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ค าน า 

รายงานฉบับนี้มีวัตถุประสงค์เพื่อศึกษาผลของสารสกัดจากต้นกระดูกไก่ด า ต่อฤทธิ์การต้าน
อนุมูลอิสระ ฤทธิ์การต้านการอักเสบ ฤทธิ์การยับยั้งการสร้างแอดวานซ์ไกลเคชันเอนด์โพรดัคส์
เบื้องต้น และฤทธิ์การยับยั้งการท าลายคอลลาเจนของสารสกัดกระดูกไก่ด า ซึ่งเหตุผลท่ีทางคณะ
ผู้จัดท าได้เลือกหัวข้อนี้เนื่องจากเห็นว่า ในปัจจุบันมูลค่าทางการตลาดของอุตสาหกรรมความงามมี
การเติบโต และคาดการณ์ว่าในอนาคตจะเป็นตลาดท่ีมีการเติบโตสูงอย่างต่อเนื่อง โดยคนรุ่นใหม่นิยม
ใช้สมุนไพรเป็นทางเลือกในการดูแลสุขภาพ ซึ่งต้นกระดูกไก่ด าเป็นพืชท่ีเจริญเติบโตอย่างรวดเร็ว พบ
มากในเขตร้อน และมีรายงานการศึกษาฤทธิ์ทางเภสัชวิทยาจ านวนมาก โดยเฉพาะฤทธิ์ต้านการ
อักเสบ ฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ และฤทธิ์ยับยั้งแอดวานซ์ไกลเคชันเอนด์โพรดัคส์ ซึ่งเป็น 3 กลไกหลักท่ี
ท าให้เกิดความแก่ชราของผิวหนัง คณะผู้จัดท าจึงน าต้นกระดูกไก่ด ามาทดสอบ เพื่อเป็นแนวทางใน
การศึกษากลไกในระดับโมเลกุล และเป็นการพัฒนาผลิตภัณฑ์เพื่อต่อยอดด้านธุรกิจ คณะผู้จัดท าหวัง
ว่าโครงงานวิจัยทางเภสัชศาสตร์ฉบับนี้จะให้ความรู้ และก่อให้เกิดประโยชน์แก่ผู้ท่ีได้อ่านต่อไป 
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บทคัดย่อ 

 กระบวนการในการเกิดริ้วรอยก่อนวัยเกี่ยวข้องกับหลายกลไก อาทิ ภาวะเครียดออกซิเดชัน 

กระบวนการอักเสบ กระบวนการไกลเคชันได้ผลผลิตเป็นแอดวานซ์ไกลเคชันเอนด์โพรดัคส์ (AGEs) 

ซึ่งส่งผลท าลาย ECM ของช้ันผิวหนัง สารสกัดต้นกระดูกไก่ด ามีรายงานฤทธิ์ต้านการเกิดออกซิเดชัน 

และฤทธิ์ต้านการอักเสบ และการศึกษาเบื้องต้นด้านฤทธิ์ต้านการสร้าง AGEs ของคณะผู้วิจัย งานวิจัย

นี้จึงต้องการศึกษาฤทธิ์ในการยับยั้งการท างานของเอนไซม์ elastase ในการท าลาย elastin ท่ีเป็น

ส่วนประกอบของช้ันผิวหนัง โดยสกัดต้นกระดูกไก่ด าด้วย 30% ethanol ได้สารสกัดหยาบ และ

วิเคราะห์ด้วย FRAP, DPPH, proteinase inhibitory, protein denaturation assay และ in vitro 

AGEs formation จากนั้นวิเคราะห์การยับย้ังเอนไซม์ elastase พบค่า IC50 ท่ี 0.71 ผลการวิเคราะห์

ฤทธิ์ต้านการอักเสบ พบค่า IC50 ท่ี 53.54 mg/ml และยืนยันฤทธิ์ต้านการสร้าง AGEs ท่ี IC50 10.97 

mg/ml และเป็นท่ีน่าสนใจว่าพบฤทธิ์ยับยั้งเอนไซม์ elastase ท่ี IC50 10.97 mg/ml จากผลการ

ทดลองท้ังหมดนี้ สารสกัดต้นกระดูกไก่ด าจึงมีความเป็นไปได้ท่ีจะมีประสิทธิภาพในการยับยั้งการเกิด

ริ้วรอยก่อนวัย อย่างไรก็ตาม งานวิจัยนี้เป็นเพียงการทดลองเบื้องต้น และต้องท าการศึกษาในขั้น

ต่อไปเพื่อประเมินประสิทธิภาพให้ชัดเจนมากยิ่งขึ้นc 

 

อาจารย์ท่ีปรึกษาหลัก................................................... 
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ABSTRACT 

Several mechanisms involve in skin wrinkle formation such as oxidative stress, 

inflammation and glycation reaction producing advanced glycation-end products 

(AGEs).  These factors result in ECM degradation of skin layer. Gendarussa Vulgaris Nees 

(GV) has been reported anti-oxidant and anti-inflammatory activities. Our group also 

found anti-AGEs formation preliminarily. Therefore, this study aimed to investigate 

elastase inhibitory activity of GV extract which responsible for skin elastin degradation.  

Thirty percent methanolic extract was analyzed by FRAP, DPPH, proteinase inhibitory, 

protein denaturation assay, and in vitro AGEs formation; consequently evaluated 

elastase inhibitory activity. The results showed anti-oxidant and anti-inflammatory 

activity at IC50=0.71 and 53.54 mg/ml respectively. Anti-AGEs formation also found at 

IC50=10.97 mg/ml. Interestingly, elastase activity was found significantly inhibited in 

concentration-dependent manner at IC50=10.97 mg/ml. Thus methanolic extract of GV 

has a potential to decrease wrinkle formation by these mechanisms. However, this 

study has to be further evaluated to confirm the anti-wrinkle efficacy. 
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37 
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17. แสดงผลการต้านการอักเสบของสารสกัดต้นกระดูกไก่ด าด้วยวิธี proteinase 
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บทที่ 1 

บทน า 

1.1 ความส าคัญและท่ีมาของปัญหา 
การเปล่ียนแปลงของผิวหนัง ไม่ว่าจะเป็นการเปล่ียนแปลงตามวัย หรือการเปล่ียนแปลงท่ีเกิด

จากสภาวะกระตุ้นท่ีเป็นปัจจัยภายนอก ส่งผลให้เกิดปัญหาริ้วรอยของผิวหนังซึ่งเป็นเนื้อเยื่อท่ีได้รับ
ผลกระทบมากท่ีสุด และสามารถสังเกตเห็นร่องรอยการแก่ชราได้อย่างชัดเจน เช่น ริ้วรอย ความแห้ง
กร้าน ปัจจัยท่ีท าให้เกิดความแก่ชราของผิวหนัง (skin aging) มีท้ังปัจจัยภายนอก เช่น แสงแดด 
มลภาวะ ปัจจัยภายใน เช่น กระบวนการเส่ือมของเซลล์ ภาวะเครียดออกซิเดชัน (1) และมีกลไกการ
เกิด 3 กลไกหลัก ได้แก่ กระบวนการออกซิเดชัน กระบวนการเกิดการอักเสบ และกระบวนการไกลเค
ชันซึ่งจะสร้างแอดวานซ์ไกลเคชันเอนด์โพรดักส์ (AGEs) โดยท้ังสามกระบวนการนี้จะส่งผลให้
โครงสร้าง และการท างานของโปรตีนภายในร่างกายเปล่ียนแปลงไป โดยเฉพาะคอลลาเจนท่ีเป็น
องค์ประกอบหลักท่ีส าคัญของผิวหนัง รวมท้ังโปรตีนชนิดอื่น ๆ เช่น อีลาสติน และไกลโคสมิโนไกล
แคน ผลสุดท้ายคือ ท าให้เกิดริ้วรอย และความยืดหยุ่นของผิวหนังลดลง  (2) 

ในปี 2562 มูลค่าทางการตลาดของอุตสาหกรรมความงามในปี 2562 มีการเติบโตจากปีก่อน
หน้านี้ 6.7% คิดเป็นมูลค่าตลาดรวม 2.18 แสนล้านบาท โดยกลุ่มผลิตภัณฑ์ดูแลผิวยังครองส่วนแบ่ง
การตลาดเป็นอันดับ 1 ด้วยสัดส่วน 42% (3) และในปีเดียวกัน ศูนย์วิจัยกสิกรไทยได้คาดการณ์ว่า
มูลค่าทางการตลาดของตลาดสมุนไพรท่ีใช้เป็นวัตถุดิบในการผลิตผลิตภัณฑ์ในอุตสาหกรรมต่อเนื่อง 
(อาทิ อุตสาหกรรมเครื่องส าอาง อาหารเสริม ยาสมุนไพร) จะมีมูลค่าไม่ต่ ากว่า 18,200 ล้านบาทและ
ในอนาคตจะเป็นตลาดท่ีมีการเติบโตสูงอย่างต่อเนื่อง โดยมีปัจจัยสนับสนุน คือ คนรุ่นใหม่ท่ีนิยมใช้
สมุนไพรเป็นทางเลือกในการดูแลสุขภาพ และนโยบายส่งเสริมการใช้สมุนไพรจากภาครัฐ (4) 

ต้นกระดูกไก่ด า (Justicia gendarussa) เป็นพืชท่ีชอบร่มเงา เจริญเติบโตอย่างรวดเร็ว มีถ่ิน
ก าเนิดมาจากประเทศจีน และได้แพร่พันธุ์อย่างกว้างขวาง พบมากในเขตร้อนโดยมีรายงานการศึกษา
ฤทธิ์ทางเภสัชวิทยาจ านวนมาก เช่น ฤทธิ์ต้านการอักเสบ (Anti-inflammation) (5), ฤทธิ์ต้านอนุมูล
อิสระ (Anti-oxidant) (6), ฤทธิ์ฆ่าเช้ือแบคทีเรีย (Antibacterial activity) (7), ฤทธิ์ยับยั้งเซลล์มะเร็ง 
(Anticancer) (8), ฤทธิ์ปกป้องตับจากสารพิษ (Hepatoprotective effect) (9) และฤทธิ์ยับยั้งการ
สร้างเส้นเลือดใหม่ (Anti-angiogenic effect) (10) รวมท้ังมีการพัฒนาผลิตภัณฑ์ เช่น สถาบัน
การแพทย์แผนไทยอภัยภูเบศรท่ีได้น าต้นกระดูกไก่ด ามาพัฒนาเป็นผลิตภัณฑ์สเปรย์กระดูกไก่ด า และ
สารละลายสกัดจากต้นกระดูกไก่ด า เพื่อใช้ในการแก้อาการฟกช้ า ปวดเมื่อย รักษาอาการอักเสบของ
ข้อต่อ และกล้ามเนื้อ 
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จากข้อมูลท่ีกล่าวมาจะเห็นว่าต้นกระดูกไก่ด ามีฤทธิ์ทางเภสัชวิทยาจ านวนมาก โดยเฉพาะ
ฤทธิ์ต้านการอักเสบ, ฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ และ ฤทธิ์ยับยั้งแอดวานซ์ไกลเคชันเอนด์โพรดัคส์ ซึ่งเป็น 
3 กลไกหลักท่ีท าให้เกิดความแก่ชราของผิวหนัง และการเกิดริ้วรอย (11) ผู้วิจัยจึงสนใจท่ีจะน ามา
ทดสอบประสิทธิภาพการสมานริ้วรอยก่อนวัย ซึ่งผลท่ีได้จะสามารถเป็นแนวทางในการศึกษากลไกใน
ระดับโมเลกุลของสารสกัด รวมทั้งแนวทางในการพัฒนาผลิตภัณฑ์เพื่อต่อยอดด้านธุรกิจต่อไปได้ 

 
1.2 วัตถุประสงค ์

1.2.1 เพื่อศึกษาผลของสารสกัดจากต้นกระดูกไก่ด า ต่อฤทธิ์การต้านอนุมูลอิสระ ฤทธิ์การ

ต้านการอักเสบ และฤทธิ์การยับย้ังการสร้างแอดวานซ์ไกลเคชันเอนด์โพรดัคส์เบ้ืองต้น 

1.2.2 เพื่อศึกษาฤทธิ์การยับย้ังการท าลายอีลาสตินของสารสกัดกระดูกไก่ด า 

 

1.3 ประโยชน์ท่ีคาดว่าจะได้รับ 

 1.3.1 เป็นแนวทางในการศึกษากลไกการออกฤทธิ์ในระดับโมเลกุลของสารสกัด รวมท้ังเป็น

แนวทางในการพัฒนาผลิตภัณฑ์เพื่อต่อยอดด้านธุรกิจต่อไปได้ 
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1.4 กรอบแนวคิด 
 
 
 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

สกัดต้นกระดูกไก่ด าบดหยาบ (โรงพยาบาลเจ้าพระยาอภัยภูเบศร) 
ด้วย 30% Ethanol ได้ Crude extract 

ทดสอบฤทธิ์เบ้ืองต้น (in vitro) 

Anti-oxidant activity 

- FRAP assay 

- DPPH assay 

Anti-inflammatory effect 

- Proteinase inhibitory assay 

- Protein denaturation inhibitory 
assay 

Anti-AGEs formation 
- in vitro anti-AGEs 
formation assay 

Enzymatic anti-wrinkle 

- Elastase inhibitory assay 



 

บทที่ 2 

วรรณกรรมที่เกี่ยวข้อง 

2.1  ลักษณะท่ัวไปของต้นกระดูกไก่ด า 

ต้นกระดูกไก่ด ามี ช่ือทางวิทยาศาสตร์ คือ Justicia gendarussa Burm F. อยู่ ในวงศ์ 

Acanthaceae เป็นไม้พุ่มขนาดเล็ก สูงประมาณ 1.5 เมตร ล าต้น และกิ่งมีข้อปล้องชัดเจน มีสีแดง

เข้มถึงสีด า ผิวเกล้ียงมัน ใบเป็นใบเด่ียว มีสีเขียว ดอกช่อ ออกท่ีปลายกิ่ง ดอกย่อย เป็นหลอด กลีบ

ดอกสีขาวมีลายสีชมพู โคนกลีบดอกเช่ือมติดกัน ปลายกลีบแยกเป็น 2 ปาก เป็นพรรณไม้ท่ีมักขึ้นตาม

ล าธาร ในป่าดิบช้ืน หรือมีการปลูกเองในบ้าน (12) 

 

2.2 องค์ประกอบทางเคมีของต้นกระดูกไก่ด า 
ต้นกระดูกไก่ด ามีองค์ประกอบทางเคมีท่ีหลากหลาย โดยจะแตกต่างกันไปในแต่ละส่วนของ

ต้น และแต่ละตัวท าละลายท่ีใช้ในการสกัด ดังแสดงในตารางท่ี 1 
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ตารางที่ 1 องค์ประกอบทางเคมีในแต่ละส่วนของต้นกระดูกไก่ด าจากตัวท าละลายชนิดต่าง ๆ 

ส่วน
ของพืช 

ตัวท าละลาย องค์ประกอบทางเคมีที่พบ แหล่ง
อ้างอิง 

ใบ Hexane Alkaloids, flavonoids, phenols, saponins, tannins (13) 
 Petroleum 

ether 
Carbohydrates, carotenoids, flavonoids, oil and 
resins, Steroids, triterpenoids  

(14) 
(15) 

 Ethyl 
acetate 

Alkaloids, fat and fixed oils, flavonoids, 
glycosides, phenols, saponins, tannins, 
terpenoids 

(16) 

 Chloroform Alkaloids, carbohydrates, flavonoids, glycosides, 
oil and resins, phenols, saponins, steroids, 
tannins, terpenoids  

(2) (15) 

 Methanol Anthraquinones, alkaloids, carbohydrates, 
flavonoids, glycosides, phenols, polyphenols, 
saponins, steroids ,tannins, terpenoids, 
triterpenoids 

(13) 
(15) 
(17) 
(18) 

 Ethanol Alkaloids, carbohydrates, flavonoids, glycosides, 
phenols, protein and free amino acid, saponins, 
steroids, tannins, terpenoids 

(17) 
(19) 

 Water Alkaloids, Anthraquinones, carbohydrates, 
flavonoids, glycosides, phenols, protein and free 
amino acid, saponins, tannins, terpenoids 

(13) 
(17) 
(19)  

ราก Methanol Glycosides, flavonoids, steroids, tannins (17) 
 Ethanol Alkaloids, carbohydrates, flavonoids, glycosides, 

phenols, Quinones, saponins, steroids, tannins, 
terpenoids, 

(20) 
(17) 

 Water Glycoside, flavonoids, tannins, terpenoids (17) 
ล าต้น Methanol Glycosides, flavonoids, phenols, steroids, 

Tannins 
(17) 

 Ethanol glycosides, phenols, tannins (17) 
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ส่วน
ของพืช 

ตัวท าละลาย องค์ประกอบทางเคมีที่พบ แหล่ง
อ้างอิง 

 Water Glycosides, flavonoids, tannins, terpenoids (17) 
ส่วนท่ี
อยู่เหนือ
ดิน 

Ethanol Alkaloids, amino acids, Carbohydrates, 
flavonoids, glycosides, saponins, tannins 

(21) 

 

สารสกัดจากเอทานอลของกระดูกไก่ด าพบว่ามีสารอัลคาลอยด์ (alkaloids) สเตีย

รอยด์ (steroids) ฟลาโวนอยด์ (flavonoids) ฟีนอล (phenols) คาร์โบไฮเดรต 

(carbohydrate) ซาโปนิน (saponins) คูมาริน (cumarins) และควิโนน (quinones) สาร

สกัดกระดูกไก่ด าจากเมทานอลพบว่ามีสารฟลาโวนอยด์ สารกลุ่มฟีนอลิก คาร์ดิแอกไกลโค

ไซด์  รีดิวซิงชูการ์ และเทอร์พีนอยด์ และสารท่ีสกัดด้วยเมทานอลพบสารกลุ่มฟลาโวนอยด์

ในปริมาณมากเมื่อเทียบกับการสกัดด้วยน้ า (6) 

 

 
ภาพที่ 5 ต้นกระดูกไก่ด า (22) 
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2.3  ฤทธิ์ทางเภสัชวิทยาของต้นกระดูกไก่ด า 
  ต้นกระดูกไก่ด าจัดเป็นพืชที่มีความส าคัญทางการแพทย์ ในประเทศอินเดีย 
จีน ศรีลังกา มาเลเซีย ส่วนของต้นกระดูกไก่ด าท่ีนิยมน ามาใช้คือใบ โดยต้นกระดูกไก่ด าได้
น ามาใช้ในการรักษาอย่างมากมาย เช่น อาการไข้, อัมพาตครึ่งซีก, โรคไขข้ออักเสบ, ปวดหัว, 
ปวดหู, ปวดกล้ามเนื้อ, ความผิดปกติของระบบทางเดินหายใจ และทางเดินอาหาร (23) ซึ่ง
สอดคล้องกับหลายงานวิจัยท่ีพบว่าต้นกระดูกไก่ด าสามารถต้านการสร้างหลอดเลือดใหม่ 
(antiangiogenic) ต้านอนุมูลอิสระ ต้านเช้ือแบคทีเรีย ต้านเช้ือรา ต้านภาวะข้อต่ออักเสบ 
ต้านการอักเสบ ระงับอาการปวด รักษาอาการป่วย และยังต่อต้าน HIV Type1 reverse 
transcriptase  ซึ่งฤทธิ์ต้าน HIV ยังเป็นฤทธิ์ที่ค้นพบได้ในเพียงหลอดทดลอง อีกท้ังในหลาย 
ๆ งานวิจัยได้มีการอธิบายถึงฤทธิ์ของต้นกระดูกไก่ด า (12) ดังนี้  

2.3.1 ฤทธิ์ต้านการอักเสบ (Anti-inflammatory) 

การอักเสบเป็นปฏิกิริยาท่ีตอบสนองของร่างกายต่อส่ิงแปลกปลอมท่ีมา
กระตุ้นหรือรบกวน ท าลายเนื้อเยื่อจนเกิดความเสียหาย โดยการอักเสบมีลักษณะ
ส าคัญท่ีสามารถสังเกตได้ 5 ลักษณะหลัก ๆ ได้แก่ อาการปวด อุณหภูมิสูงขึ้น 
ผิวหนังแดงและบวมบริเวณท่ีเกิดการอักเสบ เนื้อเยื่อบริเวณนั้นๆ สูญเสียหน้าท่ีการ
ท างาน ซึ่งท้ังหมดนี้เป็นผลมาจากกระบวนการฟาโกไซโทซิส หรือกระบวนการกิน
ของเซลล์ (phagocytosis) ได้แก่ เม็ดเลือดขาวชนิดนิวโทรฟิล (neutrophils) และ
แมคโครฟาจ (macrophage) ซึ่งจะไปกระตุ้นการเคล่ือนท่ีของเม็ดเลือดขาวชนิดลิม
โฟไซต์ (leukocyte chemotaxis) จากภายในหลอดเลือดไปยังบริเวณท่ีถูกท าลาย
ท าให้หล่ังไซโตไคน์ (cytokines) กระตุ้นให้เกิดการอักเสบ (5) 

 
ภาพที่ 6 รังสี UV-B เหนี่ยวน ากระบวนการอักเสบ (5) 
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หลักการท างานของการต้านการอักเสบคือการยับยั้งเอนไซม์ไซโคลออกซี
จี เ น ส  ( cyclooxygenase, COX) ซึ่ ง ท า ห น้ า ท่ี เ ป ล่ี ย น  ก ร ดอ ะ ร า คิ โ ดนิ ก 
(arachidonic) เป็นโพรสตาแกลนดิน (prostaglandins) และ 5-ไลโปออกซีจีเนส 
(5-lipoxygenase, 5-LOX) ซึ่งท าหน้าท่ีเปล่ียนกรด arachidonic เป็นลิวโคไตรอีน 
(leukotrienes) (5) 

สารสกัดเมทานอลจากต้นกระดูกไก่ด ามีฤทธิ์ยับยั้งการหล่ัง COX, 5-LOX, 
interleukin-6 (IL-6) และ nuclear factor kappa B (NF-KB) ใน lipopolysaccharide 
ซึ่ งจะไปกระ ตุ้น human peripheral blood mononuclear cells (hPBMCs) 
สามารถลด Lipopolysaccharide ท่ีจะไปกระตุ้นให้เกิด iNOS และ COX-2 ซึ่งเป็น
สาเหตุของการอักเสบ อีกท้ังสารสกัดยังมีสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพได้แก่ apigenin 

ซึ่ ง เป็นสารท่ีมีฤทธิ์ลดระดับ NF-KB, COX-2, IL-1 และ THF-α ซึ่ ง เป็นสารท่ี
เกี่ยวข้องกับกระบวนการอักเสบ นอกจากนี้ apigenin ยังช่วยเพิ่มระดับ cytokine 
และ IL-10 อีกด้วย (5) 

จากการทบทวนวรรณกรรมการทดสอบฤทธิ์ ต้านการอักเสบด้วยวิธี  
protein denaturation inhibitory activity จากการสกัดต้นของต้นกระดูกไก่ด า
ด้ วย เมทานอล มี ค่ า  IC50 เ ท่ ากับ  180.24 µg/ml เ ทียบกับสารมาตรฐาน 
indomethacin ซึ่งมีค่า IC50 เท่ากับ 19.41 µg/ml ดังตารางท่ี 2 และวิธี trypsin 
(proteinase) inhibitory assay จากการสกัดต้นกระดูกไก่ด าด้วยเมทานอล มีค่า 
IC50  เท่ากับ 209.01 µg/ml เทียบกับสารมาตรฐาน indomethacin ซึ่งมีค่า IC50 
เท่ากับ 11.57 µg/ml (24) ดังตารางท่ี 3 

 

ตารางที่ 2 การทดสอบฤทธิ์ protein denaturation inhibitory activity จากสารสกัดใบ
และรากของต้นกระดูกไก่ด า (24) 

Test Extracts IC50 µg/ml 
L1- Methanolic extract of leaf 0180.24 

L2-Toluene soluble fraction of leaf 0153.25 
L3-Toluene insoluble fraction Inactive 
L4- Acetone soluble fraction Inactive 
R1-Methanolic extract of root 0135.80 

R2- Acetone soluble fraction of root 1246.00 
R3- Ether soluble fraction of root 5024.65 
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ตารางที่ 3 การทดสอบฤทธิ์ trypsin (proteinase) inhibitory assay จากสารสกัดใบและ
รากของต้นกระดูกไก่ด า (24) 

Test Extracts IC50 µg/ml 
L1- Methanolic extract of leaf 0209.01 

L2-Toluene soluble fraction of leaf 0034.85 
L3-Toluene insoluble fraction 0950.13 
L4- Acetone soluble fraction 1292.20 
R1-Methanolic extract of root 0054.71 

R2- Acetone soluble fraction of root 0340.74 
R3- Ether soluble fraction of root 0657.85 

 
2.3.2 ฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ (Antioxidant) 

อนุมูลอิสระคือ โมเลกุล หรือไอออนท่ีมีอิเล็กตรอนโดดเด่ียว ซึ่งเป็นโมเลกุล
ท่ีไม่เสถียร และมีความว่องไวต่อการเกิดปฏิกิริยา อนุมูลอิสระแบ่งออกเป็น 2 ชนิด 
คือ ออกซิเจน และไนโตรเจน อนุมูลอิสระของออกซิเจน เช่น ซุปเปอร์ออกไซด์ 
(superoxide) อนุมูลไฮดรอกซิล (hydroxyl radicals) และอนุมูลเปอร์ออกซิล 
(peroxyl radicals) โดยเรียกว่ า  reactive oxygen species (ROS) โดยอนุมูล
อิสระเกิดจากการใช้ออกซิเจนในกระบวนการเมแทบอลิซึมของเซลล์ และอนุมูล
อิสระของไนโตรเจน โดยเรียกว่า reactive nitrogen species (RNS) เช่น ไนโตรเจน 
ไดออกไซด์ (nitrogen dioxide) อนุมูลไนตริก ออกไซด์ (nitric oxide radicals) 
และเปอร์ออกซีไนไตรท์ ความเข้มข้นของ ROS ในระดับน้อยถึงปานกลางสามารถ
ป้องกันการติดเช้ือ และรบกวนการแบ่งเซลล์แบบไมโทซิส แต่หากความเข้มข้นของ 
ROS ในระดับสูงจะสามารถท าลายความสมดุลของสารต้านอนุมูลอิสระในส่ิงมีชีวิต 
ระดับ ROS ท่ีสูงเกินไปจะท าลายการท างานของเซลล์ไขมัน เปล่ียนสภาพโปรตีน 
ท าลายโครงสร้าง DNA ซึ่งก่อให้เกิดโรค เช่น มะเร็ง เบาหวาน โรคท่ีสัมพันธ์กับการ
อักเสบ โรคเกี่ยวกับระบบประสาท และระบบภูมิคุ้มกัน นอกจากนี้การทดลองใน
สัตว์จ าพวกหนูยังพบว่าการออกก าลังกายสามารถลดภาวะความไม่สมดุลของการ
เกิดอนุมูลอิสระ (oxidative stress) และในการออกก าลังกายในระดับปานกลางท า
ให้เกิดการสร้างเอนไซม์ในการต้านอนุมูลอิสระท าใหภ้าวะความไม่สมดุลของการเกิด
อนุมูลอิสระลดลง (5) 
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จากการทบทวนวรรณกรรมการทดสอบฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระของสารสกัด
ใบกระดูกไก่ด า มีการสกัดด้วยตัวท าละลายหลายชนิด เช่น hexane, chloroform, 
ethyl acetate, methanol, ethanol และ aqueous โดยพบว่าผงใบกระดูกไก่ด า
ท่ีสกัดด้วย ethanol มีสารประกอบอินทรีย์มากท่ีสุด (25) 
 
2.3.3 ฤทธิ์ต้านเช้ือไวรัสเอชไอวี (Anti-HIV) 

Human Immunodeficiency Virus (HIV) เป็น retrovirus ท่ี ติดเ ช้ือใน
ระบบภูมิ คุ้มกันของมนุษย์  HIV จะท าลายระบบภูมิ คุ้มกันโดยไปท าลาย T 
lymphocyte cell และเมื่อจ านวน T-CD4 lymphocyte cells ลดลง ท าให้เกิด
ความอ่อนแอน าไปสู่การติดเช้ือไวรัส และหากติดเช้ือไวรัสแล้วจะท าให้เกิดการเพิ่ม
จ านวนของไวรัส จนในท่ีสุดจะน าไปสู่ ภาวะความสามารถของระบบภูมิคุ้มกันในการ
ต่อต้านการติดเช้ือเกิดการบกพร่องอย่างรุนแรง (acquired immunodeficiency 
syndrome, AIDs) (26) 

การติดเช้ือ HIV ท าให้ CD4 cell และ T-cell ลดลงและสารท่ีมีคุณสมบัติ
เป็น anti-HIV จะสามารถยับยั้ง HIV replication ได้โดยการลดจ านวนของ p24 
และยับยั ้งการเติบโตของเซลล์ ซึ ่ง ต้นกระดูกไก่ด ามีสารกลุ่มฟลาโวนอยด์ 
(flavoniods) ซึ่งเป็นกลุ่มท่ีมีฤทธิ์ในการยับยั้ง HIV โดยจะยับยั้ง HIV reverse 
transcriptase ซึ่งเป็นเอนไซน์ท่ีเปล่ียน RNA ของเช้ือให้เป็น single stranded 
DNA ก่อนท่ีจะถูกเปล่ียนต่อให้อยู่ ในรูป double stranded DNA และเข้าไป
เช่ือมต่อกับโครโมโซมของ host cell (26) 

 

2.3.4 ฤทธิ์ยับยั้งเช้ือแบคทีเรีย (Antibacterial) 
การติดเช้ือแบคทีเรียสามารถเกิดได้ขึ้นในทุกส่วนของร่างกาย ซึ่งแบคทีเรีย

แต่ละชนิดจะมีความจ าเพาะในการก่อโรคท่ีต่างบริเวณกัน เช่น เช้ือ Neisseria 
meningitidis โดยปกติจะเกิดการติดเช้ือท่ีเยื่อหุ้มสมองในระบบประสาท เป็นเหตุ
ให้เกิดโรคเย่ือหุ้มสมองอักเสบ นอกจากนี้ยังสามารถก่อโรคท่ีปอดเป็นสาเหตุให้เกิด
ปอดอักเสบ  เช้ือ Staphylococcus aureus เป็นสาเหตุของการติดเช้ือท่ีผิวหนัง
หรือเนื้อเยื่อ และแพร่กระจายได้รวดเร็วผ่านทางกระแสเลือดจึงสามารถเกิดการติด
เช้ือไปยังบริเวณอื่น ๆ เช่น ปอด ช่องท้อง หัวใจ หลอดเลือด เป็นต้น (7) 

โรคต่าง ๆ เกิดได้จากการท่ีเซลล์ร่างกายถูกท าลายด้วยระบบภูมิคุ้มกันท่ีมา
ตอบสนองการติดเช้ือ ซึ่งอาการท่ีร่างกายตอบสนองต่อการติดเช้ือแบคทีเรีย เกิด
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จากการปล่อย cytokines ออกมาจ านวนมาก จนอาจพัฒนาไปเป็นภาวะติดเช้ือท่ี
อันตรายมากขึ้นจนอวัยวะต่าง ๆ ล้มเหลว และเสียชีวิตได้ จึงต้องใช้สารท่ีมีฤทธิ์ใน
การต้านแบคทีเรียเพื่อลดกระบวนการเหล่านี้ (7) 

ในสารสกัดกระดูกไก่ด าท่ีได้จากขั้นตอนการหมักและท าให้อยู่ในรูปข้ีผ้ึง 
หรือครีมจะมีคุณสมบัติเกี่ยวข้องกับการช่วยสมานแผล และยังมีประสิทธิภาพในยังยั้ง
แบคทีเรียหลายชนิด ได้แก่ Bacillus subtilis, Proteus mirabilis, Staphylococcus 
aureus, Escherichia coli, Salmonella typhi Staphylococcus mutans, 
Micrococcus luteus, Proteus vulgaris, Klebsiella pnueumoniae และ Shigella 
flexneri ซึ่งประสิทธิภาพในการยับยั้งแบคทีเรียแต่ละชนิดมีความแตกต่างกัน (7) ดัง
ตารางท่ี 4 
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 ตารางที่ 4 ฤทธิ์ยับยั้งเช้ือแบคทีเรียของต้นกระดูกไก่ด า 

 DEE: Diethyl ether, DCM: Dichloromethane, Positive control: Gentamycin 

  

2.3.5 ฤทธิ์ยับยั้งเซลล์มะเร็ง (Anticancer) 

มะเร็งคือโรคท่ีเกิดจากความผิดปกติของเซลล์ท่ีอวัยวะต่าง ๆ ในร่างกาย 

โดยจะมีการเจริญท่ีผิดปกติ เกิดเป็นก้อนเนื้อท่ีมีการลุกลามไปยังอวัยวะข้างเคียง 

และอาจกระจายไปยังส่วนอื่น ๆ ของร่างกายได้ผ่านทางระบบหลอดเลือด หรือ

ระบบทางเดินน้ าเหลือง ซึ่งมีสาเหตุของการเกิดได้หลายสาเหตุ และถือเป็นปัญหา

สุขภาพท่ีส าคัญของคนในปัจจุบัน จึงมีการศึกษาค้นคว้าหาวิธีการรักษา ท้ังด้านยา 

และการท าเคมีบ าบัด ซึ่งการลดลงของเซลล์มะเร็งจะมีความเช่ือมโยงเกี่ยวกับ

พฤติกรรมการบริโภคผัก และผลไม้รวมถึงผลจากการป้องกันสารเคมี มีสารส าคัญท่ี

เกี่ยวข้องคือสาร kaempferol เป็นสารส าคัญในกลุ่มฟลาโวนอยด์ (flavonoids) 

พบได้ในผลิตภัณฑ์จากธรรมชาติหลากหลายชนิด เช่น ถั่ว บล็อคโคลี่  ผักกาด 

เมล็ดเซีย กระเทียม ฯลฯ ซึ่ง kaempferol มีฤทธิ์ทางเภสัชวิทยา ได้แก่ การต้าน

Test 
microorganisms 

Zone of inhibition (mm) 
Positive 
control 

Solvent 
control 

Hexane DEE DCM Ethyl 
acetate 

Methanol 

Staphylococcus 
aureus 

12 - 6 5 4 5 7 

Staphylococcus 
mutans 

13 - 7 6 4 7 9 

Bacillus subtilis 15 - 6 5 3 5 12 
Micrococcus 
luteus 

18 - 4 6 5 7 11 

Proteus vulgaris 13 - 6 5 4 6 8 
Klebsiella 
pneumoniae 

17 - 6 5 6 8 9 

Escherichia coli 12 - 5 6 7 6 12 
Shigella flexneri 15 - 6 7 5 3 9 
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เช้ือแบคทีเรีย ต้านการอักเสบ ต้านอนุมูลอิสระ ป้องกันโรคหัวใจ ป้องกันระบบ

ประสาท ป้องกันเบาหวาน และน ามาปรับใช้ในการท าเคมีบ าบัด อีก ท้ัง 

kaempferol ยังสัมพันธ์กับการลดความเส่ียงในการเจริญของมะเร็งบางชนิด เช่น 

มะเร็งผิวหนัง มะเร็งตับ และมะเร็งล าไส้ (27) 

จากงานวิจัยท่ีทดลองฤทธิ์ของสารสกัดในเซลล์ พบว่าสารสกัดกระดูกไก่ด า

มี สารก ลุ่มฟลาโวนอย ด์  2 ชนิด  ไ ด้แก่  kaempferol และ  naringenin ซึ่ ง 

kaempferol มีฤทธิ์ในการยับยั้งการเพิ่มจ านวนของเซลล์มะเร็งตับอ่อน และ

เหนี่ยวน าให้เซลล์มะเร็งตาย  และ naringenin สามารถยับยั้งการเจริญของ

เซลล์มะเร็งเม็ดเลือดขาว นอกจากนั้นสารสกัดยังสามารถยับยั้งมะเร็งเต้านมได้อีก

ด้วย (27) 

 

2.3.6 ฤทธิ์ปกป้องตับจากสารพิษ (Hepatoprotective) 

ตับเป็นอวัยวะท่ีส าคัญในควบคุมระบบเมแทบอลิซึม การหล่ังสาร การกัก

เก็บสาร และการก าจัดสารพิษในร่างกาย เซลล์ตับมีกลไกการซ่อมแซมตัวเองโดย

เกิดการเหนี่ยวน าสารท่ีมีฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ เช่น ซูเปอร์ออกไซด์ดิสมิวเทส 

(superoxide dismutase, SOD), ตัวเร่งปฏิกิริยา (catalase), กลูตาไทโอนเปอรอก

ไซด์ (glutathione peroxide, GSHPx) ไปจัดการกับ ROS ท้ังโมเลกุลขนาดเล็ก 

และขนาดใหญ่ท่ีมีการสร้างอย่างต่อเนื่องจนน าไปสู่การท าลายเซลล์ในร่างกาย ซึ่ง

หากตับถูกท าลายจนเกิดความเสียหายมากจะท าให้การท างานของตับผิดปกติไป (9) 

สารท่ีเป็นตัวเหนี่ยวน าความเสียหายของตับมี 2 ชนิด คือ พาราเซตามอล 

(acetaminophen, APAP) และคาร์บอนเตตระคลอไรด์ (CCl4) ซึ่ง  APAP 

จะถูกเมแทบอไลต์ผ่านตับเป็นส่วนใหญ่ และถูกขับออกในรูป glucuronide และ 

sulfate conjugates โดย CCl4 มีกลไกการเกิดพิษจากการท าปฏิกิริยากับเอนไซม์

ไซโตโครม P450 (cytochrome P450) ในกระบวนการเมแทบอลิซึม และเกิดเป็น

อนุมูลอิสระ ท่ี เรียกว่ า   ไตรคลอโรเมทิล ( trichloromethyl) ส่งผลให้ เกิ ด

กระบวนการ ลิพิดเปอร์ออกซิเดชัน ( lipid peroxidation) ซึ่งถูกตรวจพบ

มาลอนไดแอลดีไฮด์ (malondialdehyde, MDA) ในปริมาณท่ีสูงขึ้น อย่างไรก็ตาม 

APAP จะถูกเมแทบอไลต์ผ่านเอนไซม์ไซโตโครม P450 (cytochrome P450) และ

กลายเป็น nacetyl-P-benzoquinoneimine (NAPQI) ซึ่งมีความเป็นพิษ แต่ใน
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ระยะเริ่มต้น จะเกิดสาร NAPQI เพียงเล็กน้อย ซึ่งสามารถจับกับ glutathione และ

ได้เป็น mercapturic acid ท่ีไม่เป็นพิษ แต่หากมีภาวะท่ีได้รับ APAP เกินขนาด จะ

ท าให้เกิด NAPQI เพิ่มขึ้น และเกิดการออกซิไดซ์โมเลกุลของเนื้อเยื้อ เช่น ไขมัน 

และโปรตีนท่ีโมเลกุลพันธะซัลไฮดริลฟ์ (S-H) และควบคุม calcium homeostasis 

ท่ีเปล่ียนแปลงจากการท่ีระดับ GSH ลดลง (9) 

สารสกัดใบกระดูกไก่ด าที่สกัดจาก เมทานอล พบสารกลุ่มฟีนอลิก 

และฟลาโวนอยด์ โดยสารท้ังสองมีฤทธิ์ antioxidant และ hepatoprotective 

จากการทดลองท่ีใช้ CCl4 เป็นสารท าลายเซลล์ตับ ซึ่งสารสกัดกระดูกไก่ด าสามารถ

ยับยั้ง CCl4 ท่ีท าลายเซลล์ตับดังกล่าวได้โดยการลดระดับค่าตับคือค่า aspartate 

transaminase (AST) แ ละ  alanine transaminase (ALT) แ ละ ยั ง เ พิ่ ม ร ะ ดับ 

antioxidant enzymes (9) 

 
2.3.7 ฤทธิ์ยับยั้งการสร้างเส้นเลือดใหม่ (Antiangiogenesis) 

Angiogenesis หรือ neovascularization คือกระบวนการทางสรีรวิทยาท่ี
เกี่ยวข้องกับการสร้างเส้นเลือดใหม่ เกี่ยวกับการกระตุ้น การเพิ่มจ านวน การย้ายท่ี
ของ endothelial cells เป็นกระบวนการปกติท่ีส าคัญในการเจริญเติบโต และการ
พัฒนาของร่างกาย รวมทั้งเพื่อซ่อมแซมส่วนท่ีสึกหรอเมื่อเกิดบาดแผลในส่วนต่าง ๆ 
ของร่างกายแต่ยังมีความเกี่ยวพันกับกระบวนการเกิดพยาธิสภาพในโรคเบาหวาน 
จอประสาทตา โรคข้ออักเสบรวมถึงการเจริญเติบโตของเนื้องอก และในภาวะท่ีมี
ความไม่สมดุลในร่างกายจะท าให้เกิดการสร้างหลอดเลือดขึ้นมาในปริมาณมากได้ 
(10) 

ในประเทศอินโดนีเซียมีรายงานว่า Centella asiatica, Justicia gendarussa 
และ Imperata cylindrica มีประสิทธิภาพในการรักษาโรคความดันโลหิตสูง ภาวะ
ความไม่สมดุลของการเกิดอนุมูลอิสระมีบทบาทในการเกิดโรคความดันโลหิตสูงซึ่ง
จะท าให้เกิดหัวใจห้องล่างซ้ายขยายตัว ( left ventricular hypertrophy) จาก
การศึกษาพบว่าสมุนไพรท้ัง 3 ชนิด สามารถยับยั้งการเปล่ียนแปลงหัวใจของหนูท่ี
เป็นความดันโลหิตสูง โดยผ่านกลไก NADPH oxidase (NOXs) ซึ่ง NOX มีบทบาท
ส าคัญในการพัฒนาเป็นโรคหัวใจ และหลอดเลือด เช่น โรคหลอดเลือดแดงแข็ง 
(atherosclerosis), ความดันโลหิตสูง (hypertension), กล้ามเนื้อหัวใจหนาผิดปกติ 
และเกิดการเปล่ียนแปลง (cardiac hypertrophy และ remodeling), การสร้าง
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หลอดเลือดใหม่ (angiogenesis) และอาจเกิดภาวะกล้ามเนื้อหัวใจขาดเลือด และ
เกิดหัวใจล้มเหลว (stroke and heart failure) (10) 
 

2.4 กระบวนการแก่ชราและการเกิดร้ิวรอยของผิวหนัง  

ความแก่ชราเป็นกระบวนการท่ีส่ิงมีชีวิตทุกชนิดต้องพบเจอ ไม่สามารถหลีกเล่ียงได้ 
ในมนุษย์ผิวหนังเป็นเนื้อเยื่อท่ีได้รับผลกระทบจากความแก่ชรามากท่ีสุด  ซึ่งเมื่อเปรียบเทียบ
ผิวหนังคนแก่กับผิวหนังวัยหนุ่มสาวพบว่า ผิวหนังของคนที่มีอายุจะมีปริมาณของ
เซลล์ไฟโบรบลาสต์ (fibroblasts) ลดลง ท าให้การสร้างคอลลาเจน (collagen) อิลาสติน 
(elastin) และไกลโคสะมิโนไกลแคน (glycosaminoglycans) ลดลง ผลลัพธ์ให้ท าให้เกิดริ้ว
รอย (wrinkle) (28) 

โดยมีปัจจัยท่ีเกี่ยวข้องคือปัจจัยภายนอกซึ่งส่วนใหญ่เกิดจากการได้รับแสงแดด 

เรียกว่า “Photoaging” จากการท่ีสัมผัสกับรังสีอัลตราไวโอเลต (ultraviolet, UV) เป็น

เวลานาน ซึ่งรังสีท่ีมีผลกระทบต่อผิวหนังคือรังสี UV-A และ UV-B เนื่องจากเป็นเป็นสารก่อ

มะเร็ง สามารถเหนี่ยวน าให้เกิดสารอนุมูลอิสระได้ (29) โดยการสัมผัสรังสี UV เป็นเวลานาน

จะกระตุ้นการท างานของเอนไซม์ collagenase ส่งผลให้ผิวหนังเกิดริ้วรอย ผิวหยาบแห้ง 

การสร้างเม็ดสีผิดปกติ ซึ่งการเกิดความแก่ของผิวหนังเกิดจากปัจจัยภายนอก (28) 

2.4.1 ปัจจัยภายนอกท่ีส่งผลต่อการเกิดความแก่ของผิวหนัง 

1) การเปล่ียนแปลงของแมทริกซ์ท่ีอยู่นอกเซลล์ (Extracellular matrix 
cell) 

Extracellular matrix cell หรือ ECM เป็นโครงสร้างท่ีมีลักษณะ
เป็นร่างแห มีความจ าเป็นในการเจริญเติบโตและเพิ่มความยืดหยุ่นให้
ผิวหนัง และมีบทบาทส าคัญในการค้ าจุนร่างกายของร่างกาย โดย ECM มี
คอลลาเจน และอิลาสตินเป็นส่วนประกอบหลัก และยังประกอบด้วย
ไกลโคสะมิโนไกลแคน การเส่ือมสลายของ ECM มีความเช่ืองโยงกับความ
แก่ชราโดยตรง มีความสัมพันธ์เกี่ยวกับการลดลงของคอลลาเจน อิลาสติน 
และไกลโคสะมิโนไกลแคน ซึ่งสาเหตุหลักของการเสื่อมสลายของ
คอลลาเจนเกิดจากการท่ีเอนไซม์ไฮยาลูนิเดส (hyaluronidase), เอนไซม์
อีลาสเทส (elastase) และเอนไซม์คอลลาจีเนส (collagenase)  ท างาน
เพิ่มขึ้น เนื่องจากถูกกระตุ้นด้วย neutrophils, IL-1, IL-6 และ TNF- 
alpha (30) 
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2) การเพิ่มขึ้นของ Matrix metalloproteinase (MMPs) และการส่งทอด
สัญญาณเข้าสู่เซลล์ (Cellular signal transduction) 

Matrix metalloproteinases (MMPs) มี ส่ ว น ป ร ะ ก อ บ เ ป็ น 
proteinases ท่ีมีความสามารถในการย่อย ECM ซึ่งเป็นส่วนประกอบของ
โครงสร้างของผิวหนัง ในสภาวะปกติ ร่างกายจะมีปริมาณของ MMPs 
ค่อนข้างต่ า แต่จะมีปริมาณสูงขึ้นเมื่อถูกกระตุ้นด้วยรังสีอัลตราไวโอเลตคือ
เมื่อผิวหนังดูดซับรังสีอัลตราไวโอเลต จะน าไปสู่การสร้าง ROS ท่ีเพิ่มขึ้น 
ซึ่งจะกระตุ้น growth factor และ cytokine receptors ผ่านทาง MAP 
kinase pathway ส่งผลท าให้เกิดการส่งสัญญาณไปยัง Protein kinase 
แล้วกระตุ้น Activating protein-1 (AP-1) ท่ีประกอบด้วยโปรตีน c-Jun 
และ c-Fos และยังกระตุ้น Nuclear factor-B (NF-kB) ในนิวเคลียส การ
เพิ่มขึ้นของ ระดับ AP-1 จะเหนี่ยวน าท าให้ปริมาณของเอนไซม์ MMPs 
เพิ่มขึ้น เช่น MMP-1, MMP-3, MMP-8 และ MMP-9 และเกิดการเส่ือม
สลายของแมทริกซ์ ท่ีอยู่นอกเซลล์ ซึ่ งประกอบไปด้วยคอลลาเจน 
( collagen), อิ ล า ส ติ น  ( elastin) แ ล ะ ไ ก ล โ ค ส ะ มิ โ น ไ ก ล แ ค น 
(glycosaminoglycans) ในผิวหนัง (29) 

 
2.4.2 ปัจจัยภายนอกท่ีส่งผลต่อการเกิดความแก่ของผิวหนัง 

1) กระบวนการเส่ือมของเซลล์ (Cellular senescence)  
ในเซลล์ fibroblast ของผิวหนังจะมีเอนไซม์ MMPs ท าหน้าท่ีย่อย 

ECM (collagen, elastin, glycosaminoglycan) เช่น เอนไซม์ท่ีท าหน้าท่ี
ย่อยคอลลาเจน (collagenase หรือ metalloproteinase-1, MMP-1) ซึ่ง
ในสภาวะปกติจะพบเอนไซม์ชนิดนี้ในปริมาณต่ า และมีเอนไซม์ tissue 
inhibitor of metalloproteinases (TIMPs) ซึ่งท าหน้าท่ียับยั้งเอนไซม์ 
MMPs  ในปริมาณท่ีค่อนข้างสูง แต่ในเซลล์ fibroblasts ท่ีเกิดกระบวนการ
แก่ชรา จะมีปริมาณ MMPs ค่อนข้างสูงและมี TIMPs ค่อนข้างต่ า ส่งผลให้
การสังเคราะห์คอลลาเจนลดลง ท าให้โครงสร้างของผิวหนังเกิดการ
เปล่ียนแปลงซึ่งเป็นสาเหตุท าให้ผิวหนังฝ่อและเกิดริ้วรอย (31) 
2) ภาวะเครียดออกซิเดชัน (Oxidative stress)  

เกิดจากความไม่สมดุลระหว่างอนุมูลอิสระ ( free radical และ 
ROS) ท้ังท่ีเกิดจากปัจจัยภายนอก และภายในร่างกาย และสารต้านอนุมูล
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อิสระภายในร่างกาย (anti-oxidant) โดยมีกลไกคือ ROS ท่ีเกิดขึ้นจะไป
กระตุ้น growth factor cytokine receptors บนผิวของเซลล์ fibroblasts 
ส่ งผลท า ให้ เกิ ดการ ส่ง สัญญาณไปยั ง  protein kinase ไปกระ ตุ้น 
activating protein-1 (AP-1) ในนิวเคลียส ท าให้ปริมาณของเอนไซม์ 
MMPs เพิ่มขึ้น ส่งผลให้เกิดการท าลาย DNA และ collagen และใน
ขณะเดียวกัน ROS ก็จะไปกระตุ้นการสร้าง IL-1, IL-6, TNF-alpha และ 
CCN-1 ส่งผลให้การสร้าง collagen ลดลง (32) และ ROS ยังเพิ่มการ
แสดงออกของเอนไซม์ elastase ในการท าลาย elastin ซึ่งมีหน้าท่ีเพิ่ม
ความหยืดหยุ่นแก่ผิวหนัง ท าให้ elastin ในผิวลดลง ส่งผลให้เกิดริ้วรอยได้ 
(43) 

กระบวนการแก่ชราของผิวหนังมี 3 กระบวนการหลักท่ีเกี่ยวข้อง 
ได้แก่ กระบวนการออกซิเดชัน กระบวนการอักเสบ และกระบวนการ
ไกลเคชันซึ่งจะสร้างแอดวานซ์ไกลเคชันเอนด์โพรดักส์ (29) 

โดยกระบวนการอักเสบท่ีเกี่ยวข้องกับการเกิดริ้วรอยมักเกิดจาก
ปัจจัยภายนอกอย่างแสงแดด และมลภาวะต่าง ๆ ท่ีมากระตุ้นให้เกิดอนุมูล
อิสระผ่านกระบวนการออกซิเดชัน อนุมูลอิสระท่ีเกิดขึ้นจะไปกระตุ้น 
pathway ต่างๆท่ีเกี่ยวข้องกับการอักเสบ เกิดการหล่ัง NF-kB และ AP-1 
ซึ่ง ท้ังสองตัวนี้จะกระตุ้นให้เอนไซม์ collagenase ท างานเพิ่มขึ้น ใน
ขณะเดียวกันก็เกิดการหล่ัง IL-1, IL-6, TNF-alpha และ CCN-1 จาก
กระบวนการอักเสบด้วย โดยท้ัง 4 ตัวจะส่งผลให้สร้างคอลลาเจน         
และอีลาสตินลดลง ส่งผลให้เกิดริ้วรอยได้ (29) 

 
2.5 กระบวนการไกลเคชัน 

ไกลเคชัน คือ กระบวนการเกิดปฏิกิริยาระหว่างหมู่คาร์บอนิลของน้ าตาลรีดิวซิง
อิสระกับหมู่อะมิโนอิสระของโปรตีน DNA และไขมันซึ่งไม่เกี่ยวข้องกับเอนไซม์ หลังจากท า
ปฏิกิริยากันแล้วจะเกิด Schiff base ซึ่งเป็นสารตัวกลางท่ีไม่เสถียร สามารถผันกลับไปเป็น
น้ าตาลรีดิวซิงอิสระกับโปรตีนได้ เมื่อเวลาผ่านไปหลาย ๆ วันจะเกิด amadori product ซึ่ง
เป็นสารตัวกลางท่ีมีความเสถียร ไม่สามารถผันกลับไปเป็น Schiff base ได้ และสุดท้ายจะ
กลายมาเป็นแอดวานซ์ไกลเคชันเอนด์โพรดักส์ หรือ AGEs และมีการสะสมอยู่ในร่างกาย 
(33) ความหลากหลายของ AGEs ขึ้นกับ glycating agent ยกตัวอย่างเช่น AGEs ท่ีได้จาก 
glyoxal  ได้แก่  carboxymethyl lysine (CML), glyoxal lysine dimer (GOLD) AGEs ท่ี ไ ด้ จาก 



18 
 

methyglyoxal ได้แก่carboxyethyl lysine (CEL), argpyramidine, methyglyoxal lysine dimers 
(MOLD) และอื่ น ๆ และ AGEs ท่ี ได้จาก 3-deoxyglucosone (3DG) ได้แก่  pyralline and 
deoxyglucosone-derived lysine dimer (DOLD) (33) 
 

 
ภาพที่ 7 แสดงกระบวนการไกลเคชันในส่ิงมีชีวิต 

 
AGEs สามารถเหนี่ยวน าให้เกิดความเสียหายแก่ ECM และเซลล์ผ่าน 3 กลไกหลัก 
ดังนี้  

1.  สะสมอยู่ใน ECM เช่น collagen และ elastic fiber และเกิดการ 

cross-linking ระหว่าง AGEs กับ และ ECM ท าให้เนื้อเยื่อเกี่ยวพัน (connective 

tissue) สูญเสียความยืดหยุ่น โดยเฉพาะการ cross-linking ระหว่าง AGEs และ

คอลลาเจน จะท าให้คุณสมบัติเชิงกลของคอลลาเจนเปล่ียนแปลงไป ส่งผลให้เกิดริ้ว

รอยได้ (34) 

2.  AGEs ท่ีเกิดจากการเปล่ียนแปลงโปรตีนภายในเซลล์ผ่านกระบวนการ

ไกลเคชันจะท าให้เซลล์สูญเสียการท างานเดิม โดยถ้าหากมีการเปล่ียนแปลงโปรตีน

ท่ีเป็นตัวส่งสัญญาน จะท าให้การท างานของเซลล์ และการการแสดงออกของยีนแย่

ลง เช่น จะไปลดการท างานของเอนไซม์ต้านอนุมูลอิสระ (antioxidant enzyme) 

รวมท้ัง ตัวเร่งปฏิกิริยา (catalase), กลูตาไธโอนเปอร์ออกซิเดส (glutathione 
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peroxidase) และกลูตาไธโอนรีดักเทส (glutathione reductase)  ซึ่งการไปลด

การท างานของเอนไซม์เหล่านี้จะท าให้ภาวะเครียดออกซิเดชันในเซลล์เพิ่มขึ้น ยิ่งไป

กว่ านั้น  โปรตีน ท่ี ผ่านกระบวนการไกลเคชันจะถูกก า จัดผ่าน ubiquitin-

dependent 20S proteasome-mediated proteolysis ซึ่ ง  AGEs สามารถไป

รบกวนกระบวนการนี้ได้ ท าให้โปรตีนท่ีผ่านกระบวนการไกลเคชันในเซลล์เพิ่มสูงขึ้น 

(34) 

3.  จับกับ Receptor (RAGE) โดย RAGE เป็นโมเลกุลท่ีอยู่บริเวณผิวเซลล์

ท่ีโดดเด่นในการจดจ า AGEs การจับกันระหว่าง RAGE และ AGEs จะเปล่ียนแปลง

การท างานของเซลล์ ซึ่งส่วนใหญ่จะเกิดผ่านโมเลกุลท่ีเกี่ยวข้องกับการอักเสบ โดย

กระตุ้นให้เกิดการอักเสบผ่าน inflammatory signaling pathway น าไปสู่การแก่

ชรา นอกจากนี้ RAGE ยังมีหน้าท่ีควบคุมกระบวนการท างานท่ีส าคัญของเซลล์อีก

หลายอย่าง เช่น การตาย (apoptosis) การส่งสัญญาน ROS การเพิ่มจ านวน

เซลล์ และการกลืนกินตัวเอง (autophagy) (34)  

 
ภาพที่ 8 แสดงกลไกการเกิดความแก่และริ้วรอยของผิวหนังมนุษย์ 

 

2.5.1 AGEs inhibitor  

Aminoguanidine เป็นสารตัวแรกท่ีถูกน ามาใช้ในการยับยั้ง AGEs  โดย 
AGEs inhibitor ท้ัง aminoguanidine และ pyridoxamine สามารถป้องกันการ
สะสม AGE โดยจับกับหมู่คาร์บอนิลท่ีไวต่อการเกิดปฏิกิริยา และท าหน้าท่ีคล้ายเป็น
ตัวจับคาร์บอนิล (carbonyl trap) ในงานวิจัยก่อนหน้านี้พบว่า aminoguanidine 
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สามารถป้องกันภาวะแทรกซ้อนท่ีไต ตา ระบบประสาทท่ีเกิดจากเบาหวาน โดยการ
ยับยั้งการสร้าง AGEs แต่อย่างไรก็ตาม aminoguanidine ไม่สามารถน ามาใช้
ในทางคลินิกได้ เนื่องจากเหตุผลด้านความปลอดภัยจากท้ังผลข้างเคียงและการเป็น 
pro-oxidant (34) 

ผลิตภัณฑ์จากสมุนไพรได้รับการยอมรับว่าค่อนข้างปลอดภัยต่อการบริโภค
เมื่อเทียบกับยาท่ีได้จากการสังเคราะห์ ดังนั้น การหาสารต้าน AGEs โดยใช้
ผลิตภัณฑ์จากธรรมชาติจึงมีแนวโน้มเพิ่มมากขึ้นเรื่อย ๆ ซึ่งผลิตภัณฑ์จากธรรมชาติ
หลายชนิด มีฤทธิ์ต้านการท างานของกระบวนการไกลเคชันซึ่งฤทธิ์นี้อาจจะเหมือน
หรือแรงกว่า aminoguanidine ยกตัวอย่างเช่น polyphenol หลายตัวสามารถ
ยับยั้งกระบวนการไกลเคชันได้ในหลอดทดลอง ฟลาโวนอยด์จัดเป็นสารกลุ่มหลัก
ของ polyphenol มีรายงานออกมาว่าสารฟลาโวนอยด์หลายตัว เช่น kaemferol, 
genistin, quercitrin และ quercetin มีคุณสมบัติในการต้านการเกิดกะบวนการ
ไกลเคช่ัน และเมื่อไม่นานมานี้มีการค้นพบว่าสาร epicatechin มีคุณสมบัติในการ
ท าลาย AGE ท้ังในหลอดทดลอง และในส่ิงมีชีวิต โดยสารประกอบชนิดนี้ท าลาย 
serum albumin ท่ีถูก glycated ในหลอดทดลองและลดการสะสม AGEs ใน 
retinal tissue ของหนูทดลองท่ีถูกฉีด AGEs เข้าไป โดยมีการคาดการณ์ว่า side 
chain ท่ีติดกับ pyrrole ring ท่ีเป็นคาร์บอนในโครงสร้างของ AGE เป็นบริเวณท่ี
เกิด nucleophilic attack เนื่องจาก C6 และ C8 บน A-ring ของ epicatechin 
เป็น nucleophilic ดังนั้น epicatechin จึงสามารถเข้ามาจับและท าลาย AGEs ท่ี
เกิดการ cross-link (34) นอกจากนี้ยังมีสารอื่น ๆ ท่ีสามารถยับยั้ง AGEs ได้ ดัง
ตารางท่ี 5 ต่อไปนี้ 
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ตารางที่ 5 แสดงสารและกลไกท่ีสามารถยับยั้ง AGEs 

สาร กลไก 
Aminoguanidine จับกับสารประกอบคาร์บอนิลท่ีพร้อมจะเกิดปฏิกิริยา 

(reactive carbonyls) ในระหว่างการเกิดปฏิกิริยาเมลลาร์ด 
โดยเฉพาะสารประกอบแอมาดอริ และจับกับสารประกอบได

คาร์บอนิล เช่น methylglyoxal, glyoxal, และ 3‐
deoxyglucosone ด้วย (35) 

N-(2Acetamidoethyl) 
hydrozinecarboximidamide 
hydrochloride (ALT-946) 

ยับย้ังกระบวนการเหนี่ยวน าให้เกิดการ cross-links กับ 
AGEs (36) 

(±)-2-isopropylidenehydrazono-4-
oxothiazolidin-5-ylacetanidide 
(OPB-9195) 

จับกับสารตัวกลางคาร์บอนิล เพื่อป้องกันการเปล่ียนแปลง

ของนิวคลีโอไฟล์ในโปรตีน   

4,5-Dimethyl-3-
phenacylthiozolium chloride 
(ALT-711) 

ท าลาย cross-links ของ AGEs 
ท าลายพันธะระหว่างคาร์บอนกับคาร์บอนของสารประกอบ 
alpha-carbonyl (37) 

Pyridoxamine ยับย้ังการสร้าง AGEs ผ่าน 3 กลไก ได้แก่ 
1. ปิดกั้นกระบวนการย่อยสลายผ่านปฏิกิริยาออกซิเดช่ัน
ของสารประกอบแอมาดอริในปฏิกิริยาเมลลาร์ด 
2. จับกับผลิตภัณฑ์คาร์บอลนิลของกลูโคสและไขมันท่ี
สลายตัวที่เป็นพิษ 
3. จับอนุมูลอิสระ (38) 
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2.5.2 สารพฤกษเคมี (Phytochemicals) ท่ีเกี่ยวกับฤทธิ์ต้านไกลเคช่ัน 

ผลิตภัณฑ์จากธรรมชาติ โดยเฉพาะผลิตภัณฑ์ท่ีได้จากพืชได้รับการพิสูจน์

ว่าเป็นผลิตภัณฑ์ท่ีมีความปลอดภัยต่อการบริโภคของมนุษย์ และสารสกัดจากพืช

หลายชนิดได้รับการประเมินความสามารถในการป้องกันการสร้าง AGEs การแพทย์

ทางเลือกได้รับความสนใจให้มีการพัฒนาเป็นอย่างมาก ส าหรับภาวะความไม่สมดุล

ของการเกิดอนุมูลอิสระ (oxidative stress) มีการรายงานว่ามีการน าผลิตภัณฑ์จาก

ธรรมชาติมาใช้ในการรักษาโรคเบาหวาน และโรคเบาหวานท่ีมีภาวะแทรกซ้อน 

สารอาหารในผัก และผลไม้ได้ถูกศึกษาเพื่อท่ีจะป้องกันโรคเรื้อรังจากอวัยวะ

เส่ือมสภาพเนื่องจากผัก และผลไม้มีสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพ สารเหล่านี้จะออก

ฤทธิ์ที่เป้าหมายอย่างจ าเพาะเจาะจงรวมถึงฤทธิ์การต้านไกลเคชัน สารประกอบท่ีมี

ฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ เช่น สารกลุ่มโพลีฟีนอล (polyphenols) ท่ีได้รับการพิสูจน์ว่า

มีฤทธิ์ในการต้านไกลเคชันทางสรีรวิทยา ถึงแม้จะมีรายงานว่าฤทธิ์ในการต้าน

ไกลเคชันขึ้นอยู่กับระบบท่ีใช้ ส่วนประกอบของพืชมีสารประกอบท่ีไม่ชอบน้ า 

(hydrophobic) เช่น ซาโปจีนิน (sapogenins) ของกรดเออโซลิก (ursolic) และ

กรดโอลีนโนอิก (oleanolic acid)  ซึ่งมีฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ และฤทธิ์ลดระดับ

น้ าตาลในเลือดต่ ากว่าปกติ (hypoglycemic) โดยสารประกอบท่ีไม่ชอบน้ ามีฤทธิ์

ต้านไกลเคชัน อยู่ในรูปของสารสกัดที่ไม่มีขั้ว การศึกษาเกี่ยวกับฤทธิ์การต้าน

ไกลเคชัน และฤทธิ์การต้านอนุมูลอิสระจากแหล่งธรรมชาติต่าง ๆ จึงได้รับความ

นิยม ซึ่งพืชท่ีมีสารกลุ่มไตรเทอร์พีนอยด์ (riterpenoids) และฟีนอลิก (phenolic) 

จะได้รับความสนใจเนื่องจากมีฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ และฤทธิ์ต้านไกลเคชัน สารสกัด

ธรรมชาติหรือสารประกอบท่ีมีท้ังฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ และฤทธิ์ต้านไกลเคชันจะมี

ความสามารถในการรักษาภาวะแทรกซ้อนจากโรคเบาหวานท่ีดี (37) 

จากการทบทวนวรรณกรรมเกี่ยวกับลักษณะทางพฤกษศาสตร์ องค์ประกอบทางเคมี ฤทธิ์

ทางเภสัชวิทยาของต้นกระดูกไก่ด า พบว่าเป็นพืชสมุนไพรท่ีมีความน่าสนใจ เนื่องจากสามารถ

เพาะปลูกได้ง่าย เจริญเติบโตได้อย่างรวดเร็ว มีฤทธิ์ทางเภสัชวิทยาท่ีหลากหลาย และฤทธิ์ทางเภสัช

วิทยาท่ีพบนั้นสัมพันธ์กับกระบวนการต้านการเกิดริ้วรอย รวมท้ังได้ทบทวนวรรณกรรมเกี่ยวกับ

กระบวนการ และกลไกในการเกิดริ้วรอยบริเวณผิวหนังพบว่ามี 3 กลไกหลักท่ีท าให้เกิดริ้วรอย ได้แก่ 

กระบวนการออกซิเดชัน กระบวนการเกิดการอักเสบ และกระบวนการไกลเคชันซึ่งจะสร้างแอดวานซ์

ไกลเคชันเอนด์โพรดักส์ขึ้นมา โดยยังไม่มีงานวิจัยท่ีศึกษาฤทธิ์ต้านการสร้างแอดวานซ์ไกลเคชันเอนด์
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โพรดักส์ของต้นกระดูกไก่ด า ซึ่งแอดวานซ์ไกลเคชันเอนด์โพรดักส์เป็นหนึ่งในปัจจัยส าคัญท่ีท าให้เกิด

ริ้วรอยได้ และจากการรายงานพบว่าต้นกระดูกไก่ด ามีฤทธิ์ต้านการอักเสบ และฤทธิ์ต้านออกซิเดชัน 

ซึ่งท้ังกระบวนการต้านการอักเสบ และกระบวนการต้านออกซิเดชัน มีกลไกร่วมกันผ่าน NF-kB ซึ่ง

เกี่ยวข้องกับการเกิดริ้วรอย  ผู้วิจัยจึงสนใจศึกษาฤทธิ์ต้านการสร้างแอดวานซ์ไกลเคชันเอนด์โพรดักส์ 

และฤทธ์อื่น ๆ ท่ีเกี่ยวข้องของสารสกัดจากใบกระดูกไก่ด าขึ้นมาเพื่อเป็นแนวทางในการพัฒนาเป็น

ผลิตภัณฑ์ต้านริ้วรอย และเป็นแนวทางในการต่อยอดเพื่อศึกษากลไกการออกฤทธิ์ในระดับโมเลกุล

ต่อไป 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

บทที่ 3 

วิธีการด าเนินงานวิจัย 

3.1 ตัวอย่างพืชและการสกัด 

ผงต้นกระดูกไก่ด า ได้รับความอนุเคราะห์จาก รพ.เจ้าพระยาอภัยภูเบศร จ.ปราจีนบุรี ท า
การสกัดด้วย 30% ethanol จากนั้นน าสารสกัดท่ีได้ไประเหยด้วยเครื่อง Evaporator (Buchi 
Rotavapor R-100, BUCHI, Germany) ได้สารสกัดเอทานอล ช่ังน้ าหนักสารสกัดท่ีได้ ค านวณ 
%yield และเก็บไว้ท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส ในสภาวะปราศจากแสงจนกระท่ังกระบวนการ
วิเคราะห์ 

 

3.2 การทดสอบฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ 
 ในการทดสอบฤทธิ์การต้านอนุมูลอิสระ ได้ใช้วิธีการวิเคราะห์ 2 วิธี ได้แก่ FRAP assay และ 
DPPH assay 

 3.2.1 FRAP assay 

การวิเคราะห์ Ferric ion reducing antioxidant power (FRAP assay) เป็นการ
วัดความสามารถของสารต้านอนุมูลอิสระซึ่งสามารถถ่ายอิเล็กตรอนให้กับสารประกอบ
เชิงซ้อน Fe3+–TPTZ ท าให้เกิดการเปล่ียนรูปเป็น Fe2+–TPTZ ดูดกลืนแสงได้ท่ีความยาว
คล่ืน 593 nm โดยปริมาณ Fe2+–TPTZ ท่ีเกิดขึ้นสามารถประมาณฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระได้
เทียบกับกราฟมาตรฐานของ Trolox 

การวิเคราะห์ FRAP ในการทดลองนี้ ดัดแปลงมาจากวิธีของ Kristof Csepregi และ
คณะ โดยเตรียม FRAP reagent จาก 300 mM acetate buffer pH 3.6 ปริมาตร 100 ml, 
10 mM 2,4,6-Tri (2-pyridyl)-s-triazine (TPTZ) ใน 40 mM HCl ปริมาตร 10ml และ 
20mM ferric chloride ปริมาตร 10 ml ท าการวิเคราะห์โดยปิเปตสารสกัดผงต้น
กระดูกไก่ด าท่ีความเข้มข้น 0, 1, 25, 50 และ 100 mg/ml ใน DI water ปริมาตร 10 µl 
ผสมกับสารละลาย FRAP reagent ปริมาตร 190 µl ใน 96-well plate ผสมให้เข้ากัน แต่
ละความเข้มข้น ท าซ้ า 3 ครั้ง ต้ังท้ิงไว้ในท่ีมืด ท่ีอุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 20 นาที น ามาวัดการ
ดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 620 nm ด้วยเครื่อง Microplate reader รุ่น Crocodile 5-in-
one ELISA miniWorkstation โดยใช้ Trolox เป็นสารมาตรฐาน ฤทธิ์ในการต้านอนุมูล
อิสระ เทียบจากสารละลายมาตรฐาน Trolox โดยค านวณเป็นค่า Trolox equivalent 
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antioxidant capacity (TEAC) เทียบเป็นหน่วยความสามารถในการต้านอนุมูลอิสระของ
สารทดสอบ (M Trolox/g) (38) โดยก าหนดค่า %inhibition cut off เท่ากับ 80% (6) 

 3.2.2 DPPH assay 

เป็นวิธีทดสอบฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระโดยใช้สารท่ีมีคุณสมบัติเป็นอนุมูลอิสระ คือ 
อนุมูลอิสระDPPH ซึ่งเป็นสารสังเคราะห์ท่ีอยู่ในรูปสารท่ีคงตัว และมีสีม่วงดูดกลืนแสงได้
สูงสุดท่ีความยาวคล่ืน 515 nm  

เมื่อ DPPH• ท าปฏิกิริยากับสารต้านอนุมูลอิสระละลายในเอทานอล (สารท่ีให้
อิเล็กตรอน) จะท าให้สีม่วงจางลงจนเป็นสีเหลือง ซึ่งก่อนน ามาวัดค่าการดูดกลืนแสงต้องต้ัง
ท้ิงไว้ในท่ีมืด 30 นาทีเพื่อรอให้เกิดปฏิกิริยา ดังนั้นจึงสามารถหาคุณสมบัติในการต้านอนุมูล
อิสระสารต้านอนุมูลอิสระของสารตัวอย่างจากการค านวณสีท่ีจางลงของการยับยั้ง  DPPH• 

(37) 
ใ น ก า ร วิ เ ค ร า ะ ห์ ด้ ว ย วิ ธี  2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH) radical 

scavenging activity assay ดัดแปลงมาจากวิธีของ Wahyu Widowati และคณะ โดยเติม
สารสกัดผงต้นกระดูกไก่ด า ท่ีความเข้มข้น 0, 1, 25, 50 และ100 mg/ml ใน 90% 
methanol แต่ละความเข้มข้นท าซ้ า 3 ครั้ง ปริมาตร 20 µl และเติมสารละลาย 0.15 mM 
DPPH ปริมาตร 180 µl ลงใน 96-well plate ผสมให้ เข้ากัน และต้ัง ท้ิงไว้ในท่ีมืด ท่ี
อุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 30 นาที น ามาวัดการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 492 nm ด้วย
เครื่ อง  Microplate reader รุ่น  Crocodile 5-in-one ELISA miniWorkstation โดยใ ช้  
Trolox เป็นสารละลายมาตรฐาน และรายงานฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระจากการค านวณ 
%inhibition ของสารสกัดเทียบกับตัวควบคุม โดยสูตร  

% inhibition = (1-Asample/Acontrol) x 100 
และค านวณหาค่า IC50 ของสารสกัดจากผงต้นกระดูกไก่ด า (37)  

 

3.3 การทดสอบฤทธิ์ต้านการอักเสบ 
ในการทดสอบฤทธิ์การต้านอักเสบ ใช้วิธีวิเคราะห์ 2 วิธี ได้แก่ proteinase inhibition 

assay และ protein denaturation assay 
3.3.1 การยับยั้งเอนไซม์ proteinase (Proteinase inhibitory assay) 

การวิเคราะห์ Proteinase inhibitory assay ดัดแปลงมาจากวิธีของ Gunathilake 
และคณะ โดยใส่สารสกัดผงต้นกระดูกไก่ด าท่ีแต่ละความเข้มข้น ได้แก่ 0, 0.3, 1, 3 และ 10 
mg/ml ปริมาตร 1 ml และ trypsin 0.6 mg/ml ในสารละลาย 25 mM Tris-HCl buffer, 
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pH 7.5 ปริมาตร 1 ml ลงใน Falcon tube จากนั้นน าไป incubate ใน water bath ท่ี
อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5 นาที และเติม casein solution ปริมาตร 1 ml 
น าไป incubate ต่อใน water bath ท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 นาที 
จากนั้นเติม 70% perchloric acid ปริมาตร 2 ml ผสมให้เข้ากัน น าไปป่ันเหวี่ยงด้วยเครื่อง 
Centrifuge รุ่น Sorvall Legend X1R ท่ีความเร็ว 5,000 RPM เป็นเวลา 10 นาที และน า
ของเหลวเหนือตะกอน (supernatant) ไปวัดค่าการดูดกลืนแสงด้วยเครื่อง UV-visible 
spectrophotometer รุ่น U-2900 ท่ีความยาวคล่ืน 280 nm โดยใช้ diclofenac sodium 
เป็นสารละลายมาตรฐาน โดยฤทธิ์ในการตา้นการอักเสบ ค านวณจาก %inhibition ของสาร
สกัดเทียบกับตัวควบคุม (39) 

3.3.2 การยับยั้งการเสียสภาพของโปรตีน (Protein denaturation inhibitory assay)   

การวิเคราะห์ Protein denaturation assay ดัดแปลงมาจากวิธีของ Williams 
และคณะโดยน าสารสกัดผงต้นกระดูกด าท่ีแต่ละความเข้มข้น ได้แก่ 0, 0.1, 1, 10, 100 และ
1000 mg/ml ในสารละลาย TBS ปริมาตร 150 µl ผสมกับ 0.2% w/v BSA ปริมาตร 
2,850 µl น าไป incubate ท่ีอุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 20 นาที และ น าไป incubate ท่ี
อุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 20 นาที ต้ังท้ิงไว้ที่อุณหภูมิห้องเพื่อให้สารเย็นลง และ
น าไปวัด %turbidity ด้วยเครื่อง UV-visible spectrophotometer รุ่น U-2900 ท่ีความ
ยาวคล่ืน 660 nm โดยใช้ diclofenac sodium เป็นสารละลายมาตรฐาน ฤทธิ์ในการต้าน
การอักเสบค านวณจาก %inhibition ของสารสกัด (40) 
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3.4 การทดสอบฤทธิ์ยับยั้งการสร้างแอดวานซ์ไกลเคชันเอนด์โพรดักส์ 
 การทดสอบฤทธิ์ยับยั้งการสร้างแอดวานซ์ไกลเคชันเอนด์โพรดักส์ (Advanced glycation 

end products: AGEs) ด้วยการสร้าง AGEs ในหลอดทดลอง ดัดแปลงมาจากวิธีของ Singh และ

คณะ โดยเติมสารละลาย 100 mg/ml bovine serum albumin (BSA) ใน 1M PBS-azide และ 

5M fructose ปริมาตรสุทธิ 2.7 ml และเติมสารละลายสารสกัดกระดูกไก่ด าท่ีเตรียมใน 1M PBS-

azide แต่ละความเข้มข้น ได้แก่ 0 , 1, 3, 10, 30 และ 100 mg/ml ปริมาตร 0.3 ml แล้วบ่มท่ี

อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียสในอ่างควบคุมอุณหภูมิเป็นเวลา 24 ช่ัวโมง จากนั้นน าไปวัดแสงฟลูออเรส

เซน ส์ของ  AGEs ด้ วย เครื่ อ ง  multimode plate reader (FLUOstar Omega, BMG Labtech, 

Germany) ท่ีความยาวคล่ืน excitation/emission เท่ากับ 355-20/460 เทียบกับสารมาตรฐาน 

aminoguanidine ซึ่งเป็น AGEs inhibitor และค านวณหาความสามารถในการยับยั้งการสร้าง AGEs 

ได้จากสูตร  

%inhibiton = 100 x (Intensitycontrol - Intensitysample)/Intensitycontrol (31) 

 

3.5 การทดสอบฤทธิใ์นการยับยั้งการท าลาย elastin ของเอนไซม์ elastase 
 การทดสอบฤทธิ์ในการยับยั้งการท าลาย elastin ของเอนไซม์ elastase ในงานวิจัยนี้  

ดัดแปลงมาจากวิธีของ Thring และคณะ โดยเติมสารสกัดต้นกระดูกไก่ด า ท่ีความเข้มข้น 0, 1, 3, 10, 

30, 100 และ 300 mg/ml ปริมาตร 50 µl ตามด้วย porcine pancreatic elastase ปริมาตร 50 

µl ลงใน 96-well ELISA plate น าไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที จากนั้น

เติม N-Succinyl-Ala-Ala-Ala-p-nitroanilide (AAAPVN) ซึ่งท าหน้าท่ีเป็น substrate ลงไป แล้ว

น าไปวัดค่าการดูดกลืนคล่ืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 405 nm ค านวณหาความสามารถในการยับยั้งการ

ท างานของเอนไซม์ได้จากสูตร 

%Enzyme inhibition activity = 100 x (ODcontrol - ODsample)/ODcontrol (41) 
 

 

 

 

 



 
 

บทที่ 4 

ผลการวิจัยและอภิปราย 
4.1 การทดสอบฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ 

4.1.1 FRAP assay 

หลักการของวิธี FRAP assay ขึ้นอยู่กับความสามารถในการรับอิเล็กตรอนของ
สารประกอบเชิงซ้อน Fe3+–TPTZ ซึ่งมีสีเหลือง ให้กลายเป็น Fe2+–TPTZ ซึ่งมีสีน้ าเงิน จาก
สารต้านอนุมูลอิสระ และการก าจัดการดูดกลืนแสงของสารประกอบเชิงซ้อนของ         
Fe2+–TPTZ ท่ีความยาวคล่ืน 620 nm โดยในการศึกษานี้ใช้ Trolox เป็นสารเปรียบเทียบ
มาตรฐาน ดังแสดงในภาพท่ี 5 
 

 
ภาพที่ 5 แสดงกราฟมาตรฐานของ Trolox ท่ีวิเคราะห์ด้วยวิธี FRAP assay 

ท่ีความยาวคล่ืน 620 nm 
 

 กราฟมาตรฐานของ Trolox พบความสัมพันธ์ระหว่างความเข้มข้นของ Trolox กับค่าการ
ดูดกลืนแสงของสารประกอบเชิงซ้อน Fe2+–TPTZ ท่ี y = 0.0051x เมื่อ x คือ ความเข้มข้นของ 
Trolox (µg/ml) และ y คือค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 620 nm โดยได้น าสมการเส้นตรงท่ี
ได้ไปใช้ค านวณค่า Trolox equivalent antioxidant capacity (TEAC) โดยใช้ค่าการดูดกลืนแสงท่ี
ความยาวคล่ืน 620 nm ท่ีวัดได้จากผลของสารละลายตัวอย่าง

y = 0.0051x
R² = 0.9937
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ภาพที่ 6 กราฟแสดงค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 620 nm ของสารสกัดผงต้นกระดูกไก่ด า 
ด้วยวิธีวิเคราะห์ FRAP assay ค่าท่ีแสดงเป็น mean ± SD จากการทดลอง 3 ซ้ า  (** p<0.01) 

 

ภาพที่ 7 กราฟแสดงผล Trolox equivalent antioxidant capacity (TEAC) ของสารสกัด 
ต้นกระดูกไก่ด าด้วยวิธีวิเคราะห์ FRAP assay ค่าท่ีแสดงเป็น mean ± SD 

จากการทดลอง 3 ซ้ า (** p<0.01)  
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จากการวิเคราะห์สารสกัดผงต้นกระดูกไก่ด าด้วยวิธี FRAP assay โดยวัดค่าการ
ดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 620 nm ท่ีความเข้มข้น 0, 1, 25, 50 และ 100 mg/ml พบว่า
ความสามารถในการต้านอนุมูลอิสระของสารสกัดมีความสัมพันธ์กับความเข้มข้นท่ีสูงขึ้น
อย่างมีนัยส าคัญ ดังแสดงในภาพท่ี 6 หลังจากนั้นได้น าค่าการดูดกลืนคล่ืนแสงท่ีได้มาค านวน
หาค่า TEAC โดยเทียบกับกราฟมาตรฐาน โดยท่ีสารสกัดความเข้มข้น 0, 1, 25, 50 และ 
100 mg/ml มีค่า TEAC เท่ากับ 0.007 ± 0.001, 0.023 ± 0.000, 0.220 ± 0.001, 0.344 
± 0.001 และ 0.447 ± 0.002 µg/ml Trolox/g ตามล าดับ สัมพันธ์กับความเข้มข้น (dose-
dependent manner) ในแต่ละความเข้มข้น ค่า TEAC มีความแตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญ 
(p<0.01)  ดังแสดงในภาพท่ี 7 และตารางท่ี 6 

 

4.1.2 DPPH assay 

 ในการวิ เคราะห์ฤทธิ์ ต้ านอนุมูลอิสระด้วยวิ ธี  DPPH assay โดยอาศัยการ
เกิดปฏิกิริยาของสาร DPPH เมื่อ DPPH• ท าปฏิกิริยากับสารต้านอนุมูลอิสระละลาย
ในเอทานอล (สารท่ีให้อิเล็กตรอน) จะท าให้สีม่วงจางลงจนเป็นสีเหลือง ซึ่งก่อนน ามาวัดค่า
การดูดกลืนแสงต้องต้ังท้ิงไว้ในท่ีมืด 30 นาทีเพื่อรอให้เกิดปฏิกิริยา ดังนั้นจึงสามารถหา
คุณสมบัติในการต้านอนุมูลอิสระสารต้านอนุมูลอิสระของสารตัวอย่างจากการค านวณสีท่ีจาง
ลงของการยับยั้ง DPPH• และท าการเทียบค่าการดูดกลืนแสงท่ีได้จากกราฟมาตรฐาน โดยใช้ 
Trolox เป็นสารเปรียบเทียบมาตรฐาน ดังแสดงในภาพท่ี 8 
 

 
ภาพที่ 8 แสดงกราฟมาตรฐานของ Trolox ท่ีวิเคราะห์ด้วยวิธี DPPH assay 

ท่ีความยาวคล่ืน 492 nm 

y = -0.0064x + 0.9427
R² = 0.9949
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กราฟมาตรฐานของ Trolox พบความสัมพันธ์ระหว่างความเข้มข้นของ Trolox กับ
ค่าการดูดกลืนแสงของสาร DPPH•  ท่ี y = -0.0064x + 0.9427 เมื่อ x คือ ความเข้มข้นของ 
Trolox และ y คือ ค่าการดูดกลืนแสงท่ี 492 nm โดยได้น าไปเพื่อใช้ค านวณค่า Trolox 
Equivalent Antioxidant Capacity (TEAC) โดยใช้ค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 492 
nm ท่ีวัดได้จากผลของสารละลายตัวอย่าง ดังแสดงในภาพท่ี 9 

 

 

  
ภาพที่ 9 แสดงค่าการดูดกลืนแสงของสารสกัดผงต้นกระดูกไก่ด าท่ีวิเคราะห์ด้วยวิธี DPPH assay  

ท่ีความยาวคล่ืน 492 nm ค่าท่ีแสดงเป็น mean ± SD จากการทดลอง 3 ซ้ า  (** p<0.01) 
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ภาพที่ 10 แสดงผลการต้านอนุมูลอิสระของสารสกัดผงต้นกระดูกไก่ด าด้วยวิธี DPPH assay  

ค่าท่ีแสดงเป็น mean ± SD จากการทดลอง 3 ซ้ า (** p<0.01) 

  
ภาพที่ 11 แสดงผล Trolox equivalent antioxidant capacity (TEAC) ของสารสกัดต้น        

กระดูกไก่ด าด้วยวิธีวิเคราะห์ DPPH assay ค่าท่ีแสดงเป็น mean ± SD 
จากการทดลอง 3 ซ้ า  (** p<0.01)  

 
จากการวิเคราะห์สารสกัดผงต้นกระดูกไก่ด าด้วยวิธี DPPH assay ท่ีความเข้มข้น 0, 

1, 25, 50 และ 100 mg/ml พบว่าความสามารถในการต้านอนุมูลอิสระของสารสกัดมี
ความสัมพันธ์กับความเข้มข้นท่ีสูงขึ้นอย่างมีนัยส าคัญ (p<0.01) หลังจากนั้นได้น าค่าการ
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ดูดกลืนแสงท่ีได้มาค านวนหาค่า TEAC โดยเทียบกับกราฟมาตรฐานของ Trolox ดังแสดงใน
ตารางท่ี 6 โดยมีค่า TEAC ท่ีความเข้มข้น 0, 1, 25, 50 และ 100 mg/ml ในแต่ละความ
เข้มข้น ค่า TEAC มีความแตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญ (p<0.01) ดังแสดงในภาพท่ี 11 เมื่อ
ค านวณค่า IC50 ของสารสกัดผงต้นกระดูกไก่ด า พบว่ามีค่า 23.13 mg/ml ดังแสดงในตาราง
ท่ี 6 

 
ตารางที่ 6 แสดงค่า TEAC โดยวิธีวิเคราะห์ FRAP assay, DPPH assay, %inhibition และ IC50 

ของ DPPH assay ของสารสกัดผงต้นกระดูกไก่ด า 

สารสกัด 

(mg/ml) 

TEAC (µg/ml Trolox/g) 
(mean ± SD) 

%inhibition 
ของ DPPH 

(mean ± SD) 

IC50 ของ DPPH 

(mg/ml) 
FRAP DPPH 

0 
1 
25 
50 
100 

0.007 ± 0.001 

0.023 ± 0.000 

0.220 ± 0.001 

0.344 ± 0.004 

0.447 ± 0.002 

0.019 ± 0.001 
0.030 ±  0.002 
0.081 ± 0.002 
0.084 ±  0.005 
0.102 ± 0.015 

0.00 ± 0.75 
10.17 ± 1.92 
53.36 ± 1.42 
56.15 ± 4.49 
71.45 ± 13.06 

23.13 

  

ผลการวิเคราะห์ฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระของสารสกัดต้นกระดูกไก่ด าด้วยตัวท าละลาย 
30% ethanol ด้วยวิธี  FRAP assay และ DPPH assay และรายงานผลเทียบกับสาร
มาตรฐาน Trolox ด้วยค่า TEAC พบว่า วิธี FRAP assay ได้ค่า TEAC ท่ีมีความสัมพันธ์กับ
ความเข้มข้นที่เพิ่มข้ึน (dose-dependent manner) ส่วนวิธี DPPH assay พบว่า มีค่า IC50 

เท่ากับ 23.13 mg/ml โดยผลดังกล่าว แสดงให้เห็นว่าสารสกัดผงต้นกระดูกไก่ด าสามารถ
ต้านสารอนุมูลอิสระได้  

จากงานวิจัยก่อนหน้าของ Alagan et al (2019) ท่ีท าการวิเคราะห์ฤทธิ์ต้านอนุมูล
อิสระด้วยวิธี DPPH assay ท่ีสกัดต้นกระดูกไก่ด าด้วยตัวท าละลาย 95% ethanol เป็นเวลา 
48 ช่ัวโมง พบค่า IC50 เท่ากับ 0.25 mg/ml (42) และของ Mruthunjaya et al (2007) ท่ีใช้
ตัวท าละลายเป็น 70% ethanol ในการสกัด เป็นเวลา 72 ช่ัวโมง มีค่า IC50 เท่ากับ 0.12 
mg/ml (25) ในขณะท่ีการสกัดด้วย 70% และ 95% ethanol ได้ค่า IC50 เท่ากับ 0.12 (25) 
และ 0.25 mg/ml (42) ตามล าดับ และการสกัดด้วยน้ าได้ค่า IC50 เท่ากับ 141.49 mg/ml 
(43) และในงานวิจัยท่ีใช้สารสกัดท่ีสกัดด้วย methanol (IC50 เท่ากับ 0.071 mg/ml) (44) 
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ซึ่งมีงานวิจัยท่ีท าการเปรียบเทียบฤทธิ์ต้านออกซิเดชันด้วยตัวท าละลายหลายชนิด ได้แก่ 
hexane, chloroform, ethyl acetate, ethanol, น้ า และ methanol โดยพบว่าสารสกัด
ด้วย methanol มีฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระท่ีสูงกว่าการสกัดชนิดอื่น (6) 

ซึ่งค่า IC50 ของท้ังสองงานวิจัยท่ีกล่าวถึงข้างต้น ในสารสกัดด้วย methanol มีค่า 
IC50 น้อยกว่างานวิจัยนี้ โดยอาจเป็นผลจากการใช้ความเข้มข้นของตัวท าละลายชนิดเดียวกัน
ในการสกัดท่ีความเข้มข้นแตกต่างกัน โดยหากใช้ตัวท าละลายท่ีมีข้ัวสูงขึ้น จะสกัดสารในกลุ่ม 
phenolic compound ซึ่งเป็นส่วนประกอบท่ีพบในต้นกระดูกไก่ด า และมีฤทธิ์ต้านอนุมูล
อิสระได้มากขึ้น จึงท าให้งานวิจัยนี้พบค่า IC50 ท่ีมากกว่างานวิจัยอื่นท่ีใช้ตัวท าละลายต่างกัน  
ethanol ท่ีความเข้มข้นสูง จะท าให้สกัดสารจ าพวก phenols, flavonoids และ steroids 
ออกมาได้มาก เช่น aromadendrin, lupeol (45) (46) ซึ่งมีความสัมพันธ์กับฤทธิ์ในการต้าน
อนุมูลอิสระ (47) (48, 49) และ lupeol มีฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระใกล้เคียงกับ ascorbic acid 
(50) แต่จะเห็นได้ว่างานวิจัยท่ีใช้ 95% ethanol ในการสกัดมีค่า IC50 มากกว่างานวิจัยท่ีใช้ 
70% ethanol ในการสกัด อาจเป็นผลมาจากเวลาในการสกัด โดยงานวิ จัยท่ีใช้ 95% 
ethanol ในการสกัดใช้เวลาในการสกัดน้อยกว่า อาจจะท าให้ได้สารท่ีออกฤทธิ์อออกมาได้ใน
ปริมาณท่ีน้อยกว่า  

นอกจากนี้ ในการวิเคราะห์ฤทธิ์ต้านออกซิเดชันของสารสกัดของต้นกระดูกไก่ด ามี
หลากหลายวิธี อาทิ DPPH assay, FRAP assay, hydrogen peroxide scavenging assay 
และ nitric oxide assay พบว่าสารสกัดต้นกระดูกไก่ด า มีรายงานฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระท่ี
วิเคราะห์ด้วยวิธีต่าง ๆ เช่น nitric oxide assay (6, 44) และการทดสอบด้วยวิธี Hydrogen 
peroxide scavenging assay (44) เป็นต้น 

 

4.2 การทดสอบฤทธิ์ต้านการอักเสบ 

        4.2.1 Proteinase inhibitory assay 

ในการวิเคราะห์ฤทธิ์ต้านการอักเสบด้วยวิธี Proteinase inhibition assay ได้ท า
การเทียบค่าความขุ่น (%turbidity) ท่ีได้จากกราฟมาตรฐาน โดยใช้ diclofenac sodium 
เป็นสารท่ีมีฤทธิ์ต้านการอักเสบ ซึ่งหากค่า %turbidity ต่ า (แสงผ่านได้มาก) แสดงว่าเอนไซม์ 
proteinase ถูกยับยั้ง และต้านการอักเสบได้มาก ในทางกลับกันหากค่า %turbidity สูง 
(แสงผ่านได้น้อย) แสดงว่าเอนไซม์ proteinase ถูกยับยั้งได้น้อย และต้านการอักเสบได้น้อย 
ดังแสดงในภาพท่ี 12-14 และท าการวิเคราะห์สารสกัดตัวอย่าง ดังแสดงในภาพท่ี 15-17 
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ภาพที่ 12 แสดงกราฟค่าความขุ่น (%turbidity) ของสารเปรียบเทียบมาตรฐาน diclofenac 

sodium ท่ีวิเคราะห์ด้วยวิธี proteinase inhibitory assay (** p < 0.01) 

  
ภาพที่ 13 แสดงผลการต้านการอักเสบของสารมาตรฐาน diclofenac sodium ด้วยวิธี proteinase 

inhibitory assay (** p < 0.01) 
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ภาพที่ 14 แสดงกราฟการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 280 nm ของสารเปรียบเทียบมาตรฐาน 

diclofenac sodium ท่ีวิเคราะห์ด้วยวิธี proteinase inhibitory assay (* p<0.05, ** p<0.01) 
 

จากการวิเคราะห์สารสกัดผงต้นกระดูกไก่ด าด้วยวิธี proteinase inhibitory assay 
โดยวัดค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 280 nm ท่ีความเข้มข้น , 0.5, 1, 1.5, 2 และ 2.5 
mg/ml ดังแสดงในภาพท่ี 14 
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ภาพที่ 15 แสดงกราฟค่าความขุ่น (%turbidity) ของสารสกัดผงต้นกระดูกไก่ด า 

ท่ีวิเคราะห์ด้วยวิธี proteinase inhibitory assay (** p<0.01) 
 
 

 
 

 

  
ภาพที่ 16 แสดงกราฟการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 280 nm ของสารสกัดผงต้นกระ

ดูกไก่ด าท่ีวิเคราะห์ด้วยวิธี proteinase inhibitory assay (** p<0.01) 
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ภาพที่ 17 แสดงผลการต้านการอักเสบของสารสกัดต้นกระดูกไก่ด า 

ด้วยวิธี proteinase inhibitory assay (** p < 0.01) 
 

จากการศึกษาฤทธิ์ต้านการอักเสบ โดยการหาความสามารถในการยับยั้งเอนไซม์ 
proteinase ของสารสกัดผงต้นกระดูกไก่ด าด้วยวิธี proteinase inhibitory assay พบว่าท่ี
ความเข้มข้น 0 , 0.3, 1, 3 และ 10 mg/ml มีค่าความขุ่น (%turbidity) เท่ากับ 8.6 ± 
0.082%, 6.7 ± 0.094%, 3.7 ± 0.082%, 1.0 ± 0.047% และ 0.4 ± 0.047% ตามล าดับ 
โดยในแต่ละความเข้มข้นมีความแตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ ดังแสดงในภาพท่ี 15 
และมีค่าการดูดกลืนคล่ืนแสงท่ี 280 nm ความเข้มข้น 0, 0.3, 1, 3 และ 10 mg/ml เท่ากับ 
0.877 ± 0.012, 0.995 ± 0.006, 1.249 ± 0.007, 1.842 ± 0.011 และ 2.321 ± 0.030 
ตามล าดับ ดังแสดงในภาพท่ี 16 และเมื่อน ามาค านวณหา % inhibition ท่ีความเข้มข้น 0, 
0.3, 1, 3 และ 10 mg/ml มีค่าเท่ากับ 0.0 ± 0.9%, 22.5 ± 1.1%, 57.0 ± 1.0%, 88.0 ± 
0.5% และ 95.0 ± 0.5% ตามล าดับ ดังแสดงในภาพท่ี 17 และตารางท่ี 7 
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ตารางที่ 7 แสดงผลการยับยั้งการเส่ือมสภาพโปรตีนของ diclofenac sodium และสารสกัดผงต้น
กระดูกไก่ด าด้วยวิธี proteinase inhibitory assay (ค่าเฉล่ีย ± SD) และค่า IC50 

สาร ความเข้มข้น (mg/ml) % inhibition IC50 (mg/ml) 
 
 

Diclofenac sodium 

0 
0.5 
1 

1.5 
2 

2.5 

0.0 ± 1.9 
55.2 ± 1.1 
81.0 ± 1.0 
87.3 ± 0.6 
89.3 ± 0.0 
90.5 ± 0.0 

 
 

0.45 

สารสกัดผงต้น 
กระดูกไก่ด า 

0 
0.3 
1 
3 
10 

0.0 ± 0.9 
22.5 ± 1.1 
57.0 ± 0.9 
88.0 ± 0.5 
95.0 ± 0.5 

0.71 

 

       4.2.2 Protein denaturation inhibitory assay 

ส าหรับการศึกษาฤทธิ์ต้านการอักเสบด้วยวิธี protein denaturation assay ได้ท า
การหาค่าการยับยั้งการเส่ือมสภาพของโปรตีน (%inhibition) กล่าวคือ ถ้าหากความเข้มข้น
ใดมีค่าการยับยั้งการเส่ือมสภาพของโปรตีนที่สูง จะมีฤทธิ์ต้านการอักเสบท่ีดีกว่าความเข้มข้น
ท่ีมีค่าการยับยั้งการเส่ือมสภาพของโปรตีนที่ต่ ากว่า 
 จากการศึกษาพบว่าสารสกัดต้นกระดูกไก่ด าท่ีความเข้มข้น 1000 mg/ml มีค่าการ
ยับยั้งการเส่ือมสภาพของโปรตีนสูงสุด โดยมีค่าเท่ากับ 81.5 ± 0.4% ตามมาด้วยความ
เข้มข้น 100, 10, 1, 0.1 และ 0 โดยมีค่า เท่ากับ 80.6 ± 1.1%, 43.2 ± 7.6%, 15.4 ± 
6.6%, 10.6 ± 1.5% และ 0.0 ± 5.9% ตามล าดับ ดังแสดงในภาพท่ี 18 และตารางท่ี 8 
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ภาพที่ 18 แสดงผลการยับยั้งการเส่ือมสภาพโปรตีนของสารสกัดผงต้นกระดูกไก่ด า  

ด้วยวิธี protein denaturation assay (* p<0.05, ** p<0.01) 
 
ตารางที่ 8 แสดงผลการยับยั้งการเส่ือมสภาพโปรตีนของ diclofenac sodium และสารสกัดผงต้น
กระดูกไก่ด าด้วยวิธี protein denaturation assay (ค่าเฉล่ีย ± SD) และค่า IC50 

สาร ความเข้มข้น (mg/ml) %inhibition IC50(mg/ml) 
 
 

Diclofenac sodium 

0 
0.1 
0.2 
0.4 
0.8 

0.0 ± 3.1 
8.3 ± 2.0 
19.3 ± 5.8 
36.8 ± 5.9 
75.5 ± 2.6 

 
 

0.53 

สารสกัดผงต้น 
กระดูกไก่ด า 

0 
0.1 
1 
10 
100 
1000 

0.0 ± 5.9 
10.6 ± 1.5 
15.4 ± 6.6 
43.2 ± 7.6 
80.6 ± 1.1 
81.5 ± 0.4 

 
53.54 
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จากการทดลองวิเคราะห์ฤทธิ์ต้านการอักเสบด้วยวิธี proteinase inhibition assay 

และ protein denaturation assay พบว่าสารสกัดผงต้นกระดูกไก่ด าด้วย 30% ethanol มี

ค่า %inhibition สัมพันธ์กับความเข้มข้นของสารสกัดท่ีเพิ่มขึ้นเป็น concentration-

dependent manner แสดงให้เห็นว่าสารสกัดผงต้นกระดูกไก่ด าสามารถต้านการอักเสบได้ 

โดยมีค่า IC50 เท่ากับ 0.71 mg/ml และ 53.54 mg/ml ตามล าดับ และค านวณค่า IC50 ของ 

final concentration ได้เท่ากับ 0.17 mg/ml และ 1.32 mg/ml ซึ่งสอดคล้องกับใน

งานวิจัยของ Patel และ Zaveri et al (2014) (24) ซึ่งได้วิเคราะห์ฤทธิ์ต้านการอักเสบด้วย

วิธี  proteinase inhibition assay และ protein denaturation assay ไ ด้ค่า IC50 0.21 

mg/ml และ 0.18 mg/ml ตามล าดับ และค่า IC50 ของ proteinase inhibition assay 

ใกล้เคียงกับงานวิจัยท่ีน ามาอ้างอิง แต่ใน protein denaturation assay  งานวิจัยท่ีน ามา

อ้างอิงได้ค่า IC50 น้อยกว่าในงานวิจัยนี้ อาจเกิดจากงานวิจัยนี้ใช้ 30% ethanol ในการสกัด 

แต่ในงานวิจัยท่ีน ามาอ้างอิงใช้ 98% methanol ในการสกัด ซึ่งความเข้มข้น และขั้วท่ีสูง

กว่าจะท าให้ได้สารท่ีออกฤทธิ์ต้านการอักเสบได้มากกว่า เช่น apigenin (51) ซึ่งสามารถพบ

ได้ในส่วนต้นของกระดูกไก่ด า (52) (53)  

นอกจากนี้ ในการศึกษาฤทธิ์ต้านการอักเสบของสารสกัดกระดูกไก่ด ามีรายงานอย่าง

แพร่หลายท้ัง in vivo และ in vitro study เช่น ใน in vitro ใช้วิธี  HRBC membrane 

stabilization assay, LPS stimulated-murine macrophage cell line ส่วนใน in vivo 

ใ ช้  Carrageenan-induced rat paw edema model, cotton pellet granuloma 

method และใช้ตัวท าละลายในการสกัดท่ีแตกต่างกัน เช่น petroleum ether, ethyl 

acetate, methanol, ethanol, chloroform และน้ า  ส าหรับการทดลองใน in vitro 

งานวิจัยของ Nirmalraj et al (2015) ใช้ methanol ในการสกัด และศึกษาด้วยวิธี HRBC 

membrane stabilization assay แสดง ให้ เ ห็ น ว่ า สา รสกั ดจาก ต้น กระ ดูก ไ ก่ ด า มี

ความสามารถในการต้านการอักเสบได้อย่างมีนัยส าคัญในรูปแบบ concentration 

dependent manner (7) ใน ง านวิ จั ย ของ  Periya et al. (2011)  ไ ด้ทดสอบ ด้วยวิ ธี  

carrageenan-induced rat paw edema model และสกัดด้วย 95% ethanol พบว่ า

แสดงให้เห็นว่าสารสกัดจากต้นกระดูกไก่ด ามีความสามารถในการต้านการอักเสบได้อย่างมี

นัยส าคัญในรูปแบบ concentration dependent manner (23) และงานวิจัยของ Dian 

Ratih Laksmitawati et al. (2016) ไ ด้ ส กั ด ด้ ว ย  96% ethanol ท ด ส อ บ ใ น  LPS 

stimulated-murine macrophage cell line โดยวัดระดับ TNF-α และ  IL-1β พบว่าสาร
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สกัดกระดูกไก่ด าสามารถละระดับ inflammatory cytokine ท้ังสองตัวนี้ได้อย่างมีนัยส าคัญ

ทางสถิติ (54) จากรายงานท่ีกล่าวมาข้างต้น ยืนยันได้ว่าสารสกัดต้นกระดูกไก่ด ามีฤทธิ์ในการ

ต้านการอักเสบ (23, 24) (51-54) 

 

4.3 การทดสอบฤทธิ์ยับยั้งการสร้างแอดวานซ์ไกลเคชันเอนด์โพรดักส์ (AGEs 

inhibitory assay) 

ในการวิเคราะห์ฤทธิ์การยับยั้งการสร้างแอดวานซ์ไกลเคชันเอนโพรดักส์  ใช้หลักการสร้าง 

AGEs ในหลอดทดลอง และเติมสารสกัดผงต้นกระดูกไก่ด าท่ีเตรียมใน 1M PBS-azide แต่ละความ

เข้มข้น พร้อมท้ังบ่มท่ีอุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 24 ช่ัวโมง จากนั้นน าไปวัดแสงฟลูออเรส

เซนส์ของ AGEs ด้วยเครื่อง multimode plate reader เทียบกับสารมาตรฐาน aminoguanidine 

ซึ่งเป็น AGEs inhibitor และค านวณหาค่าการยับยั้งการสร้าง AGEs 

 

 

 
ภาพที่ 19 แสดงความสามารถในการยับยั้งการสร้างแอดวานซ์ไกลเคชันเอนด์โพรดักส์ของสาร

เปรียบเทียบมาตรฐาน aminoguanidine ท่ีความเข้มข้น 0, 50, 100, 200, 400 และ 800 mg/ml 

ท่ีเวลาบ่ม 24 ช่ัวโมง (*p value <0.05, **p value <0.01) 
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ตารางที่ 9 แสดงผลการยับยั้งการสร้างแอดวานซ์ไกลเคชันเอนด์โพรดักส์ของ aminoguanidine 

และสารสกัดผงต้นกระดูกไก่ด า (ค่าเฉล่ีย ± SD) และค่า IC50  ด้วยวิธี AGEs Inhibitory Assay ท่ี

เวลาบ่ม 24 ช่ัวโมง 

สาร ความเข้มข้น (mg/ml) %inhibition IC50 (mg/ml) 

Aminoguanidine 

0 0.00 ±1.87 

 

0.71 

 

0.05 11.69 ± 0.58 

0.1 15.18 ± 8.34 

0.2 20.10 ± 3.36 

0.4 32.42 ± 6.47 

0.8 37.96 ± 3.93 

สารสกัดผงต้น 

กระดูกไก่ด า 

0 0.00 ± 3.34 

 

10.97 

 

1 4.25 ± 2.46 

3 15.49 ± 0.81 

10 42.19 ± 1.69 

30 86.33 ± 0.64 

100 96.91 ± 0.20 

 

จากการทดลองวิเคราะห์ฤทธิ์การยับย้ังการสร้างแอดวานซ์ไกลเคชันเอนโพรดักส์

ด้วย AGEs Inhibitory Assay พบว่าสารสกัดผงต้นกระดูกไก่ด าด้วย 30% ethanol ความ

เข้มข้น 0, 1, 3, 10, 30 และ 100 mg/ml มี %inhibition เท่ากับ 0.00 ± 3.34, 4.25 ± 

2.46, 15.49 ± 0.81, 42.19 ± 1.69, 86.33 ± 0.64 และ 96.91 ± 0.20 mg/ml 

ตามล าดับ ดังแสดงในภาพท่ี 20 แสดงฤทธิ์การยับยั้งท่ีสัมพันธ์กับความเข้มข้นที่เพิ่มข้ึน 

(dose-dependent manner) ได้ค่า IC50 10.97 mg/ml ดังแสดงในตารางท่ี 9 และเมื่อ

ค านวนเป็น final concentration ได้ค่า IC50 เท่ากับ 1.35 mg/ml แสดงให้เห็นว่าสาร

สกัดผงต้นกระดูกไก่ด าสามารถยับยั้งการสร้างแอดวานซไ์กลเคชันเอนโพรดักส์ได้  

เป็นท่ีน่าสนใจท่ีสารสกัดผงต้นกระดูกไก่ด ายังไม่มีรายงานวิจัยมาก่อน โดยพบว่าสาร

สกัดจากผงต้นกระดูกไก่ด ามีฤทธิ์การยับยั้งการสร้างแอดวานซ์ไกลเคชันเอนโพรดักส์

เช่นเดียวกัน ดังค่าท่ีแสดงในตารางท่ี 9 อย่างไรก็ตาม ในงานวิจัยของ Izabela และคณะ 
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(47) ได้ท าการศึกษาฤทธิ์ในการต้านแอดวานซ์ไกลเคชันเอนด์โพรดักส์ของพืช Scutellaria 

alpina L. และ S. altissima L. (IC50 เท่ากับ 139.01 µg/ml และ 57.92 µg/ml) จึงพบ

ความสัมพันธ์ท่ีแข็งแรงระหว่างคุณสมบัติในการต้านอนุมูลอิสระ และความสามารถในการ

ต้านการเกิดกระบวนการไกลเคชัน โดยมี correlation coefficient (r) ระหว่าง 0.89 – 

0.99  โดยการยับยั้งการเกิดแอดวานซ์ไกลเคชันเอนโพรดักซ์ สัมพันธ์กับ FRAP assay 

มากกว่า DPPH assay ซึ่งสะท้อนให้เห็นว่ามีความเกี่ยวข้องกับกระบวนการรีดักช่ันมากกว่า

การจับอนุมูลอิสระในกระบวนการไกลเคชันโดยตรง แสดงให้เห็นว่าหากพืชมีฤทธิ์ในการต้าน

ออกซิเดชัน จะมีแนวโน้มว่าจะมีฤทธิ์ในการยับยั้งการเกิดแอดวานซ์ไกลเคชันเอนโพรดักซ์

ด้วย และในงานวิจัยของ Harris et al. ได้ศึกษาฤทธิ์ต้านแอดวานซ์ไกลเคชันเอนด์โพรดักส์

ในพืชสมุนไพร 17 ชนิด ได้ค่า IC50 อยู่ระหว่าง 0.4 – 38.6 µg/ml (55) ซึ่งมีค่าต่ ากว่าใน

งานวิจัยนี้ 

 

 

 
 

ภาพที่ 20 แสดงความสามารถในการยับยั้งการสร้างแอดวานซ์ไกลเคชันเอนด์โพรดักส์ของสารสกัด 

ผงต้นกระดูกไก่ด าท่ีความเข้มข้น 0, 1, 3, 10, 30 และ 100 mg/ml 

ท่ีเวลา 24 ช่ัวโมง (**p value <0.01) 
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4.4 การทดสอบฤทธิ์การยับยั้งการท าลาย elastin ของเอนไซม์ elastase (Anti–

elastase activity assay) 

 ส าหรับการศึกษาฤทธิ์ต้านการท างานของเอนไซม์ elastase ด้วยวิธี anti–elastase activity 

assay ได้ท าการหาค่าการยับยั้งการท าลาย elastin ของเอนไซม์ elastase (%inhibition) กล่าวคือ 

ถ้าหากความเข้มข้นใดมีค่าการยับยั้งการท าลาย elastin ของเอนไซม์ elastase ท่ีสูง จะมีฤทธิ์ต้าน

การท างานของเอนไซม์ elastase ท่ีดีกว่าความเข้มข้นท่ีมีค่าการยับยั้งการท าลาย  elastin ของ

เอนไซม์ elastase ท่ีต่ ากว่า 

 

 

 

 

 
ภาพที่ 21 แสดงกราฟมาตรฐานของ EGCG ท่ีวิเคราะห์ด้วยวิธี anti–elastase activity assay  

ท่ีความยาวคล่ืน 405 nm 
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ภาพที่ 22 แสดงผลการยับยั้งการท าลาย elastin ของเอนไซม์ elastase ของสารมาตรฐาน EGCG 

ด้วยวิธี Anti–elastase activity assay ค่าท่ีแสดงเป็น mean ± SD จากการทดลอง 3 ซ้ า  
(*p < 0.05, ** p<0.01) 

กราฟมาตรฐานของ EGCG พบความสัมพันธ์ระหว่างความเข้มข้นของ EGCG กับค่า

การดูดกลืนแสง ท่ี y = -0.0024x + 0.7307 เมื่อ x เท่ากับ ความเข้มข้น EGCE (µM) และ y 

คือค่าการดูดกลืนแสง 405 nm โดยพบว่ายิ่งความเข้มข้นสูงขึ้น ค่าการดูดกลืนแสงยิ่งมีค่า

การดูดกลืนแสงต่ าลง ดังแสดงในภาพท่ี 21 และพบความสัมพันธ์กับความเข้มข้นของสาร

สกัดต้นกระดูกไก่ด า คือเมื่อความเข้มข้นของสารสกัดต้นกระดูกไก่ด าสูงขึ้นจะสามารถยับยั้ง

การท าลาย elastin ของเอนไซม์ elastase สูงขึ้นอย่างมีนัยส าคัญ (*p < 0.05, ** p<0.01) 

ดังแสดงในภาพท่ี 22 
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ภาพที่ 23 แสดงกราฟค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 405 nm ของสารสกัดผงต้นกระดูกไก่ด า 
ด้วยวิธีวิเคราะห์ Anti–elastase activity assay ค่าท่ีแสดงเป็น mean ± SD จากการทดลอง 3 ซ้ า   

(* p<0.05, ** p<0.01) 
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 ภาพที่ 24 แสดงผลการยับยั้งการท าลาย elastin ของเอนไซม์ elastase ของสารสกัดผงต้นกระ
ดูกไก่ด าด้วยวิธี anti–elastase activity assay ค่าท่ีแสดงเป็น mean ± SD จากการทดลอง 3 ซ้ า   

(*p < 0.05, ** p<0.01) 
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ตารางที่ 10 แสดงผลการยับยั้งการท าลาย elastin ของเอนไซม์ elastase ของ EGCG และสารสกัด
ผงต้นกระดูกไก่ด า (ค่าเฉล่ีย ± SD) และค่า IC50  ด้วยวิธี anti-elastase activity assay 

จากการวิเคราะห์สารสกัดต้นกระดูกไก่ด าด้วยวิธี anti–elastase activity โดยการวัดค่าการ

ดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 405 nm ท่ีความเข้มข้น 0, 1, 3, 10, 30, 100 และ 300 mg/ml ดัง

แสดงในภาพที่ 23 และเมื่อน ามาหาค่าการยับยั้งการท าลาย  elastin ของเอนไซม์ elastase 

(%inhibition) พบว่ามีความสัมพันธ์กับความเข้มข้นของสารสกัดต้นกระดูกไก่ด า คือเมื่อความเข้มข้น

สูงขึ้นจะสามารถยับยั้งการท าลาย elastin ของเอนไซม์ elastase สูงขึ้นอย่างมีนัยส าคัญ (*p < 0.05, 

** p<0.01) ดังแสดงในภาพท่ี 24 

จากการทดลองวิเคราะห์ฤทธิ์การยับยั้งการท าลาย elastin ของเอนไซม์ elastase ด้วยวิธี 

anti–elastase activity ดังแสดงในตารางท่ี 10 แสดงให้เห็นว่าสารสกัดผงต้นกระดูกไก่ด าสามารถ

ยับยั้งการท าลาย elastin ของเอนไซม์ elastase ได้ พบว่าสารสกัดผงต้นกระดูกไก่ด าด้วย 30% 

ethanol ได้ค่า IC50 112.86 mg/ml ซึ่งสอดคล้องกับในอีกสองงานวิจัยท่ีใช้วิธีทดสอบท่ีคล้ายคลึงกับ

งานวิจัยในครั้งนี้ จากงานวิจัยของ Wahyu et al (2016) โดยทดสอบในพืช Oryza Sativa (37) และ

ในงานวิจัยของ Krusty et al  (2019) ท่ีทดสอบในพืช P. edulis (56) และมีฤทธิ์ในการยับยั้งการ

ท าลาย elastin ของเอนไซม์ elastase ได้ค่า IC50 เท่ากับ 107.51 และ 0.63 mg/ml ตามล าดับ ซึ่ง

สาร ความเข้มข้น % inhibition IC50 

EGCG 

0  µM 0.00 ± 4.0 

132.38 µM 

31.125 µM 6.95 ± 2.0 

62.5 µM 18.28 ± 2.3 

125 µM 43.51 ± 0.4 

250 µM 79.05 ± 1.3 

สารสกัดผงต้น 

กระดูกไก่ด า 

0 mg/ml 0.00 ± 4.0 

112.86 mg/ml 

1 mg/ml -1.34 ± 1.5 

3 mg/ml 1.34 ± 2.6 

10 mg/ml 6.77 ± 1.9 

30 mg/ml 19.48 ± 0.2 

100 mg/ml 44.89 ± 1.0 

300 mg/ml 52.62 ± 1.6 
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ในงานวิจัยข้างต้นได้กล่าวเปรียบเทียบการยับยั้งการท าลาย  elastin ของเอนไซม์ elastase โดย

พบว่า coumaric acid และ vanillin สามารถยับยั้งได้มากกว่าพืช Oryza sativa เนื่องจาก Oryza 

sativa มีปริมาณสารในกลุ่ม phenols และ flavonoids น้อย จึงกล่าวได้ว่าการยับยั้งการท าลาย 

elastin ของเอนไซม์ elastase ขึ้นกับปริมาณสาร phenols และ flavonoids โดยในต้นกระดูกไก่ด า

พบสารในกลุ่มดังกล่าว ซึ่งท้ังสองงานวิจัยนี้ได้มีการทดสอบฤทธิ์ ต้านออกซิเดชันร่วมด้วย อีกท้ังยังมี

งานวิจัยท่ีพบว่ามีความสัมพันธ์ระหว่าง total phenolic compound กับฤทธิ์ในการยับยั้งการ

ท าลายอีลาสตินของเอนไซม์ elastase (41) ในงานวิจัยของ Sonal et al (2011) (14) ได้มีการ

รายงานว่าต้นกระดูกไก่ด ามีสารประกอบ phenolics ปรากฏอยู่ ดังนั้นหากพืชมีฤทธิ์ในการต้าน

ออกซิเดชัน และมีสารประกอบ phenolics ร่วมด้วย ก็มีแนวโน้มว่าจะมีฤทธิ์ในการยับยั้งการท าลาย 

elastin ของเอนไซม์ elastase ได้เช่นกัน 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

บทที่ 5 

สรุปและวิจารณ์ผลการวิจัย 

 การทดสอบเพื่อหาประสิทธิภาพในการต้านการเกิดริ้วรอยของสารสกัดจากผงต้น

กระดูกไก่ด าในงานวิจัยนี้ ประกอบไปด้วยการทดสอบฤทธิ์ท่ีเกี่ยวข้องกับกลไกในการเกิดริ้วรอย

ท้ังหมด 4 ฤทธิ์ ได้แก่ ฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ ฤทธิ์ต้านการอักเสบ ฤทธิ์ยับยั้งการสร้างไกลเคชันเอนด์

โพรดักส์ และฤทธิ์ต้านการท างานของเอนไซม์ elastase ส าหรับฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระได้ท าการทดลอง

ท้ังหมด 2 วิธี ได้แก่ DPPH assay และ FRAP assay พบว่าผลการทดลองสอดคล้องกันท้ังสองวิธี 

โดยสารสกัดผงต้นกระดูกไก่ด ามีฤทธิ์ในการต้านอนุมูลอิสระได้ดี เมื่อเทียบกับงานวิจัยท่ีรายงานมา

ก่อนหน้า ส่วนของฤทธิ์ต้านการอักเสบ ได้ท าการทดลองท้ังหมด 2 วิธีเช่นกัน ได้แก่ proteinase 

inhibitory assay และ protein denaturation assay ผลการศึกษาพบว่าสารสกัดผงต้นกระดูกไก่ด า

มีฤทธิ์ในการต้านการท างานของเอนไซม์ trypsin ซึ่งเป็นเอนไซม์ในกลุ่มของเอนไซม์ proteinase 

และต้านการเส่ือมสภาพของโปรตีนได้ โดยใช้สารละลาย diclofenac sodium เป็น known 

inhibitor และในส่วนของการศึกษาฤทธิ์ยับยั้งการสร้างไกลเคชันเอนด์โพรดักส์ (AGEs) โดยจ าลอง

การสร้าง AGEs ในหลอดทดลอง พบว่า สารสกัดผงต้นกระดูกไก่ด ามีฤทธิ์ยับย้ังการสร้าง AGEs ท่ี 24 

ช่ัวโมง ได้อย่างมีนัยส าคัญ จากฤทธิ์ทั้ง 3 ฤทธิ์ จึงท าการวิเคราะห์ฤทธิ์ในการทดการทดสอบฤทธิ์การ

ยับยั้งการท าลาย elastin ของเอนไซม์ elastase ของสารสกัดต้นกระดูกไก่ด า ซึ่งเป็นเอนไซม์ท่ีมี

บทบาทส าคัญในการะบวนการเกิดริ้วรอยก่อนวัย พบว่า สารสกัดผงต้นกระดูกไก่ด ามีฤทธิ์ยับยั้งการ

ท าลาย elastin ของเอนไซม์ elastase สัมพันธ์กับความเข้มข้นที่เพิ่มข้ึน 
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รายงานสรุปการเงิน 
โครงการวิจัยประเภทงบประมาณการเงินรายได้คณะเภสัชศาสตร์ มหาวิทยาลัยบูรพา 

ประจ าปีงบประมาณ พ.ศ. 2563 มหาวิทยาลัยบูรพา 
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รายจ่าย 

รายการ งบประมาณที่ต้ังไว้ งบประมาณที่ใช้จริง จ านวนเงินคงเหลือ/
เกิน 

1. ค่าสารเคมี 8850 บาท 8850 บาท 0 บาท 
2. ค่าโปสเตอร์ 150 บาท 150 บาท 0 บาท 
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