน 

96-well plates 

5.2 ปิเปตสารละลาย Folin-Ciocatteu reagent ปริมาตร 100 µL ลงใน 96-well plates ที่มีสารละลาย

ตัวอย่างและสารละลายมาตรฐานกรดแกลลิค   

5.3 ปิเปตสารละลายโซเดียมคาร์บอเนตความเข้มข้น 7.5% (v/v) ปริมาตร 80 µL ลงใน 96-well plates ทิ้ง

ไว้ที่มืดเป็นเวลา 90 นาที 

5.4. น าไปวัดค่าดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 765 nm ด้วยเครื่อง Microtiter Plate Reader โดยใช้ Blank 

ของสารละลายตัวอย่าง เป็นเมทานอลปริมาตร 200 µL, Blank ของสารละลายมาตรฐานกรดแกลิค เป็นน ้า

กลั่นและ Control เป็นสารละลาย Folin-Ciocatteu reagent ปริมาตร 100 µLและสารละลายโซเดียม

คาร์บอเนตความเข้มข้น 7.5% (v/v) ปริมาตร 80 µL  
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5.5 น าค่าความเข้มข้นและค่าดูดกลืนแสงของสารละลายมาตรฐานกรดแกลิคมาสร้างกราฟมาตรฐาน 

6. การค านวณและรายงานผล  

5.1 สร้างกราฟมาตรฐานของสารละลายมาตรฐานกรดแกลลิคโดยก าหนดค่าความเข้มข้นเป็นแกน x และ ค่า

การดูดกลืนแสง เป็นแกน y  
6.1 รายงานผลในรูป mg of gallic acid equivalents (GAE) / (g) extract ซึ่งได้จากการแทนค่าในสมการ 

(2.6) 

 

 (2.6) 

 

เมื่อ C Gallic acid = ความเข้มข้นของสารละลายมาตรฐานกรดแกลลิค จากการน าค่าการ

ดูดกลืนแสงของสารละลายตัวอย่างไปเทียบกับกราฟของสารละลายมาตรฐานกรด

แกลลิค (mg/mL) 

DF (Dilution factor) = ค่าจากการเจือจางสารละลายตัวอย่าง 

VSolvent = ปริมาณของตัวท าละลายที่ใช้ในการสกัด (mL) 

MExtract = น ้าหนักของสารสกัด (g) 

 

2.4.4 การวิเคราะห์องค์ประกอบทางเคมี 

2.4.4.1 เครื่องโครมาโทกราฟีของเหลวสมรรถนะสูง (High Performance Liquid 

Chromatography, HPLC)  

1. เตรียมสาระลายตัวอย่างที่ใช้ในการวิเคราะห์ 

สารสกัดซ ้าด้วยไดคลอโรมีเทน 10.4 mg ละลายด้วยเมทานอลปริมาตร 10.4 mL 

2. ตั้งค่าสภาวะที่เหมาะสมของเครื่องโครมาโทกราฟีของเหลวสมรรถนะสูง (High Performance Liquid 

Chromatography, HPLC) โดยอ้างอิง Chen และคณะ 24 

คอลัมน์: C18 column (250 mm × 4.6 mm, 5 μm)  

อุณหภูมิคอลัมน์: 35 ºC 

เฟสเคลื่อนท่ี: 0.1% Aqueous acetic acid (v/v) และ Acetonitrile โดยปรับเปลี่ยน acetonitrile ดังนี ้

30–32% ที่ 0–40 นาที, 32–40% ที่ 40–60 นาที, 40% ที ่60–65 นาที, 40–82% ที ่65–70 นาทีและ82–

100% ที่ 70–85 นาที 

ปริมาตรที่ฉีด: 10 µL 

อัตราการไหล: 0.8 mL/min 

ความยาวคลื่นของตัวตรวจวัด: 254 nm 

3. น าสารละลายตัวอย่างท าการวิเคราะห์ตามสภาวะที่เหมาะสม แล้วน า Chromatograms ของสารละลาย

ตัวอย่างมาเทียบกับ Chromatograms ที่เป็น HPLC fingerprints

mg of gallic acid equivalents / (g) extract = 
CGallic acid (mg/mL) × DF  ×VSolvent(mL)

MExtract(g)
 



 

 

บทท่ี 3 

        ผลการทดลองและอภิปรายผลการทดลอง 

 

3.1 ผลการสกัดเห็ดหลินจือเขากวาง 

 สารสกัดเห็ดหลินจือเขากวางทั้งหมด 3 แบบ คือ สารสกัดด้วยเอทานอลโดยใช้ซอกเลต (S1), สารสกัด

ด้วยเอทานอล (S2) และสารสกัดด้วยน ้า (S3) พบว่าสารสกัดด้วยเอทานอลโดยใช้ซอกเลต (S1) มีร้อยละ

ปริมาณของสารสกัดที่ได้มากท่ีสุดเท่ากับ 7.70 จากน้ันน าสารสกัดด้วยเอทานอลโดยใช้ซอกเลต (S1) สกัดแยก

ด้วยเฮกเซน, ไดคลอโรมีเทนและเมทานอล พบว่าสารสกัดแยกด้วยเมทานอล (S1/M) มีร้อยละปริมาณของ

สารสกัดที่ได้มากที่สุดเท่ากับ 66.49 ดังตารางที่ 3.1 และจากการวิเคราะห์องค์ประกอบของเห็ดหลินจือเขาก

วางในสารสกัด S1, S1/H, S1/D, S1/M และ S2 ด้วย 1H-NMR spectroscopy บ่งชี้ว่าสารสกัดที่เหล่านี้

ประกอบด้วยสารในกลุ่มไตรเทอร์พีน (triterpenoids) 

 

ตารางที่ 3.1 แสดงลักษณะ น ้าหนักและร้อยละปริมาณของสารที่สกัดได้ (%yield extract) ของสารสกัด

จากเห็ดหลินจือเขากวาง 

 

สารสกัดจากเห็ดหลินจือเขากวาง ลักษณะของสาร

สกัด 

น ้าหนักสารสกัด 

(กรัม) 

ร้อยละปริมาณ

ของสารที่สกัดได้  

(%yield extract) 

สารสกัดด้วยเอทานอลโดยใช้ซอกเลต (S1)       ของแข็ง 

สีน ้าตาลเข้ม 

2.3160 7.70 

สารสกัดแยกด้วยเฮกเซน (S1/H) เหนียวไม่แข็ง 

สีน ้าตาลอ่อน  

0.0828 6.68 

สารสกัดแยกด้วยไดคลอโรมีเทน (S1/D)   ของแข็ง 

สีน ้าตาลเข้ม  

0.8246 66.49 

สารสกัดแยกด้วยเมทานอล (S1/M) ของแข็งสีน ้าตาล  0.1651 13.31 

สารสกัดด้วยเอทานอล (S2)      ของแข็ง 

สีน ้าตาลเข้ม 

1.7413 3.48 

สารสกัดด้วยน ้า (S3)      ของแข็งเป็นแผ่น 

สีน ้าตาลเข้ม 

0.0802 5.34 

 

 

 

 



28 

 

3.2 ผลการทดสอบฤทธิ์ทางชีวภาพ 

3.2.1 ผลการทดสอบความเป็นพิษต่อเซลล์ (Cytoxicity assay) 

จากการน าสารตัวอย่าง 6 ชนิด ได้แก่ สารสกัดด้วยเอทานอลโดยใช้ซอกเลต (S1), สารสกัดแยกด้วย

เฮกเซน (S1/H), สารสกัดแยกด้วยไดคลอโรมีเทน (S1/D), สารสกัดแยกด้วยเมทานอล (S1/M), สารสกัดแยก

ด้วยเอทานอล (S2) และสารสกัดด้วยน ้า (S3) มาตรวจสอบความเป็นพิษต่อเซลล์ (Cytoxicity assay) ทีเ่ตรียม

สารละลายตัวอย่างที่ความเข้มข้มต่างๆ ละลายใน DMSO ดังตารางที่ แล้วเติมสาร MTT 5 mg/mL ปริมาตร 

10 µL/well บ่มไว้ ในตู้เซลล์นาน 4 ชั่วโมง แล้วเติม 100% DMSO ปริมาตร 150 µL/well เพื่อท าให้เซลล์

แตกและให้ formazan ละลายออกมา เขย่าบน plate mixer นาน 2-3 นาที แล้ววัดค่าการดูดกลืนแสงที่

ความยาวคลื่น 540 nm จากนั้นค านวณการมีชีวิตรอดของเซลล์ (% cell survival) และเมื่อน าเปอร์เซ็นการ

อยู่รอดมาค านวณหาความเป็นพิษต่อเซลล์มะเร็งทั้ง 5 ชนิด (IC50) แล้วได้ผลดังตารางที่ 3.2 

 

ตารางที่ 3.2 ความเป็นพิษต่อเซลล์มะเร็งทั้ง 5 ชนิด (IC50)  

 

 Cell line 

สาร 

IC50 (µg/mL) 

KATO-III 

 

BT474 

 

SW620 

 

Hep-G2 

 

Chago-

K1 

 

Wi-38 

 

สารสกัดด้วยเอทา

นอลโดยใช้ซอกเลต 

(S1) 

ชุดที่ 1: 92 

ชุดที่ 2: 62 

63 

66 

50 

30 

88 

65 

93 

76 

 

- 

สารสกัดแยกด้วย 

เฮกเซน (S1/H) 

161 135 149 > 200 124 > 200 

สารสกัดแยกด้วย 

คลอโรมีเทน (S1/D) 

100 67 49 102 111 129 

สารสกัดแยกด้วย 

เมทานอล (S1/M) 

> 200 > 200 > 200 44 181 > 200 

สารสกัดด้วยเอทา

นอล (S2) 

133 126 121 132 157 164 

สารสกัดด้วยน ้า (S3)

  

> 200 > 200 > 200 > 200 103 > 200 

หมายเหตุ - ไม่ได้ท าการทดสอบความเป็นพิษต่อเซลล์ปกติ (Wi-38) เนื่องจากเซลล์ปกติเจริญเติบโตช้า ไม่

เพียงพอต่อการทดสอบ 
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Control DMSO 

 
ความเข้มข้น 200 µg/mL 

 
ความเข้มข้น 20 µg/mL 

 
 ความเข้มข้น 2 µg/mL 

 
ความเข้มข้น 0.2 µg/mL 

 
ความเข้มข้น 0.02 µg/mL 

รูปที ่3.1 สารสกัดด้วยเอทานอลโดยใช้ซอกเลต (S1) มคีวามเป็นพิษต่อเซลล์มะเร็งล าไส้ (SW620) 
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จากการใช้สารตัวอย่างคือ สารสกัดด้วยเอทานอลโดยใช้ซอกเลต (S1), สารสกัดแยกด้วยเฮกเซน 

(S1/H), สารสกัดแยกด้วยไดคลอโรมีเทน (S1/D), สารสกัดแยกด้วยเมทานอล (S1/M), สารสกัดแยกด้วยเอทา

นอล (S2) และสารสกัดด้วยน ้า (S3) มาทดสอบการเป็นพิษต่อเซลล์มะเร็งทั้ง 5 ชนิดและเซลล์ปกติ ยกเว้นสาร

สกัดด้วยเอทานอลโดยใช้ซอกเลต (S1) ไม่ได้ทดสอบความเป็นพิษต่อเซลล์ปกติ (Wi-38) เนื่องจากเซลล์ปกติ

เจริญเติบโตได้ช้า จึงมีจ านวนเซลล์ไม่เพียงพอต่อการทดสอบแล้วแสดงค่าเป็นความเข้มข้นต ่าที่สุดของสาร

ตัวอย่างที่มีความเป็นพิษต่อเซลล์ได้ร้อยละ 50 หรือ ความเข้มข้นของสารที่ท าให้เซลล์มีการรอด 50% (IC50) 

โดยถ้ามีค่าน้อยจะมีฤทธ์ิการยับย้ังเซลล์มะเร็งได้ดี  

จากการทดสอบพบว่าสารสกัดด้วยเอทานอลโดยใช้ซอกเลต (S1) มีความเป็นพิษต่อเซลล์มะเร็ง โดยมี

ฤทธ์ิการยับย้ังเซลล์มะเร็งทั้ง 5 ชนิดได้ดี โดยเฉพาะอย่างย่ิงมีฤทธ์ิยับย้ังเซลล์มะเร็งล าไส้ (SW620) ได้ดีที่สุด

แสดงค่า IC50 เท่ากับ 30 µg/mL  

สารสกัดแยกด้วยเฮกเซน (S1/H) พบว่ามีความเป็นพิษต่อเซลล์มะเร็ง โดยมีฤทธ์ิการยับยั้งเซลล์มะเร็ง

ปอด (Chago-K1) ได้ดีที่สุด แสดงค่า IC50 เท่ากับ 124 µg/mL นอกจากนี้ยังมีค่า IC50 ของเซลล์มะเร็งตับ 

(Hep-G2) และเซลล์ปกติ (Wi-38)  มากกว่า 200 µg/mL ซึ่งในทางชีววิทยานั้นสามารถกล่าวได้ว่าสารตัวอย่าง

ดังกล่าวไม่มีความเป็นพิษต่อเซลล์ทั้งสองชนิด 

สารสกัดแยกด้วยไดคลอโรมีเทน (S1/D) พบว่ามีความเป็นพิษต่อเซลล์มะเร็งทั้ง 5 ชนิดและเซลล์ปกติ 

โดยมีฤทธ์ิการยับย้ังเซลล์มะเร็งล าไส้ (SW260) ได้ดีที่สุด แสดงค่า IC50 เท่ากับ 49 µg/mL และมีฤทธ์ิการ

ยับยั้งเซลล์มะเร็งเต้านมได้ดี (BT474) แสดงค่า IC50 เท่ากับ 67 µg/mL ซึ่งมีค่าใกล้เคียงกับสารสกัดด้วยเอทา

นอลโดยใช้ซอกเลต (S1) มีค่า IC50 เท่ากับ 66 µg/mL กล่าวคือซ่ึงมีฤทธ์ิการยับยั้งเซลล์มะเร็งเต้านม (BT474) 

ได้ดีเท่า ๆ กัน 

สารสกัดแยกด้วยเมทานอล (S1/M) พบว่ามีความเป็นพิษต่อเซลล์มะเร็งตับ (Hep-G2) แสดงค่า IC50 

เท่ากับ 44 µg/mL ซึ่งมีฤทธ์ิการยับย้ังเซลล์มะเร็งตับ (Hep-G2) ได้ดีมากที่สุด และมีฤทธ์ิยับย้ังเซลล์มะเร็ง

ปอด (Chago-K1) ได้ดี แสดงค่า IC50 เท่ากับ 181 µg/mL นอกจากนี้ยังมีค่า IC50 ของเซลล์มะเร็งกระเพาะ

อาหาร (KATO-III), เซลล์มะเร็งเต้านม (BT474), เซลล์มะเร็งล าไส้ (SW260) และเซลล์ปกติ (Wi-38) มากกว่า 

200 µg/mL ซึ่งในทางชีววิทยานั้นสามารถกล่าวได้ว่าสารตัวอย่างดังกล่าวไม่มีความเป็นพิษต่อเซลล์มะเร็ง

กระเพาะอาหาร (KATO-III), เซลล์มะเร็งเต้านม (BT474), เซลล์มะเร็งล าไส้ (SW260) และเซลล์ปกติ (Wi-38) 

สารสกัดด้วยเอทานอล (S2) พบว่า มีความเป็นพิษต่อเซลล์มะเร็ง โดยมีฤทธ์ิการยับย้ังเซลล์มะเร็งทั้ง 

5 ชนิดได้ดี โดยเฉพาะอย่างย่ิงมีฤทธ์ิยับย้ังเซลล์มะเร็งล าไส้ (SW620) ได้ดีที่สุดแสดงค่า IC50 เท่ากับ 121 

µg/mL ซึ่งเมื่อเปรียบเทียบกับสารสกัดด้วยเอทานอลโดยใช้ซอกเลต (S1) โดยใช้ตัวท าละลายเดียวกันในการ

สกัดแต่ต่างกันที่วิธีการสกัด จะเห็นว่าทั้งสารสกัดด้วยเอทานอลโดยใช้ซอกเลต (S1) และสารสกัดด้วยเอทา

นอล (S2) มีฤทธ์ิยับย้ังเซลล์มะเร็งล าไส้ (SW620) ได้ดีที่สุดเหมือนกันและมีแนวโน้มในการยับย้ังเซลล์มะเร็ง

ทั้ง 5 ชนิดใกล้เคียงกัน แต่สารสกัดด้วยเอทานอล (S2) แสดงค่า IC50 มากกว่าสารสกัดด้วยเอทานอลโดยใช้

ซอกเลต (S1) นั้นเป็นผลมาจากจ านวนรอบในการสกัดสาร โดยที่การสกัดด้วยเอทานอลโดยใช้ซอกเลต (S1) มี

จ านวนรอบการสกัดมากกว่าการสกัดด้วยเอทานอล (S2) ที่ท าการสกัดเพียงสามครั้ง จึงส่งผลต่อความเข้มข้น

และปริมาณสารประกอบในการสกัด 
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สารสกัดด้วยน ้า (S3) พบว่ามีความเป็นพิษต่อเซลล์มะเร็ง โดยมีฤทธ์ิการยับย้ังเซลล์มะเร็งปอด 

(Chago-K1) ได้ดีที่สุด แสดงค่า IC50 เท่ากับ 103 µg/mLและ มีค่า IC50 ของเซลล์มะเร็งอ่ืนๆ และเซลล์ปกติ

มากกว่า 200 µg/mL ซึ่งในทางชีววิทยานั้นสามารถกล่าวได้ว่า สารตัวอย่างดังกล่าวไม่มีความเป็นพิษต่อ

เซลล์มะเร็งอ่ืนๆ และเซลล์ปกติ จีงบอกได้ว่าสารสกัดด้วยน ้า  (S3) มีฤทธ์ิการยับย้ังจ าเพาะเซลล์มะเร็งปอด 

(Chago-K1) 

จากรูปที่ 3.1 สารสกัดด้วยเอทานอลโดยใช้ซอกเลต (S1) ตรวจสอบความเป็นพิษต่อเซลล์มะเร็งล าไส้ 

(SW260)  เมื่อเปรียบเทียบหลุมของเซลล์มะเร็งที่ไม่มีการเติมสารตัวอย่าง (Control DMSO) กับรูปหลุมที่ของ

เซล์มะเร็งที่มีมีการเติมสารตัวอย่าง พบว่าเป็นแบบการตายแบบเฉพาะส่วน หรือ Necrosis การตายแบบนี้จะ

มีการหลั่งเอนไซม์พิเศษ สังเกตได้จากการการเปลี่ยนแปลงที่เย่ือหุ้มเซลล์และ organelles ภายในเซลล์ ท าให้ 

lysosomal enzyme ไหลออก จาก lysosome เข้าสู่ cytoplasm โดยโปรตีนและส่วนต่างๆภายในเซลล์ถูก

ย่อยสลาย หรือออกมายังภายนอกเซลล์ และยังคงเห็นนิวเคลียสอยู่แต่มีลักษณะที่ฝ่อเหี่ยวและมีสีเข้ม  

 

3.2.2 ผลการทดสอบฤทธ์ิต้านอนุมลูอิสระด้วยวิธิี 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl radical 

scavenging capacity (DPPH assay) 

เมื่อน าสารสกัดเห็ดหลินจือเขากวางด้วยซอกห์เลต (Soxhlet extraction) โดยใช้เอทานอล ที่มีความ

เข้มข้น200, 100, 50, 25 ,12.5 และ 6.25 mg/mL มาทดสอบความสามารถในการต้านอนุมูล DPPH พบว่า

สารสกัดมีความสามารถในการดักจับอนุมูลอิสระ DPPH ได้ มีค่า IC50 เท่ากับ 75.49 µg/mL ดังตารางที่ 3.3 

และเมื่อเทียบฤทธ์ิในการต้านอนุมูลอิสระของสารสกัดกับ Trolox  รายงานในรูปแบบ Trolox equivalent 

antioxidant capacity (TEAC) หรือ mg of Trolox equivalents / (g) sample ซึ่งความเข้มข้นของสารสกัด

มีผลต่อร้อยละการยับย้ังอนุมูลอิสระ หรือความสามารถในการต้านอนุมูลอิสระ กล่าวคือเมื่อสารสกัดมีความ

เข้มข้นมากขึ้นจะท าให้ร้อยละการยับยั้งอนุมูลอิสระ DPPH เพิ่มขึ้น ดังตารางที่ 3.3 
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ตารางที่ 3.3 แสดงค่า %Inhibition และ ค่า IC50 ของสารสกัดและ Trolox 

 

สาร ความเข้มข้น (µg/mL) %Inhibition IC50 (µg/mL) 

 

 

Trolox 

40 87.88  

 

 

18.81 

20 52.12 

10 33.55 

5 24.41 

2.5 19.10 

1.25 17.77 

0.625 16.80 

 

สารสกัดด้วยเอทานอล

โดยใช้ซอกเลต (S1) 

ความเข้มข้น (mg/mL) %Inhibition IC50 (mg/mL) 

100 63.23  

 

75.49 

50 35.52 

25 24.19 

12.5 17.78 

6.25 17.24 

 

ตารางที่ 3.4 แสดงค่าความสามารถในการต้านอนุมูลอิสระของตัวอย่างที่วิเคราะห์เทียบกับสารละลาย

มาตรฐานโทรลอกซ์ TEAC (Trolox Equivalents Antioxidant Capacity)  

 

ความเข้มข้นของสารสกัด 

ด้วยเอทานอลโดยใช้ซอกเลต 

(S1) (mg/mL) 

ความสามารถในการต้านอนมุูลอิสระของตัวอย่างที่วิเคราะห์เทียบ

กบัสารละลายมาตรฐานโทรลอกซ์ TEAC (Trolox Equivalents 

Antioxidant Capacity) 

mg Trolox/g mushroom mg Trolox/g crude extracts 

0.625 2.25 29.23 

 

3.2.3 ผลการทดสอบฤทธิ์ยับยั้งไลเปส 

 จากการทดสอบฤทธ์ิยับย้ังไลเปสของสารสกัดแยกด้วยเฮกเซน (S1/H) และสารสกัดแยกด้วยไดคลอโร

มีเทน (S1/D) และสารสกัดแยกด้วยเมทานอล (S1/M) ที่ความเข้มข้น 10 mg/mL พบว่าสารสกัดแยกด้วยเฮ

กเซน (S1/H) และสารสกัดแยกด้วยไดคลอโรมีเทน (S1/D) ไม่มีฤทธ์ิยับย้ังไลเปส โดยการทดลองให้ค่าการ

ดูดกลืนแสงมาก เนื่องจากสารที่เป็นองค์ประกอบในสารสกัดซ ้าด้วยเฮกเซนและไดคลอโรมีเทนนั้นไม่สามารถ

ยับย้ังการท างานของไลเปสได้ ส่งผลให้ไลเปสยังคงสามารถไฮโดรไลซิส p-nitrophenyl palmitate (PNPP) 

ซึ่งเป็นสารละลายใสไม่มีสีเป็น p-nitrophenol ซึ่งมีสีเหลืองเกิดขึ้นได้ และสารสกัดแยกด้วยเมทานอล (S1/M) 
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มีฤทธ์ิยับย้ังไลเปสแสดงค่าเปอร์เซ็นการยับย้ังแอลฟากลูโคซิเดซของสารสกัดที่ความเข้มข้น 10 mg/mL 

เท่ากับ 71% 

3.2.4 ผลการทดสอบฤทธิ์ยับยั้งแอลฟากลูโคซิเดส 

จากการทดสอบฤทธ์ิยับย้ังแอลฟากลูโคซิเดสของสารสกัดแยกด้วยเฮกเซน (S1/H) สารสกัดแยกด้วย

ไดคลอโรมีเทน (S1/D) และสารสกัดแยกด้วยเมทานอล (S1/M) ที่ความเข้มข้น 10 mg/mL แสดงดังตารางที่ 

3.5 พบว่าสารสกัดแยกด้วยเฮกเซน (S1/H) มีเปอร์เซ็นยับยั้งแอลฟากลูโคซิเดสเป็น 58% สารสกัดแยกด้วยได

คลอโรมีเทน (S1/D) มีเปอร์เซ็นการยับย้ังแอลฟากลูโคซิเดสเป็น 92% และสารสกัดแยกด้วยเมทานอล 

(S1/M) มีเปอร์เซ็นการยับยั้งแอลฟากลูโคซิเดสเป็น 97% ซึ่งสารสกัดแยกด้วยไดคลอโรมีเทน (S1/D) และสาร

สกัดแยกด้วยเมทานอล (S1/M) ถือว่ามีเปอร์เซ็นการยับย้ังแอลฟากลูโคซิเดสที่สูง โดยการดูดกลืนแสงน้อย

แสดงว่าเอนไซม์แอลฟากลูโคซิเดสไม่สามารถท างานได้อย่างเป็นปกติ นั่นคือถูกยับย้ังการท างานด้วยสารเห็ด

หลินจือเขากวางที่สกัดซ ้า ซึ่งสารที่เป็นองค์ประกอบในสารสกัดซ ้าด้วยเฮกเซนและไดคลอโรมีเทนนั้นไปยับย้ัง

แอลฟากลูโคซิเดสซึ่งส่งผลให้ p-nitrophenyl-alpha-D-glucopyranoside (PNPG) เป็นสารละลายใสไม่มีสี 

ซึ่งเป็นสารตั้งต้นถูกไฮโดรไลซิสโดยแอลฟากลูโคซิเดส เกิดเป็นผลิตภัณฑ์คือ p-nitrophenol ซึ่งเป็น

สารละลายใสสีเหลืองได้ลดลง  

 

ตารางที ่3.5 แสดงค่าเปอร์เซ็นการยับยั้งเอนไซม์แอลฟากลูโคซิเดสของสารสกัดซ ้าด้วยเฮกเซนและได

คลอโรมีเทนที่ความเข้มข้น 10 mg/mL 

 

สารสกัดเห็ดหลินจือเขากวาง น ้าหนักสารสกัดท่ี

น ามาทดสอบ (g) 

เปอร์เซ็นการยับยั้งแอลฟากลูโคซิเดสของ

สารสกัดความเข้มข้น 10 mg/mL 

สารสกัดแยกด้วยเฮกเซน (S1/H)  10.9 58% 

สารสกัดแยกด้วยไดคลอโรมีเทน 

(S1/D) 

11.4 92% 

สารสกัดแยกด้วยเมทานอล (S1/M) 10.5 97% 

 

3.3 ผลการวิเคราะห์กลุ่มสารที่เป็นองค์ประกอบ 

3.3.1 ผลการวิเคราะห์ปริมาณพอลิแซ็กคาไรด์ (Total Polysaccharides)  

เมื่อน าสารสกัดที่สกัดด้วยน ้าแล้วสกัดซ ้าด้วยเอทานอล มาวิเคราะห์ปริมาณพอลิแซ็กคาไรด์ (Total 

Polysaccharides) พบว่ามีปริมาณพอลิแซ็กคาไรด์ (Total Polysaccharides) ดังตารางที่ 3.6 
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ตารางที่ 3.6 แสดงปริมาณพอลิแซ็กคาไรด์ (Total Polysaccharides) 

ความเข้มข้นของสารสกัด 

ด้วยเอทานอลโดยใช้ซอกเลต 

(S1) (mg/mL) 

ปริมาณพอลิแซ็กคาไรด์ (Total Polysaccharides) 

mg  of glucose equivalents / 

g mushroom 

mg of glucose equivalents / 

g crude extracts 

75  0.07 1.33 

3.3.2 ผลการวิเคราะห์ปริมาณฟีนอลรวม (Total phenolic compounds) ด้วยวิธี Folin-Ciocalteu 

reagent 

เมื่อน าสารสกัดด้วยน ้า (S3) มาวิเคราะห์ปริมาณฟีนอลรวม (Total phenolic compounds) ด้วยวิธี Folin-

Ciocalteu reagent พบว่ามีปริมาณฟีนอลรวม (Total phenolic compounds) ดังตารางที่ 3.7 

 

ตารางที่ 3.7 แสดงปริมาณฟีนอลรวม (Total phenolic compounds) 

ความเข้มข้นของสารสกัดด้วย

น ้า (S3) (mg/mL) 

ความสามารถในการต้านอนมุูลอิสระของตัวอย่างที่วิเคราะห์เทียบ

กับสารละลายมาตรฐานโทรลอกซ์ TEAC (Trolox Equivalents 

Antioxidant Capacity) 

mg of gallic acid equivalents 

(GAE) / g mushroom 

mg of gallic acid equivalents 

(GAE) / g crude extracts 

0.781 6.12 79.50 

 

3.3 ผลการวิเคราะห์องค์ประกอบทางเคมี 

 3.3.1 การวิเคราะห์ด้วยเครือ่งโครมาโทกราฟีของเหลวสมรรถนะสูง (High Performance 

Liquid Chromatography, HPLC) 

จากโครมาโทแกรมรูปที่ ผ13 ของสารสกัดเห็ดหลินจือเขากวางที่สกัดซ ้าด้วยไดคลอโรมีเทน ไม่สามารถระบุ

องค์ประกอบทางเคมีได้ เนื่องจากข้อจ ากัดด้านเครื่องมือจากการเลือกใช้คอลัมน์แบบ Analytical columns 

(150mm×4.6 mm, 5 µm) โดยที่ความยาวคอลัมน์ไม่ตรงตามที่ก าหนด จึงท าการวิเคราะห์ 1H–NMR ของ

สารสกัดซ ้าด้วยไดคลอโรมีเทน พบว่ามปีระกอบสารในกลุ่มไตรเทอร์พีน (triterpene) เป็นองค์ประกอบหลัก



 

 

บทที่ 4 

สรุปผลการทดลอง 
 

จากการสกัดเห็ดหลินจือเขากวางทั้งหมด 3 แบบคือ สารสกัดเอทานอลโดยใช้ซอกเลต (S1) , สารสกัด 

เอทานอล (S2) และสารสกัดน ้า (S3) พบว่าสารสกัดเอทานอล (S2) มีร้อยละปริมาณของสารที่สกัดได้ (%yield 

extract) เท่ากับ 3.48 สารสกัดน ้า (S3) มีร้อยละปริมาณของสารที่สกัดได้ (%yield extract) แสดงค่าเท่ากับ 

5.34 โดยมีพอลิแซ็กคาไรด์รวม 1.33 มิลลิกรัมกลูโคสโดยสมมูล/กรัมสารสกัดน ้า และสารสกัดเอทานอล (S1) 

มีร้อยละปริมาณของสารที่สกัดได้ (%yield extract) มากที่สุดคือ 7.70 โดยมีนอลรวม 79.50 มิลลิกรัม 

กรดแกลลิคโดยสมมูล/กรัมสารสกัดเอทานอล S1 นอกจากนี้ทดสอบฤทธ์ิการต้านอนุมูลอิสระด้วยการดักจับ

อนุมูลอิสระ 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH) แสดงฤทธ์ิต้านอนุมูลอิสระ เท่ากับ 29.23 มิลลิกรัม 

โทรลอกซ์โดยสมมูล/กรัมสารสกัดเอทานอล S1 จากนั้นน าสารสกัด S1 มาท าการสกัดแยกต่อด้วยเฮกเซน,  

ไดคลอโรมีเทนและเมทานอล ได้เป็นสารสกัด S1/H, S1/D และ S1/M โดยล าดับ แล้วน าสารสกัดแยกท้ังสาม

ที่ความเข้มข้น 10 mg/mL มาท าการทดสอบทดสอบฤทธ์ิยับย้ังแอลฟากลูโคซิเดสและไลเปส พบว่าฤทธ์ิใน

การยับยั้งเอนไซม์แอลฟากลูโคซิเดสเท่ากับ 58%, 92 % และ 97% ตามล าดับ และสารสกัด S1/M เท่าน้ันที่มี

ฤทธ์ิยับย้ังไลเปสด้วยค่าร้อยละการยับย้ัง 71 ในการน าสารสกัดทั้ง 6 ตัวอย่างทดสอบการเป็นพิษต่อ

เซลล์มะเร็งทั้ง 5 ชนิด ได้แก่ เซลล์มะเร็งกระเพาะอาหาร (KATO-III), เซลล์มะเร็งเต้านม  (BT474), 

เซลล์มะเร็งล าไส้ (SW620), เซลล์มะเร็งตับ (Hep-G2), เซลล์มะเร็งปอด (Chago-K1) และเซลล์ปอดปกติ (Wi-

38) พบว่าสารสกัด S1, S1/D และ S2 มีฤทธ์ิยับย้ังเซลล์มะเร็งทั้ง 5 ชนิดได้ดี โดยสารสกัดด้วยเอทานอล S1 

มีฤทธ์ิยับยั้งเซลล์มะเร็งทั้ง 5 ชนิดได้ดีที่สุด ในส่วนของสารสกัด S1/M มีฤทธ์ิการยับยั้ง Hep-G2 ได้ดีที่สุดด้วย

ค่า IC50 เท่ากับ 44 µg/mL และสารสกัด S3 มีฤทธ์ิการยับย้ังจ าเพาะ Chago-K1 ด้วยค่า IC50 เท่ากับ 103 

µg/mL จากการวิเคราะห์องค์ประกอบของเห็ดหลินจือเขากวางในสารสกัด S1, S1/H, S1/D, S1/M และ S2 

ด้วย 1H-NMR spectroscopy บ่งชี้ว่าสารสกัดที่มีฤทิ์ต้านมะเร็งเหล่านี้ประกอบด้วยสารในกลุ่มไตรเทอร์พีน 

(triterpenoids)
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1 แสดงการค านวณร้อยละปริมาณสารที่สกัดได้ ( %yield crude extract) ของสารสกัด 

1.1 ผลการสกัดด้วยเอทานอลโดยใช้ซอกเลต (S1) 

จากการสกดัเห็ดหลินจือเขากวาง 30.06 กรัม ด้วยเอทานอลโดยใช้ซอกเลตเป็นเวลา 12 ชั่วโมง ได้สารสกัดเอ

ทานอลโดยใช้ซอกเลต (S1) มีลักษณะเป็นของแข็งสีน ้าตาลหนัก 2.3160 กรัม คิดเป็นร้อยละดังนี้ 

ร้อยละปริมาณสารที่สกัดได้ ( %yield crude extract)  = 
น ้าหนักของสารสกัดเห็ดเขากวาง

น ้าหนักแห้งของเห็ดหลินจือเขากวาง
× 100 

 = 
2.3160

30.06
× 100 

 = 7.70% 

1.2 สารสกัดแยกส่วนด้วยเฮกเซน (S1/H) 

น าสารสกัดด้วยเอทานอลโดยใช้ซอกเลต 1.2401 กรัม มาสกัดแยกส่วนด้วยเฮกเซนทั้งหมด 2 ครั้ง โดยใช้

ปริมาตรเฮกเซนครั้งละ 50 มิลลิลตร พบว่าได้สารสกัดแยกส่วนด้วยเฮกเซน (S1/H) มีลักษณะเหนียวไม่แข็งสี

น ้าตาลอ่อนหนัก 0.0828 กรัม คิดเป็นร้อยละดังนี้ 

ร้อยละปริมาณสารที่สกัดได้ ( %yield crude extract)  = 
น ้าหนักของสารสกัดเห็ดเขากวาง

น ้าหนักแห้งของเห็ดหลินจือเขากวาง
× 100 

 = 
0.0828

1.2401
× 100 

 = 6.68% 

1.3 สารสกัดแยกส่วนด้วยไดคลอโรมีเทน (S1/D) 

กากที่เหลือจากการสกัดแยกด้วยเฮกเซนน ามาสกัดด้วยไดคลอโรมีเทนท้ังหมด 3 โดใช้ปริมาตร 

ไดคลอโรมีเทนครั้งละ 50 มิลลิตร พบว่าได้สารสกัดแยกส่วนด้วยไดคลอโรมีเทน (S1/D) มีลักษณะเป็น

ของแข็งสีน ้าตาลเข้มหนัก 0.8246 กรัม คิดเป็นร้อยละดังนี้ 

ร้อยละปริมาณสารที่สกัดได้ ( %yield crude extract)  = 
น ้าหนักของสารสกัดเห็ดเขากวาง

น ้าหนักแห้งของเห็ดหลินจือเขากวาง
× 100 

 = 
0.8246

1.2401
× 100 

 = 66.49% 

1.4 สารสกัดแยกส่วนด้วยเมทานอล (S1/M) 

กากที่เหลือจากการสกัดแยกด้วยไดคลอโรมีเทนน ามาสกัดด้วยเมทานอลทั้งหมด 2 ครั้ง โดยใช้ปริมาตรเมทา

นอลครั้งละ 50 มิลลิลิตร พบว่าได้สารสกัดแยกส่วนด้วยเมทานอล (S1/M) มีลักษณะเป็นของแข็งสีน ้าตาล

หนัก 0.1651 กรัม คิดเป็นร้อยละดังนี้ 

ร้อยละปริมาณสารที่สกัดได้ ( %yield crude extract)  = 
น ้าหนักของสารสกัดเห็ดเขากวาง

น ้าหนักแห้งของเห็ดหลินจือเขากวาง
× 100 

 = 
0.1651

1.2401
× 100 

 = 13.31% 

 

1.5 ผลการสกัดด้วยเอทานอล (S2) 

จากการสกัดเห็ดหลินจือเขากวาง 50.05 กรัม ด้วยเอทานอลทั้งหมด 3 ครั้ง โดยใช้ปริมาตรเอทานอล ครั้งละ 

400 มิลลิลิตร พบว่าได้สารสกัดด้วยเอทานอล (S2) มีลักษณะเป็นของแข็งสีน ้าตาลเข้มหนัก 1.7413 กรัม 
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คิดเป็นร้อยละดังนี้ 

ร้อยละปริมาณสารที่สกัดได้ ( %yield crude extract) = 
น ้าหนักของสารสกัดเห็ดเขากวาง

น ้าหนักแห้งของเห็ดหลินจือเขากวาง
× 100 

 = 
1.7413

50.05
× 100 

 = 3.48% 

1.6 ผลการสกัดด้วยน ้า (S3) 

จากการสกัดเห็ดหลินจือเขากวาง 1.5 กรัม ด้วยน ้าท้ังหมด 2 ครั้ง โดยใช้ปริมาตรน ้าครั้งละ 50 มิลลิลิตร  ได้

สารสกัดด้วยน ้า (S3) มีลักษณะเป็นแผ่นของแข็งสีน ้าตาลเข้มหนัก 0.0802 กรัม คิดเป็นร้อยละ 

ดังนี ้

ร้อยละปริมาณสารที่สกัดได้ ( %yield crude extract) = 
น ้าหนักของสารสกัดเห็ดเขากวาง

น ้าหนักแห้งของเห็ดหลินจือเขากวาง
× 100 

 = 
0.0802

1.5
× 100 

 = 5.34% 

2. ผลการทดสอบฤทธิ์ทางชีวภาพ 

2.1 ผลการทดสอบการเป็นพิษต่อเซลล์ (Cytotoxicity assay) 

ตัวอย่างการค านวณ 

สารสกัดด้วยเอทานอลโดยใช้ซอกเลต (S1)  

 

ตารางที่ ผ1 แสดงผลการน าสารสกัดด้วยเอทานอลโดยใช้ซอกเลต (S1) ชุดที่ 1 ที่ความเข้มขน้ (เจือจาง 

10 เท่า) 200, 20, 2, 0.2 0.02 และ 0.002 µg/mL ละลายใน DMSO ในการเป็นพษิต่อเซลล์มะเร็งล าไส้ 

(SW620) 

 

ความเข้มข้นของ

สารสกัด (µg/mL) 

ค่าการดูดกลืนแสงที่ 540 nm ของเซลล์มะเร็งล าไส้ (SW-620) 

หลังการเติม MTT  
Percent of 

Survival  
ครั้งที่ 1 ครั้งที่ 2 ครั้งที่ 3 ครั้งที่ 4 เฉลี่ย 

200 0.124 0.118 0.114 0.114 0.118 10 

20 0.852 0.747 0.865 0.873 0.834 71 

2 1.109 0.987 0.989 1.002 1.022 87 

0.2 1.243 1.118 1.090 1.106 1.139 97 

0.02 1.259 1.160 1.114 1.159 1.173 100 

0.002 1.296 1.122 1.227 1.142 1.197 102 

DMSO 
1.321 1.265 1.153 1.162 

1.174 100 
1.061 1.134 1.148 1.149 
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แล้วน าค่าเปอร์เซ็นต์การรอดของเซลล์มาสร้างกราฟเพ่ือใช้ค านวณหาความเข้มข้นต ่าที่สุดของสารสกัดด้วยเอ

ทานอลโดยใช้ซอกเลต (S1) ที่เป็นพิษต่อเซลล์มะเร็งล าไส้ (SW620) ร้อยละ 50 หรือหาค่า IC50 ( Inhibit 

concentration 50%) ดังนี ้

 
รูปที่ ผ1 กราฟแสดงความสัมพันธ์ระหว่างเปอร์เซ็นการอยู่รอดของเซลล์มะเร็งล าไส้ (% cell survival) 

เมื่อได้รับสารสกัดด้วยเอทานอลโดยใช้ซอกเลต (S1) ทีค่วามเข้มข้น (เจือจาง 10 เท่า) 200, 20, 2, 0.2 

0.02 และ 0.002 µg/mL  

 

จากกราฟสามารถค านวณหาความเข้มข้นต ่าที่สุดของสารสกัดด้วยเอทานอลโดยใช้ซอกเลต (S1) ที่เป็นพิษต่อ

เซลล์มะเร็งล าไส้ (SW620)  ร้อยละ 50 หรือหาค่า IC50  

โดยใช้สมการ          y = 10x  

เมื่อ  y คือ % การอยู่รอดของเซลล์มะเร็งล าไส้          

x คือ ค่า log ของความเข้มข้นของสารสกัดด้วยเอทานอลโดยใช้ซอกเลต 

(S1) ที่มีเปอร์เซ็นการอยู่รอดของเซลล์มะเร็งล าไส้เท่ากับ 50            

แทนค่า    x = 1.7         ลงในสมการ     

จะได้    y = 101.7 

    y = 50.12 ≈ 50                                         

ดังนั้น ความเข้มข้นต ่าที่สุดของสารสกัดด้วยเอทานอลโดยใช้ซอกเลต (S1) ที่เป็นพิษต่อเซลล์มะเร็งล าไส้ 

(SW620)  ร้อยละ 50 คือ 50 µg/mL  
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ตารางที่ ผ2 แสดงผลการน าสารสกัดด้วยเอทานอลโดยใช้ซอกเลต (S1) ชุดที่ 2 ที่ความเข้มข้น (เจือจาง 

2 เท่า) 200, 100, 50, 25, 12.5, 6.25, 3.125, 1.563 และ 0.78 µg/mLละลายใน DMSO ในการเป็น

พิษต่อเซลล์มะเร็งล าไส้ 

 

ความเข้มข้น

ของสารสกัด 

(µg/mL) 

ค่าการดูดกลืนแสงที่ 540 nm ของเซลล์มะเร็งล าไส้ (SW-620) หลังการ

เติม MTT  
Percent of 

Survival  
ครั้งที่ 1 ครั้งที่ 2 ครั้งที่ 3 ครั้งที่ 4 เฉลี่ย 

200 0.106 0.107 0.086 0.106 0.101 9 

100 0.083 0.086 0.085 0.086 0.085 7 

50 0.450 0.361 0.312 0.438 0.390 33 

25 0.520 0.597 0.615 0.672 0.601 51 

12.5 0.799 0.726 0.734 0.836 0.774 66 

6.25 1.049 1.036 1.087 1.222 1.098 94 

3.125 0.967 0.918 0.958 1.038 0.970 83 

1.563 1.119 1.087 1.108 1.193 1.127 96 

0.782 1.147 1.126 1.004 1.250 1.132 96 

DMSO 
1.321 1.265 1.153 1.162 

1.174 100 
1.061 1.134 1.149 1.148 

 

แล้วน าค่าเปอร์เซ็นต์การรอดของเซลล์มาสร้างกราฟ โดยเลือกใช้ข้อมูลที่ความเข้มข้น 100, 50, 25 และ 12.5 

µg/mL เนื่องจากให้กราฟที่เป็นเส้นตรง เพื่อใช้ค านวณหาความเข้มข้นต ่าที่สุดของสารสกัดด้วยเอทานอลโดย

ใช้ซอกเลต (S1) ที่เป็นพิษต่อเซลล์มะเร็งล าไส้ (SW620) ร้อยละ 50 หรือหาค่า IC50 ( Inhibit 

concentration 50%) ดังนี ้
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รูปที่ ผ2 กราฟแสดงความสัมพันธ์ระหว่างเปอร์เซ็นการอยู่รอดของเซลล์มะเร็งล าไส้ (% cell survival) 

เมื่อได้รับสารสกัดด้วยเอทานอลโดยใช้ซอกเลต (S1) ทีค่วามเข้มข้น (เจือจาง 2 เท่า), 100, 50, 25 และ 

12.5 µg/mL 

 

จากกราฟสามารถค านวณหาความเข้มข้นต ่าที่สุดของสารสกัดด้วยเอทานอลโดยใช้ซอกเลต (S1) ที่เป็นพิษต่อ

เซลล์มะเร็งล าไส้ (SW620)  ร้อยละ 50 หรือหาค่า IC50  

โดยใช้สมการเส้นตรง         y = -0.06449x + 69.604 (R2 = 0.9762) 

เมื่อ  y คือ % การอยู่รอดของเซลล์มะเร็งล าไส้          

x คือ ความเข้มข้นของสารสกัดด้วยเอทานอลโดยใช้ซอกเลต (S1) ที่มี

เปอร์เซ็นการอยู่รอดของเซลล์มะเร็งล าไส้เท่ากับ 50            

แทนค่า    y = 50         ลงในสมการ     

จะได้    50 = -0.06449x + 69.604 

    x = 
(50−69.604)

−0.06449
    

    y = 30.40 ≈ 30                                         

ดังนั้น ความเข้มข้นต ่าที่สุดของสารสกัดด้วยเอทานอลโดยใช้ซอกเลต (S1) ที่เป็นพิษต่อเซลล์มะเร็งล าไส้ 

(SW620)  ร้อยละ 50 คือ 30 µg/mL  
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2.2 ผลการทดสอบฤทธ์ิต้านอนุมลูอิสระด้วยวิธิี 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl radical scavenging 

capacity (DPPH assay) 

การค านวณ IC50  ของสารละลายมาตรฐาน Trolox 

 

 
รูปที่ ผ3 กราฟแสดงความสัมพันธ์ของสารละลายมาตรฐาน Trolox ระหว่างความเข้มข้น 40, 20, 10, 5, 

2.5, 1.25 และ 0.625 µg/mL และ ร้อยละการยับยั้งอนุมูลอิสระ DPPH (%inhibition) ที่ความยาวคลื่น 

517 nm 

 

หา IC50 ได้จากสมการ  y = 0.0113x + 0.0952 (R2 = 0.9989) 

เมื่อ  y คือ  %inhibition 

x คือ ความเข้มข้นของสารละลายมาตรฐานโทรลอกซ์ (Trolox) (µg/ml) 

โดยแทนค่า   y = 50 ลงในสมการ 

 จะได้  x = 
(50−0.0952)

0.0113
  

   x = 18.81 

ดังนั้น IC50 ของสารละลายมาตรฐานโทรลอกซ์ (Trolox) คือ 18.81 µg/mL 
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การค านวณ IC50  ของสารสกัดด้วยเอทานอลโดยใช้ซอกเลต (S1)  

 

 
รูปที่ ผ4 กราฟแสดงความสัมพันธ์ของสารสกัดด้วยเอทานอลโดยใช้ซอกเลต (S1) ระหว่างความเข้มข้น 

100, 50, 25 ,12.5 และ 6.25 mg/mL และ 0.625 mg/mL และ ร้อยละการยับยั้งอนุมูลอิสระ DPPH 

(%inhibition)ที่ความยาวคลื่น 517 nm 

 

หา IC50 ได้จากสมการ  y = 0.5011x + 12.173 (R2 = 0.9944) 

เมื่อ  y คือ  %inhibition 

x คือ ความเข้มข้นของสารสกัด (mg/mL) 

โดยแทนค่า   y = 50 ลงในสมการ 

 จะได้  50 = 0.5011x + 12.173 

x = 
(50−12.173)

0.5011
  

   x = 75.49 

ดังนั้น IC50 ของสารสกัดด้วยเอทานอลโดยใช้ซอกเลต (S1)  คือ 75.49 mg/mL 
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การค านวณความสามารถในการต้านอนุมูลอิสระของตัวอย่างที่วิเคราะห์เทียบกับสารละลายมาตรฐาน 

โทรลอกซ์ (TEAC, Trolox Equivalents Antioxidant Capacity) 

 

 
รูปที่ ผ5 กราฟแสดงความสัมพันธ์ของสารละลายมาตรฐาน Trolox ระหว่างความเข้มข้น 40, 20, 10, 5, 

2.5, 1.25 และ 0.625 µg/mL และค่าดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 517 nm 

 

การค านวณ 

1. หาค่าดูดกลืนแสงของสารละลายตัวอย่าง 

ความเข้มข้นของสารละลายตัวอย่างที่ใช้ในการทดสอบ 0.625 mg/mL 

ค่าการดูดกลืนแสงของสารละลายตัวอย่างที่ความเข้มข้น 0.625 mg/mL  

= AControl - ASample  

= 0.621 – 0.314 

= 0.308 

2. หาความเข้มข้นของสารละลายมาตรฐานโทรลอกซ์ (Trolox) 

จากสมการของกราฟแสดงความสัมพันธ์สารละลายมาตรฐานโทรลอกซ์ (Trolox) 

y = 0.0113x + 0.0952 (R2 = 0.9998)  

เมื่อ  x คือ ความเข้มข้นของสารละลายมาตรฐานโทรลอกซ์ (Trolox) (µg/ml) 

  y คือ ค่าการดูดกลืนแสง 

แทนค่าดูดกลืนแสงของสารละลายตัวอย่างที่ความเข้มข้น 0.625 mg/mL คือ 

y = 0.308 ลงในสมการ 

จะได้   0.308 = 0.0113x + 0.0952 

   x = 
(0.308−0.0952)

0.0113
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   x = 18.27  

ดังนั้น ความเข้มข้นของสารละลายมาตรฐานโทรลอกซ์ (Trolox) คือ 18.27 µg/mL  

หรือ 0.01827 mg/mL 

3. หาความสามารถในการต้านอนุมูลอิสระของตัวอย่างที่วิเคราะห์เทียบกับสารละลายมาตรฐาน 

โทรลอกซ์ เรียกว่า TEAC (Trolox Equivalents Antioxidant Capacity; mg Trolox/ (g) extract) 

จากสมการ (2.3) 

mg of Trolox equivalents / (g) extract = 
Ctrolox (mg/mL) × DF  ×VSolvent(mL)

MExtract (g)
  

เมื่อ CTrolox = ความเข้มข้นของสารละลายมาตรฐานโทรลอกซ์ (Trolox) จากการน าค่า 

การดูดกลืนแสงของสารละลายตัวอย่างไปเทียบกับกราฟของสารละลายมาตรฐาน 

โทรลอกซ์ (Trolox) (mg/mL) 

DF (Dilution factor) = ค่าจากการเจือจางสารละลายตัวอย่าง 

VSolvent = ปริมาณของตัวท าละลายที่ใช้ในการสกัด (mL) 

MExtract = น ้าหนักของสารสกัด (g) 

แทนค่า  CTrolox = 0.01827 mg/mL 

  DF (Dilution factor) = 
200 mg/mL

0.625 mg/mL
  = 320 

ซึ่งหาได้จากการเจือจางความเข้มข้นจาก stock ของสารละลายตัวอย่างที่ความ

เข้มข้น 200 mg/mL เป็น 0.625 mg/mL  

  VSolvent =  0.05425 mL 

  MExtract = 0.1085 g     

mg of Trolox equivalents / (g) extract = 
0.01827

mg

mL
× 320 × 0.5425 mL

0.1085 g
  

= 29.23 mg of Trolox equivalents / gram of the 

S1 extract  

ดังนั้น ความสามารถในการต้านอนุมูลอิสระของตัวอย่างที่วิเคราะห์เทียบกับสารละลายมาตรฐาน 

โทรลอกซ์ เท่ากับ 29.23 mg of Trolox equivalents / gram of the S1 extract  
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3. การค านวณผลการวิเคราะห์กลุ่มสารที่เป็นองค์ประกอบ 

3.1 ผลการวิเคราะห์ปริมาณพอลิแซ็กคาไรด์ (Total Polysaccharides)  

 

 
รูปที่ ผ6 กราฟแสดงความสัมพันธ์ของสารละลายมาตรฐาน D-glucose ระหว่างความเข้มข้น (µg/ml) 

และค่าดูดกลืนแสงที่ความยามคลื่น 490 nm 

 

การค านวณ 

1. หาค่าดูดกลืนแสงของสารละลายตัวอย่าง 

ความเข้มข้นของสารละลายตัวอย่างที่ใช้ในการทดสอบ 75 mg/mL 

ค่าดูดกลืนแสงของสารละลายตัวอย่างที่ความเข้มข้น 75 mg/mL  

= AControl - ASample  

   = 0.445 – 0.053 

   = 0.329 

2. หาความเข้มข้นของสารละลายมาตรฐานกลูโคส (D-glucose)   

จากสมการของกราฟแสดงความสัมพันธ์สารละลายมาตรฐานกลูโคส (D-glucose) ที่ความเข้มข้น 

200, 100, 50, 25, 12.5 และ 6.25 µg/mL 

y = 0.0037x + 0.0222 (R2 = 0.9992)  

เมื่อ  x คอื ความเข้มข้นของสารละลายมาตรฐานกลูโคส (D-glucose) (µg/ml) 

  y คือ ค่าการดูดกลืนแสง 

แทนค่าดูดกลืนแสงของสารละลายตัวอย่างที่ความเข้มข้น 75 mg/mL คือ 

y = 0.329 ลงในสมการ 

จะได้   0.329 = 0.0037x + 0.0222 

   x = 
(0.329−0.0222)

0.0037
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   x = 99.95 

ดังนั้น ความเข้มข้นของสารละลายมาตรฐานกลูโคส (D-glucose) คือ 99.95 µg/mL  

หรือ 0.09995 mg/mL 

3. หาปริมาณพอลิแซ็กคาไรด์ (Total Polysaccharides) ในรูป mg of glucose equivalents / g crude ซึ่ง

ได้จากการแทนค่าในสมการ (2.5) 

mg of glucose equivalents / (g) extract = 
CGlucose (mg/mL) × DF  ×VSolvent(mL)

MExtract (g)
 

เมื่อ CGlucose = ความเข้มข้นของสารละลายมาตรฐานกลูโคส (Glucose) จากการน าค่าการ

ดูดกลืนแสงของสารละลายตัวอย่างไปเทียบกับกราฟของสารละลายมาตรฐาน

กลูโคส (Glucose) (mg/mL) 

DF (Dilution factor) = ค่าจากการเจือจางสารละลายตัวอย่าง 

VSolvent = ปริมาตรของตัวท าละลายที่ใช้ในการสกัด (mL) 

MExtract = น ้าหนักของสารสกัด (g) 

แทนค่า   CGlucose = 0.09995 mg/mL  

DF (Dilution factor) = 
150 mg/mL

75 mg/mL
  = 2 

ซึ่งหาได้จากสารสกัดความเข้มข้น 150 mg/mL น ามาเจือจาง (เจือจาง 2 เท่า) เป็น

ความเข้มข้น 75 mg/mL 

VSolvent = 10 mL  

MExtract = 0.0802 g  

 mg of glucose equivalents / (g) extract = 
CGlucose (mg/mL) × DF  ×VSolvent(mL)

MCrude (g)
 

 = 
0.09995

mg

mL
 ×2 ×10 mL

0.0802 g
 

= 24.92 mg of glucose equivalents / gram of 

the S3 extract  

ดังนั้น ปริมาณพอลิแซ็กคาไรด์ (Total Polysaccharides) ของเห็ดหลินจือเขากวาง 24.92 mg of glucose 

equivalents / gram of the S3 extract 
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3.2 ผลการวิเคราะห์ปริมาณฟีนอลรวม (Total phenolic compounds) ด้วยวิธี Folin-Ciocalteu 

reagent 

 

 
รูปที่ ผ7 กราฟแสดงความสัมพันธ์ของสารละลายมาตรฐานกรดแกลลิคที่ความเข้มข้นต่างๆ ดังนี้ 125, 

100, 75, 50 และ 25  µg/mL และค่าดูดกลืนแสงที่ความคลื่น 765 nm 

 

การค านวณ 

1. หาค่าดูดกลืนแสงของสารละลายตัวอย่าง 

ความเข้มข้นของสารละลายตัวอย่างที่ใช้ในการทดสอบ 0.781 mg/mL 

ค่าการดูดกลืนแสงของสารละลายตัวอย่างที่ความเข้มข้น 0.781 mg/mL  

= AControl - ASample  

   = 0.184 – 0.049 

   = 0.179 

2. หาความเข้มข้นของสารละลายมาตรฐานกรดแกลลิค   

จากสมการของกราฟแสดงความสัมพันธ์สารละลายมาตรฐานกรดแกลิคที่ความเข้มข้น 125, 100, 

75, 50 และ 25  µg/mL 

y = 0.0035x + 0.0383 (R2 = 0.9974)  

เมื่อ  x คือ ความเข้มข้นของสารละลายมาตรฐานกรดแกลลิค (µg/ml) 

  y คือ ค่าการดูดกลืนแสง 

แทนค่าดูดกลืนแสงของสารละลายตัวอย่างที่ความเข้มข้น 0.781 mg/mL คือ 

y = 0.179 ลงในสมการ 

จะได้  0.179 = 0.0035x + 0.0383 

   x = 
(0.179−0.0383)

0.0035
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ดังนั้น ความเข้มข้นของสารละลายมาตรฐานกรดแกลลิค คือ 62.09 µg/mL  

หรือ 0.06209 mg/mL 

3. หาปริมาณฟีนอลรวม (Total phenolic compounds) ในรูป mg of gallic acid equivalents / (g) 

extract ซึ่งได้จากการแทนค่าในสมการ (2.6) 

mg of gallic acid equivalents / (g) extract = 
CGallic acid (mg/mL) × DF  ×VSolvent(mL)

MExtract (g)
  

เมื่อ C Gallic acid = ความเข้มข้นของสารละลายมาตรฐานกรดแกลลิค จากการน าค่าการ

ดูดกลืนแสงของสารละลายตัวอย่างไปเทียบกับกราฟของสารละลายมาตรฐานกรด

แกลลิค  

DF (Dilution factor) = ค่าจากการเจือจางสารละลายตัวอย่าง 

VSolvent = ปริมาณของตัวท าละลายที่ใช้ในการสกัด 

MExtract = น ้าหนักของสารสกัด 

แทนค่า  C Gallic acid = 0.06209 mg/mL  

DF (Dilution factor) = 
200 mg/mL

0.781 mg/mL
 =256 

ซึ่งหาได้จากเจือจาง stock ของสารละลายตัวอย่างที่ความเข้มข้น 200 mg/mL  

เป็น 0.781 mg/mL 

VSolvent = 1.0665  mL  

MExtract = 0.2133 g  

 mg of gallic acid equivalents / (g) sample = 
CGallic acid (mg/mL) × DF  ×VSolvent(mL)

MSample (g)
  

 = 
0.06209 

mg

mL
 ×256 ×1.0665 mL

0.2133 g
 

 = 79.47 mg of gallic acid equivalents (GAE) / 

 gram of the S1 extract 

ดังนั้น ปริมาณฟีนอลรวม (Total phenolic compounds) ของเห็ดหลินจือเขากวาง 79.47 mg of 

gallic acid equivalents (GAE) / gram of the S1 extract 
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รูปที่ ผ8 1H-NMR ของสารสกัดเอทานอลโดยใช้ซอกเลต (S1)  

 

 
รูปที ่ผ9 1H-NMR ของสารสกัดด้วยด้วยเอทานอล (S2)  
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รูปที่ ผ10 1H-NMR ของสารสกัดแยกด้วยเฮกเซน (S1/H)  

 
รูปที่ ผ11 1H-NMR ของสารสกัดแยกด้วยไดคลอโรมีเทน (S1/D)  
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รูปที่ ผ12 1H-NMR ของสารสกัดแยกด้วยเมทานอล (S1/M)  

 
รูปที่ ผ13 โครมาโทแกรมจากการวิเคราะห์ด้วยเทคนิค HPLC ของสารสกัดแยกด้วยไดคลอโรมีเทน 

(S1/D) 
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รูปที่ ผ14 สารสกัดด้วยเอทานอลโดยใช้ซอกเลต (S1) มคีวามเป็นพิษต่อเซลล์มะเร็งเต้านม (BT474) 

 

 
Control DMSO 

 
ความเข้มข้น 200 µg/mL 

 
ความเข้มข้น 20 µg/mL 

 
 ความเข้มข้น 2 µg/mL 

 
ความเข้มข้น 0.2 µg/mL 

 
ความเข้มข้น 0.02 µg/mL 
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Control DMSO 

 
ความเข้มข้น 200 µg/mL 

 
ความเข้มข้น 20 µg/mL 

 
 ความเข้มข้น 2 µg/mL 

 
ความเข้มข้น 0.2 µg/mL 

 
ความเข้มข้น 0.02 µg/mL 

รูปที ่ผ15 สารสกัดด้วยเอทานอลโดยใช้ซอกเลต (S1) มคีวามเป็นพิษต่อเซลล์มะเร็งปอด (Chago-K1) 
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Control DMSO 

 
ความเข้มข้น 200 µg/mL 

 
ความเข้มข้น 20 µg/mL 

 
 ความเข้มข้น 2 µg/mL 

 
ความเข้มข้น 0.2 µg/mL 

 
ความเข้มข้น 0.02 µg/mL 

รูปที่ ผ16 สารสกัดด้วยเอทานอลโดยใช้ซอกเลต (S1) มคีวามเป็นพิษต่อเซลล์มะเร็งตับ (Hep-G2)   
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Control DMSO 

 
ความเข้มข้น 200 µg/mL 

 
ความเข้มข้น 20 µg/mL 

 
 ความเข้มข้น 2 µg/mL 

 
ความเข้มข้น 0.2 µg/mL 

 
ความเข้มข้น 0.02 µg/mL 

รูปที่ ผ17 สารสกัดด้วยเอทานอลโดยใช้ซอกเลต (S1) มคีวามเป็นพิษต่อเซลล์มะเร็งกระเพาะอาหาร 

(KATO-III) 
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Control DMSO 

 
ความเข้มข้น 200 µg/mL 

 
ความเข้มข้น 20 µg/mL 

 
 ความเข้มข้น 2 µg/mL 

 
ความเข้มข้น 0.2 µg/mL 

 
ความเข้มข้น 0.02 µg/mL 

รูปที ่ผ18 สารสกัดด้วยเอทานอลโดยใช้ซอกเลต (S1) มคีวามเป็นพิษต่อเซลล์มะเร็งล าไส้ (SW620) 
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ตารางที่ ผ3 แสดงการท า TLC 

ตัวท าละลายที่ใช้ : Methanol 

สารละลายตัวอย่าง :  

- จุดที่ 1 : สารสกัดที่ได้จากการสกัดเห็ดหลินจือเขากวางด้วยวิธี solvent extraction ครั้งที่ 1  

- จุดที่ 2 : สารสกัดที่ได้จากการสกัดเห็ดหลินจือเขากวางด้วยวิธี solvent extraction ครั้งที่ 2  

- จุดที่ 3 : สารสกัดที่ได้จากการสกัดเห็ดหลินจือเขากวางด้วยวิธี solvent extraction ครั้งที่ 3  

- จุดที่ 4 : สารสกัดที่ได้จากการสกัดเห็ดหลินจือเขากวางด้วยวิธี soxhlet   

 

Mobile phase 254 nm 365 nm Ceric Ammonium 

Molybdate 

Vanillin 

Methanol  
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Acetone 

 

   

 

Dichlorometha

ne 
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Ethyl  Acetate 
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ประวัติผู้วิจยั 

 

นางสาวนุสรา ภูมิใจ เกิดเมื่อวันที่ 3 เดือนกันยายน พ.ศ. 2537 ที่จังหวัดกรุงเทพมหานคร ส าเร็จการศึกษาชั้น

มัธยมศึกษาตอนปลายจากโรงเรียนกาญจนาภิเษกวิทยาลัย นครปฐม (พระต าหนักสวนกุหลาบมัธยม) จังหวัด

นครปฐม เมื่อ พ.ศ. 2557 เข้าศึกษาต่อในหลักสูตรวิทยาศาสตรบัณฑิต ภาควิชาเคมี คณะวิทยาศาสตร์ 

จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย เมื่อปีการศึกษา 2560 ได้รับทุนอุดหนุนการศึกษาจากคณะวิทยาศาสตร์ จุฬาลงกรณ์

มหาวิทยาลัย ที่อยู่ที่สามารถติดต่อได้ บ้านเลขที่ 60/161 ต าบล/แขวง กระทุ่มล้ม อ าเภอ/เขต สามพราน 

จังหวัด นครปฐม รหัสไปรษณีย์ 73220 อีเมล Nusara.poomjai@gmail.com 
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