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บทคัดย่อ 
 

 โรคเสื่อมสมรรถภาพทางเพศ คือการที่อวัยวะเพศชายไม่สามารถแข็งตัวหรือคงการแข็งตัวได้ตลอด
การมีเพศสัมพันธ์ ปัจจัยเสี่ยงที่ท าให้เกิดโรคเสื่อมสมรรถภาพทางเพศนี้คือ ความชราภาพและโรคหลอดเลือด 
การลดการผลิตไนตริกออกไซด์ของเอนไซม์เอนโดทีเลียลไนตริกออกไซด์ซินเทส (eNOS) และการเพ่ิม
ความเครียดออกซิเดชันเป็นผลให้มีการลดลงของชีวปริมาณของไนตริกออกไซด์ และสุดท้ายน าไปสู่ภาวะ 
endothelial dysfunction ซึ่งเป็นอาการเริ่มต้นของโรคเสื่อมสมรรถภาพทางเพศ โรคนี้อาจเกิดได้จาก
อนุมูลอิสระที่ท าปฎิกิริยากับไนตริกออกไซด์ ซึ่งเป็นปัจจัยหลักท่ีส าคัญต่อการคลายตัวของหลอดเลือด 
น าไปสู่การลดลงของชีวปริมาณไนตริกออกไซด์ ในการศึกษานี้เลือกพืชสมุนไพรไทยจ านวน 5 ชนิด คือ มะรุม 
กระชายด า ค้างคาวด า เร่วหอม และกวาวเครือแดง ท าการสกัดพืชด้วย 95% เอทานอล 40% เอทานอล 
และน้ าร้อน น าส่วนสกัดท้ัง 15 ส่วนสกัดมาทดสอบฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ คือ การก าจัดอนุมูล DPPH และ
อนุมูลซุปเปอร์ออกไซด์ รวมทั้งศึกษาผลต่อการผลิตไตริกออกไซด์ และการฟอสโฟรีเลชันของเลชันของ
เอนไซม์ eNOS ในเซลล์เยื่อบุหลอดเลือดมนุษย์ (EA.hy926 cell line) จากนั้นท าการตั้งต ารายาสมุนไพร
ใหม่จากพืชที่มีฤทธิ์ทางชีวภาพที่มีประสิทธิภาพ และน าไปตรวจสอบต้านอนุมูลอิสระ และการกระตุ้น
เอนไซม์ eNOS ท าการสร้างต ารับยาใหม่แบบ blended extracts ได้ 4 สูตร (BF1-BF4) จากส่วนสกดั 95% 
เอทานอลของมะรุม กระชายด า และกวาวเครือแดง  และส่วนสกัดน้ าของกระชายด า และเร่วหอม เราพบว่า
ต ารับยาสูตร BF3 และ BF4 มีฤทธิ์ต้านอนุมูล DPPH และอนุมูลซุปเปอร์ออกไซด์ที่ดี ทั้งยังเพ่ิมการผลิตไนตริ
กออกไซด์และการฟอสโฟรีเลชันของเลชันของเอนไซม์ eNOS นอกจากนี้ท าการเตรียมต ารับยาใหม่แบบ 
combined extracts ได้ 3 สูตร (CF1-CF3) จากมะรุม กระชายด า และกวาวเครือแดง และท าการสกัดสาร
ด้วยวิธีการหมัก และวิธี soxhlet พบว่าต ารับยาสูตร CF1 ออกฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ และการผลิตไนตริกออก
ไซด์ไดดีที่สุดในต ารับยาแบบ combined extracts การสกัดสารด้วยวิธีการหมัก ให้ฤทธิ์ทางชีวภาพที่ดีกว่า
วิธี soxhlet จากนั้นท าการศึกษากลไกการเพ่ิมการผลิตไนตริกออกไซด์ของต ารับยาสูตร BF3 พบว่าต ารับยา
สูตร BF3 กระตุ้นการฟอสโฟรีเลชันของเอนไซม์ eNOS และเอนไซม์ที่ส่งสัญญาณชีวภาพที่อยู่เหนือขึ้นไป คือ 
เอนไซม์ Akt ข้อมูลที่ได้แสดงให้เห็นว่าต ารับยาสูตร BF3 อาจถูกน าไปพัฒนาเป็นอาหารเสริมเพ่ือใช้รักษา 
และป้องกันโรคเสื่อมสมรรถภาพทางเพศ 

 

ค าส าคัญ : กระชายด า, เร่วหอม, กวาวเครือแดง, ฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ, เอนไซม์ eNOS, เซลล์เยื่อบุ 

  



2 
 

Abstract 
 

 Erectile dysfunction (ED) is the inability of penis to maintain or achieve completely 
sexual intercourse. The primary risk factors of ED are aging and vascular diseases. The 
reduction of nitric oxide (NO) production from endothelial nitric oxide synthase (eNOS) and 
increased oxidative stress resulting in decreased NO bioavailability, and finally endothelial 
dysfunction which is an early stage of ED. In this study, five Thai herbal plants (Moringa 
oleifera, Kaempferia parviflora, Tacca chantrieri, Etlingera pavieana and Butea superba) 
were chosen. They were extracted by 95% ethanol, 40% ethanol and hot water. Then 
fifteen extracts were evaluated their in vitro DPPH and superoxide radical scavenging 
activity. The effect on NO production and eNOS protein phosphorylation in human 
endothelial EA.hy926 cells were also determined. The herbal mixture was designed from 
the plant showing potential biological activities and investigated in vitro antioxidant activity 
and eNOS activation. Four blended extracts (BF1-BF4) from 95% ethanol extract of M. 
oleifera (1E95), K. parviflora (2E95) and B. superba (5E95), water extract of K. parviflora (2W) 
and E. pavieana (4W) were prepared. We found that BF3 and BF4 showed high activity on 
DPPH and superoxide radical scavenging. In addition to, BF3 and BF4 significantly increased 
NO production and eNOS protein phosphorylation. Moreover, three combined extracts 
(CF1-CF3) from M. oleifera, K. parviflora and B. superba were made. These herbal 
formulations were extracted using maceration and soxhlet methods. Among them, CF1 
contained the most potent antioxidant activity and stimulatory effect on NO production. 
Biological activities of combined extracts prepared from maceration technique were higher 
than that of soxhlet technique. The blended extract BF3 was further studied the molecular 
mechanism underlying its stimulatory effect on NO production. BF3 stimulated the 
phosphorylation of eNOS and upstream signaling Akt. The obtained data indicated that 
blended extract BF3 would be a good choice to develop as food supplement for treatment 
and prevention of ED. 

 
Keywords: Kaempferia parviflora, Etlingera pavieana, Butea superba, Antioxidant activity, 
eNOS, Endothelial cell   
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สารบัญภาพ 
           หนา้ 

รูปที่ 2-1  กวาวเครือแดง         20 
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รูปที่ 2-5  ลักษณะเหง้าของเร่วหอม (A) ลักษณะใบของเร่วหอม (B)   
  และลักษณะดอกของเร่วหอม (C) 
รูปที่ 4-1  การผลิตไนตริกออกไซด์ของเซลล์เยื่อบุหลอดเลือดมนุษย์ (EA. hy926)   
  ที่ถูกบ่มด้วยส่วนสกัดสมุนไพรที่ความเข้มข้นต่างๆ เป็นเวลา 24 ชั่วโมง 
รูปที่ 4-2  ความมีชีวิตรอดของเซลล์เยื่อบุหลอดเลือดมนุษย์ (EA. hy926)   
  ที่ถูกบ่มด้วยส่วนสกัดสมุนไพรที่ความเข้มข้นต่างๆ เป็นเวลา 24 ชั่วโมง   
  ที่ถูกบ่มด้วยส่วนสกัดจากเร่วหอม 
รูปที่ 4-3  ผลของส่วนสกัด 95% เอทานอลของพืชสมุนไพรต่อปริมาณโปรตีน  
  p-Ser 1177 eNOS ในเยื่อบุหลอดเลือดมนุษย์ เซลล์ไลน์ EA.hy 926 ที่ถูกบ่ม 
  ด้วยส่วนสกัดจากพืชสมุนไพร        
รูปที่ 4-4  ผลของส่วนสกัด 40% เอทานอลของพืชสมุนไพรต่อปริมาณโปรตีน  
  p-Ser 1177 eNOS ในเยื่อบุหลอดเลือดมนุษย์ เซลล์ไลน์ EA.hy 926 ที่ถูกบ่ม 
  ด้วยส่วนสกัดจากพืชสมุนไพร        
รูปที่ 4-5  ผลของส่วนสกัดน้ าของพืชสมุนไพรต่อปริมาณโปรตีน p-Ser 1177 eNOS 
  ในเยื่อบุหลอดเลือดมนุษย์ เซลล์ไลน์ EA.hy 926 ที่ถูกบ่มด้วย 
  ส่วนสกัดจากพืชสมุนไพร   
รูปที่ 4-6  การผลิตไนตริกออกไซด์ของเซลล์เยื่อบุหลอดเลือดมนุษย์ (EA. hy926)  
  ที่ถูกบ่มด้วยต ารับยาสมุนไพรแบบ blended extract เป็นเวลา 24 ชั่วโมง  
รูปที่ 4-7  ความมีชีวิตรอดของเซลล์เยื่อบุหลอดเลือดมนุษย์ (EA. hy926) ที่ถูกบ่ม 
  ด้วยต ารับยาสมุนไพรแบบ blended extract เป็นเวลา 24 ชั่วโมง    
รูปที่ 4-8  ผลของต ารับยาสมุนไพรแบบ blended extract ต่อปริมาณโปรตีน  
  p-Ser 1177 eNOS ในเยื่อบุหลอดเลือดมนุษย์      
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สารบัญภาพ (ตอ่) 
           หนา้ 

รูปที่ 4-9  การผลิตไนตริกออกไซด์ของเซลล์เยื่อบุหลอดเลือดมนุษย์ (EA. hy926)  
  ที่ถูกบ่มด้วยต ารับยาสมุนไพรแบบ combined extract เป็นเวลา 24 ชั่วโมง  
  (A) วิธีสกัดแบบ maceration และ (B) วิธีสกัดแบบ soxhlet     
รูปที่ 4-10  ความมีชีวิตรอดของเซลล์เยื่อบุหลอดเลือดมนุษย์ (EA. hy926) ที่ถูกบ่ม 
  ด้วยต ารับยาสมุนไพรแบบ combined extract เป็นเวลา 24 ชั่วโมง  
  (A) วิธีสกัดแบบ maceration และ (B) วิธีสกัดแบบ soxhlet     
รูปที่ 4-11 ผลของต ารับยาสมุนไพรแบบ blended extract สูตร ต่อปริมาณ 
  โปรตีน p-Ser 1177 eNOS ในเยื่อบุหลอดเลือดมนุษย์ เซลล์ไลน์ EA.hy 926  
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  ที่ถูกบ่มด้วยต ารับยาสมุนไพรแบบ blended extract สูตร BF3 ที ่
  ความเข้มข้นต่างๆ เป็นเวลา 15 (A) และ 30 นาท ี(B)     
รูปที่ 4-13  สเปกตรัม NMR ของส่วนสกัด 95% เอทานอลของใบมะรุม (1E95) 
รูปที่ 4-14  สเปกตรัม NMR ของส่วนสกัด 40% เอทานอลของใบมะรุม (1E40) 
รูปที่ 4-15  สเปกตรัม NMR ของส่วนสกัดน้ าของใบมะรุม (1W) 
รูปที่ 4-16  สเปกตรัม NMR ของส่วนสกัด 95% เอทานอลของเหง้ากระชายด า (2E95) 
รูปที่ 4-17  สเปกตรัม NMR ของส่วนสกัด 40% เอทานอลของเหง้ากระชายด า (2E40) 
รูปที่ 4-18  สเปกตรัม NMR ของส่วนสกัดน้ าของเหง้ากระชายด า (2W) 
รูปที่ 4-19  สเปกตรัม NMR ของส่วนสกัด 95% เอทานอลของเหง้าค้างคาวด า (3E95) 
รูปที่ 4-20  สเปกตรัม NMR ของส่วนสกัด 40% เอทานอลของเหง้าค้างคาวด า (3E40 
รูปที่ 4-21  สเปกตรัม NMR ของส่วนสกัดน้ าของเหง้าค้างคาวด า (3W) 
รูปที่ 4-22  สเปกตรัม NMR ของส่วนสกัด 95% เอทานอลของเหง้าเร่วหอม (4E95) 
รูปที่ 4-23  สเปกตรัม NMR ของส่วนสกัด 40% เอทานอลของเหง้าเร่วหอม (4E40) 
รูปที่ 4-24  สเปกตรัม NMR ของส่วนสกัดน้ าของเหง้าเร่วหอม (4W) 
รูปที่ 4-25  สเปกตรัม NMR ของส่วนสกัด 95% เอทานอลของหัวกวาวเครือแดง (5E95) 
รูปที่ 4-26  สเปกตรัม NMR ของส่วนสกัด 40% เอทานอลของหัวกวาวเครือแดง (5E40) 
รูปที่ 4-27  สเปกตรัม NMR ของส่วนสกัดน้ าของหัวกวาวเครือแดง (5W) 
รูปที่ 4-28  สเปกตรัม NMR ของต ารับยาสมุนไพรแบบ blended extract สูตร BF1 
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สารบัญภาพ (ตอ่) 
           หนา้ 

รูปที่ 4-29  สเปกตรัม NMR ของต ารับยาสมุนไพรแบบ blended extract สูตร BF2 
รูปที่ 4-30  สเปกตรัม NMR ของต ารับยาสมุนไพรแบบ blended extract สูตร BF3 

รูปที่ 4-31  สเปกตรัม NMR ของต ารับยาสมุนไพรแบบ blended extract สูตร BF4 
รูปที่ 4-32  สเปกตรัม NMR ของต ารับยาสมุนไพรแบบ combined extract สูตร CF1  
  แบบสกัดวิธี maceration 
รูปที่ 4-33  สเปกตรัม NMR ของต ารับยาสมุนไพรแบบ combined extract สูตร CF2 
  แบบสกัดวิธี maceration 
รูปที่ 4-34  สเปกตรัม NMR ของต ารับยาสมุนไพรแบบ combined extract สูตร CF3 
  แบบสกัดวิธี maceration  

รูปที่ 4-35  สเปกตรัม NMR ของต ารับยาสมุนไพรแบบ combined extract สูตร CF1  

  แบบสกัดวิธี soxhlet 

รูปที่ 4-36  สเปกตรัม NMR ของต ารับยาสมุนไพรแบบ combined extract สูตร CF2 

  แบบสกัดวิธี soxhlet 

รูปที่ 4-37  สเปกตรัม NMR ของต ารับยาสมุนไพรแบบ combined extract สูตร CF3 
  แบบสกัดวิธี soxhlet 
รูปที่-4-38 โครมาโทแกรม HPLC ของส่วนสกัดน้ าของเหง้ากระชายด า (2W) 
   ในสภาวะที่ใช้ mobile phase เป็น 20, 50, 70 และ 90 % methanol ตามล าดับ 
รูปที่-4-39  โครมาโทแกรม HPLC ของส่วนสกัด 95% เอทานอลของหัวกวาว 
  เครือแดง (5E95) ในสภาวะที่ใช้ mobile phase เป็น 20, 50, 70 และ  
  90 % methanol ตามล าดับ 
รูปที่-4-40  โครมาโทแกรม HPLC ของต ารับยาสมุนไพรแบบ blended extract  

  สูตร BF3 ในสภาวะที่ใช้ mobile phase เป็น 20, 50, 70 และ  

  90 % methanol ตามล าดับ 
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สารบัญตาราง 
           หนา้ 

ตารางที่ 4-1  เปอร์เซน็ต์น้ าหนักแห้งของส่วนสกัดพืชสมุนไพรต่างๆ   19 
ตารางที่ 4-2  ค่า IC50 ของการก าจัดอนุมูล DPPH ของส่วนสกัดพืชสมุนไพรต่างๆ 
ตารางที่ 4-3  ค่า IC50 ของการก าจัดอนุมูลซุปเปอร์ออกไซด์ ของส่วนสกัดพืชสมุนไพรต่างๆ 
ตารางที่ 4-4  ส่วนประกอบของต ารับยาสมุนไพรต่างๆ 
ตารางที่ 4-5  ค่า IC50 ของการก าจัดอนุมูล DPPH และอนุมูลซุปเปอร์ออกไซด์ของ 
  ส่วนสกัดพืชสมุนไพรต่างๆ 
ตารางที่ 4-6  ค่า IC50 ของการก าจัดอนุมูล DPPH ของต ารับยาสมุนไพรแบบ c 
  ombined extract 
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บทท่ี 1 
บทน า 

 

 1.1 ความส าคัญและที่มาของปัญหาที่ท าการวิจัย  
โรคเสื่อมสมรรถภาพทางเพศ (Erectile dysfunction, ED) หรือ ED หมายถึงภาวะที่ไม่สามารถ

ท าให้อวัยวะเพศชายแข็งตัว หรือคงการแข็งตัวอยู่เป็นเวลานานพอจนกระทั่งเสร็จสิ้นการมีเพศสัมพันธ์ได้
อย่างที่คาดหวัง โดยมีหลายสาเหตุและปัจจัยทั้งทางด้านร่างกาย จิตใจ หรือภาวะทางสังคม ความเครียด 
ระดับการศึกษา มีผลต่อภาวะนี้ ซึ่งสภาวะการท างานที่มีการแข่งขันสูง การใช้ชีวิตที่สัมผัสกับสารเคมี และ
อ่ืนๆในสังคมปัจจุบันท าให้มีความเสี่ยงมีความเสื่อมสมรรถภาพทางเพศนี้เพ่ิมขึ้น และปัญหาที่เกิดจากการ
เสื่อมสมรรถภาพทางเพศก็ส่งผลให้เกิดความเดือดร้อนทั้งกายและใจต่อผู้ป่วย ทั้งสูญเสียความมั่นใจ อับ
อาย ขาดความสุขในชีวิต จนบางครอบครัวเกิดปัญหาครอบครัวแตกแยก หย่าร้างซึ่งท าให้คุณภาพชีวิต
ของคนเหล่านั้นแย่ลง ส่งผลต่อสุขภาพกายและจิตใจของผู้ป่วยและคนใกล้ชิดได้ ภาวะหย่อนสมรรถภาพ
ทางเพศส่วนใหญ่เกี่ยวข้องกับโรคหัวใจและหลอดเลือด เบาหวาน สูบบุหรี ่ และรุนแรง การผ่าตัดต่อ
ลูกหมาก และพบเพ่ิมขึ้นอย่างมีนัยส าคัญตามอายุที่เพ่ิมข้ึน ปัจจัยเสี่ยงที่ท าให้เกิดภาวะนี้คือ อายุ โรค
อ้วน การสูบบุหรี่เป็นปัจจัยเสี่ยงเดียวกันกับโรคหัวใจและหลอดเลือด มีหลักฐาน ในทางปรีคลีนิกเภสัช
วิทยา และทางคลินิกเภสัชวิทยาว่า โรคหลอดเลือดหัวใจเป็นปัจจัยเสี่ยงที่ส าคัญที่ท าให้เกิดภาวะนี้ (Cirino 
et.al, 2006, Ferrini et.al, 2001, Low and Tan, . 2007, MacKay, 2004, Toda et.al, 2005)  

ดังนั้นจึงได้มีการคิดค้นยาที่สามารถรักษาโรคเสื่อมสมรรถภาพทางเพศมาแต่โบราณ ทั้งในรูป
สมุนไพร ต ารับยา และยาแผนปัจจุบัน ที่เห็นผลอย่างชัดเจน คือ ยาไวอาก้า (Viagra®) ที่เริ่มจากการ
พัฒนายาขยายหลอดเลือดในตอนแรกแต่ผมว่ามีผลข้างเคียงท าให้อวัยวะเพศชายแข็งตัวได้ มีตัวยาที่
ส าคัญคือ Sildenafil citrate ที่ออกฤทธิ์ยับยั้งเอนไซม์ phosphodiesterase-5 (PDE-5) ท าให้ลดการ
สลายตัวของ cGMP ที่ถูกสร้างโดยการกระตุ้นจาก nitric oxide จึงท าให้เกิดการขยายตัวของหลอดเลือด
นานขึ้น และท าให้อวัยวะเพศชายแข็งตัวได้ เมื่อมีการจ าหน่ายยาไวอาก้าในท้องตลาดพบว่ามีผู้นิยมใช้เป็น
จ านวนมาก 

 

Sildenafil citrate 
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แต่อย่างไรก็ตามพบว่ามีผลข้างเคียงในการใช้ยาตามปกติ  หรือใช้ยาเกินขนาด เช่น สูญเสียการ
มองเห็นอย่างฉับพลัน หรืออาจเกิดตาบอด การสูญเสียการได้ยินอย่างฉับพลัน การเจ็บปวดอวัยวะเพศที่
เกิดจากการแข็งตัว อาการวิงเวียนศรีษะ ปวดศรีษะ ความดันโลหิตสูง และผลข้างเคียงเมื่อใช้ร่วมกับยาอ่ืน 
เช่น ยาในกลุ่มไนเตรท บางครั้งบางรายที่ใช้ยาเกินขนาดอาจท าให้เสียชีวิตได้ เนื่องจากยามีราคาแพง และ
มีความต้องการในการใช้ยามาก ทางองค์การเภสัชกรรมจึงได้ท าการผลิตและจ าหน่ายยาที่มีตัวยา 
Sildenafil citrate เองในชื่อ Sidegra เพ่ือลดราคายาในตลาดลง และลดการจ าหน่ายยาเถื่อน  

อย่างไรก็ตามการใช้ยา Viagra เป็นการรักษาท่ีปลายเหตุเพียงอย่างเดียว และยังมีผลข้างเคียงท่ี
ไม่พึงปราถนาหลายประการ แต่ในขณะที่ทางสมุนไพรดั้งเดิมท่ีมีสรรพคุณบ ารุงก าลังด้านสมรรถภาพทาง
เพศของไทยและเอเชีย เช่น กระชายด า โด่ไม่รู้ล้ม ปลาไหลเผือก ม้ากระทืบโรง กวาวเครือแดง ก าลังเสือ
โคร่ง ก าลังวัวเถลิง ค้างคาวด า เป็นต้น ที่มีประวัติการใช้มาอย่างยาวนานและมีการใช้ในการบ ารุงสุขภาพ
ด้วย ทางคณะผู้วิจัยจึงมีแนวคิดท่ีจะท าการวิจัยเพื่อทราบถึงฤทธิ์ทางชีวภาพของสมุนไพรเหล่านี้ ในผล
การขยายหลอดเลือด และรวมทั้งการยับยั้งการเกิดอนุมูลอิสระ และการเกิดการอักเสบ ที่เป็นสาเหตุใน
เสื่อมของอวัยวะหรือโปรตีนในร่างกาย และพัฒนาต ารับยาใหม่ที่เกิดจากการสกัดตัวยาจากสมุนไพร
เหล่านี้ ที่เป็นทางเลือกให้แก่ประชาชนในการรักษาแบบป้องกัน (Chemopreventive theraphy)  บ ารุง
ร่างกาย และแก้ไขภาวะหย่อยสมรรถภาพทางเพศได้ ปราศจากผลข้างเคียงท่ีรุนแรง นอกจากนี้ยังเป็นการ
ส่งเสริมการปลูกและจ าหน่ายสมุนไพรภายในประเทศ ลดการน าเข้ายาจากต่างประเทศอีกด้วย 

 
1.2 ทฤษฎี สมมติฐานหรือกรอบแนวความคิดของโครงการวิจัย 

เซลล์เยื่อบุท างานผิดปกติ (endothelial dysfunction) เป็นเครื่องหมายของการเกิดโรคในกลุ่ม
โรคหัวใจและหลอดเลือด ภายในเซลล์เยื่อบุหลอดเลือดจะมีไนตริกออกไซด์ (nitric oxide) เป็นสาร
สื่อกลางในการรักษาภาวะธ ารงดุลย์ของหลอดเลือด โดยยับยั้งการเกาะตัวของเกร็ดเลือด ป้องกันการจับ
และการเคลื่อนที่ของเม็ดเลือดขาว และท าให้เซลล์กล้ามเนื้อเรียบรอบหลอดเลือดเกิดการคลายตัว ท าให้
หลอดเลือดขยายตัว (Vanhoutte et al., 2009) สาเหตุที่ท าให้เซลล์เยื่อบุหลอดเลือดท างานผิดปกติและ
เกิดพยาธิสภาพของโรคความดันโลหิตสูง และภาวะหลอดเลือดแข็ง คือการลดลงของชีวปริมาณออกฤทธิ์
ของไนติกออกไซด์ (NO bioavailability) ไนตริกออกไซด์ที่ควบคุมการท างานของเซลล์เยื่อบุหลอดเลือด
ถูกผลิตจากเอนไซม์ endothelial nitric oxide synthase (eNOS) ไนตริกออกไซด์นี้จะไปกระตุ้นการ
ท างานของเอนไซม์ soluble guanylate cyclase ที่อยู่ในเซลล์กล้ามเนื้อเรียบท าให้มีการเพ่ิม cGMP 
ส่งผลให้เกิดขยายตัวของหลอดเลือด และยับยั้งการเกาะตัวของเกร็ดเลือด (Koltermann et al., 2007) 
ชีวปริมาณออกฤทธิ์ของไนติกออกไซด์ขึ้นอยู่กับสมดุลระหว่างการสังเคราะห์ไนตริกออกไซด์ และการ
สลายของไนตริกออกไซด์ ปัจจัยที่ท าให้ปริมาณไนตริกออกไซด์น้อยลง คือ ความเครียดจากออกซิเดชัน 
ความชราภาพ การพักผ่อนไม่เพียงพอและการสูบบุหรี่เป็นต้น (Vanhoutte et al., 2009) ดังนั้นการเพิ่ม
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การผลิตไนตริกออกไซด์ของเซลล์เยื่อบุหลอดเลือดในผู้สูงอายุ หรือในผู้ป่วยกลุ่มโรคหัวใจและหลอดเลือด 
เป็นวิธีการรักษาที่น่าสนใจอีกทางหนึ่ง แม้ว่าเอนไซม์ eNOS เป็นเอนไซม์ที่มีการแสดงออกตลอดเวลา แต่
ปริมาณการแสดงออกของยีนสามารถเปลี่ยนแปลงได้ด้วยสิ่งกระตุ้นทางชีวเคมี ชีวฟิสิกส์ และฮอร์โมน ทั้ง
ในสภาวะสรีรวิทยา และพยาธิสภาพ (Li et al., 2002-) รวมทั้งอาหาร (Vanhoutte et al., 2009) 
ปัจจุบันมีการรายงานว่าส่วนสกัดจากพืชต่างๆ และสารบริสุทธิ์จากพืชสามารถกระตุ้นการแสดงออกของ
เอนไซม์ eNOS ได้ (Steinkamp-Fenske et al., 2007; Koltermann et al., 2007; 
Wattanapitayakul et al., 2007; Vanhoutte et al., 2009; Li et al., 2010) ดังนันการบริโภคส่วน
สกัดพืชต่างๆ นี้จึงเป็นวิธีการหนึ่งในการป้องกนและรักษากลุ่มโรคหัวใจและหลอดเลือด รวมทั้งการ
กระตุ้นให้มีปริมาณ BH4 ซึ่งเป็นโคแฟกเตอร์ของเอนไซม์ eNOS ในเซลล์เพ่ิมมากข้ึน เพ่ือป้องกันการ
ปฏิกิริยา uncoupling ท าให้เกดิ superoxide anion radical (O2

-) 
ไนตริกออกไซด์ที่ผลิตจากเอนไซม์ eNOS มีหน้าที่ท าให้หลอดเลือดขยายตัว ยับยั้งการการเกาะ

ตัวของเกร็ดเลือดและการยึดของเกร็ดเลือดจับกับผนังหลอดเลือด ลดการจับของเม็ดเลือดขาวกับผนัง
หลอดเลือด และท าให้การเพ่ิมจ านวนของเซลล์กล้ามเนื้อเรียบลดลง (Forstermann and Sessa, 2012) 
เป็นผลให้การไหลเวียนของเลือดเป็นปกติ ผู้ป่วยที่มีภาวะเสี่ยงต่อการเป็นโรคหลอดเลือดและหัวใจ เช่น 
ผู้ป่วยเบาหวาน ผู้ที่มีภาวะโคเลสเตอรอลในเลือดสูง ผู้ที่มีความดันโลหิตสูง ผู้สูบบุหรี่ และผู้ที่มี
ความเครียด เป็นต้น (Vanhoutte et al., 2009; Forstermann and Sessa, 2012) และผู้ป่วยโรค
หลอดเลือดและหัวใจ มีเซลล์เยื่อบุหลอดเลือดท ำงำนผิดปกติ (endothelial dysfunction) เช่น มีชีวปริ
มำณออกฤทธิ์ของไนตริก ออกไซด์ลดลง โดยลดกำรผลิตไนตริกออกไซด์ และเพ่ิมกำรผลิต reactive 
oxygen species ท ำให้เกิดควำมเครียดจำกออกซิเดชัน วิธีกำรเพ่ิมชีวปริมำณออกฤทธิ์ของไนติกออกไซด์
ของเซลล์เยื่อบุหลอดเลือดท ำได้หลำยวิธี เช่น กำรเพ่ิมแอกติวิตีของเอนไซม์ eNOS โดยกำรเพ่ิมกำร
แสดงออกของเอนไซม์ eNOS การเพ่ิมปริมาณซับสเตรต L-arginine และการเพ่ิมโคแฟกเตอร์ BH4 และ
การเพ่ิมปริมาณไนตริกออกไซด์โดย NO donor เป็นต้น (Zhang et al., 2010) การบริโภคสารจาก
ธรรมชาติที่สามารถเพ่ิมชีวปริมำณออกฤทธิ์ของไนตริกออกไซด์ของเซลล์เยื่อบุหลอดเลือดเป็นวิธีการหนึ่ง
ในการป้องกันผู้ที่มีความเสี่ยงในการเป็นโรคหลอดเลือดหัวใจ และรักษาอาการของผู้ป่วยโรคหลอดเลือด
หัวใจ เนื่องจากสารที่ได้จากธรรมชาติมีความปลอดภัย การค้นคว้าหาสารที่จะน ามาเป็นยาขยายหลอด
เลือด โดยเฉพาะจากพืชที่มีศักยภาพในการเพ่ิมไนตริกออกไซด์ เช่น สมุนไพรบ ารุงสุขภาพสมรรถภาพทาง
เพศเป็นพืชพ้ืนถิ่นที่พบในประเทศไทยและยังไม่มีการวิจัยในต่างประเทศ ควรท าวิจัยอย่างเร่งด่วน เพ่ือให้
สิทธิดังกล่าวตกกับประเทศไทย ดังนั้นการศึกษาการออกฤทธิ์และกลไกในการขยายหลอดเลือดโดยเพ่ิม
แอกติวิตีของเอนไซม์ eNOS ของสมุนไพรเหล่านี้ และการค้นหาสารที่ออกฤทธิ์ในการขยายหลอดเลือดนี้
จึงมีความส าคัญเพ่ือความเข้าใจและยืนยันการออกฤทธิ์ของสมุนไพรเพ่ือที่จะน าส่วนสกัดของสมุนไพร
เหล่านี้ไปพัฒนาเป็นยาบ ารุงสุขภาพด้านสมรรถภาพทางเพศ นอกจากนี้สมุนไพรมีสารหลายชนิดน่าจะ
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ช่วยในการป้องกันการเกิดโรคเช่น ต้านอนุมูลอสระและการอักเสบ และการน าสมุนไพรมาสกัดรวมกันจะ
ท าให้ได้ต ารับยาใหม่ที่มีประสิทธิภาพเพ่ิมขึ้นด้วย 
 
1.2 วัตถุประสงค์ของโครงการวิจัย 

1. เพ่ือศึกษาฤทธิ์ทางชีวภาพของสารสกัดสมุนไพรที่มีสรรพคุณบ ารุงสมรรถภาพทางเพศ 
2. เพ่ือศึกษาฤทธิ์ทางชีวภาพของต ารับยาของสมุนไพรที่มีสรรพคุณบ ารุงสมรรถภาพทางเพศ 
3. เพ่ือศึกษาเปรียบเทียบข้อมูลทางโครมาโตรกราฟีและข้อมูลทาง NMR ของสารสกัด 

 
1.3 ขอบเขตของโครงการวิจัย 

คัดเลือกสมุนไพร 5 ชนิด ที่มีสรรพคุณบ ารุงสมรรถภาพทางเพศ เช่น เหง้ากระชายด า หัว
กวาวเครือแดง ใบมะรุม เหง้าค้างคาวด า และเหง้าเร่วหอม เป็นต้น มาสกัดด้วยตัวท าละลายได้แก่ 40% 
เอทานอล 95% เอทานอล และต้มกับน้ าเดือด น าสารสกัดที่ได้มาทดสอบฤทธิ์ก าจัดอนุมูล  DPPH และ
การก าจัดอนุมูลซุปเปอร์ออกไซด์ ทดสอบผลของส่วนสกัดต่อปริมาณการกระตุ้นการผลิตไนตริกออกไซด์ 
ทดสอบความมีชีวิตรอดของเซลล์เยื่อบุหลอดเลือดของมนุษย์เมื่อสัมผัสกับสารทดสอบ และทดสอบผล
ของส่วนสกัดต่อการการฟอสโฟรีเลชันที่ Ser1177ของเอนไซม์ eNOS 

น าส่วนสกัดที่ออกฤทธิ์ดีที่สุดมาศึกษาการสร้างต ารับยาสมุนไพรใหม่ โดยการสกัด 2 วิธี คือ วิธี 
blended extract และวิธี combined extract โดยวิธีสร้างต ารับแบบ combined extract ท าการ
สกัด 2 แบบ คือ maceration และ soxhlet และน าต ารับยาที่ได้ไปทดสอบการออกฤทธิ์ทางชีวภาพ
เปรียบเที่ยบกับสารสกัดของสมุนไพรเดี่ยว ต่อจากนั้นน าสารสกัดของสมุนไพรมาวิเคราะห์ด้วยเครื่อง 
HPLC และเครื่อง NMR ให้ได้โครมาโตแกรมและสเปคตรัมเพ่ือใช้เป็น fingerprint  

น าต ารับยาสมุนไพรที่ออกฤทธิ์ดีที่สุดมาศึกษากลไกที่มีต่อปริมาณโปรตีนของเอนไซม์ eNOS 
ตลอดจนท าการ ศึกษาผลของต ารับยาต่อการการฟอสโฟรีเลชันที่ Ser1177ของเอนไซม์ eNOS และ
ศึกษาวิถีสัญญาณที่ส่วนสกัดใช้ในการกระตุ้นการผลิตไนตริกออกไซด์ ได้แก่ วิถี Akt  
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บทท่ี 2 
ทฤษฎีและงานวิจัยที่เกีย่วข้อง 

 
ไนตริกออกไซด์ เป็นอนุมูลอิสระที่สังเคราะห์จาก L-arginine เร่งปฏิกิริยาโดยเอนไซม์ nitric 

oxide synthase (NOS, EC 1.14.13.39) มีโมเลกุลของออกซิเจนเป็นสารตั้งต้นร่วม เกิด five-electron 
oxidation ขึ้นที่อะตอมของไนโตรเจนที่อยู่ในกลุ่มกัวนิดิน (guanidine) ของ L-arginine ได้เป็นไนตริกอ
อกไซด์รวมทั้งได้ L-citrulline เป็นผลผลิตร่วม โดยในปฏิกิริยานี้จะอาศัย nicotinamide adenine 
dinucleotide (NADPH) flavin adenine dinucleotide (FAD), flavin mononucleotide (FMN), 
heme, calmodulin (CaM) และ tetrahydrobiopterin (BH4) เป็นโคแฟกเตอร์ร่วม (Alderton et al., 
2001) โมเลกุลของ NOS ที่แอกทีฟมีลักษณะเป็น dimer โครงสร้างของ NOS แต่ละหน่วยย่อย
ประกอบด้วย reductase domain และ oxygenase domain โดย oxygenase domain ประกอบด้วย
บริเวณจับของกลุ่ม heme, L-arginine และ BH4 ส่วน reductase domain ประกอบด้วยบริเวณจับของ 
NADPH, FAD, FMN และ calmodulin ในขณะเร่งปฏิกิรยาจะมีการไหลของอิเล็กตรอนจาก NADPH 
ผ่านไปสู่ FAD และ FMN ใน reductase domain และไปที่กลุ่ม heme ใน oxygenase domain ซ่ึง
อิเล็กตรอนนี้จะใช้ในการรีดิวซ์อะตอมออกซิเจน และเกิดการออกซิไดซ์ L-arginine เป็น L-citrulline 
และไนตริกออกไซด์ (Forstermann and Sessa, 2012) เอนไซม์ NOS มีทั้งหมด 3 ไอโซฟอร์ม คือ 
neuronal nitric oxide synthase (nNOS) และ endothelial nitric oxide synthase (eNOS) ซึ่งมี
การแสดงออกตลอดเวลา (constitutive isoforms) ผลิตไนตริกออกไซด์ในปริมาณต่ า และ inducible 
nitric oxide synthase (iNOS) ซ่ึงจะมีการแสดงออกของยีนเมื่อถูกกระตุ้นโดยสิ่งเร้าต่างๆ 
(MacMicking, et al., 1997 และ Alderton et al., 2001) ไนตริกออกไซด์มีหน้าที่เก่ียวข้องกับ
กระบวนการต่างๆ ในร่างกาย เช่น การสื่อสัญญาณประสาท (neurotransmission) ควบคุมความดัน
โลหิตโดยท าให้หลอดเลือดขยายตัว (vascular relaxation) ป้องกันการเกาะตัวของเกล็ดเลือด (platelet 
aggregation) และการจับตัวกันของเม็ดเลือดขาว (leukocyte adhesion) รวมทั้งยังเกี่ยวข้องกับระบบ
ภูมิคุ้มกันแบบมีมาแต่ก าเนิด (innate immunity)  

ไอโซฟอร์ม eNOS ส่วนมากมีการแสดงออกท่ีเซลล์เยื่อบุ การท างานของเอนไซม์ eNOS จะถูก
กระตุ้นเมื่อระดับ Ca2+ ในเซลล์เพ่ิมสูงขึ้น Ca2+ ทีสู่งขึ้นจะจับกับ calmodulin และเหนี่ยวน าให้ 
calmodulin จับกับเอนไซม์ eNOS ได้แน่นขึ้นท าให้เพ่ิมแอกตีวิตีของเอนไซม์ (Alderton et al., 2001) 
นอกเหนือจากการกระตุ้นด้วยการเพ่ิมระดับของ Ca2+ แอกติวิตีของเอนไซม์ eNOS ยังถูกกระตุ้นด้วยการ
ถูกฟอสโฟรีเลชัน (phosphorylation) เอนไซม์ eNOS ถูกฟอสโฟรีเลชันที่กรดอะมิโนเซอรีน (Ser), ทรี
โอนีน (Thr) และไทโรซีน (Tyr) ที่อยู่ในโครงสร้าง เช่น การฟอสโฟรีเลชันที่ Ser1177 จะกระตุ้นการไหล
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ของอิเล็กตรอนในบริเวณ reductase domain เพ่ิมความไวต่อ Ca2+ (Fleming and Busse, 2003) สาร
ต่างๆ ที่สามารถกระตุ้นการแอกตีวิตีของเอนไซม์ของ eNOS โดยผ่านการกระตุ้นการฟอสโฟรีเลชันที่ 
Ser1177 ได้แก่ oestrogen และ VEGF กระตุ้นเอนไซม์ Akt ก่อนกระตุ้นการฟอสโฟรีเลชันที่ Ser1177 
ฮอร์โมน insulin กระตุ้นเอนไซม์ Akt และ AMP-activated protein kinase (AMPK) ก่อนกระตุ้นการ
ฟอสโฟรีเลชันที่ Ser1177 สาร bradykinin กระตุ้นการฟอสโฟรีเลชันที่ Ser1177 ผ่านการกระตุ้น
เอนไซม์ Ca2+/calmodulin-dependent protein kinase II (CaMKII) และ shear stress กระตุ้น
เอนไซม์ PKA ก่อนกระตุ้นการฟอสโฟรีเลชันที่ Ser1177 อย่างไรก็ตามแม้ว่าจะมีการรายงานว่าเอนไซม์ 
kinase ต่างๆ ควบคุมเอนไซม์ eNOS ผ่านการฟอสโฟรีเลชันที่ Ser1177 แต่เอนไซม์ Akt เป็นเอนไซม์
เพียงชนิดเดียวที่มีรายงานว่าควบคุมเอนไซม์ eNOS ได้ในสิ่งมีชีวิต (Forstermann and Sessa, 2012) 
นอกเหนือจากการควบคุมโดยการฟอสโฟรีเลชันที่ Ser1177 เอนไซม์ eNOS ยังถูกควบคุมโดยการฟอสโฟ
รีเลชันที่ Thr495, Ser114, Ser633, Tyr81 และ Tyr657 แต่กลไกท่ีชัดเจนยังอยู่ในระหว่างการศึกษา 

ไนตริกออกไซด์ที่ผลิตจากเอนไซม์ eNOS มีผลทางสรีรวิทยาด้านต่างๆ โดยเฉพาะการควบคุม
หลอดเลือด เช่น ท าให้หลอดเลือดขยายตัวโดยการไปจับกับกลุ่มฮีมของเอนไซม์ soluble guanylyl 
cyclase (sGC) ที่อยู่บริเวณกล้ามเนื้อเรียบรอบหลอดเลือดท าให้มีการเพ่ิมการผลิต cGMP ส่งผลให้มีการ
ขยายตัวของหลอดเลือด (Ignarro et al., 1986) และยับยั้งการการเกาะตัวของเกร็ดเลือดและการยึดของ
เกร็ดเลือดจับกับผนังหลอดเลือด ท าให้การไหลเวียนของเลือดเกิดได้ดี ไนตริกออกไซด์ที่ผลิตจากเอนไซม์ 
eNOS ยังลดการแสดงออกของโปรตีนที่เกี่ยวข้องกับภาวะการแข็งตัวของหลอดเลือด (atherosclerosis) 
เช่น โปรตีน MCP-1 ลดการจับของเม็ดเลือดขาวกับผนังหลอดเลือด นอกจากนี้ไนตริกออกไซด์ยังไปยับยั้ง
การหลั่งของ platelet-derived growth factor (PDGF) จึงท าให้การเพ่ิมจ านวนของเซลล์กล้ามเนื้อ
เรียบลดลง (Forstermann and Sessa, 2012) ดังนั้นจะเห็นได้ว่าไนตริกออกไซด์ที่ผลิตจากเอนไซม ์
eNOS แสดงฤทธิ์ต้านการเกิดการแข็งตัวของหลอดเลือด เมื่อเซลล์เยื่อบุหลอดเลือดท ำงำนผิดปกติ 
(endothelial dysfunction) จะท ำให้ชีวปริมำณออกฤทธิ์ของไนติกออกไซด์ (NO bioavailability) 
ลดลง สำเหตุหนึ่งที่ท ำให้ชีวปริมำณออกฤทธิ์ของไนติกออกไซด์ลดลงคือกำรเกิดควำมเครียดจำก
ออกซิเดชัน เนื่องจำกในขณะที่เกิดควำมเครียดจำกออกซิเดชันท ำให้มีกำรผลิต reactive oxygen specis 

ในปริมำณท่ีสูงขึ้น โดยเฉพำะกำรผลิต superoxide (O2
-) โดยเอนไซม์ NADPH oxidase ท ำให้มีกำร

รวมกันของไนติกออกไซด์ และ O2
- เป็น perxynitrite (ONOO- ) มำกขึ้นจึงมีปริมำณไนตริกออกไซด์

ลดลง นอกจำกนี้ ONOO- ที่เพ่ิมมำกข้ึนยังไปออกซิไดซ์ BH4 ที่เป็นโคแฟกเตอร์ของเอนไซม์ eNOS ท าให้
ลด affinity ระหว่างเอนไซม์ eNOS กับ L-arginine จึงท าให้ eNOS เร่งปฏิกิริยา uncoupling แทน ท า

ให้เกิด O2
- แทนการสังเคราะห์ไนตริกออกไซด์ (Zou et al., 2002) ดังนั้นจึงท าให้ชีวปริมำณออกฤทธิ์

ของไนติกออกไซด์ของเซลล์เยื่อบุหลอดเลือดลดลงเป็นผลให้กำรควบคุมกำรท ำงำนของหลอดเลือด
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ผิดปกติ น ำไปสู่ภาวะการแข็งตัวของหลอดเลือด และโรคหลอดเลือดและหัวใจในที่สุด โดยเฉพาะในผู้ที่มี
ภาวะเสี่ยงต่อการเป็นโรคหลอดเลือดและหัวใจ เช่น ผู้ป่วยเบาหวาน ผู้ที่มีภาวะโคเลสเตอรอลในเลือดสูง 
ผู้ที่มีความดันโลหิตสูง ผู้สูบบุหรี่ และผู้ที่มีความเครียด เป็นต้น (Vanhoutte et al., 2009; 
Forstermann and Sessa, 2012) 

มีกำรศึกษำพบว่ำกำรเพ่ิมชีวปริมำณออกฤทธิ์ของไนติกออกไซด์ของเซลล์เยื่อบุหลอดเลือดท ำได้
หลำยวิธี เช่น กำรเพ่ิมแอกติวิตีของเอนไซม์ eNOS โดยกำรเพิ่มกำรแสดงออกของเอนไซม์ eNOS การ
เพ่ิมปริมาณซับสเตรต L-arginine และการเพิ่มโคแฟกเตอร์ BH4 และการเพ่ิมปริมาณไนตริกออกไซด์โดย 
NO donor เป็นต้น (Zhang et al., 2010) การเพ่ิมปริมาณ BH4 โดยการเสริม BH4 เป็นวิธีการป้องกัน
และรักษาโรคหลอดเลือดและหัวใจทางหนึ่ง แต่ปัญหาของการให้ BH4 เสริมคือความไม่เสถียรของ BH4 
(Zhang et al., 2010) จึงมีควาพยายามหาสารที่มีผลต่อการเพ่ิมปริมาณ BH4 ในเซลล์ เช่น fluvastatin 
สามารถเพ่ิมการแสดงออกของเอนไซม์ guanosine triphosphate cyclohydrolase-1 (GTPCH-1) ซ่ึง
เป็นเอนไซม์ท่ีควบคุมการผลิต BH4 ท าให้มีปริมาณ BH4 มากขึ้น (Aoki et al., 2010) ในปัจจุบันมีการ
รายงานว่าส่วนสกัดจากพืชต่างๆ และสารบริสุทธิ์จากพืชสามารถกระตุ้นการแสดงออกของเอนไซม์ eNOS 
ได้ (Steinkamp-Fenske et al., 2007; Koltermann et al., 2007; Wattanapitayakul et al., 2007; 
Vanhoutte et al., 2009; Li et al., 2010)  

Balayssac และคณะ (2009) ได้ศึกษาผลิตภัณฑ์เสริมอาหารที่มีสรรพคุณในการรักษาโรคเสื่อม
สมรรถภาพทางเพศท่ีจ าหน่ายในฝรั่งเศส โดยการวิเคราะห์ด้วยเทคนิค diffusion ordered 
spectroscopy (DOSY) 1H NMR พบว่ามีผลิตภัณฑ์ 8 ชนิดที่มีองค์ประกอบของสารที่มีโครงสร้างที
เกี่ยวข้องกับตัวยับยั้งเอนไซม์ PDE-5 ได้แก่ Sildenafil, tadalafil, vardenafil, 
hydroxyhomosildenafil, thiosildenafil, และยังพบสาร thiomethisosildenafil ใหม่ ได้ศึกษาการ
หาปริมาณของสารออกฤทธิ์ด้วยเทคนิค HPLC หรือ NMR นอกจากนี้ยังสามารถพิสูจน์สาร 30 ชนิดที่เป็น
องค์ประกอบในผลิตภัณฑ์ได้อีกด้วย 

Temkitthawon และคณะ (2011) ได้ท าการศึกษาประสิทธิภาพของสมุนไพรในการยับยั้งโรค
เสื่อมสมรรถภาพทางเพศ โดยทดสอบสารสกัดจากสมุนไพรจ านวน 81 ชนิดต่อการยั้บยั้งเอนไซม์ PDE-5 
และมีสมุนไพรจ านวน 4 ชนิดที่แสดงฤทธิ์ยับยั้งที่ดี และน าสารที่แยกได้จากเหง้าของต้นกระชายด า 
(Kaempferia parviflora) มาทดสอบฤทธิ์ยับยั้งเอนไซม์ PDE-5 และ PDE-6 พบว่า 7-
methoxyflavones มีฤทธิ์ในการยับยั้งทั้งสองเอนไซม์ PDE-5 และ PDE-6 ในขณะที่ 5,7-
dimethoxyflavone แสดงฤทธิ์ในการยับยั้งเอนไซม์ PDE-5 ได้ดีที่สุด (IC50) = 10.64 ± 2.09 μM, และ
มีความจ าเพาะต่อเอนไซม์ PDE-5 มากกว่า PDE-6 เท่ากับ 3.71 นอกจากนี้จากการศึกษาความสัมพันธ์
ของโครงสร้างสารต่อฤทธิ์ทางชีวภาพนั้น พบว่าหมู่ methoxyl ที่ต าแหน่งที่ 5 ของ 7-
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methoxyflavones มีผลต่อฤทธิ์ในการยับยั้งเอนไซม์ แสดงถึงศักยภาพของสมุนไพรกระชายด าในการใช้
ในการรักษาโรคนี้ 
 
ข้อมูลของพืชสมุนไพรที่ใช้ในการศึกษา 

 1. กวาวเครือแดง  
ชื่อวิทยาศาสตร์ :  Butea superba Roxb 
ชื่อวงศ์ :  Papilonaceae 
ชื่อสามัญ (ชื่อภาษาอังกฤษ) :  - 
ส่วนที่ใช้ :  หัวใต้ดิน เถา 

อยู่ในจ าพวกไม้เลื้อยเป็นเถาวัลย์ เนื้อแข็ง ชอบขึ้นพาดกับต้นไม้ใหญ่ ใบใหญ่คล้ายใบของต้น
ทองกวาว ดอกใหญ่คล้ายดอกแคแสด เป็นพวงระย้าเหมือนดอกทองกวาว ฝักเล็กแบนบาง หัวใต้ดินมีรูป
ทรงกระบอกยาว เปลือกสีน้ าตาล มีหลายขนาด ฝานเปลือกออกจะมียางสีแดงสดซึมออกมา เนื้อในสีขาว 
(รูปที่ 2-1)  

เป็นสมุนไพรที่มีสรรพคุณเป็นยาอายุวัฒนะ ช่วย บ ารุงสมรรถภาพทางเพศ (Manosroi et al., 
2006) ส่วนสกัดเอทานอลของกวาวเครือแดงมีประสิทธิภาพในการขยายหลอดเลือดของแกนองคชาติใน
หนูแรท (Tocharus et al., 2006) 

 
 
 
 
 
 
 
 

 

รูปที ่2-1 กวาวเครือแดง  
(ภาพโดย ฐิติพร ทองเย็น) 

 
 2. กระชายด า  

ชื่อวิทยาศาสตร์ :  Kaempferia parviflora Wall. ex Baker 
ชื่อวงศ์ :  Zingiberaceae 
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ชื่อสามัญ (ชื่อภาษาอังกฤษ) :  Belamcanda chimensis 
ต้น กระชายด าเป็นพรรณไม้ล้มลุก ส่วนของแกนกลางล าต้นจะมีลักษณะแข็ง มีกาบใบที่อาบ

หนา นุ่ม หุ้มแกนล าต้นไว้ ใบของกระชายด า เป็นใบเลี้ยงเดี่ยว สีของใบกระชายด าเมื่อเริ่มแตกใบอ่อนจะ
มีสีเข้มม่วงอมแดง และจะค่อยๆ สีจางไปเป็นสีเขียวเข้ม เหง้า รูปทรงกลม เรียงต่อกัน มักมีขนาด
เท่าๆกัน หลายเหง้า อวบน้ า ผิวเหง้าสีน้ าตาลอ่อนถึงน้ าตาลเข้ม อาจพบรอยที่ผิวเหง้าเป็นบริเวณที่จะ
งอกของต้นใหม่ เนื้อภายในสีม่วง (รูปที่ 2-2) 

 

 
 

รูปที ่2-2 เหง้ากระชายด า 
(ภาพโดย กล่าวขวัญ ศรีสุข) 

เป็นสมุนไพรที่มีสรรพคุณเป็นยาบ ารุงก าลัง เป็นยาอายุวัฒนะ (เชื่อว่าช่วยบ ารุงสมรรถภาพทาง
เพศชาย) แก้ปวดเมื่อย และแก้อาการเหนื่อยล้า แก้โรคกระเพาะ และปวดท้อง (Yenjai et al., 2004) 
ส่วนสกัดจากเหง้ากระชายด าสามารถเพ่ิมการผลิตไนตริกออกไซด์และเร่งการแสดงออกของโปรตีน
และเอ็มอาร์เอ็นเอของเอนไซม์ eNOS (Wattanapitayakul et al., 2007) ต่อมาในปี ค.ศ. 2008 
รายงานว่าส่วนสกัดจากเหง้ากระชายด ามีฤทธิ์เป็นยาบ ารุงสมรรถภาพทางเพศ โดยเพ่ิมการไหลเวียนของ
เลือด แต่ไม่มีผลต่อความดันเลือดที่หัวใจ และส่วนสกัดนี้ยังลดความเครียดจากออกซิเดชัน และเพ่ิมชีวป
ริมำณออกฤทธิ์ของไนติกออกไซด์ (Malakul et al., 2011).  

 
 3. มะรุม  
ชื่อวิทยาศาสตร์ : Moringa oleifera Lam 
ชื่อวงศ์ : Moringaceae. 
ชื่อสามัญ (ชื่อภาษาอังกฤษ) : moringa, drumstick tree 
ไม้พุ่ม หรือไม้ยืนต้น ใบประกอบแบบขนนก ใบย่อย 8-10 คู่ ดอก ออกเป็นช่อแบบแยกแขนง 

(รูปที่ 2-3) กลีบดอกสีเขียวอ่อน ผลเป็นฝักรูปดาบ หรือกระบอง เป็นสมุนไพรที่มีสรรพคุณใช้เปลือก ขับ
ลมในล าไส้ พอกแผล ห้ามเลือด ใบ ห้ามเลือด ขับน้ านม ท าให้นอนหลับ รักษาเลือดออกตามไรฟัน ดอก 
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ขับน้ าตา ขับปัสสาวะ กระตุ้นก าหนัด ผล บ ารุงก าลัง ถอนพิษไข้ แก้ขัดเบา แก้โรคตับและม้าม เมล็ด แก้
ปวดตามข้อ (ฐานข้อมูลพรรณไม้ องค์การสวนพฤกษศาสตร์ , http://www.qsbg.org/database 
/botanic_book%20full%20option/search_detail.asp?botanic_id=2256) ใบมะรุมมีฤทธิ์ทาง
ชีวภาพ เช่น ฤทธิ์ต้านออกซิเดชัน ต้านเบาหวาน และต้านแบคทีเรีย (Anwar et al., 2007; Sreelatha 
& Padma, 2009) 

 
 
 
 
 
 
 

รูปที ่2-3 ใบมะรุม 
(ภาพโดย วิภาดา ศิริตันหยง) 

 
 4. ค้างคาวด า 
 ชื่อวิทยาศาสตร์ : Tacca chantrieri   Andr. 
ชื่อวงศ์ : Taccacea 
ชื่ออ่ืน : เนระพูสีไทย (ตะวันออก) คลุ้มเลีย ว่านหัวฬา (จันทบุรี) ดีงูหว้า (ภาคเหนือ) ดีปลากั้ง 

(ภาคตะวันออกเฉียงเหนือ) ดีปลาช่อน (ตราด) นิลพูสี (ตรัง) มังกรด า (กรุงเทพ ฯ) ม้าถอนหลัก (ชุมพร) 
ว่านพังพอน (ยะลา)  

 เป็นไม้ล้มลุกอายุหลายปี มีเหง้าใต้ดิน ใบรูปขอบขนานถึงรูปใบหอก ปลายใบแหลมหรือเป็น
ติ่งแหลม โคนใบแหลมเบี้ยวเล็กน้อย ดอกออกเป็นช่อมี 1-3 ช่อ แต่ละช่อมี 4-25 ดอก ลักษณะคล้าย
ค้างคาวบิน กลีบประดับมี 2 คู่ ไร้ก้านสีม่วงแกมเขียวถึงสีม่วงด า คู่นอกรูปไข่ รูปขอบขนานหรือรูปใบ
หอก กลีบประดับเป็นเส้นมี 5-25 เส้น สีอ่อนกว่าแผ่นกลีบประดับยาว 10-25 ซม. กลีบรวมติดเป็น
หลอดสั้นๆปลายแยกเป็น 6 กลีบ (รูปที่ 2-4) เป็นสมุนไพรที่มีสรรพคุณใช้เหง้ารักษาโรคความดันเลือดต่ า 
บ ารุงก าหนัด บ ารุงก าลัง ช่วยเจริญอาหาร ดับพิษไข้ กล่อมพิษท้ังปวง ทั้ง 5 แก้เม็ดผื่นคันตามร่างกาย 
(พงศักดิ์ พลเสนา, 2550a และ http://www.panmai.Com/Warn/Warn_TACCAC _01.shtml) 

 

http://www.qsbg.org/database%20/botanic_book%25
http://www.qsbg.org/database%20/botanic_book%25
http://www.panmai.com/Warn/Warn_TACCAC%20_01.shtml
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รูปที่ 2-4 ใบ ล าต้นและดอกของต้นค้างคาวด า  
(ภาพโดย กล่าวขวัญ ศรีสุข) 

 
 5. เร่วหอม 
 ชื่อวิทยาศาสตร์: Etlingera pavieana (Pierre ex Gagnep.) R.M.Sm.) 
 ชื่อวงศ์: Zingiberaceae 
  เป็นไม้ล้มลุก ล าต้นเป็นเหง้าใต้ดิน ใบเดี่ยว เรียงสลับดอกช่อ แทงจากเหง้า ดอกย่อยสีแดง ทุกส่วนมี

กลิ่นหอมเหง้าเร่วหอม แสดงดังรูปที่ 2-5 เป็นสมุนไพรที่มีสรรพคุณใช้ ผล ใช้เป็นเครื่องเทศ ขับลม แก้
ท้องอืดท้องเฟ้อ จุกเสียด เหง้า ขับลมในล าไส้ช่วยย่อยอาหาร แก้ท้องอืดท้องเฟ้อ ใช้เป็นเครื่องเทศ แต่ง
กลิ่นอาหาร ใบ ช่วยในการขับปัสสาวะ หน่ออ่อน รับประทานเป็นผัก ขับลมในล าไส้ ช่วยย่อยอาหาร (พง
ศักดิ์ พลเสนา, 2550b) 
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(A)       (B) 
 
 
 
 
 
 
 
 
      (C) 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปที่ 2-5 ลักษณะเหง้าของเร่วหอม (A) ลักษณะใบของเร่วหอม (B) และลักษณะดอกของเร่วหอม (C) 
 (ภาพโดย กล่าวขวัญ ศรีสุข) 
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บทท่ี 3 
วิธีการทดลอง 

 
3.1 การเตรียมพืช และการสกัดสารจากสมุนไพร 
 น าสมุนไพรที่ใช้ทดสอบคือ ค้างคาวด า เร่วหอม มะรุม กระชายด า และกวาวเครือแดง มาล้างให้
สะอาดด้วยน้ าประปา แล้วหั่นเป็นชิ้นเล็กๆ ก่อนน าไปอบแห้งที่อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียสในตู้อบ จากนั้น
น าไปบดเป็นผงให้ละเอียดด้วยเครื่องบดสมุนไพร 
 การเตรียมส่วนสกัดเอทานอล โดยน าสมุนไพรที่บดละเอียด มาสกัดด้วย 95% เอทานอล และ 40% 
เอทานอล ในอัตราส่วน 1:10 ด้วยวิธ ีmaceration นาน 7 วัน ท าการกรอง จากนั้นน าผงพืชกลับมาแช่ในเอ
ทานอลซ้ าอีก 2 ครั้ง และน าสารละลายที่ได้มารวมกันและท าให้แห้งโดยด้วยเครื่องระเหยสุญญากาศแบบ
หมุนและเครื่องดูดสุญญากาศ จดบันทึกน้ าหนักของส่วนสกัดท่ีได้ทั้งหมด ก่อนน าไปเก็บที่อุณหภูมิ -20 องศา
เซลเซียสโดยไม่ให้โดนแสงเพ่ือท าการทดสอบต่อไป 
 การเตรียมส่วนสกัดน้ า โดยน าสมุนไพรที่บดละเอียด มาใส่ในน้ าเดือดนาน 30 นาที ในอัตราส่วน 
1:30 ก่อนกรองสารละลายส่วนสกัดด้วยกระดาษกรอง Whatmam เบอร์ 3 ภายใต้สุญญากาศโดยเครื่องดูด
ลดความดัน ที่อุณหภูมิห้อง จากนั้นน าผงพืชกลับมาต้มซ้ าอีกหนึ่งครั้ง จากนั้นน าส่วนสกัดน้ าของเหง้าเร่ว
หอม มาท าการระเหยน้ าด้วยเครื่อง Freeze dryer จดบันทึกน้ าหนักของส่วนสกัดท่ีได้ทั้งหมด ก่อนน าไปเก็บ
ที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียสโดยไม่ให้โดนแสงเพื่อท าการทดสอบต่อไป ตารางที่ 1 แสดงน้ าหนักของส่วน
สกัดที่ได้ทั้งหมด พบว่าส่วนสกัดน้ าของพืชสมุนไพรทุกชนิดมีเปอร์เซ็นต์น้ าหนักแห้ง มากกว่าส่วนสกัด 40% 
เอทานอล และส่วนสกัด 95% เอทานอล ตามล าดับ 

 

3.2 การทดสอบการออกฤทธิ์ทางชีวภาพของสารสกัด  
 3.2.1 การทดสอบการออกฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระของสารสกัดโดยวิธี DPPH radical scavenging 
assay 
 การทดสอบฤทธิ์การก าจัดอนุมูล DPPH ท าตามวิธีที่รายงานโดย Srisook และคณะ (2012) มีวิธีท า
โดยสรุปดังนี้เตรียมสารละลาย DPPH ในเมทานอลที่ความเข้มข้น 0.2 mM ปิเปตส่วนสกัดท่ีละลายในเมทา
นอลที่ความเข้มข้นต่างๆปริมาตร 50 µL และสารละลาย DPPH ปริมาตร 100 µL ผสมให้เข้ากันในไมโคร
เพลทนาน 1 นาที จากนั้นตั้งทิ้งไว้ในที่มืดที่อุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 30 นาทีแล้วน าไปวัดค่าการดูดกลืนแสงที่
ช่วงความยาวคลื่น 517 นาโนเมตร ด้วยเครื่องวัดค่าการดูดกลืนแสงแบบไมโครเพลท โดยใช้กรดแอสคอร์บิก 
(ascorbic acid) และบีเอทที (BHT) เป็นสารเปรียบเทียบ 
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 3.2.2 ทดสอบฤทธิ์ก าจัดอนุมูลซุปเปอร์ออกไซด์ (ณัฐกานต์ แก้วมูล, 2557) 
 เตรียมสารละลายกรดแกลลิกในโซเดียมฟอตเฟสบัฟเฟอร์ ที่ความเข้มข้น 3.125, 6.25, 12.5, 25, 
50 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ตามล าดับ เตรียมสารสกัดเอทานอลจากหัวกวาวเครือแดงที่ละลายในเอทานอล
ร้อยละ 95 สารสกัดน้ าจากเหง้ากระชายด าที่ละลายในน้ ากลั่น ต ารับยาสมุนไพรไทยสูตร BUU-ED-B3 ที่
ละลายในเอทานอลร้อยละ 47.5 ที่ความเข้มข้น 1 และ 0.1 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร และสารละลายโซเดียม
ฟอตเฟสบัฟเฟอร์ (pH 7.4) ที่ความเข้มข้น 0.1 โมลาร์ ไว้ส าหรับใช้ละลาย NADH, NBT และ PMS จากนั้น
ท าการปิเปตต์สารสกัดหัวกวาวเครือแดง สารสกัดเหง้ากระชายด า ต ารับยาสมุนไพรไทยสูตร BUU-ED-B3 
อย่างละ 100 ไมโครลิตร และสารละลาย NADH ที่ความเข้มข้น 468 มิลลิโมลาร์ สารละลาย NBT ที่ความ
เข้มข้น 150 มิลลิโมลาร์ สารละลาย PMS ที่ความเข้มข้น 60 มิลลิโมลาร์ ปริมาตรอย่างละ 62.5 ไมโครลิตร 
ผสมสารให้เข้ากันและบ่มที่อุณหภูมิห้องในที่มืดเป็นเวลา 5 นาที น าไปวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ 560 นาโน
เมตร ด้วยเครื่องวัดค่าการดูดกลืนแสงแบบไมโครเพลท โดยใช้กรดแกลลิกเป็นสารควบคุมทางบวกและท า
การค านวณเปอร์เซ็นต์การก าจัดอนุมูลซุปเปอร์ออกไซด์จากสมการ   
เปอร์เซ็นต์การก าจัดอนุมูลซุปเปอร์ออกไซด์ = [(A-(B-C))/A]*100 
โดย A คือ ค่าการดูดกลืนแสงของฟอตเฟสบัฟเฟอร์ 100 ไมโครลิตร + NADH, NBT, PMS อย่างละ  

62.5 ไมโครลิตร 
     B คือ ค่าการดูดกลืนแสงของส่วนสกัด 100 ไมโครลิตร + NADH, NBT, PMS อย่างละ    

62.5 ไมโครลิตร 
C คือ ค่าการดูดกลืนแสงของส่วนสกัด 100 ไมโครลิตร + ฟอตเฟสบัฟเฟอร์ 187.5 ไมโครลิตร 

 
3.2.3 การทดสอบความเป็นพิษต่อเซลล์โดยวิธี MTT 
เซลล์เยื่อบุหลอดเลืดของมนุษย์  (human umbilical vein endothelial cells) EA.hy 926 cell 

line ซื้อมาจาก ATCC น ามาเลี้ยงในอาหาร Dulbecco’s modified Eagle’s medium (DMEM) ซึ่งมี  100 

U/ml penicillin,100 g/ml streptomycin, 4 mM L-glutamine, 25 mM D-glucose, 1 mM 
sodium pyruvate และ 10% heat-inactivated fetal bovine serum (FBS) ในตู้อบ 37 องศาเซลเซียส 
ที่มีคาร์บอนไดออกไซด์ 5 % ท าการ subculture โดยใช้ trypsin/EDTA 

ท าการทดสอบความเป็นพิษต่อเซลล์ โดยใช้วิธ ี MTT assay มีวิธีการโดยย่อดังนี้ เลี้ยงเซลล์ที่สัมผัส
กับส่วนสกัดท่ีความเข้มข้นต่างๆ เป็นระยะเวลา 24 ชั่วโมง ดูดอาหารเลี้ยเซลล์ทิ้งและเติมอาหารเลี้ยงเซลล์ ที่
มีสารละลาย MTT แล้วน ากลับไปบ่มต่อที่ 37 องศาเซลเซียส นาน 2 ชัวโมง จากนั้นละลายสาร formazan 
ที่เกิดขึ้นด้วย DMSO แล้วน าไปวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ 550 นาโนเมตร (Srisook และ Cha, 2004) แสดงผล
ในรูปร้อยละของเซลล์ที่มีชีวิตซึ่งค านวณจาก (ค่าการดูดกลืนแสงของหลุมที่ใส่สารทดสอบ/ ค่าการดูดกลืน
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แสงของหลุมที่ไม่ใส่สารทดสอบ) X 100 ท าการทดลองอย่างน้อย 3 ครั้ง แต่ละครั้งท าซ้ า 3 ครั้งในแต่ละ
สภาวะการทดลอง 
 3.2.4 การทดสอบส่วนสกัดต่อการผลิตไนตริกออกไซด์

ไนไตรท์ (nitrite) และไนเตรท (nitrate) เกิดจากการออกซิเดชั่นไนตริกออกไซด์ ที่ผลิตโดยเอนไซม์ 
NOS  ซึ่งปริมาณไนไตรท์ในอาหารเลี้ยงเซลล์ เป็นดัชนีที่บ่งชี้แอคทีวิตีของเอนไซม์ NOS ปริมาณไนไตรท์
ทดสอบได้โดยปฏิกิริยา Griess โดยมีวิธีการโดยย่อดังนี้ ให้เซลล์สัมผัสกับอาหารเลี้ยงเซลล์ ที่มีส่วนสกัด และ
เลี้ยงเซลล์ในตู้อบ 37 องศาเซลเซียส ที่ เป็นระยะเวลา 24 ชั่วโมง เมื่อครบเวลาที่ก าหนดดูดอาหารเลี้ยงเซลล์

ใส่ในหลอดทดลองขนาด 1.5 ml แล้วน าอาหารเลี้ยงเซลล์นี้จ านวน 100 l ผสมกับสารละลาย Griess  
[0.1% N-(1-naphtyl)-ethylenediamine and 1% sulfanilamide in 5 % phosphoric acid] จ านวน 

100 l จากนั้นตั้งทิ้งไว้ที่อุณหภูมิห้อง นาน 10 นาที แล้วน าไปวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ 546 นาโนเมตร และ
ค านวณความเข้มข้นของไนไตรในอาหารเลี้ยงเซลล์ได้จากกราฟมาตราฐานที่สร้างจาก sodium nitrite 
(Srisook และ Cha, 2005) ท าการทดลองอย่างน้อย 3 ครั้ง แต่ละครั้งท าซ้ า 3 ครั้งในแต่ละสภาวะการ
ทดลอง ในการศึกษานี้ใช้ resveratrol เป็นสารควบคุมแบบบวกในการกระตุ้นการหลั่งไนตริกออกไซด์ของ
เซลล์เยื่อบุหลอดเลือด  

 

3.3 การทดสอบส่วนสกัดต่อปริมาณเอนไซม์ eNOS 
การทดสอบปริมาณโปรตีน pSer1177-eNOS, total eNOS และ-tubulin โดยวิธี Western blot 

analysis โดยให้เซลล์สัมผัสกับอาหารเลี้ยงเซลล์ ที่มีส่วนสกัดในช่วงที่ไม่แสดงความเป็นพิษต่อเซลล์ และเลี้ยง
เซลล์ในตู้อบ 37 องศาเซลเซียส ที่ เป็นระยะเวลา 24 ชั่วโมง จากนั้นดูดอาหารเลี้ยงเซลล์ทิ้ง ล้างด้วยปัฟเฟอร์ 
1X PBS [137 mM Nacl, 2.7 mM KCl, 1.8 mM KH2PO4,10 mM Na2HPO2] ที่เย็น 2 ครั้งก่อนเติม RIPA 
protein lysis buffer [150 mM Tris-HCl,150 mM NaCl, 5 mM EGTA, 0.1%(v/v) SDS,1% (v/v) 
sodium deoxycholate, 1%(v/v) Nonidet P-40] ปริมาตร 50 µL ที่เติมสารละลาย 1X protease 
inhibitors จากนั้นใช้ cell scraper ขูดเก็บเซลล์ลงในหลอดพลาสติกขนาด 1.5 ml น าไปปั่นเหวี่ยงที่ 13,700 
g ที่อุณหภูมิ 4 ºC เป็นเวลา 10 นาที ดูดส่วนใสด้านบนเก็บใส่หลอดพลาสติกหลอดใหม่ น าไปวิเคราะห์หา
ปริมาณโปรตีนโดยวิธี BCA assay และเก็บไว้ที่อุณหภูมิ -80 ºC ก่อนน าไปวิเคราะห์ด้วยวิธี Western blot 
ต่อไป 

ท าการแยกโปรตีนรวมที่สกัดได้ด้วยเทคนิค SDS-PAGE จากนั้นน าไปให้ความร้อนที่อุณหภูมิ 95 ºC 
เป็นเวลา 5 นาที เพ่ือให้โปรตีนเสียสภาพ ก่อนหยอดลงช่องของเจลที่อยู่ในสารละลายบัฟเฟอร์ (1X) 
running buffer [0.025 M Tris, 0.192 M glycine และ 0.1% (w/v) SDS] ผ่านกระแสไฟฟ้าที่ความต่าง
ศักย์ไฟฟ้าคงที่ 80 V เป็นเวลา 1 ชัว่โมง 30 นาที ก่อนจะย้ายแผ่นเจลที่ได้ไปบนเมมเบรน 



24 
 

Polyvinylidenedifloride (PVDF) ที่ผ่านการแช่ใน absolute methanol เป็นเวลา 30 วินาที ล้างด้วยน้ า
กลั่น แช่ในสารละลายบัฟเฟอร์ transfer buffer [192 mM glycine, 25 mM Tris, 10% (v/v) methanol] 
เป็นเวลา 5 นาทีแล้ว น าเมมเบรน PVDF ที่ประกบกับเจลไปใส่ในแทงค์ที่มีบัฟเฟอร์ transfer buffer ผ่าน
กระแสไฟฟ้าที่ความต่างศักย์ไฟฟ้าคงท่ี 25 V เป็นเวลานานข้ามคืน ที่อุณหภูมิ 4 ºC น าแผ่นเมมเบรนที่ผ่าน
การส่งผ่านโปรตีนแล้วมาบ่มในสารละลายบัฟเฟอร์ TBS-T [10 mM Tris-HCl, pH 7.5, 150 mM NaCl 
และ 0.1% (v/v) Tween 20] ที่มี 5% (w/v) non-fat dried milk ที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 1 ชั่วโมง แล้ว
จึงน าเมมเบรนแช่ในสารละลายแอนติบอดี้ที่จ าเพาะต่อโปรตีนที่ทดสอบที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 1 ชั่วโมง 
แล้วจึงล้างแผ่นเมมเบรนด้วยสารละลายบัฟเฟอร์ TBS-T จ านวน 3 ครั้ง เป็นเวลาครั้งละ 5 นาที ก่อนน าแผ่น
เมมเบรนมาแช่ในสารละลาย anti-mouse IgG (H+L) ที่ติดฉลากด้วยเอนไซม์ HRP เป็นเวลา 1 ชั่วโมงท่ี
อุณหภูมิห้อง แล้วล้างแผ่นเมมเบรนด้วยสารละลายบัฟเฟอร์ TBS-T จ านวน 3 ครั้ง เป็นเวลาครั้งละ 5 นาที 
น าแผ่นเมมเบรนบ่มในสารละลายซับสเตรทส าหรับ enhanced chemiluminescence (ELC) เป็นเวลา 5 
นาที ก่อนน าไปประกบฟิล์มเอ๊กซ์เรย์ในห้องมืด วิเคราะห์ผลแถบสัญญาณโปรตีนที่ได้โดยโปรแกรม BIO-1D 
เวอร์ชัน 12.10a แสดงผลเป็นจ านวนเท่าของการเหนี่ยวน า (Fold of induction) ของโปรตีนเป้าหมาย เมื่อ
เปรียบเทียบกับเซลล์ควบคุม ท าการทดลองอย่างน้อย 3 ครั้ง ในการศึกษานี้ใช้ resveratrol เป็นสารควบคุม
แบบบวกในการกระตุ้นการแสดงออกของเอนไซม์ eNOS ของเซลล์เยื่อบุหลอดเลือด 

 

3.4 การทดสอบส่วนสกัดต่อการกระตุ้นวิถี Akt 
วิถี PI(3)K/Akt เป็นวิถทีี่ควบคุมการแสดงออกของยีน eNOS จึงท าการศึกษาผลของสารทดสอบต่อ

การฟอสโฟรีเลชันของเอนไซม์ Akt โดยใช้เทคนิค Wester blotting analysis เหมือนวิธีในข้อ 3.4 โดยใช ้

anti pSer473-Akt, anti total Akt และ anti -tubulin  
 

3.5 การวิเคราะห์ chemical fingerprint ของสารสกัดโดยวิธี HPLC และ NMR 
spectroscopy 
 น าสารสกัดละลายในตัวท าละลายและวิเคราะห์ด้วยเครื่อง HPLC ด้วย ODS column ขนาด 
4.6x250 mm, 5 m ในสภาวะตัวท าละลายสัดส่วนต่างๆ เช่น 20% MeOH 50% MeOH และ 100% 
MeOH วัดการดูดกลืนแสงด้วย UV detecter ที่ 220, 254, 350 nm  
 น าสารสกัดละลายใน CDCl3 หรือ DMSO-d6 และวิเคราะห์ด้วยเทคนิค 1H NMR spectroscopy 
โดยเครื่อง Bruker AVANC 400 เปรียบเทียบข้อมูลของสารสกัดต่างๆ ที่ได้จาก HPLC และ 1H NMR  
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3.6 การวิเคราะห์ค่าทางสถิติ 
ผลการทดลองที่แสดงเป็นค่าเฉลี่ย ± ค่าเบี่ยงเบนมาตรฐาน ของผลการทดลองอย่างน้อย 3 ครั้งที่

เป็นอิสระต่อกัน แต่ละครั้งท า 3 ซ้ า วิเคราะห์ข้อมูลการทดลองท่ีได้ โดยเปรียบเทียบแบบ two-tailed 
student’s t-test และ one-way ANOVA โดยก าหนดค่าความมีนัยส าคัญทางสถิติที่  p<0.05 
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บทท่ี 4 
ผลการทดลอง 

 
4.1 น  าหนักของของส่วนสกัดพืชสมุนไพรต่างๆ 
 ตารางที่ 4-1 แสดงน้ าหนักของส่วนสกัดท่ีได้ทั้งหมด พบว่าส่วนสกัดน้ าของพืชสมุนไพรทุกชนิดมี
เปอร์เซ็นต์น้ าหนักแห้ง มากกว่าส่วนสกัด 40% เอทานอล และส่วนสกัด 95% เอทานอล ตามล าดับ 
 
ตารางที่ 4-1 เปอร์เซน็ต์น้ าหนักแห้งของส่วนสกัดพืชสมุนไพรต่างๆ 
 

พืชสมุนไพร ส่วนสกัด น้ าหนักแห้ง (กรัม) เปอร์เซ็นต์น้ าหนักแห้ง 
 
ใบมะรุม (1) 

95% เอทานอล (1E95) 3.4597 
 

11.53 
 

40% เอทานอล (1E40) 8.1639 27.21 
น้ า (1W) 4.5 45.00 

 
เหง้ากระชายด า (2) 

95% เอทานอล (2E95) 2.3497 7.83 
40% เอทานอล (2E40) 4.6434 15.48 
น้ า (2W) 3.02 30.20 

 
เหง้าค้างคาวด า (3) 

95% เอทานอล (3E95) 2.8505 19.00 
40% เอทานอล (3E40) 4.22 

 

28.13 
น้ า (3W) 3.37 33.70 

 
เหง้าเร่วหอม (4) 

95% เอทานอล (4E95) 2.1619 7.21 
40% เอทานอล (4E40) 6.0832 

 

20.28 
น้ า (4W) 2.7 

 

27.00 
 
หัวกวาวเครือแดง (5) 

95% เอทานอล (5E95) 2.3918 7.97 
40% เอทานอล (5E40) 7.7213 

 

25.74 
น้ า (5W) 3.89 38.90 

 

4.2 ฤทธิ์การก าจัดอนุมูล DPPH และต้านอนุมูลซุปเปอร์ออกไซด์ของสว่นสกัดพืชสมุนไพร
ต่างๆ 
  ท าการทดสอบฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ ด้วยวิธีการ 2 วิธี คือ วิเคราะห์การออกฤทธิ์ต้านอนุมูล DPPH 
และต้านอนุมูลซุปเปอร์ออกไซด์ พบว่าส่วนสกัดทุกส่วนสกัดออกฤทธิ์ก าจัดอนุมูล DPPH ในลักษณะที่แปร
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ผันตรงกับความเข้มข้น ดังแสดงในตารางที่ 4-2 นอกจากนี้ได้ท าการวิเคราะห์หาค่า IC50 ของการก าจัด
อนุมูล DPPH ของส่วนสกัดพืชสมุนไพรต่างๆ เพ่ือเปรียบเทียบฤทธิ์ในการต้านอนุมูลอิสระ พบว่าส่วนสกัด 
95% เอทานอลของพืชทุกชนิดมีฤทธิ์การก าจัดอนุมูล DPPH สูงกว่าส่วนสกัด 40% เอทานอล และส่วนสกัด
น้ าที่ได้จากพืชชนิดเดียวกัน ยกเว้นเร่วหอมที่ส่วนสกัดน้ ามีประสิทธิภาพดีที่สุด นอกจากนี้พบว่าส่วนสกัดน้ า
ของใบมะรุม (1W) กับส่วนสกัดน้ าจากเหง้าค้างคาวด า (3W) มีฤทธิ์ใกล้เคียงกับส่วนสกัด 95% เอทานอล
ของพืชแต่ละชนิด (1E95 และ 3E95) เมื่อเปรียบเทียบความสามารถในการก าจัดอนุมูล DPPH ของพืช
สมุนไพรชนิดต่างๆ พบว่าส่วนสกัดท่ีมีฤทธิ์ดีที่สุด คือ 5E95 > 1W, 1E95 > 3E95, 3W ตามล าดับ ค่า IC50 

ของการก าจัดอนุมูล DPPH ของ gallic acid ซึ่งเป็นสารควบคุมแบบบวก มีค่าเท่ากับ 6.47±0.22 g/ml 
 
ตารางที่ 4-2 ค่า IC50 ของการก าจัดอนุมูล DPPH ของส่วนสกัดพืชสมุนไพรต่างๆ 
 

พืชสมุนไพร ส่วนสกัด IC50 (g/ml) 
 
ใบมะรุม (1) 

95% เอทานอล (1E95) 325.77±1.59a 
40% เอทานอล (1E40) 402.49±4.77b 
น้ า (1W) 296.58±33.65a 

 
เหง้ากระชายด า (2) 

95% เอทานอล (2E95) 520.31±52.59a 
40% เอทานอล (2E40) 908.04±49.66b 
น้ า (2W) 708.14±29.85c 

 
เหง้าค้างคาวด า (3) 

95% เอทานอล (3E95) 340.85±1.63a 
40% เอทานอล (3E40) 854.00±34.37b 
น้ า (3W) 381.16±1.48a 

 
เหง้าเร่วหอม (4) 

95% เอทานอล (4E95) 770.98±16.14a 
40% เอทานอล (4E40) 1819.37±0.33b 
น้ า (4W) 551.56±24.41c 

 
หัวกวาวเครือแดง (5) 

95% เอทานอล (5E95) 94.46±0.52a 
40% เอทานอล (5E40) 990.02±12.29b 
น้ า (5W) 709.50±3.32c 

Gallic acid  6.47±0.22 
หมายเหตุ a, b, cแสดงความแตกต่างอย่างมีนัยส าคัญ (ที่ P<0.05) ของค่าเฉลี่ยระหว่างส่วนสกัดของพืชชนิด
เดยีวกัน 
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 ตัวท าละลายที่ออกฤทธิ์ในการก าจัดอนุมูลซุปเปอร์ออกไซด์ที่ดี คือ น้ า เมื่อเปรียบเทียบความ 
สามารถในการก าจัดอนุมูลซุปเปอร์ออกไซด์ของพืชสมุนไพรชนิดต่างๆ พบว่าส่วนสกัดท่ีมีฤทธิ์ดีที่สุด คือ 3W 
> 2W> 4W ตามล าดับ (ตารางที่ 4-3) ค่า IC50 ของการก าจัดอนุมูลซุปเปอร์ออกไซด์ของ gallic acid ซึ่งเปน็

สารควบคุมแบบบวกมีค่าเท่ากับ 35.19±0.35 g/ml 
 
ตารางที่ 4-3 ค่า IC50 ของการก าจัดอนุมูลซุปเปอร์ออกไซด์ ของส่วนสกัดพืชสมุนไพรต่างๆ 
 

พืชสมุนไพร ส่วนสกัด IC50 (g/ml) 
 
ใบมะรุม (1) 

95% เอทานอล (1E95) n.d. 
40% เอทานอล (1E40) 478.40±58.74a 
น้ า (1W) 321.93±45.28b 

 
เหง้ากระชายด า (2) 

95% เอทานอล (2E95) n.d. 
40% เอทานอล (2E40) 380.97±17.25a 
น้ า (2W) 220.93±1.00b 

 
เหง้าค้างคาวด า (3) 

95% เอทานอล (3E95) 2886.23±345.04a 
40% เอทานอล (3E40) 286.98±2.45b 
น้ า (3W) 190.90±5.04b 

 
เหง้าเร่วหอม (4) 

95% เอทานอล (4E95) > 4 mg/ml 
40% เอทานอล (4E40) 691.77±6.29a 
น้ า (4W) 260.93±14.47b 

 
หัวกวาวเครือแดง (5) 

95% เอทานอล (5E95) 295.61±27.13a 
40% เอทานอล (5E40) 880.05±34.73b 
น้ า (5W) 534.24±48.33c 

Gallic acid  35.19±0.35 
หมายเหตุ a, b, cแสดงความแตกต่างอย่างมีนัยส าคัญ (ที่ P<0.05) ของค่าเฉลี่ยระหว่างส่วนสกัดของพืชชนิด
เดียวกัน, n.d. = not detect 
 

4.3 ผลของส่วนสกัดพืชสมุนไพรต่อการผลิตไนตริกออกไซด์ และความมีชีวิตรอดของเซลล์ 
 เมื่อให้เซลล์เยื่อบุหลอดเลือดมนุษย์ (EA. hy926) สัมผัสกับส่วนสกัดสมุนไพรที่ความเข้มข้น 20

และ 100 g/ml เป็นเวลา 24 ชั่วโมง พบว่าปริมาณไนไตรท์ในอาหารเลี้ยงเซลล์ที่เป็นตัวชี้วัดปริมาณไนตริก 
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ออกไซด์ที่เซลล์ผลิตขึ้น โดยเซลล์ที่สัมผัสกับส่วนสกัด 95% เอทานอลของใบมะรุม (1E95) กระชายด า 
(2E95) หัวกวาวเครือแดง (5E95) และส่วนสกัด 40% เอทานอลของใบมะรุม (1E40) ที่ความเข้มข้น 100 

g/ml สามารถเพ่ิมการผลิตไนตริกออกไซด์ได้อย่างมีนัยส าคัญทางสถิติเมื่อเปรียบเทียบกับเซลล์ควบคุมที่
สัมผัสกับ 0.2% DMSO (รูปที่ 4-1) ส่วนสกัดน้ าของพืชที่น ามาทดสอบทุกชนิดยกเว้นเร่วหอม สามารถเพ่ิม
การผลิตไนตริกออกไซด์ได้เช่นกัน ส่วน resveratrol ที่เป็นสารควบคุมแบบบวกสามารถเพ่ิมการผลิตไนตริกอ
อกไซด์ได้อย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ 
 เมื่อวิเคราะห์ความมีชีวิตรอดของเซลล์ที่สัมผัสส่วนสกัดจากสมุนไพรนี้ พบความมีชีวิตรอดของ
เซลล์ที่สัมผัสกับส่วนสกัด 95% เอทานอลของใบมะรุม (1E95) กระชายด า (2E95) ค้างคาวด า (3E95)และ
หัวกวาวเครือแดง (5E95) ที่ความเข้มข้น 100 g/ml มีค่าลดลงอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติกับเซลล์ควบคุม 
โดยมีชีวิตรอดน้อยกว่า 60% ในขณะที่เปอร์เซ็นต์ความมีชีวิตรอดของเซลล์ที่สัมผัสกับส่วนสกัดอ่ืนมีค่า
มากกว่า 80% (รูปที่ 4-2) สว่น resveratrol ทีค่วามเข้มข้น 100 M ไม่มีผลต่อเซลล์อย่างมีนัยส าคัญทาง
สถิติ 
 

 
 

รูปที่ 4-1 การผลิตไนตริกออกไซด์ของเซลล์เยื่อบุหลอดเลือดมนุษย์ (EA. hy926) ที่ถูกบ่มด้วยส่วน
สกัดสมุนไพรที่ความเข้มข้นต่างๆ เป็นเวลา 24 ชั่วโมง กราฟแสดงปริมาณการผลิตไนตริกออกไซด์ ที่แสดงผล
เป็นจ านวนเท่าของการเหนี่ยวน า (Fold of induction) เมื่อเปรียบเทียบกับเซลล์ควบคุมท่ีไม่ได้สัมผัสกับ
ส่วนสกัด ข้อมูลที่แสดงเป็นค่าเฉลี่ย ± ค่าเบี่ยงเบนมาตรฐานของการทดลองอย่างน้อย 3 ครั้งที่อิสระต่อกัน 
แต่ละครั้งท า 3 ซ้ า *** p<0.001 เมื่อเปรียบเทียบกับเซลล์ควบคุมท่ีไม่ได้สัมผัสกับสารทดสอบแต่สัมผัสกับ 
0.2 % (v/v) DMSO ### p<0.001 เมื่อเปรียบเทียบกับเซลล์ควบคุมท่ีไม่ได้สัมผัสกับสารทดสอบ (control) 
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รูปที่ 4-2 ความมีชีวิตรอดของเซลล์เยื่อบุหลอดเลือดมนุษย์ (EA. hy926) ที่ถูกบ่มด้วยส่วนสกัด

สมุนไพรที่ความเข้มข้นต่างๆ เป็นเวลา 24 ชั่วโมง ข้อมูลที่แสดงเป็นค่าเฉลี่ย ± ค่าเบี่ยงเบนมาตรฐานของการ
ทดลองอย่างน้อย 3 ครั้งที่อิสระต่อกัน แต่ละครั้งท า 3 ซ้ า *** p<0.001 เมื่อเปรียบเทียบกับเซลล์ควบคุมที่
ไม่ได้สัมผัสกับสารทดสอบแต่สัมผัสกับ 0.2 % (v/v) DMSO ### p<0.001 เมื่อเปรียบเทียบกับเซลล์ควบคุมที่
ไม่ได้สัมผัสกับสารทดสอบ (control) 

 

4.4 ผลของส่วนสกัดพืชสมุนไพรต่อการกระตุ้นเอนไซม์ eNOS
 ส่วนสกัด 95% เอทานอลของกระชายด า (2E95) และหัวกวาวเครือแดง (5E95) ส่วนสกัด 40% 
เอทานอลของค้างคาวด า (3E40) ส่วนสกัดน้ าของกระชายด า (2W) และค้างคาวด า (3W) ที่ความเข้มข้น 100 
g/ml สามารถกระตุ้นเอนไซม์ eNOS โดยเพิ่มการฟอสโฟรีเลชันที่ Ser1177 ของเอนไซม์ eNOS เมื่อ
เปรียบเทียบกับเซลล์ควบคุมที่สัมผัสกับ 0.2 % (v/v) DMSO ดังแสดงในรูปที่ 4-3 ถึง 4-5 
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 (A) 

 
(B) 

 
รูปที่ 4-3 ผลของส่วนสกัด 95% เอทานอลของพืชสมุนไพรต่อปริมาณโปรตีน p-Ser 1177 eNOS 

ในเยื่อบุหลอดเลือดมนุษย์ เซลล์ไลน์ EA.hy 926 ที่ถูกบ่มด้วยส่วนสกัดจากพืชสมุนไพรที่ความเข้มข้น 100 
g/ml เป็นเวลา 10 นาที (A) และ 60 นาที (B) เป็นภาพตัวแทนจาก immunoblot ของแถบโปรตีนจาก
การทดลอง 3 ครั้งที่เป็นอิสระต่อกัน กราฟแสดงปริมาณของโปรตีน p-Ser 1177 eNOS ที่แสดงผลเป็น
จ านวนเท่าของการเหนี่ยวน า (Fold of induction) เมื่อเปรียบเทียบกับเซลล์ควบคุมสัมผัสกับ 0.2 % (v/v) 
DMSO ข้อมูลที่แสดงเป็นค่าเฉลี่ย ± ค่าเบี่ยงเบนมาตรฐานของการทดลอง ***p<0.001 ตามล าดับ เมื่อ
เปรียบเทียบกับเซลล์ควบคุมท่ีสัมผัสกับ DMSO  
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(A) 

 
 

 (B) 

 
รูปที่ 4-4 ผลของส่วนสกัด 40% เอทานอลของพืชสมุนไพรต่อปริมาณโปรตีน p-Ser 1177 eNOS 

ในเยื่อบุหลอดเลือดมนุษย์ เซลล์ไลน์ EA.hy 926 ที่ถูกบ่มด้วยส่วนสกัดจากพืชสมุนไพรที่ความเข้มข้น 100 
g/ml เป็นเวลา 10 นาที (A) และ 60 นาที (B) เป็นภาพตัวแทนจาก immunoblot ของแถบโปรตีนจาก
การทดลอง 3 ครั้งที่เป็นอิสระต่อกัน กราฟแสดงปริมาณของโปรตีน p-Ser 1177 eNOS ที่แสดงผลเป็น
จ านวนเท่าของการเหนี่ยวน า (Fold of induction) เมื่อเปรียบเทียบกับเซลล์ควบคุมสัมผัสกับ 0.2 % (v/v) 
DMSO ข้อมูลที่แสดงเป็นค่าเฉลี่ย ± ค่าเบี่ยงเบนมาตรฐานของการทดลอง ***p<0.001 ตามล าดับ เมื่อ
เปรียบเทียบกับเซลล์ควบคุมท่ีสัมผัสกับ DMSO  
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 (A) 

 
 

(B) 

 
รูปที่ 4-5 ผลของส่วนสกัดน้ าของพืชสมุนไพรต่อปริมาณโปรตีน p-Ser 1177 eNOS ในเยื่อบุ

หลอดเลือดมนุษย์ เซลล์ไลน์ EA.hy 926 ที่ถูกบ่มด้วยส่วนสกัดจากพืชสมุนไพรที่ความเข้มข้น 100 g/ml 
เป็นเวลา 10 นาที (A) และ 60 นาที (B) เป็นภาพตัวแทนจาก immunoblot ของแถบโปรตีนจากการ
ทดลอง 3 ครั้งที่เป็นอิสระต่อกัน กราฟแสดงปริมาณของโปรตีน p-Ser 1177 eNOS ที่แสดงผลเป็นจ านวน
เท่าของการเหนี่ยวน า (Fold of induction) เมื่อเปรียบเทียบกับเซลล์ควบคุมสัมผัสกับ 0.2 % (v/v) DMSO 
ข้อมูลที่แสดงเป็นค่าเฉลี่ย ± ค่าเบี่ยงเบนมาตรฐานของการทดลอง ***p<0.001 ตามล าดับ เมื่อเปรียบเทียบ
กับเซลล์ควบคุมท่ีสัมผัสกับ DMSO 
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4.5 การตั งต ารับยาสมุนไพร 
 ท าการตั้งต ารับยาสมุนไพรใหม่ โดยวิธีการสองวิธีคือ 1) วิธี blended extract โดยน าเอาส่วนสกัดท่ี
มีฤทธิ์ทางชีวภาพดีมาผสมกัน จากการทดลองได้ต ารายาใหม่ 4 ต ารับ คือ BF1-BF4 ดังแสดงผลในตารางที่ 
4-4 และ 2) วิธี combined extract โดยการน าพืชมารวมกันและสกัดด้วยตัวท าละลายพร้อมกัน จากการ
ทดลองได้ต ารายาใหม่ 3 ต ารับ คือ CF1-CF4 ดังแสดงผลในตารางที่ 4-4 

 
 ตารางที่ 4-4 ส่วนประกอบของต ารับยาสมุนไพรต่างๆ 
 

 
 

Blended extract 

ต ารับยาสมุนไพร ส่วนประกอบ 

BF1 5E95+1E95 
BF2 5E95+2E95 
BF3 5E95+2W 
BF4 5E95+4W 

 

Combined extract 
CF1 มะรุม+กระชายด า 
CF2 มะรุม+กวาวเครือแดง 
CF3 กระชายด า+กวาวเครือแดง 

 
4.6 ฤทธิ์การก าจัดอนุมูล DPPH และต้านอนุมูลซุปเปอร์ออกไซด์ของต ารับยาสมุนไพรแบบ 
blended extract
 ตารางที่ 4-5 แสดงฤทธิ์การก าจัดอนุมูล DPPH และฤทธิ์การก าจัดอนุมูลซุปเปอร์ออกไซด์ ของต ารับ
ยาสมุนไพรแบบ blended extract พบว่าสูตร BF1, BF3 และ BF4 มีฤทธิ์ในการก าจัดอนุมูล DPPH ที่
ใกล้เคียงกัน แต่มีฤทธิ์ที่ดีกว่าสูตร BF2 ในส่วนของฤทธิ์การก าจัดอนุมูลซุปเปอร์ออกไซด์พบว่า สูตร BF3 
และ BF4 มีฤทธิ์ในการก าจัดอนุมูลซุปเปอร์ออกไซด์ ที่สูงกว่าสูตร BF1 และ BF2 ประมาณ 3 เท่า 
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ตารางที่ 4-5 ค่า IC50 ของการก าจัดอนุมูล DPPH และอนุมูลซุปเปอร์ออกไซด์ ของส่วนสกัดพืชสมุนไพรต่างๆ 
 

ต ารับยาสมุนไพร IC50 ของฤทธิ์การก าจัดอนุมูล DPPH 
(µg/ml) 

IC50 ฤทธิ์การก าจัดอนุมูล 
ซุปเปอร์ออกไซด์ (µg/ml) 

BF1 123.35±4.34b 1131.54±136.42a 
BF2 150.39±0.96a 1165.68±248.57a 
BF3 124.07±2.31b 315.09±65.78b 
BF4 110.92±7.52b 270.60±29.16b 

หมายเหตุ a, b, cแสดงความแตกต่างอย่างมีนัยส าคัญ (ที่ P<0.05) ของค่าเฉลี่ยในการทดสอบเดียวกัน 
 

4.7 ผลของต ารับยาสมุนไพรแบบ blended extract ต่อการผลิตไนตริกออกไซด์ และความ
มีชีวิตรอดของเซลล์
 ต ารับยาสมุนไพรแบบ blended extract สูตร BF1 และ BF3 ที่ความเข้มข้น 100 g/ml และสูตร 
BF2 และ BF4 ที่ความเข้มข้น 20 g/ml สามารถเพ่ิมการผลิตไนตริกออกไซด์ได้อย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ
เมื่อเปรียบเทียบกับเซลล์ควบคุมที่ไม่ได้สัมผัสกับสารทดสอบ หรือตัวท าละลาย DMSO (รูปที่ 4-6) ในขณะที่
ต ารับยาสมุนไพรแบบ blended extract ทุกสูตรไม่ท าให้เปอร์เซ็นต์การรอดชีวิตลดลงอย่างมีนัยส าคัญทาง
สถิติ เมื่อเทียบกับเซลล์ควบคุม (รูปที่ 4-7) 
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รูปที่ 4-6 การผลิตไนตริกออกไซด์ของเซลล์เยื่อบุหลอดเลือดมนุษย์ (EA. hy926) ที่ถูกบ่มด้วยต ารับ

ยาสมุนไพรแบบ blended extract เป็นเวลา 24 ชัว่โมง กราฟแสดงปริมาณการผลิตไนตริกออกไซด์ที่
แสดงผลเป็นจ านวนเท่าของการเหนี่ยวน า (Fold of induction) เมื่อเปรียบเทียบกับเซลล์ควบคุมท่ีไม่ได้
สัมผัสกับส่วนสกัด ข้อมูลที่แสดงเป็นค่าเฉลี่ย ± ค่าเบี่ยงเบนมาตรฐานของการทดลองอย่างน้อย 3 ครั้งที่
อิสระต่อกัน แต่ละครั้งท า 3 ซ้ า ***p<0.001  เมื่อเปรียบเทียบกับเซลล์ควบคุมที่ไม่ได้สัมผัสกับสารทดสอบ 
(control) ##, ### p<0.01 และ p<0.001 เมื่อเปรียบเทียบกับเซลล์ควบคุมที่ไม่ได้สัมผัสกับสารทดสอบแต่
สัมผัสกับ 0.2 % (v/v) DMSO และ +++p<0.001 เมื่อเปรียบเทียบกับเซลล์ควบคุมที่ไม่ได้สัมผัสกับสาร
ทดสอบแตส่ัมผัสกับ 0.1% (v/v) DMSO 
 

 
รูปที่ 4-7 ความมีชีวิตรอดของเซลล์เยื่อบุหลอดเลือดมนุษย์ (EA. hy926) ที่ถูกบ่มด้วยต ารับยา

สมุนไพรแบบ blended extract เป็นเวลา 24 ชั่วโมง ข้อมูลที่แสดงเป็นค่าเฉลี่ย ± ค่าเบี่ยงเบนมาตรฐาน
ของการทดลองอย่างน้อย 3 ครั้งที่อิสระต่อกัน แต่ละครั้งท า 3 ซ้ า ***p<0.001 เมื่อเปรียบเทียบกับเซลล์
ควบคุมท่ีไม่ได้สัมผัสกับสารทดสอบ (control) ###p<0.001 เมื่อเปรียบเทียบกับเซลล์ควบคุมท่ีไม่ได้สัมผัสกับ
สารทดสอบแต่สัมผัสกับ 0.2 % (v/v) DMSO และ +++p<0.001 เมื่อเปรียบเทียบกับเซลล์ควบคุมท่ีไม่ได้
สัมผัสกับสารทดสอบแต่สัมผัสกับ 0.1% (v/v) DMSO 
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4.8 ผลของต ารับยาสมุนไพรแบบ blended extract ต่อการกระตุ้นเอนไซม์ eNOS 
 เมื่อให้เซลล์เยื่อบุหลอดเลือดสัมผัสกับต ารับยาสมุนไพรแบบ blended extract เป็นเวลา 10 
และ 60 นาที พบว่าสูตร BF1, BF3 และ BF4 สามารถเพ่ิมการกระตุ้นเอนไซม์ eNOS โดยเพิ่มการฟอสโฟ
รีเลชันที่ Ser1177 ของเอนไซม์ eNOS เมื่อเปรียบเทียบกับเซลล์ควบคุมท่ีสัมผัสกับ 0.2 % (v/v) DMSO ดัง
แสดงในรูปที่ 4-8  
 

(A) 

 
รูปที่ 4-8 ผลของต ารับยาสมุนไพรแบบ blended extract ต่อปริมาณโปรตีน p-Ser 1177 eNOS 

ในเยื่อบุหลอดเลือดมนุษย์ เซลล์ไลน์ EA.hy 926 ที่ถูกบ่มด้วยส่วนสกัดจากพืชสมุนไพรที่ความเข้มข้น 100 
g/ml เป็นเวลา 10 นาที (A) และ 60 นาท ี (B) เป็นภาพตัวแทนจาก immunoblot ของแถบโปรตีนจาก
การทดลอง 3 ครั้งที่เป็นอิสระต่อกัน กราฟแสดงปริมาณของโปรตีน p-Ser 1177 eNOS ที่แสดงผลเป็น
จ านวนเท่าของการเหนี่ยวน า (Fold of induction) เมื่อเปรียบเทียบกับเซลล์ควบคุมสัมผัสกับ 0.2 % (v/v) 
DMSO ข้อมูลที่แสดงเป็นค่าเฉลี่ย ± ค่าเบี่ยงเบนมาตรฐานของการทดลอง ***p<0.001 เมื่อเปรียบเทียบกับ
เซลล์ควบคุมท่ีไม่ได้สัมผัสกับสารทดสอบ (control) ###p<0.001 เมื่อเปรียบเทียบกับเซลล์ควบคุมท่ีไม่ได้
สัมผัสกับสารทดสอบแต่สัมผัสกับ 0.2 % (v/v) DMSO และ +++p<0.001 เมื่อเปรียบเทียบกับเซลล์ควบคุมที่
ไม่ได้สัมผัสกับสารทดสอบแต่สัมผัสกับ 0.1% (v/v) DMSO 
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(B) 

 
รูปที่ 4-8 (ต่อ) ผลของต ารับยาสมุนไพรแบบ blended extract ต่อปริมาณโปรตีน p-Ser 1177 

eNOS ในเยื่อบุหลอดเลือดมนุษย์ เซลล์ไลน์ EA.hy 926 ที่ถูกบ่มด้วยส่วนสกัดจากพืชสมุนไพรที่ความเข้มข้น 
100 g/ml เป็นเวลา 10 นาท ี(A) และ 60 นาท ี(B) เป็นภาพตัวแทนจาก immunoblot ของแถบโปรตีน
จากการทดลอง 3 ครั้งที่เป็นอิสระต่อกัน กราฟแสดงปริมาณของโปรตีน p-Ser 1177 eNOS ที่แสดงผลเป็น
จ านวนเท่าของการเหนี่ยวน า (Fold of induction) เมื่อเปรียบเทียบกับเซลล์ควบคุมสัมผัสกับ 0.2 % (v/v) 
DMSO ข้อมูลที่แสดงเป็นค่าเฉลี่ย ± ค่าเบี่ยงเบนมาตรฐานของการทดลอง ***p<0.001 เมื่อเปรียบเทียบกับ
เซลล์ควบคุมท่ีไม่ได้สัมผัสกับสารทดสอบ (control) ###p<0.001 เมื่อเปรียบเทียบกับเซลล์ควบคุมท่ีไม่ได้
สัมผัสกับสารทดสอบแต่สัมผัสกับ 0.2 % (v/v) DMSO และ +++p<0.001 เมื่อเปรียบเทียบกับเซลล์ควบคุมที่
ไม่ได้สัมผัสกับสารทดสอบแต่สัมผัสกับ 0.1% (v/v) DMSO 

 

4.9 ฤทธิ์การก าจัดอนุมูล DPPH ของต ารับยาสมุนไพรแบบ combined extract
 ในการศึกษานี้ท าการเตรียมต ารับยาสมุนไพรแบบ combined extract โดยใช้วิธีสกัด 2 แบบ เพ่ือ
เปรียบเทียบกันระหว่างวิธีสกัดแบบ maceration และวิธีสกัดแบบ soxhlet และน าต ารับยาสมุนไพรที่ได้
จากการสกัดทั้งสองแบบมาทดสอบฤทธิ์ในการก าจัดอนุมูล DPPH ดังแสดงค่า IC50 ของการก าจัดอนุมูล 
DPPH ในตารางที่ 4-6 พบว่าต ารับยาสมุนไพรแบบ combined extract ที่สกัดโดยวิธีแบบ maceration 
นั้นสูตร CF1 มีฤทธิ์ในการก าจัดอนุมูล DPPH ดีกว่าสูตร CF2 และ CF3 ตามล าดับ ส่วนการสกัดโดยวิธ ี
soxhlet พบว่าสูตร CF2 มีฤทธิ์ในการก าจัดอนุมูล DPPH ดีกว่าสูตร CF1 และ CF3 ตามล าดับ เมื่อ
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เปรียบเทียบระหว่างวิธีการสกัดท้ังสองวิธี จะเห็นว่าการสกัดแบบ maceration ท าให้ต ารับยาสมุนไพรมีฤทธิ์
ในการก าจัดอนุมูล DPPH ที่ดีกว่าวิธีสกัดแบบ soxhlet อย่างชัดเจน 
 
ตารางที่ 4-6 ค่า IC50 ของการก าจัดอนุมูล DPPH ของต ารับยาสมุนไพรแบบ combined extract 
 

ต ารับยาสมุนไพร IC50 ของฤทธิ์การก าจัดอนุมูล DPPH (µg/ml) 
Maceration extraction Soxhlet extraction 

CF1 561.59 ± 25.04a 902.85 ± 0.05a 
CF2 653.64 ± 10.47b 800.88 ± 0.06a 
CF3 711.51 ± 17.97c 1020.00 ± 0.03b 

หมายเหตุ a, b, cแสดงความแตกต่างอย่างมีนัยส าคัญ (ที่ P<0.05) ของค่าเฉลี่ยในการทดสอบเดียวกัน 
 

4.10 ผลของต ารับยาสมุนไพรแบบ combined extract ต่อการผลิตไนตริกออกไซด์ และ
ความมีชีวิตรอดของเซลล์
 ต ารับยาสมุนไพรแบบ combined extract สูตร CF1, CF2 และ CF3 ที่สกัดแบบ maceration 
และแบบ soxhlet สามารถเพ่ิมการผลิตไนตริกออกไซด์ได้อย่างมีนัยส าคัญทางสถิติเมื่อเปรียบเทียบกับเซลล์
ควบคุมท่ีสัมผัสกับ 0.2 % (v/v) DMSO (รูปที่ 4-9) และพบว่าต ารับยาสมุนไพรแบบ combined extract ที่
สกัดแบบ maceration ทุกสูตร ที่ความเข้มข้น 100 g/ml ท าให้เปอร์เซ็นต์การมีชีวิตรอดลดลงอย่างมี
นัยส าคัญทางสถิติ เมื่อเทียบกับเซลล์ควบคุม (รูปที่ 4-10A) ส่วนต ารับยาสมุนไพรแบบ combined extract 
ที่สกัดแบบ soxhlet สูตร CF1 และ CF3 ที่ความเข้มข้น 100 g/ml ท าให้เปอร์เซ็นต์การมีชีวิตรอดลดลง
อย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ เมื่อเทียบกับเซลล์ควบคุม แต่ในขณะที่สูตร CF2 ไม่ท าให้ความมีชีวิตรอดลดลง (รูป
ที ่4-1B) 
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(A) 
 

 
 

(B) 
 

 
 

รูปที่ 4-9 การผลิตไนตริกออกไซด์ของเซลล์เยื่อบุหลอดเลือดมนุษย์ (EA. hy926) ที่ถูกบ่มด้วยต ารับ
ยาสมุนไพรแบบ combined extract เป็นเวลา 24 ชั่วโมง (A) วิธีสกัดแบบ maceration และ (B) วิธีสกัด
แบบ soxhlet กราฟแสดงปริมาณการผลิตไนตริกออกไซด์ที่แสดงผลเป็นจ านวนเท่าของการเหนี่ยวน า (Fold 
of induction) เมื่อเปรียบเทียบกับเซลล์ควบคุมที่ไม่ได้สัมผัสกับส่วนสกัด ข้อมูลที่แสดงเป็นค่าเฉลี่ย ± ค่า
เบี่ยงเบนมาตรฐานของการทดลองอย่างน้อย 3 ครั้งที่อิสระต่อกัน แต่ละครั้งท า 3 ซ้ า  ***p<0.001 เมื่อ
เปรียบเทียบกับเซลล์ควบคุมที่ไม่ได้สัมผัสกับสารทดสอบแต่สัมผัสกับ 0.2 % (v/v) DMSO  
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(A) 
 

 
 

(B) 
 

 
 
รูปที่ 4-10 ความมีชีวิตรอดของเซลล์เยื่อบุหลอดเลือดมนุษย์ (EA. hy926) ที่ถูกบ่มด้วยต ารับยา

สมุนไพรแบบ combined extract เป็นเวลา 24 ชั่วโมง (A) วิธีสกัดแบบ maceration และ (B) วิธีสกัดแบบ 
soxhlet ข้อมูลที่แสดงเป็นค่าเฉลี่ย ± ค่าเบี่ยงเบนมาตรฐานของการทดลองอย่างน้อย 3 ครั้งที่อิสระต่อกัน 
แต่ละครั้งท า 3 ซ้ า ***p<0.001 เมื่อเปรียบเทียบกับเซลล์ควบคุมท่ีไม่ได้สัมผัสกับสารทดสอบแต่สัมผัสกับ 
0.2 % (v/v) DMSO 
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4.11 ผลของต ารับยาสมุนไพรแบบ blended extract สูตร BF3 ต่อการกระตุ้นเอนไซม ์
eNOS 

การกระตุ้นแอกติวิตีของเอนไซม์ eNOS อีกวิธีหนึ่งนอกเหนือจากการเพ่ิมระดับ Ca2+ คอืการถูกฟอส
โฟรีเลชันที่เอนไซม์ eNOS เช่น การฟอสโฟรีเลชันที่ Ser1177, Thr495, Ser114, Ser633, Tyr81 และ 
Tyr657 แต่บริเวณการฟอสโฟรีเลชันที่ถูกศึกษากลไกอย่างชัดเจน คือ ที่ Ser1177 (Fleming และ Busse, 
2003) ดังนั้น 

ในการศึกษานี้ท าการวิเคราะห์ผลของต ารับยาสมุนไพรแบบ blended extract สูตร BF3 ต่อการ
ฟอสโฟรีเลชันของโปรตีน eNOS (pSer1177-eNOS) ในเซลล์เยื่อบุหลอดเลือด พบว่าต ารับยาสมุนไพรสูตร 
BF3 ที่ทุกความเข้มข้นสามารถเพ่ิม p-eNOS ได้อย่างมีนัยส าคัญทางสถิติเมื่อเทียบกับเซลล์ควบคุม (รูปที่ 4-
11) โดยลักษณะของการเพ่ิมการฟอสโฟรีเลชันของโปรตีน eNOS เป็นไปในลักษณะที่แปรผกผันกับความ
เข้มข้นของสารทดสอบ 

 
 

รูปที่ 4-11 ผลของต ารับยาสมุนไพรแบบ blended extract สูตร ต่อปริมาณโปรตีน p-Ser 1177 
eNOS ในเยื่อบุหลอดเลือดมนุษย ์เซลล์ไลน์ EA.hy 926 ที่ถูกบ่มด้วยส่วนสกัด BF3 ที่ความเข้มข้นต่างๆ เป็น
เวลา 10 นาท ีเป็นภาพตัวแทนจาก immunoblot ของแถบโปรตีนจากการทดลอง 3 ครั้งที่เป็นอิสระต่อกัน 
กราฟแสดงปริมาณของโปรตีน p-Ser 1177 eNOS ที่แสดงผลเป็นจ านวนเท่าของการเหนี่ยวน า (Fold of 
induction) เมื่อเปรียบเทียบกับเซลล์ควบคุมสัมผัสกับ 0.2 % (v/v) DMSO ข้อมูลที่แสดงเป็นค่าเฉลี่ย ± ค่า
เบี่ยงเบนมาตรฐานของการทดลอง ***p<0.001 ตามล าดับ เมื่อเปรียบเทียบกับเซลล์ควบคุมที่สัมผัสกับ 
DMSO 
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4.12 ผลของต ารับยาสมุนไพรแบบ blended extract สูตร BF3 ต่อวิถีสญัญณ Akt ใน
เซลล์เยื่อบุหลอดเลือด EA.hy 926 
 การศึกษาผลของต ารับยาสมุนไพรแบบ blended extract สูตร BF3 ต่อการฟอสโฟรีเลชันที่ Ser 
473 ของเอนไซม์ Akt พบว่า ต ารับยาสูตร BF3 เพ่ิมปริมาณเอนไซม์ในรูป p-Akt ที่เวลา 15 และ 30 นาที 
หลังสัมผัสกับส่วนสกัด ในลักษณะที่แปรผันตรงกับความเข้มข้นของสารทดสอบ (รูปที่ 4-12)  
 

(A) 
 

 
 

(B) 
 

 
 

รูปที่ 4-12 ปริมาณโปรตีน pAkt ในเยื่อบุหลอดเลือดมนุษย์ เซลล์ไลน์ EA.hy 926 ที่ถูกบ่มด้วย
ต ารับยาสมุนไพรแบบ blended extract สูตร BF3 ที่ความเข้มข้นต่างๆ เป็นเวลา 15 (A) และ 30 นาที (B) 
กราฟแสดงปริมาณของโปรตีน pAkt ที่แสดงผลเป็นจ านวนเท่าของการเหนี่ยวน า (Fold of induction) เมื่อ
เปรียบเทียบกับเซลล์ควบคุมสัมผัสกับ 0.2 % (v/v) DMSO  
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4.13 การศึกษาเปรียบเทียบข้อมูลทางโครมาโตรกราฟีและข้อมูลทาง NMR ของส่วนสกัด
และต ารับยาสมุนไพร 
 จากผลการสกัดสารทั้งหมด 15 ส่วนสกัด จากสมุนไพร 5 ชนิด คือใบมะรุม เหง้ากระชายด า เหง้า
ค้างคาวด า เหงา้เร่วหอม หัวกวาวเครือแดง โดยใช้ตัวท าละลายเป็น เอทานอล 40%, เอทานอล 95% และ
น้ ากลั่น เมื่อน าไปตรวจสอบคุณสมบัติทางเสปคโตรสโครปีเบื้องต้นด้วย 1H NMR spectrometer (รูปที่ 4-
13 ถึง 4-37) พบว่า สารสกัดส่วนใหญ่มีองค์ประกอบเป็นน้ าตาลหรืออนุพันธ์น้ าตาล จากที่มีพีคช่วง 3-5 
ppm ยกเว้นส่วนสกัดจากกระชายด า ที่มีสารกลุ่มนี้น้อย นอกจากนี้ส่วนสกัดกลุ่มกระชายด ามีสารกลุ่มฟี
นอลิกที่โดดเด่น จากท่ีมีพีคช่วง 6.5-8.5 ppm และสูตรต ารับที่เกิดจากการผสมของส่วนสกัดแสดงให้เห็นพีค
ที่เกิดจากการรวมกันของแต่ละส่วนผสม  
 จากผลการวิเคราะห์ HPLC โครมาโตรแกรมของส่วนสกัดสมุไพรเดี่ยวและต ารับยาสูตรสมุนไพร 
สูตร BF3 ที่มีฤทธิ์ทางชีวภาพที่น่าสนใจ ท าให้ข้อมูล HPLC fingerprint ของแต่ละส่วนนี้สามารถใช้เป็น
ข้อมูลอ้างอิงได้ในอนาคต  (รูปที่ 4-38 ถึง 4-40) 
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รูปที่ 4-13 สเปกตรัม NMR ของส่วนสกัด 95% เอทานอลของใบมะรุม (1E95) 
 

 
 

รูปที่ 4-14 สเปกตรัม NMR ของส่วนสกัด 40% เอทานอลของใบมะรุม (1E40)  
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รูปที่ 4-15 สเปกตรัม NMR ของส่วนสกัดน้ าของใบมะรุม (1W) 
 

 
 

รูปที่ 4-16 สเปกตรัม NMR ของส่วนสกัด 95% เอทานอลของเหง้ากระชายด า (2E95)  
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รูปที่ 4-17 สเปกตรัม NMR ของส่วนสกัด 40% เอทานอลของเหง้ากระชายด า (2E40) 
 

 
 

รูปที่ 4-18 สเปกตรัม NMR ของส่วนสกัดน้ าของเหง้ากระชายด า (2W)  
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รูปที่ 4-19 สเปกตรัม NMR ของส่วนสกัด 95% เอทานอลของเหง้าค้างคาวด า (3E95) 
 

 
 

รูปที่ 4-20 สเปกตรัม NMR ของส่วนสกัด 40% เอทานอลของเหง้าค้างคาวด า (3E40)  
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รูปที่ 4-21 สเปกตรัม NMR ของส่วนสกัดน้ าของเหง้าค้างคาวด า (3W) 
 

 
 

รูปที่ 4-22 สเปกตรัม NMR ของส่วนสกัด 95% เอทานอลของเหง้าเร่วหอม (4E95)  
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รูปที่ 4-23 สเปกตรัม NMR ของส่วนสกัด 40% เอทานอลของเหง้าเร่วหอม (4E40) 
 

 
 

รูปที่ 4-24 สเปกตรัม NMR ของส่วนสกัดน้ าของเหง้าเร่วหอม (4W)  
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รูปที่ 4-25 สเปกตรัม NMR ของส่วนสกัด 95% เอทานอลของหัวกวาวเครือแดง (5E95) 

 

 
 

รูปที่ 4-26 สเปกตรัม NMR ของส่วนสกัด 40% เอทานอลของหัวกวาวเครือแดง (5E40)  
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รูปที่ 4-27 สเปกตรัม NMR ของส่วนสกัดน้ าของหัวกวาวเครือแดง (5W) 
 

 
 

รูปที่ 4-28 สเปกตรัม NMR ของต ารับยาสมุนไพรแบบ blended extract สูตร BF1  
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รูปที่ 4-29 สเปกตรัม NMR ของต ารับยาสมุนไพรแบบ blended extract สูตร BF2 
 

 
 

รูปที่ 4-30 สเปกตรัม NMR ของต ารับยาสมุนไพรแบบ blended extract สูตร BF3  
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รูปที่ 4-31 สเปกตรัม NMR ของต ารับยาสมุนไพรแบบ blended extract สูตร BF4 
 

 
 

รูปที่ 4-32 สเปกตรัม NMR ของต ารับยาสมุนไพรแบบ combined extract สูตร CF1  
แบบสกัดวิธี maceration  
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รูปที่ 4-33 สเปกตรัม NMR ของต ารับยาสมุนไพรแบบ combined extract สูตร CF2 
แบบสกัดวิธี maceration 

 

 
 

รูปที่ 4-34 สเปกตรัม NMR ของต ารับยาสมุนไพรแบบ combined extract สูตร CF3 
แบบสกัดวิธี maceration  
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รูปที่ 4-35 สเปกตรัม NMR ของต ารับยาสมุนไพรแบบ combined extract สูตร CF1  
แบบสกัดวิธี soxhlet 

 

 
 

รูปที่ 4-36 สเปกตรัม NMR ของต ารับยาสมุนไพรแบบ combined extract สูตร CF2 
แบบสกัดวิธี soxhlet  
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รูปที่ 4-37 สเปกตรัม NMR ของต ารับยาสมุนไพรแบบ combined extract สูตร CF3 
แบบสกัดวิธี soxhlet 
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รูปที่-4-38 โครมาโทแกรม HPLC ของส่วนสกัดน้ าของเหง้ากระชายด า (2W) ในสภาวะที่ใช้ mobile 

phase เป็น 20, 50, 70 และ 90 % methanol ตามล าดับ 
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รูปที่-4-39 โครมาโทแกรม HPLC ของส่วนสกัด 95% เอทานอลของหัวกวาวเครือแดง (5E95) ใน

สภาวะที่ใช้ mobile phase เป็น 20, 50, 70 และ 90 % methanol ตามล าดับ 
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รูปที่-4-40 โครมาโทแกรม HPLC ของต ารับยาสมุนไพรแบบ blended extract สูตร BF3 ใน

สภาวะที่ใช้ mobile phase เป็น 20, 50, 70 และ 90 % methanol ตามล าดับ  
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บทท่ี 5 
อภิปรายผลและสรุปผลการทดลอง 

 

5.1 อภิปรายผลการทดลอง 
 เซลล์เยื่อบุหลอดเลือดท าหน้าที่รักษาภาวะธ ารงดุลย์ของหลอดเลือด (Michiels, 2003) ภายในเซลล์
เยื่อบุหลอดเลือดจะมีไนตริก ออกไซด์เป็นสารสื่อกลางในการรักษาภาวะธ ารงดุลย์ของหลอดเลือด โดยยับยั้ง
การเกาะตัวของเกร็ดเลือด ป้องกันการจับและการเคลื่อนที่ของเม็ดเลือดขาว และท าให้เซลล์กล้ามเนื้อเรียบ
รอบหลอดเลือดเกิดการคลายตัว ท าให้หลอดเลือดขยายตัว (Vanhoutte et al., 2009) ดังนั้นไนตริกออก
ไซดท์ี่ผลิตโดยเซลล์เยื่อบุหลอดเลือดจึงเป็นเหมือนเครื่องหมายในการท างานหรือท าหน้าที่ของเซลล์เยื่อบุ
หลอดเลือด (Alberts et al., 2002) สาเหตุที่ท าให้เซลล์เยื่อบุหลอดเลือดท างานผิดปกติ (endothelial 
dysfunction) คือการลดลงของชีวปริมาณออกฤทธิ์ของไนตรกิออกไซดใ์นเซลล์เยื่อบุนี้ ซึ่งเป็นสาเหตุหนึ่ง
ของการเกิดพยาธิสภาพของภาวะหลอดเลือดแข็ง โรคความดันโลหิตสูง และโรคสมรรถภาพทางเพศเสื่อม 
(Torregrossa, et al., 2011) ชีวปริมาณออกฤทธิ์ของไนตรกิออกไซด์ข้ึนอยู่กับสมดุลระหว่างการสังเคราะห์
ไนตริกออกไซด์ และการสลายของไนตริกออกไซด์ ปัจจัยที่ท าให้ปริมาณไนตริกออกไซด์น้อยลง คือ การผลิต
ไนตริกออกไซด์น้อยลง และมีความเครียดจากออกซิเดชันเพ่ิมข้ึน (Vanhoutte et al., 2009) ในการศึกษานี้
ท าการค้นหาสมุนไพรที่ออกฤทธิ์ในการขยายหลอดเลือดและมีฤทธิ์ต้านออกซิเดชันเพ่ือพัฒนาหาต ารับยา
สมุนไพรใหม่ในการน าไปบ ารุงสุขภาพด้านสมรรถภาพทางเพศ โดยท าการตรวจสอบฤทธิ์ต้านออกซิเดชันของ
ส่วนสกัดของสมุนไพรต่างๆ ทั้งหมด 15 ส่วนสกัด ท าการประเมินการก าจัดอนุมูลซุปเปอร์ออกไซด์ เนื่องจาก
ซุปเปอร์ออกไซด์เป็นอนุมูลที่เกิดข้ึนจากกระบวนการเมแทบอลิซึมปกติของร่างกาย และเกิดจากปฏิกิริยา 
uncoupling ของเอนไซม์ eNOS ในภาวะที่มคีวามเครียดจากออกซิเดชัน อนุมูลซุปเปอร์ออกไซด์นี้สามารถ
ท าปฏิกิริยากับไนตริกออกไซด์ ท าให้ชีวปริมาณออกฤทธิ์ของไนตริกออกไซด์ลดลง (Xia et al., 2014) จาก
การศึกษาพบว่าส่วนสกัดน้ าของกระชายด า (2W) และส่วนสกัดน้ าของเร่วหอม (4W) ออกฤทธิ์ก าจัดซุปเปอร์
ออกไซด์ได้ดี  
 การศึกษานี้ยังท าการศึกษาผลของส่วนสกัดของสมุนไพรทั้ง 15 ส่วนสกัด ในเซลล์เยื่อบุหลอดเลือด
ของมนุษย์ (EA.hy 926 cell line) พบว่าส่วนสกัด 95% เอทานอลของใบมะรุม (1E95) กระชายด า (2E95) 
หัวกวาวเครือแดง (5E95) และส่วนสกัดน้ าของกระชายด า (2W) เพ่ิมการผลิตไนตริกออกไซด์ในเซลล์เยื่อบุ
หลอดเลือดได้อย่างมีนัยส าคัญทางสถิติเมื่อเปรียบเทียบกับเซลล์ควบคุม ซึ่งผลที่ได้นี้สอดคล้องกับการศึกษา
โดย Wattanapitayakul และคณะ (2007) ที่พบว่ากระชายด าสามารถกรผลิตไนตริกออกไซด์ได้ (Tocharus 
et al., 2006) และ Tocharus และคณะ (2006) พบว่ากวาวเครือแดงมีฤทธิ์ขยายตัวของหลอดเลือด และ
การศึกษานี้เป็นการรายงานครั้งแรกท่ีพบว่าส่วนสกัดใบมะรุมสามารถเพ่ิมการผลิตไนตริกออกไซด์ได้ นอก 
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จากนี้ยังท าการทดสอบการฟอสโฟรีเลชันที่ Ser1177 ของเอนไซม์ eNOS ซ่ึงเป็นการกระตุ้นแอกติวิตีของ
เอนไซม์ eNOS อีกวิธีหนึ่งนอกเหนือจากการเพ่ิมระดับ Ca2+ (Fleming และ Busse, 2003) จากการทดลอง
พบว่าส่วนสกัด 95% เอทานอลของกระชายด า (2E95) และหัวกวาวเครือแดง (5E95) ส่วนสกัดน้ าของ
กระชายด า (2W) สามารถกระตุ้นเอนไซม์ eNOS โดยเพิ่มการฟอสโฟรีเลชันที่ Ser1177 ของเอนไซม์ eNOS 
เมื่อเปรียบเทียบกับเซลล์ควบคุม ผลที่ได้แสดงให้เห็นว่การเพิ่มปริมาณการผลิตไนตริกออกไซด์ของส่วนสกัด 
95% เอทานอลของกระชายด า (2E95) หัวกวาวเครือแดง (5E95) และส่วนสกัดน้ าของกระชายด า (2W) อาจ
เกิดผ่านการกระตุ้นการฟอสโฟรีเลชันที่ Ser1177 ของเอนไซม์ eNOS 
 ทางคณะผู้วิจัยได้ท าการเลือกส่วนสกัดสมุนไพรมาท าการตั้งต ารับยาใหม่ โดยใช้ผลการทดลอง
ข้างต้นเป็นข้อมูลในการคัดเลือก ในการศึกษานี้ได้ท าการศึกษาด้วยวิธีการสองวิธีคือ วิธี blended extract 
และ วิธี combined extract โดยวิธี combined extract นี้ยังท าการเปรียบเทียบวิธีการสกัดสารด้วยวิธี
สกัดแบบ maceration และวิธีสกัดแบบ soxhlet การตั้งต ารับยาโดยวิธี blended extract จะใช้ส่วนสกัด 
95% เอทานอลของใบมะรุม (1E95) เหง้ากระชายด า (2E95) หัวกวาวเครือแดง (5E95) และส่วนสกัดน้ าของ
กระชายด า (2W) ที่ออกฤทธิ์ได้ดีในการเพ่ิมการผลิตไนตริกออกไซด์ในเซลล์เยื่อบุหลอดเลือด และยังใช้ส่วน
สกัดน้ าของเร่วหอม (4W) ที่มีประสิทธิภาพในการก าจัดซุปเปอร์ออกไซด์ เมื่อท าการทดสอบผลทางชีวภาพ
ของต ารับยาแบบ blended extract ทั้งสี่สูตร พบว่าสูตร BF1, BF3 และ BF 4 มีความสามารถในการเพ่ิม
การผลิตไนตริกออกไซด์และกระตุ้นการฟอสโฟรีเลชันของเอนไซม์ eNOS ในเซลล์เยื่อบุหลอดเลือด สูตรทั้ง
สามสามารถก าจัดอนุมูล DPPH ได้ไม่แตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ แต่สูตร BF3 และ BF 4 ก าจัด
ซุปเปอร์ออกไซด์ได้ดีกว่าสูตร BF1 ดังนั้นจึงสรุปไดว้่าต ารับยาแบบ blended extract สูตร BF3 และ BF 4 
เป็นสูตรที่มีประสิทธิภาพดีกว่าสูตรอ่ืน 

 การศึกษาผลของส่วนสกัดสมุนไพรเดี่ยวและต ารับยาสมุนไพรสูตร BF3 และ BF 4 กับปริมาณการ
ผลิตไนตริกออกไซด์ พบว่าส่วนสกัดสมุนไพรเดี่ยวและต ารับยาสมุนไพรไทยมีฤทธิ์ในการเพ่ิมปริมาณการผลิต
ไนตริกออกไซด์ ในขณะที่ผลการทดสอบความมีชีวิตรอดของเซลล์ พบว่าส่วนสกัดจากหัวกวาวเครือแดงที่มี
ความเป็นพิษต่อเซลล์สูงแต่ต ารับยาสมุนไพร มีความเป็นพิษต่อเซลล์น้อยเมื่อเทียบกับส่วนสกัดหัวกวาวเครือ
แดงและกระชายด า อาจเนื่องมาจากปริมาณสารที่เป็นพิษท่ีพบในส่วนสกัดหัวกวาวเครือแดงถูกเจือจางไป
ครึ่งหนึ่ง แต่อย่างไรก็ตามต ารับยาสมุนไพรยังแสดงฤทธิ์ในการเพ่ิมปริมาณไนตริกออกไซด์ได้ใกล้เคียงกับส่วน
สกัดสมุนไพรเดี่ยวของหัวกวาวเครือแดง และสารสกัดเหง้ากระชายด า 
 เมื่อเปรียบเทียบประสิทธิภาพของต ารับยาแบบ combined extract ทั้งสามสูตร พบว่าทุกสูตร
สามารถเพ่ิมการผลิตไนตริกออกไซด์ได้ แต่สูตร CF1 มีฤทธิ์ในการก าจัดอนุมูล DPPH ได้สูงที่สุด เมื่อ
เปรียบเทียบระหว่างวิธีการสกัดของต ารับยาแบบ combined extract พบว่าวิธีสกัดแบบ maceration ให้
ฤทธิ์ในการก าจัดอนุมูล DPPH ที่ดีกว่าการสกัดแบบ soxhlet ทั้งนี้อาจเป็นเพราะความร้อนที่ใช้ในการสกัด
แบบ soxhlet ท าให้สารออกฤทธิ์สลายตัวได้ การเปรียบเทียบประสิทธิภาพของต ารับยาระหว่างวิธี 
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blended extract และวิธี combined extract พบว่าต ารับยาที่เตรียมแบบ blended extract มี
ประสิทธิภาพในการก าจัดอนุมูล DPPH ที่สูงกว่าการเตรียมแบบ combined extract อย่างน้อย 4 เท่า 
ในขณะที่ประสิทธิภาพในการเพ่ิมการผลิตไนตริกออกไซด์ในเซลล์เยื่อบุหลอดเลือดของต ารับยาที่เตรียมทั้ง
สองวิธีไม่แตกต่างกัน  
 จากผลการศึกษาข้างต้น คณะผู้วิจัยได้คัดเลือกต ารับยาสูตร BF3 ไปทดลองต่อโดยศึกษากลไกการ
เพ่ิมปริมาณไนตริกออกไซด์ของต ารับยา พบว่าต ารับยากระตุ้นการฟอสโฟรีเลชันของเอนไซม์ eNOS และ
เอนไซม์ Akt ดังนั้นกลไกการเพิ่มการผลิตไนตริกออกไซด์ของต ารับยาสูตร BF3 อาจเป็นผลมาจากการ
กระตุ้นการท างานของเอนไซม์ eNOS โดยผ่านการกระตุ้นเอนไซม์ Akt ซึ่งเป็นวิถีสัญญาณหนึ่งที่กระตุ้นการ
ฟอสโฟรีชันของเอนไซม์ eNOS กลไกที่ได้นี้เหมือนกับการออกฤทธิ์ของส่วนสกัดสมุนไพรเดี่ยวที่เป็น
องค์ประกอบของต ารับยา คือ ส่วนสกัด 95% เอทานอลของหัวกวาวเครือแดง (5E95) และส่วนสกัดน้ าของ
กระชายด า (2W) นอกจากนี้ต ารับยาสูตร BF3 ยังสามารถก าจัดอนุมูลซุปเปอร์ออกไซด์ได้ดีเหมือนกับส่วน
สกัดน้ าของกระชายด า (2W) ดังนั้นต ารับยาสูตร BF3 นี้จึงมีศักยภาพในการน าไปพัฒนาเป็นผลิตภัณฑ์เพ่ือ
สุขภาพในการป้องกันหลอดเลือดให้ท างานได้เป็นปกติ จึงช่วยรักษาโรคเสื่อมสมรรถภาพทางเพศ โดยเพ่ิม
การผลิตไนตริกออกไซด์ของเซลล์เยื่อบุหลอดเลือดและก าจัดอนุมูลซุปเปอร์ออกไซด์เพ่ือลดการท าลายไนตริก 
ออกไซด์ เป็นการเพ่ิมชีวปริมาณออกฤทธิ์ของไนตรกิออกไซด์ในที่สุด แต่อย่างไรก็ตามการระบุสารออกฤทธิ์
ทางชีวภาพที่อยู่ในต ารับยาสูตร BF3 นั้นมีความจ าเป็นที่จะต้องท าการศึกษาต่อ เพ่ือน าข้อมูลนี้มาเป็น
ตัวก าหนดคุณภาพของต ารับยาสมุนไพรสูตร BF3 ต่อไป 
 

5.2 สรุปผลการทดลอง 
 ผลการทดลองที่ได้ทั้งหมดสามารถสรุปได้ดังนี้  

1. ส่วนสกัดน้ าของกระชายด า (2W) และส่วนสกัดน้ าของเร่วหอม (4W) ออกฤทธิ์ก าจัดซุปเปอร์
ออกไซด์ได้ดีที่สุด  

2.  ส่วนสกัด 95% เอทานอลของใบมะรุม (1E95) กระชายด า (2E95) หัวกวาวเครือแดง (5E95) และ
ส่วนสกัดน้ าของกระชายด า (2W) เพ่ิมการผลิตไนตริกออกไซด์ในเซลล์เยื่อบุหลอดเลือดได้อย่างมีนัยส าคัญ
ทางสถิติเม่ือเปรียบเทียบกับเซลล์ควบคุม 

3. ส่วนสกัด 95% เอทานอลของกระชายด า (2E95) และหัวกวาวเครือแดง (5E95) ส่วนสกัดน้ าของ
กระชายด า (2W) สามารถกระตุ้นเอนไซม์ eNOS โดยเพิ่มการฟอสโฟรีเลชันของเอนไซม์ eNOS  

4. ต ารับยาที่เตรียมโดยวิธี blended extract สูตร BF3 และ BF4 สามารถเพ่ิมการผลิตไนตริกออก
ไซด์ของเซลล์เยื่อบุหลอดเลือดและก าจัดอนุมูลซุปเปอร์ออกไซด์ได้ดีที่สุด  

5. ต ารับยาที่เตรียมโดยวิธี combined extract สูตร CF1 สามารถเพ่ิมการผลิตไนตริกออกไซด์ของ
เซลล์เยื่อบุหลอดเลือดและก าจัดอนุมูล DPPH ได้ดีที่สุด  
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6. การตั้งต ารับยาที่เตรียมโดยวิธี blended extract มีประสิทธิภาพในการผลิตไนตริกออกไซด์ของ
เซลล์เยื่อบุหลอดเลือดและต้านออกซิเดชันได้ดีกว่าต ารับยาที่เตรียมโดยวิธี combined extract 

7. กลไกในการเพ่ิมการผลิตไนตริกออกไซด์ของเซลล์เยื่อบุหลอดเลือดของต ารับยาสูตร BF3 อาจเกิด
ผ่านการกระตุ้นเอนไซม์ Akt และการกระตุ้นการท างานของเอนไซม์ eNOS ตามล าดับ 
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