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บทคัดย่อ
 วัตถุประสงค์เพื่อศึกษาฤทธิ์ยับยั้งและฆ่าเชื้อแคน- 

ดิดา อัลบิแคนส์ของสารสกัดสมอพิเภกแห้งในแฟรกชั่น 

ไดคลอโรมีเทน รวมทั้งหาความเป็นพิษต่อเซลล์และ

หาความเข้มข้นสูงสุดของสารสกัดสมอพิเภกแห้งใน 

แฟรกชั่นไดคลอโรมีเทนที่ไม่ก่อให้เกิดความเป็นพิษต่อ

เซลล์สร้างเส้นใยจากเหงือกมนุษย์

 น�าสารสกัดหยาบของสมอพิเภกแห้งในเอทานอล 

มาแยกสารด้วยเทคนิคการสกัดของเหลวด้วยของเหลว 

โดยสามารถแยกออกได้ 5 แฟรกชัน่ตามความมข้ัีวของสาร

Abstract
 The aims of this study were to evaluate 

anticandidal effect of Terminalia bellirica compounds 

in dichloromethane fraction on Candida albicans and 

to determine the cytotoxic effect on human gingival 

fibroblasts. 

 Dried Terminalia bellerica crude ethanolic 

extract was extracted by liquid-liquid extract 

technique. Fractionated ethanolic was separated into 

5 fractions orderly by its polarity; hexane fraction, 



ได้แก่ แฟรกชัน่เฮกเซน แฟรกช่ันไดคลอโรมเีทน แฟรกชัน่

เอทิล อะซีเตต แฟรกชั่นบิวทานอล และแฟรกชั่นน�้า น�า

สารสกัดสมอพิเภกแห้งแต่ละแฟรกช่ันมาทดสอบหาฤทธิ์

ยับยั้งและฆ่าเชื้อแคนดิดา อัลบิแคนส์ (สายพันธุ์ ATCC 

90028) พบว่ามีเฉพาะแฟรกชั่นไดคลอโรมีเทนที่มีฤทธิ ์

ฆ่าเช้ือแคนดดิา อลับแิคนส์เท่าน้ัน จึงน�าความเข้มข้นต�า่สดุ

ของสารสกัดสมอพิเภกแห้งในแฟรกชั่นไดคลอโรมีเทนท่ี

สามารถยับยั้งเชื้อแคนดิดา อัลบิแคนส์ ทดสอบด้วยวิธ ี

ดิสก์ ดิฟฟิวชัน่ และทดสอบฤทธิย์บัยัง้และฆ่าเช้ือแคนดดิา 

อัลบิแคนส์ ด้วยวิธีไมโครบรอท ไดลูชั่น พบว่าสามารถ

ยับยั้งเชื้อแคนดิดา อัลบิแคนส์ได้ร้อยละ 96.51 ท่ีความ

เข้มข้น 20 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตรและฆ่าเชื้อแคนดิดา  

อัลบิแคนส์ได้มากกว่าร้อยละ 99.93 ที่ความเข้มข้น 25 

มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร 

 น�าชิ้นเหงือกที่ได้จากการผ่าฟันคุดจากอาสาสมัคร  

3 คน มาท�าการเพาะเลีย้ง จากนัน้น�าเซลล์สร้างเส้นใยจาก

เหงือกมนุษย์มาทดสอบความเป็นพษิต่อเซลล์ของสารสกดั

สมอพิเภกแห้งในแฟรกชัน่ของไดคลอโรมเีทน โดยเตมิสาร

สกัดสมอพิเภกแห้งในแฟรกชั่นของไดคลอโรมีเทนความ

เข้มข้นต่าง ๆ ในอาหารเลี้ยงเซลล์สร้างเส้นใยเหงือก แล้ว

เพาะเลี้ยงต่อเป็นเวลา 24 ชั่วโมง โดยมีกลุ่มที่ใช้เพียง

อาหารเลี้ยงเซลล์ชนิดปราศจากซีรัมเป็นกลุ่มควบคุม น�า

เซลล์กลุ่มต่าง ๆ เหล่านี้ไปท�าการทดสอบความมีชีวิตของ

เซลล์ด้วยเทคนิคเอ็มทีที จากนั้นน�าไปวัดค่าดูดกลืนแสง

ด้วยเครื่องไมโครเพลตรีดเดอร์ในช่วงความยาวคลื่นแสง 

570 นาโนเมตร พบว่ากลุ่มเซลล์ที่ได้รับสารสกัดเข้มข้น 

625 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร เป็นความเข้มข้นที่มากที่สุดที่

ไม่มพิีษต่อเซลล์อย่างมนัียส�าคัญทางสถติิเมือ่เทียบกบักลุม่

ควบคมุ (p≥0.01) แต่ในขณะทีค่วามสามารถในการฆ่าเชือ้

แคนดิดา อัลบิแคนส์ได้นั้นอยู่ที่ความเข้มข้นของสารสกัด

ท่ี 25,000 ไมโครกรมัต่อมลิลลิติร ดังนัน้จงึควรมกีารศกึษา

เก่ียวกับสารสกัดของผลสมอพิเภกแห้งเพิ่มเติม และ

ระมัดระวังหากต้องการน�ามาพัฒนาเป็นต�าหรับยารักษา

โรคเชื้อราในช่องปากต่อไป 

ค�ำส�ำคัญ: แคนดิดา อัลบิแคนส์ สมอพิเภก ความเป็นพิษ

dichloromethane fraction, ethyl acetate fraction, 

butanol fraction and aqueous fraction. Antifungal 

activity against Candida albicans (ATCC 90028) of 

all fractioms was determined using disc diffusion 

method. In this study, the only dichloromethane 

fraction showed the effect against Candida albicans. 

Then, the lowest concentration of Terminalia bellirica 

compounds in dichloromethane fraction that exhibited 

anticandidal activity on disc diffusion assay was used 

as initial concentration in microbroth dilution. The 

results showed the minimum concentrations of 

Terminalia bellerica compounds in dichloromethane 

fraction that inhibited 96.51% and 99.93% of Candida 

albicans growth were 20 mg/ml and 25 mg/ml, 

respectively. 

 Gingival tissue samples were collected from 3 

subjects. The gingival tissues were harvested during 

a surgical procedure of impacted tooth removal. 

Human gingival fibroblast cultures were obtained 

from gingival explants. The fibroblasts were cultured 

in cell culture medium without serum and treated 

with various concentrations of Terminalia bellirica 

compounds in dichloromethane fraction for 24 hours. 

Dichloromethane fraction-free wells were used as a 

control condition. Cells viability was determined by 

using the MTT solution and the optical density (OD) 

was measured using microplate reader (wave length 

570 nm). The Terminalia bellirica compounds in 

dichloromethane fraction at concentration of 625 µg/

mL was the maximum concentration that had no 

cytotoxicity on human gingival fibroblasts (p≥0.01)

whereas the maximum fungicidal concentration of 

Terminalia bellirica compounds in dichloromethane 

fraction was 25,000 µg/ml. Thus, the dichloromethane 

fraction of Terminalia bellirica compounds need more 

studies for further be used clinically in oral medicine.

Keywords: Candida albicans, terminalia bellirica, 

cytotoxic effect
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บทน�า
 ในช่องปากมักพบเชื้อประจ�าถิ่น (normal flora) อยู่

หลายชนิด เมื่อเนื้อเยื่อภายในช่องปากมีภูมิต้านทานต่อเชื้อ

น้อยลงจะท�าให้เกิดโรคราในช่องปากและคอหอยข้ึนได ้ 

(oropharyngeal candidiasis)(1) ซึง่มกัเกดิจากเชือ้แคนดดิา  

อลับแิคนส์ (Candida albicans) เช้ือราชนดินีส้ามารถเจรญิ

ได้ดทีีอุ่ณหภูม ิ15-37 องศาเซลเซยีส(2) สามารถเปลีย่นแปลง

สภาวะแวดล้อมจากกรดหรอืด่างให้เป็นกลางได้ ท�าให้ทนต่อ

สภาพแวดล้อมต่าง ๆ ได้ดี(3-7) ต้ังแต่อดีตจนถึงปัจจุบัน 

ได้มีการน�าสมุนไพรมาสกัดเป็นยาบ�าบัดโรคต่าง ๆ ซึ่งเป็น

ทางเลือกหนึ่งนอกจากการรักษาแผนปัจจุบัน อีกท้ังยังมี

ประโยชน์ในแง่การลดค่าใช้จ ่ายในการน�าเข้ายาจาก 

ต่างประเทศ ปัจจุบันยาสมุนไพรเป็นที่นิยมใช้กันอย่าง 

แพร่หลาย ทั้งนี้เพราะสมุนไพรหลายชนิดมีความปลอดภัย

เกิดผลข้างเคียงต�่า และมีราคาถูก(8) สารสกัดจากผลสมอ

พิเภกได้มีการน�ามาใช้ในการรักษาความผิดปกติของระบบ

ทางเดนิหายใจ และใช้รกัษาความผดิปกติของระบบทางเดนิ

อาหารในสัตว์ทดลอง สมอพิเภกเป็นสมุนไพรท่ีพบได้ใน 

ภูมิอากาศแบบร้อนชื้นในเอเชียใต้และเอเชียตะวันออก 

เฉียงใต้ มีฤทธิ์ทางเภสัชวิทยาในการยับยั้งเช้ือรา เชื้อ

แบคทีเรีย ต้านไวรัส และยีสต์(9) นอกจากนี้ยังมีรายงานวิจัย

พบว่าเปลือกของผลสมอพิเภกแห้งมีสารส�าคัญได้แก่  

เทอร์มลิกิแนน (termilignan) แทนนิลกิแนน (thannilignan) 

7-ไฮดรอกซ-ี3,4-เมทลิลนีไดออกซฟีลาวาน (7-hydroxy-3, 

4-(methylenedioxy)-flavan) และอะโนลิกแนน บ ี 

(anolignan B) ทีมี่ฤทธิใ์นการยบัยัง้เชือ้แคนดิดา อลับิแคนส์  

ซึ่งเป็นเช้ือสาเหตุหลักในการเกิดโรคราแคนดิดาใน 

ช่องปาก(10,11) จากงานวิจัยที่ผ่านมามีการศึกษาสารสกัด

หยาบจากสมอพเิภกของไทยในเอทานอลพบว่ามฤีทธิย์บัยัง้

และฆ่าเชื้อราแคนดิดา อัลบิแคนส์(10,12) แต่ยังเป็นเพียงการ

สกัดหยาบเท่านั้น เหตุนี้จึงเป็นที่มาของการพัฒนาสกัดแยก

สารออกฤทธิอ์อกมาให้บริสทุธิย์ิง่ขึน้โดยการศึกษาฤทธิย์บัยัง้

และฆ่าเชื้อราแคนดิดา อัลบิแคนส์ของสารสกัดในแฟรกชั่น 

ของไดคลอโรมีเทนจากผลสมอพิเภกแห้งเพื่อให้ได้ข้อมูล 

พื้นฐานซึ่งสามารถน�าไปประยุกต์ใช้พัฒนาต�ารับยาให้เป็น

ส่วนหนึ่งในการรักษาโรคราแคนดิดาในช่องปากต่อไป

 การน�าสมนุไพรมาใช้อย่างปลอดภยัและมปีระสทิธภิาพ 

ต้องมกีารค�านงึถงึขนาดและปริมาณของสมนุไพรทีเ่หมาะสม 

รวมถึงมีการค�านึงถึงความเป็นพิษของสมุนไพรเมื่อน�ามาใช้

ในการรักษา ทัง้นีย้งัไม่พบรายงานการทดสอบความเป็นพษิ

ของสารสกัดลิกแนนส์จากสมอพิเภกต่อเซลล์ในช่องปาก  

ดงันัน้การวจิยันีจ้งึมีอกีหนึง่วตัถุประสงค์เพือ่หาความเป็นพิษ

ต่อเซลล์และหาความเข้มข้นสูงสุดของสารสกัดสมอพิเภก

แห้งในในแฟรกชัน่ไดคลอโรมเีทนทีไ่ม่ก่อให้เกดิความเป็นพษิ

ต่อเซลล์สร้างเส้นใยจากเหงือกมนุษย์

วัสดุและวิธีการ
 วิธีการด�าเนินงานวิจัยแบ่งเป็น 2 ส่วน ได้แก่ ส่วนที่ 1 

คือ การทดสอบฤทธิ์ยับยั้งเชื้อแคนดิดา อัลบิแคนส์ของสาร

สกัดในแฟรกช่ันของไดคลอโรมีเทนจากผลสมอพิเภกแห้ง 

และส่วนที่ 2 ทดสอบหาความเป็นพิษต่อเซลล์และหาความ

เข้มข้นสูงสุดของสารสกัดสมอพิเภกแห้งในในแฟรกชั่น 

ไดคลอโรมีเทนที่ไม่ก่อให้เกิดความเป็นพิษต่อเซลล์สร้าง

เส้นใยจากเหงือกมนุษย์

กำรเตรียมสำรสกัดหยำบ
 น�าเปลือกและเนื้อสมอพิเภกแห้งมาบดด้วยครกแล้ว

เข้าเครื่องปั่นละเอียด ได้ผงสมอพิเภกรวมกันทั้งส่วนเปลือก

และเนื้อทั้งหมด 11,000 กรัม จากนั้นน�าไปแช่ยุ่ยโดยแบ่ง

ชั่งผงสมอพิเภกน�้าหนัก 1,000 กรัม ห่อด้วยผ้าขาวบาง แล้ว

ใส่ในขวดแก้วปากกว้าง เติมเอทิลแอลกอฮอล์ ความเข้มข้น

ร้อยละ 95 ในอัตราส่วนโดยมวลต่อปริมาตรของผงต่อน�้า 

เป็นปริมาตร 2,000 มิลลิลิตร แช่ทิ้งไว้ 3 วัน ที่อุณหภูมิห้อง 

ท�าซ�้าทั้งหมด 11 ครั้งจนกระทั่งผงหมด กรองสารละลายที่

ได้ด้วยกระดาษกรอง จากนั้นน�าไปผ่าน เครื่องโรตารีอีวา 

โพเรเตอร์เพื่อระเหยแห้ง

	 กำรท�ำโครมำโตกรำฟีแบบแผ่นบำงเพื่อหำระบบ 

ตัวท�ำละลำย

 น�าสารสกัดหยาบท่ีระเหยแห้งแล้วมาทดสอบหาตัว 

ท�าละลาย ในการทดลองนีไ้ด้สุม่เลอืกใช้ตวัท�าละลาย 6 ชนดิ 

ได้แก่ เอทานอลต่อเมทานอล อัตราส่วน 9 : 1 เอทานอลต่อ

เมทานอล อัตราส่วน 8 : 2 เอทานอลต่อเมทานอล อัตราส่วน 

7 : 3 ไดคลอโรมเีทน ต่อเมทานอล อตัราส่วน 9 : 1 ไดคลอโร

มีเทนต่อเมทานอล อัตราส่วน 8 : 2 ไดคลอโรมีเทนต่อ  

เมทานอล อัตราส่วน 7 : 3 ซึ่งจากการทดลองนี้พบว่าตัวท�า 

ละลายที่สามารถแยกสารสกัดหยาบได้ เป็นแถบสั้น ๆ และ
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มีขอบเขตชัดเจนที่สุด คือ ไดคลอโรมีเทนต่อเมทานอล 

อัตราส่วน 9 : 1

	 กำรสกัดของเหลวด้วยของเหลว

 ชั่งสารสกัดหยาบจากสมอพิเภก 15 กรัม ละลายใน 

เมทานอล 50 มิลลิลิตร จากนั้นน�าสารละลายที่ได้ใส่ลงใน

กรวยแยก เริม่ท�าการแยกสาร โดยเริม่จากสารทีไ่ม่มขีัว้ก่อน 

ในทีน้ี่จะใช้ เฮกเซน (hexane) เป็นตัวท�าละลาย ตวงเฮกเซน 

50 มิลลิลิตร ปิดฝาแล้วเขย่าเป็นรูป “∞” รอให้ สารละลาย

ตกตะกอนแยกชั้นกัน สารสกัดหยาบสมอพิเภกที่ละลายใน

เมทานอลจะอยู่ชั้นล่าง เนื่องจากมีความหนาแน่นมากกว่า

เฮกเซน แล้วเก็บแฟรกชั่นของเมทานอลไว้ในบีกเกอร์จาก

นั้นไขกรวยเก็บแฟรกชั่นของ เฮกเซนออกมาเก็บในขวด 

รูปชมพู่ (erlenmeyer flask) น�าแฟรกชั่นของเมทานอล 

ใส่กลับเข้าไปในกรวยแยกแล้วท�าซ�้าทั้งหมด 3 ครั้ง ท้ังน้ี 

เนื่องจากในแฟรกชั่นของเฮกเซนจะมีน�้าอยู่จึงเติมเกลือ

โซเดียม ซัลเฟต (sodium sulfate salt) ลงไปในขวดรูปชมพู่

เพื่อจับน�้าออกจากสารละลาย

 จากน้ันเปล่ียนสารตัวท�าละลายจากสารที่มีขั้วน้อย 

ไปมาก ในการทดลองนี้เลือกใช้ ไดคลอโรมีเทน ก่อนอื่นเติม

น�้ากลั่นให้แฟรกชั่นของเมทานอลมีความเข้มข้นร้อยละ 20 

โดยปริมาตร หากได้แฟรกชั่นของเมทานอลจากข้ันตอนที่

แล้วมาปริมาตร 50 มิลลิลิตร แล้วเติมน�้ากลั่นเพิ่มอีก 200 

มลิลลิติร แล้วจงึเตมิไดคลอโรมเีทน 250 มิลลลิิตร เขย่าแล้ว

รอให้สารละลาย ตกตะกอนแยกชัน้ เก็บแฟรกชัน่ของเมทานอล

และน�า้ เหลือแฟรกชัน่ของไดคลอโรมเีทนทิง้ไว้ในกรวยแยก 

เติมไดคลอโรมีเทนเพิ่ม และท�าซ�้าให้ได้ทั้งหมด 3 ครั้ง ท�า

ต่อไปโดยใช้ตัวท�าละลายเป็นเอทิลอะซีเตต และ บิวทานอล 

250 มิลลิลิตร ตามล�าดับ โดย ในแต่ละตัวท�าละลายจะเขย่า

และท�าซ�้า 3 ครั้ง ด้วยวิธีการแบบเดิม น�าแฟรกชั่นที่ได้ของ

สารแต่ละชนิดไประเหยด้วยเครือ่งโรตาร ีอวีาโพเรเตอร์ และ

ระเหยแห้งโดยใส่ถ้วยระเหยสารวางบนอ่างน�า้ควบคมุอณุหภมูิ

ส่วนท่ี	 1	 กำรทดสอบฤทธิ์ยับยั้งเชื้อแคนดิดำ  
อัลบิแคนส์ของสำรสกัดในแฟรกชั่นของไดคลอโร
มีเทนจำกผลสมอพิเภกแห้ง
	 กำรเตรียมเชื้อแคนดิดำ	อัลบิแคนส์

 เพาะเล้ียงเชือ้แคนดิดา อลับแิคนส์โดยน�าเชือ้แคนดิดา 

อลับแิคนส์รหัสสายพนัธ์ุ 90028 (American Type Culture 

Collection; ATCC 90028) บนวุน้อาหารเลีย้งเชือ้ซาบอรอด 

เดกโตรสอะการ์ ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา  

24 ช่ัวโมง ต่อมาเขี่ยเชื้อใส่ในสารละลายโซเดียมคลอไรด์ 

เข้มข้นร้อยละ 0.9 เตรียมให้ได้ความเข้มข้นของเชือ้ประมาณ 

2-2.5 x 106 หน่วยโคโลนีต่อมิลลิลิตร

	 กำรทดสอบฤทธิก์ำรต้ำนเชือ้รำของสำรสกดัในแต่ละ 

แฟรกชั่นจำกผลสมอพิเภกแห้ง	ด้วยวิธีดิสก์	ดิฟฟิวชั่น

 น�าแต่ละแฟรกชัน่จากผลสมอพเิภกแห้งทีไ่ด้มาหาส่วน

ท่ีออกฤทธิด้์วยวธิดีสิก์ ดฟิฟิวช่ัน ท่ีความเข้มข้น 600 มลิลกิรมั

ต่อมลิลลิติร ซึง่กลุม่ควบคมุแบ่งเป็น 2 กลุม่ดงันี ้กลุม่ควบคมุ

บวกคือ สารประกอบนิสเตตินความเข้มข้น 100 ยูนิต กลุ่ม

ควบคมุลบคอืไดเมทลิ ซลัฟอกไซด์ทีค่วามเข้มข้นร้อยละ 100 

และสารเคมีที่ใช้ในการสกัดของเหลวด้วยของเหลว ได้แก่ 

เฮกเซน ไดคลอโรมีเทน เอทิล อะซีเตต บิวทานอล และ 

เมทานอล หลังจากนั้นหยดสารสกัดในแต่ละแฟรกช่ันจาก

ผลสมอพเิภกแห้งลงบนเปเปอร์ดสิก์ขนาดเส้นผ่านศนูย์กลาง 

6 มลิลเิมตรในปรมิาตร 20 ไมโครลติรให้พอดกีบัเปเปอร์ดสิก์ 

แล้ววางเปเปอร์ดสิก์ลงบนจานเลีย้งเชือ้ทีเ่กลีย่เชือ้แคนดดิา 

อัลบิแคนส์ลงไปแล้ว ท�าการทดลองอีก 2 ชุด หลังจากนั้น 

ท�าซ�้าอีก 2 ครั้ง แล้วน�าจานเลี้ยงเชื้อไปบ่มที่อุณหภูมิ 37 

องศาเซลเซียส เป็นเวลา 48 ชั่วโมง และวัดขนาดเส้นผ่าน

ศนูย์กลางของขอบเขตการยบัยัง้ซึง่จะเหน็เป็นวงใสรอบดสิก์ 

โดยจะวัดได้จากขอบเขตของวงใสท่ีชัดเจนมากท่ีสุดซ่ึงดูได้

ด้วยตาเปล่า  ซึ่งเมื่อท�าการทดลองพบว่ามีเพียงสารสกัดใน

แฟรกชั่นของไดคลอโรมีเทนที่ออกฤทธิ์ยับยั้งและฆ่าเชื้อ 

แคนดดิา อลับิแคนส์ จงึจะใช้สารสกดัในส่วนนีใ้นการทดสอบ

ฤทธิ์ต่อไป

	 กำรทดสอบฤทธิ์กำรต้ำนเชื้อรำของสำรสกัดใน 

แฟรกชัน่ของไดคลอโรมเีทนจำกผลสมอพเิภกแห้งด้วยวธิี

ดิสก์	ดิฟฟิวชั่น

 การทดสอบฤทธิ์การยับยั้งเช้ือราของสารสกัดใน 

แฟรกชั่นของไดคลอโรมีเทนจากผลสมอพิเภกแห้งด้วยวิธี

ดิสก์ ดิฟฟิวชั่น แบ่งการทดลองเป็น 2 กลุ่มคือ กลุ่มควบคุม

และกลุ่มทดลอง กลุ่มทดลองคือ สารสกัดในแฟรกชั่นของ 

ไดคลอโรมีเทนจากผลสมอพิเภกแห้งที่ละลายในไดเมทิล  

ซลัฟอกไซด์เข้มข้นร้อยละ 100 โดยเตรยีมความเข้มข้นสงูสุด

เป็น 400 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร และลดความเข้มข้นทีละ  

50 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตรจนมีความเข้มข้นสุดท้ายเป็น  
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50 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร รวมเป็นจ�านวน 8 หลอด กลุ่ม

ควบคมุแบ่งเป็น 2 กลุม่ดงันี ้กลุม่ควบคมุบวกคอื สารประกอบ 

นิสเตตินความเข้มข้น 100 ยูนิต และกลุ่มควบคุมลบคือ 

ไดเมทลิ ซลัฟอกไซด์ ความเข้มข้นร้อยละ 100 และไดคลอโร

มีเทน หลังจากนั้นหยดสารสกัดในแฟรกชั่นของไดคลอโร

มีเทนจากผลสมอพิเภกแห้งที่ความเข้มข้นต่าง ๆ ลงบน

เปเปอร์ดิสก์ วางเปเปอร์ดิสก์ลงบนจานเลี้ยงเชื้อที่เกลี่ยเชื้อ

แคนดิดา อัลบิแคนส์ลงไปแล้ว แล้วน�าจานเลี้ยงเชื้อไปบ่มที่

อณุหภูม ิ37 องศาเซลเซยีส เป็นเวลา 48 ชัว่โมงและวดัขนาด

เส้นผ่านศนูย์กลางของขอบเขตการยบัยัง้ซึง่จะเห็นเป็นวงใส

รอบดิสก์ โดยจะวัดได้จากขอบเขตของวงใสที่ชัดเจนมาก

ที่สุดซึ่งดูได้ด้วยตาเปล่า

	 กำรทดสอบฤทธิ์กำรต้ำนเชื้อรำของสำรสกัดใน 

แฟรกชัน่ของไดคลอโรมีเทนจำกผลสมอพเิภกแห้งด้วยวธิี

ไมโครบรอท	ไดลูชั่น

 แบ่งการทดลองเป็น 2 กลุ่ม คือ กลุ่มทดลองและกลุ่ม

ควบคุม กลุ่มทดลองคือสารสกัดในแฟรกชั่นของไดคลอโร

มีเทนจากผลสมอพิเภกแห้งในปริมาณที่มีความเข้มข้นซ่ึง

ทดสอบโดยวธิดิีสก์ ดฟิฟิวชัน่ ทีท่�าให้เกดิขอบเขตการยบัยัง้

เห็นเป็นวงใสรอบดิสก์ที่มีความเข้มข้นน้อยที่สุดมาเจือจาง

ให้ความเข้มข้นของสารสกัดลดลงครั้งละ 25 มิลลิกรัมต่อ

มิลลิลิตรลงในไมโครไตเตอร์เพลตตามล�าดับ มีกลุ่มควบคุม

บวกคือ ยาน�้าแขวนตะกอนนิสเตตินความเข้มข้น 97.66 

ยูนิตต่อมิลลิลิตร และกลุ่มควบคุมลบ 2 ตัว คือ ไดเมทิล  

ซัลฟอกไซด์ที่ถูกท�าให้เจือจางเท่ากับความเข้มข้นสูงสุดที่ใช้

ในการละลายสารสกัดในแฟรกชัน่ของไดคลอโรมเีทนจากผล

สมอพิเภกแห้งและอาหารเลี้ยงเชื้อเปล่า

 น�าสารสกดัในแฟรกชัน่ของไดคลอโรมเีทนจากผลสมอ

พิเภกแห้งที่ละลายในไดเมทิล ซัลฟอกไซด์ ความเข้มข้น 

ร้อยละ 100 มาเจือจางด้วยอาหารเลีย้งเช้ือให้ได้ความเข้มข้น

ต�่าสุดที่ท�าให้เกิดวงใสจากการทดลองด้วยวิธีดิสก์ ดิฟฟิวชั่น 

โดยน�าสารสกัดในแฟรกชั่นของไดคลอโรมีเทนจากผล 

สมอพเิภกแห้งในไดเมทิล ซัลฟอกไซด์เข้มข้นร้อยละ 100 มา

เจอืจางในอาหารเลีย้งเชือ้ ความเข้มข้นสงูสดุเป็น 50 มลิลกิรมั

ต่อมิลลิลิตร จนมีความเข้มข้นสุดท้ายเป็น 5 มิลลิกรัมต่อ

มิลลิลิตร รวมเป็นจ�านวน 7 หลุม น�าสารสกัดที่ความเข้มข้น

ต่าง ๆ ใส่ลงในหลุมจากความเข้มข้นมากที่สุดไปน้อยที่สุด

ตามล�าดบั หลุมละ 100 ไมโครลติร กลุม่ควบคมุลบคอือาหาร

เลีย้งเชือ้เปล่าและสารละลายไดเมทลิ ซลัฟอกไซด์ที่ถูกท�าให้

เจอืจางเท่ากบัความเข้มข้นสงูสดุทีใ่ช้ในการละลายสารสกดั

สมอพิเภกแห้งในแฟรกช่ันไดคลอโรมีเทนจากผลสมอพิเภก

แห้งโดยมคีวามเข้มข้นร้อยละ 12.5 ส�าหรบักลุ่มควบคมุบวก

ใช้ยาน�้าแขวนตะกอนนิสเตติน ความเข้มข้น 97.66 ยูนิตต่อ

มลิลลิติร หลงัจากนัน้เตมิเช้ือลงไป 10 ไมโครลติรในทุก ๆ  หลมุ 

ขณะทีใ่ส่เชือ้ท�าการดดูขึน้ลงประมาณ 6-8 ครัง้ในแต่ละหลุม

เพือ่ให้สารเข้ากนั จากนัน้น�าไมโครไตเตอร์เพลตไปเพาะเล้ียง

ในตู้บ่มอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส นาน 24-48 ชั่วโมง แล้ว

น�ามาหาค่าความเข้มข้นต�า่สดุทีส่ามารถยบัย้ังการเจรญิของ

เช้ือรา โดยดูจากหลอดท่ีมีความเข้มข้นต�่าสุดท่ีเช้ือไม่เจริญ 

แต่พบว่าสารสกัดสมอพิเภกแห้งในแฟรกช่ันไดคลอโรมีเทน

ไม่สามารถสงัเกตความขุ่นของสารละลายได้เนือ่งจากมสีเีข้ม

 การหาค่าความเข้มข้นต�า่สุดทีฆ่่าเชือ้ได้สามารถใช้การ

ทดลองในชุดเดียวกันโดยน�าสารผสมในหลอดทุกหลอดมา

เพาะเช้ือโดยใช้ไมโครปิเปตดูดสารจากหลุมข้ึนมา 50 

ไมโครลิตรแล้วน�าไปเพาะบนจานเลี้ยงเชื้อแล้วเลี้ยงในตู้บ่ม

อณุหภมู ิ37 องศาเซลเซยีส นาน 24-48 ชัว่โมง เพือ่ดวู่าจาน

ใดทีไ่ม่มเีชือ้ขึน้ ปรมิาณสารในจานทีม่คีวามเข้มข้นน้อยทีส่ดุ

ที่ไม่มีเชื้อขึ้น คือ ค่าความเข้มข้นต�่าสุดที่ฆ่าเชื้อได้ 

ส่วนท่ี	2	ทดสอบพษิต่อเซลล์สร้ำงเส้นใยจำกเหงือก
มนษุย์ของสำรสกดัในแฟรกชัน่ของไดคลอโรมเีทน
จำกผลสมอพิเภกแห้ง
	 กำรเลีย้งเซลล์สร้ำงเส้นใยจำกเหงอืกมนษุย์ของมนษุย์

 เซลล์สร้างเส้นใยจากเหงอืกมนษุย์ได้จากการเพาะเลีย้ง

ชิ้นเหงือกที่ได้จากการผ่าตัดฟันคุดโดยนิสิตทันตแพทย์ 

ชั้นคลินิก โรงพยาบาลทันตกรรม คณะทันตแพทยศาสตร์ 

มหาวิทยาลัยนเรศวร จากอาสาสมัครที่มีสุขภาพดี ไม่มีโรค

ทางระบบ และไม่ได้รับการวินิจฉัยว่าเป็นฝาปิดแผ่นเหงือก

อกัเสบ (Periocoronitis) ซึง่มอีายรุะหว่าง 18-25 ปี จ�านวน 

3 คน และได้เซ็นใบยินยอมให้เก็บชิ้นเหงือก โดยผ่านการ

รับรองจากคณะกรรมการจริยธรรมการวิจัยในมนุษย์ 

มหาวิทยาลัยนเรศวร การเพาะเลี้ยงเซลล์สร้างเส้นใยจาก

เหงอืกมนษุย์ เริม่ท�าในจานเพาะเลีย้งเซลล์ขนาด 35 มลิลลิติร 

โดยแยกจานเพาะเลีย้งเซลล์ตามชิน้เหงอืกทีไ่ด้จากอาสาสมคัร

แต่ละคนด้วยเทคนิคการเพาะเลี้ยงเซลล์เอ็กซ์แพลนท์  

(explants culture technique) โดยน�าช้ินเหงือกที่ได้จาก
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อาสาสมคัรขนาดประมาณ 3 ลกูบาศก์มลิลเิมตร มาล้างด้วย

ฟอสเฟต บฟัเฟอร์ ซาไลน์ (phosphate buffer saline; PBS) 

จากนั้นตัดเป็นชิ้นเล็ก ๆ ที่มีขนาดประมาณ 1 ลูกบาศก์

มิลลิเมตร แล้วท�าการเพาะเลี้ยงเซลล์ด้วยอาหารเลี้ยงเซลล์

ชนดิดเีอม็อเีอม็ (Dulbecco’s modified Eagle’s medium; 

DMEM; Sigma-Aldirch, St. Louis, MO, USA) ซึง่มซีีรมั

จากลกูวัว ในครรภ์ (fetal bovine serum; FBS; HyClone®, 

Logan, UT, USA) ความเข้มข้นร้อยละ 10 และ ยาปฏชีิวนะ

เพนนิซิลลิน จี โซเดียม (Penicillin G sodium) 10,000 

หน่วยต่อมิลลิลิตร สเตรปโตมัยซิน ซัลเฟต (Streptomycin 

sulfate) 100,000 ไมโครกรมัต่อมิลลลิติร แอมโฟเทอริซิน บี 

(Amphotericin B; GIBCOTM, Grand Island, NY, USA) 

25 ไมโครกรมัต่อมลิลลิติร และแอล กลตูามนี (L-glutamine, 

HyClone®) ความเข้มข้นร้อยละ 1 จากนั้นน�าไปเพาะเลี้ยง

ในตู ้อบที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียสภายใต้สภาวะ

คาร์บอนไดออกไซด์ความเข้มข้นร้อยละ 5 เปลี่ยนอาหาร

เลีย้งเซลล์ทกุ ๆ  2 วัน จนกระท่ังเซลล์เคลือ่น ออกจากช้ินเนือ้

และเจริญจนเต็มจานเลี้ยงประมาณ 2 สัปดาห์ จากนั้นถ่าย

เซลล์ลงจานเลีย้งใหม่ และ เริม่นับเซลล์เป็นรุ่นที ่1 การศึกษา

นี้จะใช้เซลล์รุ่นที่ 3 ถึง 5 

 ท�าการหว่านเซลล์ที่ทราบจ�านวนลงในจานเพาะเลี้ยง

เซลล์แบบ 24 หลุม เซลล์สร้างเส้นใยเหงือกที่ศึกษาในครั้งนี้ 

ก�าหนดจ�านวนตวัอย่างเท่ากบั 3 ซึง่ได้จากอาสาสมคัร 3 คน 

เซลล์ของอาสาสมัครแต่ละคนจะถูกหว่าน 5 หลุม รวมเป็น

ทั้งหมด 15 หลุม มีจ�านวนเซลล์ของแต่ละหลุม เป็น    

2.5x103, 5.0x103, 1.0x104, 2.0×104 และ 4.0×104  

เซลล์ต่อหลุม แล้วน�าเข้าตู้อบเพาะเลี้ยง เซลล์เป็นเวลา 18 

ชั่วโมง หลังจากน้ันวัดจ�านวนเซลล์ โดยใช้เทคนิคเอ็มทีที 

(MTT assay) น�าผลมาหาความสัมพันธ์เป็นกราฟแสดง

ความสัมพันธ์ของจ�านวนเซลล์และค่าดูดกลืนแสง เพื่อให้ได้

เป็นกราฟมาตรฐาน

	 กำรทดสอบควำมเป็นพิษของสำรสกัดในแฟรกชั่น 

ของไดคลอโรมเีทนต่อเซลล์สร้ำงเส้นใยเหงอืกด้วยเทคนคิ 

เอ็มทีที

 การวัดผลโดยเทคนคิเอม็ทที ีน�าเซลล์เพาะเลีย้งถ่ายลง

ในจานเลี้ยงเซลล์แบบ 24 หลุม โดยเซลล์สร้างเส้นใยจาก

เหงือกมนุษย์ ท�างกลุ่มได้ก�าหนดจ�านวนตัวอย่างเท่ากับ 3 

ซึ่งได้จากอาสาสมัคร 3 คน เซลล์ของอาสาสมัครแต่ละคน

จะถูกหว่าน 6 หลุม รวมเป็นทั้งหมด 18 หลุม ในแต่ละหลุม

มีเซลล์จ�านวน 5.0x104 เซลล์ ในอาหารเลี้ยงเชื้อชนิด 

ดีเอ็มอีเอ็ม และเลี้ยงเซลล์เป็นเวลา 13-16 ชั่วโมง จากนั้น 

เปลีย่นเป็นอาหารเลีย้งเซลล์ทีป่ราศจากซรีมัและน�าเข้าตูอ้บ

เพาะเล้ียงต่อเป็นเวลา 4-6 ช่ัวโมง ต่อมาทดสอบโดยการหยด

สารสกัดในแฟรกช่ันของไดคลอโรมีเทนท่ีละลายในไดเมทิล 

ซัลฟอกไซด์ท่ีเจือจางด้วยอาหารเล้ียงเซลล์ปกติท่ีปราศจาก

ซีรัมหลุมละ 400 ไมโครลิตร ความเข้มข้นของสารสกัด 

แฟรกชั่นของไดคลอโรมีเทนในแต่ละหลุมมีความเข้มข้น 

แตกต่างกัน 10 ระดับ โดยระดับความเข้มข้นที่เลือกใช้ ได้

จากงานวิจัยที่ศึกษาสารประกอบในการต้านเชื้อราจากผล

สมอพเิภกทีม่ ีได้ความเข้มข้นต�า่สดุของสารสกดัในแฟรกชัน่ 

ของไดคลอโรมีเทนที่สามารถยับยั้งและฆ่าเชื้อแคนดิดา  

อลับแิคนส์ คือ 25,000 และ 30,000 ไมโครกรมัต่อมลิลลิติร

ตามล�าดับ เตรียมความเข้มข้นของสารสกัดในแฟรกชั่นของ

ไดคลอโรมีเทน 19, 39, 78, 156.25, 312.5 625, 1250, 

2500, 5000 และ 10000 ไมโครกรัม ต่อมิลลิลิตร และมีอีก

หนึ่งหลุมเป็นกลุ่มควบคุม ซ่ึงเลี้ยงเซลล์ในสภาวะเดียวกับ

กลุ่มทดลองแต่ปราศจากสารสกัดในแฟรกชั่นของไดคลอโร

มีเทน โดยจะเริ่มทดสอบความเป็นพิษโดยใช้ความเข้มข้น 

ต่าง ๆ  ของสารสกดัสมอพเิภกแห้งในแฟรกชัน่ของไดคลอโร

มีเทนโดยวัดผลการทดสอบที่เวลา 24 ชั่วโมงหลังจากหยด

สาร จากนัน้ใส่ 3-(4, 5- dimethylthiazol-2yl)-2, 5-diphenyl 

tetrazolium bromide (USB Corp., Claveland, OH, 

USA) ที่ความเข้มข้นเท่ากับ 0.5 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร บ่ม

ในตู้อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 นาที ในที่มืด 

จากนั้นผลึกของฟอร์มาซานท่ีเซลล์สร้างข้ึนจากสารละลาย 

MTT ในแต่ละหลุมของจานเลี้ยง จะถูกละลายโดยไดเมทิล 

ซัลฟอกไซด์ แล้วน�าไปอ่านค่าการดูดกลืนแสงด้วยเครื่อง

ไมโครเพลท รีดเดอร์ (microplate reader; 2000 Alfred 

Nobel Drive, Hecules, CA 94547, Bio-Rad Laborato-

ries,Inc., USA) ที่ความยาวคลื่นแสง 570 นาโนเมตร น�า

ค่าการดูดกลนืแสงทีว่ดัได้มาเทยีบเป็นค่าจ�านวนเซลล์ทียั่งมี

ชีวิตอยู่กับเส้นกราฟมาตรฐาน ผลของการศึกษาแสดงเป็น

ร้อยละความมีชีวิตของเซลล์ เปรียบเทียบกับกลุ่มควบคุม 

 การวิเคราะห์ข้อมูลในการทดลองนี้ใช้ Kolmogorov- 

Smirnov ในการทดสอบการแจกแจงปกตขิองข้อมลู แล้วจงึ

ท�าการเปรียบเทียบความแตกต่างของร้อยละความมีชีวิต 
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ของเซลล์ในแต่ละความเข้มข้นของสารสกัดสมอพิเภกใน 

แฟรกชั่นของไดคลอโรมีเทนที่มีผลต่อความมีชีวิตของเซลล์

สร้างเส้นใยเหงือก โดยการเปรียบเทยีบใช้ one-way analysis 

of variance; ANOVA และวเิคราะห์ความแตกต่างระหว่าง

แต่ละความเข้มข้นโดยการวเิคราะห์ค่าเฉลีย่ โดยใช้ Post hoc 

multiple comparison ชนิด Tukey’s Honestly Significant 

Different (HSD) ที่ระดับความเชื่อมั่นร้อยละ 99 โดยใช้

โปรแกรม Statistical Package for the Social Sciences 

(SPSS v.17.0) 

ผลการศึกษา
ส่วนที่	 1	 กำรทดสอบฤทธิ์ยับยั้งเชื้อแคนดิดำอัลบิ
แคนส์ของสำรสกัดในแฟรกชั่นของไดคลอโรมีเทน
จำกผลสมอพิเภกแห้ง
  ในการทดสอบฤทธิ์การยับย้ังเช้ือราของสารสกัดใน 

แต่ละแฟรกช่ันจากผลสมอพิเภกแห้งด้วยวิธีดิสก์ดิฟฟิวชั่น 

พบว่าไม่มวีงใสเกิดข้ึนรอบเปเปอร์ดสิก์ของสารสกัดในแฟรกชัน่

เฮกเซน แฟรกชั่นเอทิล อะซีเตต และ แฟรกชั่นน�้าจากผล

สมอพิเภกแห้ง พบวงที่มีความใสไม่สมบูรณ์ในแฟรกชั่น 

บวิทานอล และพบวงใสอย่างสมบรูณ์ของสารสกดัสมอพเิภก

แห้งในแฟรกช่ันไดคลอโรมีเทน (รูปท่ี 1) โดยกลุ่มควบคุม

บวกคือแผ่นดิสก์นิสเตตินพบวงใสท่ีเกิดข้ึนมีความใสอย่าง

สมบูรณ์ สามารถวัดขนาดของวงใสได้ดังตารางที่ 1

 ในการทดสอบฤทธิ์การยับย้ังเช้ือราของสารสกัดใน 

แฟรกชั่นของไดคลอโรมีเทนจากผลสมอพิเภกแห้งด้วยวิธี

ดสิก์ ดฟิฟิวชัน่ ไม่พบวงใสทีค่วามเข้มข้น 50, 100 และ 150 

มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร (รูปที่ 2 a และ b) พบวงที่มีความใส

ไม่สมบูรณ์ที่ความเข้มข้น 200 และ 250 มิลลิกรัมต่อ

มิลลิลิตร (รูปที่ 2 b และ c) และพบวงใสอย่างสมบูรณ์ท่ี

ความเข้มข้นที่ 300, 350 และ 400 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร 

(รูปท่ี 2 c และ d) วงใสท่ีเกิดข้ึนรอบแผ่นดิสก์นิสเตตินที่

เป็นกลุ่มควบคุมบวกมีความใสเกิดขึ้นอย่างสมบูรณ์ ท�าให้

แยกบริเวณที่ปราศจากเช้ือออกจากบริเวณที่มีเชื้อได้อย่าง

ชัดเจนจนสามารถวัดขนาดของวงใสได้ดังส�าหรับเปเปอร์ 

ดิสก์ที่หยดไดเมทิล ซัลฟอกไซด์เข้มข้นร้อยละ 100 และ 

ไดคลอโรมีเทน (กลุ่มควบคุมลบ) ไม่ปรากฏวงใส (รูปที่ 2)

 เนื่องจากผลการทดสอบการยับยั้งเชื้อราของสารสกัด

หยาบจากผลสมอพิเภกแห้งด้วยวิธีดิสก์ ดิฟฟิวช่ันเริ่มเห็น 

วงใสอย่างสมบรูณ์ทีค่วามเข้มข้น 300 มิลลิกรัมต่อมลิลิลิตร 

ดังนั้นจึงใช้ค่าความเข้มข้น 300 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตรเป็น

ความเข้มข้นเริม่ต้นในการท�าไมโครบรอท ไดลชูัน่ เพือ่หาค่า

ความเข้มข้นต�า่สดุทีย่บัยัง้และฆ่าเช้ือแคนดดิา อลับแิคนส์ที่

แน่นอน พบว่าไม่สามารถสังเกตความขุ่นของสารละลายได้

เนื่องจากสารสกัดหยาบจากผลสมอพิเภกแห้งมีสีเข้ม ส่งผล

ให้ไม่สามารถหาความเข้มข้นต�่าสุดที่ยับยั้งการเจริญของ 

รูปที่ 1 แสดงการทดสอบฤทธิ์การยับยั้งเชื้อแคนดิดา  

อัลบิแคนส์ ของสารสกัดจากสมอพิเภกแห้งใน  

แฟรกชัน่ต่าง ๆ  ดงันี ้(a) แฟรกชัน่เฮกเซน (b) แฟรกช่ัน

เอทิล อะซิเตต (c) แฟรกชั่นนำ้า (d) แฟรกชั่นบิวทา

นอล (e) แฟรกช่ันไดคลอโรมีเทน (f) แผ่นดิสก์นิส 

เตตินเพื่อเป็นกลุ่มควบคุมบวก

Figure 1  Anticandidal activity of Terminalia bellirica 

compounds in hexane fraction (a), ethyl acetate 

fraction (b), aqueous fraction (c), butanol  

fraction (d), dichloromethane fraction (e) and 

Nystatin disc (f) against C. albicans by disc 

diffusion method  
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ตารางที่ 1 ค่าเฉลี่ยเส้นผ่านศูนย์กลางของวงใส (มิลลิเมตร) และส่วนเบ่ียงเบนมาตรฐานจากการทดสอบฤทธิ์การยับยั้งเชื้อแคนดิดา  

อัลบิแคนส์ของสารสกัดสมอพิเภกแห้งในแฟรกชั่นต่าง ๆ ด้วยวิธีดิสก์ ดิฟฟิวชั่น 

Table 1 The mean of inhibition zones (mm) and standard deviation caused by antifungal activity of Terminalia bellirica 

compounds in different fractions on Candida albicans in the disc diffusion method

แฟรกชั่น ค่ำเฉลี่ยเส้นผ่ำนศูนย์กลำงวงใส	(มม.)	±	ส่วนเบี่ยงเบนมำตรฐำน

เฮกเซน 0

ไดคลอโรมีเทน 7.30±0.24

เอทิล อะซีเตต 0

บิวทานอล -

น�้า 0

สารละลายไดเมทิล ซัลฟอกไซด์เข้มข้นร้อยละ 100 0

สารประกอบยานิสเตตินเข้มข้น 100 ยูนิต 18.33±0.2 4

รูปที่ 2  การทดสอบฤทธ์ิการยับยั้งเช้ือแคนดิดา อัลบิแคนส์ ของสารสกัดจากสมอพิเภกแห้งในแฟรกชั่นไดคลอโรมีเทนความเข้มข้น

ต่าง ๆ กันด้วยวิธีดิสก์ ดิฟฟิวชั่น พบว่าแผ่นเปเปอร์ดิสก์ของสารประกอบไดเมทิล ซัลฟอกไซด์เข้มข้นร้อยละ 100 (DMSO) 

และสารละลายไดคลอโรมเีทน (DCM) ไม่ปรากฏวงใส แผ่นดิสก์นิสเตตินพบลกัษณะของวงใสทีป่รากฏขึน้อย่างสมบูรณ์ และ

แผ่นเปเปอร์ดสิก์ของสารละลายของสารสกดัในแฟรกชัน่ของไดคลอโรมเีทนจากผลสมอพิเภกแห้ง ความเข้มข้น 50 100 150 

มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตรไม่ปรากฏวงใส (a และ b)  ส่วนความเข้มข้น 200 และ 250 ปรากฏลักษณะของวงใสท่ีไม่สมบูรณ์ (b 

และ c) และความเข้มข้น 300 350 และ 400 เกิดวงใสอย่างสมบูรณ์ (c และ d)

Figure 2  Anticandida activity assay of Terminalia bellirica compounds in dichloromethane fractions against C. albicans 

by disc diffusion method. The 100% dimethyl sulfoxide discs (DMSO) and dichloromethane solution discs (DCM) 

showing no inhibition zone. The nystatin discs showing complete clear inhibition zone. The dics of Terminalia 

bellirica compounds in dichloromethane fraction at 50, 100 and 150 mg/ml  showing complete clear inhibition 

zone (a and b). The dics of Terminalia bellirica compounds in dichloromethane fraction at 200 and 250 mg/ml 

showing incomplete clear inhibition zone (b and c). The dics of Terminalia bellirica compounds in dichloro-

methane fraction at 300, 350 and 400 mg/ml  showing complete clear inhibition zone (c and d).  

สัญลักษณ์ - คือ ไม่สามารถวัดขนาดของวงใสได้เนื่องจากลักษณะของวงใสมีความใสไม่สมบูรณ์
 - This symbol is used to refer to the diameter of clear zone  was not obtained since it was not complete clear.
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เชื้อราได้ ด้วยเหตุน้ีจึงปรับวิธีการหาความเข้มข้นต�่าสุดที่

สามารถยับยั้งการเจริญของเชื้อราด้วยการน�าสารผสมใน

หลุมทดลองทุกหลุมมาเพาะเชื้อแล้วนับจ�านวนเชื้อที่หลุมที่

ความเข้มข้นต�่าสุดที่ไม่มีเชื้อขึ้น เป็นความเข้มข้นต�่าท่ีสุดท่ี

สามารถฆ่าเชื้อได้คือ 30 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ส่วนหลุมที่มี

ความเข้มข้น 25 มลิลกิรมัต่อมลิลลิติรมร้ีอยละการยบัยัง้เชือ้

ที ่99.93 ความเข้มข้น 20 มลิลกิรมัต่อมลิลลิิตรมร้ีอยละการ

ยับยั้งเชื้อที่ 96.51 ดังนั้นค่าความเข้มข้นต�่าสุดที่ยับยั้งเช้ือ

ได้ คือ 20 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร และค่าความเข้มข้นต�่าสุด

ที่ฆ่าเชื้อได้คือ 25 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ส่วนหลุมที่มีความ

เข้มข้น 5 10 และ 15 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร มีเชื้อขึ้นมากจน

ไม่สามารถนับจ�านวนโคโลนไีด้ (ตารางที ่2) กลุม่ควบคมุบวก

คือยาน�้าแขวนตะกอนนิสเตตินที่ความเข้มข้น 99.76 ยูนิต

ต่อมิลลิลิตร พบว่าไม่มีเชื้อขึ้น และกลุ่มควบคุมลบมี 2 ตัว

ได้แก่ ไดเมทิล ซัลฟอกไซด์เข้มข้นร้อยละ 100 เท่ากับ

ปริมาตรของสารสกัดสมอพิเภกแห้งในแฟรกชั่นไดคลอโร

มีเทนในหลุมที่มีความเข้มข้นสูงสุดในชุดการทดลอง เมื่อน�า

ไปบ่มเช่นเดียวกับกลุ่มทดลอง พบว่าสารละลายมีความขุ่น 

และเมื่อน�ามาเพาะเช้ือพบว่ามีเชื้อแคนดิดา อัลบิแคนส์ขึ้น

จนไม่สามารถนับจ�านวนโคโลนีได้เช่นกัน แสดงให้เห็นว่า 

ไดเมทิล ซัลฟอกไซด์ร้อยละ 100 ไม่มีผลต่อการยับยั้งและ

ฆ่าเชื้อแคนดิดา อัลบิแคนส์ และนอกจากนี้มีการน�าอาหาร

เลีย้งเชือ้มาเพาะเชือ้แล้วบ่มเหมอืนกับกลุม่ทดลอง แล้วน�ามา

เพาะเชื้อที่เกิดขึ้นเพื่อเป็นกลุ่มควบคุมลบ พบว่ามีเชื้อ 

แคนดิดา อัลบิแคนส์ข้ึนจนไม่สามารถนับจ�านวนโคโลนีได้ 

อกีท้ังยงัมกีารทดสอบการปนเป้ือนของอาหารเลีย้งเช้ือ โดย

การน�าอาหารเลี้ยงเช้ือมาบ่มในตู้บ่มเหมือนกับกลุ่มทดลอง 

จากนัน้ดคูวามใสของอาหารเลีย้งเชือ้ พบว่าอาหารเลีย้งเชือ้

มีลักษณะใส แสดงว่าอาหารเลี้ยงเชื้อไม่มีการปนเปื้อน

ส่วนที่	 2	 กำรศึกษำควำมเป็นพิษของสำรสกัดใน 
แฟรกชัน่ของไดคลอโรมีเทนจำกผลสมอพิเภกแห้ง
ต่อเซลล์สร้ำงเส้นใยจำกเหงือกมนุษย์
 ในการศกึษาความเป็นพษิของสารสกดัสมอพเิภกแห้ง

ในแฟรกชั่นไดคลอโรมีเทนต่อ เซลล์สร้างเส้นใยจากเหงือก

มนุษย์ของอาสาสมัคร โดยแสดงในรูปค่าเฉลี่ยของร้อยละ

ความมชีีวติของเซลล์จากอาสาสมคัรท้ัง 3 คน พบว่า ค่าความ

เข้มข้นที่ท�าให้ร้อยละความมีชีวิตของเซลล์น้อยกว่ากลุ่ม

ควบคมุอย่างมนียัส�าคญั (p<0.01) คือตัง้แต่ 1250 ไมโครกรมั

ต่อมิลลิลิตรข้ึนไป และค่าความเข้มข้นท่ีมากท่ีสุดที่ท�าให้ 

ร้อยละความมีชีวิตของเซลล์ไม่แตกต่างอย่างมีนัยส�าคัญ 

(p≥0.01) เมื่อเทียบกับกลุ่มควบคุม คือ 625 ไมโครกรัมต่อ

มิลลิลิตร (ตารางที่ 3)

ตารางที่ 2 แสดงร้อยละการยับยั้งเชื้อแคนดิดา อัลบิแคนส์ ของสารสกัดจากสมอพิเภกแห้งในแฟรกชั่นไดคลอโรมีเทนจากการทดสอบ

โดยวิธีไมโครบรอท ไดลูชั่น
Table 2 The percentage of anticandidal activity of Terminalia bellirica compounds in dichloromethane fraction determined 

by micro broth dilution method

กำร
ทดลอง

จ�ำนวน

เชื้อเริ่มต้น

(โคโลนี/
มิลลิลิตร)

ร้อยละกำรยับยั้งเชื้อแคนดิดำ	อัลบิแคนส์	ของสำรสกัดจำกสมอภิเถกแห้งในแฟรกชั่น
ไดคลอโรมีเทนที่ควำมเข้มข้นต่ำงๆ

5	มิลลิกรัม/	
มิลลิลิตร

10
มิลลิกรัม/	
มิลลิลิตร

15
มิลลิกรัม/	
มิลลิลิตร

20
มิลลิกรัม/	
มิลลิลิตร

25
มิลลิกรัม/	
มิลลิลิตร

30 
มิลลิกรัม/	
มิลลิลิตร

50 
มิลลิกรัม/	
มิลลิลิตร

ครั้งที่ 1 2.5 x 105 TNTC TNTC TNTC 96.66 99.94 100 100

ครั้งที่ 2 2.25 x 105 TNTC TNTC TNTC 97.17 99.92 100 100

ครั้งที่ 3 1.8 x 105 TNTC TNTC TNTC 95.71 99.94 100 100

ค่าเฉลี่ย 2.2 x 105 TNTC TNTC TNTC 96.51 99.93 100 100

หมายเหตุ TNTC (too numerous to count) คือ มีจ�านวนโคโลนีมากจนนับไม่ได้
TNTC means too numerous to count
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บทวิจารณ์
 การทดลองนี้ได้ใช้ผลสมอพิเภกแห้งที่ซื้อจากร้าน

สมนุไพรในจงัหวดันนทบรีุ ประเทศไทย ใช้เอทานอลเป็นตวั

ท�าละลายในการสกัดหยาบ จากนั้นน�าไปสกัดด้วยวิธีสกัด

ของเหลวด้วยของเหลว พบว่าส่วนออกฤทธ์ิอยู่ในแฟรกชั่น

ไดคลอโรมเีทน โดยความเข้มข้นในการยบัยัง้เชือ้ราแคนดดิา 

อลับแิคนส์อยูที่ ่20 มิลลกิรมัต่อมลิลลิติร และความสามารถ

ในการฆ่าเชื้ออยู่ที่ 25 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร การการศึกษา

ที่ผ่านมาของปิยวรรณและคณะ ในปีพ.ศ. 2558 ใช้สารสกัด

หยาบจากเปลือกและเนื้อของผลสมอพิเภกแห้งจากจังหวัด

ระนองมาทดสอบฤทธิย์บัยัง้และฆ่าเชือ้แคนดดิา อลับแิคนส์ 

พบว่าสามารถยับยั้งเชื้อราได้ที่ความเข้มข้นที่สูงกว่าการ

ศกึษานี ้75 มลิลกิรมัต่อมลิลลิติร และสามารถฆ่าเชือ้ราได้ที่

ตารางที่ 3 ค่าเฉลีย่ร้อยละความมชีวีติของเซลล์สร้างเส้นใยเหงอืก จากการทดสอบความเป็นพษิต่อเซลล์สร้างเส้นใยเหงอืกของสารสกดั

ในแฟรกชั่นของไดคลอโรมีเทนจากผลสมอพิเภกแห้งความเข้มข้นต่าง ๆ โดยเทคนิคเอ็มทีที
Table 3 The percentage of viable fibroblast cells number from cytotoxicity of Terminalia bellirica compounds in 

dichloromethane fraction determined by MTT assay. 

ควำมเข้มข้นของสำรสกัดในแฟ
รกชั่นของไดคลอโรมีเทน	
(ไมโครกรัม/มิลลิลิตร)

ค่ำเฉลี่ยร้อยละควำมมีชีวิตของเซลล์ ค่ำเฉลี่ยร้อยละควำมมีชีวิต
ของเซลล์	±	ส่วนเบี่ยงเบน

มำตรฐำน
อำสำสมัคร
คนที่	1

อำสำสมัคร
คนที่	2

อำสำสมัคร
คนที่	3

0 100.00 100.00 100.00 100.00 ± 0.00

19 105.12 80.69 67.36 84.39 ± 19.15

39 80.66 83.86 110.42 91.64 ± 16.33

78 155.16 108.47 109.72 124.45 ± 26.59

156.25 132.45 89.68 96.53 106.22 ± 22.98

312.5 104.32 89.95 95.83 96.70 ± 7.22

625 62.19 72.35 95.24 76.59 ± 16.93

1,250 48.42 56.54 34.13 46.36 ± 11.34

2,500 34.66 27.16 43.65 35.15 ± 8.25

5,000 41.63 31.85 47.62 40.36 ± 7.95

10,000 54.73 61.23 64.29 60.08 ± 4.87

ความเข้มข้น 150 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร(12) ส่วนการศึกษา

ของ Elizabeth ในปี ค.ศ. 2005 ที่ท�าการศึกษาถึงผลของ

สารสกัดหยาบจากผลสมอพิเภกแห้งโดยใช้เนื้อและเปลือก

ท่ีปลูกในประเทศอินเดียและใช้เมทานอลเป็นตัวท�าละลาย 

แล้วน�ามาทดสอบฤทธ์ิการต้านเชือ้แคนดดิา อลับแิคนส์ พบว่า

ความเข้มข้นต�า่ทีส่ดุทีส่ามารถยบัยัง้เชือ้ราได้มค่ีาต�า่กว่ามาก

คือ 2 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร(13)  จะเห็นได้ว่าซึ่งฤทธิ์ของสาร

สกัดหยาบจากผลสมอพิเภกแห้งของท้ังสามการศึกษามีค่า

ความเข้มข้นต�่าสุดท่ีสามารถยับยั้งเช้ือแตกต่างกันนี้ อาจ

เนื่องจากลักษณะภูมิประเทศที่แตกต่างกันของแหล่งปลูก

สมอพเิภก วธิกีารสกดัสาร และตวัท�าละลายท่ีใช้ในการสกัด

และละลายสารสกดัต่างกนั จงึได้สารออกฤทธ์ิทีม่ปีระสทิธภิาพ

ในการยับยั้งเชื้อแตกต่างกัน
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 การศึกษานี้ใช้ตัวท�าละลายที่สามารถละลายสารสกัด

จากผลสมอพิเภกแห้งได้ดีคือ ไดเมทิลซัลฟอกไซด์ ซ่ึงเป็น 

ตัวท�าละลายที่สามารถละลายสารได้หลายชนิด เนื่องจาก

เป็นสารละลายแบบโพลาร์ อะโพรติก ที่สามารถละลายได้

ทัง้สารประกอบมขีัว้และไม่มขีัว้ จึงสามารถละลายเทอร์มลิกิ 

แนนส์ แทนนิลิกแนนส์ 7-ไฮดรอกซี-3,4-เมทิลลีน ไดออกซี

ฟลาวาน และอะโนลกิแนนส์ บ ีซ่ึงเป็นสารทีม่ขีัว้ต�า่และเป็น

สารส�าคัญในสมอพิเภก อีกทั้งยังสามารถเข้ากับน�้าที่ใช้เป็น

ตัวท�าละลายร่วมได้และไม่ระเหยง่ายจึงท�าให้สารละลายมี

ความเข้มข้นคงที่ ดังนั้นจึงนิยมใช้ละลายสารประกอบท่ี

ต้องการทดสอบฤทธิ์ทางชีวภาพ จากการทดลองนี้พบว่า 

ไดเมทิล ซัลฟอกไซด์สามารถละลายได้ทั้งสมอพิเภกแห้งท่ี

ความเข้มข้น 1,200 มลิลกิรมัต่อมลิลลิติร และสารสกดัสมอ

พิเภกแห้งในแฟรกช่ันไดคลอโรมีเทนจากสมอพิเภกแห้งท่ี

ความเข้มข้น 400 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตรได้ และยังไม่พบ 

วงใสทีป่รากฏรอบแผ่นเปเปอร์ดสิก์ทีห่ยดไดเมทลิ ซลัฟอกไซด์

ในการทดสอบด้วยวธิดีสิก์ดฟิฟิวชัน่ แสดงให้เหน็ว่าไดเมทลิ 

ซัลฟอกไซด์ไม่มีฤทธิ์ในการยับยั้งเชื้อแคนดิดา อัลบิแคนส์ 

นอกจากนีใ้นการทดสอบไมโครบรอท ไดลูชัน่ พบว่าสารผสม

ในหลุมของไดเมทลิ ซลัฟอกไซด์มลีกัษณะขุน่ และเมือ่น�ามา

เพาะเชื้อ พบว่ามีเชื้อขึ้นมากจนนับไม่ได้ แสดงให้เห็นว่า 

ไดเมทิล ซัลฟอกไซด์ ไม่มีผลต่อการยับยั้งและฆ่าเช้ือรา 

แคนดิดา อัลบิแคนส์ 

 จากงานวจัิยของ Valsaraj และคณะในปีค.ศ. 1997(10) 

พบว่าสารที่ออกฤทธิ์ฆ่าเชื้อแคนดิดา อัลบิแคนส์ ได้แก่  

เทอร์มิลิกแนนส์ แทนนิลิกแนนส์ 7-ไฮดรอกซี-3,4-เมทิลลีน 

ไดออกซฟีลาวาน และอะโนลกิแนนส์ บี มโีครงสร้างท่ีมีความ

เป็นขั้วต�่า ในการสกัดของเหลวด้วยของเหลวตัวท�าละลาย

ควรละลายสารที่ต้องการสกัดได้ดี มีจุดเดือดไม่สูงนักเพื่อที่

จะก�าจัดออกไปจากสารท่ีต้องการได้ง่ายหลงัการสกดั ซึง่การ

ใช้ตวัท�าละลายทีม่ขีัว้ต่างกนัจะท�าให้แบ่งสารออกตามความ

มีขั้ว โดยทางคณะวิจัยได้ใช้ตัวท�าละลายที่เรียงล�าดับการมี

ขัว้จากต�า่ไปสูงดังน้ี(14) เฮกเซน ไดคลอโรมเีทน เอทิล อะซีเตต 

และบิวทานอล ดังนั้นทางกลุ่มวิจัยจึงคาดว่าสารที่ออกฤทธิ์

จะละลายอยู่ในแฟรกชั่นของเฮกเซนหรือไดคลอโรมีเทน 

และหลังจากการน�าแต่ละแฟรกชั่นไปทดสอบ พบว่าสารที่

ออกฤทธิ์ละลายอยู่ในแฟรกชั่นของไดคลอโรมีเทนเท่านั้น 

งานวจิยัของ Valsaraj และคณะในปี 1997 กล่าวว่า สารท่ีมฤีทธิ์

ในการฆ่าเช้ือราแคนดิดา อัลบิแคนส์ คือกลุ่ม ลิกแนนส์(10) 

ในขณะที่ผลการทดลองของทางกลุ่มที่ได้บอกได้แต่เพียงว่า 

สารสกัดในแฟรกชั่นของไดคลอโรมีเทนที่มีผลฆ่าเช้ือรา 

แคนดิดา อัลบิแคนส์ นั้นเป็นสารประกอบที่มีดัชนีขั้ว

 ด้วยวิธีดิสก์ ดิฟฟิวช่ัน สารสกัดสมอพิเภกแห้งใน 

แฟรกชัน่ไดคลอโรมีเทนจากสมอพิเภกแห้งเกิดวงใสทีค่วาม

เข้มข้น 300 มลิลกิรมัต่อมลิลลิติร และเมือ่น�าไปทดสอบด้วย

วิธีไมโครบรอท ไดลูช่ันพบว่าสามารถยับยั้งเช้ือได้ที่ความ 

เข้มข้น 20 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร และสามารถฆ่าเชื้อได้ท่ี

ความเข้มข้น 25 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร หากสังเกตว่าเมื่อท�า

ดิสก์ ดิฟฟิวชั่นพบวงใสของการยับยั้งที่ความเข้มข้นสูงกว่า

การท�าไมโครบรอท ไดลูชั่นมาก ซึ่งคาดว่าอาจเกิดจากการ

ท่ีสารสกัดสมอพิเภกแห้งในแฟรกช่ันไดคลอโรมีเทนมีความ

หนืดสูงท�าให้ส่วนที่ออกฤทธิ์แพร่ออกไปรอบเปเปอร์ ดิสก ์

ได้น้อย  

 ในการน�าสมุนไพรมาใช้อย่างปลอดภัยและมี

ประสิทธิภาพ ต้องมีการค�านึงถึงขนาดและปริมาณของ

สมุนไพรที่เหมาะสม รวมถึงมีการค�านึงถึงความเป็นพิษของ

สมุนไพรหากน�ามาใช้ในปริมาณที่มากเกินไป มีการทดสอบ

ความเป็นพิษของสารสกัดสมอพิเภกในหนูทดลองพบว่า 

ปรมิาณสารสกดัหยาบสมอพเิภกท่ีหนไูด้รับแล้วท�าให้หนตูาย 

คอื ปรมิาณต้ังแต่ 10 กรัม ต่อน�า้หนกัตัวของหนู 1 กโิลกรมั(15) 

ขณะเดยีวกนักม็รีายงานเรือ่งความเป็นพษิจากสารสกดักลุม่

ลิกแนนจากพืชท่ีน�ามารับประทานได้ ต่อเซลล์สร้างเส้นใย

บริเวณผิวหนังอวัยวะเพศของมนุษย์ (human genital skin 

fibroblast) และเซลล์เนือ้เยือ่ต่อมลกูหมาก (prostate tissue)(16) 

และจากผลการทดลองของเราแสดงให้เห็นว่า ความเข้มข้น

ของสารสกัดในแฟรกชั่นของไดคลอโรมีเทนจากผลสมอ

พิเภกแห้งมีผลต่อความมีชีวิตของเซลล์สร้างเส้นใยจาก

เหงือกมนุษย์ โดยความเข้มข้นท่ีก่อให้เกิดความเป็นพิษต่อ

เซลล์สร้างเส้นใยเหงือกของมนุษย์นั้นต�่ากว่าความเข้มข้น 

ต�า่สุดของสารสกดัในแฟรกชัน่ของไดคลอโรมีเทนทีส่ามารถ

ยับยั้งและฆ่าเชื้อแคนดิดา อัลบิแคนส์ สันนิษฐานว่า สาเหตุ

ท่ีท�าให้เซลล์สร้างเส้นใยเหงือกตายได้นัน้ เป็นเพราะสารสกดั

ที่ได้ยังมีความบริสุทธิ์ไม่เพียงพอ สืบเนื่องจากสารสกัดใน 

แฟรกช่ันของไดคลอโรมเีทนน้ันประกอบไปด้วยสารประกอบ

หลายประเภท สารสกัดในแฟรกชั่นของไดคลอโรมีเทนซึ่ง

แยกด้วยวิธคีอลมัน์โครมาโตกราฟีแบบแผ่นบางด้วยวฏัภาค
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เคล่ือนที ่จะเหน็ได้ว่าในสารสกดัของแฟรกชัน่ของไดคลอโร

มีเทน เมื่อมองภายใต ้แสงธรรมชาติและภายใต ้แสง

อลัตราไวโอเลตทีค่วามยาวคลืน่ 254 นาโนเมตร แล้วสเปรย์

ด้วยแอนนิซอลดิไฮด์แล้วผ่านความร้อน (anisaldehyde 

spray reagent) และสเปรย์ด้วยโพแทสเซียม เฮกซาไซยาโน

เฟอร์เรตทรี ทีเอส (potassium hexacyano ferrate (III) 

TS) ตามด้วยไอรอนทรีคลอไรด์ ทีเอส (iron chloride (III) 

TS) บนแผ่นโครมาโตกราฟีแบบบาง สามารถแบ่งย่อยโดย

คร่าวได้เป็น 9 แถบ และ 18 แถบ ตามล�าดับ จากการท�า

ทดสอบนี้แสดงให้เห็นว่า ในสารสกัดแฟรกชั่นของไดคลอโร

มเีทนทีใ่ช้ในการศกึษานีป้ระกอบไปด้วยสารขัน้ต�า่อย่างน้อย 

11 ชนิดย่อย ซึ่งในงานวิจัยไม่สามารถท่ีจะควบคุมความ 

เข้มข้นของสารแต่ละตัวได้อย่างสมบูรณ์ ดังนั้นค่าร้อยละ

ความมีชีวิตของเซลล์ที่ได้อาจมีค่าต�่ากว่าความเป็นจริงจาก

สารหนึ่ง ๆ ในนั้น ซึ่งอาจไม่ใช่ตัวที่มีฤทธิ์ยับยั้ง หรือฆ่าเชื้อ

แคนดิดา อัลบิแคนส์ที่ปะปนอยู่ในสารสกัด  

 การศึกษาต่อไปอาจมุ่งการสกัดให้ได้สารที่มีความ

บริสุทธิ์มากข้ึนจนถึงระดับที่ความเข้มข้นที่ออกฤทธิ์ฆ่าเช้ือ

ราแคนดิดา อัลบิแคนส์ โดยที่ความเข้มข้นดังกล่าวต้องไม่มี

ความเป็นพิษต่อเซลล์สร้างเส้นใยจากเหงือกมนุษย์ด้วยเช่น

กัน หากกรณีที่ท�าให้สารสกัดจากสมอพิเภกได้เป็นสาร

บริสุทธิ์แล้ว แต่ยังพบว่ามีความเป็นพิษต่อเซลล์สร้างเส้นใย

จากเหงือกมนุษย์อยู่ อาจเปล่ียนการน�าไปใช้ของสารสกัด 

ดังกล่าวไปใช้ในรูปแบบอื่นแทนการใช้ในช่องปากโดยตรง 

เช่น เป็นน�้ายาฆ่าเชื้อราชนิดแช่ฟันปลอม 

 นอกจากนี้ อาจจะมีความเป็นพิษของสารที่ใช้ในการ

สกัดเหลือตกค้างอยู่ ในที่นี้ คือ สารไดคลอโรมีเทน ซึ่งเป็น

สารที่นิยมใช้ในการสกัดสารต่าง ๆ โดยสารไดคลอโรมีเทน

อาจมผีลต่อค่าร้อยละความมีชวีติของเซลล์ได้ จากการศกึษา

เรือ่งความเป็นพิษของไดคลอโรมเีทนต่อเซลล์สตัว์และเซลล์

มนษุย์ โดยองค์กรไอพซีีเอส (International Programme on 

Chemical Safety; IPCS) รายงานว่าไดคลอโรมีเทนมีผล

ท�าลายดเีอน็เอสายเด่ียว ในการเพาะเลีย้งเซลล์ของสตัว์เลีย้ง

ลกูด้วยนม แต่ยงัไม่มรีายงานแน่ชดัว่า ส่งผลให้เกดิกลายพนัธุ์

ของยีน(17) ฉะนั้นในการทดลองต่อไป จึงควรตรวจสอบการ

ตกค้างของสารไดคลอโรมเีทน และควรทดสอบความเป็นพษิ

ของสารไดคลอโรมแีทนต่อเซลล์สร้างเส้นใยจากเหงือกมนษุย์

ของมนุษย์ร่วมด้วย 

 ท้ังนีอ้าจมคีวามผดิพลาดท่ีเกดิจากการทดสอบมคีวาม

อ่อนไหวทาง MTT assay เช่น ในขั้นตอนการน�าเซลล์ลง

หลุมจานเพาะเลี้ยงดูดได้จ�านวนเซลล์ไม่เท่ากัน เนื่องจาก

เซลล์กระจายตัวไม่ดี และการดูดสารออกจากหลุมที่ใส่สาร 

MTT แล้วอาจมีการดูดผลึกฟอร์มาซานท่ีท�าปฏิกิริยาแล้ว

ออกไป ซึ่งอาจจะมีผลท�าให้ค่าดูดกลืนแสงมีความคลาด

เคลื่อนได้(18,19)  

 ยังมีอีกหลายปัจจัยท่ีอาจส่งผลให้ค่าการทดสอบออก

มาคลาดเคลือ่นได้ เพือ่ขจดัปัจจยัเหล่านัน้ ในการทดลองครัง้

ต่อไปจึงควรท�าให้สารสกดัมคีวามบริสทุธิม์ากข้ึน และใช้สาร

ในการสกัดท่ีมีความปลอดภัย และส่งผลต่อเซลล์ของส่ิงมี

ชีวิตให้น้อยที่สุด แต่การสกัดสารให้มีความบริสุทธิ์มากขึ้น

ย่อมใช้กระบวนการที่ซับซ้อน เวลาและค่าใช้จ่ายที่เพิ่ม 

มากขึน้ และไม่สามารถยนืยนัว่าความบรสิทุธิข์องสารสกัดที่

มากขึ้นจะให้ประสิทธิภาพในการยับบั้งเชื้อราแคนดิดา  

อัลบิแคนส์ดีข้ึน เพราะผลในการยับยั้งหรือฆ่าเช้ือนั้นอาจมี

สารอื่นๆในสารสกัดหยาบส่งเสริมฤทธิ์ในการยังยั้งหรือ 

ฆ่าเชื้อได้ดีกว่าก็เป็นได้ 

บทสรุป
 สารสกดัสมอพเิภกแห้งในแฟรกชัน่ไดคลอโรมเีทนจาก

ผลสมอพิเภกแห้งมีฤทธิ์ในการยับยั้งและฆ่าเชื้อแคนดิดา  

อัลบิแคนส์ โดยความเข้มข้นต�่าสุดของสารสกัดสมอพิเภก

แห้งในแฟรกชั่นไดคลอโรมีเทนจากผลสมอพิเภกแห้งที่

สามารถยับยั้งเชื้อแคนดิดา อัลบิแคนส์ได้ร้อยละ 96.51 คือ 

20 มลิลกิรมัต่อมลิลลิติร และความเข้มข้นต�า่สดุของสารสกดั

สมอพิเภกแห้งในแฟรกช่ันไดคลอโรมีเทนจากผลสมอพิเภก

แห้งทีส่ามารถฆ่าเชือ้แคนดดิา อลับแิคนส์ร้อยละ 99.93 คอื 

25 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร นอกจากนั้นแล้วสารสกัดใน 

แฟรกช่ันของไดคลอโรมีเทนจากผลสมอพิเภกแห้งมีพิษต่อ

เซลล์สร้างเส้นใยจากเหงือกมนุษย์ โดยความเข้มข้นสูงสุดที่

ไม่เป็นพิษต่อเซลล์สร้างเส้นใยจากเหงือกมนุษย์ คือ 625 

ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร

กิตติกรรมประกาศ
 การศึกษานี้ได ้รับทุนสนับสนุนจากมหาวิทยาลัย

นเรศวร คณะผู้ท�าวิจัยขอขอบคุณคณะทันตแพทยศาสตร์

และคณะเภสัชศาสตร์ มหาวิทยาลัยนเรศวรท่ีให้ความ
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