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 รายงานฉบบันีมี้วตัถุประสงค์เพื่อประเมินฤทธ์ิต้านการอักเสบในสมุนไพรท่ีอยู่ในภาคตะวนัออก

ของประเทศไทย ประกอบด้วยพืช 5 ชนิด ได้แก่ กระทิง ขอ่ยด า ขนัทองพยาบาท ฝา้ยแดง และหญ้าน า้ค้าง      

ซึง่เหตผุลท่ีทางคณะผู้จัดท าได้เลือกหวัข้อนีเ้น่ืองจากเห็นว่าสมุนไพรเป็นเร่ืองใกล้ตวั ได้มีการน าสมุนไพร

มาใช้ในการรักษาโรคเพิ่มมากขึน้ และในปัจจุบนัก็มีเทคโนโลยีท่ีจะสามารถน ามาใช้ในการทดสอบสอบ

ฤทธ์ิทางเภสัชวิทยา เพ่ือท่ีจะยืนยันว่ามีฤทธ์ิดังท่ีได้รับการกล่าวอ้างจริง ทางคณะผู้ จัดท าหวังว่า

โครงงานวิจยัทางเภสชัศาสตร์ฉบบันีจ้ะให้ความรู้ และก่อให้เกิดประโยชน์แก่ผู้ ท่ีได้อ่านตอ่ไป 
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บทคัดย่อ 
 
 ภาคตะวนัออกของประเทศไทยเป็นภาคท่ีอุดมไปด้วยทรัพยากรธรรมชาติและระบบนิเวศทางป่าไม้
ท่ีมีความหลากหลาย มีการใช้พืชพรรณส าหรับเป็นสมุนไพรเป็นจ านวนมาก แตอ่ย่างไรก็ตามยงัพบวา่การ
รายงานฤทธ์ิทางชีวภาพของสมุนไพรยงัคงมีจ ากัดโดยเฉพาะฤทธ์ิการต้านการอักเสบซึง่ยงัพบไม่มากนกั
ดังนัน้การศึกษานีจ้ึงได้ท าการประเมินฤทธ์ิต้านการอักเสบของสมุนไพรท่ีมีอยู่ในภาคตะวันออกของ
ประเทศไทยจ านวนสมุนไพรทัง้หมด 5 ชนิด ได้แก่ กระทิง ข่อยด า ขนัทองพยาบาท ฝา้ยแดง และหญ้า
น า้ค้างโดยท าการสกัดด้วย Ethanol ทัง้แบบใช้ความร้อน (Soxhlet extraction) และไม่ใช้ความร้อน 
(Maceration) จากนัน้ท าการทดสอบฤทธ์ิการต้านการอักเสบทางตรง ด้วยวิธี Proteinase inhibitory 
assay และฤทธ์ิการต้านการอักเสบทางอ้อมโดยวิธี Anti-AGEs activity, FRAP และ DPPH พบวา่พืชท่ีให้
ฤทธ์ิต้านการอักเสบทางตรงท่ีดีท่ีสุด คือ ฝ้ายแดง ท่ีสกัดด้วยวิธี Soxhlet extraction ได้ค่า IC50 14.97 
µg/ml ส าหรับฤทธ์ิการต้านการอักเสบทางอ้อมด้วยวิธี FRAP สารสกัดกระทิงท่ีสกัดด้วยวิธี Soxhlet 
extraction และสารสกัดขันทองพยาบาทท่ีสกัดด้วยวิ ธี   Maceration ให้ฤทธ์ิดี ท่ีสุดซึ่งมีค่า Trolox 
equivalent เท่ากับ 33.0 ± 1.85 และ 36.7 ± 3.93 ตามล าดบั โดยในสว่นของการทดสอบด้วยวิธี DPPH  
และ Anti-AGEs activity ได้ผลการทดสอบเป็นไปในทิศทางเดียวกัน ซึ่งคาดว่าข้อมูลเหล่านีน้่าจะน าไป
ประยกุต์ใช้ในทางเภสชัวิทยาตอ่ไปได้ 
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 ABSTRACT 
 
 Eastern parts of Thailand is the region which have plenty of natural source and varieties 

of forest ecology.  A lot of plants have been developed to be local Thai herb. However, only few 

herbs can be treated against inflammation.  So this research is aim to evaluate the anti-

inflammatory effect of herbs from Ethanol extract in the East of Thailand both Soxhlet extraction 

and Maceration from 5 herbs eg. Calophyllum inophyllum, Clerodendrum disparifolium, Gelonium 

multiflorum A., Gossypium arboreum L., Drosera Indica L.  The direct anti-inflammatory action 

will be studied by Proteinase inhibitory assay method while the indirect anti-inflammatory action 

will be studied by Anti-AGEs activity, FRAP and DPPH.  The Red Herbs have the best direct anti-

inflammatory action with Soxhlet extraction:  IC50 14.97 µg/ml.  For the indirect anti-inflammatory 

action with FRAP method, Bison Herbs from Soxhlet extraction and Herb from Maceration are the 

plants with best results.  Besides, DPPH and Anti-AGEs activity have the same direction which 

these information have possibility to adapt and use for pharmacology. 
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ด้วยวิธี maceration และ soxhlet กบั % inhibition ด้วยวิธีวิเคราะห์  
Proteinase inhibitory assay 
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สารบัญภาพ 
ภาพที่           หน้า 
21. กราฟแสดง %inhibition ท่ีความเข้มข้นตา่งๆของสารมาตรฐาน Trolox   52 

วิธีวิเคราะห์ DPPH assay 
22. กราฟแสดงการเปรียบเทียบ %inhibition ระหวา่งสารสกดัพืชท่ีสกัดด้วยวิธี  53 

maceration และ soxhlet ท่ีความเข้มข้นตา่งๆของสารมาตรฐาน Trolox 
ด้วยวิธีวิเคราะห์ DPPH assay 

23. กราฟความสมัพนัธ์ระหวา่งความเข้มข้นของสารสกดัท่ี 250 µg/ml ด้วยวิธี   59 
maceration และ soxhlet กบั %inhibition ด้วยวิธีวิเคราะห์ DPPH assay 

24. กราฟแสดงการเปรียบเทียบฤทธ์ิของพืชแตล่ะชนิดในการ reduce Ferric III ion 62 
ให้เปลีย่นไปเป็น Ferric II ion ด้วยวิธีทดสอบ FRAP Assay เทียบกบั 
สารมาตรฐาน Trolox   

25. แสดงการเปรียบเทียบฤทธ์ิของสารสกดัพืชในการ reduce Ferric III ion   63 
ให้เปลีย่นไปเป็น Ferric II ion ด้วยวิธีทดสอบ FRAP Assay เทียบกบั 
สารมาตรฐาน Trolox   

26. กราฟแสดง % Inhibition ของ AMG ท่ีความเข้มข้นตา่งๆ    66 
 
27. กราฟแสดง % Inhibition ของสารสกดัพืชท่ีความเข้มข้นตา่งๆ   67



 
 

บทที่ 1 

บทน า 

ที่มาและความส าคัญของปัญหา 
      ประเทศไทยตัง้อยูใ่นเขตร้อนใกล้เส้นศูนย์สตูร อยู่ในภูมิภาคเอเชียตะวนัออกเฉียงใต้(1) ป่าไม้ใน
ประเทศไทยมีลกัษณะเป็นป่าไม่ผลดัใบ (Evergreen Forest)(2) หรืออีกนัยหนึ่งก็คือ ป่าท่ีจะมีลกัษณะ
เขียวชอุ่มตลอดทัง้ปี ป่าไม้ผลดัใบนัน้สามารถแบ่งเป็นประเภทย่อยๆได้อีกหลายชนิดโดยแต่ละประเภทก็
จะมีลกัษณะเฉพาะของป่าท่ีแตกตา่งกันไปตามในแต่ละภาค ส าหรับในภาคตะวนัออกของประเทศไทย ท่ี
ประกอบด้วย 7 จังหวดั ได้แก่ จังหวัดฉะเชิงเทรา ชลบุรี ระนอง จันทบุรี ปราจีนบุรี สระแก้ว และตราด 
จังหวัดปราจีนบุ รี  และสระแก้ว  ไม่ มีพื น้ ท่ี ติดทะเล ภาคตะวันออกนี เ้ ป็นภาคท่ีอุดมไป ด้วย
ทรัพยากรธรรมชาติและระบบนิเวศทางป่าไม้ท่ีมีความหลากหลาย มีดินสว่นใหญ่ท่ีเป็นดินปนทราย ระบาย
น า้ได้ดี มีแม่น า้สายท่ีส าคญัๆหลายสาย ได้แก่ แม่น า้บางปะกง แม่น า้จนัทบุรี และแม่น า้เวฬ ุเป็นต้น พืน้ท่ี
ป่าไม้สว่นใหญ่จะเป็นป่าดงดิบ ป่าดิบเขา ป่าสนเขา ป่าชายเลน และป่าเบญจพรรณ จากลกัษณะท่ีกลา่วมี
ในข้างต้นนีจ้ึงท าให้พืชพรรณในภาคตะวนัออกมีความหลากหลายเป็นจ านวนมาก(3) 
 พืชหนึง่ในจ านวนนัน้ได้มีการถกูน ามาใช้เป็นยาสมนุไพรพืน้บ้านของไทยไม่ว่าจะเป็นการใช้เป็นยา
เด่ียว หรือการใช้เป็นสตูรต ารับ และเม่ือไม่นานมานีมี้การพบวา่การแพทย์ทางเลอืกและการใช้สมนุไพรไทย
(4) เร่ิมหันกลบัมาเป็นท่ีนิยมขึน้มาอีกครัง้ รวมถึงในครัง้นีไ้ด้มีการน าวิทยาการฝ่ังตะวันตกมาท าการ
ผสมผสานกบัยาเดิมพืน้บ้านท่ีมีอยู ่โดยการน าสมุนไพรเหลา่นัน้มาท าการตรวจสอบสารส าคญัท่ีใช้ในการ
ออกฤทธ์ิ บางสว่นในจ านวนนัน้สามารถน าไปพฒันาต่อเป็นยาแผนตะวนัตกได้อย่างเต็มรูปแบบ และอีก
บางสว่นก็ถกูน ามาตรวจสอบเพ่ือใช้ในการยืนยนัวา่สมนุไพรดงักลา่วสามารถออกฤทธ์ิได้จริง 

      จากต าราแพทย์พืน้บ้านของไทยก็พบว่ามีสมนุไพรไทยจ านวนมากท่ีในต ารามีการกลา่วอ้างถึงว่า
สามารถออกฤทธ์ิในการต้านการอักเสบได้ การอักเสบเป็นกระบวนการท่ีร่างกายตอบสนองต่อสิ่ง
แปลกปลอมท่ีเข้ามาในร่างกาย โดยร่างกายจะมีการหลัง่ mediator ต่างๆอย่างเป็นล าดบัขัน้ผ่านหลาย 
pathway ซึง่จะแตกต่างกันออกไปขึน้กับสิ่งท่ีมากระตุ้น(5, 6) ซึ่งก็มียาในการต้านการอกัเสบท่ีเกิดขึน้ ทัง้
ยาแผนปัจจุบนั และยาสมนุไพรพืน้บ้าน ส าหรับยาแผนปัจจุบนัท่ีมีการใช้ในการต้านการอกัเสบโดยทัว่ไปก็
จะเป็นยาในกลุม่ Nonsteroidal anti-inflammatory drugs หรือท่ีเรารู้จกักนัในนาม NSAIDs(7) แตอ่ยา่งไร
ก็ตามกลบัพบว่ายังไม่มีการรวบรวมฤทธ์ิในการต้านการอักเสบจากสมุนไพรท่ีมีในภาคตะวันออกของ
ประเทศไทยท่ีได้จากการทดลองอย่างแพร่หลายนัก ทางคณะผู้ จัดท าจึงมีความสนใจท่ีจะท าการเลือก
สมุนไพรบางชนิดท่ีมีอยู่ในภาคตะวนัออก ท่ีคาดว่าน่าจะมีฤทธ์ิในการต้านการอักเสบจากค าบอกเลา่จาก
หมอชาวบ้าน จากเอกสารอ้างอิงต ารายาสมนุไพรไทย หรือเอกสารต ารายาตา่งๆ มาท าการตรวจสอบฤทธ์ิ
โดยอาศยักระบวนการทางวิทยาศาสตร์ เพ่ือค้นหาฤทธ์ิในการต้านการอกัเสบดงักลา่ว รวมไปถึงหาขนาดท่ี
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เหมาะสมในการรักษาในสมุนไพรชนิดนัน้ๆด้วย และท าการคดัเลอืกพืชสมนุไพร โดยก าหนดจากเกณฑ์คดั
เข้า และเกณฑ์คดัออกท่ีได้ตัง้ไว้ และพบวา่มีพืชจ านวนทัง้สิน้ 5 ชนิด ท่ีผา่นเข้าเกณฑ์ในการทดสอบ ได้แก่ 
กระทิง(12) ขอ่ยด า(9) ขนัทองพยาบาท (8) ฝา้ยแดง(10) และหญ้าน า้ค้าง(11)  
วัตถุประสงค์ 
 เพ่ือประเมินฤทธ์ิต้านการอกัเสบของสมนุไพรท่ีมีอยูใ่นภาคตะวนัออกของประเทศไทยจากการสกัด
ด้วย Ethanol ทัง้แบบใช้ความร้อน (Soxhlet extraction) และไม่ใช้ความร้อน (Maceration) 
 
กรอบแนวคิดการวิจัย 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

 
 
 

 

 

 

สมนุไพรทัง้ 5 ชนิด 

กระทิง ขอ่ยด า ขนัทองพยาบาท      
ฝา้ยแดง หญ้าน า้ค้าง  

น ามาสกดัด้วย ethanol  ด้วยวิธี Soxhlet extraction และ 

Maceration  

รายช่ือพืชสมนุไพรและสตูรต ารับ ตามภมิูปัญญาพืน้บ้านทางภาคตะวนัออก 

จากงานวิจยัอ้างอิงของ ดร.ณิชกานต์ ภีระค า (ยงัไม่ได้เผยแพร่) 

เกณฑ์คัดเข้า  

1. เป็นพืชพืน้บ้านท่ีมีในภาคตะวนัออก  

2. มีรายงานการใช้ในการลดอาการปวด, ต้าน

การอกัเสบ, ต้านการติดเชือ้แบคทีเรีย พบวา่มีพชื

เข้าเกณฑ์ทัง้สิน้ 47 ชนิด มาจาก 7 ต ารับ (27 

ชนิด), สมนุไพรเด่ียว 20 ชนิด 

 

เกณฑ์คัดออก 

เกณฑ์คัดออก :  

1. พืชท่ีเคยมีการทดลองการหาฤทธ์ิการต้าน

การอกัเสบในสตัว์ทดลองแล้ว พบวา่มีพืชท่ี

ผา่นตามเกณฑ์ 5 ชนิด 
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ประโยชน์ที่คาดว่าจะได้รับ 

 ค้นพบพืชสมุนไพรในภาคตะวันออกท่ีมีฤทธ์ิต้านการอักเสบและตรวจสอบกลไกท่ีเก่ียวข้อง

เบือ้งต้นเพื่อสามารถน ามาประยกุต์ใช้ได้อยา่งถกูต้องเหมาะสม 

 

 

 

 

น าสารกลัน่เพื่อแยกตวัท าละลาย 

ด้วยเคร่ือง Rotary evaporator  

ทดสอบฤทธ์ิทางชีวภาพ 

(Biological activities)  

- Antioxidant 

 FRAP  

 DPPH  
- Anti-AGEs formation 

 Anti-AGEs activity  
- Anti-inflammatory 

 Proteinase inhibitory assay  

 Anti-denaturation assay 



 
 

บทที่ 2 

วรรณกรรมที่เก่ียวข้อง 

 การประเมินฤทธ์ิต้านการอกัเสบของสมนุไพรท่ีมีอยูใ่นภาคตะวนัออกของประเทศไทยจากการสกัด 

จะต้องมีการศกึษา ค้นคว้าข้อมลูท่ีเก่ียวข้อง เพื่อน ามาใช้ประกอบเป็นข้อมลูในการด าเนินงานวิจยั ดงันี  ้

2.1 พืชที่จะน ามาทดสอบฤทธ์ิต้านการอักเสบ 
จากการท่ีทางคณะผู้ จัดท าได้ท าการค้นคว้าหาข้อมูลเพื่อคดัเลือกสมุนไพรเข้ามาท าการทดลองนัน้          

มีสมนุไพรท่ีผา่นเข้าตามเกณฑ์ท่ีจะน ามาทดสอบฤทธ์ิต้านการอกัเสบ จ านวนทัง้สิน้ 5 ชนิดด้วยกนั ดงันี ้
 
 2.1.1 กระทิง 

 
ภาพที่ 1 กระทิง (13) 

ช่ือวิทยาศาสตร์ Calophyllum inophyllum L. 
ช่ือพืน้เมือง กระทิง กระทงึ กากระทงึ กากะทงึ (ภาคกลาง); ทิง (กระบี่); เนาวกาน (นา่น); สารภีทะเล 

(ประจวบคีรีขนัธ์); สารภีแนน (ภาคเหนือ) 
วงศ์ Calophyllaceae 
ลักษณะทางพฤกษศาสตร์ ไม้ต้น โดยทัว่ไปสงูไม่เกิน 15 เมตร ใบเรียงตรงข้าม รูปรีหรือรูปไข่กลบั 

ยาว 8-15 เซนติเมตร  ปลายกลมหรือเว้าตืน้ แผ่นใบหนา เส้นแขนงใบจ านวนมาก ก้านใบยาว 1-3 
เซนติเมตร 

สรรพคุณ  
ใบมีรสเมาเย็น ช่วยแก้อาการตาแดง ตาฝา้ ตามวั และใช้ล้างตา โดยใช้ใบต ากบัน า้สะอาดล้างตา(14) 

ช่วยรักษาแผลสด ห้ามเลอืด 
 
Prasad J, et al. (2012)(35) ได้มีการท าการศึกษาพบว่าใบมีฤทธ์ิ Antioxidants และฤทธ์ิ Anti-

dyslipidemia 
Zakaria MB. et al. (2014)(12) มีการศึกษาในผล พบว่ามีฤทธ์ิ Anti-inflammatory ผ่านกลไกการ

ยบัยัง้ Lipooxygenase และ Cyclooxygenase จากการทดลองพบวา่ท่ีขนาด 50-150 mg สารบางชนิดใน
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กระทิงมีฤทธ์ิในการต้านอนุมูลอิสระท่ีดี และเม่ือสกัดด้วย CHCl3 สารสกัดท่ีได้ปริมาณ 50 μg/ml มีฤทธ์ิ
ยับยัง้  cyclooxygenase และ 5-lipooxygenase ได้ 77% และ 88% ตามล าดับเม่ือทดสอบแบบ in-
vitro(12) 
 

2.1.2 ข่อยด า 

 
ภาพที่ 2 ขอ่ยด า (15) 

ช่ือวิทยาศาสตร์ Clerodendrum disparifolium 
ช่ือพืน้เมือง ตองขะแหน ่(กาญจนบุรี); ส้มพอ (เลย ร้อยเอ็ด); ซะโยเส ่(กะเหร่ียงแม่ฮ่องสอน); กกัไม้

ฝอย (ภาคเหนือ) 
วงศ์ Labiatae 
ลักษณะทางพฤกษศาสตร์ ล าต้นสีเทาอมน า้ตาล ใบประกอบ ขอบใบหยกั ดอกช่อแบบแตกแขนง 

ผลเด่ียวคอ่นข้างกลม ผลแก่สแีดงหรือสดี า มี 5-6 เมลด็ (16) 
สรรพคุณ แก้พิษสตัว์กัดตอ่ย พิษผึง้, ต่อ, แตน, มดคนัไฟ, มดตะนอย, แมงมมุ ฯลฯ วิธีใช้ ใช้ใบสดต า

หรือขยีใ้สแ่ผล (15) 
 
Phosrithong N. et al. (2016)(9)ได้ท าการศกึษาใบ พบวา่มีฤทธ์ิ Anti-oxidant และ Anti-inflammatory 

โดยผา่นกลไกการยบัยัง้ Lipoxygenase(9) 
 
2.1.3 ขันทองพยาบาท 

 
ภาพที่ 3 ขนัทองพยาบาท (17) 
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ช่ือวิทยาศาสตร์ Suregada multiflora (A.Juss) Baill. 
ช่ือพืน้เมือง สลอดน า้ (จนัทบุรี); มะดกูดง (ปราจีนบุรี); ดดูหิน (สระบุรี); ดกูไหล (นครราชสมีา) 
วงศ์ Euphorbiaceae 
ลักษณะทางพฤกษศาสตร์ ไม้ยืนต้นขนาดกลาง สงู 7-13 เมตร ทรงพุ่มแน่นทึบ ล าต้นตรง ก่ิงก้าน

อ่อน ก่ิงห้อยลง ก่ิงมีขนรูปดาว เปลือกต้นสนี า้ตาลแก่ ผิวบางเรียบ เนือ้ไม้สีขาว ใบ เป็นใบเด่ียว เรียงสลบั 
รูปขอบขนานแกมรูปหอก กว้าง 3-8 เซนติเมตร ยาว 9-22 เซนติเมตร เนือ้ใบหนาทึบ เหนียว หลงัใบเรียบ
ลืน่เป็นมนั ท้องใบเรียบสอี่อนกว่า ฐานใบรูปหวัใจ 

สรรพคุณ เปลือกต้น รสเมาเบื่อ แก้โรคตบัพิการ แก้ปอดพิการ แก้ลมเป็นพิษ แก้โรคผิวหนงั แก้กลาก
เกลือ้น รักษามะเร็ง รักษามะเร็งคุด เป็นยาถ่าย เป็นยาระบาย เป็นยาบ ารุงเหงือก แก้เหงือกอกัเสบ ท าให้
เหงือกแข็งแรง ท าให้ฟันทน 

 Tewtrakul S. et al. (2011) (8) ได้ท าการศึกษาพบว่าเปลือกต้นมีฤทธ์ิ Anti-inflammatory ออก

ฤทธ์ิโดยการต้าน Lipopolysaccharide (LPS) ท่ีเหน่ียวน าการหลัง่ Nitric oxide (NO) และ Prostraglandin 

E2 (PGE2) โดยทดลองใน RAW264.7 cells (8) 

 
2.1.4 ฝ้ายแดง (18) 

 
ภาพที่ 4 ฝา้ยแดง (19) 

ช่ือวิทยาศาสตร์ Gossypium arboreum L. 
ช่ือพืน้เมือง - 
วงศ์ Malvaceae 
ลักษณะทางพฤกษศาสตร์ เป็นไม้พุ่ม ล าต้นสนี า้ตาลแดง ใบเด่ียวเวียนสลบั รูปไข ่ขอบหยกัลกึ 3-7 แฉก 
ก้านใบและเส้นใบสแีดงคล า้ 
สรรพคุณ เปลือกราก บดเป็นผง ชงน า้เดือดด่ืมช่วยขบัปัสสาวะ บีบมดลกู ช่วยขบัน า้คาวปลา ใบ ปรุงเป็น
ยารับประทานแก้ไข้ ขบัเหงื่อ จ าพวกยาเขียว 
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Annan K, et al. (2008)(10) ได้มีการท าการศึกษาในประเทศกานา โดยใช้ใบของฝา้ยแดง มาท าการ
สกดั เพ่ือหาฤทธ์ิในการสมานแผล พบวา่สามารถกระตุ้นให้เกิดการซอ่มสร้างของเนือ้เยื่อของบาดแผลโดย
จะมีผลต่อ fibroblast growth และมีฤทธ์ิปกป้องการต้านการเกิด Peroxide-induce oxidative damage 
ท าให้แผลหายเร็ว (10) 
 

2.1.5 หญ้าน า้ค้าง 

 
ภาพที่ 5 หญ้าน า้ค้าง (20) 

  
ช่ือพฤกษศาสตร์ Drosera indica L. 
ช่ือพืน้เมือง หยาดน า้ค้าง หนามเดือนห้า มะไฟเดือนห้า หญ้ายองไฟ หมอกบว่าย 
วงศ์ Droseraceae 
ลักษณะทางพฤกษศาสตร์ พืชล้มลกุ ขนาดเล็ก อายุปีเดียว เป็นพืชกินแมลง ล าต้นอ่อนทอดไปตาม

พืน้ดิน สว่นยอดชูตัง้ขึน้ สงู 5-25 เซนติเมตร ต้นตรง ผิวล าต้นปกคลมุด้วยขนแบบมีต่อมขนาดเล็ก มีขนสี
แดง มีเมือกเหนียวใส  ใบ เป็นใบเด่ียว ออกเรียงสลบั สเีขียวอ่อน เป็นเส้นยาวเรียว คอ่นข้างอวบ กว้าง 1-3 
มิลลเิมตร ยาวประมาณ 10-15 มิลลเิมตร มีขนยาวปกคลมุชัดเจนตลอดทัง้ต้น ปลายใบแหลมรูปเส้นด้าย 
ใบแก่ปลายม้วนงอ ตอนปลายเป็นตุม่ใส ภายในมีน า้เมือกเหนียวไว้ดกัจบัแมลง หใูบรูปแถบ 

สรรพคุณ ต ารายาไทยใช้ ทัง้ต้น ต้มน า้ด่ืม บ ารุงธาต ุใบ ต้มน า้ด่ืม บ ารุงหวัใจ ขบัระด ูขบัพยาธิ แก้
ตบัอกัเสบ ใช้ภายนอกแก้กลากเกลือ้น 

Asirvatham R. et al. (2013)(11)  พบวา่ หญ้าน า้ค้างมีฤทธ์ิในการต้านอนมุลูอิสระท่ีดีเม่ือทดสอบ

แบบ In-vitro โดยใช้วิธีทดสอบท่ีแตกต่างกัน และเม่ือทดสอบกับ cell พบวา่ หญ้าน า้ค้างมีฤทธ์ิในการต้าน

มะเร็งและยงัคงมีฤทธ์ิในการต้านอนมุลูอิสระท่ีดี (11) 
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ตารางที่ 1 สรุปการศกึษารายงานฤทธ์ิทางเภสชัวิทยาของพืชสมนุไพรที่สนใจทัง้ 5 ชนิด 

ตวัอยา่ง 
สว่นท่ีใช้ ฤทธ์ิ/ประเภทการศกึษา 

ต้านการอกัเสบ ต้านอนมุลูอิสระ อ่ืนๆ ท่ีเก่ียวข้อง 

กระทิง 

Calophyllum inophyllum. L. 

ใบ เซลล์เพาะเลีย้ง เซลล์เพาะเลีย้ง - 

ขอ่ยด า 

Clerodendrum 

disparifolium 

ใบ หลอดทดลอง หลอดทดลอง - 

ขนัทองพยาบาท 

Suregada 

multiflora (A.Juss) Baill. 

เ ป ลื อ ก

ต้น 

เซลล์เพาะเลีย้ง - ต้านมะเร็ง 

ฝา้ยแดง 

Gossypium arboreum L. 

ใบ - - ฝาดสมาน 

หญ้าน า้ค้าง 

Drosera indica L. 

ทั ้ง ต้ น , 

ใบ 

หลอดทดลอง เซลล์เพาะเลีย้ง ต้านมะเร็ง 

 

2.2 นิยามของการอักเสบ (Inflammation) (21)  

      การอกัเสบ หมายถึง ปฏิกิริยาการตอบสนองของร่างกายตอ่สิง่แปลกปลอมท่ีมากระตุ้นหรือท าลาย

เนือ้เยื่อให้เกิดความเสียหาย (Injury) หรือตายลง โดยลกัษณะส าคญัท่ีสามารถสงัเกตได้ 5 อยา่งหลกัๆคือ 

อาการปวดบริเวณท่ีอักเสบ (pain), บริเวณท่ีอักเสบมีอุณหภูมิท่ีสูงขึน้ (heat), บวมบริเวณท่ีอักเสบ 

(swelling), บริเวณท่ีอักเสบมีลกัษณะแดงขึน้ (redness) และมีการเสียหน้าท่ีการท างานของเนือ้เยื่อหรือ

อวยัวะท่ีเกิดการอกัเสบ (loss of function) 
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2.3 สาเหตุที่ท าให้เกิดการอักเสบ (21) 

 แบง่จากสิง่กระตุ้นได้เป็น 2 ประเภทหลกัๆ คือ 

 2.3.1 การอักเสบจากการติดเชือ้ (infections) 

 การอักเสบท่ีเกิดจากการติดเชือ้ เช่น เชือ้แบคทีเรีย  (S. aureus , E. coli , etc.) , เชือ้ราและ                  

ฟังก์ไจ  

2.3.2 การอักเสบที่ไม่ได้เกิดจากการติดเชือ้ (non-infections) 

การอกัเสบท่ีไม่ได้เกิดจากการติดเชือ้ เช่น สารเคมี, สิง่แปลกปลอมจากภายนอกร่างกาย, ปฏิกิริยา

ทางภมิูคุ้มกนั, การตายของเนือ้เยื่อ, อนัตรายจากการบาดเจ็บ (trauma) เป็นต้น 

  

2.4ประเภทของการอักเสบ 

 สามารถแบง่จากระยะเวลาท่ีเกิดการอกัเสบแบง่ได้เป็น 2 ประเภท ได้แก่ 

 2.4.1 การอักเสบแบบเฉียบพลัน (Acute inflammatory) (21) 

 มีอาการของการอกัเสบในช่วงเวลาเป็นนาที ชัว่โมงหรือเป็นวนั สาเหตท่ีุท าให้เกิดการอกัเสบแบบ

เฉียบพลนัมกัจะมาจากสารเคมี อุบติัเหต ุหรือการติดเชือ้ เป็นต้น 

ลั ก ษณ ะ เ ด่ น  : short duration, exudation of fluid & plasma proteins, emigration of 

neutrophils, transudate, exudate, edema, หนอง (suppuration) เป็น exudate ท่ีมี neutrophil อยู่เป็น

จ านวนมาก (neutrophil-rich) สว่นใหญ่เกิดจากการติดเชือ้แบคทีเรีย (pyogenic bacteria) โดยการอกัเสบ

แบบเฉียบพลนัจะเกิดการเปลีย่นแปลงท่ีส าคญั 3 อยา่ง ได้แก่ 

(1) การขยายตวัของหลอดเลอืด ท าให้มีเลอืดมาเลีย้งเพ่ิมขึน้ 

(2) การเปลี่ยนแปลงทางโครงสร้างของหลอดเลอืด ท าให้เซลล์และสารประกอบโปรตีนร่ัวไหลออก

นอกหลอดเลอืดได้ 

(3) การเคลือ่นตวัของเม็ดเลอืดขาวออกจากหลอดเลอืด เข้าสูเ่นือ้เยื่อท่ีเกิดภยนัตราย 
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 ผลลัพธ์ของการอักเสบเฉียบพลัน 

ก. การคืนสภาพปกติอย่างสมบูรณ์ (complete resolution) 

เม่ือปฏิกิริยาการอกัเสบสามารถก าจดัสิ่งท่ีเป็นสาเหตุของภยนัตรายตอ่เนือ้เยื่อ โดยท่ีเนือ้เยื่อไม่ได้

ถกูท าลายไปมากนกั เม็ดเลอืดขาวมาเก็บกินเซลล์ตายและสิง่แปลกปลอมได้หมด การสร้าง mediator ก็จะ

หยุดลง หลอดเลอืดกลบัคืนสู ่สภาพปกติ ของเหลวท่ีร่ัวออกมาในเนือ้เยื่อท่ีบวมถกูดดูซึมกลบัคืน เม่ือการ

อกัเสบสิน้สดุลง เนือ้เยื่อสามารถ กลบัคืนสูส่ภาพปกติ 

ข. การสร้างพังผืด (fibrosis) 

เ ป็นการสมาน (healing) ด้วย connective t issue หรือ เ นื อ้ เยื ่อพังผืด ( f ibrous t issue) 
เกิดขึน้เ ม่ือเนือ้เยื่อถูกท าลายเป็นอย่างมาก หรือเซลล์เนือ้เยื่อนัน้ไม่สามารถงอกใหม่ได้ จึงเกิด 
f ibrous t issue ขึน้แทนท่ี หรือ ในกรณีท่ี exudate ท่ีเกิดขึน้ประกอบด้วย f ibrin จ านวนมากจน
ร่า ง ก าย ไ ม ่ส าม า ร ถท า ล า ยหรื อ ด ูด ซ ึม ไ ด้ หมดจ ะ เกิด  f ibrous t issue ขึ น้ แ ทน ที ่เ รี ย ก ว ่า 
organization (ค า“organization”อาจมีการใช้ในความหมายอื่นเกี่ยวกับ f ibrosis/repair ได้
ด้วย) 

ค. การเป็นฝี (abscess formation) 

ง. การอักเสบด าเนินต่อไปเป็นการอักเสบเรือ้รัง 

 

 2.4.2 การอักเสบแบบเรือ้รัง (Chronic inflammatory) (21) 

 มีอาการของการอกัเสบในช่วงเวลาหลายสปัดาห์ หลายเดือนหรือหลายปี โดยยงัคงมีการอักเสบ

ด าเนินอยู่ (active inflammation) ร่วมกับมีการท าลายเนือ้เยื่อ ( tissue destruction) และการสมาน 

(healing) ด าเนินไปพร้อมๆกนั สาเหตท่ีุท าให้เกิดการอักเสบแบบเรือ้รังมักจะมาจากการติดเชือ้ท่ีรักษาไม่

หาย, การได้รับบาดเจ็บตอ่เนือ้เยื่อเป็นเวลานานและโรคทางภมิูคุ้มกนัต้านทานตนเอง เป็นต้น 

 

 การเปล่ียนแปลงที่ส าคัญในการอักเสบแบบเรือ้รัง ได้แก ่

(1) การแทรก (infiltration) ของเซลล์ก่อการอกัเสบชนิด mononuclear ได้แก่ macrophage 

lymphocyte และ plasma cell 
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(2) การท าลายของเนือ้เยื่อ (tissue destruction) 

(3) การซอ่มแซม โดยการสร้างพงัผืด หรือ connective tissue (fibrosis) มาแทนท่ี 

การอกัเสบท่ีเกิดขึน้ทัง้แบบเฉียบพลนัและแบบเรือ้รังจะมีอาการในหลายๆระบบของร่างกายหรือ

อวัยวะท่ีเกิดการอักเสบ เรียกกลุ่มอาการท่ีเกิดขึน้ว่า  acute phase reaction โดยอาศัย mediator กลุ่ม 

cytokine ท่ีส าคัญ ได้แก่ IL-1 IL-6 และ TNF-α ในการเกิดอาการดังกล่าว นอกจากอาการท่ีสามารถ

สงัเกตเห็นได้ด้วยตาเปลา่ซึง่กลา่วไปในข้างต้นแล้ว ยงัมีอาการท่ีสามารถตรวจวดัได้อีก อนัประกอบด้วย 

·    อาการไข้ ซึง่อาจพบร่วมกบัอาการหนาวสัน่ 

·    อาการงว่งนอนโดยมีการเพิ่มขึน้ของ slow-wave sleep 

·    อาการเบือ่อาหาร (decreased appetite) 

·    ความดนัโลหิตลดต ่า 

·    การยอ่ยสลายโปรตีนในร่างกายเพิ่มขึน้ 

·    การสร้างสาร acute phase protein จากตับ เช่น C-reactive protein serum amyloid A complement 

coagulation protein เป็นต้น  

2.5 จากการอักเสบทัง้ 2 ประเภทที่กล่าวมาข้างต้นนัน้มีกลไกที่เก่ียวข้องกับการอักเสบดังนี ้
 

 

รูปที่ 6 แสดงกลไกการเกิดการอกัเสบ (22) 
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 2.5.1 Bacteria หรือ Pathogen อ่ืนๆเข้าสูบ่าดแผล 

 2.5.2 เกลด็เลอืดหลัง่ Blood-Clotting Proteins ท่ีบริเวณบาดแผล 

 2.5.3 Mast cell หลัง่สารท่ีท าให้หลอดเลอืดขยายตวัและหดตวั มีการขนสง่เลอืด, เม็ดเลอืด, เซลล์

ไป      ยงับริเวณท่ีมีการอกัเสบ 

 2.5.4 Neutrophils หลัง่สารท่ีท าลาย Pathogen 

 2.5.5 Neutrophils และ Macrophages ก าจดั Pathogen โดยวิธี Phagocytosis 

 2.5.6 Macrophage หลัง่ Cytokines ซึง่จะไปมีผลตอ่ Immune System cell และรวมถึงไป

กระตุ้นการซอ่มแซมเนือ้เยื่อด้วย 

 2.5.7 การตอบสนองตอ่การอกัเสบจะด าเนินตอ่ไปจนกวา่สิง่แปลกปลอมจะถกูก าจดัและบาดแผล

มีการ      ดีขึน้ 

จากกลไกที่ได้กลา่วมาในข้างต้นแล้วในกระบวนการอกัเสบจะท่ีการหลัง่สาร cytokine ตา่งๆ
ออกมาดงัท่ีจะกลา่วตอ่ไปในด้านลา่งนี ้ 

 

รูปที่ 7 แสดงความสมัพนัธ์ของสารกลุม่ complement, kinin, clotting และ fibrinolytic system  

ในกระบวนการอกัเสบ (23) 
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2.6. Mediators ตัวแรกที่หล่ังออกมาคือ : Clotting system (23) 
สารท่ีส าคญัในกลุม่นี ้ คือ thrombin และ fibrin โดย fibrin มีบทบาทเก่ียวข้องกบักระบวนการ

แข็งตวัของเลอืด สว่นสารท่ีมีบทบาทในกระบวนการอกัเสบคือ thrombinโดย thrombinจะจบักบัprotease-
activated receptors (PARs) ซึง่พบในเซลล์หลายๆ ชนิด เช่น เกลด็เลอืด เซลล์เยื่อบุผนงัหลอดเลอืด เซลล์
กล้ามเนือ้ เป็นต้น การจบักนัของ thrombin และ receptor ดงักลา่วท าให้เกิดการเปลีย่นแปลงของเซลล์ คือ 
กระตุ้นให้เกิดการสร้าง P-selectin, chemokines, integrins, PAF, nitric oxide และกระตุ้นเอนไซม์ 
cyclooxygenase-2 ท าให้เกิดการสร้าง prostaglandins 

ในขณะท่ีมีกระบวนการสร้าง fibrin จะเกิดกระบวนการสลาย fibrin (fibrinolytic system) เช่นกัน
เพื่อป้องกันไม่ให้เกิดการสร้างลิ่มเลือด (clot) มากเกินไป โดยเซลล์เยื่อบุผนังหลอดเลือด หรือเซลล์เม็ด
เลือดขาวจะหลั่ง plasminogen activator ท าหน้าท่ีสลาย plasminogen ท่ีพบอยู่ในลิ่มเลือดเกิดเป็น 
plasmin ท าหน้าท่ีสลายลิ่มเลอืด และยงัสามารถกระตุ้น complement protein C3 นอกจากนีย้งัสามารถ
กลับไปกระตุ้ นกระบวนการสร้าง clotting factors เกิดเป็น thrombin และ fibrin ได้อีกด้วย เ รียก
กระบวนการนีว้่า positive feedback  ซึ่ง thrombin ท่ีเกิดจากกระบวนการในข้างต้นนัน้สามารถจับกับ 
PARs receptor ได้สง่ผลท าให้เกิดการสร้าง P-selectin, chemokines, integrins, PAF, nitric oxide และ
กระตุ้นเอนไซม์ cyclooxygenase-2  
 

 2.6.1 P-selectin 

 เป็น adhesion molecule (Adhesion คือการท่ีเซลล์เม็ดเลือดขาวจับกับเซลล์เยื่อบุผนังหลอด

เลือดแนน่ขึน้ เป็นหนึ่งในกระบวนการท่ีท าให้เซลล์เม็ดเลอืดขาวเคลื่อนไปสูบ่ริเวณท่ีมีการบาดเจ็บ) ซึง่  P-

selectin พบบนผิวเซลล์เยื่อบุผนงัหลอดเลอืดและเกลด็เลอืด 

 2.6.2 Chemokines  
  เป็นสารท่ีชักน าให้เซลล์เข้ามาในบริเวณท่ีมีการหลั่งสารดังกล่าว (chemo attractant) แบ่ง

ออกเป็น   4 กลุม่ คือ 
  (1) CXC chemokines  
  ตัวอย่างของสารกลุ่มนี ้คือ interleukin-8 ซึ่งถูกหลั่งมาจาก macrophages เซลล์เยื่อบุผนัง           

หลอดเลอืด สารหรือภาวะท่ีสามารถกระตุ้นให้เกิดการหลัง่ IL-8 คือ TNF, IL-1และสารท่ีพบในเชือ้โรค IL-8 
จะมีผลท าให้เกิดกระบวนการ activation และ chemotaxis ในเซลล์ neutrophils 
 (2) 2 CC chemokines 
 ตวัอยา่งเช่น monocyte chemoattractant protein (MCP-1), eotaxin, macrophage 
inflammatory protein-1H (MIP-1H) และ RANTES (regulate and normal T cell expressed and 
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secreted) ท าหน้าท่ีเป็น chemoattractant ตอ่เซลล์ monocytes, eosinophils, basophils และ 
lymphocytes 
 (3) C chemokines 
 เช่น lymphotaxin ท าหน้าท่ีชกัน าเซลล์ lymphocytes 
 (4) CX3C chemokines 
 ได้แก่ fractalkine ท าหน้าท่ีชกัน าเซลล์ monocytes และ lymphocytes   
 2.6.3 Integrins  
 เป็น adhesion molecule พบในเซลล์หลายๆ ชนิด ท าหน้าท่ีจับกับ integrin ligand (ICAM-1, 
VCAM-1) ซึง่ อยูบ่นเซลล์เยื่อบุผนงัหลอดเลอืด เซลล์เม็ดเลอืดขาว และ extracellular matrix 

  2.6.4  PAF (Platelet-activating factors) 
เป็นสารท่ีเปลี่ยนแปลงมาจาก phospholipid เช่นเดียวกับกลุ่ม arachidonic acid มีผลท าให้        

หลอดเลือดหดตวัและหลอดลมหดเกร็ง (bronchoconstriction) แต่หากถูกหลัง่ในปริมาณท่ีน้อยจะท าให้
หลอดเลือดขยายตัวและ permeability ของหลอดเลือดสูงขึน้ นอกจากนี ้PAF ยังกระตุ้ นกระบวนการ 
leukocyte adhesion, chemotaxis ส่งเสริมกระบวนการ phagocytosis และส่งเสริมให้เกิดการสร้าง 
chemical mediators ชนิดอ่ืนๆ อีกด้วย PAF ถูกสร้างได้จากเซลล์หลายชนิด เช่น เกลด็เลือด basophils, 
mast cells, neutrophils, macrophages และเซลล์เยื่อบุผนงัหลอดเลอืด   
 2.6.5 Nitric Oxide 
 ถูกสร้างจากเซลล์เยื่อบุผนงัหลอดเลือด เซลล์ macrophages มีหน้าท่ีส าคญัในการท าให้หลอด
เลือดขยายตวั และมีหน้าท่ีในการต่อต้านกระบวนการอกัเสบ เพื่อป้องกันการเกิดการอกัเสบท่ีมากเกินไป 
นอกจากนีย้งัพบวา่ NO มีบทบาทในการท าลายเชือ้แบคทีเรียได้ด้วย 
 2.6.6 Cyclooxygenase-2 
 เป็นเอนไซม์ท่ีใช้เปลี่ยน Arachidonic acid (AA) ไปเป็น prostaglandins และ thromboxanes 
โดยอาจเรียกสารกลุ่มท่ีเปลี่ยนแปลงมาจาก arachidonic acid ทัง้หมดนีว้่า eicosanoids สารกลุ่มนีมี้
บทบาทส าคญัในเกือบทุกขัน้ตอนของกระบวนการอักเสบ การเปลี่ยนแปลงของ arachidonic acid โดย
เอนไซ ม์  cyclooxygenases จะท า ใ ห้ ไ ด้  prostaglandins(PG)หลายช นิด  ตัว ท่ี มีความส าคัญใน
กระบวนการ-อักเสบคือ PGE2, PGD2, PGF2H, PGI2 (prostacyclin) และ TXA2 (thromboxane) สารท่ีมี
บทบาทส าคัญท่ีท าให้เกิดอาการเจ็บปวดและมีไข้ในการอักเสบ คือ PGE2  เน่ืองจากท าให้ผิวหนัง
ตอบสนองตอ่สิง่กระตุ้นได้งา่ยกวา่ปกติ สว่นสารท่ีท าให้เนือ้เยื่อเกิดการบวม คือ PGE2, PGD2 และ PGF2H 
เน่ืองจากสารดงักลา่วท าให้หลอดเลอืดขยายตวัและ permeability ของหลอดเลอืดสงูขึน้   
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รูปที่ 8 แสดงการสร้างสารตา่งๆ รวมถึงหน้าท่ีในกระบวนการอกัเสบ (24) 

2.7 กลไกการอักเสบผ่าน Cytokine   

 2.7.1 Mast Cell 

Mast Cell หลัง่ Histamine ซึง่เป็นสารตวัแรกท่ีมีการหลัง่ออกมาในกระบวนการอกัเสบ Histamine 

จะจบักบั H1 receptor บนเซลล์เยื่อบุผนงัหลอดเลือด มีผลท าให้หลอดเลือด arteriole ขยายตวั และท าให้ 

vascular permeability ของหลอดเลอืด venule เพิ่มขึน้ 

 2.7.2 Neutrophils 

 Neutrophil มี granule ท่ีส าคญั 2 ชนิดได้แก่ 

 (1) Specific (secondary) granule 

 สารส าคญัท่ีบรรจุอยู ่ได้แก่ lysozyme Type IV collagenase Plasminogen activator Leukocyte 

adhesion molecules Phospholipase A2 เป็นต้น 

(2) large azurophil (primary) granule 

 สารส าคญัท่ีบรรจุอยู ่ได้แก่ myeloperoxidase (MPO) Bactericidal factors (lysozyme) Acid 

hydrolase และ protease ชนิดตา่งๆ เป็นต้น 
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 สารท่ีบรรจุใน lysosome (lysosomal content) มีฤทธ์ิมากมายในการกระตุ้นและผลขยายการเพ่ิม

การซมึผ่านของหลอดเลอืด และ chemotaxis เอนไซม์ในกลุม่ protease จะท าลายแบคทีเรียและเศษเซลล์

ใน phagolysosome และหากร่ัวไหลออกไปนอกเซลล์ ยงัสามารถท าลายเนือ้เยื่อสว่นท่ีเป็น extracellular 

component อันได้แก่ collagen basement membrane elastic fiber กระดูกอ่อน  เป็นต้น เม่ือเนือ้เยื่อท่ี

ตายผสมกับเม็ดเลือดขาวจึงเกิดเป็น หนอง หากเนือ้เยื่อถูกท าลายจากการอักเสบอย่างรุนแรง อาจท าให้

เกิดความพิการของอวยัวะ ร่างกายมีการสร้างสารต้านฤทธ์ิเอนไซม์  ได้แก่ สารกลุม่ antiprotease ซึ่งพบ

อยู่ในซีรัม และของเหลวในเนือ้เยื่อ สารท่ีส าคัญในกลุ่มนี  ้ ได้แก่ alpha 1-antitrypsin และ alpha 2-

macroglobulin เป็นต้น alpha 1-antitrypsin เป็นสารต้านฤทธ์ิท่ีส าคัญของ neutrophilic elastase ใน

ผู้ ป่วยท่ีมีภาวะขาดเอนไซม์ชนิดนี ้จะเกิดโรคเน่ืองจากการท าลายเนือ้เยื่อโดยเอนไซม์ในกลุม่ protease 

 2.7.3 Macrophage 

Macrophage หลัง่ Hormones ท่ีช่ือว่า Cytokine ซึง่เป็นสารท่ีสร้างได้จากเซลล์หลายๆ ชนิด สว่น
ใหญ่จะท าหน้าท่ีกระตุ้ น lymphocytes และ macrophages สารท่ีมีบทบาทในกระบวนการอักเสบ
เฉียบพลัน   คือ  Tumor necrotic factor (TNF) และ  interleukin-1 (IL-1)  ซึ่ งถูกส ร้างมาจากเซลล์  
macrophages มีบทบาทในการกระตุ้ นเซลล์เยื่อบุผนังหลอดเลือด เซลล์เม็ดเลือดขาว และเซลล์ 
fibroblasts ท าให้เกิด acute phase reactions  ภาวะท่ีสามารถกระตุ้นให้เกิดการหลัง่สารดงักลา่ว   เช่น 
endotoxin ในเชือ้แบคทีเรียแกรมลบ สารประกอบจากระบบภมิูคุ้มกนั (immune complexes) เป็นต้น 
 
 

 

 

 

 

 

รูปที่ 9 แสดงผลของ TNF และ IL-1 ตอ่การเกิด acute phase reaction (24) 
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2.8. กลไกการอักเสบผ่าน Oxidative Stress (25, 26) 

 ภาวะเครียดท่ีเกิดจากออกซิเดชั่น (oxidative stress) เกิดจากความไม่สมดุลระหว่างอนุมลูอิสระ

กบัระบบต้านออกซิเดชัน่ในร่างกาย สง่ผลให้ดีเอ็นเอโปรตีน ไขมนั ถกูท าลายโดยปฏิกิริยาออกซิเดชัน่   

 อนุมูลอิสระ (free radical) หมายถึง สารหรือโมเลกุลใดๆ ท่ีมีอิเลคตรอนโดดเด่ียว (unpaired 

electron) ท่ีชัน้นอกสดุท าให้มีความไวต่อการท าปฏิกิริยากบัโมเลกุลอ่ืนๆ อนุมูลอิสระแบ่งออกเป็นหลาย

ประเภท ได้แก่ รีแอคทีฟออกซิเจนสปีชีส์ (Reactive Oxygen Species หรือ ROS) เช่น Superoxide 

Radical, Hydroxyl Radical, Singlet Oxygenบางครัง้อาจไม่จัดให้ Singlet Oxygenเป็นอนุมูลอิสระ แต่

โดยคณุสมบติัแล้ว Singlet Oxygen ก็สามารถท าให้เกิดความเสียหายตอ่เซลล์ได้ การเกิด ROS สามารถ

เพิ่มยีนท่ีเก่ียวข้องกบัการอกัเสบหลายชนิดผา่นทางกลไกการกระตุ้น nuclear factor-kappaB (NF-κB) ซึ่ง

เป็น transcription factor ของยีนท่ีเก่ียวข้องกบัระบบภมิูคุ้มกนัและการอกัเสบ   

 

 

รูปที่ 10 แสดงกลไกการอกัเสบผา่น oxidative stress (27) 

2.9. กลไกการอักเสบผ่าน Advanced Glycation End Products (AGEs) (28) 

 AGEs คือการสะสมของผลลพัธ์ท่ีได้จากปฏิกิริยาไกลเคชัน ท าให้มีอนุมลูอิสระเกิดขึน้ โดย AGEs 

มีคุณสมบัติทางเคมีและทางชีวภาพท่ีเป็นอันตรายต่อเซลล์หลายชนิด ซึ่ง AGEs สามารถแพร่ออกจาก
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เซลล์และเปลี่ยนแปลงโปรตีนในเลือด (circulating protein) เช่น อัลบูมิน (albumin) จนสามารถจับกับ 

RAGE ท่ีพืน้ผิวของเซลล์ และกระตุ้นการสร้างสารก่อการอักเสบ (inflammatory cytokines) และสาร

กระตุ้น      การเจริญ (growth factor) ซึ่งเป็นสาเหตุให้เกิดพยาธิวิทยาของระบบหลอดเลือด (vascular 

pathology) 

 

รูปที่ 11 แสดงกลไกการอกัเสบผา่น AGEs (29) 

2.10. วิธีการตรวจวัดการอักเสบ 

 มีการตรวจวดัหรือทดลองในหลายระดบั ได้แก่ In vitro study ท่ีเป็นการตรวจวดัในหลอดทดลอง 

cell culture ท่ีศึกษาการตอบสนองและสารท่ีหลัง่จากเซลล์ภูมิคุ้มกัน In vivo study ท่ีศึกษาโดยใช้การ

กระตุ้นการอกัเสบในสตัว์ทดลอง และการตรวจวดัการอกัเสบท่ีเกิดขึน้ในร่างกายผู้ ป่วย 

 การตรวจวดัสามารถท าได้ทัง้โดยวิธีทางตรงและทางอ้อม นอกจากการวดัการอักเสบโดยตรงแล้ว    

ยังสามารถวัดจากการตรวจฤทธ์ิการต้าน Oxidative stress และฤทธ์ิในการต้าน AGEs forming ได้ 

เน่ืองจากเป็น path way ท่ีสามารถเหน่ียวน าให้เกิดการอกัเสบได้เช่นเดียวกนั 

 

 2.10.1 วิธีการตรวจวัดการอักเสบทางตรง ได้แก ่

 (1) วิธีตรวจวัดการอักเสบทางคลินิค 

 โดยสว่นใหญ่จะใช้ Inflammatory Marker หรือวดัจากตวัชีว้ดัการอกัเสบในเลอืด ซึง่มีด้วยกนั

หลายชนิด ตวัอยา่งเช่น 
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 ก. ESR (Erythrocyte sedimentation rate) (30) 

 เม่ือร่างกายเกิดการอักเสบ ตับจะสร้างโปรตีนชนิดหนึ่งออกมาในเลือด ซึ่งจะเป็นผลท าให้เม็ด

เลือดแดง มีการเกาะติดกนัได้ง่ายขึน้ หากเราท าการเจาะเลือดในผู้ ป่วยท่ีร่างกายเกิดการอกัเสบ น ามาใส่

ลงใน  หลอดทดลองท่ีมีสารป้องกันการแข็งตวัของเลือด และตัง้ทิง้ไว้สกัครู่ จะมีการแยกสว่นกันของชัน้

เลอืดและน า้เหลอืง เน่ืองจากสารประกอบจ าพวกโปรตีนท่ีมีการหลงัออกมาท าให้เม็ดเลอืดแดงเกาะติดกัน 

และตกตะกอนลงไปนอนอยูท่ี่ก้นหลอด 

 นิยามของค่า ESR ก็คือ ระยะทางในหน่วยมิลลิเมตร ท่ีเม็ดเลือดแดงตกตะกอนลงมาอยู่ท่ีก้น

หลอดแก้ว ในเวลา 1 ชม. ยิ่งมีคา่สงู ก็เทา่กับว่ามีการอกัเสบมาก จึงมีการใช้คา่นีเ้พื่อวดัการเปลี่ยนแปลง

ในเลือด โดยเฉพาะในชัน้พลาสมา หากมีสารบางอย่าง เช่น  Fibrinogen, Acute phase reactant อ่ืน ๆ 

(ซึ่งรวมไปถึง Immunoglobulin ด้วย) หากเปลี่ยนแปลงไปจากเดิม ก็จะท าให้เลือดตกตะกอนได้เร็วยิ่งขึน้ 

ซึง่สารพวกนีเ้ป็นสิง่ท่ีเกิดขึน้มาจากกระบวนการอกัเสบ 

 จึงมีการใช้คา่ ESR วดัภาวะตา่งๆ ท่ีก่อให้เกิดการอกัเสบอยา่งคร่าวๆ โดยแพทย์จะนิยมใช้คา่ ESR 

ในการติดตามผลการรักษา วา่มีการตอบสนองตอ่การรักษาท่ีดีขึน้หรือไม่ แต่อยา่งไรก็ตาม คา่ ESR จะเป็น

คา่ท่ีมีการแปรผนัมาก โดยคา่จะเปลีย่นแปลงไปตามอาย ุเพศ ยาท่ีใช้ และโรคประจ าตวั 

 

 ข. CRP (C-Reactive Protein) (30) 

 เป็นโปรตีนท่ีตอบสนองในระยะเฉียบพลนั (acute phase reactant protein) ชนิดหนึ่ง ถูกสร้าง

ขึน้มาจากเซลล์ตับ โดย CRP จะถูกสร้างขึน้เม่ือร่างกายมีภาวะการอักเสบ หรือเกิดการบาดเจ็บของ

เนือ้เยื่อ ซึ่งจะคล้ายกับการตรวจอัตราการตกของเม็ดเลือดแดงหรืออีเอสอาร์ ESR โดยค่า CRP จะเพิ่ม

อยา่งรวดเร็วภายใน 6 – 10 ชัว่โมง และและจะเพิ่มขึน้สงูสดุใน 24 – 72 ชั่วโมง และลดกลบัมาสูร่ะดบัปกติ

ใน 1 – 2 สปัดาห์ 

 การตรวจ CRP มีข้อดีกวา่ ESR คือ CRP จะให้ผลบวกก่อน ESR และผลกลบัมาปกติขณะท่ี ESR 

ยงัสงูอยู่ และไม่เปลี่ยนแปลงในภาวะซีด (Anemia) ระดบัโกลบูลินในเลอืดสงู (hyperglobulinemia) การ

ตัง้ครรภ์ และไม่มีความแตกตา่งระหว่างเพศชายและหญิง ขณะท่ี ESR เปลีย่นแปลงในภาวะดงักลา่ว ซึ่ง

วิธีเดิมท่ีใช้กันโดยทัว่ไปในห้อง LAB จะวดัค่า serum CRP ได้ในช่วง 10-1000mg/L แต่ในปัจจุบนัมีการ
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พฒันาการวดัแบบความไวสงู หรือท่ีเรียกวา่ hs-CRP (high sensitivity CRP) โดยมีค่า CRP ต ่าสดุท่ีสดุได้

เทา่กบั 0.3mg/L โดยสว่นใหญ่จะใช้ติดตามโรคในกลุม่รูมาตอยด์และลปัูส 

 โดยค่า CRP ท่ีอยูใ่นช่วงปกติ จะมีค่าน้อยกว่า 10 มิลลิกรัม/ลติร หากมีการติดเชือ้ไวรัส ค่าจะอยู่

ในช่วง 10-20 มิลลิกรัม/ลิตร ส่วนการติดเชือ้แบคทีเรีย จะมีค่า 40-200 มิลลิกรัม/ลิตร และหากมีการติด

เชือ้รุนแรงรวมถึงการถกูไฟไหม้ จะมีค่ามากกวา่ 200 มิลลกิรัม/ลิตร ขึน้ไป และคา่จะเพิ่มขึน้หลงัจากการ

อกัเสบเป็นเวลา 1 ชัว่โมง และมีคา่สงูสดุ หลงัเกิดการอกัเสบใน 48 ชัว่โมง 

 ค. สารในกลุ่ม Interleukin (30) 

 ตวัอยา่งเช่น 

 (ก.) Interleukin-6 สารตวันีห้ลัง่ออกมาจากเม็ดเลอืดขาว เป็นการตอบสนองตอ่ภาวการณ์อักเสบ        

เราพบความเก่ียวข้องระหว่างสารตวันีส้งูกบัโรคหลายโรค เช่น เบาหวาน เส้นเลือดตีบแข็ง ซึมเศร้า อัลไซ

เมอร์ โรคภมิูแพ้ตวัเอง รูมาตอยด์ โรคมะเร็ง เน่ืองจากเราพบสารนีส้งูในภาวะท่ีมะเร็งลกุลามมากและก าลงั

กระจาย 

 (ข.) Lp-PLA2 เป็นโมเลกุลท่ีมีความจ าเพาะมากขึน้ ต่อภาวะการอักเสบของหลอดเลือด              

สร้างออกมาจากเม็ดเลอืดขาวท่ีบริเวณเส้นเลอืดท่ีอกัเสบ โดยถือเป็นตวัชีว้ดัแรกส าหรับวินิจฉยัภาวะพลาค

ไม่เสถียร ซึง่มีการอกัเสบเกิดขึน้ตลอดเวลา ช่วยประเมินความเสีย่งและโอกาสท่ีจะเกิดหวัใจขาดเลอืดได้ 

 

 (2) วิธีการตรวจวัดการยับยัง้การอักเสบในการทดลองทางห้องปฏิบัติการ 

 (ก) Anti-denaturation activity 

 เตรียมสารละลาย BSA 0.2% W/V จาก Tris buffer และ ปรับ PH เป็น 6.8 โดยใช้ glacial acetic 

acid สว่น Stock Solution ของสารสกัดจากพืชทัง้หมดใช้ methanol เป็นตัวท าละลาย จากนัน้น า stock 

solution มาท าให้มีความเข้มข้นท่ีแตกต่างกัน 7 ความเข้มข้น ได้แก่ 0.5,1,5,10,50,100 และ 500 ug/ml 

จากการเตรียมโดย methanol เป็นตัวท าละลาย จากนัน้น าสารสกัดแต่ละชนิดมา 150 ul ใส่ลงหลอด

ทดลอง แล้วเติม 0.2% W/V BSA ปริมาณ 2,850 ul ลงไปในหลอดทดลองทุกหลอด โดยมีหลอดท่ีเป็น 

control     จะประกอบด้วย 0.2% W/V BSA ปริมาณ 2,850 ul และ 150 ul methanol เตรียมสารละลาย

มาตราฐานโดยเติม 5 mg/ml Diclofenac Sodium ใน methanol ใน 0.2% W/V BSA ปริมาณ 2,850 ul 

แล้วน าหลอดทดลองทุกหลอดไป incubate ท่ีอุณหภูมิห้องเป็นเวลา 20 นาที จากนัน้ให้ความร้อนท่ี 72 
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องศาเซลเซียส เป็นเวลา 20 นาที สดุท้ายท าให้เย็นลงอีกเป็นเวลา 20 นาที วดัคา่ดูดกลืนแสงโดย UV/Vis 

Double beam spectrophotometer ท่ีความยาวคลื่น 660 nm และแปลผล % การยบัยัง้การตกตะกอน 

(โปรตีนท่ีเสือ่มสภาพ) จะถกูก าหนดโดย % basis relative ของตวัควบคมุ 

 เม่ือ BSA ถูกให้ความร้อนท่ี 72 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 20 นาที ท าให้โปรตีนเกิดการเสียสภาพ    

ซึ่งหลอดทดลองจะมีลกักษณะท่ีขุ่นขึน้ ดังนัน้หากสารสกัดท่ีสนใจมีฤทธ์ิในการต้านการเสียสภาพของ

โปรตีน BSA จะท าให้เกิดการขุ่นในหลอดทดลองลดลงโดยสามารถวัดผลดังกล่าวโดยเคร่ือง UV-Vis 

spectrophotometer โดยหากความขุน่ในหลอดทดลองลดลงจะท าให้คา่ดดูกลืนแสงลดลงตามไปด้วย 

 (ข) Anti-lipoxygenase activity 

 เ ป็น In vitro anti-inflammatory assay การ ต้านการท างานของ  lipoxygenase ศึกษาโดย

ก าหนดให้ linoleic acid เป็น substrate และ lipoxidase เป็นเอนไซม์ ทดลองโดยน าสารละลายตวัอย่าง

มา 0.25 ml ละลายใน 2 M pH 9.0 borate buffer ปริมาณ 0.25 ml (20,000U/ml) แล้ว incubate นาน 5 

นาที ท่ีอุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส หลงัจากนัน้เติมสารละลาย lenoleic acid (0.6 mM)  แล้วผสมให้เข้า

กนัดีจึงน าไปวดัคา่ดดูกลนืแสงท่ี 234 nm การทดลองนีใ้ช้ indomethacin เป็นสารมาตราฐาน 

การค านวณร้อยละการยับยัง้ 

 

 

 

 (ค) PGE2 ที่ สร้างขึน้จากเซลล์ macrophage ท่ีถูกกระตุ้นด้วยสาร LPS วัดปริมาณโดยใช้ 

PGE2 assay kit หลงัจากนัน้น าเซลล์ macrophage ไปสกดัเพื่อหาปริมาณ total RNA และตรวจสอบการ

แสดงออกของยีน iNOS และ COX-2 ด้วยขัน้ตอนดงัตอ่ไปนี ้

 
ข. การสกัด total RNA  

 ท าการสกดัด้วย TRIZOL® Reagent จ านวน 1 มิลลลิติร น า total RNA ท่ีได้ไปวดัความเข้มข้น
โดยใช้เคร่ืองมือ UV spectrophotometer 
 

 
 

% inhibition= [{Abscontrol - Abssample}] x 100  
         Abscontrol 
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ค. การสร้างสาย Complementary DNA (cDNA) 
 น าสว่นประกอบต่างๆใสล่งใน microcentrifuge tube ได้แก่ total RNA จ านวน 5 ไมโครกรัม, 50 
ไมโครโมลาร์ oligo (dT)20 1 ไมโครลติร, 10 มิลลโิมลาร์ dNTP Mix 1 ไมโครลติร และ DNase free water 
13 ไมโครลิตร และน าสว่นผสมท่ีได้ไปผ่านความร้อนท่ีอุณหภูมิ 65 ˚C เป็นเวลา 5 นาทีจากนัน้น าไปป่ัน
เหวี่ยง (2,000× g) ท่ีอุณหภูมิ 2 -8 ˚C เป็นเวลา 3 นาทีแล้วเติมส่วนประกอบต่างๆ คือ 5x First-Strand 
Buffer 4 ไมโครลิตร, 0.1 โมลาร์ DTT 1 ไมโครลิตร, RNaseOUT™ 1 ไมโครลิตร และ SuperScript™ III 
RT (200          ยูนิต/ไมโครลติร) 1 ไมโครลิตร และเก็บไว้ท่ีอุณหภูมิ 50 ˚C เป็นเวลา 30-60 นาทีหลงัจาก
นัน้หยดุปฏิกิริยาโดยผา่นความร้อนท่ีอุณหภมิู 70 ˚C เป็นเวลา 15 นาที 
 

ง. การท าเทคนิค Reverse Transcriptase-Polymerase Chain Reaction (RT-PCR)  
 น าสาย single strand cDNA ท่ีสร้างได้เพื่อใช้เป็น DNA ต้นแบบส าหรับการทดลองPCRโดย
เตรียม reaction mixture ส าหรับปฏิกิริยา PCR ปริมาตร 30 ไมโครลิตร ประกอบด้วย cDNA single 
strand 1 ไมโครลติร, 10x Taq PCR buffer 3 ไมโครลติร, 2.5 ไมโครโมลาร์ dNTPs mix 2 ไมโครลติร, Taq 
polymerase 1 ไมโครลิตร, Nuclease-free distilled water 20 ไมโครลิตร. iNOS primer sequences คือ 
5' - AAT GGC AAC ATC AGG TCG GCC ATC ACT-3' (sense) และ  5' -GCT GTG TGT CAC AGA 
AGT CTC GAA CTC-3' (anti-sense) ส าหรับ COX-2 primer sequences คือ 5' -GGA GAG ACT ATC 
AAG ATA GT-3' (sense) และ  5' - ATG GTC AGT AGA CTT TTA CA-3' (anti-sense) และ  internal 
control ส าหรับการทดลองนีคื้อ GAPDH primer sequences คือ 5' - TCC CTC AAG ATT GTC AGC 
AA-3' (sense) และ 5 ' - AGA TCC ACA ACG GAT ACA TT-3' น าหลอด PCR ใสล่งใน thermal cycler 
ท่ีสัง่โปรแกรมไว้ดงันี ้คือ denaturation ใช้อุณหภมิู 94 ˚C เป็นเวลา 30 วินาที , annealing ใช้อุณหภูมิ 60 
˚C (iNOS และ COX-2) ส าหรับ GAPDH ใช้อุณหภมิู 55 ˚C เป็นเวลา 30 วินาทีและ extention ใช้อุณหภมิู 
72 ˚C เป็นเวลา 30 วินาทีจ านวน 40 รอบ หลงัเสร็จ สิน้ปฏิกิริยา PCR จึงน าสารละลาย DNA ท่ีได้ไป
ตรวจสอบปริมาณ DNA ในขัน้ตอน agarose gel electrophoresis โดย PCR product ท่ีได้จากการตรวจ
การแสดงออกของยีน iNOS ขนาด 454 bp และน าสาย cDNA ท่ีสร้างได้ไปตรวจสอบการแสดงออกของ
ยีน COX-2 และ GAPDH ขนาด 721 bp และ 325 bp ตามล าดบัและหลงัจากนัน้น า PCR product ไปท า
เทคนิค agarose gel electrophoresis โดยดูการแสดงออกของยีน iNOS และ COX-2 และน าแผ่น gel ไป
ถ่ายรูปภายใต้แสง UV เพื่อดแูถบ PCR ท่ีเกิดขึน้ 
 จ. การตรวจวัดปริมาณ NO ที่สร้างขึน้จากเซลล์ macrophage ท่ีถกูกระตุ้นด้วยสาร LPS โดย

วดัปริมาณของ ไนตริคออกไซด์ท่ีเกิดขึน้ในอาหารเลีย้งเซลล์ในรูปของ nitrite โดยน าอาหารเลีย้งเซลล์มาท า

ปฏิกิริยากับ Griess reagent จากนัน้น าไปวดัค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคลื่น 550 นาโนเมตร โดยใช้

เคร่ือง Microplate reader 
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ฉ. การทดสอบฤทธ์ิต้านการอักเสบ (COX-2 inhibitor) 
 ใช้หลกัการทดสอบเอนไซม์ตามวิธีของ Copel และวัดเฉพาะเอนไซม์ COX-2 โดยใช้ปฏิกิริยา 
oxidation ของ N,N,N,N,-tetra methyl-p-phenylenediamine (TMPD) ท่ีท าให้ PGG2 เปลี่ยนเป็น PGH2 

วิธีการโดยผสม 100 mM tris–HCl buffer, pH 8.0, 15 μM hematin และ 3 μM EDTA, 100 μg CoX-2 
enzyme และสารท่ีท าการทดสอบเก็บท่ี 25 องศาเซลเซียส นาน 15 นาที หลงัจากนัน้เติม arachidonic 
acid และ TMPD วัด enzyme activity จากการเกิด TMPD oxidation ใน 25 นาทีแรก โดยวัดท่ีค่าการ
ดดูกลืนคลื่นแสงท่ีความยาวคลื่น 603 นาโนเมตร ค านวณเปรียบเทียบกับท่ีไม่เติมสารสกัด ค านวณหาค่า
เปอร์เซ็นต์การยบัยัง้และ IC50 
 

ช. In-vitro anti-inflammatory activity  
โดยดูการยับยัง้การเสียสภาพของโปรตีน (protein denaturation)  โดยปฏิกิริยาจะเป็นสารผสม  

(0.5 ml) ประกอบด้วย bovine serum albumin 0.45 ml (5% aqueous solution) สารสกัดจากพืช 0.05 

ml (100 and 250 μg/ml ของปริมาตรของระบบท่ีสภาวะสุดท้าย) ท่ีมีการปรับค่า pH แล้วน าไปวัด
เปอร์เซ็นต์การยบัยัง้ 

 
 
 
ซ. Antiproteinase activity 
เป็นการทดสอบโดยประยกุต์วิธีของ Oyedepo และคณะ และ Sakat และคณะ สารผสมในการท า

ปฏิกิริยา (2 ml) ประกอบด้วย 0.06 mg trypsin, 1 ml 20 mM Tris HCl buffer (pH 7.4) และ 1 ml test 
sample ท่ีมีหลากหลายความเข้มข้น (100 - 500 µg/ml) สารผสมบ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็น
เวลา 5 นาที และเติม 1 ml of 0.8% (w/v) casein บ่มสารผสมอีก 20 นาที หลงัจากนัน้เติม 2 ml of 70% 
perchloric acid เพื่อหยุดปฏิกิริยา จะได้เป็นสารแขวนตะกอนลกัษณะขุ่น จากนัน้น าเอาไปป่ันเหวี่ยงและ
ดูดส่วนของน า้ใสท่ีอยู่เหนือตะกอน (supernatant) น าไปวัดการดูดกลืนแสงท่ี 210 นาโนเมตร โดยใช้ 
สารละลาย buffer เป็น blank  ท าการทดลอง 3 ครัง้ คา่เปอร์เซนต์การยบัยัง้ Proteinase สามารถค านวณ
ได้โดยใช้สตูร 
 
 

 

 

เปอร์เซ็นต์ในการยับยั้ง = 100 - (O.D. ของสารทดสอบ – O.D. ผลิตภัณฑ์ทีไ่ด้จากตัวควบคุม) x 100 O.D. ของตัวควบคุม 
 

% inhibition= [{Abscontrol - Abssample}] x 100  
         Abscontrol 
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 ฌ. β-gluconidase inhibition assay 

 สกดัสารมาท่ีความแตกตา่งกนัจากนัน้ น ามา 0.1 mL ลงใน phosphate buffer pH 7.4 ผสมลงกบั 

0.8 mL ของ 2.5 mM  p-nitrophenyl-β-D-glucopyranosiduronic acid ใน 0.1 mM β-gluconidase น า

ท่ีผสมกนันัน้ไป incubate นานเป็นเวลา 30 นาที ขัน้ตอนสิน้สดุของปฏิกิริยจะเกิดขึน้เม่ือเติม 0.5 N NaOH 

ปริมาณ 2 mL การเกิดปฏิกิริยาของสารละลายจะทราบได้จากการวดัด้วยเคร่ือง spectrophotometry ท่ี 

410 nm  จะพิจารณาท่ี β-gluconidase ถกูยบัยัง้ 100% และปริมาณของสารตวัอยา่งท่ีถกูยบัยัง้ได้ 50% 

จะถกูน ามาค านวณ IC.sub.50 ในการทดลองนีใ้ช้ Salicylic acid (1mM, 0.053 mg/ml) เป็นสารอ้างอิง 

 

 

 

 2.10.2 วิธีการตรวจวัดการอักเสบโดยวิธีทางอ้อม ได้แก่ 

 (1) Anti-AGEs formation 

 ก. Bovine Serum Albumin (BSA)-Glucose Assay (31) 

 ตามวิธีของ Brownlee และคณะ ท าโดยน า BSA (10 mg/mL) บ่มกับ glucose (500 mM) ใน 

phosphate buffered-saline (PBS) (5 mL ของปริมาตรทัง้หมด, pH 7.4) น าสารสกัดท่ีใส ่sodium azide 

0.02% ท่ีอุณหภูมิ 37°C ท่ีความเข้มข้นสดุท้ายของ BSA (2 mg/mL) glucose (40 mM), และสารละลาย

ตวัอย่าง (0.1 to 0.5 mg/mL).สารทดสอบทัง้หมดและสารตัวอย่าง จะถูก sterilized โดยการกรองด้วย 

แผ่นกรองขนาด 0.2 μm โปรตีน น า้ตาล และสารท่ีจะมาทดสอบฤทธ์ิในการยบัยัง้ จะถูกรวมเข้าด้วยกัน

เป็นสารผสม Aminoguanidine จะถูกน ามาใช้เป็น positive control และท า negative control (ท่ีไม่มีตัว

ยับยัง้) เพื่อเปรียบเทียบผลกันด้วย แต่ละสารท่ีทดลอง จะถูกเก็บในท่ีมืด ในหลอดทดลองท่ีปิดสนิท 

หลงัจากการบม่เป็นเวลา 15 วนั ความเข้มของ fluorescence โดยใช้ความยาวคลืน่ขณะถูกกระตุ้นเท่ากับ 

370 nm และใช้ความยาวคลืน่ขณะท่ีคายพลงังานเทา่กบั 440 nm และท าการวดัสารทดสอบ  

ค านวณ % การยับยัง้ จากสมการ 

% Inhibition = [1 −
(As−Ab)

Ac−Ab
] × 100 

 โดยท่ี As คือ fluorescence ท่ีได้จากการบม่ของสารท่ีผสมกบัสารตวัอยา่ง  

% inhibition= [{Abscontrol - Abssample}] x 100  
         Abscontrol 
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  Ab, Ac คือ fluorescence ท่ีได้จากการบม่สารผสมท่ีไม่มีสารตวัอยา่ง เทา่กบัตวัท่ีเป็น 

    positive control และ fluorescence ท่ีได้จากการบม่สารผสมท่ีไม่มีสาร

ตวัอยา่ง    เทา่กบัตวัท่ีเป็น blank control 

 

 ข. BSA-Methylglyoxal Assay (31) 

 วิธีนีไ้ด้รับการพฒันามาจากวิธีท่ีได้รับการตีพิมพ์ ประเมินขัน้กลางจากปฏิกิริยา glycation ของ

โปรตีน โดยน า  BSA และ methylglyoxal มาละลายใน phosphate buffer (100 mM, pH 7.4) ให้มี           

ความเข้มข้นเป็น 20 mg/mL และ 60 mM ตามล าดบั สารสกดัหรือสว่นของสารท่ีได้จะถกูน ามาละลายใน 

phosphate buffer ท่ีเป็นสารเดียวกนั น าสารละลาย BSA 1 ml มาผสมกบัสารละลาย methylglyoxal     1 

ml และสารสกัดจากพืช 1 ml จากนัน้น าสารผสมท่ีได้ มาบ่มท่ีอุณหภูมิ  37°C และใช้  Sodium azide 

(0.2 g/L) เป็น aseptic agent มี blank คือ Phosphate buffer มี positive controls ได้แก่ aminoguanidine 

และ phloroglucinol บ่มเป็นเวลา 7 วนั และน าไปวดัค่าการเรืองแสง fluorescence ของ สารตวัอยา่ง โดย

ใช้ความยาวคลืน่ขณะถกูกระตุ้นเทา่กบั 340 nm และใช้ความยาวคลืน่ขณะท่ีคายพลงังานเทา่กบั 420 nm 

Anti-AGEs Activity (24)  

 วิธีการทดสอบท าได้โดยน า BSA (10 mg/mL) ผสมกบัน า้ตาล  D-ribose (0.5 M) และสารท่ีจะใช้

ทดสอบใน phosphate buffer 50 mM ท่ี pH 7.4 (NaN3 0.02 %) จากนัน้น าไป incubated ใน 96-well 

microtiter plates ท่ีอุณหภมิู  37 °C เป็นเวลา 24 ชม. เม่ือครบเวลาแล้วน าสารท่ีได้ไปท าการวดัความเข้ม

แสง fluorescence  ท่ี λexc 370 nm และ λem 440 nm แล้วน าคา่ท่ีวดัได้จากความเข้มแสงท่ี Emission มา
ค านวณร้อยละของการยับยัง้ดังสูตร   
 

 

 

หลักการของการทดลอง 

 ไกลเคชั่น คือ การจับกันด้วยพนัธะโควาเลนท์ระหว่างโมเลกุลของโปรตีนหรือไขมัน  กับน า้ตาล

รีดิวซ์ซิ่ง เช่น กลโูคสหรือฟรุคโตสท่ีปราศจากการควบคุมของเอนไซม์ ผลผลิตสดุท้ายของปฏิกิริยาท่ีไม่ใช้

เอนไซม์นีจ้ะได้  advanced glycation end products (AGEs) ซึ่งสามารถเหน่ียวน าให้เกิด  reactive 

% การยับยั้ง = [{ความเข้มแสงของตัวควบคุม – ความเข้มแสงของตัวอย่าง}] x 100 

                   ความเข้มแสงของตัวควบคุม 
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oxygen species และเกิดการกระตุ้นการอกัเสบผ่าน NF-κB inflammatory pathway ในท่ีนีใ้ช้ BSA แทน

โปรตีน และ D-ribose แทนน า้ตาลรีดิวซ์ซิ่ง และสารสกัดพืชแทนสารท่ีคาดว่าจะมีฤทธ์ิในการต้าน

กระบวนการ Glycation  

 (2) Antioxidant activity 

 ก. Ferric reducing antioxidant power (FRAP) (32) 

 เป็นวิธีการศึกษาความสามารถในการต้านออกซิเดชันโดยใช้หลกัการของการถ่ายเทอิเลกตรอนท่ี

เกิดจากการท าปฏิกิริยาระหว่าง Fe(III)(TPTZ)2Cl3  (TPTZ คือ 2,4,6-tripyridyl-s-triazine) ซึ่งเป็นสาร-              

ออกซิแดนซ์กับสารต้านออกซิเดชัน เม่ือสารออกซิเดชันถ่ายเทอิเลกตรอนให้แก่  [Fe(III)(TPTZ)2]3+ หรือ 

ferric tripyridyltriazine จะเปลี่ยนไปอยู่ในรูปของ [Fe(II)(TPTZ)2]2+หรือ ferrous tripyridyltriazine ซึ่งทัง้

สองมีการดดูกลนืแสงท่ีแตกตา่งกนัเม่ือวดัการดดูกลนืแสงท่ีความยาวคลืน่ 600 nm 

 

รูปที่ 12 แสดงการเกิดปฏิกิริยา FRAP (32) 

 กา ร เ กิ ด  [Fe(II)(TPTZ)2]2+ห รื อ  ferrous tripyridyltriazine จึ ง ส าม า ร ถน า ม าต ร ว จ ส อ บ

ความสามารถในการต้านออกซิเดชนัได้ โดยแสดงผลในรูปของ FRAP value โดยเทียบกับกราฟมาตรฐาน

ความเข้มข้นของ FeSO4 (ferrous sulfate) ท่ีใช้ในการสร้าง [Fe(II)(TPTZ)2]2+  ข้อดีของวิ ธีการนีคื้อ 

คา่ใช้จ่ายน้อย สะดวกและรวดเร็ว ขัน้ตอนในการท าการทดลองไม่ยุ่งยาก ซบัซ้อนและมีความแม่นย าของ

วิธีการคือสามารถท าซ า้แล้วให้ผลออกมาเหมือนเดิม 
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 ข . ABTS assay หรือ 2,2’-Azinobis (3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid) cation radical 

- scavenging capacity assay (32) 

 เป็นวิธีการวิเคราะห์ความสามารถในการต้านออกซิเดชัน (antioxidant capacity) ซึง่ใช้ reagent 

คือ 2,2’- Azino-bis (3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid) diammonium salt เป็น stable radical ใน 

aqueous solution สารละลายนีมี้สเีขียวดดูกลนืแสงได้ดีท่ีความยาว 734 nm 

 

รูปที่ 13 แสดงโครงสร้าง 2,2’-Azino-bis (3-ethylbenzothiazoline-6- sulfonic acid) diammonium salt (32) 

 วิธีการในการท าให้เกิด ABTS cation radical มีได้หลายวิธี แต่ใช้หลักการเดียวกันคือการ

ปลดปลอ่ย ABTS radical จากสารละลาย ABTS เพื่อให้เกิดการท าปฏิกิริยากับสารต้านออกซิเดชันและ

ตรวจวดัการเปลีย่นแปลงส ี 

 (ก) Enzyme Reaction เป็นการใช้เอนไซม์ในการเร่งปฏิกิริยาออกซิเดชันให้เกิดเป็น ABTS cation 

radical ตวัอยา่งของเอนไซม์ เช่น peroxidase, myoglobin เป็นต้น 

 (ข) Chemical Reaction ซึ่งเป็นการใช้สารเคมี โดยสารเคมีท่ีใช้ เช่น manganese dioxide, 

potassium persulfate, 2,2’-azo-bis-(2-amidinopropane) (ABAP) เป็นต้น 

 

รูปที่ 14 แสดงปฏิกิริยา ABTS (32) 
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รูปที่ 15 แสดง ABTS assay (32) 

 การท าปฏิกิริยาของ ABTS สามารถวดัฤทธ์ิการต้านอนมุลูอิสระ โดยแสดงผลเป็นการเปลีย่นแปลง

สขีองสารละลายซึง่ใช้เคร่ืองมือวดัเป็น Spectrophotometer ข้อดีของการใช้วิธีนีคื้อ ABTS+ มีความคงตวั

สงูทัง้ในสารละลายน า้และ ethanol, สามารถใช้ได้ในช่วงความเป็นกรด-ด่างท่ีกว้าง และเม่ือเปรียบเทียบ

กับ Trolox ซึ่งเป็นสารมาตรฐานแล้วสามารถน าไปแสดงผลในรูปของค่า Trolox equivalent antioxidant 

capacity (TEAC) ได้ 

ค. Hydroxy radical 

ฤทธ์ิในการต้านอนุมูลอิสระของสารสกัดมีความสมัพันธ์โดยตรงกับฤทธ์ิ Antioxidant ของสาร. 

โดยในการทดสอบนีจ้ะเป็นการทดสอบแบบ invitro ใช้ Fe3+ /ascorbate/ EDTA/ H2O2 ท่ีมาจากปฏิกิริยา 

Fenton เป็นตัวสร้างอนุมูลอิสระของ Hydroxyl. ซึ่ง hydroxyl radicals ท่ีเป็นอนุมูลอิสระสามารถท า

ปฏิกิริยาจบักับ DMSO (dimethyl sulphoxide) ได้สาร formaldehyde ออกมาและได้สารละลายสีเหลือง

เข้มเม่ือน ามาท าปฏิกิริยากับ Nash reagent (2M ammonium acetate + 0.05M acetic acid + 0.02M 

acetyl acetone ในน า้กลัน่), จากนัน้น าสารละลายท่ีท าปฏิกิริยากบั DMSO แล้วมาวดัความเข้มข้นโดยใช้

เคร่ือง spectrophotometre ท่ีความยาวคลื่น 412 nm เทียบกับ blank น าค่าท่ีได้ของแต่ละตัวอย่างมา

ค านวณเปอร์เซ็นต์ HRSA (HRSA (%) ) 

 

 

 

 

HRSA (HRSA (%) = 1- (Differences in absorbance of sample) X100) 

     Difference in absorbance of blank 
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ง. ฤทธ์ิการยับยัง้การเกิดอนุมูลอิสระชนิดไนตริกออกไซด์ (Nitric oxide scavenging)   

เตรียม  Sodium nitroprusside ความเข้มข้น 5 mM ใน phosphate buffer pH 7.4 จากนัน้น า

สารละลาย Sodium nitroprusside ท่ีเตรียมไว้มาจ านวน 0.3 ml มาผสมกับสารสกัดท่ีความเข้มต่างๆกัน

จ านวนความเข้มข้นละ 1 ml โดยผสมลงในหลอดทดลองแล้วน าไปบม่ท่ีอุณหภมิู 25 ºC เป็นเวลา 5 ชัว่โมง 

หลงัจากนัน้เติม Griess reagent ปริมาณ 0.5 ml ลงในแตล่ะหลอดทดลองแล้วน าไปวดัคา่การดดูกลนืแสง

ท่ีความยาวคลืน่ 546 nm น าคา่ท่ีได้มาค านวณเปอร์เซ็นการยบัยัง้การเกิดปฏิกิริยาออกซิเดชัน่ (Inhibition 

(%) = (A0 – A1 / A0) ×  100) เม่ือ A0 คือค่าดูดกลืนแสงของตวัควบคุม และ A1 คือ ค่าดูดกลืนแสงของ

สารตวัอยา่ง 

จ. ฤทธ์ิการจับกับโลหะ (Metal chelating) 

เติม 1 ml ของ 2mM FeCl2 ลงใน EEDI และ AEDI ท่ีความเข้มข้นต่างๆ โดยปฏิกิริยานีจ้ะเร่ิมต้น

ด้วยการเติม 5 mM ferrozine จ านวน 1 ml  น าไปวดัคา่การดดูกลนืแสงท่ีความยาวคลืน่ 562 nm หลงัจาก

ท าปฏิกิริยานาน 10 นาทีจากนัน้น าคา่การดดูกลืนแสงท่ีได้มาค านวณเปอร์เซ็นการยบัยัง้  (Inhibition (%) 

= (A0 – A1 / A0) ×  100) โดย A0 คือค่าการดูดกลนืแสงของ control และ A1 คือค่าการดดูกลนืแสงของสาร

ตวัอยา่ง 

ฉ. Reducing power Assay  

น าสารสกดัพืช 1 ml ผสมกบั phosphate buffer (200 mM, pH 6.6) จ านวน 2 ml และ potassium 

ferric cyanide (30 mM) จ านวน 2.5 ml แล้วน ามาบม่ท่ีอุณหภมิู 50°C เป็นเวลา 20 นาที หลงัจากนัน้เติม 

trichloroacetic acid (600 mM) จ านวน 2.5 ml ลงในสารผสมแล้วน าไปท าการ centrifuged เป็นเวลา 10 

นาที ท่ี 3000 rpm. น าสารละลายด้านบนท่ีได้หลงัจากท าการ centrifuged จ านวน 2.5 ml ท าการผสมกับ

น า้กลัน่ปริมาณ 2.5 ml แล้วเติม FeCl3 (6 mM) จ านวน 0.5 ml น าสารผสมท่ีได้มาวัดค่าดูดกลืนแสงท่ี

ความยาวคลื่น 700 nm แล้วน าค่าท่ีได้มาค านวณเปอร์เซ็นการยบัยัง้  (Inhibition (%) = (A0 – A1 / A0) ×  

100) โดย A0 คือคา่การดดูกลนืแสงของ control และ A1 คือคา่การดดูกลนืแสงของสารตวัอยา่ง 

ช. ฤทธ์ิในการต้าน Superoxide 

การท าให้เกิด superoxide anion radical โดยผสม NBT(0.3 mM) 0.5 ml , NADH(0.936 mM) 

0.5 ml, 1 ml ของสารสกัด และ 0.5 ml(16 mM, pH 8.0) Tris-HCl buffer ปฏิกิริยาจะเร่ิมเกิดเม่ือเติม

สารละลาย PMS (Phenazine methosulphate) (0.12 mM) 0.5 ml ลงไป แล้วน าไป incubate ท่ี 25°C 
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เป็นเวลา 5 นาที จากนัน้วัดค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคลื่น 560 nm เทียบกับสารละลาย blank น า

คา่ท่ีได้มาค านวณเปอร์เซ็นการยับยัง้ 

 

 

เม่ือ A0 คือคา่ดดูกลนืแสงของตวัควบคมุ และ A1 คือ คา่ดดูกลนืแสงของสารตวัอยา่ง 

 ซ. DPPH 

 DPPH assay หรือ 2,2-Diphenyl-1-picrylhydrazyl radical scavenging capacity assay เป็น

วิธีการวิเคราะห์ความสามารถในการต้านออกซิเดชนั ซึง่ใช้ reagent คือ 2,2-Diphenyl-1-picrylhydrazyl 

เป็น stable radical ในตวัท าละลาย methanol ซึง่สารละลายนีมี้สมี่วง ซึง่ดดูกลนืแสงได้ดีท่ีความยาวคลืน่ 

517 nm 

 โดย DPPH● จะเกิดปฏิกิริยากบั antioxidant (AH) หรือกบั radical species (R●) ได้ดงัสมการ 

    DPPH● + AH     DPPH-H + A● 

    DPPH● + R●    DPPH-R 

 ถ้าตวัอยา่งมีความสามารถในการต้านออกซิเดชนัได้สงูความเข้มของสารละลายสมี่วงก็จะลดลง 

ซึง่จะรายงานผลการทดลองเป็นคา่ 50% effective concentration (EC50) ซึง่หมายถึง ปริมาณสารต้าน

ออกซิเดชนัท่ีท าให้ความเข้มข้นของ DPPH● เหลอือยู ่50% 

 

รูปที่ 16 แสดง DPPH assay (32) 

  (Inhibition (%) = (A0 – A1 ) × 100) 

           A0 
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2.11. วิธีการเตรียมสมุนไพร 
 การน าสมนุไพรมาใช้เพื่อท าการรักษาโรคจะแบง่ตามการรักษา ได้เป็น 3 ประเภท 
 2.11.1 การใช้สมุนไพรในการรักษาแบบแผนโบราณ  
สมุนไพรท่ีใช้ในการท าการรักษาจะมีทัง้ สมุนไพรท่ีใช้เด่ียวๆ และสมุนไพรท่ีใช้เป็นต ารับ ซึ่งก็มีรูปแบยาท่ี
สามารถพบได้โดยทัว่ไปเป็น ยาต้ม ยาผง ยาลกูกลอน และยาเม็ดพิมพ์มือ และจะใช้การสกดัอยา่งงา่ยโดย        
การหมกั การต้ม และการกลัน่ 

2.11.2 การใช้สมุนไพรในการรักษาแบบแผนสมัยใหม่ 
 ท าได้โดยการน าสมุนไพรท่ีมีอยู่ตามธรรมชาติ มาท าการคัดแยกพืชท่ีน่าจะมีฤทธ์ิท่ีต้องการ
(Screening) และน ามาผา่นวิธีการทางวิทยาศาสตร์ ซึง่ประกอบด้วย 
 (1) การสกัด (Extraction) แบง่เป็น 

 Maceration 
 Percolation 
 Soxhlet extraction 

 (2) Isolation แบง่เป็น 
 Distillation 
 Crystallization 
 Chromatography 
 electrophoresis  

 (3) Concentration แบง่เป็น 
 Free evaporation 
 Rotary evaporation 
 Lyophilizer 

 (4) Identification แบง่เป็น 
 MP 
 TLC 
 HPLC 
 UV 
 IR 
 MS 
 NMR 

จากการผา่นวิธีการในข้างต้นนีจ้ะท าให้ได้มาซึง่สารบริสทุธ์ิ เพ่ือท่ีจะน าไปตรวจสอบฤทธ์ิตอ่ไป 
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2.11.3 การใช้สมุนไพรในการรักษาแบบแผนโบราณก่ึงประยุกต์ 
 โดยจะน าทัง้สมุนไพรแผนโบราณ ทัง้แบบเด่ียวและต ารับ มาท าการสกัด(Extraction) แยกแบบ 
Semi-separation และน ามาท าการ Standardization หรือการท ามาตรฐานให้กับสารละลายมาตรฐาน 
เพื่อให้ทราบความเข้มข้นท่ีแน่นอนของสารละลายมาตรฐานท่ีต้องการเพื่อน าไปใช้ในการค านวณหา        
ความเข้มข้นของสารตวัอยา่งท่ีไม่ทราบความเข้มข้น 
 
2.12. ขัน้ตอนการสกัดแยกสาร 

12.2.1 Plant material preparation  
(1) หลักการในการเก็บสมุนไพร 

สมนุไพรที่มีกลิน่หอม เก็บในเวลาเช้ามืด ท่ีมีอากาศเย็น 
สว่นของผลและเมล็ด ใช้ผลท่ีแก่จดั 
สว่นของดอก เก็บดอกตมูหรือดอกท่ีเร่ิมบาน ขณะท่ีอยูบ่นต้น 
สว่นของรากและหวั เก็บเม่ือพืชหยดุการเจริญเติบโต (ซึง่จะมีอายหุลงั

การปลกู ประมาณ 10 เดือน) 

สว่นของเปลอืกรากและล าต้น เก็บในช่วงปลายฤดรู้อน ซึง่เป็นช่วงรอยตอ่กบัฤดู
ฝน 

ตารางที่ 2 แสดงหลกัการในการเก็บสมนุไพร 
 
(2) การท าสมุนไพรให้แห้ง 

การผึง่ลมในท่ีร่ม จะใช้กบัสมนุไพรที่มีน า้มนัหอมระเหย 
ตากแดดให้แห้ง  ใช้กบัสมนุไพรทัว่ไปท่ีไม่ได้มีลกัษณะพิเศษ 
ต้มหรือนึง่จากนัน้ท าให้แห้ง จะใช้กบัสมนุไพรที่มีแปง้, ขมิน้, ขิง 
การอบในตู้อบ ดอก ใบ และพืชล้มลกุ ไม่เกิน 40 องศาเซลเซียส,  

ราก ก่ิง เปลอืก ไม่เกิน 65 องศาเซลเซียส, แก่น ผล 
และเมลด็ ไม่เกิน 80 องศาเซลเซียส 

ตารางที่ 3 แสดงการท าสมนุไพรให้แห้ง 
 
2.12.2 Extraction 

 การสกดัพืชท าได้หลายวิธี ซึ่งจะพิจารณาจากชนิดของสารท่ีสกัด คณุสมบติัของสารในการทนต่อ
ความร้อน และชนิดของตวัท าละลายท่ีใช้ แบง่การสกดัแบบตา่งๆได้เป็น 
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 (1) การฝน (Sanding) 
 คือ การน าสมนุไพรมาฝนด้วยหินบดยา จากนัน้ท าการชะด้วยน า้ธรรมดา แล้วจึงกรองเพื่อน าน า้ไป

รับประทาน 
 (2) การชง (Infusion) 
 คือ การสกดัโดยแช่สมนุไพรด้วยน า้ร้อนหรือน า้เย็นในช่วงระยะเวลาสัน้ๆ สารสกดัท่ีได้จะเป็นสารท่ี
ละลายน า้ได้ดีในอุณหภมิูท่ีไม่สงูมาก 

(3) การต้ม (Decoction) 
คือ การสกัดสารท่ีละลายได้ดีในน า้และสามารถทนตอ่ความร้อนได้ดี โดยการต้มสมนุไพรในน า้จน

เดือดแล้วต้มตอ่ไปอีกประมาณ 15 นาที 
 (4) การตุ๋น (Digestion) 
 เป็นวิธีการสกดัโดยการใช้ความร้อนอ่อนๆ ท่ีอุณหภมิูประมาณ 40 – 60 องศาเซลเซียส เป็นเวลาท่ี
นานมากกวา่การต้ม 

(5) การหมัก (Maceration) 
 เป็นวิธีการสกัดโดยการน าสมนุไพรมาหมักกบัตวัท าละลายในภาชนะท่ีปิด และตัง้ทิง้ไว้เป็นเวลา     
3-7 วนั เขย่าหรือคนบ่อยๆ แล้วกรองเพื่อน าเอาสารสกัดไปใช้ หากต้องการให้หมดจดอาจต้องอาศยัการ
สกัด หลายครัง้ ซึ่งวิธีนีมี้ข้อดีคือสารไม่ถูกความร้อน แต่เป็นวิธีท่ีสิน้เปลืองตวัท าละลายมาก และมักไม่ใช้
น า้เป็นตวัท าละลายเน่ืองจากสามารถท าให้สารสกดับูดได้ 

(6) การหมักแบบต่อเน่ือง (Percolation) 
 เป็นวิธีการสกัดแบบต่อเน่ือง โดยการน าเอาสมุนไพรมาหมักกับตวัท าละลายให้พอชืน้ ทิง้ไว้เป็น
เวลา 1 ชัว่โมงเพื่อให้พองตวัเต็มท่ี จากนัน้จึงคอ่ยๆท าการบรรจุผงยาทีละน้อย และเติมตวัทท าละลายลงไป
ในระดบัท่ีสงูเหนือสมุนไพร (Solvent head) ทิง้ไว้เป็นเวลา 24 ชม. จึงเร่ิมไขสารออกโดยค่อยๆเติมตวัท า
ละลายลงไปอยา่ให้แห้ง 

(7)  การสกัดด้วย Soxhlet Extractor 
 เป็นวิธีการสกดัแบบตอ่เน่ืองโดยใช้ตวัท าละลายซึ่งมีจุดเดือดต ่า ใช้ความร้อนท าให้ตวัท าละลายใน 
flask ระเหยขึน้ไปแล้วกลัน่ตวัลงมา จนถึงจุดหนึ่งก็จะเกิดการไหลกลบัลงไปใน flask ใหม่อีกครัง้โดยใช้วิธี   
กาลกัน า้ แล้วเกิดการกลัน่ตวัขึน้ไปใหม่จนสกดัได้หมดจดในท่ีสดุ 

(8) Liquid – liquid extraction 
 เป็นการสกดัสารจากสารละลายซึง่เป็นของเหลว ด้วยตวัท าละลายอีกชนิดหนึง่ ซึง่ตวัท าละลาย
ชนิดนีจ้ะไม่ผสมกบัตวัท าละลายชนิดแรก 
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2.13 หลักในการเลือกใช้ตัวท าละลาย  
ตวัท าละลายท่ีดี จะต้องสามารถละลายสารท่ีต้องการสกัดได้ดี ไม่ระเหยง่ายหรือยากเกินไป ไม่ท า

ปฏิกิริยากบัสารท่ีต้องการสกดั และไม่มีความเป็นพิษ  
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

บทที่ 3 

วิธีด าเนินการวจัิย 

เกณฑ์คัดเข้า :  

1. เป็นพืชพืน้บ้านท่ีมีในภาคตะวนัออก  

2. มีรายงานการใช้ในการลดอาการปวด, ต้านการอกัเสบ, ต้านการติดเชือ้แบคทีเรีย 

พบวา่มีพืชเข้าเกณฑ์ทัง้สิน้ 47 ชนิด มาจาก 7 ต ารับ (27 ชนิด), สมนุไพรเด่ียว 20 ชนิด 

เกณฑ์คัดออก :  

1. พืชท่ีเคยมีการทดลองการหาฤทธ์ิการต้านการอกัเสบในสตัว์ทดลองแล้ว  

 พบว่ามีพืชท่ีผ่านตามเกณฑ์ 5 ชนิด ได้แก่ ฝ้ายแดง, กระทิง, หญ้าน า้ค้าง, ขันทองพยาบาท,          

ขอ่ยด า 

3.1. วัสดุและอุปกรณ์ 

 3.1.1 พืชที่ท าการวิจัย 

 - กระทิง (Calophyllum inophyllum. L.) 

 - ขอ่ยด า (Clerodendrum disparifolium) 

 - ขนัทองพยาบาท (Suregada multiflora (A.Juss) Baill.) 

 - ฝา้ยแดง (Gossypium arboreum L.) 

 - หญ้าน า้ค้าง (Drosera indica L.) 

 3.1.2 วัสดุอุปกรณ์ 

 - เคร่ือง vortex     - ผ้าขาวบาง 

 - บีกเกอร์     - ขวดปรับปริมาตร 

 - กระบอกตวง     - หลอดทดลอง 
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- กระจกนาฬิกา     - microcentrifuge tube 

- หลอด centrifuge 15 ml   - water bath 

 - auto pipette     - เคร่ืองชัง่สาร 4 ต าแหนง่ 

 - ช้อนตกัสาร     - 96-well microtiter plates 

 - pH meter     - ชุด Soxhlet extraction 

 - UV-Vis spectrophotometer   - เคร่ือง centrifuge 

 - micloplate reader    - Sonicator 

 - Hot air oven 

 

 3.1.3 สารเคม ี

 - ethanol 95%     - hydrochloric acid 

 - Ferric chloride    - Sulfuric acid 

 - Dragendorff’s reagent   - trichloromethane 

 - trypsin     - tris-HCl buffer 25 mM pH7.4 

 - casein     - 70% perchloric acid 

 - Diclofenac Sodium    - FRAP reagent 

 - DPPH Reagent    - BSA 

3.2 วิธีด าเนินการทดลอง 

 3.2.1 แหล่งที่มาของตัวอย่าง 

 - กระทิง และขอ่ยด า จากมหาวิทยาลยัเทคโนโลยีราชมงคลตะวนัออก ต าบลบางพระ อ าเภอ ศรี

ราชา จงัหวดัชลบุรี  
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 - ขนัทองพยาบาท จากร้านสามคัคีโอสถ (หมอวาสน์) ซอยวดักลาง ต าบลมะขามหยง่ อ าเภอเมือง

ชลบุรี ชลบุรี 

 - ฝา้ยแดง จากสวนเกษตรอินทรีย์ ต. นาเริก อ.พนสันิคม จ.ชลบุรี 

 - หญ้าน า้ค้าง จากสวนสมนุไพรแม่หมอช านาญ ต าบลสนามไชย อ าเภอทา่ใหม่ จงัหวดัจนัทบุรี 

 3.2.2 การเตรียมสารสกัด 

 (1)  น าพืชสดแตล่ะชนิดท่ีได้ มาท าการล้างน า้ท าความสะอาด 

 

รูปที่ 17-1 แสดงขัน้ตอนการล้างท าความสะอาดพืช 

 

รูปที่ 17-2 แสดงภาพก่อนและหลงัการท าความสะอาดพืช 

 (2) น าพืชท่ีได้ไปผา่นการอบท่ี 52 ºC เป็นเวลา 24 ชัว่โมง 
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รูปที่ 18-1 แสดงการอบพืช 

 

 

 

 

 

รูปที่ 18-2 แสดงตวัอยา่งพืชหลงัการอบ 

 (3) น าใบของฝา้ยแดง กระทิง ขอ่ยด า ต้นของขนัทองพยาบาท และทกุส่วนของหญ้าน า้ค้างมาบด

เป็นผง 

 (4) น าพืชแตล่ะชนิดมาแยกสกดัด้วยวิธี maceration เป็นเวลา 7 วนั และ soxhlet extraction เป็น

เวลา 1 ชัว่โมง โดยมี ethanol เป็นตวัท าละลาย จากนัน้น าสารสกดัท่ีได้ไปท าให้มีความเข้มข้นโดยใช้เคร่ือง 

rotary flask evaporator 

 3.3 Proteinase inhibitory assay (28) 

 3.3.1 น า trypsin 0.06 mg ใน 1 ml ของ tris-HCl buffer 25 mM pH7.4 และสารสกดั 1 ml  

 3.3.2  น าไป incubate ท่ี 37 ºC เป็นเวลา 5 นาที 

 3.3.3  เติม casein ความเข้มข้น 0.8 %w/v ปริมาตร 1 ml 

 3.3.4  น าไป incubate ท่ี 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 20 นาที 
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 3.3.5  เติม 70% perchloric acid 2 ml เพื่อให้สารแขวนตะกอนขุน่ 

 3.3.6  น าไป centrifuge แล้วดดูสว่นของ supernatant มาท าการวดัคา่การดดูกลนืแสง ท่ี 280 nm 

โดยใช้ Blank เป็น buffer 

 

 

 

การทดสอบฤทธ์ิ 
 1. Anti-oxidants 

  1.1 Ferric reducing antioxidant power (FRAP) (27) 

  1.1.1 เตรียม FRAP reagent โดย ผสม 300 mM acetate buffer (pH 3.6) กบั 20 mM 

Ferric chloride solution และ 10 mM TPTZ (2,4,6-Tris(2-pyridyl)-1,3,5-triazine)) solution ให้เข้ากนั 

  1.1.2 เก็บ FRAP reagent โดยปราศจากแสง 

  1.1.3 เตรียมสารสกัดตัวอย่างให้ได้ความเข้มข้น 1 mg/ml ด้วยตวัท าละลายแต่ละชนิด 

(ใช้ 20% DMSO ช่วยในการละลาย) 

  1.1.4 น าสารสกัดตัวอย่างผสมกับ FRAP reagent และน า้กลัน่ โดยให้ปริมาตรสดุท้าย

เทา่กบั 2,040 μl ผสมให้เข้ากนั 

  1.1.5 วดัคา่การดดูกลืนแสงในนาทีท่ี 4 ท่ีความยาวคลืน่ 600 nm 

  1.1.6 ท าการทดลองซ า้ 3 ครัง้ โดยเปรียบเทียบกบัสารละลายมาตรฐาน Ferrous sulfate 

  1.1.7 ค านวณร้อยละการยบัยัง้  

 

 

   

 

  % inhibition= [{Abscontrol - Abssample}] x 100  
            Abscontrol 

 

  % inhibition= [{Abscontrol - Abssample}] x 100  
            Abscontrol 
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 1.2 DPPH หรือ diphenyl- picryhydrazyl (DPPH) radical scavenging assay 

 1.2.1 เตรียมสารสกัดละลายในเอทานอลให้ได้ความเข้มข้น 500 µg/ml พร้อมกับเตรียม

สารละลายมาตรฐาน (Trolox) 

 1.2.2 ดูดสารท่ีเตรียมไว้มาปริมาตร 20 µl แล้วเติมสาร DPPH Reagent ปริมาตร 180 µl ลงใน 

96-well microtiter plates 

 1.2.3 บม่ไว้ในท่ีมืดเป็นเวลา 30 นาที 

 1.2.4 น าสารท่ีได้ไปวดัคา่การดดูกลนืแสงท่ีความยาวคลืน่ 515 nm 

 1.2.5 ค านวณเปอร์เซ็นต์การยบัยัง้  

 

 

 2. Anti-AGEs formation (31) 

 2.1 Anti-AGEs Activity 

 2.1.1 วิธีเตรียมสารละลาย 
1. เตรียมสารละลาย BSA ความเข้มข้น 100 mg/ml 
 1.1 ชัง่ผง BSA 1 g ใสก่ระดาษชัง่ 
 1.2 ตวง distilled water ปริมาตร 10 mL ใส ่flask 
 1.3 คอ่ยๆ โปรยผง BSA ลงในบีกเกอร์ Distilled water (เพื่อปอ้งกนัการจบัเป็นก้อน) 
 1.4 ปิดปาก flask ด้วยพาราฟิน swirl จนผง BSA ละลายหมด (ห้ามใช้อุปกรณ์คน) 
 1.5 เก็บสารละลายไว้ท่ี -20 องศาเซลเซียส 
2. เตรียมสารละลาย Fructose ความเข้มข้น 5,000 mM 
 2.1 ชัง่ fructose 22.52 g 
 2.2 ละลายใน 10X PBS-azide และปรับปริมาตรจนครบ 25 ml 
3. เตรียมสารละลาย Phosphate buffered-saline (PBS) 10X Sodium azide 
 3.1 ชัง่ NaCl 8 g, Na2HPO4 1.25 g, KCl 0.2 g และ KH2PO4 0.2 g 
 3.2 ละลายในน า้ปริมาตร 3 ใน 4 ของปริมาตรทัง้หมด (ประมาณ 75 ml) 
 3.3 ปรับ pH ให้ได้ 7.4 โดย NaCl และ HCl ปรับปริมาตรด้วยน า้จนครบ 100 ml 
 3.4 น าสารละลาย 10X PBS ท่ีได้มา 50 ml 

  % inhibition= [{Abscontrol - Abssample}] x 100  
            Abscontrol 
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 3.5 ใส ่Sodium azide 0.1 g 
 3.6 ปรับปริมาตรด้วย DI water 500 ml 
 
วิธีท าการทดสอบ 
1. Optimization 
 1.1 ปิเปต 10 mg/ml BSA ปริมาตร 100 ul ผสมกบั 1,000 mM fructose ปริมาตร 200 ul ลงใน
หลอดทดลอง 
 1.2 ปิดด้วยฝาหลอดอยา่งหลวมๆ เตรียมทัง้หมด 3 ชุด น ามาบม่ท่ี 50 องศาเซลเซียส เป็น
ระยะเวลา 24 ชัว่โมง 
 1.3 น าไปวดัผลการยบัยัง้ด้วย Spectrofluorometer ท่ี wavelength excitation 340 nm 
emission 440 nm slit 5 nm  
 
2. Negative control 
 2.1 ปิเปต 100 mg/ml BSA ปริมาตร 300 ul ผสมกบั 5,000 mM fructose ปริมาตร 300 ul และ 
PBS azide 2,400 ul ลงในหลอดทดลอง 
 2.2 ปิดหลอดทดลองด้วยฝา คลายฝาออกให้หลวม เตรียมทัง้หมด 3 ชุด  
 2.3 น าไปบม่ท่ี 50 °C เป็นระยะเวลา 24 ชัว่โมง 
 2.4 น าไปวดัผลการยบัยัง้ด้วย Spectrofluorometer ท่ี wavelength excitation 340 nm 
emission 440 nm slit 5 nm 
3. Sample (Plant extracts) 
 3.1 ปิเปต 100 mg/ml BSA ปริมาตร 300 ul ผสมกบั 5000 mM fructose ปริมาตร 300 ul 
 3.2 เติมสารสกดัพืชลงในหลอดทดลองจนความเข้มข้นของสารละลายสดุท้ายเป็น 125, 250, 500 
และ 1,000 ul จากสารสกัดความเข้มข้นเร่ิมต้น 1250, 2500, 5,000 และ 10,000 ul โดยปิเปตแตล่ะความ
เข้มข้นมา 300 ul 
 3.3 ปิเปต PBS azide 2,400 ul 
 3.4 ปิดหลอดทดลองด้วยฝา คลายฝาออกให้หลวม เตรียมทัง้หมด 3 ชุด  
 3.5 น าไปบม่ท่ี 50 °C เป็นระยะเวลา 24 ชัว่โมง 
 3.6 น าไปวดัผลการยบัยัง้ด้วย Spectrofluorometer ท่ี wavelength excitation 340 nm 
emission 440 nm slit 5 nm 
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4. Positive control 
 4.1 ปิเปต 100 mg/ml BSA ปริมาตร 300 ul ผสมกบั 5,000 mM fructose ปริมาตร 300 ul  
 4.2 เติม Aminoguanidine ลงในหลอดทดลองจนความเข้มข้นของสารละลายสดุท้ายเป็น 1.00 
mg/ml 
 4.3 ปิเปต PBS azide ปริมาตร 2,400 ul 
 4.4 ปิดหลอดทดลองด้วยฝา คลายฝาออกให้หลวม เตรียมทัง้หมด 3 ชุด  
 4.5 น าไปบม่ท่ี 50 °C เป็นระยะเวลา 24 ชัว่โมง 
 4.6 น าไปวดัผลการยบัยัง้ด้วย Spectrofluorometer ท่ี  wavelength excitation 340 nm 
emission 440 nm slit 5 nm



 
 

บทที่ 4 

ผลการวิจัย 

ในการศึกษาฤทธ์ิต้านการอักเสบและกลไกท่ีเก่ียวข้องของพืชสมุนไพร ท่ีสนใจทัง้ 5 ชนิด ได้แก่ 

กระทิง ข่อยด า ขนัทองพยาบาท ฝา้ยแดง และหญ้าน า้ค้าง โดยท าการศึกษาในขอบเขตของฤทธ์ิในการ

ต้านอนุมูลอิสระ และฤทธ์ิในการยับยัง้การสร้างสารแอดวานซ์ไกลเคชันเอนด์โพรดัคส์ ซึ่งสมัพันธ์กับ

กระบวนการเกิดการอกัเสบตามท่ีได้กลา่วมาในบทท่ี 2 ข้างต้น ได้ผลดงัตอ่ไปนี ้

4.1 ข้อมูลทั่วไปของตัวอย่างพืชสมนุไพรทัง้ 5 ชนิด 

พืชสมุนไพรทัง้ 5 ชนิด มีแหลง่ท่ีมา และสว่นท่ีน ามาสกัดแตกต่างกัน โดยข้อมูลเบือ้งต้นของสาร

สกดัได้แสดงไว้ในตารางที่ 4 ตอ่ไปนี ้

ตารางที่ 4 ข้อมลูทัว่ไปของตวัอยา่งพืชสมนุไพรทัง้ 5 ชนิด 

ตวัอยา่ง 
น า้หนกัแห้ง 

(g) 
% yield 

Maceration Soxhlet 
กระทิง 490.65 1.9 5.83 

ขอ่ยด า 68.15 9.31 11.81 

ขนัทองพยาบาท 2,000 2.42 1.24 
ฝา้ยแดง 366.98 1.65 5.08 

หญ้าน า้ค้าง 128.25 3.68 11.13 
 

จากตารางข้างต้น พบวา่ร้อยละของสารสกดัขอ่ยด าท่ีท าการสกดัด้วยวิธี soxhlet ให้ปริมาณสงูสดุ 

คือ 11.811% สว่นการสกดัขนัทองพยาบาทท่ีสกดัด้วยวิธี soxhlet มีปริมาณต ่าสดุ คือ 1.242% ตามล าดบั 

4.2 ฤทธ์ิต้านการอักเสบ โดยการยับยัง้เอนไซม์กลุ่มโปรตเีนส (Proteinase inhibitory assay) 

ในการตรวจสอบฤทธ์ิในการต้านการอักเสบนี ้ใช้หลกัการท างานของสารท่ีสามารถยับยัง้การ

ท างานของเอนไซม์ทริปซินในการเร่งปฏิกิริยายอ่ยสารตัง้ต้น คือ โปรตีนเคซีน ให้เป็นกรดอะมิโนอิสระ หรือ

โปรตีนสายสัน้และตรวจวัดกรดอะมิโนท่ีถูกย่อยด้วยเทคนิคสเปคโตรสโคปี โดยการดูดกลืนคลื่นแสงท่ี

ความยาวคลืน่ 280 นาโนเมตรหลงัตกตะกอนโปรตีนท่ีเหลอืในปฏิกิริยาด้วยกรด โดยสารท่ีสามารถยบัยัง้
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การท างานของเอนไซม์ทริปซินได้ จะท าให้มีกรดอะมิโนอิสระลดลง และค านวณเพื่อหาความสามารถใน

การยบัยัง้การท างานของเอนไซม์ทริปซิน เทียบกับหลอดควบคุมสารสกัดด้วยเอธานอล ได้ผลดังตาราง

ตอ่ไปนี ้

ตารางที่ 5-1 แสดงคา่ความสามารถในการยบัยัง้การท างานของเอนไซม์ทริปซินในแตล่ะความเข้มข้นของ

สารสกดักระทิงด้วยวิธี maceration และ soxhlet 

กระทิง 
%inhibition 

Maceration Soxhlet 
0 µg/ml 0.00±0.00 0.00±0.03 
5 µg/ml 6.20±1.02 2.47±0.68 
10 µg/ml 8.83±3.15 3.49±0.83 
20 µg/ml 17.21±1.89 9.66±1.88 
50 µg/ml 38.91±1.10 35.94±2.08 
100 µg/ml 76.95±3.99 74.46±1.91 
200 µg/ml 100.00±0.00 100.00±0.00 

หมายเหต ุ ข้อมลู % inhibition เป็นคา่เฉลีย่ (mean) ± คา่เบี่ยงเบนมาตรฐาน (S.D.) 

 

ภาพที่ 19-1 กราฟแสดงความสมัพนัธ์ระหวา่งความเข้มข้นของสารสกัดกระทิงด้วยวิธี maceration (ทึบ) 

และ soxhlet (โปร่ง) กบั % inhibition ด้วยวิธีวิเคราะห์ Proteinase inhibitory assay แสดงค่าเป็น mean 

± S.D. และ * p-value < 0.05 

 

* 
* 

* 

* 
* 

* 
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จากกราฟแท่งแสดงการเปรียบเทียบ %inhibition ด้วยวิธีวิเคราะห์ Proteinase inhibitory assay  

ระหว่างกระทิงท่ีสกดัด้วยวิธี maceration และ soxhlet ท่ีความเข้มข้นต่างๆ ได้แก่ 0, 5, 10, 20, 50, 100 

และ 200 µg/ml เม่ือท าการเปรียบเทียบระหว่างการสกัดด้วยวิธี maceration และ soxhlet พบวา่สารสกัด

โดยวิธีการสกดัแบบ maceration ให้ผล %inhibition ท่ีดีกวา่การสกดัด้วยวิธี soxhlet อยา่งมีนยัส าคญัทาง

สถิติท่ีความเข้มข้น 5, 10 และ 20 µg/ml 

 

ตารางที่ 5-2 แสดงคา่ความสามารถในการยบัยัง้การท างานของเอนไซม์ทริปซินในแตล่ะความเข้มข้นของ

สารสกดัขอ่ยด าด้วยวิธี maceration และ soxhlet 

ขอ่ยด า 
%inhibition 

Maceration Soxhlet 
0 µg/ml 0.00±0.06 0.00±0.01 
5 µg/ml 3.22±2.55 3.43±1.02 
10 µg/ml 0.83±0.27 6.46±2.83 
20 µg/ml 7.03±1.00 15.17±2.09 
50 µg/ml 18.84±2.07 34.87±2.36 
100 µg/ml 38.77±2.30 59.23±3.95 
200 µg/ml 77.97±2.24 99.23±2.52 

หมายเหต ุ ข้อมลู % inhibition เป็นคา่เฉลีย่ (mean) ± คา่เบี่ยงเบนมาตรฐาน (S.D.) 
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ภาพที่ 19-2 กราฟแสดงความสมัพนัธ์ระหวา่งความเข้มข้นของสารสกดัขอ่ยด าด้วยวิธี maceration (ทึบ) 

และ soxhlet (โปร่ง) กบั % inhibition ด้วยวิธีวิเคราะห์ Proteinase inhibitory assay แสดงคา่เป็น mean 

± S.D. และ * p-value < 0.05 

จากกราฟแท่งแสดงการเปรียบเทียบ %inhibition ด้วยวิธีวิเคราะห์ Proteinase inhibitory assay  

ระหว่างข่อยด าท่ีสกดัด้วยวิธี maceration และ soxhlet ท่ีความเข้มข้นต่างๆ ได้แก่ 0, 5, 10, 20, 50, 100 

และ 200 µg/ml เม่ือท าการเปรียบเทียบระหว่างการสกัดด้วยวิธี maceration และ soxhlet พบวา่สารสกัด

โดยวิธีการสกดัแบบ soxhlet ให้ผล %inhibition ท่ีดีกวา่การสกดัด้วยวิธี maceration อยา่งมีนยัส าคญัทาง

สถิติท่ีทกุความเข้มข้น ยกเว้นความเข้มข้นท่ี 5 µg/ml 

 

ตารางที่ 5-3 แสดงคา่ความสามารถในการยบัยัง้การท างานของเอนไซม์ทริปซินในแตล่ะความเข้มข้นของ

สารสกดัขนัทองพยาบาทด้วยวิธี maceration และ soxhlet 

ขนัทองพยาบาท 
%inhibition 

Maceration Soxhlet 
0 µg/ml 0.00±0.01 0.00±0.02 
5 µg/ml 4.06±3.43 4.97±1.94 
10 µg/ml 2.88±1.17 8.06±2.32 
20 µg/ml 8.11±1.29 19.90±10.78 
50 µg/ml 24.69±3.17 45.13±3.98 
100 µg/ml 52.29±5.52 71.57±3.38 

 

* 
* 

* 

* 

* 
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200 µg/ml 98.65±2.34 100.00±0.00 
หมายเหต ุ ข้อมลู % inhibition เป็นคา่เฉลีย่ (mean) ± คา่เบี่ยงเบนมาตรฐาน (S.D.) 

 

ภาพที่  19-3 กราฟแสดงความสัมพันธ์ระหว่างความเข้มข้นของสารสกัดขันทองพยาบาทด้วยวิธี 

maceration (ทึบ) และ soxhlet (โปร่ง) กับ % inhibition ด้วยวิธีวิเคราะห์ Proteinase inhibitory assay 

แสดงคา่เป็น mean ± S.D. และ * p-value < 0.05 

จากกราฟแท่งแสดงการเปรียบเทียบ %inhibition ด้วยวิธีวิเคราะห์ Proteinase inhibitory assay  

ระหว่างขนัทองพยาบาทท่ีสกัดด้วยวิธี maceration และ soxhlet ท่ีความเข้มข้นต่างๆ ได้แก่ 0, 5, 10, 20, 

50, 100 และ 200 µg/ml เม่ือท าการเปรียบเทียบระหวา่งการสกดัด้วยวิธี maceration และ soxhlet พบว่า

สารสกัดโดยวิธีการสกัดแบบ soxhlet ให้ผล % inhibition ท่ีดีกว่าการสกัดด้วยวิธี maceration อย่างมี

นยัส าคญัทางสถิติท่ีความเข้มข้น 10, 50 และ 100 µg/ml 

 

 

 

 

 

 

 

* 

* 

* 
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ตารางที่ 5-4 แสดงคา่ความสามารถในการยบัยัง้การท างานของเอนไซม์ทริปซินในแตล่ะความเข้มข้นของ

สารสกดัฝา้ยแดงด้วยวิธี maceration และ soxhlet 

ฝา้ยแดง 
%inhibition 

Maceration Soxhlet 
0 µg/ml 0.00±0.01 0.00±0.00 
5 µg/ml 9.73±1.17 23.85±1.51 
10 µg/ml 25.16±4.09 36.40±1.45 
20 µg/ml 49.94±3.68 63.74±2.06 
50 µg/ml 100.00±0.00 100.00±0.00 
100 µg/ml 100.00±0.00 100.00±0.00 
200 µg/ml 100.00±0.00 100.00±0.00 

หมายเหต ุ ข้อมลู % inhibition เป็นคา่เฉลีย่ (mean) ± คา่เบี่ยงเบนมาตรฐาน (S.D.) 

 

ภาพที่ 19-4 กราฟแสดงความสมัพนัธ์ระหวา่งความเข้มข้นของสารสกดัฝา้ยแดงด้วยวิธี maceration (ทึบ) 

และ soxhlet (โปร่ง) กบั % inhibition ด้วยวิธีวิเคราะห์ Proteinase inhibitory assay แสดงค่าเป็น mean 

± S.D. และ * p-value < 0.05 

จากกราฟแท่งแสดงการเปรียบเทียบ %inhibition ด้วยวิธีวิเคราะห์ Proteinase inhibitory assay  

ระหวา่งฝา้ยแดงท่ีสกดัด้วยวิธี maceration และ soxhlet ท่ีความเข้มข้นตา่งๆ ได้แก่ 0, 5, 10, 20, 50, 100 

และ 200 µg/ml เม่ือท าการเปรียบเทียบระหว่างการสกัดด้วยวิธี maceration และ soxhlet พบวา่สารสกัด

 

* 

* 
* 
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โดยวิธีการสกดัแบบ soxhlet ให้ผล %inhibition ท่ีดีกวา่การสกดัด้วยวิธี maceration อยา่งมีนยัส าคญัทาง

สถิติท่ีทกุความเข้มข้น และมี %inhibition 100 % ตัง้แตค่วามเข้มข้นท่ี 50 µg/ml 

 

ตารางที่ 5-5 แสดงคา่ความสามารถในการยบัยัง้การท างานของเอนไซม์ทริปซินในแตล่ะความเข้มข้นของ

สารสกดัหญ้าน า้ค้างด้วยวิธี maceration และ soxhlet 

หญ้าน า้ค้าง 
%inhibition 

Maceration Soxhlet 
0 µg/ml 0.00±0.00 0.00±0.00 
5 µg/ml 2.02±0.21 20.42±6.86 
10 µg/ml 18.81±1.97 31.81±3.49 
20 µg/ml 61.43±33.41 59.86±3.78 
50 µg/ml 100.00±0.00 100.00±0.00 
100 µg/ml 100.00±0.00 100.00±0.00 
200 µg/ml 100.00±0.00 100.00±0.00 

หมายเหต ุ ข้อมลู % inhibition เป็นคา่เฉลีย่ (mean) ± คา่เบี่ยงเบนมาตรฐาน (S.D.) 

 

ภาพที่ 19-5 กราฟแสดงความสมัพนัธ์ระหว่างความเข้มข้นของสารสกดัหญ้าน า้ค้างด้วยวิธี maceration 

(ทึบ) และ soxhlet (โปร่ง) กับ % inhibition ด้วยวิธีวิเคราะห์ Proteinase inhibitory assay แสดงค่าเป็น 

mean ± S.D. และ * p-value < 0.05 

 

* 
* 
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จากกราฟแท่งแสดงการเปรียบเทียบ %inhibition ด้วยวิธีวิเคราะห์ Proteinase inhibitory assay  

ระหว่างหญ้าน า้ค้างท่ีสกัดด้วยวิธี maceration และ soxhlet ท่ีความเข้มข้นต่างๆ ได้แก่ 0, 5, 10, 20, 50, 

100 และ 200 µg/ml เม่ือท าการเปรียบเทียบระหวา่งการสกดัด้วยวิธี maceration และ soxhlet พบว่าสาร

สกดัโดยวิธีการสกดัแบบ soxhlet ให้ผล %inhibition ท่ีดีกวา่การสกดัด้วยวิธี maceration อยา่งมีนยัส าคญั

ทางสถิติท่ีทกุความเข้มข้น และมี %inhibition 100 % ตัง้แตค่วามเข้มข้นท่ี 50 µg/ml 

จากตารางข้างต้นสามารถน าคา่ IC50 มาเปรียบเทียบกนัได้ดงันี ้

ตารางที่ 6 แสดงคา่ IC50 ของพืชจาก Proteinase inhibitory assay 

ตวัอยา่ง 
IC50 (µg/ml) 

Maceration Soxhlet 
กระทิง 64.58 68.25 
ขอ่ยด า 128.65 81.04 

ขนัทองพยาบาท 95.84 59.21 
ฝา้ยแดง 20.03 14.97 

หญ้าน า้ค้าง 17.32 16.48 
 

 

ภาพที่ 20 กราฟแสดงความสมัพันธ์ระหว่างความเข้มข้นของสารสกัดท่ี 20 µg/ml ด้วยวิธี maceration 

(ทึบ) และ soxhlet (โปร่ง) กับ % inhibition ด้วยวิธีวิเคราะห์ Proteinase inhibitory assay แสดงค่าเป็น 

mean ± S.D. และ * p-value < 0.05 

 

* 

* * 
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จากผลข้างต้นแสดงฤทธ์ิในการยับยัง้การท างานของเอนไซม์ทริปซินสมัพันธ์กับความเข้มข้นท่ี

เพิ่มขึน้ของสารสกัดทัง้จากวิธี maceration และ soxhlet ดงัแสดงในตารางท่ี 5 และภาพท่ี 19 โดยพบว่า

สารสกัดทัง้จากวิธี  soxhlet สามารถยับยัง้การท างานของเอนไซม์ทริปซินได้ดีกว่าการสกัดด้วยวิธี 

maceration ในพืชทุกชนิดยกเว้นกระทิง ท่ีความเข้มข้น 5 – 20 µg/ml โดยรวม และเม่ือพิจารณาจากค่า 

IC50 ดงัตารางที่ 6 ร่วมกบัการเปรียบเทียบระหวา่งพืชท่ีความเข้มข้น 20 µg/ml ในภาพท่ี 20 พบวา่สารสกัด

เอธานอลทัง้วิธี macerationและ soxhlet นัน้ ให้ผลไปในทิศทางเดียวกนั คือ สารสกดัฝา้ยแดงและสารสกัด

หญ้าน า้ค้าง มีฤทธ์ิในการยบัยัง้การท างานของเอนไซม์ทริปซินสงูสดุ เม่ือเทียบกบัสารสกดัจากพืชสมนุไพร

ชนิดอ่ืน 

 

4.3 ฤทธ์ิต้านอนุมลูอิสระ ด้วยวิธี DPPH assay 

ในการตรวจสอบฤทธ์ิต้านอนุมลูอิสระนี ้เป็นการทดสอบฤทธ์ิต้านปฏิกิริยาออกซิเดชันโดยให้สาร

สกดัท่ีคาดวา่มีฤทธ์ิต้านอนุมลูอิสระท าปฏิกิริยากบั DPPH (1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl) ซึง่เป็นอนมุูล

อิสระท่ีเสถียรมีสีม่วง โดยเม่ือ DPPH ท าปฏิกิริยากับสารต้านอนุมูลอิสระแล้วจะได้รับอิเล็กตรอนหรือ

อนุมูลอิสระไฮโดรเจนจากสารสกัด ท าให้ได้สารละลาย DPPH ท่ีเสถียรขึน้และมีสีจางลง เป็นสีเหลือง 

ตรวจวดั DPPH ท่ีลดลง โดยการวดัการดดูกลนืแสงของสารละลายท่ีความยาวคลื่น 520 นาโนเมตร และ

ค านวณหาความสามารถการต้านอนมุลูอิสระของสารสกดัเทียบกบั Trolox เป็นสารละลายมาตรฐาน 

จากการสกดัพืชทัง้ 5 ชนิดได้แก่ กระทิง ขอ่ยด า ขนัทองพยาบาท ฝา้ยแดง และ หญ้าน า้ค้าง จาก

การสกดัโดยเอธานอล 95% ได้ผลในการยบัยัง้ดงันี ้

ตารางที่ 7 แสดง %inhibition ท่ีความเข้มข้นตา่งๆของสารมาตรฐาน Trolox 

Trolox conc. (µM) %inhibition 

0 0.624±0.589 

25 2.573±1.232 

50 4.756±1.790 

75 6.667±0.999 
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100 9.318±1.087 

200 23.275±1.465 

300 36.608±1.699 

400 53.45±1.954 

800 90.019±1.395 

 

 

ภาพที่ 21 กราฟแสดง %inhibition ท่ีความเข้มข้นตา่งๆของสารมาตรฐาน Trolox วิธีวิเคราะห์ DPPH 

assay แสดงคา่เป็น mean ± S.D. 

จากกราฟแสดง %inhibition ของสารมาตรฐาน Trolox พบว่าท่ีความเข้มข้น 400 µM สามารถ

ยบัยัง้การเกิดปฏิกิริยาอกซิเดชนัได้ 50%  

ตารางที่ 8-1 แสดง %inhibition ท่ีความเข้มข้นตา่งๆของกระทิง 

กระทิง 

%inhibition 

Maceration Soxhlet 

25 13.567±3.114  22.768±2.693 

50 6.979±2.590 12.904±2.590 

100 8.928±4.779 21.092±8.778 
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250 15.243±3.415 31.540±8.366 

500 25.38±5.833 48.733±1.009 

1000 67.563±0.705 82.456±1.423 

 

 

ภาพที่ 22-1 กราฟแสดงการเปรียบเทียบ %inhibition ระหวา่งกระทิงท่ีสกดัด้วยวิธี maceration และ 

soxhlet ท่ีความเข้มข้นตา่งๆของสารมาตรฐาน Trolox ด้วยวิธีวิเคราะห์ DPPH assay แสดงคา่เป็น mean 

± S.D. 

จากกราฟแท่งแสดงการเปรียบเทียบ % inhibition โดยการทดสอบ DPPH ระหว่างกระทิงท่ีสกัด

ด้วยวิธี maceration และ soxhlet พบวา่ท่ีความเข้มข้นตา่งๆของกระทิง ได้แก่ 25, 50, 100, 250, 500 และ 

1000 µg/ml เม่ือเปรียบเทียบระหว่างการสกัดโดย maceration และ soxhlet พบว่าสารสกัดโดยวิธีการ

สกัดแบบ soxhlet มีผล anti-oxidant ได้ดีกว่าการสกัดโดยวิธี maceration อย่างมีนัยส าคัญทุกความ

เข้มข้น และกระทิงท่ีสกัดโดยmaceration และ soxhlet ท่ีความเข้มข้น 25 -1,000 µg/ml  ให้ผล anti-

oxidant ดีกวา่สารมาตรฐาน Trolox 400 µM 
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ตารางที่ 8-2 แสดง %inhibition ท่ีความเข้มข้นตา่งๆของขอ่ยด า 

ขอ่ยด า 

%inhibition 

Maceration Soxhlet 

25 13.49±7.010 1.559±2.701 

50 9.981±4.740 7.095±6.138 

100 9.668±1.692 10.448±1.692 

250 10.721±1.415 14.854±1.415 

500 1.715±2.870 4.366±2.870 

 

 

ภาพที่ 22-2 กราฟแสดงการเปรียบเทียบ %inhibition ระหวา่งขอ่ยด าสกดัด้วยวิธี maceration และ 

soxhlet ท่ีความเข้มข้นตา่งๆของสารมาตรฐาน Trolox ด้วยวิธีวิเคราะห์ DPPH assay แสดงคา่เป็น mean 

± S.D. 

จากกราฟแท่งแสดงการเปรียบเทียบ % inhibition โดยการทดสอบ DPPH ระหว่างข่อยด าท่ีสกัด

ด้วยวิธี maceration และ soxhlet พบวา่ท่ีความเข้มข้นตา่งๆของขอ่ยด า ได้แก่ 25, 50, 100, 250 และ 500 

µg/ml เม่ือเปรียบเทียบระหว่างการสกัดโดย maceration และ soxhlet ท่ีความเข้มข้นต่างๆ ให้ผล                 
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anti-oxidant ไม่แตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญ และมีประสิทธิภาพในการ anti-oxidant ต ่ากว่าสาร

มาตรฐาน Trolox 400 µM อยา่งมีนยัส าคญั 

ตารางที่ 8-3 แสดง %inhibition ท่ีความเข้มข้นตา่งๆของขนัทองพยาบาท 

ขนัทองพยาบาท 

%inhibition 

Maceration Soxhlet 

25 9.708±3.230 0.039±0.068 

50 2.261±1.331 4.055±2.899 

100 6.549±1.801 14.893±1.522 

250 14.074±3.810 32.826±2.369 

500 10.487±2.515 48.967±2.515 

1000 38.441±6.216 59.142±6.216 
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ภาพที่  22-3 กราฟแสดงการเปรียบเทียบ %inhibition ระหว่างขนัทองพยาบาทสกัดด้วยวิธี maceration 

และ soxhlet ท่ีความเข้มข้นต่างๆของสารมาตรฐาน Trolox ด้วยวิธีวิเคราะห์ DPPH assay แสดงค่าเป็น 

mean ± S.D. 

จากกราฟแทง่แสดงการเปรียบเทียบ %inhibition โดยการทดสอบ DPPH ระหวา่งขนัทองพยาบาท

ท่ีสกัดด้วยวิธี maceration และ soxhlet พบว่าท่ีความเข้มข้นต่างๆของขันทองพยาบาท ได้แก่ 25, 50, 

100, 250, 500 และ 1000 µg/ml เม่ือเปรียบเทียบระหว่างการสกัดโดย maceration และ soxhlet พบว่า

สารสกัดโดยวิธีการสกัดแบบ soxhlet มีผล anti-oxidantion ได้ดีกว่าการสกัดโดยวิธี maceration อย่างมี

นยัส าคัญทุกความเข้มข้นตัง้แต่ 50 µg/ml และขันทองพยาบาทท่ีสกัดโดย soxhlet ให้ผล anti-oxidant 

ดีกวา่สารมาตรฐาน Trolox 400 µM อยา่งมีนยัส าคญั 

ตารางที่ 8-4 แสดง %inhibition ท่ีความเข้มข้นตา่งๆของฝา้ยแดง 

ฝา้ยแดง 

%inhibition 

Maceration Soxhlet 

25 6.472±0.357 4.678±7.308 

50 5.458±0.179 6.238±8.318 
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100 13.879±1.314 12.436±5.208 

250 9.240±3.300 14.113±7.744 

500 3.197±0.981 10.487±3.703 

  

 

ภาพที่  22-4 กราฟแสดงการเปรียบเทียบ % inhibition ระหว่างฝ้ายแดงสกัดด้วยวิธี maceration และ 

soxhlet ท่ีความเข้มข้นตา่งๆของสารมาตรฐาน Trolox ด้วยวิธีวิเคราะห์ DPPH assay แสดงคา่เป็น mean 

± S.D. 

จากกราฟแท่งแสดงการเปรียบเทียบ %inhibition โดยการทดสอบ DPPH ระหว่างฝา้ยแดงท่ีสกัด

ด้วยวิธี maceration และ soxhlet พบว่าท่ีความเข้มข้นต่างๆของฝ้ายแดง ได้แก่ 25, 50, 100, 250 และ 

500 µg/ml เม่ือเปรียบเทียบระหวา่งการสกัดโดย maceration และ soxhlet พบว่าท่ีความเข้มข้น 25 และ 

100 µg/ml มีความสามารถในการ anti-oxidant ไม่แตกตา่งกนัอยา่งมีนยัส าคญั สว่นความเข้มข้น 50, 250 

และ 500 µg/ml การสกดัโดย soxhlet ให้ผลในการ anti-oxidant ดีกวา่ maceration แตไ่ม่แตกตา่งอยา่งมี

ในส าคัญ และฝ้ายแดงจากการสกัดทัง้ 2 วิธีมีประสิทธิภาพในการ anti-oxidant ต ่ากว่าสารมาตรฐาน 

Trolox 400 µM อยา่งมีนยัส าคญั 
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ตารางที่ 8-5 แสดง %inhibition ท่ีความเข้มข้นตา่งๆของหญ้าน า้ค้าง 

หญ้าน า้ค้าง 

%inhibition 

Maceration Soxhlet 

25 4.132±5.706 5.575±6.218 

50 6.550±6.092 3.431±4.871 

100 5.458±6.987 4.171±5.244 

250 2.456±2.649 18.323±1.787 

500 0 0.819±1.418 

 

 

ภาพที่  22-5 กราฟแสดงการเปรียบเทียบ %inhibition ระหว่างหญ้าน า้ค้างสกดัด้วยวิธี maceration และ 

soxhlet ท่ีความเข้มข้นตา่งๆของสารมาตรฐาน Trolox ด้วยวิธีวิเคราะห์ DPPH assay แสดงคา่เป็น mean 

± S.D. 

จากกราฟแท่งแสดงการเปรียบเทียบ %inhibition โดยการทดสอบ DPPH ระหว่างหญ้าน า้ค้างท่ี

สกัดด้วยวิธี maceration และ soxhlet พบว่าท่ีความเข้มข้นตา่งๆของหญ้าน า้ค้าง ได้แก่ 25, 50 และ 100 

µg/ml พบว่าความสามารถในการ anti-oxidant ไม่ต่างกันอย่างมีนยัส าคญั และท่ีความเข้มข้น 250 และ 

500 µg/ml ประสิทธิภาพในการ anti-oxidant แตกต่างกันอย่างมีนยัส าคญั แต่ทุกความเข้มข้นของหญ้า
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น า้ค้างท่ีสกัดโดย maceration และ soxhlet มีประสิทธิภาพในการ anti-oxidant น้อยกว่าสารมาตรฐาน 

Trolox 400 µM  

 

ภาพที่  23 กราฟความสมัพนัธ์ระหว่างความเข้มข้นของสารสกัดท่ี 500 µg/ml ด้วยวิธี maceration และ 

soxhlet กบั %inhibition ด้วยวิธีวิเคราะห์ DPPH assay แสดงคา่เป็น mean ± S.D. 

จากกราฟทัง้หมดพบว่ากระทิง และขันทองพยาบาทเท่านัน้ท่ีผลในการต้านอนุมูลอิสระเพิ่มขึน้

ตามความเข้มข้นของสารสกัดทัง้วิธี maceration และ soxhlet โดยพบว่าสารสกัดด้วยเอธานอลทัง้หมด

ด้วยวิธี soxhlet ให้ฤทธ์ิต้านอนุมูลอิสระได้ดีกว่าการสกัดโดย maceration และจากภาพท่ี 23 พบว่าสาร

สกัดเอธานอลทัง้วิธี maceration และ soxhlet นัน้ให้ผลไปในทิศทางเดียวกันคือ สารสกัดกระทิงและสาร

สกดัขนัทองพยาบาท มีฤทธ์ิในการต้านอนมุลูอิสระสงูสดุ เม่ือเทียบกบัสารสกัดสมนุไพรชนิดอ่ืนเม่ือเทียบท่ี

ความเข้มข้นเดียวกนัท่ีความเข้มข้น 250 µg/ml 

 

4.4 ฤทธ์ิในการต้านอนุมูลอิสระ (Antioxidant activity) โดยการ reduce Ferric III ion ให้เปล่ียนไป
เป็น Ferric II ion (Ferric reducing antioxidant power (FRAP) Assay) 

 ในการตรวจสอบฤทธ์ิในการต้านอนุมูลอิสระนี ้ใช้หลกัการท างานของสารท่ีสามารถถ่ายเท

อิเล็กตรอนได้ โดยการถ่ายเทอิเล็กตรอนให้ Ferric III ion เปลี่ยนเป็น Ferric II ion ซึ่งมีสีฟ้าและตรวจวัด 

Ferric II ion ท่ีเพิ่มมากขึน้ด้วยเทคนิคสเปคโตรสโคปี โดยการดูดกลืนคลื่นแสงท่ีช่วงความยาวคลื่น 600 

นาโนเมตรหลงัจากท าการบม่ในท่ีมืด อุณหภมิู 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 20 นาที เพื่อรอให้เกิดปฏิกิริยา

สมบูรณ์ โดยสารท่ีสามารถถ่ายเทอิเล็กตรอนหรือมีความสามารถในการให้อิเลก็ตรอนได้ดี จะท าให้มีการ
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เพิ่มขึน้ของ Ferric II ion และท าให้สารละลายท่ีได้หลงัผสมจะมีสีฟ้าขึน้ตามปริมาณของ Ferric II ion 

หลงัจากนัน้น าค่าการดูดกลืนแสงท่ีได้มาค านวณเพื่อหาความสามารถในการถ่ายเทอิเล็กตรอนเทียบกับ

หลอดควบคมุซึง่เป็นสารมาตรฐาน Trolox  แล้วรายงานคา่ท่ีค านวณได้เป็น Trolox Equivalent  

 สารสกดัด้วยเอธานอลจากใบของกระทิงด้วยวิธีการสกดัแบบ Soxhlet แสดงฤทธ์ิในการต้านอนมุูล

อิสระสงูท่ีสดุและสมัพนัธ์กับความเข้มข้นท่ีเพิ่มขึน้ของสารสกัด รองลงมาคือ ขนัทองพยาบาท ฝา้ยแดง 

ขอ่ยด าและหญ้าน า้ค้างตามล าดบั โดยในสว่นของสารสกัดเอธานอลจากวิธี maceration พบว่าสารสกัด

จากเปลือกของขนัทองพยาบาทแสดงฤทธ์ิในการต้านอนุมูลอิสระสูงท่ีสุดและสมัพนัธ์กับความเข้มข้นท่ี

เพิ่มขึน้ของสารสกัด รองลงมาคือ กระทิง ฝา้ยแดง ข่อยด าและหญ้าน า้ค้างตามล าดบั ดงัแสดงในภาพท่ี  

24  

 เม่ือท าการเปรียบเทียบสารสกดัเอทานอลจากใบของกระทิงท่ีความเข้มข้น 50 µg/ml จากการสกดั

แบบ Soxhlet และ Maceration  พบวา่สารสกดัเอธานอลด้วยวิธีการสกดัแบบ Soxhlet  พบฤทธ์ิในการ 

reduce Ferric III ion ให้เปลีย่นไปเป็น Ferric II ion ท่ีมากกวา่การสกดัแบบ Maceration มีคา่ Trolox 

Equivalent เทา่กบั 33.0 ± 1.85 และ 25.5 ± 2.05 ตามล าดบั (ภาพท่ี 25-1) เช่นเดียวกบัสารสกัดเอธานอล

จากใบฝา้ยแดงและหญ้าน า้ค้าง ซึง่มีคา่ Trolox Equivalent เทา่กบั 12.6 ± 1.73 และ 8.6 ± 0.6 , 5.8 ± 

0.45 และ 2.4 ± 0.16 ตามล าดบั (ภาพท่ี 25-4 และ 25-5) โดยในสว่นของสารสกัดเอธานอลจากเปลอืก

ขนัทองพยาบาทและใบขอ่ยด า พบวา่สารสกดัเอธานอลด้วยวิธีการสกดัแบบ Maceration  พบฤทธ์ิในการ 

reduce Ferric III ion ให้เปลีย่นไปเป็น Ferric II ion ท่ีมากกวา่การสกดัแบบ Soxhlet มีคา่ Trolox 

Equivalent เทา่กบั 36.7 ± 3.93 และ 25.5 ± 1.21 , 7.5 ± 0.70 และ 7.2 ± 0.68 ตามล าดบั (ภาพท่ี 25-3 

และ 25-2)
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(A) 

          

(B) 

ภาพที่ 24 กราฟแสดงการเปรียบเทียบฤทธ์ิของพืชแตล่ะชนิดในการ reduce Ferric III ion ให้เปลีย่นไป

เป็น Ferric II ion ด้วยวิธีทดสอบ FRAP Assay เทียบกบัสารมาตรฐาน Trolox  (A).แสดงการเปรียบเทียบ

พืชแตล่ะชนิดท่ีได้สารสกดัเอธานอลมาจากวิธีการสกดัแบบ Maceration  (B).แสดงการเปรียบเทียบพืชแต่

ละชนิดท่ีได้สารสกัดเอธานอลมาจากวธีิการสกดัแบบ Soxhlet  
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ภาพที่ 25-1 แสดงการเปรียบเทียบฤทธ์ิของใบกระทิงในการ reduce Ferric III ion ให้เปลีย่นไปเป็น 

Ferric II ion ด้วยวิธีทดสอบ FRAP Assay เทียบกบัสารมาตรฐาน Trolox  โดยกราฟแทง่ซ้าย (ทึบ) เป็นผล

จากการสกดัด้วยวิธีสกดัแบบ Maceration  และกราฟแทง่ขวา (โปร่ง) เป็นผลจากการสกดัด้วยวิธีสกดั

แบบ Soxhlet 

 
ภาพที่ 25-2 แสดงการเปรียบเทียบฤทธ์ิของใบขอ่ยด าในการ reduce Ferric III ion ให้เปลีย่นไปเป็น 

Ferric II ion ด้วยวิธีทดสอบ FRAP Assay เทียบกบัสารมาตรฐาน Trolox  โดยกราฟแทง่ซ้าย (ทึบ) เป็นผล

จากการสกดัด้วยวิธีสกดัแบบ Maceration  และกราฟแทง่ขวา (โปร่ง) เป็นผลจากการสกดัด้วยวิธีสกดั

แบบ Soxhlet 
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ภาพที่ 25-3 แสดงการเปรียบเทียบฤทธ์ิของเปลือกต้นขนัทองพยาบาทในการ reduce Ferric III ion ให้
เปลีย่นไปเป็น Ferric II ion ด้วยวิธีทดสอบ FRAP Assay เทียบกบัสารมาตรฐาน Trolox  โดยกราฟแทง่
ซ้าย (ทึบ) เป็นผลจากการสกดัด้วยวิธีสกดัแบบ Maceration  และกราฟแทง่ขวา (โปร่ง) เป็นผลจากการ
สกดัด้วยวิธีสกดัแบบ Soxhlet 

 
ภาพที่ 25-4 แสดงการเปรียบเทียบฤทธ์ิของใบฝา้ยแดงในการ reduce Ferric III ion ให้เปลีย่นไปเป็น 
Ferric II ion ด้วยวิธีทดสอบ FRAP Assay เทียบกบัสารมาตรฐาน Trolox  โดยกราฟแทง่ซ้าย (ทึบ) เป็นผล
จากการสกดัด้วยวิธีสกดัแบบ Maceration  และกราฟแทง่ขวา (โปร่ง) เป็นผลจากการสกดัด้วยวิธีสกดั
แบบ Soxhlet  
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ภาพที่  25-5 แสดงการเปรียบเทียบฤทธ์ิของหญ้าน า้ค้างในการ reduce Ferric III ion ให้เปลี่ยนไปเป็น 

Ferric II ion ด้วยวิธีทดสอบ FRAP Assay เทียบกบัสารมาตรฐาน Trolox  โดยกราฟแทง่ซ้าย (ทึบ) เป็นผล

จากการสกดัด้วยวิธีสกดัแบบ Maceration  และกราฟแทง่ขวา (โปร่ง) เป็นผลจากการสกดัด้วยวิธีสกดัแบบ 

Soxhlet 

 

4.5 Anti- AGEs 

           ฤทธ์ิต้านการอกัเสบโดยการยบัยัง้การเกิด Advanced Glycation End Products (AGEs) ซึง่ AGEs 

เกิดจากปฏิกิริยาไกลเคชั่น โดยปฏิกิริยานีเ้กิดจากการจับกันด้วยพันธะโควาเลนท์ระหว่างโมเลกุลของ

โปรตีนหรือไขมันกับ reducing sugar ซึ่งในการทดลองนีใ้ช้โปรตีนคือ Bovine Serum Albumin (BSA), 

และใช้ reducing sugar คือ Fructose ซึง่ผลลพัธ์สดุท้ายของปฏิกิริยานีจ้ะได้ AGEs ออกมา จากการศกึษา

ได้ท าการทดลองกับ Positive Control คือ Aminoguinidine (AMG) เพื่อพิสจูน์ว่าการสร้างปฏิกิริยาไกล

เคชัน่นีส้ามารถเกิด AGEs ได้จริงโดยดจูากความสามารถในการยบัยัง้ของ AMG ซึง่การท่ีเกิด AGEs มีผล

ท าให้เกิดอนุมลูอิสระเพิ่มมากขึน้และ AGEs สามารถกระตุ้นสารก่อการอกัเสบได้ ท าให้เกิดการศกึษาฤทธ์ิ

ต้านการอกัเสบผา่นกลไกนีข้ึน้มา 
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          จากการทดลองน าสารสกัดของกระทิงและขนัทองพยาบาทท่ีท าการสกัดด้วย 95%Ethanol ด้วยวิธี 

Maceration และ Soxhlet ท่ีความเข้มข้นต่างๆมาศึกษาการยับยัง้การเกิด AGEs โดยน ามาวัดผลการ

ยับยัง้ด้วยเคร่ือง Spectrofluorometer ซึ่งใช้ค่าExcitation คือ 340 nm และค่าEmission คือ 440 nm 

พบวา่ในสารสกดัของกระทิงวิธี Soxhlet มี %Inhibition ท่ีสงูกว่าวิธี Maceration ในทกุๆความเข้มข้น สว่น

ในสารสกัดของขันทองพยาบาทพบว่าทัง้วิธี  Maceration และวิธี Soxhlet ในความเข้มข้นเร่ิมต้นท่ี

ท าการศกึษา (125 µg/ml) มีการยบัยัง้ 98.4785% ส าหรับวิธี Maceration และ 100% ส าหรับวิธี Soxhlet 

สว่นในความเข้มข้นอ่ืนๆท่ีสงูกวา่นีพ้บวา่มี %Inhibition ท่ี 100% ทัง้หมด 

ตารางที่ 9 แสดงการรายงานผลการยบัยัง้ AGEs ของ AMG 

AMG conc. 
(µg/ml) 

% Inhibition S.D. 

0 0.000 0.000 
25 40.518 4.489 
50 65.402 2.164 

100 81.062 0.725 
250 93.210 0.068 
500 95.998 0.614 

 

 

ภาพที่ 26 กราฟแสดง % Inhibition ของ AMG ท่ีความเข้มข้นตา่งๆ 
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ตารางที่ 10-1 แสดงการรายงานผลการยบัยัง้ AGEs ของสารสกดักระทิง 

กระทิง 
conc. (µg/ml)  

% Inhibition  
Maceration  Soxhlet 

0 0.000  0.000  
 125 45.403  53.570  
 250 48.332  75.108  
 500 60.150  99.739  
   1000 95.798 100.000 

  

 

ภาพที่ 27-1 กราฟแสดง % Inhibition ของสารสกดักระทิงท่ีความเข้มข้นตา่งๆ 

ตารางที่ 10-2 แสดงการรายงานผลการยบัยัง้ AGEs ของสารสกดัขนัทองพยาบาท 

ขนัทองพยาบาท 
conc. (µg/ml) 

% Inhibition 
Maceration Soxhlet 

0 0.000 0.000 
125 98.478 100.000 
250 100.000 100.000 
500 100.000 100.000 

1000 100.000 100.000 
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ภาพที่ 27-2 กราฟแสดง % Inhibition ของสารสกดัขนัทองพยาบาทท่ีความเข้มข้นตา่งๆ 
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บทที่ 5 

สรุปและวิจารณ์ผลการวิจัย 

 การศกึษาการประเมินฤทธ์ิต้านการอกัเสบในสมนุไพรท่ีอยูใ่นภาคตะวนัออกของประเทศ
ไทยในสารสกัดจากพืช 5 ชนิด ได้แก่ กระทิง ขอ่ยด า ขนัทองพยาบาท ฝา้ยแดง และหญ้าน า้ค้าง น ามาสกดั
ด้วย ethanol ด้วยวิธี Soxhlet extraction และ Maceration และน ามาทดสอบฤทธ์ิทางชีวภาพ (Biological 
activity) ฤทธ์ิต้านการอกัเสบทัง้โดยวิธีทางตรง โดยใช้ Proteinase inhibitory assay และทางอ้อม จะ
ทดสอบฤทธ์ิ Antioxidant โดยใช้ FRAP และ DPPH รวมถึงการทดสอบ Anti-AGEs activity ในพืชท่ีท าการ
ตรวจสอบแล้วพบวา่ท่ีให้ฤทธ์ิดี 

หลักการ Proteinase inhibitory assay ใช้ casein เปรียบเสมือนโปรตีนในร่างกาย ซึ่งหากใส่ 
trypsin เข้าไป จะไปยอ่ย casein เกิดการกระตุ้นสารก่อการอกัเสบได้ ดงันัน้หากสารท่ีเราท าการทดสอบมี
ฤทธ์ิในการยบัยัง้การอักเสบ สารจะไปจับท่ี casein ท าให้ trypsin ไปย่อย casein ไม่ได้ จึงสามารถยบัยัง้
การเกิดการอกัเสบได้ ส าหรับ Antioxidant จะสามารถท าให้เกิด ROS ซึง่เป็นกลไกท่ีสามารถกระตุ้นให้เกิด
การอักเสบได้ และส าหรับ Advanced Glycation End Products หรือ AGEs เกิดจากการท่ีโปรตีนจับกับ 
reducing sugar เกิดปฏิกิริยา glycation ได้ผลลพัธ์คือ AGEs ซึ่งสามารถกระตุ้นสารก่อการอักเสบได้ ใน
การทดลองเราใช้ BSA เป็นโปรตีนและใช้ D-Fructose เป็น reducing sugar เพื่อท าให้เกิดการสร้าง AGEs 
เพื่อน ามาใช้ทดสอบการยบัยัง้การเกิด AGEs 

จากการทดสอบฤทธ์ิการต้านการอักเสบของพืชด้วย Proteinase inhibitory assay ผลการ
ทดลองสรุปว่าฝ้ายแดง และหญ้าน า้ ค้าง เป็นพืชท่ีให้ฤทธ์ิ  anti-inflammatory ดี ท่ีสุด ฝ้ายแดงมี
ค่า   IC50  เ ท่ากับ  20.03 และ  14.97 µg/ml เ ม่ื อสกัด ด้ วย  Maceration และ  Soxhlet extraction 
ตามล าดับ   หญ้าน า้ค้างมีค่า   IC50  เท่ากับ 17.32 และ 16.48 µg/ml เม่ือสกัดด้วย Maceration และ 
Soxhlet extraction ตามล าดับ และการสกัดโดยการใช้ Soxhlet จะให้ฤทธ์ิท่ีดีกว่าในพืชทุกชนิดยกเว้น
กระทิง ซึ่งสอดคล้องกับการศึกษาก่อนหน้าว่าฝ้ายแดงมีฤทธ์ิช่วยในการสมานแผลได้ (10) และส าหรับ
หญ้าน า้ค้างพบการรายงานผลเก่ียวกบั anti-oxidation (11) ยงัไม่เคยมีรายงานกลไกในการต้านการอกัเสบ
โดยตรงจึงควรท าการทดลองเพื่อศกึษาเพิ่มเติม 

จากการทดสอบฤทธ์ิฤทธ์ิต้านอนุมูลอิสระ ด้วยวิธี DPPH assay ผลการทดลองสรุปว่า กระทิง 
และขันทองพยาบาทเท่านัน้ท่ีผลในการต้านอนุมูลอิสระเพิ่มขึน้ตามความเข้มข้นของสารสกัดทัง้วิธี  
maceration และ soxhlet โดยพบวา่สารสกดัด้วยเอธานอลทัง้หมดด้วยวิธี soxhlet ให้ฤทธ์ิต้านอนมุลูอิสระ
ได้ดีกวา่การสกดัโดย maceration 

จากการทดสอบฤทธ์ิฤทธ์ิต้านอนมุลูอิสระ ด้วยวธีิ FRAP assay ผลการทดลองสรุปวา่ สารสกดั

ด้วยเอธานอลจากใบของกระทิงด้วยวิธีการสกดัแบบ Soxhlet แสดงฤทธ์ิในการต้านอนมุลูอิสระสงูท่ีสดุและ
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สมัพนัธ์กบัความเข้มข้นท่ีเพิ่มขึน้ของสารสกดัท่ีความเข้มข้น 50 µg/ml มีคา่ Trolox Equivalent เทา่กบั 

33.0 ± 1.85 โดยในสว่นของสารสกดัเอธานอลจากวิธี maceration พบวา่สารสกดัจากเปลอืกของ

ขนัทองพยาบาทแสดงฤทธ์ิในการต้านอนมุลูอิสระสงูท่ีสดุและสมัพนัธ์กบัความเข้มข้นท่ีเพ่ิมขึน้ของสารสกดั

มีคา่ Trolox Equivalent เทา่กบั 36.7 ± 3.93 รองลงมาคือสารสกดัจากกระทิง 

จากการทดสอบฤทธ์ิต้านการอกัเสบโดยการยบัยัง้การเกิด Advanced Glycation End Products 
(AGEs) ของสารสกดักระทิงและขนัทองพยาบาท พบวา่ในสารสกดัของกระทิงวิธี Soxhlet มี %Inhibition ท่ี
สงูกวา่วิธี Maceration ในทกุๆความเข้มข้น สว่นในสารสกดัของขนัทองพยาบาทพบวา่ทัง้วิธี Maceration 
และวิธี Soxhlet ในความเข้มข้นเร่ิมต้นท่ีท าการศกึษา (125 µg/ml) มีการยบัยัง้ 98.4785% ส าหรับวิธี 
Maceration และ 100% ส าหรับวิธี Soxhlet สว่นในความเข้มข้นอ่ืนๆท่ีสงูกวา่นีพ้บวา่มี %Inhibition ท่ี 
100% ทัง้หมด ดงันัน้จึงไม่สามารถสรุปผลการทดลองได้เน่ืองจากไม่ได้ท าการศกึษาในความเข้มข้นท่ีต ่า
กวา่นี ้จึงควรมีการท าการศกึษาเพิ่มเติม 

จะเห็นได้วา่จากผลการทดลองทกุความทดลองมีความสอดคล้องกัน คือการสกดัโดยใช้ Soxhlet 
extraction โดยรวมจะให้ฤทธ์ิท่ีดีกว่าการสกัดด้วยวิธี maceration การทดสอบฤทธ์ิต้านการอกัเสบโดยวิธี
ทางตรง พบว่า ฝา้ยแดงและหญ้าน า้ค้าง เป็นพืชท่ีให้ฤทธ์ิดีท่ีสดุ ซึง่ฝา้ยแดงได้มีการทดสอบโดย Saptarini 
และคณะ ในปี  2015 (33) พบว่า มีสารในกลุ่ม  Flavonoids, Polyphenolics, Tannins,  Alkaloids, 
Saponins, Quinones, Steroids /triterpenoids ซึ่งสามารถยับยัง้ PGE2 ซึ่งเป็นสารท่ีถูกสร้างโดย COX2 

ท าให้มีฤทธ์ิการต้านการอกัเสบได้ (33) สว่นหญ้าน า้ค้าง Asirvatham และคณะ ได้มีการท าการทดลองใน
ปี 2013 (11) พบสารในกลุม่ naphthoquinones, Quercetin เม่ือทดสอบกบั cell พบวา่ หญ้าน า้ค้างมีฤทธ์ิ
ในการต้านมะเร็งและยังคงมีฤทธ์ิในการต้านอนุมูลอิสระท่ีดี (11) แต่อย่างไรก็ตามในอนาคต ควรมีการ
ทดสอบหากลไกในการต้านการอกัเสบเพิ่มเติม 

การทดสอบฤทธ์ิต้านการอกัเสบโดยวิธีทางอ้อมจากการทดสอบฤทธ์ิต้านอนมุูลอิสระด้วย FRAP 
และ DPPH assay ให้ผลไปในทิศทางเดียวกันคือ กระทิงและขนัทองพยาบาท เป็นพืชให้ฤทธ์ิต้านอนุมูล
อิสระท่ีดีท่ีสุด ซึ่งกระทิงได้มีการทดสอบโดย Nguyen และคณะ ในปี 2013 (34) พบว่ามีสารในกลุ่ม 
coumarins, xanthones, flavonoids, steroids, and triterpenoids, Calophyllolide (CP) และพบว่า มี
กลไกคือ จะไปเพิ่มจ านวนตวัรับสญัญาณประสาทหรือ receptor ของ IL-10 มากขึน้ (up-regulation) (34) 
และขันทองพยาบาทได้มีการท าการทดสอบโดย Tewtrakul และคณะ ในปี 2010 (8) พบสารในกลุ่ม 
diterpenoids และพบว่า มีกลไกยับยั ง้  lipopolysaccharide (LPS)-induced nitric oxide (NO) และ 
prostraglandin E2 (PGE2) สง่ผลให้มีฤทธ์ิในการต้านการอกัเสบได้ 
 ส าหรับความสมัพนัธ์ระหว่างผลการศกึษาในครัง้นี ้ซึง่รวมถึงองค์ความรู้ของภมิูปัญญาชาวบ้านท่ี

น าพืชสมุนไพรมาใช้ในฤทธ์ิต้านการอักเสบ วิเคราะห์ได้ดังนี ้การต้านการอักเสบโดยตรง (Anti-
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Inflammatory) พบว่าพืชทัง้ 5 ชนิดมีฤทธ์ิในการต้านการอักเสบโดยเม่ือสกัดด้วยวิธี Maceration หญ้า

น า้ค้างให้ฤทธ์ิดีท่ีสดุ (IC50=17.32 µg/ml) ส่วนวิธี Soxhlet ฝ้ายแดงให้ฤทธ์ิดีท่ีสุด (IC50=14.97 µg/ml) 

การต้านการอักเสบโดยอ้อมกลไกท่ี1 คือการต้านอนุมูลอิสระ ทดสอบด้วยวิธี DPPH assay และ FRAP 

assay พบวา่ในวิธี DPPH assay มีแคก่ระทิงและขนัทองพยาบาทท่ีมีฤทธ์ิต้านอนุมลูอิสระแต่ก็มีฤทธ์ิไม่ดี

เท่าสารละลายมาตรฐาน Trolox ซึ่งสอดคล้องกับผลการทดลองในวิธี FRAP assay สรุปได้ว่ากระทิงและ

ขันทองพยาบาทมีฤทธ์ิในการต้านอนุมูลอิสระสมัพันธ์กับความเข้มข้นท่ีเพ่ิมขึน้ทัง้ในการสกัดด้วยวิธี 

Maceration และ Soxhlet สดุท้ายการต้านการอักเสบโดยอ้อมกลไกท่ี 2 คือการยบัยัง้การเกิด Advanced 

Glycation End Products (Anti-AGEs)  มีการศกึษาในสารสกดัเพียง 2 ชนิดคือกระทิงและขนัทองพยาบาท 

สรุปได้วา่กระทิงมีฤทธ์ิ Anti-AGEs สว่นในขนัทองพยาบาทคาดวา่นา่จะมีฤทธ์ิ Anti-AGEs แตใ่นการศกึษา

ครัง้นีย้งัไม่สามารถสรุปได้ควรมีการท าการศกึษาเพิ่มเติม 
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