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บทคัดย่อ 

 สาบแร้งสาบกา (วงศ์ Asteraceae) เป็นพืชสมุนไพรที่มีการใช้ทั่วไปในทางการแพทย์พ้ืนบ้าน
เพ่ือรักษาโรคที่เก่ียวข้องกับการอักเสบต่างๆ จึงเป็นพืชที่อาจจะเป็นแหล่งของสารต้านการอักเสบที่ดี โดย
ก่อนหน้านี้คณะผู้วิจัยได้รายงานว่าส่วนสกัดเอทานอลจากใบสาบแร้งสาบกามีฤทธิ์ยับยั้งการผลิตไนตริก 
ออกไซด์ (NO) พรอสตาแกลนดิน E2 (PGE2) ดังนั้นวัตถุประสงค์ของการศึกษานี้คือการศึกษาฤทธิ์ต้าน
อักเสบของส่วนสกัดย่อยเฮกเซน ส่วนสกัดย่อยเอทิลอะซิเตต และส่วนสกัดย่อยน้้าของส่วนสกัดเอทานอล
จากใบสาบแร้งสาบกาในเซลล์แมคโครฟาจ RAW 264.7 ที่กระตุ้นด้วยไลโพพิลิแซกคาร์ไรด์ (LPS) ยิ่งไป
กว่านั้นส่วนสกัดที่มีฤทธิ์ดียังถูกน้ามาแยกส่วนสกัดย่อย หรือสารกึ่งบริสุทธิ์ที่ออกฤทธิ์โดยวิธีฤทธิ์ชีวภาพ
น้าการสกัด ค่า IC50 ของการยับยั้งไนตริกออกไซด์ของส่วนสกัดย่อยเฮกเซน ส่วนสกัดย่อยเอทิลอะซิเตต 
และส่วนสกัดย่อยน้้า มีค่าเท่ากับ 39.00 ± 8.97, 8.27 ± 0.21 และ 107.68 ± 25.32 ไมโครกรัมต่อ
มิลลิลิตร ตามล้าดับ  ส่วนสกัดย่อยเอทิลอะซิของส่วนสกัดเอทานอลจากใบสาบแร้งสาบกาถูน้ามาแยก
เป็นส่วนสกัดย่อย 10 ส่วนสกัด (F1-F910)  
 ส่วนสกัดย่อย F8 และ F9 มีฤทธิ์ในการยับยั้งการผลิตไนตริกออกไซด์ที่ดีโดยไม่แสดงความเป็น
พิษต่อเซลล์ ท้าการแยกส่วนสกัดย่อย F8 ด้วยเทคนิคคอลัมน์โครมาโท-กราฟีได้ 14 ส่วนสกัดย่อย (F8.1 
ถึง F8.14) และแยกส่วนสกัดย่อย F9 ด้วยเทคนิค HPLC ได้ 4 ส่วนสกัดย่อย น้าไปทดสอบฤทธิ์ในการ
ยับยั้งการผลิตไนตริกออกไซด์และความมีชีวิตรอดในเซลล์แมคโครฟาจ RAW 264.7 ที่กระตุ้นด้วย LPS 
พบว่า ส่วนสกัดย่อย F8.4 ที่ความเข้มข้น 10 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร มีฤทธิ์ในการยับยั้งการผลิตไนตริกอ
อกไซด์ได้ดีที่สุด โดยไม่แสดงความเป็นพิษต่อเซลล์ และส่วนสกัดย่อย F9.4 ที่ความเข้มข้น 10 และ 50 
ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร แสดงฤทธิ์ในการยับยั้งการผลิตไนตริกออกไซด์ได้ดีกว่าส่วนสกัดย่อยอ่ืนๆ ที่แยกได้
จากส่วนสกัดย่อย F9 นอกจากนี้ยังพบสาร quercetin-3-O-rhamnopyranoside ในส่วนสกัดย่อย F8-
F10 ในขณะที่สาร quercetin พบในส่วนสกัดย่อย F8 และ F9 สาร quercetin และ quercetin-3-O-
rhamnopyranoside นี้มีฤทธิ์ยับยั้งการผลิตไนตริกออกไซด์ในเซลล์แมคโครฟาจ RAW 264.7 ที่กระตุ้น
ด้วย LPS ในลักษณะที่ขึ้นกับความเข้มข้นโดยไม่แสดงความเป็นพิษอย่างมีนัยส้าคัญ สาร quercetin ยัง
สามารถยับยั้ งการแสดงออกของโปรตีน iNOS และ COX-2 ส่ วนสาร quercetin-3-O-
rhamnopyranoside (25-200 ไมโครโมลาร์) ลดการแสดงออกของโปรตีน เท่านั้นไม่ยับยั้งการแสดงออก
ของโปรตีน COX-2 ดังนั้น quercetin และ quercetin-3-O-rhamnopyranoside อย่างน้อยเป็นสารที่
แสดงฤทธิ์ต้านอักเสบของส่วนสกัดย่อย F8-F10 ของใบสาบแร้งสบกา ผลการศึกษาเหล่านี้อาจเป็น
หลักฐานทางวิทยาศาสตร์ที่จะเป็นข้อมูลสนับสนุนการใช้สมุนไพรสาบแร้งสาบกาเป็นยารักษาโรคที่
เกี่ยวกับการอักเสบต่างๆ และยังเป็นข้อมูลพื้นฐานในการพัฒนาตัวยาต้านอักเสบชนิดใหม่ต่อไป 
 

ค าสาคัญ : ฤทธิ์ต้านอักเสบ, ไนตริกออกไซด์, iNOS,  สาบแร้งสาบกา, เคอร์ซิติน  
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ABSTRACT 

 Ageratum conyzoides (Asteraceae) has been used in traditional medicine for 
treatment of various inflammatory diseases. It might be a good source of natural anti-
inflammatory agents. In our previous study, the ethanol extracts of A. conyzoides leaves 
exhibited high inhibitory effects on NO and PGE2 production. Thus, the aim of this study 
was to determine the anti-inflammatory activity of the hexane, ethylacetate and water 
fractions of ethanol extract of A. conyzoides leaves in a lipopolysaccharide (LPS)-
induced RAW264.7 macrophage model. Moreover, the active subfractions were isolated 
by anti-inflammatory activity-guided isolation. The IC50 values for NO production of 
hexane, ethylacetate and water fractions were 39.00 ± 8.97, 8.27 ± 0.21, and 107.68 ± 
25.32 µg/mL, respectively. Ethyl acetate fraction of ethanol extract from A. conyzoides 
leaves were chosen to isolate by silica gel column chromatography to afford 10 
subfractions (F1-F910).  

 The subfractions F8 and F9 exhibited strong anti-inflammatory activity without 
cytotoxicity.  Subfraction F8 was then fractioned by column chromatography to obtain 
14 subfractions (F8.1-F8.14). Four subfractions (F9.1-F9.4) were obtained from 
fractionation of the F9 fraction by HPLC. The subfractions were evaluated their nitric 
oxide (NO) inhibitory effect and cell viability on LPS-stimulated RAW 264.7 macrophages.  
Subfraction F8.4 (10 µg/ml) showed the most potent inhibitory effect on NO production 
without cytotoxicity. And F9.4 subfraction (10 and 50 µg/ml) showed stronger inhibitory 
effect on NO production than other subfraction from F9 fraction. Moreover, quercetin-3-
O-rhamnopyranoside was identified in F8-F10 while quercetin was found only in F8 and 
F9. Quercetin and quercetin-3-O-rhamnopyranoside inhibited LPS-induced NO 
production in a dose-dependent manner with no significant cytotoxicity. Quercetin 
suppressed the expression of iNOS and COX-2 protein. Quercetin-3-O-rhamnopyranoside 
(25-200 µM) down-regulated the expression of iNOS protein, but not COX-2. Therefore, 
quercetin and quercetin-3-O-rhamnopyranoside were, at least in part, compounds 
responsible for the anti-inflammatory activity of F8-F10 from A. conyzoides leaves. 
These findings may provide the scientific support to the use of A. conyzoides leaves in 
traditional medicine for the treatment of inflammatory-related diseases and also as the 
basis to develop a new anti-inflammatory agent. 

Keywords: Anti-inflammatory activity, Nitric oxide, iNOS, Ageratum conyzoides, Quercetin 
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กิตติกรรมประกาศ 

คณะผู้วิจัยขอขอบคุณมหาวิทยาลัยบูรพาส้าหรับเงินทุนอุดหนุนการวิจัยในโครงการวิจัยนี้ 
ขอขอบคุณคุณดุสิต วรสวาท หัวหน้าโครงการพัฒนาป่าชุมชนบ้านอ่างเอ็ด อ้าเภอขลุง จังหวัดจันทบุร ี
(มูลนิธิชัยพัฒนา) ในการให้เข้าเก็บพืชตัวอย่าง คุณค้ารณ เลียดประถม ที่ปรึกษาโครงการฯ หมอสมชาย 
ใจสิทธิ์ (ปู่ยาว) และหมอประเทือง นิสัยซื่อ (ปู่เทือง) หมอสมุนไพรแห่งบ้านอ่างเอ็ดในการให้ความรู้
เกี่ยวกับสมุนไพรและคอยให้ความช่วยเหลือในการเก็บพืชตัวอย่าง ขอขอบคุณภาควิชาเคมี และภาควิชา
ชีวเคมี คณะวิทยาศาสตร์ มหาวิทยาลัยบูรพา ส้าหรับความอนุเคราะห์เครื่องมือและอุปกรณ์ในการท้า
วิจัย สุดท้ายนี้ขอขอบคุณนางสาวสาวินีย์ สีมาขันธ์ และนางสาวมยุรี ปูนาศรี ส้าหรับความช่วยเหลือทาง
เทคนิค 
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บทท่ี 1 
บทน า 

 

1.1 ความส าคัญและที่มาของปัญหาที่ท าการวิจัย  

 ในปัจจุบันยาจากสมุนไพร (Phytopharmaceuticals หรือ Herbal drugs) ซึ่งเป็นยาจาก
สมุนไพรรักษาโรค เตรียมได้จากสารสกัดจากพืชได้กลายเป็นทางเลือกหนึ่ง ในการรักษาสุขภาพภายใต้
แนวความคิดของการพัฒนาอย่างยั่งยืนและใช้ทรัพยากรอย่างระมัดระวัง หลายคนที่หันมาบริโภคยา
สมุนไพรก็เพราะค้นพบว่า มีประสิทธิภาพในการป้องกันและรักษาโรคต่าง ๆ และไม่มีผลข้างเคียงต่อ
สุขภาพมากนัก อีกทั้งราคาก็ถูกกว่ายาแผนปัจจุบันอย่างมาก แม้แต่หน่วยงานของรัฐฯ เช่น องค์การเภสัช
กรรมก็ได้ริเริ่มผลิตยาจากสมุนไพรออกมาจ้าหน่ายเอง แต่อย่างไรก็ตามปัญหาอย่างหนึ่งของการพัฒนายา
สมุนไพรจากยาแผนโบราณหรือยาพ้ืนบ้าน คือการขาดข้อมูลที่เป็นผลวิจัยทางวิทยาศาสตร์ในด้านการ
วินิจฉัยโรคและการแสดงฤทธิ์ที่จะท้าให้ยาสมุนไพรเป็นที่ยอมรับ ดังนั้นความรู้เกี่ยวกับสมุนไพรในแง่มุม
ต่างๆ อาทิ ความรู้เกี่ยวกับองค์ประกอบส้าคัญในสมุนไพร การแยกสกัด การหาสูตรโครงสร้างของสาร
ออกฤทธิ์ และการศึกษากลไกของสารในระดับโมเลกุล จึงมีความส้าคัญยิ่งในการศึกษาวิจัยสมุนไพร การ
พัฒนาการผลิตยาสมุนไพรจะช่วยลดการน้าเข้ายาจากต่างประเทศเป็นการประหยัดงบประมาณและอาจ
น้ารายได้เข้าสู่ประเทศได้เนื่องจากในปัจจุบันผู้บริโภคท้ังในประเทศและต่างประเทศได้เพ่ิมความสนใจกับ
ยาสมุนไพรไทย  

ประเทศไทยเป็นประเทศในเขตร้อนชื้น ส่งผลให้มีความหลากหลายทางชีวภาพ และมีวัฒนธรรม
ทางสุขภาพและภูมิปัญญาประจ้าท้องถิ่น โดยเฉพาะพรรณพืชสมุนไพรและการแพทย์พ้ืนบ้าน เป็นการใช้
สมุนไพรเพ่ือป้องกันโรคและบ้าบัดรักษาเมื่อเกิดโรค ซึ่งเป็นศาสตร์อันทรงคุณค่าท่ีบรรพบุรุษได้ค้นคว้า
โดยใช้ประสบการณ์สั่งสมและสืบทอดต่อกันมาเป็นเวลาอันยาวนาน ดังนั้นการวิจัยพัฒนาการใช้
ประโยชน์จากสมุนไพรและต้ารับยาพื้นบ้านของไทย จึงมีความจ้าเป็นส้าหรับประเทศไทยในการพ่ึงพา
ตนเองระยะยาว  

 จากการส้ารวจเก็บข้อมูลเบื้องต้นของคณะผู้วิจัยในป่าบริเวณโครงการพัฒนาป่าชุมชนบ้านอ่าง
เอ็ด อ้าเภอขลุง จังหวัดจันทบุรี ซึ่งเป็นพ้ืนที่ของมูลนิธิชัยพัฒนา โดยมีหน่วยงานต่างๆ เข้ามาดูแล และ
การส้ารวจนี้ท้าร่วมกับหมอยาสมุนไพรพ้ืนบ้านในเขตบ้านอ่างเอ็ด อ้าเภอขลุง จังหวัดจันทบุรี ซึ่งมี
ประสบการณ์ในการใช้สมุนไพรรักษาโรคมาเป็นระยะเวลานาน พบว่าพืชสมุนไพรในป่าชุมชนนี้ที่มี
คุณสมบัติในการลดไข้ แก้ฝีและแก้อักเสบ ที่อยู่ในต้ารายาของหมอยาพ้ืนบ้านแถบนี้ มีตัวอย่างเช่น ต้น
สลด ต้นปลาไหลเผือก ต้นโคลงเคลง ต้นระย่อมน้อย ต้นมะฮึก ต้นพระยาดาบหัก ต้นขนแสนห่า เป็นต้น 
ดังนั้นเพื่อให้ได้หลักฐานทางวิทยาศาสตร์ที่ช่วยสนับสนุนการใช้ยาสมุนไพรพ้ืนบ้านเหล่านี้ และเป็นข้อมูล
ที่ถ่ายทอดให้กับโครงการพัฒนาป่าชุมชนบ้านอ่างเอ็ด เพ่ือจัดให้เป็นศูนย์การเรียนรู้ตามพระราชด้าริของ
สมเด็จพระเทพรัตนราชสุดา บรมราชกุมารี นอกจากนี้อาจได้สารที่จะน้าไปพัฒนาเป็นยาต้นแบบรักษา
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โรคต่างๆจากการอักเสบเหล่านี้ต่อไป จึงมีความจ้าเป็นที่จะต้องศึกษาถึงสารออกฤทธิ์ต้านอักเสบที่อยู่ใน
ใบของพืชสมุนไพรเหล่านี้ ซึ่งเป็นพืชสมุนไพรพื้นบ้าน คณะผู้วิจัยจึงสนใจที่จะการศึกษาผลของส่วนสกัด
หยาบและสารออกฤทธิ์ต้านอักเสบที่ได้จากพืชสมุนไพรเหล่านี้ รวมทั้งกลไกการออกฤทธิ์ของส่วนสกัด
หรือสารออกฤทธิ์ต้านอักเสบจากพืชสมุนไพรพ้ืนบ้านเหล่านี้ 

 

1.2 วัตถุประสงค์ของการทดลอง 
1. เพ่ือแยกสกัดสารประกอบเคมีบริสุทธิ์ที่มีฤทธิ์ต้านการอักเสบจากส่วนสกัดจากพืชสมุนไพร

พ้ืนบ้านบางชนิด ในป่าบริเวณโครงการพัฒนาป่าชุมชนบ้านอ่างเอ็ด อ้าเภอขลุง จังหวัดจันทบุรี 
ที่มีฤทธิ์ต้านอักเสบที่ดี 

2. เพ่ือศึกษากลไกการออกฤทธิ์ในระดับโมเลกุลของสารบริสุทธิ์ในการออกฤทธิ์ต้านการอักเสบ 
 

1.3 ขอบเขตของการทดลอง 
น้าสมุนไพรในเขตป่าบริเวณโครงการพัฒนาป่าชุมชนบ้านอ่างเอ็ด อ้าเภอขลุง จังหวัดจันทบุรี ที่มี

ฤทธิ์ต้านอักเสบที่ดี มาสกัดด้วยสารละลายเอทานอล 95 % จากนั้นสกัดแยกส่วนด้วยตัวท้าละลาย
อินทรีย์ จากนั้นน้าส่วนสกัดย่อยไปแยกให้ได้สารบริสุทธิ์ที่มีฤทธิ์ต้านการอักเสบในลักษณะ activity-
guided isolation  และศึกษากลไกการออกฤทธิ์ในระดับโมเลกุลของสารบริสุทธิ์บางชนิดในการออกฤทธิ์
ต้านการอักเสบ ในเซลล์แมคโครฟาจที่ถูกกระตุ้นด้วย lipopolysaccharide 

 

1.4 ทฤษฎีและผลงานวิจัยที่เกี่ยวข้อง  
1.4.1 ข้อมูลพืชสมุนไพรที่ใช้ในการศึกษา 

สมุนไพรที่ใช้ศึกษานี้เป็นสมุไพรบางส่วนในโครงการพัฒนาป่าชุมชนบ้านอ่างเอ็ด (มูลนิธิชัย
พัฒนา) ต้าบลตกพรม อ้าเภอขลุง จังหวัดจันทบุรี ที่ถูกใช้ในทางการแพทย์พ้ืนบ้านเพื่อรักษาอาการแก้ไข้ 
แก้บวม และแก้ฝี ตามค้าบอกเล่าของหมอสมชาย ใจสิทธิ์ และหมอประเทือง นิสัยซื่อ ดังนี้ 

1.4.1.1 สาบแร้งสาบกา 

ชื่อวิทยาศาสตร์ : Ageratum conyzoides Linn.ชื่อวงศ์ : Compositaeชื่ออ่ืน : สาบแร้งสาบ
กา เทียนแม่ฮาง (เลย)  หญ้าสาบแฮ้ง (เชียงใหม่) หญ้าสาบแร้ง (ราชบุรี) ตับเสือเล็ก (สิงห์บุรี)  

 ลักษณะทางพฤกษศาสตร์ : เป็นพรรณไม้ล้มลุกท่ีมีอายุเพียงหนึ่งปี ล้าต้นจะตั้งตรงแตก
กิ่งก้านสาขา ทั้งต้นจะมีขนปกคลุมอยู่ และเมื่อเด็ดมาขยี้ดมจะมีกลิ่นเฉพาะตัว ล้าต้นสูงประมาณ 1-2 ฟุต 
เป็นใบเดี่ยว เรียงตรงข้ามกันเป็นคู่ ๆ แต่ตรงส่วนยอดใบจะเรียงสลับกัน ลักษณะของใบเป็นรูปมนรี 
ปลายแหลม โคนใบเว้าคล้ายรูปหัวใจ ขอบใบเป็นจักฟันเลื่อย พ้ืนใบมีสีเขียว ก้านใบมีขนปกคลุมตลอด 
ทั้งก้าน ออกดอกเป็นช่ออยู่ตรงส่วนยอดของต้น ดอกมีสีม่วงน้้าเงินหรือขาว ผลแห้งไม่แตก (รูปที่ 1-1) 
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 สรรพคุณ : ใบแก้คนั รักษาแผลเรื้อรัง ห้ามเลือด แก้ปวดบวม แก้ท้องอืดเฟ้อ แก้ไข้ แก้เจ็บตา 
รากยับยั้งการเจริญเติบโตของก้อนนิ่ว แก้ไข้ ทั้ง 5 แก้ไข้ ขับระดู แก้บิด และแก้ช่องทางทวารหนัก หย่อน
ยาน (พงศักดิ์ พลเสนา, 2550 และ http://www.samunpri.com/modules.php?name 
=Herbs&file=sor& func=sor25 [21 มกราคม 2556]) 
 

 

รูปที่ 1-1 ล้าต้น ใบ และดอกของต้นสาบแร้งสาบกา 

(ภาพโดย ผศ.ดร.กล่าวขวัญ ศรีสุข)  

http://www.samunpri.com/modules.php?name
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1.4.2 งานวิจัยที่เกี่ยวข้อง 
การอักเสบ (inflammation) เป็นการตอบสนองที่เกิดขึ้นภายหลังจากการบาดเจ็บของเนื้อเยื่อ 

จากการรุกรานของเชื้อจุลชีพ จากสารเคมี และความร้อน เป็นต้น ลักษณะทางคลินิกของการอักเสบจะ
ท้าให้เกิดอาการต่างๆ เกิดขึ้น ได้แก่ การเจ็บปวด บวม แดง และร้อน ซึ่งเกิดจากขั้นตอนของกระบวนการ
อักเสบอันประกอบไปด้วย 3 ขั้นตอน ได้แก่ 

1) การขยายตัวของหลอดเลือด (vasodilation) เกิดจากฤทธิ์ของสารสื่อกลาง (mediator) 
หลายชนิด ซึ่งออกฤทธิ์ที่เซลล์เยื่อบุหลอดเลือด และเซลล์กล้ามเนื้อเรียบ หลังจากการบาดเจ็บของ
เนื้อเยื่อจะเกิดการขยายตัวของหลอดเลือด เกิดการไหลของเลือดเข้าสู่ร่างแหของหลอดเลือดฝอย เกิด
การค่ังของเลือดบริเวณนั้น ส่งผลให้เนื้อเยื่อบริเวณท่ีบาดเจ็บมีสีแดง บวม และอุณหภูมิสูงขึ้น 

2) การเปลี่ยนแปลงทางโครงสร้างของหลอดเลือด ท้าให้เพิ่มการซึมผ่านผนังหลอดเลือด 
(increased vascular permeability) การเพ่ิมการไหลของของเหลวออกนอกหลอดเลือดฝอย ท้าให้สาร
น้้า โปรตีนและเซลล์เม็ดเลือดขาว รั่วออกมาภายนอกหลอดเลือด ก่อให้เกิดอาการบวม และมีการเกาะ
ของเม็ดเลือดขาวเข้ามาใกล้บริเวณผนังหลอดเลือด จนสามารถยึดเกาะติดเซลล์เยื่อบุหลอดเลือด (สุรพันธุ ์
คุณอมรพงศ์, 2547) 

3) การเคลื่อนที่ของเซลล์เม็ดเลือดขาวมายังบริเวณท่ีได้รับบาดเจ็บ และได้รับการกระตุ้นเพื่อให้
สามารถก้าจัดสิ่งแปลกปลอมต่างๆ ได้ การตอบสนองต่อการอักเสบ เริ่มต้นจากปฏิกิริยาของสารเคมี
ตัวกลางต่างๆมากมาย ซึ่งปฏิกิริยาหลายประการยังไม่เป็นที่ทราบแน่ชัด ตัวกลางที่เริ่มต้นปฏิกิริยาอาจมา
จากจุลินทรีย์ที่รุกราน บางชนิดเนื่องจากเนื้อเยื่อที่ถูกท้าลาย บางชนิดเกิดจากระบบเอนไซม์ต่างๆใน
พลาสมา บางชนิดเป็นผลิตภัณฑ์เกิดมาจากเม็ดเลือดขาวชนิดต่างๆ ที่เก่ียวข้องกับการอักเสบ (ไพศาล 
สิทธิกรกุล, 2548) 

การอักเสบเกิดขึ้นเพ่ือป้องกันการแพร่กระจายของสิ่งที่ท้าให้เกิดความเสียหายไม่ให้ลุกลามไปยัง
บริเวณอ่ืนนอกจากนี้ เพ่ือเป็นการก้าจัดสิ่งแปลกปลอมและเซลล์ที่ได้รับบาดเจ็บหรือตายจากการเข้ามา
ของสิ่งแปลกปลอมต่างๆ เพ่ือน้าไปสู่กระบวนการซ่อมแซมต่อไป หากไม่มีกระบวนการอักเสบเกิดขึ้น 
ร่างกายจะไม่สามารถก้าจัดสิ่งแปลกปลอมนั้นออกไปได้ เนื้อเยื่อจะเกิดการบาดเจ็บโดยที่ไม่มีการ
ซ่อมแซม ท้าให้การท้างานของเนื้อเยื่อนั้นๆผิดปกติไป อย่างไรก็ตามกระบวนการอักเสบมีผลเสียเกิดข้ึนได้
ด้วยเช่นกัน หากเกิดการอักเสบมากเกินไป หรือเกิดการอักเสบแบบเรื้อรังเป็นเวลานาน จะเกิดการท้าลาย
เนื้อเยือ่ท้าให้เกิดการท้างานของเนื้อเยื่อนั้นผิดปกติได้เช่นกัน (พีรยุทธ สิทธิไชยากุล, 2552) 

สารสื่อกลางในการอักเสบ (inflammatory mediators) ชนิดต่างๆ เช่น ไนตริกออกไซด์ และ
พรอสตาแกลดิน E2 ถูกหลั่งออกจากเซลล์เม็ดเลือดขาวและเซลล์แมคโครฟาจ โดยไนตริกออกไซด์มีฤทธิ์
ส่งเสริมการอักเสบ ไนตริกออกไซด์เป็นอนุมูลอิสระที่ถูกผลิตขึ้นจากการเปลี่ยน L-arginine ได้เป็น L-
citrulline โดยเอนไซม์ nitric oxide synthase (NOS; EC 1.14.13.39) ในปัจจุบันพบว่า NOS มี 3 



13 
 

isoform ได้แก่ neuronal NOS (nNOS), endothelial NOS (eNOS) และinducible NOS (iNOS) 
โดยที่ nNOS และ eNOS เป็น constitutive form ในขณะที่ iNOS เป็น inducible form การเร่ง
ปฏิกิริยาของ NOS ต้องการโคแฟคเตอร์ เช่น nicotinamide adenine dinucleotide phosphate 
(NADPH), flavin adenine dinucleotide (FAD), flavin mononucleotide (FMN), calmodulin 
(CaM), tetrahydrobiopterin (BH4) และฮีม (Alderton, 2001) transcription factor ที่ส้าคัญและท้า

หน้าที่ควบคุมการแสดงออกของ iNOS เมื่อถูกกระตุ้นด้วย LPS ในเซลล์ คือ NF-B ในสภาวะปกติท่ี

เซลล์ไม่ถูกกระตุ้น NF-B จะถูกจับโดย IB และอยู่ในไซโตซอล เมื่อเซลล์ถูกกระตุ้นจะมีการส่ง

สัญญาณทางชีวภาพให้มีการสลาย IB ส่งผลให้ NF-B เกิด translocation เข้าสู่นิวเคลียสเพ่ือกระตุ้น
การแสดงออกของยีน iNOS  

ไนตริกออกไซด์มีหน้าที่เกี่ยวข้องกับกระบวนการต่างๆ ในร่างกาย เช่น การสื่อสัญญาณประสาท 

(neurotransmission) ควบคุมความดันโลหิตโดยท้าให้หลอดเลือดขยายตัว (vascular relaxation) 
ป้องกันการเกาะตัวของเกล็ดเลือด (platelet aggregation) และการจับของเม็ดเลือดขาว (leukocyte 
adhesion) รวมทั้งยังเกี่ยวข้องกับระบบภูมิคุ้มกันแบบ innate immunity ในการก้าจัดจุลชีพที่บุกรุก
โดยเซลล์แมคโครฝาจ (Coleman, 2001) ไนตริกออกไซด์ที่สร้างในเซลล์แมคโครฝาจนี้ ถูกผลิตโดย
เอนไซม์ iNOS ซึ่งถูกกระตุ้นการแสดงออกของยีนเมื่อมีการสัมผัสกับ cytokine endotoxin หรือ 
lipopolysaccharide (LPS) จากแบคทีเรีย ถึงแม้ว่าไนตริกออกไซด์จะมีหน้าที่เกี่ยวข้องกับการก้าจัดจุล
ชีพที่รุกรานร่างกายมนุษย์ แต่ไนตริกออกไซด์ที่ถูกผลิตขึ้นในปริมาณท่ีมากเกินไปจาก iNOS ถูกพบว่ามี
ส่วนร่วมในการเกิดการอักเสบและน้าไปสู่อาการของโรคต่างๆ เช่น ภาวะช็อคจากการติดเชื้ออย่างรุนแรง 
(septic shock) การปฏิเสธของเนื้อเยื่อในการปลูกถ่ายอวัยวะ โรคสมองเสื่อม เช่น โรคอัลไซเมอร์ 
(Alzheimer disease) โรคพาร์กินสัน (Parkinson disease) โรคมะเร็ง โรคไขข้ออักเสบรูมาตอยด์ โรค
หลอดเลือดแดงแข็งตัว และ ischemia/reperfusion injury (Wright, 1992; Dorheim, 1994; 
Grisham, 1999; Coleman, 2001; Cross และ Wilson, 2003; Guzik, 2003; Latham, 2005) โดยไน
ตริกออกไซด์ท้าหน้าที่เป็น inflammatory mediator ที่ส้าคัญซึ่งถูกผลิตขึ้นโดยเซลล์แมคโครฝาจ  

พรอสตาแกลนดิน เป็นฮอร์โมนที่มีผลต่อหลอดเลือด ระบบประสาท และเซลล์ ในการตอบสนอง
ต่อการอักเสบ ในการสังเคราะห์พรอสตาแกลนดินจาก arachidonic acid ถูกควบคุมโดยเอนไซม์หลักคือ 
cyclooxygenase (COX) เอนไซม์นี้มี 2 ไอโซฟอร์ม คือ COX-1 ซึ่งมีการแสดงออกเป็นประจ้าเพื่อผลิต
โตรสตาแกลนดินเพื่อควบคุมระบบหลอดเลือดและป้องกันเซลล์เยื่อบุกระเพาะอาหาร และอีกไอโซฟอร์ม 
คือ COX-2 เป็นเอนไซม์ท่ีถูกกระตุ้นโดยสิ่งเร้ากลุ่มเดียวกับ iNOS ท้าให้เกิดการหลั่งของพรอสตาแกลน
ดิน E2 (PGE2) ในปริมาณมากและเกี่ยวข้องกับการอักเสบ (Katzung, 2001) มียาที่ให้ผลยับยั้งต่อ COX-
2 อย่างเฉพาะเจาะจงถูกพัฒนาขึ้น  และใช้ในการรักษาอาการอักเสบ (Dhikav, 2002) แต่อย่างก็ตามยัง
ไม่ทราบแน่ชัดต่อการตอบสนองต่อการผลิตไนตริกออกไซด์ (Tunctan, 2003)  
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การยับยั้งการผลิตไนตริกออกไซด์ และพรอสตาแกลนดิน E2 ที่มากเกินไปนี้น่าจะช่วยรักษาโรค
ต่างๆ นี้ได้ วิธีการยับยั้งการผลิตไนตริกออกไซด์ และพรอสตาแกลนดิน E2 มีหลายวิธี เช่น การใช้ตัว
ยับยั้งเอนไซม์ การยับยั้งการแสดงออกของยีนส้าหรับเอนไซม์ iNOS หรือยีนส้าหรับสร้างโคแฟคเตอร์ 
รวมทั้งการกระตุ้นเอนไซม์ anti-inflammatory เช่น heme oxygenase-1 (HO-1) ในปัจจุบันมีความ
พยายามในการค้นหาโมเลกุลสารจากธรรมชาติที่สามารถลดการผลิตไนตริกออกไซด์ และพรอสตาแกลน
ดิน E2 เพ่ือน้าไปสู่การผลิตยาต้านการอักเสบต่อไป 

มีรายงานหลายฉบับที่แสดงให้เห็นถึงฤทธิ์ของส่วนสกัดจากส่วนต่างๆของพืชที่สามารถต้านการ
อักเสบโดยการลดปริมาณการผลิตไนตริกออกไซด์และ PGE2 ในเซลล์ที่เลี้ยงในหลอดทดลอง อาทิ ปี ค.ศ. 
2004, Shin และคณะ รายงานฤทธิ์ต้านการอักเสบของส่วนสกัดเมทานอลของผล Kochia scoparia ใน

เซลล์แมคโครฟาจ RAW 264.7 โดยส่วนสกัดสามารถลดปริมาณไนตริกออกไซด์, PGE2 และ TNF- ใน
เซลล์ที่สัมผัสกับ LPS โดยผ่านกลไกที่ท้าให้ปริมาณ mRNA และโปรตีนของ iNOS และ COX-2 ลดลง 

เนื่องจากสารสกัดไปมีผลยับยั้งการสลายตัวของ IB ที่เป็นตัวยับยั้งของ NF-B โดย NF-B เป็น 

transcription factor ที่ควบคุมการแสดงออกของยีน iNOS และ COX-2 ท้าให้การจับของ NF-B ต่อ 
DNA ลดน้อยลง 

Raghav และคณะ (2006) ท้าการทดสอบฤทธิ์ต้านการอักเสบของส่วนสกัดเอทานอลของต้น 
Ruta graveolens L. ต่อเซลล์แมคโครฟาจของหนู (J-774) เมื่อถูกกระตุ้นด้วย LPS พบว่าส่วนสกัด
สามารถยับยั้งการหลั่งของไนตริกออกไซด์ในลักษณะที่ขึ้นกับความเข้มข้นของส่วนสกัด และท้าให้การ
แสดงออกของยีน iNOS และ COX-2 ลดลงอย่างมีนัยส้าคัญ 

Park และคณะ (2006) ท้าการทดสอบผลของส่วนสกัดน้้าและเอทานอลของผลดิบและผลสุก
ของ Robus coreanus ต่อปริมาณไนตริกออกไซด์ และ PGE2 ในเซลล์แมคโครฟาจ RAW 264.7 ที่
สัมผัสกับ LPS พบว่าส่วนสกัดเอทานอลของผลดิบสามารถลดปริมาณไนตริกออกไซด์ และ PGE2 
เนื่องจากการลดการแสดงออกของยีน iNOS และ COX-2 นอกจากนี้คณะผู้วิจัยแสดงให้เห็นว่าส่วนสกัด
เอทานอลของผลดิบสามารถเพ่ิมปริมาณ mRNA และโปรตีนของเอนไซม์ heme oxygenase-1 ซึ่งเป็น
เอนไซม์ในกลุ่ม antioxidative enzyme การเพ่ิมของ heme oxygenase-1 มีผลให้การแสดงออกของ
ยีน iNOS และ COX-2 ลดลง เมื่อเร็วๆ นี้มีการรายงานฤทธิ์ต้านอักเสบของส่วนสกัดจาก Scutellaria 

baicalensis โดยยับยั้งการผลิตไนตริกออกไซด์, PGE2, IL-1, IL-2, IL-6, IL-12 และ TNF- ในเซลล์
แมคโครฟาจ RAW 264.7 ที่สัมผัสกับ LPS (Kim, 2009) และส่วนสกัดจากพืชสมุนไพรพื้นบ้านของจีน 
ได้แก่ Drynaria baronii, Angelica sinensis และ Cornus officinalis สามารถลดการผลิตไนตริกออก
ไซด์ และ PGE2ในเซลล์แมคโครฟาจ RAW 264.7 ได้เช่นกัน (Chu และคณะ, 2009) 

นอกจากส่วนสกัดของพืชแล้วแล้วสารบริสุทธิ์ที่ได้จากพืชยังคงแสดงฤทธิ์ต้านการอักเสบ เช่น 
สาร taiwaniaflavone ที่ได้จากใบของ Selaginella tamariscina ซึ่งเป็นพืชที่ใช้ในยาพ้ืนบ้านของ
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เอเชียตะวันออก พบว่า taiwaniaflavone ลดการปริมาณโปรตีน iNOS และ COX-2 รวมทั้งผลผลิตของ
เอนไซม์ทั้งสองคือ ไนตริกออกไซด์ และ PGE2 ตามล้าดับ (Pokharel และ คณะ, 2006) 

Guerra และคณะ (2006) รายงานฤทธิ์ต้านอักเสบของ flavonoids ที่สกัดจากต้น 
Tanacetum microphyllum ได้แก่ santin, ermanin, centaureidin และ 5,3'-dihydroxy-4'-
methoxy-7-methoxycarbonylflavonol พบว่าสารทุกตัวสามารถลดปริมาณไนตริกออกไซด์ และ 
PGE2 ในเซลล์แมคโครฟาจ RAW 264.7 ที่สัมผัสกับ LPS เนื่องจากการลดการแสดงออกของยีน iNOS 
และ COX-2  

4-methoxyhonokiol ที่สกัดจากเปลือกของราก Magnolia obovata ยับยั้งการผลิตไนตริกอ
อกไซด์ในเซลล์แมคโครฟาจ RAW 264.7 และลดการแสดงออกของยีน iNOS และ COX-2 โดยยับยั้งการ 

phosphorylation บน I-B ส่งผลให้เกิดการกระตุ้น NF-B ลดลง และยับยั้งการกระตุ้นวิถี p38 
MAPK และ JNK (Zhou และคณะ, 2008) 

Cho และคณะ (2009) ได้แยกสาร zedoarondiol ที่สกัดจากล้าต้นใต้ดินของต้น Curcuma 

heyneana พบว่าสารนี้สามารถยับยั้งการผลิตไนตริกออกไซด์, PGE2, IL-1, IL-6 และ TNF- ใน
เซลล์แมคโครฟาจ RAW 264.7 และเซลล์จากช่องท้องที่สัมผัสกับ LPS ทั้งยังลดการแสดงออกของยีน
เหล่านี้ นอกจากนี้ zedoarondiol ยับยั้งการ phosphorylation บน IKK และ MAPKs 

 พืชสมุนไพรของโครงการพัฒนาป่าชุมชนบ้านอ่างเอ็ด (มูลนิธิชัยพัฒนา) ต้าบลตกพรม อ้าเภอข
ลุง จังหวัดจันทบุรี เป็นพืชสมุนไพรในท้องถิ่นที่ใช้รักษาโรคในทางการแพทย์พ้ืนบ้าน ซึ่งเป็นภูมิปัญญา
ของสังคมไทยที่สืบทอดกันมานาน แต่พืชบางชนิดยังขาดข้อมูลทางวิทยาศาสตร์ เช่น ฤทธิ์ทางเภสัชวิทยา 
สารที่ออกฤทธิ์ หรือพิษวิทยา ดังนั้นการศึกษาการออกฤทธิ์ทางชีวภาพของพืชสมุนไพรเหล่านี้ จะมี
ความส้าคัญในการเป็นข้อมูลทางวิทยาศาสตร์ รองรับการใช้ประโยชน์ของพืชเหล่านี้ เพ่ือการพ่ึงพาตนเอง
ในระยะยาว โดยปัจจุบันมีความพยายามศึกษาหาแหล่งของสารต้านอนุมูลอิสระ และสารต้านอักเสบจาก
พืชสมุนไพรในท้องถิ่นต่างๆ เช่น 
 บังอร วงศ์รักษ์ และศศิลักษณ์ ปิยะสุวรรณ์ (2549) การทดสอบฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระของผัก
พ้ืนบ้านจ้านวน 6 ชนิด ได้แก่ ผักกูด (Diplazium esculentum (Retz.) Swartz), ผักติ้ว (Cratoxylum 
formosum (Jack) Dyer ssp. Pruniflorum (Kurz.) Gogelin), ผักปลังขาว (Basella alba L.), ย่านาง 
(Tiliacora triandra Diels), ผักเหมียง (Gnetum gnemon L.) และผักหวานบ้าน (Sauropus 
androgynus Merr.) สกัดสารส้าคัญจากผักแต่ละชนิดโดยการหมักด้วย methanol นาน 3 วัน และน้า
สารสกัดที่ได้มาแยกเป็น 2 ส่วน คือ ส่วนที่ละลายในน้้าและส่วนที่ไม่ละลายในน้้า จากนั้นทดสอบฤทธิ์
ต้านอนุมูลอิสระของสารสกัดจากผักทั้ง 6 ชนิดด้วยวิธี DPPH assay ผลการศึกษาพบว่าส่วนสกัดจากผัก
ติ้วแสดงฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระมากที่สุด โดยส่วนสกัดส่วนที่ละลายในน้้าและส่วนที่ไม่ละลายในน้้าให้ค่า 
IC50 เท่ากับ 205.96 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร และ 101.79 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ตามล้าดับ รองลงมาคือ 
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ส่วนสกัดจากย่านางให้ค่า IC50 499.24 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร (ส่วนที่ละลายในน้้า) และ 772.63 
ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร (ส่วนที่ไม่ละลายในน้้า) ส้าหรับวิตามินซี และวิตามินอี ให้ค่า IC50 9.34 ไมโครกรัม
ต่อมิลลิลิตร และ 15.91 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ตามล้าดับ ส่วนสารสกัดจากผักอีก 4 ชนิดมีค่า IC50 
มากกว่า 1,000 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร การตรวจสอบทางเคมีเบื้องต้นพบว่าสารสกัดผักติ้วมี 
hydrolysable tannin ส่วนสารสกัดย่านางมี phenolic compounds,  

 ระวิวรรณ แก้วอมตวงศ์ และ ทรงพร จึงมั่นคง (2551) การศึกษาฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระพืช
สมุนไพรที่พบทั่วไปในจังหวัดอุบลราชธานี 8 ชนิดได้แก่เหียง (Dipterocarpus intricatus Dyer), 
กระบก (Irvingia malayana Oliver ex Bennett), แมงลักคา (Hyptis suaveolens (L.) Poit), หูเสือ 
(Coleus amboinicus (Lour.) Spreng), เอนอ้า (Melastoma sanguineum Sims), มะพอก 
(Parinari anamense Hance), มะสัง (Feroniella lucida Swing), และตูมกาขาว (Strychnos nux-
blanda A.W.) ด้วยการน้าส่วนต่างๆของพืชมาสกัดโดยใช้ตัวท้าละลาย ethyl acetate และ ethanol 
ได้สารสกัดชั้น ethyl acetate และethanol ทั้งหมด 36 สารสกัด จากนั้นทดสอบการยับยั้งอนุมูลอิสระ
โดยใช้ DPPH พบว่าสารสกัดชั้น ethanol แสดงฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระได้สูงกว่าสารสกัดในชั้น ethyl 
acetate โดยมีเปอร์เซ็นต์การยับยั้งอยู่ในช่วง 19.8+2.3 ถึง 51.4+1.3 เมื่อใช้สารสกัดเข้มข้นเดียวกัน 
(500 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร) มีค่า vitamin C equivalent antioxidant capacity (VCEAC) อยู่ในช่วง 
4.4+7.2 ถึง 105.9+4.3 มิลลิกรัมวิตามินซีต่อ 100 กรัมสารสกัด ส่วนการหาปริมาณสารฟีนอลรวมของ
สารสกัดชั้น ethanol โดยใช้วิธี Folin-Ciocalteu พบว่าปริมาณสารฟีนอลรวมในสารสกัดนี้จะอยู่ในช่วง 
5.4+0.1 ถึง 41.5+0.3 มิลลกิรัมแกลลิคแอซิดต่อกรัมสารสกัด เมื่อน้ามาวิเคราะห์ความสัมพันธ์ระหว่าง
สารฟีนอลรวมกับการมีฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ พบว่ามีความสัมพันธ์กันอย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติด้วยค่าสัม
ประสิทธิสหสัมพันธ์ 0.6    

 ไชยยง รุจจนเวท และดวงพร อมรเลิศพิศานต์ (2553) ทดสอบฤทธิ์ยับยั้งการเกิดแผลใน
กระเพาะอาหารโดยกลไกลต่างๆ ในสัตว์ทดลอง โดยท้าการสกัดเหง้าของเนระพูสีไทย (Tacca 
chantrieri Andre) หรือค้างคาวด้า ด้วยเอทานอล น้าสารสกัดที่ได้ไปทดสอบในหนูขาวที่ชักน้าให้เกิด
แผลในกระเพราะอาหารด้วย อินโดเมธาซิน (indomethacin) เอทานอล และความเครียด นอกจากนี้ยัง
ได้ทดสอบฤทธิ์ของสารสกัดดังกล่าวในการยับยั้งการหลั่งกรดในกระเพาะอาหารต่อปริมาณสารเมือก และ
เฮกโซซามีน (hexosamine) ในกระเพาะอาหาร ผลการทดสอบพบว่า สารสกัดเอทานอลของเนระพูสี
ไทยขนาด 125 และ 500 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม สามารถยับยั้งการเกิดแผลในกระเพาะอาหารในทุกการ
ทดสอบได้อย่างมีนัยส้าคัญ (P<0.01) และสามารถยับยั้งการหลั่งกรดได้บางส่วน นอกจากนี้ยังพบว่าสาร
สกัดดังกล่าวยังช่วยรักษาปริมาณเมือก และเฮกโซซามีนในกระเพาะอาหารไม่ให้ถูกท้าลายโดย
แอลกอฮอล์อีกด้วย ผลการศึกษาครั้งนี้ให้หลักฐานที่สนับสนุนการใช้เนระพูสีไทยบรรเทาอาการปวดท้อง
เนื่องจากแผลในกระเพาะอาหารตามที่ระบุไว้ในทางการแพทย์พ้ืนบ้าน โดยกลไกลการออกฤทธิ์น่าจะมา
จากการป้องกันเนื้อเยื่อของกระเพาะอาหารเป็นหลัก  
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 อรพินท์ เทพสิงห์แก้ว เบญจลักษณ์ ทองช่วย และสาคร พรประเสริฐ (2554) การศึกษาฤทธิ์ต้าน
อนุมูลอิสระของสารสกัดหยาบจากใบสาบเสือ (Eupatorium odoratum Linn.) และสาบแร้งสาบกา
(Ageratum conyzoides Linn.) โดยสกัดสารจากใบสาบเสือ และสาบแร้งสาบกาที่อบแห้งด้วยน้้ากลั่น 
และเอทานอลความเข้มข้น 95% จากนั้นวัดปริมาณสารประกอบฟินอลิกรวม ทดสอบฤทธิ์ต้านอนุมูลเอบี
ทีเอส (ABTS) ดีพีพีเอช (DPPH) ไฮดรอกซิล (OH•) และซุปเปอร์ออกไซด์แอนอิออน (O2

•-) และทดสอบ
ความเป็นพิษของสารสกัดต่อเซลล์มะเร็งเม็ดเลือดขาวเพาะเลี้ยงชนิด U937 โดยวิธี MTT ผลการศึกษา
พบว่าใบสาบเสือที่สกัดด้วยน้้ามีปริมาณสารประกอบฟินอลิกรวมสูงสุดเท่ากับ 23.01 ± 0.04 มิลลิกรัม
แกลลิคแอซิดต่อกรัมสารสกัด สารสกัดจากใบสาบแร้งสาบกาท่ีสกัดด้วยน้้าสามารถก้าจัดอนุมูลเอบีทีเอส 
และดีพีพีเอชได้ดีที่สุดโดยมีค่าความสามารถรวมในการต้านออกซิเดชัน และค่าความเข้มข้นของสารสกัด
ที่สามารถก้าจัดอนุมูลดีพีพีเอชได้ 50% (IC50) เท่ากับ 1.998 ± 0.002 มิลลิกรัมโทรอกต่อกรัมสารสกัด 
และ 3.25 ± 0.01 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ตามล้าดับ ส่วนสารสกัดจากใบสาบเสือที่สกัดด้วยเอทานอลมี
ฤทธิ์ต้านอนุมูลไฮดรอกซิลได้ดีที่สุดมีค่า IC50 เท่ากับ 0.076 ± 0.001 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ขณะที่สาร
สกัดจากใบสาบแร้งสาบกาที่สกัดด้วยเอทานอลมีฤทธิ์ต้านอนุมูลซุปเปอร์ออกไซด์แอนอิออนได้ดีที่สุดมีค่า 
IC50 เท่ากับ 37.50 ± 2.12 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร สารสกัดจากใบสาบแร้งสาบกาที่สกัดด้วยเอทานอลมี
ความเป็นพิษต่อเซลล์มากที่สุดมีค่า IC50 เท่ากับ 2.5 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร จากการศึกษาครั้งนี้สรุปได้ว่า
สารสกัดจากใบสาบเสือ และสาบแร้งสาบกามีฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ โดยสารสกัดจากใบสาบแร้งสาบกามี
ฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระได้ดีกว่าสารสกัดใบสาบเสือ 

 Andarwulan และคณะ (2010) การศึกษานี้ท้าการประเมินฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระและปริมาณ
สารประกอบฟีนอลรวม ตลอดจนระบุและหาปริมาณฟลาโวนอยด์ของส่วนสกัดเอทานอลของพืชผักทั้ง 
11 ชนิดจากประเทศอินโดนีเซีย พบว่าพืชผักที่น้ามาศึกษาส่วนใหญ่พบฟลาโวนอยด์ชนิด เควอซิติน 
(quercetin) และเคมเฟอรอล (kaempferol) ในปริมาณตั้งแต่ 0.3 ถึง 143 มิลลิกรัมต่อ 100 กรัมของ
น้้าหนักสด โดยพืชที่มีปริมาณฟลาโวนอยด์สูงที่สุด คือ ผักหวานบ้าน (Sauropus androgynus (L) 
Merr.) และพืชที่มีปริมาณสารประกอบฟีนอลรวมสูงที่สุด คือ ดาวกระจาย (Cosmos caudatus H.B.K.) 
ส่วนขลู่ (Pluchea indica Less.) และ ดาวกระจาย (Cosmos caudatus H.B.K.) มีฤทธิ์ต้านอนุมูล
อิสระสูงที่สุดโดยการวิเคราะห์จากปฏิกิริยาความสามารถในการรีดิวซ์เฟอร์ริกไซยาไนด์ ความสามารถใน
การก้าจัดอนุมูล DPPH (2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl) ความสามารถในการก้าจัดอนุมูล ABTS 
(2,20-azino-bis-(3-ethylbenzthiazoline-6-sulphonic acid) และการยับยั้งการออกซิเดชันของกรด
ไขมันลิโนเลอิก ดังนั้นจึงระบุได้ว่า S. androgynus, C. caudatus และ P. indica มีศักยภาพในการเป็น
แหล่งของฟลาโวนอยด์ และสารต้านอนุมูลอิสระจากอาหาร 

 Zhang และคณะ (2011) ท้าการประเมินฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระต้านการอักเสบและความเป็นพิษ
ของสารสกัดน้้าและเอทานอลของพืชสมุนไพรจีน 14 ชนิด รวมทั้งตรวจวิเคราะห์ปริมาณสารฟีนอลและ 
ฟลาโวนอยด์รวม ประเมินฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระโดยใช้การทดสอบใน (Saccharomyces cerevisiae)
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ในขณะที่ฤทธิ์การก้าจัดอนุมูลใช้วิธี DPPH ฤทธิ์ต้านการอักเสบของสารสกัดจากพืชถูกประเมินโดย
วิเคราะห์การยับยั้งการผลิตไนตริดออกไซด์ และTNF-α ในเซลล์แมคโครฟาจ RAW 264.7 ที่ถูกกระตุ้น
ด้วย LPS และIFN-ɤ พืชทั้ง 4 ชนิด คือ Scutellaria baicalensis, Taxillus chinensis, Rheum 
officinale และSophora japonica แสดงฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระอย่างมีนัยส้าคัญท้ังในรูปแบบจ้าลองยีสต์
และวิธีการก้าจัดอนุมูลอิสระ  สารสกัดเอทานอลของ S. japonica มีปริมาณสารฟีนอลและฟลาโวนอยด์
สูงที่สุด ฤทธิ์การต้านอนุมูลอิสระและปริมาณสารฟีนอลและฟลาโวนอยด์ มีความสัมพันธ์แบบเส้นตรงใน
เชิงบวกบ่งชี้ว่าสารเหล่านี้มีแนวโน้มที่จะเป็นสารต้านอนุมูลอิสระหลักท่ีแสดงฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ สาร
สกัดจากพืช 5 ชนิด (S. baicalensis, T. chinensis, S. japonica, Mahonia fortunei และ Sophora 
flavescens) แสดงฤทธิ์ต้านการอักเสบที่สูง โดยการยับยั้งการผลิตไนตริกออกไซด์ และTNF-α ด้วยค่า 
การค้นพบนี้ชี้ให้เห็นพืชสมุนไพรบางชนิดที่ถูกศึกษาในงานวิจัยนี้เป็นแหล่งที่ดีของสารต้านอนุมูลอิสระ 

 Ravipati และคณะ (2012) ท้าการประเมินฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ ต้านการอักเสบ และความเป็น
พิษต่อเซลล์ของสารสกัดน้้าและเอทานอลของพืชสมุนไพรจีน 44 ชนิด รวมทั้งตรวจวิเคราะห์ปริมาณ
สารฟีนอลและฟลาโวนอยด์รวม ผลจากการศึกษาพบว่า Ligustrum lucidum, Paeonia suffuticosa, 
Salvia miltiorrhiza, Sanguisorba officinalis, Spatholobus suberectus, Tussilago farfara 
และ Uncaria rhyncophylla มีสารฟีนอลและฟลาโวนอยด์รวมที่สูง ซึ่งมีเป็นความสัมพันธ์ที่ดับฤทธิ์
ต้านอนุมูลอิสระ และฤทธิ์ต้านการอักเสบของพืชเหล่านี้ ผลการทดลองพบว่าปริมาณสารฟีนอลและฟลา
โวนอยด์มีบทบาทส้าคัญในการแสดงฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระของพืชสมุนไพร พืชที่ถูกศึกษาบางชนิดน่าจะ
เป็นแหล่งของสารต้านอนุมูลอิสระชนิดใหม่ได้ 
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บทท่ี 2 

วิธีการทดลอง 

 

2.1 การเตรียมพืชสมุนไพร 
 ท้าการเก็บพืชสมุนไพรต้นสาบแร้งสาบกาจากบริเวณป่าโครงการพัฒนาป่าชุมชนบ้านอ่างเอ็ด 
จังหวัดจันทบุรี ซ่ึงที่มีฤทธิ์ต้านอักเสบที่ดี น้าพืชมาเด็ดใบ และชั่งน้้าหนักใบสดไดป้ระมาณ 10 กิโลกรัม 
ล้างน้้าท้าความสะอาด น้าใบสดมาอบแห้งก่อนน้าไปอบในตู้อบลมร้อนที่อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส โดย
ได้ใบแห้งประมาณ 1 กิโลกรัม จากนั้นน้าไปบดเป็นผงให้ละเอียดด้วยเครื่องบดสมุนไพร  

 

2.2 การเตรียมส่วนสกัดเอทานอลของใบสาบแร้งสาบกา 
 น้าใบสาบแร้งสาบกาที่บดละเอียดทั้งหมด (985.2 กรัม) แบ่งเป็น 5 ส่วนใส่ถุงผ้า จ้านวน 5 ถุง 
ใส่ลงในโหลแก้วที่มีสารละลายเอทานอล 95 % ในอัตราส่วน 1 : 10 แช่ผงพืชในสารละลายเอทานอล 95 
% เป็นเวลา 5 วัน โดยท้าการเขย่าขวดโหลที่ใส่ถุงผ้าของของพืช วันละ 3 เวลา เมื่อครบเวลากรอง
สารละลายเอทานอลที่ได้ด้วยเครื่องดูดความดันที่อุณหภูมิห้องโดยใช้กระดาษกรอง Whatman เบอร์ 3 
จากนั้นน้าส่วนผงพืช ใส่ในถุงกรองเพ่ือสกัดด้วยเอทานอลซ้้าอีก 2 ครั้งๆ ละ 5 วัน ในอัตราส่วนเดิม แล้ว
น้าส่วนสกัดเอทานอลที่ได้ทั้งหมดมาระเหยตัวท้าละลายเอทานอลออกด้วยเครื่องระเหยสุญญากาศแบบ
หมุน และเครื่องดูดสุญญากาศ ขูดเก็บส่วนสกัดและจดบันทึกน้้าหนักที่ได้ทั้งหมด ได้ส่วนสกัดเอทานอล
ของใบสาบแร้งสาบกา จ้านวน 193.7 กรัม และน้าส่วนสกัดเอทานอลของใบสาบแร้งสาบกาไปวิเคราะห์ 
NMR 

 ท้าการสกัดแยกส่วนสกัดเอทานอลของใบสาบแร้งสาบกา โดยน้าส่วนสกัดเอทานอลของใบ
สาบแร้งสาบกามา 193.7 กรัม ละลายด้วยเอทานอล จากนั้นท้าการสกัดแยกส่วนด้วยเฮกเซน และ
เอทิลอะซิเตต จะได้ส่วนสกัดย่อยเฮกเซน เอทิลอะซิเตต และน้้า ตามล้าดับ (ดังแผนภาพในรูปที่ 1) ท้า
การระเหยตัวท้าละลายด้วยเครื่องระเหยสุญญากาศแบบหมุนและเครื่องดูดสุญญากาศ ตามล้าดับ ชั่ง
น้้าหนักส่วนสกัดย่อยเฮกเซน เอทิลอะซิเตต และน้้า ก่อนน้าไปเก็บที่อุณหภูมิ -20 °C โดยไม่ให้โดยแสง 
เพ่ือท้าการทดสอบฤทธิ์ในการต้านการอักเสบต่อไป  

 

2.3 การทดสอบฤทธิต์้านต้านอักเสบของส่วนสกัด 
 2.3.1 การเพาะเลี้ยงเซลล์ไลน์ของแมคโครฟาจ สายพันธุ์ RAW 264.7  

การเพาะเลี้ยงเซลล์ไลน์ของแมคโครฟาจ สายพันธุ์ RAW 264.7 ในอาหารเลี้ยงเซลล์ชนดิ 
DMEM ที่มี 10% FBS (ปริมาตร/ปริมาตร) และน้าไปบ่มในตู้บ่มเซลล์แบบใช้คาร์บอนไดออกไซด์ (CO2) 
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ที่อุณหภูมิ 37 °C ที่มี CO2 5 % (ปริมาตร/ปริมาตร) เมื่อเซลล์เจริญเติบโตจนเกือบเต็มพ้ืนผิวของภาชนะ 
ท้าการเก็บเซลล์ออกจากผิวภาชนะ โดยการขูดเก็บเซลล์ (cell scraping)  
 2.3.2 การวิเคราะห์ปริมาณไนไตรท์โดยปฏิกิริยา Griess  
 ปฏิกิริยา Griess เป็นวิธีที่น้ามาใช้ในการวิเคราะห์หาความเข้มข้นของปริมาณไนไตรท์ในอาหาร
เลี้ยงเซลล์ ไนไตรท์เป็นผลผลิตที่เกิดจากการออกซิเดชันของไนตริกออกไซด์ที่ถูกผลิตขึ้นมาจากเอนไซม์ 
iNOS โดยในขั้นตอนแรก ไนไตรท์จะท้าปฏิกิริยากับ sulfanilamide ในสารละลายที่เป็นกรดได้เป็นสาร
ตัวกลางที่เป็นเกลือ diazonium ซึ่งสารตัวกลางนี้จะท้าปฏิกิริยากับ N-(1-Naphthyl)ethylene-
diamine dihydrocholide (NED) ได้ผลิตภัณฑ์เป็น azo compound เป็นสารสีชมพูที่มีความเสถียร          
ดังนั้นปริมาณไนไตรท์จึงเป็นดัชนีที่บ่งบอกกิจกรรมของเอนไซม์ iNOS ท้าการทดลองโดยการแบ่งเซลล์ลง
จานเพาะเลี้ยงเซลล์แบบ 24 หลุม (1.5x105 เซลล์/หลุม) บ่มเซลล์ที่อุณหภูมิ 37 °C นาน 18-20 ชั่วโมง 
จากนั้นบ่มเซลล์ด้วยอาหารเลี้ยงเซลล์ที่มีส่วนสกัดที่ความเข้มข้นต่างๆ และ LPS ที่ความเข้มข้น 1 
µg/mL ที่อุณหภูมิ 37 °C นาน 24 ชั่วโมง เมื่อครบเวลาน้าอาหารเลี้ยงเซลล์ 100 µL ท้าปฏิกิริยากับ
สารละลาย Griess [1% N-(1-Naphthyl)ethylene-diamine dihydrocholide และ 1% 
sulfanilamide ใน 5% phosphoric] จ้านวน 100 µL และบ่มท่ีอุณหภูมิห้องนาน 10 นาที ก่อนน้าไป
วัดค่าการดูดกลืนแสงที่ 546 nm ด้วยเครื่องวัดค่าการดูดกลืนแสงแบบไมโครเพลท ค้านวณค่าความ
เข้มข้นของไนไตรท์ในอาหารเลี้ยงเซลล์ได้จากกราฟมาตรฐานของโซเดียมไนไตรท์ (NaNO2) ที่ความ
เข้มข้น 0-50 µM  
 

2.4 การทดสอบความมีชีวิตรอดของเซลล์โดย MTT assay  
 ท้าการกระจายเซลล์ลงในจานเพาะเลี้ยงเซลล์ก้นแบนแบบ 24 หลุม จ้านวน 1.5×105 เซลล์ต่อ
หลุม และบ่มเซลล์ไว้ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ในตู้บ่มเซลล์ที่มีคาร์บอนไดออกไซด์ในอากาศเข้มข้น
ร้อยละ 5 (น้้าหนักต่อน้้าหนัก) นานประมาณ 18-24 ชั่วโมงเพ่ือให้เซลล์เกาะผิวภาชนะ ดูดอาหารเลี้ยง
เซลล์เก่าท้ิง แล้วเติมอาหารเลี้ยงเซลล์ใหม่ที่มีส่วนสกัดย่อยต่างๆของส่วนสกัดย่อยเอทิลอะซิเตตจากใบ
สาบแร้งสาบกาที่ความเข้มข้น 10 และ 50 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ทั้งท่ีมี LPS (1 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร) 
และไม่มี LPS ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส นาน 24 ชั่วโมง จากนั้นดูดอาหารเลี้ยงเซลล์เก่าออกและเติม
อาหารเลี้ยงเซลล์ใหม่ที่มีสารละลาย MTT (ความเข้มข้น 0.1 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร) หลุมละ 500 
ไมโครลิตร แล้วน้าไปบ่มต่อที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 2 ชั่วโมง โดย MTT จะสามารถผ่าน
เข้าเซลล์ไปเป็นสารตั้งต้นของเอนไซม์ซัคซิเนตดีไฮโดรจีเนส (Succinate dehydrogenase) ในไมโตคอน
เดรียของเซลล์ที่มีชีวิต และเกิดการรีดักชันของ MTT ได้ผลผลิตเป็นผลึกฟอร์มาแซน (Formazan) ที่มีสี
ม่วง (รูปที่ 3-1) จากนั้นเมื่อครบเวลาท้าการดูดอาหารเลี้ยงเซลล์ทิ้ง และเติมไดเมทิลซัลฟอกไซด์ (DMSO) 
ปริมาตรหลุมละ 500 ไมโครลิตร เพ่ือละลายผลึกฟอร์มาแซน น้าไปบ่มพร้อมเขย่านาน 5 นาที จะได้
สารละลายสีม่วงน้้าเงิน ปิเปตต์สารละลายฟอร์มาแซนจากแต่ละหลุม ปริมาตร 200 ไมโครลิตร ใส่ในไม
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โครเพลทแบบ 96 หลุม และน้าไปวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ 550 นาโนเมตร ด้วยเครื่องวัดค่าการดูดกลืน
แสงแบบไมโครเพลท ซึ่งปริมาณฟอร์มาแซนจะเป็นสัดส่วนโดยตรงกับจ้านวนเซลล์ที่มีชีวิตรอด 
 % การมีชีวิตรอดของเซลล์  =  ค่าการดูดกลืนแสงของหลุมเซลล์ทดสอบ  X 100 
              ค่าการดูดกลืนแสงของหลุมเซลล์ควบคุม 

 

2.5 การแยกสารของส่วนสกัดย่อยเอทิลอะซิเตตโดยคอลัมน์โครมาโทกราฟี 
 น้าส่วนสกัดย่อยเอทิลอะซิเตตของใบสาบแร้งสาบกามาท้าการแยกด้วยเทคนิคคอลัมน์โครมาโตก
ราฟี เริ่มจากการท้า TLC เพ่ือวิเคราะห์หาสภาวะของตัวท้าละลายที่เหมาะสมที่ใช้แยกสารด้วยเทคนิค
คอลัมน์โครมาโทกราฟี ท้าการตัดแผ่น TLC (siliga gel aluminium plate P254) ให้มีขนาด 4×4 
เซนติเมตร จุดสารสกัดที่แยกได้จากเทคนิคคอลัมน์โครมาโทกราฟีลงบนแผ่น TLC (ควรจุดให้ห่างจาก
ขอบล่างของแผ่น TLC ประมาณ 1.5 เซนติเมตร และเส้นผ่านศูนย์กลางของของจุดไม่ควรเกินกว่า 2 
มิลลิเมตร) รอให้ระเหยจนแห้ง น้าแผ่น TLC ที่จุดสารเรียบร้อยแล้วมาวางในภาชนะแก้วที่บรรจุตัวท้า
ละลายต่างๆ โดยให้ต้าแหน่งของจุดอยู่เหนือตัวท้าละลาย ภายในภาชนะแก้วควรใส่กระดาษกรองและปิด
ฝาภาชนะให้สนิท เพ่ือให้ภายในภาชนะอ่ิมตัวด้วยไอของตัวท้าละลาย เมื่อตัวท้าละลายเคลื่อนขึ้นไปจน
เกือบถึงขอบบนให้น้าแผ่น TLC ออก แล้วน้าไปส่องภายใต้แสง UV ในที่มืดเพ่ือตรวจสอบต้าแหน่งของ
สารและวิเคราะห์แยกสารต่อไป แสดงดังในรูปที่ 2-1 
 

 

รูปที่ 2-1 โครมาโทแกรม TLC ทีใ่ช้วิเคราะห์ส่วนสกัดย่อยเอทิลอะซิเตตของใบสาบแร้งสาบกา 

จากนั้นน้าส่วนสกัดย่อยเอทิลอะซิเตตของใบสาบแร้งสาบกามาแยกด้วยคอลัมน์โครมาโตกราฟี โดยใช้ 
silica gel 60 (0.063-0.200 mm)  1.07734.2500 (MERCK) และใช้ตัวท้าละลายดังนี้ต่อเนื่องกัน 
50% Dichloromethane:Hexane  จ้านวน  1 ลิตร 
80% Dichloromethane:Hexane  จ้านวน   1 ลิตร 
100% Dichloromethane   จ้านวน   3 ลิตร 
1% Methanol: Dichloromethane  จ้านวน   2 ลิตร 
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2% Methanol: Dichloromethane  จ้านวน   5 ลิตร 
5% Methanol: Dichloromethane  จ้านวน   2 ลิตร 
10% Methanol: Dichloromethane  จ้านวน   2 ลิตร 
20% Methanol: Dichloromethane  จ้านวน   2 ลิตร 
50% Methanol: Dichloromethane  จ้านวน   4 ลิตร 
 
 จากนั้นน้าเก็บส่วนสกัดย่อยหลอดละ 30 ml ตามรูปที่ 2-2 ก่อนน้ามารวมกันเป็นส่วนสกัดย่อย
ได้ 15 ส่วนและน้าไปท้า TLC ในระบบตัวท้าละลายต่างๆ ดังแสดงผลในรูปที่ 2-3 

       

รูปที่ 2-2 คอลัมน์โครมาโตกราฟี และส่วนสกัดย่อยที่เก็บได้ 

   

 80%DCM:Hex   100%DCM   2%MeOH:DCM 

   

 5%MeOH:DCM    10%MeOH:DCM  20%MeOH:DCM 

รูปที่ 2-3 โครมาโทแกรม TLC ทีใ่ช้วิเคราะห์ 15 ส่วนสกัดย่อยเอทิลอะซิเตตของใบสาบแร้งสาบกา 
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จากนั้นน้าส่วนสกัดย่อยทั้ง 15 ส่วนไปวิเคราะห์ NMR และรวมส่วนสกัดได้ 10 ส่วน ท้าการ
วิเคราะห์ TLC ในระบบตัวท้าละลายต่างๆ ดังแสดงผลในรูปที่ 2-4 และท้าการระเหยตัวท้าละลายด้วย
เครื่องระเหยสุญญากาศแบบหมุนและเครื่องดูดสุญญากาศ และวิเคราะห์ NMR ของส่วนสกัดย่อยทั้ง 10 
แสดงผลในภาคผนวก ก 

 

    

   80%DCM:Hex        100%DCM       5%MeOH:DCM 

   

 10%MeOH:DCM       20%MeOH:DCM 

 

รูปที่ 2-4 โครมาโทแกรม TLC ทีใ่ช้วิเคราะห์ 10 ส่วนสกัดย่อยเอทิลอะซิเตตของใบสาบแร้งสาบกา 

 

2.6 การแยกสารของส่วนสกัดย่อย F8 ของส่วนสกัดย่อยเอทิลอะซิเตตโดยคอลัมน์      
โครมาโทกราฟี 
 การวิเคราะห์หาสภาวะของเฟสเคลื่อนที่ที่เหมาะสมที่ใช้แยกส่วนสกัดย่อย F8 ของส่วนสกัดย่อย
เอทิลอะซิเตตจากใบสาบแร้งสาบกาด้วยเทคนิคคอลัมน์โครมาโตกราฟี เฟสเคลื่อนที่จะใช้ระบบตัวท้า
ละลายเอทิลอะซิเตต : เฮกเซนในอัตราส่วน 70:30, 60:40 และ 50:50 และระบบตัวท้าละลายเมทานอล 
: ไดคลอโรมีเทนในอัตราส่วน 1:99, 5:95 และ 10:90 (รูปที่ 2-5) พบว่าเฟสเคลื่อนที่ที่แยกสารได้ดี คือ 
ระบบตัวท้าละลายเอทิลอะซิเตต : เฮกเซนที่อัตราส่วน 50:50 ดังนั้นในการแยกส่วนสกัดย่อย F8 ของ
ส่วนสกัดย่อยเอทิลอะซิเตตจากใบสาบแร้งสาบกาด้วยเทคนิคคอลัมน์โครมาโตกราฟี จึงเลือกใช้เฟส
เคลื่อนที่ คือ เอทิลอะซิเตต : เฮกเซนในอัตราส่วน 50:50 
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เอทิลอะซิเตต : เฮกเซนในอัตราส่วน 

   50:50        60:40          70:30  
 

                      
เมทานอล : ไดคลอโรมีเทนในอัตราส่วน  

   1:99          5:95      10:90  
 

รูปที่ 2-5 โครมาโทแกรม TLC ทีใ่ช้วิเคราะห์ส่วนสกัดย่อย F8 ของส่วนสกัดย่อยเอทิลอะซิเตตของใบ
สาบแร้งสาบกา 

 น้าส่วนสกัดย่อย F8 ของส่วนสกัดย่อยเอทิลอะซิเตตจากใบสาบแร้งสาบกา แยกในแฟลชคอลัมน์ 
(คอลัมน์ปริมาตร 500 มิลลิลิตร เส้นผ่านศูนย์กลาง 6 เซนติเมตร) ใช้ซิลิกา (Silica gel) ขนาด 0.0400-
0.0630 มิลลิเมตรเป็นเฟสคงที่ โดยแช่ซิลิกาเจลในตัวท้าละลายเอทิลอะซิเตต : เฮกเซนในอัตราส่วน 
50:50 จนกระทั่งซิลิกาเจลอ่ิมตัว จากนั้นบรรจุซิลิกาลงในแฟลชคอลัมน์โดยบรรจุซิลิกาให้มีความสูง
ประมาณ 14 ถึง 15 เซนติเมตร และใช้ความดันช่วยในการเคลื่อนที่ของเฟสเคลื่อนที่ 
 น้าส่วนสกัดย่อย F8 ของส่วนสกัดย่อยเอทิลอะซิเตตจากใบสาบแร้งสาบกาน้้าหนัก 8.5 กรัม 
ละลายในตัวท้าละลายไดคลอโรมีเทนประมาณ 10 มิลลิลิตรและตัวท้าละลายเมทานอลประมาณ 30 
มิลลิลิตรจนกระทั่งส่วนสกัดละลายหมด แล้วน้าไปผสมกับซิลิกาเจล 12.75 กรัม (ใช้ซิลิกาเจลประมาณ 
1.5 ถึง 2 เท่าของน้้าหนักส่วนสกัดที่ใช้) ผสมสารให้เป็นเนื้อเดียวกัน จากนั้นน้าไประเหยตัวท้าละลายได
คลอโรมีเทนและตัวท้าละลายเมทานอลที่ผสมอยู่ออกให้หมดด้วยเครื่องระเหยสุญญากาศแบบหมุน แล้ว
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บรรจุลงแฟลชคอลัมน์ส่วนบน ใส่ตัวท้าละลายเอทิลอะซิเตต : เฮกเซนในอัตราส่วน 50:50 และปรับ
ผิวหน้าให้เรียบ 
 ท้าการแยกสารโดยใช้เฟสเคลื่อนที่ในระบบ gradient elution คือ ชะด้วยสารละลายเอทิลอะซิ
เตต : เฮกเซนในอัตราส่วน 50:50 ปริมาตร 9,000 มิลลิลิตร เก็บส่วนสกัดย่อยที่เคลื่อนที่ผ่านคอลัมน์
หลอดละประมาณ 40 มิลลิลิตร จ้านวน 204 หลอด ชะด้วยสารละลายเอทิลอะซิเตต : เฮกเซนใน
อัตราส่วน 100:0 ปริมาตร 7,000 มิลลิลิตร เก็บส่วนสกัดย่อยที่เคลื่อนที่ผ่านคอลัมน์ขวดละประมาณ 
100 มิลลิลิตร จ้านวน 69 ขวด ชะด้วยสารละลายเมทานอล : เอทิลอะซิเตตในอัตราส่วน 20:80 ปริมาตร 
4,000 มิลลิลิตร เก็บส่วนสกัดย่อยที่เคลื่อนที่ผ่านคอลัมน์ขวดละประมาณ 125 มิลลิลิตร จ้านวน 30 ขวด 
และชะด้วยสารละลายเมทานอล : เอทิลอะซิเตตในอัตราส่วน 50:50 ปริมาตร 5,000 มิลลิลิตร เก็บส่วน
สกัดย่อยท่ีเคลื่อนที่ผ่านคอลัมน์ขวดละประมาณ 125 มิลลิลิตร จ้านวน 39 ขวด ตามล้าดับ โดยส่วนสกัด
ย่อยที่ได้จะน้าไปตรวจสอบด้วยเทคนิค TLC แล้วท้าการรวมสารสกัดย่อยที่คาดว่าจะเป็นสารชนิด
เดียวกัน ได้สารทั้งหมด 14 ส่วนสกัดย่อย (F8.1 ถึง F8.14) ดังแสดงในรูปที่ 2-6 น้าส่วนสกัดย่อยที่ได้ไป
ระเหยตัวท้าละลายออกด้วยเครื่องระเหยสุญญากาศแบบหมุน และท้าให้แห้งด้วยเครื่องระเหยแห้งแบบ
แช่เยือกแข็ง จากนั้นน้าไปวิเคราะห์โครงสร้างสารด้วยเครื่อง NMR ดังแสดงผลในภาคผนวก ก และ
ทดสอบฤทธิ์ต้านการอักเสบและความมีชีวิตรอดของเซลล์ต่อไป 

ขั้นต่อไปท้าการแยกสารเคมีจากส่วนสกัดย่อย F8.8 ของส่วนสกัดย่อยเอทิลอะซิเตตจากใบ
สาบแร้งสาบกาเริ่มด้วยการวิเคราะห์หาสภาวะของเฟสเคลื่อนที่ที่เหมาะสมที่ใช้แยกส่วนสกัดย่อย F8.8 
ของส่วนสกัดย่อยเอทิลอะซิเตตจากใบสาบแร้งสาบกาด้วยเทคนิคคอลัมน์โครมาโตกราฟี เฟสเคลื่อนที่จะ
ใช้ระบบตัวท้าละลายเอทิลอะซิเตต : เฮกเซนในอัตราส่วน 40:60, 60:40 และ 80:20 และระบบตัวท้า
ละลายไดคลอโรมีเทน :  เฮกเซนในอัตราส่วน 100:0, 90:10 และ 80:20 และระบบตัวท้าละลายเมทา
นอล : ไดคลอโรมีเทนในอัตราส่วน 5:95 (รูปที่ 2-7) พบว่า ที่ระบบตัวท้าละลายเมทานอล : ไดคลอโร
มีเทนท่ีอัตราส่วน 5:95 สามารถแยกสารได้ดีท่ีสุด แต่เนื่องจากค่า Rf ค่อนข้างสูง จึงต้องลดความมีขั้วของ
ระบบตัวท้าละลาย ดังนั้นในการแยกส่วนสกัดย่อย F8.8 ของส่วนสกัดย่อยเอทิลอะซิเตตจากใบสาบแร้ง
สาบกาด้วยเทคนิคคอลัมน์โครมาโตกราฟี จึงเลือกใช้เฟสเคลื่อนที่ คือ เมทานอล : ไดคลอโรมีเทนใน
อัตราส่วน 2:98   

 น้าส่วนสกัดย่อย F8.8 ของส่วนสกัดย่อยเอทิลอะซิเตตจากใบสาบแร้งสาบกา แยกในแฟล
ชคอลัมน์ (คอลัมน์ปริมาตร 125 มิลลิลิตร เส้นผ่านศูนย์กลาง 1.5 เซนติเมตร) ใช้ซิลิกา (Silica gel) 
ขนาด 0.0400-0.0630 มิลลิเมตรเป็นเฟสคงที่ โดยแช่ซิลิกาเจลในตัวท้าละลายเมทานอล : ไดคลอโร
มีเทนในอัตราส่วน 2:98 จนกระท่ังซิลิกาเจลอิ่มตัว จากนั้นบรรจุซิลิกาลงในแฟลชคอลัมน์โดยบรรจุซิลิกา
ให้มีความสูงประมาณ 14 ถึง 15 เซนติเมตร และใช้ความดันช่วยในการเคลื่อนที่ของเฟสเคลื่อนที่ 
 น้าส่วนสกัดย่อย F8.8 ของส่วนสกัดย่อยเอทิลอะซิเตตจากใบสาบแร้งสาบกาน้้าหนัก 234 
มิลลิกรัม ละลายในตัวท้าละลายไดคลอโรมีเทนประมาณ 1 มิลลิลิตร ตัวท้าละลายเอทิลอะซิเตตประมาณ 
4 มิลลิลิตร และตัวท้าละลายเมทานอลประมาณ 3 มิลลิลิตรจนกระทั่งส่วนสกัดละลายหมด แล้วน้าไป



26 
 

ผสมกับซิลิกาเจล 351.2 มิลลิกรัม (ใช้ซิลิกาเจลประมาณ 1.5 ถึง 2 เท่าของน้้าหนักส่วนสกัดที่ใช้) ผสม
สารให้เป็นเนื้อเดียวกัน จากนั้นน้าไประเหยตัวท้าละลายไดคลอโรมีเทน เอทิลอะซิเตต และตัวท้าละลาย
เมทานอลที่ผสมอยู่ออกให้หมดด้วยเครื่องระเหยสุญญากาศแบบหมุน แล้วบรรจุลงแฟลชคอลัมน์ส่วนบน 
ใส่ตัวท้าละลายเมทานอล : ไดคลอโรมีเทนในอัตราส่วน 2:98 และปรับผิวหน้าให้เรียบ 

 
สภาวะเอทิลอะซิเตต : เฮกเซนในอัตราส่วน 40:60 

 

 
สภาวะเอทิลอะซิเตต : เฮกเซนในอัตราส่วน 70:30 

 
รูปที่ 2-6 โครมาโทแกรม TLC ทีใ่ช้วิเคราะห์ส่วนสกัดย่อย F8 ของส่วนสกัดย่อยเอทิลอะซิเตตของใบ

สาบแร้งสาบกา 
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ที่สภาวะเมทานอล : เอทิลอะซิเตตในอัตราส่วน 2:98 

 

 
ที่สภาวะเมทานอล : เอทิลอะซิเตตในอัตราส่วน 10:90 

 

รูปที่ 2-6 (ต่อ) โครมาโทแกรม TLC ทีใ่ช้วิเคราะห์ส่วนสกัดย่อย F8 ของส่วนสกัดย่อยเอทิลอะซิเตตของ
ใบสาบแร้งสาบกา 
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 ท้าการแยกสารโดยใช้เฟสเคลื่อนที่ในระบบ gradient elution คือ ชะด้วยสารละลายเมทานอล 
: ไดคลอโรมีเทนในอัตราส่วน 2:98 ปริมาตร 700 มิลลิลิตร เก็บส่วนสกัดย่อยที่เคลื่อนที่ผ่านคอลัมน์
หลอดละประมาณ 10 มิลลิลิตร จ้านวน 62 หลอด ชะด้วยสารละลายเมทานอล : ไดคลอโรมีเทนใน
อัตราส่วน 5:95 ปริมาตร 500 มิลลิลิตร เก็บส่วนสกัดย่อยที่เคลื่อนที่ผ่านคอลัมน์ขวดละประมาณ 10 
มิลลิลิตร จ้านวน 45 หลอด ชะด้วยสารละลายเมทานอล : ไดคลอโรมีเทนในอัตราส่วน 20:80 ปริมาตร 
200 มิลลิลิตร เก็บส่วนสกัดย่อยที่เคลื่อนที่ผ่านคอลัมน์ขวดละประมาณ 10 มิลลิลิตร จ้านวน 18 หลอด 
และชะด้วยสารละลาย   เมทานอล : ไดคลอโรมีเทนในอัตราส่วน 50:50 ปริมาตร 200 มิลลิลิตร เก็บส่วน
สกัดย่อยที่เคลื่อนที่ผ่านคอลัมน์ในขวดแก้วประมาณ 180 มิลลิลิตร ตามล้าดับ โดยส่วนสกัดย่อยที่ได้จะ
น้าไปตรวจสอบด้วยเทคนิค TLC แล้วท้าการรวมสารสกัดย่อยที่คาดว่าจะเป็นสารชนิดเดียวกัน ได้สาร
ทั้งหมด 6 ส่วนสกัดย่อย (F8.8-1 ถึง F8.8-6) น้าส่วนสกัดย่อยที่ได้ไประเหยตัวท้าละลายออกด้วยเครื่อง
ระเหยสุญญากาศแบบหมุน และท้าให้แห้งด้วยเครื่องระเหยแห้งแบบแช่เยือกแข็ง จากนั้นน้าไปวิเคราะห์
โครงสร้างสารด้วยเครื่อง NMR ดังแสดงผลในภาคผนวก ก 
 

                                                             

ที่สภาวะเอทิลอะซิเตต : เฮกเซนในอัตราส่วน  
         40:60         60:40       80:20  
 

รูปที่ 2-7 โครมาโทแกรม TLC ทีใ่ช้วิเคราะห์ส่วนสกัดย่อย F8.8 ของส่วนสกัดย่อยเอทิลอะซิเตตของใบ
สาบแร้งสาบกา 
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ที่สภาวะไดคลอโรมีเทน : เฮกเซนในอัตราส่วน  

          100:0         90:10   80:20  

 

 
ที่สภาวะเมทานอล : ไดคลอโรมีเทนในอัตราส่วน 5:95 

รูปที่ 2-7 (ต่อ) โครมาโทแกรม TLC ทีใ่ช้วิเคราะห์ส่วนสกัดย่อย F8.8 ของส่วนสกัดย่อยเอทิลอะซิเตตของ
ใบสาบแร้งสาบกา 

2.7 การแยกสารของส่วนสกัดย่อย F9 ของส่วนสกัดย่อยเอทิลอะซิเตตโดยเทคนิค High 
Performance Liquid Chromatography (HPLC) 
 น้าส่วนสกัดย่อย F9 ของส่วนสกัดย่อยเอทิลอะซิเตตจากใบสาบแร้งสาบกามาละลายในเมทา
นอล (HPLC grade) จากนั้นน้ามาแยกโดยเทคนิค HPLC โดยใช้คอลัมน์ Purospher STAR, RP-18 
endcapped (5 ไมโครเมตร) วิเคราะห์หาเฟสเคลื่อนที่ที่เหมาะสมโดยใช้ระบบ isocratic elution เฟส
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เคลื่อนที่ที่ใช้ คือ สารละลายเมทานอล : น้้าในอัตราส่วน 60:40, 70:30, 80:20, 90:10 และ 100:0 
พบว่าที่สารละลายเมทานอล : น้้าในอัตราส่วน 90:10 เป็นช่วงที่แยกสารได้ดีที่สุด จึงเลือกใช้เฟสเคลื่อนที่ 
คือ สารละลายเมทานอล : น้้าในอัตราส่วน 90:10 โดยใช้อัตราการไหลของเฟสเคลื่อนที่ คือ 1.5 มิลลิลิตร
ต่อนาที ตรวจวัดการแยกสารที่ความยาวคลื่น 220 นาโนเมตร โดยท้าการล้างคอลัมน์ด้วยสารละลายเม
ทานอล : น้้าในอัตราส่วน 100:0 เป็นเวลา 30 นาที และใช้สารละลายเมทานอล : น้้าในอัตราส่วน 90:10 
เป็นเวลา 30 นาที จากนั้นน้าส่วนสกัดย่อย F9 ที่ละลายด้วยเมทานอลให้มีความเข้มข้น 0.2 มิลลิกรัมต่อ
ไมโครลิตร มาฉีดเข้าอินเจคเตอร์ (injector) และชะด้วยสารละลายเมทานอล : น้้าในอัตราส่วน 90:10 
เป็นเวลา 20 นาที ท้าการเก็บสารที่แยกได้เป็นส่วนสกัดย่อย จากนั้นล้างคอลัมน์ด้วยสารละลายเมทานอล 
: น้้าในอัตราส่วน 100:0 และท้าการเก็บสารที่แยกได้เป็นส่วนสกัดย่อย ได้สารทั้งหมด 4 ส่วนสกัดย่อย 
(F9.1 ถึง F9.4) น้าส่วนสกัดย่อยที่ได้ไประเหยตัวท้าละลายออกด้วยเครื่องระเหยสุญญากาศแบบหมุน 
และท้าให้แห้งด้วยเครื่องระเหยแห้งแบบแช่เยือกแข็ง จากนั้นน้าไปวิเคราะห์โครงสร้างสารด้วยเครื่อง 
NMR และทดสอบฤทธิ์ต้านการอักเสบและความมีชีวิตรอดของเซลล์ต่อไป 
 
 

2.8 การวิเคราะห์ทางสถิติ 
 แสดงผลเป็นข้อมูลที่เป็นค่าเฉลี่ย ± ค่าเบี่ยงเบนมาตรฐานของการทดลองอย่างน้อย 3 ครั้งที่เป็น
อิสระต่อกัน แต่ละครั้งท้าการทดลอง 3 ซ้้า ท้าการวิเคราะห์ข้อมูลโดยใช้วิธีวิเคราะห์ Student’s t-test 
และวิเคราะห์ความแปรปรวน (Analysis of variance) ที่ระดับความเชื่อมั่น 95 เปอร์เซ็นต์ (p > 0.05) 
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บทท่ี 3 

ผลการทดลอง 

 

3.1 น้ าหนักของส่วนสกัดเอทานอลของใบสาบแร้งสาบกา 

 น้้าหนักและร้อยละของน้้าหนักแห้งของส่วนสกัดเอทานอลของใบสาบแร้งสาบกาที่ได้แสดงใน
ตารางที่ 3-1 โดย ส่วนสกัดย่อยน้้าที่มีร้อยละของน้้าหนักแห้งสูงสุด มีค่าเท่ากับ 8.61 ส่วนสกัดย่อยเฮ
กเซนที่มีร้อยละของน้้าหนักแห้งต่้าทีสุ่ด มีค่าเท่ากับ 5.02 

ตารางที่ 3-1 น้้าหนักและร้อยละส่วนสกัดน้้าและเอทานอล  

 

3.2 ฤทธิ์การยับยั้งการผลิตไนตริกออกไซด์ของส่วนสกัดจากใบสาบแร้งสาบกา 

 น้าส่วนสกัดของพืชทั้งหมด มาทดสอบความเป็นพิษต่อเซลล์ด้วยวิธี MTT และฤทธิ์ในการยับยั้ง
การอักเสบในเซลล์แมคโครฟาจ RAW 264.7 ที่เพาะเลี้ยงที่สัมผัสกับ LPS พบว่าส่วนสกัดทุกส่วนมี
ความสามารถยับยั้งการผลิตไนตริกออกไซด์ได้ในลักษณะที่ขึ้นกับความเข้มข้น (ตารางที่ 3-2) แต่มีประ
สิทธิรูปที่แตกต่างกัน โดยมีค่า IC50 เท่ากับ 39.00 ± 8.97, 8.27 ± 0.21, และ 107.68 ± 25.32 
µg/mL ส้าหรับส่วนสกัดย่อยเฮกเซน เอทิลอะซิเตต และน้้า ตามล้าดับ โดยไม่แสดงความเป็นพิษต่อเซลล์ 
ในขณะที่ aminoguanidine (สารยับยั้งเอนไซม์ iNOS) ที่ใช้เป็นตัวควบคุมแบบบวก ที่ความเข้มข้น 50 
µM สามารถยับยั้งการผลิตไนตริกออกไซด์ได้ 58.22 % 

 

 

 

ส่วนสกัด น้้าหนักของส่วนสกัด (กรัม) ร้อยละของน้้าหนักแห้ง 

ส่วนสกัดเอทานอล 193.7 19.66 

ส่วนสกัดย่อยเฮกเซน 49.5 5.02 

ส่วนสกัดย่อยเอทิลอะซิเตต 60.8 6.17 

ส่วนสกัดย่อยน้้า 84.8 8.61 
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ตารางที่ 3-2 การยับยั้งการผลิตไนตริกออกไซด์ของส่วนสกัดย่อยเฮกเซนจากใบสาบแร้งสาบกา 

สารทดสอบ ควมเข้มข้น 
(ไมโครกรัม/
มิลลิลิตร) 

% ความมีชีวิต
รอดของเซลล์ 

% การยับยั้งการ
ผลิตไนตริก 
ออกไซด์ 

IC50 ของการยับย้ัง
การผลิตไนตริกออก
ไซด ์(ไมโครกรัม/

มิลลิลิตร) 
 
 
ส่วนสกัดย่อย
เฮกเซน 

3.125  97.60±1.05 (-)11.68±12.75  
 

49.41 ± 20.14 
6.25  99.22±1.57 (-)21.34±18.32 
12.5  98.73±0.34 (-)16.90±15.01 
25  99.67±0.35 25.84±15.45 
50  100.46±0.54 71.03±10.57 

 
 
ส่วนสกัดย่อย
เอทิลอะซิเตต 

3.125  96.90±1.40 16.14±3.55  
 

8.52 ± 0.48 
 
 

6.25  98.25±0.86 29.85±4.70 
12.5  100.06±1.45 73.55±2.37 
25  100.60±1.31 95.86±1.35 
50  99.56±1.93 98.56±1.24 

 
 
ส่วนสกัดย่อย
น้้า 

3.125  96.47±1.99 0.25±7.77  
 

103.54 ± 26.32 
 

 

6.25  96.41±1.93 (-)6.14±11.83 
12.5  95.72±2.15 9.01±2.56 
25  95.39±1.93 28.69±4.94 
50  95.91±1.97 41.72±3.04 

เซลล์ควบคุม 100±0.00  
 LPS 95.70±1.99 0.00±0.00  
AG (50 µM)  58.22±2.08  

 

 จากนั้นน้าส่วนสกัดย่อยเอทิลอะซิเตตของใบสาบแร้งสาบกาซึ่งเป็นส่วนสกัดท่ีสามารถยับยั้ง
ปริมาณไนตริกออกไซต์ได้ดีที่สุดโดยไม่แสดงความเป็นพิษต่อเซลล์ มาท้าการแยกองค์ประกอบทางเคมี
โดยเทคนิคคอลัมน์โครมาโตกราฟี ได้ส่วนสกัดย่อย 10 ส่วน (F1-F10) ดังแสดงร้อยละน้้าหนักแห้งของ
ส่วนสกัดย่อยในตารางที่ 3-3  จากนั้นน้าส่วนสกัดท้ัง 10 ที่ความเข้มข้น 10 และ 50 ไมโครกรัมต่อ
มิลลิลิตร ไปวิเคราะห์ฤทธิ์ยับยั้งการผลิตไนตริกออกไซด์ และทดสอบความเป็นพิษต่อเซลล์ด้วยวิธี MTT 
เพ่ือแยกสารตามเทคนิค bioassay-guided isolation และดังแสดงผลในตารางที่ 3-4 
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ตารางที ่3-3 ร้อยละน้้าหนักแห้งของส่วนสกัดย่อยที่แยกได้จากส่วนสกัดย่อยเอทิลอะซิเตทของใบสาบแร้ง
สาบกา 

ส่วนสกัดย่อย น้้าหนักแห้ง (กรัม) ร้อยละของน้้าหนักแห้ง 

F1 0.23 0.38 

F2 4.65 7.75 

F3 2.94 4.9 

F4 1.69 2.81 

F5 0.54 0.9 

F6 5.58 9.3 

F7 3.28 5.46 

F8 8.62 14.36 

F9 15.0 25.0 

F10 15.58 25.96 
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ตารางที่ 3-4 การยับยั้งการผลิตไนตริกออกไซด์ของเซลล์แมคโครฟาจที่สัมผัสกับส่วนสกัดย่อย SF1-SF10 
ที่ถูกกระตุ้นด้วย LPS เป็นเวลานาน 24 ชั่วโมง 

ส่วนสกัดย่อย ความเข้มข้น 

(ไมโครกรัม/มิลลิลิตร) 

เปอร์เซ็นต์การยับยั้งการ
ผลิตไนตริกออกไซด์ 

เปอร์เซ็นต์การมีชีวิตรอด 

Control - - 100.00 

LPS 1 0.00 77.87 

F1 

10+LPS 4.26 91.13 

50+LPS 2.58 95.39 

50 - 103.05 

F2 

10+LPS 75.88 96.05 

50+LPS 98.81 9.13 

50 - 3.92 

F3 

10+LPS 77.89 68.79 

50+LPS 97.64 12.64 

50 - 4.10 

F4 

10+LPS 89.77 94.62 

50+LPS 99.09 63.61 

50 - 35.30 

F5 

10+LPS 94.33 91.66 

50+LPS 98.48 6.18 

50 - 6.67 

F6 

10+LPS 97.10 94.36 

50+LPS 95.76 12.42 

50 - 10.91 
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ส่วนสกัดย่อย ความเข้มข้น 

(ไมโครกรัม/มิลลิลิตร) 

เปอร์เซ็นต์การยับยั้งการ
ผลิตไนตริกออกไซด์ 

เปอร์เซ็นต์การมีชีวิตรอด 

F7 

10+LPS 93.74 80.26 

50+LPS 96.21 9.69 

50 - 9.46 

F8 

10+LPS 34.91 79.40 

50+LPS 90.99 94.88 

50 - 100.91 

F9 

10+LPS 43.12 86.37 

50+LPS 86.89 100.84 

50 - 99.91 

F10 

10+LPS 28.05 76.60 

50+LPS 52.35 90.67 

50 - 100.50 

 

3.3 ฤทธิ์การยับยั้งการผลิตไนตริกออกไซด์ของส่วนสกัดย่อยที่แยกได้จากส่วนสกัดย่อย F8 
ของส่วนสกัดย่อยเอทิลอะซิเตตจากใบสาบแร้งสาบกา 
 ท้าการแยกสารจากส่วนสกัดย่อย F8 ของส่วนสกัดย่อยเอทิลอะซิเตตของใบสาบแร้งสาบกาด้วย
เทคนิคแฟลชคอลัมน์โครมาโทกราฟี และวิเคราะห์การแยกสารด้วยเทคนิค TLC ได้ส่วนสกัดย่อยทั้งหมด 
14 ส่วนสกัด (F8.1 ถึง F8.14) พบว่า ส่วนสกัดย่อย F8.13 มีเปอร์เซ็นต์น้้าหนักแห้งสูงที่สุด และส่วนสกัด
ย่อย F8.5 มีเปอร์เซ็นต์น้้าหนักแห้งต่้าที่สุด (ตารางที่ 3-5) 
 เมื่อให้เซลล์แมคโครฟาจ RAW 264.7 สัมผัสกับส่วนสกัดย่อย F8.1 ถึง F8.14 ที่ความเข้มข้น 10 
และ 50 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ร่วมกับ LPS พบว่า ส่วนสกัดย่อย F8.1 ถึง F8.8 ที่ความเข้มข้น 10 และ 
50 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร สามารถยับยั้งการผลิตไนตริกออกไซด์ได้อย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติเมื่อ
เปรียบเทียบกับเซลล์ที่สัมผัสกับ LPS เพียงอย่างเดียว ซึ่งส่วนสกัดย่อย F8.4 ถึง F8.6 มีการยับยั้งการ
ผลิตไนตริกออกไซด์ได้สูงที่สุดที่ความเข้มข้น 10 และ 50 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร (ตารางที่ 3-6) โดยส่วน
สกัดย่อย F8.4 มีเปอร์เซ็นต์การยับยั้งการผลิตไนตริกออกไซด์ที่ความเข้มข้น 10 และ 50 ไมโครกรัมต่อ
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มิลลิลิตร เท่ากับ 95.45 ± 0.82 และ 86.35 ± 1.86 เปอร์เซ็นต์ ส่วนสกัดย่อย F8.5 มีเปอร์เซ็นต์การ
ยับยั้งการผลิตไนตริกออกไซด์ที่ความเข้มข้น 10 และ 50 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร เท่ากับ 95.94 ± 1.87 
และ 89.70 ± 1.65 เปอร์เซ็นต์ และส่วนสกัดย่อย F8.6 มีเปอร์เซ็นต์การยับยั้งการผลิตไนตริกออกไซด์ที่
ความเข้มข้น 10 และ 50 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร เท่ากับ 88.88 ± 0.92 และ 96.44 ± 0.92 เปอร์เซ็นต์ 
ตามล้าดับ ส่วนส่วนสกัดย่อย F8.9 ถึง F8.14 สามารถยับยั้งการผลิตไนตริกออกไซด์ได้อย่างมีนัยส้าคัญ
ทางสถิติที่ความเข้มข้น 50 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร เมื่อเปรียบเทียบกับเซลล์ที่สัมผัสกับ LPS เพียงอย่าง
เดียว ในขณะที่ที่ความเข้มข้น 10 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ไม่สามารถยับยั้งการผลิตไนตริกออกไซด์ได้
อย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติเมื่อเปรียบเทียบกับเซลล์ที่สัมผัสกับ LPS เพียงอย่างเดียว (ตารางที่ 3-6) ส่วน 
aminoguanidine ที่ความเข้มข้น 50 ไมโครโมลาร์ สามารถยับยั้งการผลิตไนตริกออกไซด์ได้ 41.59 ± 
5.42 เปอร์เซ็นต ์ 

การศึกษาความมีชีวิตรอดของเซลล์แมคโครฟาจ RAW 264.7 ที่สัมผัสกับส่วนสกัดย่อย F8.1 ถึง 
F8.14 ที่ความเข้มข้น 10 และ 50 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร และ aminoguanidine ในสภาวะที่มีหรือไม่มี 
LPS พบว่า เซลล์มีความมีชีวิตรอดมากกว่า 80 เปอร์เซ็นต์ ยกเว้นส่วนสกัดย่อย F8.3, F8.4, F8.5, F8.6, 
F8.8 และ F8.11 ส่วนสกัดที่ความเข้มข้น 50 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ในสภาวะที่มี LPS เซลล์มีเปอร์เซ็นต์
ความมีชีวิตรอดอยู่ที่ 69.43 ± 19.39, 6.38 ± 0.35, 7.09 ± 0.09, 6.27 ± 0.25, 40.00 ± 2.31 และ 
76.42 ± 3.14 เปอร์เซ็นต์ ตามล้าดับ ส่วนในสภาวะที่มีแต่ส่วนสกัดย่อย ไม่มี LPS เปอร์เซ็นต์ความมีชีวิต
รอดของเซลล์อยู่ที่ 49.07 ± 3.44, 6.19 ± 0.60, 7.65 ± 0.71, 6.94 ± 0.34, 70.40 ± 5.52 และ 40.01 
± 2.59 เปอร์เซ็นต์ ตามล้าดับ (ตารางที่ 3-7) 

เมื่อพิจารณาจากเปอร์เซ็นต์การยับยั้งการผลิตไนตริกออกไซด์ จะเห็นว่าส่วนสกัดย่อย F8.3 ถึง 
F8.8 เป็นส่วนสกัดย่อยที่มีเปอร์เซ็นต์การยับยั้งการผลิตไนตริกออกไซด์ที่สูง แม้ว่าส่วนสกัดย่อย F8.4 ถึง 
F8.6 ที่ความเข้มข้น 50 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตรนั้นมีเปอร์เซ็นต์ความมีชีวิตรอดที่ต่้า จึงได้น้าส่วนสกัดย่อย 
F8.3 ถึง F8.8 มาท้าการทดสอบความมีชีวิตรอดของเซลล์และการยับยั้งการผลิตไนตริกออกไซด์ที่ความ
เข้มข้น 0.1 ถึง 10 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ในขณะที่ส่วนสกัดย่อย F8.3, F8.7 และ F8.8 ท้าการทดสอบ
ที่ความเข้มข้นเดิม คือ 10 และ 50 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร 

เมื่อให้เซลล์สัมผัสกับส่วนสกัดย่อย F8.4 ถึง F8.6 ที่ความเข้มข้น 0.1, 1 และ 10 ไมโครกรัมต่อ
มิลลิลิตร และ F8.3, F8.7 และ F8.8 ที่ความเข้มข้น 10 และ 50 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตรร่วมกับ LPS 
พบว่า F8.4 ถึง F8.6 ที่ความเข้มข้น 1 และ 10 ไมโครกรัมต่อมลิลิลิตร สามารถยับยั้งการผลิตไนตริกออก
ไซด์ได้อย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติเมื่อเปรียบเทียบกับเซลล์ที่สัมผัสกับ LPS เพียงอย่างเดียว แต่ไม่สามารถ
ยับยั้งได้ที่ความเข้มข้น 0.1 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร โดยส่วนสกัดย่อย F8.4 สามารถยับยั้งการผลิตไนตริ
กออกไซด์ได้สูงที่สุดที่ความเข้มข้น 1 และ 10 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร มีเปอร์เซ็นการยับยั้งเท่ากับ 41.29 
± 16.03 และ 95.91 ± 1.20 เปอร์เซ็นต์ ตามล้าดับ ส่วน F8.3, F8.7 และ F8.8 ที่ความเข้มข้น 10 และ 
50 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร สามารถยับยั้งการผลิตไนตริกออกไซด์ได้อย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติเมื่อ
เปรียบเทียบกับเซลล์ที่สัมผัสกับ LPS เพียงอย่างเดียว โดยส่วนสกัด F8.3, F8.7 และ F8.8 มี
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ความสามารถในการยับยั้ งการผลิตไนตริกออกไซด์ ได้ดี ไม่แตกต่างจากผลใน รูปที่  3-1 ส่วน 
aminoguanidine ที่ความเข้มข้น 50 ไมโครโมลาร์ สามารถยับยั้งการผลิตไนตริกออกไซด์ได้ 39.53 ± 
5.86 เปอร์เซ็นต ์ 
 

ตารางที่ 3-5 เปอร์เซ็นต์น้้าหนักแห้งของส่วนสกัดย่อยที่แยกได้จากส่วนสกัดย่อย F8 ของส่วนสกัดย่อย
เอทิลอะซิเตตจากใบสาบแร้งสาบกา 

ส่วนสกัดย่อย น้้าหนักแห้ง (มิลลิกรัม) เปอร์เซ็นต์น้้าหนักแห้ง 

F8.1 20.5 0.24 

F8.2 9.1 0.11 

F8.3 11.4 0.13 

F8.4 58.3 0.68 

F8.5 6.0 0.07 

F8.6 205.1 2.41 

F8.7 345.4 4.06 

F8.8 248.6 2.92 

F8.9 261.6 3.08 

F8.10 55.9 0.66 

F8.11 305.6 3.60 

F8.12 1,347.8 15.86 

F8.13 1,935.3 22.77 

F8.14 795.8 9.36 

รวม 5,606.4 65.95 

 
หมายเหตุ : เปอร์เซ็นต์น้้าหนักแห้งของส่วยสกัดย่อย F8.1 ถึง F8.14 เทียบกับส่วนสกัดย่อย F8 เริ่มต้น 
8,500 มิลลิกรัม 
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ตารางที่ 3-6 เปอร์เซ็นต์การยับยั้งการผลิตไนตริกออกไซด์ในเซลล์แมคโครฟาจ RAW 264.7 ที่สัมผัสกับ
ส่วนสกัดย่อย F8.1-F8.14 
 

 

สารทดสอบ 

LPS 

(1 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร) 

เปอร์เซ็นต์การยับยั้ง
การผลิตไนตริกออก

ไซด์ 

control - - 

LPS + 0.00 ± 0.00 

F8.1 10 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร  + 10.39 ± 3.91 

50 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร + 95.86 ± 2.11 

F8.2 10 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร  + 26.02 ± 8.36 

50 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร + 97.21 ± 0.62 

F8.3 10 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร  + 47.19 ± 4.84 

50 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร + 96.96 ± 0.42 

F8.4 10 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร  + 95.45 ± 0.82 

50 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร + 86.35 ± 1.86 

F8.5 10 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร  + 95.94 ± 1.87 

50 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร + 89.70 ± 1.65 

F8.6 10 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร  + 88.88 ± 0.92 

50 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร + 96.44 ± 0.92 

F8.7 10 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร  + 39.74 ± 12.79 

50 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร + 97.66 ± 0.90 

F8.8 10 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร  + 70.86 ± 19.01 

50 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร + 97.29 ± 1.96 
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สารทดสอบ 

LPS 

(1 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร) 

เปอร์เซ็นต์การยับยั้ง
การผลิตไนตริกออก

ไซด์ 

F8.9 10 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร  + 28.84 ± 25.78 

50 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร + 89.11 ± 4.84 

F8.10 10 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร  + 26.47 ± 21.74 

50 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร + 86.39 ± 5.82 

F8.11 10 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร  + 9.90 ± 9.00 

50 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร + 75.89 ± 10.47 

F8.12 10 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร  + 19.63 ± 14.85 

50 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร + 82.03 ± 9.87 

F8.13 10 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร  + 22.45 ± 15.71 

50 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร + 78.17 ± 10.62 

F8.14 10 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร  + 13.91 ± 15.91 

50 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร + 82.58 ± 9.50 

AG  + 41.59 ± 5.42 
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ตารางที่ 3-7 เปอร์เซ็นต์การมีชีวิตรอดของเซลล์แมคโครฟาจ RAW 264.7 ที่สัมผัสกับส่วนสกัดย่อย F8.1 
ถึง F8.14 
 

 

สารทดสอบ 

 

เปอร์เซ็นต์การมีชีวิตรอดของเซลล์ 

มี LPS  

(1 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร) 

ไม่มี LPS 

control - 100.00 ± 0.00 

LPS 89.97 ± 3.09 - 

F8.1 10 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร  95.61 ± 1.30 - 

50 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร 98.56 ± 2.08 97.15 ± 2.05 

F8.2 10 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร  97.03 ± 1.54 - 

50 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร 99.02 ± 2.09 86.41 ± 2.75 

F8.3 10 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร  97.90 ± 0.61 - 

50 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร 69.43 ± 19.39 49.07 ± 3.44 

F8.4 10 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร  89.69 ± 7.21 - 

50 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร 6.38 ± 0.35 6.19 ± 0.60 

F8.5 10 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร  97.28 ± 0.95 - 

50 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร 7.09 ± 0.09 7.65 ± 0.71 

F8.6 10 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร  96.27 ± 0.54 - 

50 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร 6.27 ± 0.25 6.94 ± 0.34 

F8.7 10 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร  94.24 ± 2.82 - 

50 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร 84.71 ± 10.11 70.40 ± 5.52 

F8.8 10 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร  97.09 ± 6.70 - 

50 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร 40.00 ± 2.31 40.01 ± 2.59 
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สารทดสอบ 

 

เปอร์เซ็นต์การมีชีวิตรอดของเซลล์ 

มี LPS  

(1 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร) 

ไม่มี LPS 

F8.9 10 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร  100.21 ± 2.86 - 

50 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร 99.63 ± 4.43 95.62 ± 4.88 

F8.10 10 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร  94.72 ± 6.34 - 

50 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร 100.57 ±2.52 94.70 ± 4.71 

F8.11 10 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร  92.71 ± 6.00 - 

50 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร 76.42 ± 3.14 87.94 ± 2.16 

F8.12 10 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร  95.89 ± 4.50 - 

50 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร 100.93 ± 2.30 88.74 ± 16.56 

F8.13 10 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร  95.21 ± 4.72 - 

50 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร 102.12 ± 0.99 97.31 ± 2.38 

F8.14 10 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร  96.35 ± 3.43 - 

50 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร 101.24 ± 1.77 101.11 ± 2.27 

AG 98.24 ± 0.55 - 

 

การศึกษาความมีชีวิตรอดของเซลล์แมคโครฟาจ RAW 264.7 ที่สัมผัสกับส่วนสกัดย่อย F8.4 ถึง 
F8.6 ที่ความเข้มข้น 0.1, 1 และ 10 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร และส่วนสกัดย่อย F8.3, F8.7 และ F8.8 ที่
ความเข้มข้น 10 และ 50 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร และ aminoguanidine ในสภาวะที่มีหรือไม่มี LPS 
พบว่า เซลล์มีความมีชีวิตรอดมากกว่า 80 เปอร์เซ็นต์ ยกเว้นส่วนสกัดย่อย F8.3 และ F8.8 ที่ความ
เข้มข้น 50 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร มีเปอร์เซ็นต์ความมีชีวิตรอดอยู่ที่ 36.53 ± 6.61 และ 48.57 ± 2.46 
ตามล้าดับ ในสภาวะที่มี LPS ส่วนสกัดย่อย F8.4 ที่ความเข้มข้น 10 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร มีเปอร์เซ็นต์
ความมีชีวิตรอดอยู่ที่ 73.61 ± 9.27 ในสภาวะที่มี LPS และส่วนสกัดย่อย F8.4 และ F8.5 ที่ความเข้มข้น 
10 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร มีเปอร์เซ็นต์ความมีชีวิตรอดอยู่ที่ 60.11 ± 14.10 และ 76.54 ± 13.21 
ตามล้าดับในสภาวะที่ไม่มี LPS เมื่อเปรียบเทียบกับเซลล์ควบคุมท่ีไม่ได้สัมผัสกับส่วนสกัดย่อย (รูปที่ 3-2) 
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รูปที่ 3-1 เปอร์เซ็นต์การยับยั้งการผลิตไนตริกออกไซด์ในเซลล์แมคโครฟาจ RAW 264.7 ที่สัมผัสส่วน
สกัดย่อย F8.4 ถึง F8.6 ที่ความเข้มข้น 0.1, 1 และ 10 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร และ F8.3, F8.7 และ 
F8.8 ที่ความเข้มข้น 50 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ในสภาวะที่มีหรือไม่มี LPS เป็นเวลา 24 ชั่วโมง ข้อมูล
แสดงเป็นค่าเฉลี่ย ± ค่าเบี่ยงเบนมาตรฐานของการทดลอง 3 ครั้งที่เป็นอิสระต่อกัน แต่ละครั้งท้า 3 ซ้้า   
* p < 0.05, ** p < 0.01, *** p < 0.001 เมื่อเปรียบเทียบกับเซลล์ที่สัมผัสกับ LPS เพียงอย่างเดียว 
โดยให้ LPS = เซลล์ที่สัมผัสกับ LPS เพียงอย่างเดียว, AG = เซลล์ที่สัมผัสกับ aminoguanidine ที่ความ
เข้มข้น 50 ไมโครโมลาร์ 
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รูปที่ 3-2 ผลของความมีชีวิตรอดของเซลล์แมคโครฟาจ RAW 264.7 ที่สัมผัสกับส่วนสกัดย่อย F8.3 ถึง 
F8.8 ในสภาวะที่มีหรือไม่มี LPS เป็นเวลา 24 ชั่วโมง ข้อมูลแสดงเป็นค่าเฉลี่ย ± ค่าเบี่ยงเบนมาตรฐาน
ของการทดลอง 3 ครั้งที่เป็นอิสระต่อกัน แต่ละครั้งท้า 3 ซ้้า, * p < 0.05, ** p < 0.01, *** p < 0.001 
เมื่อเปรียบเทียบกับเซลล์ควบคุมที่ไม่ได้สัมผัสกับสารทดสอบ โดยให้ control = เซลล์ควบคุมที่ไม่ถูก
กระตุ้น, LPS = เซลล์ที่สัมผัสกับ LPS เพียงอย่างเดียว, AG = เซลล์ที่สัมผัสกับ aminoguanidine ที่
ความเข้มข้น 50 ไมโครโมลาร์ 
 

ขั้นต่อไปท้าการแยกสารเคมีจากส่วนสกัดย่อย F8.8 ของส่วนสกัดย่อยเอทิลอะซิเตตจากใบ
สาบแร้งสาบกา โดยซิลิกาเจลคอลัมน์โครมาโทกราฟี ได้สารทั้งหมด 6 ส่วนสกัดย่อย (F8.8-1 ถึง F8.8-6) 
ดังแสดงเปอร์เซ็นต์น้้าหนักแห้งของส่วนสกัดย่อยที่แยกได้ในตารางที่ 3-8 
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ตารางที่ 3-8 เปอร์เซ็นต์น้้าหนักแห้งของส่วนสกัดย่อยที่แยกได้จากส่วนสกัดย่อย F8.8 ของส่วนสกัดย่อย
เอทิลอะซิเตตจากใบสาบแร้งสาบกา 
 

ส่วนสกัดย่อย น้้าหนักแห้ง (มิลลิกรัม) เปอร์เซ็นต์น้้าหนักแห้ง 

F8.8-1 5.6 2.39 

F8.8-2 15.3 6.54 

F8.8-3 94.6 40.43 

F8.8-4 8.3 3.55 

F8.8-5 31.4 13.42 

F8.8-6 20.7 8.85 

รวม 175.9 75.17 

 
หมายเหตุ : เปอร์เซ็นต์น้้าหนักแห้งของส่วยสกัดย่อย F8.8-1 ถึง F8.8-6 เทียบกับส่วนสกัดย่อย F8.8 
เริ่มต้น 234 มิลลิกรัม 
 

3.4 ฤทธิ์การยับยั้งการผลิตไนตริกออกไซด์ของส่วนสกัดย่อยที่แยกได้จากส่วนสกัดย่อย F9 
ของส่วนสกัดย่อยเอทิลอะซิเตตจากใบสาบแร้งสาบกา 
 ท้าการแยกสารจากส่วนสกัดย่อย F9 ของส่วนสกัดย่อยเอทิลอะซิเตตจากใบสาบแร้งสาบกาด้วย
เทคนิค HPLC ได้ส่วนสกัดย่อยทั้งหมด 4 ส่วนสกัด (F9.1 ถึง F9.4) พบว่า ส่วนสกัดย่อย F9.1 มี
เปอร์เซ็นต์น้้าหนักแห้งสูงสุด และ F9.2 มีเปอร์เซ็นต์น้้าหนักแห้งต่้าที่สุด ดังแสดงในตารางที่ 3-9 

เมื่อให้เซลล์สัมผัสกับส่วนสกัดย่อย F9.1 ถึง F9.4 ที่ความเข้มข้น 10 และ 50 ไมโครกรัมต่อ
มิลลิลิตร ร่วมกับ LPS พบว่า ส่วนสกัดย่อย F9.1 ถึง F9.4 สามารถลดการผลิตไนตริกออกไซด์ได้อย่างมี
นัยส้าคัญทางสถิติ เมื่อเปรียบเทียบกับเซลล์ที่สัมผัสกับ LPS เพียงอย่างเดียว โดยส่วนสกัดย่อย F9.4 
สามารถลดการผลิตไนตริกออกไซด์ได้สูงที่สุดที่ความเข้มข้น 10 และ 50 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร มี
เปอร์เซ็นต์การยับยั้งการผลิตไนตริกออกไซด์เท่ากับ 59.87 ± 11.32 เปอร์เซ็นต์ และ 96.88 ± 0.98 
เปอร์เซ็นต์ ตามล้าดับ ในขณะที่ส่วนสกัดย่อย F9.1 สามารถลดการผลิตไนตริกออกไซด์ได้ต่้าที่สุดที่ความ
เข้มข้น 10 และ 50 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร มีเปอร์เซ็นต์การยับยั้งการผลิตไนตริกออกไซด์เท่ากับ 29.18 
± 8.73 เปอร์เซ็นต์ และ 67.42 ± 9.97 เปอร์เซ็นต์ ตามล้าดับ (รูปที่ 3-3) ส่วน aminoguanidine ที่
ความเข้มข้น 50 ไมโครโมลาร์ สามารถยับยั้งการผลิตไนตริกออกไซด์ได้ 58.17 ± 4.06 เปอร์เซ็นต ์
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 การศึกษาความมีชีวิตรอดของเซลล์แมคโครฟาจ RAW 264.7 ที่สัมผัสกับส่วนสกัดย่อย F9.1 ถึง 
F9.4 ที่ความเข้มข้น 10 และ 50 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร และ aminoguanidine ในสภาวะที่มีหรือไม่มี 
LPS พบว่า เซลล์มีความมีชีวิตรอดมากกว่า 80 เปอร์เซ็นต์ เมื่อเปรียบเทียบกับเซลล์ควบคุมที่ไม่ได้สัมผัส
กับสารทดสอบ (รูปที่ 3-4) 
 

ตารางที่ 3-9 เปอร์เซ็นต์น้้าหนักแห้งของส่วนสกัดย่อยที่แยกได้จากส่วนสกัดย่อย F9 ของส่วนสกัดย่อย
เอทิลอะซิเตตจากใบสาบแร้งสาบกา 
 

ส่วนสกัดย่อย น้้าหนักแห้ง (มิลลิกรัม) เปอร์เซ็นต์น้้าหนักแห้ง 

F9.1 132.8 55.33 

F9.2 7.3 3.04 

F9.3 9.3 3.88 

F9.4 8.0 3.33 

รวม 157.4 65.58 

 
หมายเหตุ : เปอร์เซ็นต์น้้าหนักแห้งของส่วยสกัดย่อย F9.1 ถึง F9.4 เทียบกับส่วนสกัดย่อย F9 เริ่มต้น 
240 มิลลิกรัม 
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รูปที่-3-3 เปอร์เซ็นต์การยับยั้งการผลิตไนตริกออกไซด์ในเซลล์แมคโครฟาจ RAW 264.7 ที่สัมผัสส่วน
สกัดย่อย F9.1 ถึง F9.4 ที่ความเข้มข้น 10 และ 50 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ในสภาวะที่มี LPS เป็นเวลา 
24 ชั่วโมง ข้อมูลแสดงเป็นค่าเฉลี่ย ± ค่าเบี่ยงเบนมาตรฐานของการทดลอง 3 ครั้งที่เป็นอิสระต่อกัน แต่
ละครั้งท้า 3 ซ้้า * p < 0.05, ** p < 0.01, *** p < 0.001 เมื่อเปรียบเทียบกับเซลล์ที่สัมผัสกับ LPS 
เพียงอย่างเดียว โดยให้ LPS = เซลล์ที่สัมผัสกับ LPS เพียงอย่างเดียว, AG = เซลล์ที่สัมผัสกับ 
aminoguanidine ที่ความเข้มข้น 50 ไมโครโมลาร์ 
 

 

รูปที่ 3-4 ผลของความมีชีวิตรอดของเซลล์แมคโครฟาจ RAW 264.7 ที่สัมผัสกับส่วนสกัดย่อย F9.1 ถึง 
F9.4 ในสภาวะที่มีหรือไม่มี LPS เป็นเวลา 24 ชั่วโมง ข้อมูลแสดงเป็นค่าเฉลี่ย ± ค่าเบี่ยงเบนมาตรฐาน
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ของการทดลอง 3 ครั้งที่เป็นอิสระต่อกัน แต่ละครั้งท้า 3 ซ้้า, * p < 0.05, ** p < 0.01 เมื่อเปรียบเทียบ
กับเซลล์ควบคุมที่ไม่ได้สัมผัสกับสารทดสอบ โดยให้ control = เซลล์ควบคุมที่ไม่ถูกกระตุ้น, LPS = 
เซลล์ที่สัมผัสกับ LPS เพียงอย่างเดียว, AG = เซลล์ที่สัมผัสกับ aminoguanidine ที่ความเข้มข้น 50 ไม
โครโมลาร 
 

3.5 การวิเคราะห์สาร quercetin-3-o-rhamnopyranoside และ quercetin ในส่วน
สกัดย่อยที่แยกได้จากใบสาบแร้งสาบกา 
 ท้าการวิเคราะห์ลายพิมพ์ของส่วนสกัดย่อย F8-F10 ที่แยกได้จากใบสาบแร้งสาบกาด้วยเทคนิค 
HPLC ที่ความยาวคลื่น 370 nm พบว่ามีโครมาโทแกรมของ HPLC ดังแสดงในรูปที่ 3-5 นอกจากนี้ยัง
พบว่าส่วนสกัดย่อย F8-F10 มีสาร quercetin-3-o-rhamnopyranoside เป็นองค์ประกอบ ในขณะที่มี
เพียงส่วนสกัดย่อย F8-F9 ที่มีสาร quercetin เป็นองค์ประกอบ 

 (A) 

 
 

รูปที่-3-5 โครมาโทแกรม HPLC ของสารมาตรฐาน quercetin และ quercetin-3-O-

rhamnopyranoside (A) และส่วนสกัดย่อย F8 (B), F9 (C) and F10 (D) ที่แยกได้จากส่วน

สกัดย่อยเอทิลอะซิเตตของใบสาบแร้งสาบกา 
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(B) 

 

 

รูปที่-3-5 (ต่อ) โครมาโทแกรม HPLC ของสารมาตรฐาน quercetin และ quercetin-3-O-

rhamnopyranoside (A) และส่วนสกัดย่อย F8 (B), F9 (C) and F10 (D) ที่แยกได้จากส่วน

สกัดย่อยเอทิลอะซิเตตของใบสาบแร้งสาบกา 
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 (C) 

 

 

รูปที่-3-5 (ต่อ) โครมาโทแกรม HPLC ของสารมาตรฐาน quercetin และ quercetin-3-O-

rhamnopyranoside (A) และส่วนสกัดย่อย F8 (B), F9 (C) and F10 (D) ที่แยกได้จากส่วน

สกัดย่อยเอทิลอะซิเตตของใบสาบแร้งสาบกา 
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 (D) 

 

 

รูปที่-3-5 (ต่อ) โครมาโทแกรม HPLC ของสารมาตรฐาน quercetin และ quercetin-3-O-

rhamnopyranoside (A) และส่วนสกัดย่อย F8 (B), F9 (C) and F10 (D) ที่แยกได้จากส่วน

สกัดย่อยเอทิลอะซิเตตของใบสาบแร้งสาบกา 
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 สาร quercetin และ quercetin-3-O-rhamnopyranoside ที่เป็นองค์ประกอบในใบสาบแร้ง
สาบกามาทดสอบฤทธิ์การต้านอักเสบพบว่า quercetin ที่ความเข้มข้น 6.25-100 ไมโครโมลาร์สามารถ
ยับยั้งการผลิตไนตริกออกไซด์ในลักษณะที่ขึ้นกับความเข้มข้น โดยไม่มีพิษต่อเซลล์อย่างมีนัยส้าคัญทาง
สถิติ (รูปที่ 3-6) อีกสารหนึ่งคือ quercetin-3-O-rhamnopyranoside ที่ความเข้มข้น 100--200 ไมโคร
โมลาร์ สามารถยับยั้งการผลิตไนตริกออกไซด์ได้อย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติ และความมีชีวิตรอดของเซลล์ที่
สัมผัสกับสารที่ความเข้มข้นสูงถึง 200 ไมโครโมลาร์มีค่ามากกว่า 90 % (รูปที่ 3-7) จากนั้นท้าการศึกษา
กลไกการต้านอักเสบของสาร quercetin และ quercetin-3-O-rhamnopyranoside พบว่าสาร 
quercetin ที่ความเข้มข้น 12.5-100 ไมโครโมลาร์ยับยั้งการแสดงออกของโปรตีน iNOS และ COX-2 
(รูปที่ 3-8) ในขณะที่สาร quercetin-3-O-rhamnopyranoside ที่ความเข้มข้น 100--200 ไมโครโมลาร์ 
ยับยั้งการแสดงออกของโปรตีน iNOS แต่ทุกความเข้มข้น (25--200 ไมโครโมลาร์) ไม่สามารถยับยั้งการ
แสดงออกของโปรตีน COX-2 ได ้(รูปที่ 3-9) 
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(A) 

 
 (B) 

 
รูปที่ 3-6 การผลิตไนตริกออกไซด์ในเซลล์แมคโครฟาจหนู RAW 264.7 ที่ถูกบ่มด้วยสาร 

quercetin ที่ความเข้มข้นต่างๆ และ LPS  เป็นเวลา 24 ชั่วโมง (A) และความมีชีวิตรอดของเซลล์เมื่อ
ประเมินด้วย MTT assay (B) ข้อมูลทีแ่สดงเป็นค่าเฉลี่ย ± ค่าเบี่ยงเบนมาตรฐานของการทดลองอย่าง
น้อย 3 ครั้ง ที่อิสระต่อกัน แต่ละครั้งท้า 3 ซ้้า **, *** p<0.01 และ p<0.001 ตามล้าดับ เมื่อ
เปรียบเทียบกับเซลล์ที่สัมผัสกับ LPS เพียงอย่างเดียว 
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 (A) 

 
(B) 

 
รูปที่ 3-7 การผลิตไนตริกออกไซด์ในเซลล์แมคโครฟาจหนู RAW 264.7 ที่ถูกบ่มด้วยสาร 

quercetin-3-O-rhamnopyranoside ที่ความเข้มข้นต่างๆ และ LPS  เป็นเวลา 24 ชั่วโมง (A) และ
ความมีชีวิตรอดของเซลล์เมื่อประเมินด้วย MTT assay (B) ข้อมูลทีแ่สดงเป็นค่าเฉลี่ย ± ค่าเบี่ยงเบน
มาตรฐานของการทดลองอย่างน้อย 3 ครั้ง ที่อิสระต่อกัน แต่ละครั้งท้า 3 ซ้้า *, *** p<0.05 และ 
p<0.001 ตามล้าดับ เมื่อเปรียบเทียบกับเซลล์ที่สัมผัสกับ LPS เพียงอย่างเดียว 
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(A) 

 
 

(B) 

 
รูปที่ 3-8 ผลของสาร quercetin ต่อการแสดงออกของโปรตีน iNOS (A) และ COX-2 (B) ใน

เซลล์แมคโครฟาจหนู RAW 264.7 ที่ถูกบ่มด้วยสาร MCC ที่ความเข้มข้นต่างๆ และ LPS เป็นเวลา 24 

ชั่วโมง ผล Western blot ที่แสดงเป็นตัวแทนของการทดลองท่ีเป็นอิสระต่อกัน 3 ซ้้า  
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(A) 

 
 

(B) 

 
รูปที่ 3-9 ผลของสาร quercetin-3-O-rhamnopyranoside ต่อการแสดงออกของโปรตีน 

iNOS (A) และ COX-2 (B) ในเซลล์แมคโครฟาจหนู RAW 264.7 ที่ถูกบ่มด้วยสาร MCC ที่ความเข้มข้น

ต่างๆ และ LPS เป็นเวลา 24 ชั่วโมง ผล Western blot ที่แสดงเป็นตัวแทนของการทดลองที่เป็นอิสระ

ต่อกัน 3 ซ้้า  
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บทท่ี 4 

อภิปรายและสรุปผลการทดลอง 

 

4.1 อภิปรายผลการทดลอง 
การศึกษานี้เป็นโครงการต่อเนื่องได้ท้าการเก็บพืชสมุนไพรจากโครงการพัฒนาป่าชุมชนบ้านอ่าง

เอ็ด (มูลนิธิชัยพัฒนา) จังหวัดจันทบุรี จ้านวน 21 ชนิด เพ่ือน้ามาทดสอบฤทธิ์ต้านการอักเสบของพืช
สมุนไพร พบว่าส่วนสกัดเอทานอลของใบสาบแร้งสาบออกฤทธิ์ต้านการอักเสบ โดยยับยั้งการผลิตไนตริก 
ออกไซด์ และพรอสตาแกลนดิน E2 ไดด้ี สอดคล้องกับการรายงานการต้านอักเสบของต้นสาบแร้งสาบกา
ในสัตว์ทดลอง (Moura et al., 2005; Biradar et al.,  2011; Rahman et al., 2012; Awad et al., 
2013) แม้ว่าจะมีการรายงานการแยกสารพฤษเคมีจากต้นสาบแร้งสาบกาว่ามี monoerpene, 
sesquiterpene, chromene, chromone, benzofuran, coumarin, flavonoids, triterpenes, 
sterols, alkaloids and amino acid (Okunade, 2002; Shailajan  et al., 2013) แต่ยังไมม่ีการ
รายงานถึงสารออกฤทธิ์ที่พบในใบสาบแร้งสาบกาที่ได้จากโครงการพัฒนาป่าชุมชนบ้านอ่างเอ็ด (มูลนิธิชัย
พัฒนา) จังหวัดจันทบุรี ในการศึกษาปีที่สองนี้จึงท้าการแยกสารกึ่งบริสุทธิ์ที่มีฤทธิ์ต้านการอักเสบในใบ
สาบแร้งสาบกา โดยการสกัดล้าดับส่วนของส่วนสกัดเอทานอลได้ส่วนสกัดย่อยเฮกเซน ส่วนสกัดย่อยเอทิลอะ
ซิเตต และส่วนสกัดย่อยน้้า พบว่าส่วนสกัดย่อยเอทิลอะซิเตตมีประสิทธิภาพในการยับยั้งการผลิตไนตริก 
ออกไซด์สูงที่สุด ซึ่งอดคล้องกับการศึกษาของ Awad et al. (2013) ที่พบว่าส่วนสกัดย่อยเอทิลอะซิเตต
ของส่วนสกดัเมทานอลของใบสาบแร้งสาบกามีฤทธิ์ดีที่สุดเช่นกัน  

ดังนั้นเราจึงน้าส่วนสกัดย่อยเอทิลอะซิเตตนี้มาแยกสารด้วยคอลัมน์โครมาโตกราฟฟี ได้เป็นส่วน
สกัดย่อย (F1-F10) หลังทดสอบฤทธิ์การยับยั้งการผลิตไนตริกออกไซด์ พบว่าส่วนสกัดย่อย F2-F10 มี
ฤทธิ์ต้านการอักเสบที่ดี  แต่เปอร์เซ้นต์การรอดชีวิตของเซลล์ที่สัมผัสกับส่วนสกัดย่อย F2-F7 ลดลงอย่าง
มาก แต่ส่วนสกัดย่อย F8-F10 ไม่ท้าให้เซลล์ตายอย่างมีนับส้าคัญทางสถิติ ผลการทดลองแสดงให้เห็นว่า
การลดลงของไนไตรท์ในเซลล์ที่สัมผัสกับส่วนสกัดย่อย F2-F7 นี้เป็นผลมาจากเซลล์ตาย และในขณะที่
การลดลงของปริมาณไนไตรท์ของเซลล์ที่สัมผัสกับส่วนสกัดย่อย F8-F10 นี้เป็นผลมาจากฤทธิ์ต้านการ
อักเสบของส่วนสกัดย่อย F8-F10 เอง ดังนั้นในการศึกษาต่อไปจึงท้าการแยกสารกึ่งบริสุทธิ์จากส่วนสกัด
ย่อย F8 และ F9 ของส่วนสกัดย่อยเอทิลอะซิเตตจากใบสาบแร้งสาบกา โดยท้าการแยกส่วนสกัดย่อย F8 
ของส่วนสกัดย่อยเอทิลอะซิเตตจากใบสาบแร้งสาบกาด้วยเทคนิคแฟลชคอลัมน์โครมาโทกราฟี ได้สาร
ทั้งหมด 14 ส่วนสกัดย่อย คือ F8.1 ถึง F8.14 จากนั้นน้าไปทดสอบฤทธิ์ในการยับยั้งการผลิตไนตริกออก
ไซด์และความเป็นพิษต่อเซลล์ พบว่าส่วนสกัดย่อย F8.3, F8.7 และ F8.8 ที่ความเข้มข้นทั้งสองสามารถ
ยับยั้งการผลิตไนตริกออกไซด์ได้ใกล้เคียงกัน ส่วนสกัดท่ีความเข้มข้น 50 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตรของทุก
ส่วนสกัด สามารถยับยั้งการผลิตไนตริกออกไซด์ได้สูงมากกว่า 95 เปอร์เซ็นต์ โดยส่วนสกัดย่อย F8.3 
และ F8.8 แสดงความเป็นพิษต่อเซลล์ มีค่าความมีชีวิตรอดประมาณ 50 เปอร์เซ็นต์ ในขณะที่ส่วนสกัด
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ย่อย F8.7 ไม่แสดงความเป็นพิษต่อเซลล์ มีค่าความมีชีวิตรอดมากกว่า 80 เปอร์เซ็นต์ แสดงให้เห็นว่า 
การลดลงของปริมาณไนไตรท์ในเซลล์ที่สัมผัสกับส่วนสกัดย่อย F8.3 และ F8.8 เป็นผลมาจากการตาย
ของเซลล์ ในขณะที่การลดลงของไนไตรท์ในเซลล์ที่สัมผัสกับส่วนสกัดย่อย F8.7 ไม่ได้เป็นผลมาจากการ
ตายของเซลล์ แต่เป็นผลมาจากความสามารถในการยับยั้งการผลิตไนตริกออกไซด์ของส่วนสกัดย่อย F8.7 
ส่วนสกัดย่อย F8.3 ถึง F8.8 ที่ความเข้มข้นทั้งสองที่ทดสอบมีเปอร์เซ็นต์การยับยั้งการผลิตไนตริก 
ออกไซด์ที่สูง โดยส่วนสกัดย่อย F8.4 ถึง F8.6 ที่เข้มข้น 10 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร เซลล์มีชีวิตรอด
มากกว่า 89 เปอร์เซ็นต์ ในขณะที่ความเข้มข้น 50 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตรนั้นมีเปอร์เซ็นต์ความมีชีวิตรอด
ที่ต่้า ดังนั้นการลดลงของปริมาณไนไตรท์ในเซลล์ที่สัมผัสกับส่วนสกัดย่อยเหล่านี้ น่าจะมาจากการตาย
ของเซลล์ ซึ่งเป็นผลจากความเป็นพิษของส่วนสกัดต่อเซลล์ เนื่องจากความเข้มข้นของส่วนสกัดท่ีสูง
เกินไป จึงได้ทดสอบความมีชีวิตรอดของเซลล์และการยับยั้งการผลิตไนตริกออกไซด์ของส่วนสกัดย่อย 
F8.4 ถึง F8.6 ที่ความเข้มข้นต่้า คือ 0.1 ถึง 10 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร พบว่า ที่ความเข้มข้น 0.1 
ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ส่วนสกัดย่อย F8.4 ถึง F8.6 ไม่สามารถยับยั้งการผลิตไนตริกออกไซด์ได้ แต่ที่
ความเข้มข้น 10 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ทุกส่วนสกัดสามารถยับยั้งการผลิตไนตริกออกไซด์ได้สูงใกล้เคียง
กัน คือ มากกว่า 94 เปอร์เซ็นต์ ในขณะที่ความเข้มข้น 1 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร มีเพียงส่วนสกัดย่อย 
F8.4 เท่านั้นที่สามารถยับยั้งการผลิตไนตริกออกไซด์ได้อย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติเมื่อเปรียบเทียบกับเซลล์
ที่สัมผัสกับ LPS เพียงอย่างเดียว โดยที่ไม่แสดงความเป็นพิษต่อเซลล์ แสดงถึงการลดลงของไนไตรท์ใน
เซลล์ที่สัมผัสกับส่วนสกัดย่อย F8.4 ที่ความเข้มข้น 1 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตรไม่ได้เป็นผลมาจากการตาย
ของเซลล์ แต่เป็นผลมาจากความสามารถในการยับยั้งการผลิตไนตริกออกไซด์ของส่วนสกัดย่อยเอง โดย
จากผลการทดลอง จะเห็นได้ว่า ส่วนสกัดย่อย F8.4 ถึง F8.6 นั้น มีฤทธิ์ในการยับยั้งการผลิตไนตริกออก
ไซด์ได้ดีไม่ค่อยแตกต่างกัน และมีเปอร์เซ็นต์ความมีชีวิตรอดใกล้เคียงกัน นอกจากนี้ผลโครมาโทแกรม 
TLC ของส่วนสกัดย่อย F8.4 ถึง F8.6 ที่ปรากฏ (รูปที่ 2-6) ยังมีลักษณะที่คล้ายกันอีกด้วย จึงอาจเป็นไป
ได้ว่า ในส่วนสกัดย่อย F8.4 ถึง F8.6 น่าจะมีสารที่มีคุณสมบัติเหมือนกันหรือน่าจะเป็นสารกลุ่มเดียวกัน
เป็นองค์ประกอบ แต่ทั้งนี้เมื่อเปรียบเทียบผลการยับยั้งการผลิตไนตริกออกไซด์ของส่วนสกัดย่อยจาก F8 
จะเห็นว่าส่วนสกัดย่อย F8.4 มีประสิทธิภาพในการยับยั้งสูงที่สุด แต่เมื่อพิจารณาท่ีเปอร์เซ็นต์น้้าหนักแห้ง
ของส่วนสกัด พบว่าส่วนสกัดย่อย F8.3 ถึง F8.5 มีเปอร์เซ็นต์น้้าหนักแห้งท่ีต่้า ส่วน F8.6 ถึง F8.8 นั้นมี
เปอร์เซ็นต์น้้าหนักแห้งที่สูงกว่า และเม่ือพิจารณาสเปกตรัม NMR ของส่วนสกัดย่อยทั้งหมด (รูปใน
ภาคผนวก ผ-17 ถึง ผ-19) พบว่าส่วนสกัดย่อย F8.8 มีโครงสร้างที่ซับซ้อนน้อยกว่าส่วนสกัดย่อย F8.3 
และ F8.7  ดังนั้นส่วนสกัดย่อย F8.8 จึงถูกน้าไปท้าการแยกสารจากส่วนสกัดย่อย F8.8 ด้วยเทคนิค
แฟลช คอลัมน์โครมาโครมาโทกราฟี ได้ส่วนสัดย่อย 6 ส่วนสกัดย่อย คือ ส่วนสกัดย่อย F8.8.1-F8.8.6 

นอกจากนี้ท้าการแยกสารกึ่งบริสุทธิ์จากส่วนสกัดย่อย F9 ของส่วนสกัดย่อยเอทิลอะซิเตตจากใบ
สาบแร้งสาบกาด้วยเทคนิค HPLC ได้สารทั้งหมด 4 ส่วนสกัดย่อย คือ F9.1 ถึง F9.4 จากนั้นน้าไป
ทดสอบความสามารถในการยับยั้งการผลิตไนตริกออกไซด์และความมีชีวิตรอด พบว่าส่วนสกัดย่อย F9.1 
ถึง F9.4 สามารถยับยั้งการผลิตไนตริกออกไซด์ได้อย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติ เมื่อเปรียบเทียบกับเซลล์ที่
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สัมผัสกับ LPS เพียงอย่างเดียว โดยไม่แสดงความเป็นพิษต่อเซลล์ ซึ่งส่วนสกัด F9.4 สามารถลดการผลิต
ไนตริกออกไซด์ได้สูงที่สุดที่ความเข้มข้น 10 และ 50 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร แต่เมื่อพิจารณาที่เปอร์เซ็นต์
น้้าหนักแห้งของส่วนสกัด พบว่า ส่วนสกัดย่อย F9.4 เป็นส่วนสกัดย่อยที่มีเปอร์เซ็นต์น้้าหนักแห้งต่้า โดยมี
เปอร์เซ็นต์น้้าหนักแห้งเพียง 3.33 เปอร์เซ็นต์ ในขณะที่ส่วนสกัดย่อย F9.1 ทีเ่ป็นส่วนสกัดย่อยที่มี
เปอร์เซ็นต์น้้าหนักแห้งสูงที่สุด โดยมีเปอร์เซ็นต์น้้าหนักแห้ง 55.33 เปอร์เซ็นต์ ซึ่งอาจถือได้ว่าเป็นส่วนที่
น่าจะเป็นองค์ประกอบหลักของส่วนสกัดย่อย F9 ของส่วนสกัดย่อยเอทิลอะซิเตตจากใบสาบแร้งสาบกา 
กลับมีฤทธิ์ยับยั้งการผลิตไนตริกออกไซด์ต่้ากว่าส่วนสกัดย่อยอื่นๆ ที่แยกได้จากส่วนสกัดย่อย F9 ของ
ส่วนสกัดย่อยเอทิลอะซิเตตจากใบสาบแร้งสาบกา และเม่ือน้าส่วนสกัดย่อย F9.1 ถึง F9.4 ไปตรวจสอบ
โครงสร้างด้วย 1H NMR พบว่า สเปกตรัม NMR ของส่วนสกัดย่อย F9.1 ถึง F9.4 (รูปในภาคผนวก ผ-26 
ถึง ผ-29) เมื่อท้าการเปรียบเทียบกับสเปกตรัม NMR ของส่วนสกัดย่อย F9 ของส่วนสกัดย่อยเอทิลอะซิ
เตตจากใบสาบแร้งสาบกา (รูปในภาคผนวก ผ-13) พบว่าพีคของสารที่น่าจะเป็นกลุ่มหลักที่ปรากฏใน
สเปกตรัม NMR ของส่วนสกัดย่อย F9 ของส่วนสกัดย่อยเอทิลอะซิเตตจากใบสาบแร้งสาบกากลับไม่
ปรากฏให้เห็นในสเปกตรัม NMR ของส่วนสกัดย่อย F9.1 ถึง F9.4 เนื่องจากการแยกส่วนสกัดย่อย F9 
ของส่วนสกัดย่อยเอทิลอะซิเตตจากใบสาบแร้งสาบกาด้วยเทคนิค HPLC ไม่สามารถแยกสารที่น่าจะเป็น
ตัวส้าคัญได้ ดังนั้น จึงควรน้าส่วนสกัดย่อย F9 ของส่วนสกัดย่อยเอทิลอะซิเตตจากใบสาบแร้งสาบกาไป
ท้าการแยกด้วยวิธีอ่ืนต่อไป 

มีรายงานก่อนหน้านี้แสดงถึงโครงสร้างของสารประกอบที่แยกได้จากต้นสาบแร้งสาบกา ได้แก่ 
monoerpene, sesquiterpene, chromene, chromone, benzofuran, coumarin, flavonoids, 
triterpenes, sterols, alkaloids and amino acid (Okunade, 2002; Kamboj and Saluja, 2011; 
Shailajan  et al., 2013 และ Awad et al., 2013) ดังนั้นสารประกอบเหล่านี้อาจเป็นตัวออกฤทธิ์ยับยั้ง
การผลิตไนตริกออกไซด์ที่อยู่ในใบสาบแร้งสาบกา ดังนั้นเราจึงท้าการวิเคราะห์ HPLC fingerprint ของ
ส่ วนสกัดย่อย F8 ถึ ง  F10 พบว่าทุกส่ วนสกัดย่อยประกอบด้วยสาร quercetin-3 -O-
rhamnopyranoside ในขณะที่ quercetin พบเฉพาะในส่วนสกัดย่อย F8 และ F9 โดยสารทั้งสองนี้มี
การรายงานว่าเป็นสารที่แยกได้จากใบสาบแร้งสาบกา (Awad et al., 2013) และมีฤทธิ์ต้านอักเสบ 
(Awad et al., 2013; Yang et al., 2014) ในการศึกษานี้พบว่าสาร quercetin มีฤทธิ์ยับยั้งการผลิตไน
ตริกออกไซด์ที่ดี ในขณะที่สาร quercetin-3-O-rhamnopyranoside มีฤทธิ์การยับยั้งที่อ่อนในเซลล์
แมคโครฟาจ RAW 264.7 ที่กระตุ้นด้วย LPS ผลการทดลองที่ได้สอดคล้องกับการศึกษาของ Yang et 
al. (2014) ที่รายงานว่า quercetin สามารถลดการผลิตไนตริกออกไซด์ และ PGE2 นอกจากนี้ใน
การศึกษานี้ยังพบว่าสาร quercetin ที่เป็นองค์ประกอบของส่วนสกัดย่อย F8 และ F9 จากใบสาบแร้ง
สาบกา  มีกลไกการยับยั้งการผลิตไนตริกออกไซด์โดยการลดการแสดงออกขอโปรตีน iNOS และ COX-2
ซึ่งเหมือนกับกลไกการการยับยั้งการอักเสบของส่วนสกัดเอทานอลของใบสาบแร้งสาบกาที่แสดงไว้ใน
รายงานของการศึกษาในปีที่ 1  
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จากผลการทดลองทั้งหมดแสดงให้เห็นว่า สารประกอบที่แยกจากส่วนสกัดย่อย F8 และ F9 ของ
ส่วนสกัดย่อยเอทิลอะซิเตตจากใบสาบแร้งสาบกามีฤทธิ์ในการยับยั้งการผลิตไนตริกออกไซด์ที่ดีและมี
ความเป็นพิษต่อเซลล์น้อย และข้อมูลต่างๆ เหล่านี้จะน้ามาซึ่งหลักฐานทางวิทยาศาสตร์ที่จะเป็นข้อมูล
สนับสนุนการใช้สมุนไพรสาบแร้งสาบกาเป็นยารักษาโรคที่เกี่ยวกับการอักเสบต่างๆ เช่น โรคข้ออักเสบรู
มาตอยด์ โรคหลอดเลือดแข็งตัว โรคอัลไซเมอร์ ภาวะช็อกที่เกิดขึ้นจากการติดเชื้ออย่างรุนแรงทั่วร่างกาย 
เป็นต้น และยังเป็นข้อมูลพ้ืนฐานในการพัฒนาตัวยาต้านอักเสบชนิดใหม่ที่สามารถรักษาโรคต่างๆ จาก
การอักเสบต่อไป 

 

5.2 สรุปผลการทดลอง 

1. ท้าการแยกส่วนสกัดย่อยเอทิลอะซิเตตจากใบสาบแร้งสาบกา ได้ 10 ส่วนสกัดย่อย คือ F1 ถึง 
F10 

 2. ท้าการแยกส่วนสกัดย่อย F8 ของส่วนสกัดย่อยเอทิลอะซิเตตจากใบสาบแร้งสาบกา ได้ 14 
ส่วนสกัดย่อย คือ F8.1 ถึง F8.14 และแยกท้าการแยกส่วนสกัดย่อย F9 ได้ 4 ส่วนสกัดย่อย คือ F9.1 ถึง 
F9.4 ส่วนสกัดย่อย F8.4 ที่แยกได้จากส่วนสกัดย่อยเอทิลอะซิเตตจากใบสาบแร้งสาบกา มีฤทธิ์ในการ
ยับยั้งการผลิตไนตริกออกไซด์ที่ดี ที่ความเข้มข้น 10 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตรอย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติ โดย
ไม่แสดงความเป็นพิษต่อเซลล์ 

 3. ท้าการแยกส่วนสกัดย่อย F9 ได้ 4 ส่วนสกัดย่อย คือ F9.1 ถึง F9.4 ส่วนสกัดย่อย F9.4 ที่
แยกได้จากส่วนสกัดย่อยเอทิลอะซิเตตจากใบสาบแร้งสาบกา มีฤทธิ์ในการยับยั้งการผลิตไนตริกออกไซด์ที่
ดี ที่ความเข้มข้น 10 และ 50 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตรอย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติ โดยไม่แสดงความเป็นพิษ
ต่อเซลล์ 

 4. พบ quercetin ในส่วนสกดัย่อย F8 และ F9 และพบ quercetin-3-O-rhamnopyranoside 
ในส่วนสกัดย่อย F9 ถึง F10 สาร quercetin นี้มีฤทธิ์ยับยั้งการผลิตไนตริกออกไซด์ในเซลล์แมคโครฟาจ 
RAW 264.7 ที่กระตุ้นด้วย LPS โดยการยับยั้งการแสดงงออกของโปรตีน iNOS 
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3. ผลการศึกษาที่ได้จากโครงการวิจัยนี้จะท้าให้มีการเพ่ิมมูลค่าของใบสาบแร้งสาบกาท่ีเป็นพืชสมุนไพร
พ้ืนบ้านของภาคตะวันออก น้าไปสู่การเพ่ิมรายได้ของชุมชนในภาคตะวันออกของไทย 
  



66 
 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 

ภาคผนวก 
 

 
 
 
 

 

 

 

 



67 
 

 
รูปที่ ผ-1 สเปกตรัม NMR ของส่วนสกัดเอทานอลของใบสาบแร้งสาบกา 

 

 
รูปที่ ผ-2 สเปกตรัม NMR ของส่วนสกัดย่อยเฮกเซนของใบสาบแร้งสาบกา 
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รูปที่ ผ-3 สเปกตรัม NMR ของส่วนสกัดย่อยเอทิลอะซิเตตของใบสาบแร้งสาบกา 

 

 
รูปที่ ผ-4 สเปกตรัม NMR ของส่วนสกัดย่อยน้้าของใบสาบแร้งสาบกา 
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รูปที่ ผ-5 สเปกตรัม NMR ของส่วนสกัดย่อย F1 ของส่วนสกัดย่อยเอทิลอะซิเตตของใบสาบแร้งสาบกา 

 

 
รูปที่ ผ-6 สเปกตรัม NMR ของส่วนสกัดย่อย F2 ของส่วนสกัดย่อยเอทิลอะซิเตตของใบสาบแร้งสาบกา 
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รูปที่ ผ-7 สเปกตรัม NMR ของส่วนสกัดย่อย F3 ของส่วนสกัดย่อยเอทิลอะซิเตตของใบสาบแร้งสาบกา 

 

 
รูปที่ ผ-8 สเปกตรัม NMR ของส่วนสกัดย่อย F4 ของส่วนสกัดย่อยเอทิลอะซิเตตของใบสาบแร้งสาบกา 
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รูปที่ ผ-9 สเปกตรัม NMR ของส่วนสกัดย่อย F5 ของส่วนสกัดย่อยเอทิลอะซิเตตของใบสาบแร้งสาบกา 

 

 
รูปที่ ผ-10 สเปกตรัม NMR ของส่วนสกัดย่อย F6 ของส่วนสกัดย่อยเอทิลอะซิเตตของใบสาบแร้งสาบกา 
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รูปที่ ผ-11 สเปกตรัม NMR ของส่วนสกัดย่อย F7 ของส่วนสกัดย่อยเอทิลอะซิเตตของใบสาบแร้งสาบกา 

 

 
รูปที่ ผ-12 สเปกตรัม NMR ของส่วนสกัดย่อย F8 ของส่วนสกัดย่อยเอทิลอะซิเตตของใบสาบแร้งสาบกา 
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รูปที่ ผ-13 สเปกตรัม NMR ของส่วนสกัดย่อย F9 ของส่วนสกัดย่อยเอทิลอะซิเตตของใบสาบแร้งสาบกา 

 

 
รูปที่ ผ-14 สเปกตรัม NMR ของส่วนสกัดย่อย F10 ของส่วนสกัดย่อยเอทิลอะซิเตตของใบสาบแร้งสาบกา 
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รูปที่ผ-15 สเปกตรัม NMR ของส่วนสกัดย่อย F8.4 ของส่วนสกัดย่อยเอทิลอะซิเตตของใบสาบแร้งสาบกา 

 

 
รูปที่ผ-16 สเปกตรัม NMR ของส่วนสกัดย่อย F8.5 ของส่วนสกัดย่อยเอทิลอะซิเตตของใบสาบแร้งสาบกา 
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รูปที่ผ-17 สเปกตรัม NMR ของส่วนสกัดย่อย F8.6 ของส่วนสกัดย่อยเอทิลอะซิเตตของใบสาบแร้งสาบกา 

 

 
รูปที่ผ-18 สเปกตรัม NMR ของส่วนสกัดย่อย F8.7 ของส่วนสกัดย่อยเอทิลอะซิเตตของใบสาบแร้งสาบกา 
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รูปที่ผ-19 สเปกตรัม NMR ของส่วนสกัดย่อย F8.8 ของส่วนสกัดย่อยเอทิลอะซิเตตของใบสาบแร้งสาบกา 
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รูปที่ผ-20 สเปกตรัม NMR ของส่วนสกัด F8.8.1 ของส่วนสกัดย่อยเอทิลอะซิเตตของใบสาบแร้งสาบกา 

 

 
รูปที่ผ-21 สเปกตรัม NMR ของส่วนสกัด F8.8.2 ของส่วนสกัดย่อยเอทิลอะซิเตตของใบสาบแร้งสาบกา 
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รูปที่ผ-22 สเปกตรัม NMR ของส่วนสกัด F8.8.3 ของส่วนสกัดย่อยเอทิลอะซิเตตของใบสาบแร้งสาบกา 

 

 
รูปที่ผ-23 สเปกตรัม NMR ของส่วนสกัด F8.8.4 ของส่วนสกัดย่อยเอทิลอะซิเตตของใบสาบแร้งสาบกา 

 



79 
 

 
รูปที่ผ-24 สเปกตรัม NMR ของส่วนสกัด F8.8.5 ของส่วนสกัดย่อยเอทิลอะซิเตตของใบสาบแร้งสาบกา 

 

 
รูปที่ผ-25 สเปกตรัม NMR ของส่วนสกัด F8.8.6 ของส่วนสกัดย่อยเอทิลอะซิเตตของใบสาบแร้งสาบกา 
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รูปที่ผ-26 สเปกตรัม NMR ของส่วนสกัด F9.1 ของส่วนสกัดย่อยเอทิลอะซิเตตของใบสาบแร้งสาบกา 

 

 
รูปที่ผ-27 สเปกตรัม NMR ของส่วนสกัด F9.2 ของส่วนสกัดย่อยเอทิลอะซิเตตของใบสาบแร้งสาบกา 
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รูปที่ผ-28 สเปกตรัม NMR ของส่วนสกัด F9.3 ของส่วนสกัดย่อยเอทิลอะซิเตตของใบสาบแร้งสาบกา 

 

รูปที่ผ-29 สเปกตรัม NMR ของส่วนสกัด F9.4 ของส่วนสกัดย่อยเอทิลอะซิเตตของใบสาบแร้งสาบกา 
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