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บทคัดย่อ 

 งานวิจัยชิ้นนี้ได้ท าการศึกษาสารสกัดจากพืชหายากในบริเวณศูนย์ศึกษาการพัฒนาอ่าวคุ้งกระเบน
อันเนื่องมาจากพระราชด าริ จ.จันทบุรี ได้แก่ หลุมพอทะเล ( Intsia bijuga) และพังกาดอกช่อ (Bruguiera 
hainesii) โดยเลือกศึกษาฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ DPPH, ABTS, FRAP และ Lipid peroxidation (TBARS) หา
องค์ประกอบประกอบทางพฤกษเคมี รวมทั้งศึกษาดูความหลากหลายทางพันธุกรรมด้วยเทคนิค ISSR  จาก
การทดสอบฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระพบว่า สารสกัดใบจากพืชทั้ง 2 มีฤทธิ์ยับยั้งอนุมูลได้ดี โดย I. bijuga มีฤทธิ์
ยับยั้งอนุมูลดีกว่า B. hainesii อย่างมีนัยส าคัญทางสถิติและไม่พบความเป็นพิษต่อเซลล์ ต่อมาท าทดสอบหา
สารพฤกษเคมีเบื้องต้นพบว่า พืชทั้ง 2 มีชนิดมีสารพฤกษเคมี คือ tannins, flavonoids, phenolics, 
cardiacglycoside, anthaquinone, alkaloid และ coumarins ส าหรับการสกัดดีเอ็นเอของ I. bijuga และ 
B. hainesii มาท าการเพ่ิมจ านวนด้วยเทคนิค PCR แล้วพบว่า ดีเอ็นเอของพืชทั้งสองมีขนาดประมาณ 500 
bp. จากนั้น PCR product ไปตรวจหาล าดับเบสดีเอ็นเอและน ามาเปรียบเทียบกับฐานข้อมูลในธนาคาร
พันธุกรรมโลก (Genbank) เพ่ือยืนยันความเหมือนหรือความแตกต่างของล าดับเบสดีเอ็นเอ พบว่า สารสกัดดี
เอ็นเอของ I. bijuga และ B. hainesii นี้มีเปอร์เซ็นต์ความใกล้เคียงเมื่อเทียบกับฐานข้อมูลจากการใช้
โปรแกรม BLAST อยู่ที่ 99% และ 100% ตามล าดับ จึงท าการฝากข้อมูลไว้เผื่อเป็นการอนุรักษ์พันธุกรรม
ของสมุนไพรไทย และจากการทดสอบดูความหลากหลายทางพันธุกรรมด้วย ISSR พบว่า ไพรเมอร์ที่ใช้ในการ
ทดลองสามารถเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอระหว่างต าแหน่งไมโครแซททาไลต์ได้แตกต่างกัน จึงสามารถใช้เป็น
เครื่องหมายในการอนุรักษ์สายพันธุ์พืชทั้งสองชนิดนี้ได้ 
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Abstract 

In this study, the rare medicinal plants (Intsia bijuga and Bruguiera hainesii) were 

collected from Kung Krabaen bay royal development study center, Chanthaburi and 

investigated anti-free radical activity, cytotoxicity activity, chemical constituent and DNA 

fingerprint. Based on DPPH, ABTS, FRAP assay, both leaf extracts indicated strong anti-free 

radical activity, but I. bijuga expressed higher activity than B. hainesii. For cytotoxicity test, I. 

bijuga and B. hainesii showed slightly activity. In phytochemical tests, several chemicals were 

examined and pointed that tannins, flavonoids, phenolics, cardiac glycoside, anthaquinone, 

alkaloid and coumarins were detected in both leaf extracts. DNA sequences and DNA 

fingerprints of I.  bijuga and B.  hainesii were also evaluated. The size of PCR products were 

around 500 bp and percent identity were 99% and 100%, respectively. The data of these ITS 

regions were registered and deposited in GenBank for conservation benefit. DNA fingerprints 

of these plants were demonstrated in different pattern using ISSR technique. Thus this 

method could be used for identification of I.  bijuga and B.  hainesii and applied as a marker 

for plant preservation benefit. 
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1. บทน า  

 

1.1 ความส าคัญและที่มาของปัญหาที่ท าการวิจัย 
 

ปัจจุบันประชาชนทั่วโลกมีความตื่นตัว ให้ความสนใจ และตระหนักถึงคุณค่าของพืชสมุนไพรในการ

รักษาโรคมากขึ้นรวมถึงประเทศไทย โดยองค์การอนามัยโลก (WHO) รายงานว่า ในปี ค.ศ. 2050 ยารักษาโรค 

อาหาร เครื่องดื่ม และเครื่องส าอาง จากพืชสมุนไพรมีแนวโน้มความต้องการทั่วโลกเพ่ิมขึ้นถึง 14 พันล้าน

เหรียญ ถึง 5 ล้านล้านเหรียญสหรัฐ โดยผลิตภัณฑ์จากสมุนไพรรักษาโรคหลายชนิดเตรียมได้จากสารสกัดจาก

พืช ซึ่งเป็นอีกทางเลือกหนึ่งในการรักษาสุขภาพภายใต้การอนุรักษ์และพัฒนาการใช้ทรัพยากรธรรมชาติอย่าง

ยั่งยืน ประเทศไทยเป็นประเทศที่มีความหลากหลายของพืชสมุนไพรมากที่สุดแห่งหนึ่งของโลก แต่ยังต้อง

น าเข้ายาจากต่างประเทศเกือบทั้งหมดนับเป็นมูลค่ามหาศาล เนื่องจากยังขาดข้อมูลที่เป็นผลวิจัยทาง

วิทยาศาสตร์ในด้านการวินิจฉัยโรคและฤทธิ์ที่จะสนับสนุนพืชสมุนไพรให้เป็นที่ยอมรับ รวมถึงการแยกสกัด 

การหาสารส าคัญที่ออกฤทธิ์ และการศึกษากลไกของสารในระดับโมเลกุล ดังนั้นจึงมีความจ าเป็นอย่างยิ่งใน

การพัฒนาองค์ความรู้ดังกล่าวในการวิจัยสมุนไพร และน าไปสู่การพัฒนาผลผลิตทางเภสัชภัณฑ์จากพืช

สมุนไพรเพ่ือช่วยลดการน าเข้าจากต่างประเทศ และอาจน ารายได้เข้าสู่ประเทศได้เนื่องจากความต้องการ

สมุนไพรไทยในปัจจุบันมีแนวโน้มเพ่ิมมากข้ึนทั้งในและต่างประเทศ 

พ้ืนที่ป่าในเขตภาคตะวันออกของประเทศไทยที่ส าคัญแห่งหนึ่งคือพ้ืนที่ป่าอ่าวคุ้งกระเบน ซึ่งตั้งอยู่ใน

ภาคตะวันออกของจังหวัดจันทบุรี เป็นพ้ืนที่ป่าอนุรักษ์ภายใต้โครงการอันเนื่องมาจากพระราชด าริฯ 

ประกอบด้วยความหลากหลายทางชีวภาพทั้งสภาพป่าบกและป่าชายเลนที่มีความหลายหลายของระบบ

นิเวศน์ และพันธุ์ไม้ต่างๆ จากรายงานการศึกษาและส ารวจความหลากหลายของพืชในป่าอ่าวคุ้งกระเบนพบว่า

ประกอบด้วยสภาพป่าที่มีความแตกต่างกัน ได้แก่ ป่าดิบแล้ง ป่าเบญจพรรณ ป่าชายหาด ป่าชายเลนและป่า

พรุเสม็ด และพบพรรณพืชกว่า 150 ชนิด จาก 98 วงศ์ ล้วนเป็นพืชสมุนไพรที่มีฤทธิ์ทางเภสัชวิทยาสนับสนุน

ภูมิปัญญาการใช้สมุนไพรของแพทย์พ้ืนบ้าน ในการใช้สมุนไพรป่าชายเลนเพ่ือการรักษาอาการอักเสบในต ารา

ของหมอยาพ้ืนบ้าน เช่น ต้นโพทะเล (Thespesia populnea) แพทย์พ้ืนบ้านน ามาใช้เป็น ยาสมานแผล ฆ่า

เชื้อในแผล ต้นเหงือกปลาหมอดอกขาว (Acanthus ebracteatus Vahl) เหงือกปลาหมอดอกม่วง 

(Acanthus ilicifolius L.) ใบส ามะง่า (Clerodendrum inerme) และใบเบญจมาศน้ า เค็ม (Wedelia 

biflora) ใช้รักษาแผลเรื้อรัง แก้อักเสบ แผลติดเชื้อ เปลือกต้นโกงกางใบเล็ก (Rhizophora apiculata) ใช้แก้

ท้องเสีย รักษาแผลเรื้องรัง เป็นต้น และยังมีพืชอีกหลายชนิดในพ้ืนที่ป่าอ่าวคุงกระเบนที่มีการใช้ทางสมุนไพร

แต่ยังไม่มีข้อสนับสนุนทางวิทยาศาสตร์ที่น่าเชื่อถือ  
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จากสภาพภูมิประเทศของพ้ืนที่ป่าในอ่าวคุ้งกระเบนที่แตกต่างจากสภาพป่าอ่ืนๆ ในประเทศไทย และ

ยังไม่มีการเข้าไปศึกษาศักยภาพทางเภสัชวิทยาของพืชในป่าอ่าวคุงกระเบนมากนัก ดังนั้นจึงมีความจ าเป็นที่

ต้องท าการศึกษาศักยภาพทางสมุนไพรของพืชและพันธุ์ไม้ในพ้ืนที่อ่าวคุ้งกระเบน เพ่ือที่จะสนับสนุนให้มีการ

น าพืชสมุนไพรที่มีศักยภาพไปใช้ประโยชน์ให้เป็นที่ยอมรับ ตลอดจนเก็บข้อมูลทางพันธุกรรมเพ่ือน าไปใช้

อ้างอิงได้ในอนาคต  จากการส ารวจพันธุ์พืชป่าชายเลนโดยคณะผู้วิจัยพบว่าบริเวณอ่าวคุ้งกระเบนมีพืชทั้งสิ้น

จ านวน 27 วงศ์ 49 ชนิด พบว่ามีจ านวน 2 ชนิดคือพังกาดอกช่อ (Bruguiera hainesii) และหลุมพอทะเล 

(Intsia bijuga) ที่มีรายงานการศึกษาทางเภสัชวิทยาน้อยมาก เมื่อคณะผู้วิจัยน าไปทดสอบฤทธิ์ต้านอนุมูล

อิสระเบื้องต้นพบว่าสารกัดแสดงฤทธิ์ที่ดีและมีการน ามาใช้ในทางพ้ืนบ้านอีกด้วย  

ดังนั้นคณะผู้วิจัยจึงเลือกที่จะศึกษาฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระและฤทธิ์ความเป็นพิษต่อเซลล์มะเร็งและ

เซลล์ปกติ เนื่องจากฤทธิ์การต้านอนุมูลอิสระเกี่ยวข้องกับกระบวนการยับยั้งการเกิดโรครวมทั้งกระบวนการ

เสื่อมต่างๆและมีรายงานการใช้พืชสกุล Bruguiera ในการรักษาเนื้องอกอีกด้วย นอกจากนี้คณะผู้วิจัยจะศึกษา

องค์ประกอบทางเคมีและข้อมูลทางพันธุกรรมของพืชเหล่านี้ไว้เพ่ือเป็นแนวทางการพัฒนาเป็นผลิตภัณฑ์จาก

พืชท้องถิ่นให้มีมูลค่าเพ่ิมขึ้นได้ ตลอดจนจะได้ช่วยส่งเสริมให้เห็นคุณค่าและช่วยอนุรักษ์พืชสมุนไพรให้คงอยู่

ต่อไป 

1.2 วัตถุประสงค์ของโครงการวิจัย 
1. เพ่ือศึกษาฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระและความเป็นพิษต่อเซลล์ องค์ประกอบทางเคมี และลายพิมพ์ดีเอ็น

เอของพังกาดอกช่อและหลุมพอทะเล  

2. เพ่ือสนองพระราชด าริโครงการอนุรักษ์พันธุกรรมพืช อันเนื่องมาจากพระราชด าริ สมเด็จพระเทพ

รัตนราชสุดาฯ สยามบรมราชกุมารี 
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2. ทบทวนวรรณกรรม และงานวิจัยที่เกี่ยวข้อง 

2.1 ทบทวนวรรณกรรม 

 2.1.1 ต้นหลุมพอทะเล (Intsia bijuga) (1) 
 หลุมพอทะเล เป็นพืชที่อยู่ในวงศ์ Leguminosae-Fabaceae มีชื่อเรียกอ่ืน ๆ เช่น ภาคกลางเรียก 

ประดู่ทะเล ถ้าแถบมลายู-นราธิวาส เรียกว่า งือบาลาโอ๊ะ ต้นหลุมพอทะเลเป็นพืชป่าชายเลนที่ไม่แท้จริง

กระจายพันธุ์แถบชายฝั่งทะเลและหมู่เกาะในมหาสมุทรอินเดียตลอดถึงมหาสมุทรแปซิฟิก ตามริมแม่น้ า -ล า

คลอง หรือบริเวณท่ีน้ าทะเลท่วมถึง แนวหลังป่าชายเลนที่ติดกับป่าชายหาดหรือป่าพรุ ลักษณะโดยทั่วไปคือ มี

ล าต้นขนาดกลางถึงใหญ่และอาจสูงถึง 25 เมตร เป็นไม้ต้นผลัดใบ เปลือกต้นเรียบมีสีเทาถึ งสีชมพูแกมเทา มี

ใบประกอบแบบขนนกปลายคู่ แผ่นใบเป็นรูปไข่กว้างถึงรี ใบด้านบนจะมีสีเขียวเข้มกว่าด้านล่างและผิวใบ

เกลี้ยงทั้งสองด้าน ดอกมีสีขาวและจะเปลี่ยนเป็นสีชมพูหรือสีแดง ออกดอกที่ปลายกิ่ง ก้านช่อ แกนกลางและ

ก้านดอกย่อย ดอกจะออกช่วงระหว่างเดือน ธันวาคม – เมษายน ส่วนผลเป็นแบบฝักถ่ัว แข็งและแบน ฝักอ่อน

มีสีเขียวและบางคล้ายใบแต่เม่ือฝักแก่ขึ้นจะหนาและมีสีน้ าตาล ฝักแก่ช่วงเดือนกรกฎาคม – กันยายน 

 

 2.1.2 ต้นพังกาดอกช่อ (Bruguiera hainesii) (1) 

 พังกาดอกช่อ จัดเป็นพืชที่อยู่ในวงศ์ Rhizophoraceae มีชื่อเรียกตามท้องถิ่น เช่น พังกา-ถั่วขาว ถั่ว

จัน ถั่วขาว ต้นพังกาดอกช่อจัดอยู่ในประเภทพืชป่าชายเลนที่แท้จริงและยังเป็นพรรณไม้ป่าชายเลนที่ค่อนข้าง

หายาก ในประเทศไทยพบได้ที่ จ. จันทบุรี สุราษฎร์ธานี นครศรีธรรมราช และกระบี่ ลักษณะทั่วไปของพืช

ชนิดนี้เป็นไม้ต้นขนาดกลางถึงใหญ่ มีเปลือกเรียบสีน้ าตาลอมเทาถึงสีน้ าตาลเข้ม มีรากหายใจโค้งคล้ายรูปเข่า 

เป็นพืชใบเลี้ยงเดี่ยวแบบเรียงตรงข้ามสลับตั้งฉากเป็นกระจุกตามปลายกิ่ง แผ่นใบเป็นรูปรีถึงรูปรีแกมขอบ

ขนาน ดอกแบบช่อกระจุกสองด้านออกตามซอกใบใกล้ปลายกิ่ง บางครั้งออกดอกเดี่ยวและมีกลีบเลี้ยงที่เชื่อม

ติดกันเป็นรูประฆังสีเหลืองอมเขียวถึงสีเขียว ปลายแฉกจะงุ้มเข้าหาตัวผลที่เป็นทรงกระบอก มีผิวเรียบและมีสี

เขียวอมเหลืองไปจนถึงสีแดงระเรื่อ ซึ่งจะเปลี่ยนเป็นสีม่วงอมเทาเมื่อแก่ 

 2.1.3 อนุมูลอิสระ (Free radicals) (2) 

 อนุมูลอิสระ (free radicals) คือ สารที่มีอิเล็กตรอนโดเดี่ยว (unpaired electron) ในอะตอมหรือ

โมเลกุล สามารถพบได้ในสิ่งแวดล้อม สิ่งมีชีวิตและเซลล์ โดยเฉพาะในกระบวนการผลิตพังงานภายในเซลล์

หรือกระบวนการเมตาบอลิซึมที่มีการเคลื่อนย้ายอิเล็กตรอนออกจากออกซิเจน ท าให้อิเล็กตรอนในออกซิเจน

ไม่สมดุล เกิดเป็นอนุมูลอิสระที่มีความว่องไวต่อการเกิดปฏิกิริยาเคมี เนื่องจากสามารถดึงอิเล็กตรอนออกจาก

โมเลกุลอื่นเข้ามาแทนที่อิเล็กตรอนที่หายไป เพ่ือให้ตัวเองเกิดการสมดุลหรือเสถียร เป็นปฏิกิริยาลูกโซ่ (chain 
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reaction) และเกิดขึ้นภายในเซลล์ตลอดเวลา อนุมูลอิสระสามารถแบ่งออกได้เป็น 2 กลุ่ม (Ghareeb DA และ 

Sarhan EM, 2014) ตามโมเลกุลที่ท าให้เกิดปฏิกิริยาออกซิเดชั่นในกระบวนการเมตาบอลิซึมได้ดังนี้ 1. 

Reactive Oxygen Species (ROS) เ ช่ น  O2
. (oxygen radical), O2

.- (superoxide radical) ห รื อ  OH. 

(hydroxyl radical) 2. Reactive Nitrogen Species (RNS) ได้แก่  NO. (nitric oxide radicals) และ NO2
. 

(nitrogen dioxide radical)  

 2.1.4 สารต้านอนุมูลอิสระ (Antioxidants) (3) 

  สารต้านอนุมูลอิสระหมายถึง โมเลกุลหรือสารต่าง ๆ ทีสามารถรักษาความเสถียรภาพ ความสมดุ ล

หรือช่วยยับยั้งอนุมูลอิสระก่อนที่จะเข้าไปท าลายเซลล์ สามารถแบ่งออกเป็น 3 กลุ่ม ได้ดังนี้ 1. สารต้านอนุมูล

อิสระที่เป็นเอนไซม์ 2. สารต้านอนุมูลอิสระที่ไม่เป็นเอนไซม์ 3. กลุ่มอ่ืน ๆ  

1. สารต้านอนุมูลอิสระที่เป็นเอนไซม์ (enzymatic antioxidants) ยกตัวอย่างเช่น  

- Superoxide dismutase (SOD) ได้แก่ CuZnSOD, MnSOD, FeSOD และ NiSOD 

- Catalase 

- Glutathione peroxidase 

2. สารต้านอนุมูลอิสระที่ไม่ใช่เอนไซม์ เช่น 

- Vitamin E 

- Ascorbic acid 

- Polyphenols 

- Carotenoids 

3. กลุ่มอ่ืน ๆ ได้แก่ 

- Thiol antioxidants 

- Bilirubin 

- Melatonin 

- Coenzyme Q หรือ Ubiquinone 

 2.1.5 สารพฤกษเคมี (Phytochemicals) (4) 

 สารพฤกษเคมี คือสารเคมีชนิดต่าง ๆ ที่พบในพืชจ านวนมากมายหลายชนิด สามารถแบ่งกลุ่มสารเคมี

เหล่านี้ได้เป็น 2 กลุ่มใหญ่ตามสารตั้งต้น (biosynthesis) คือ 1. สารปฐมภูมิ (primary metabolite) และ 2. 

สารทุติยภูมิ (secondary metabolite) 
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1. สารปฐมภูมิ (primary metabolite) เป็นสารเคมีพ้ืนฐานที่พบได้ในพืชชั้นสูงทั่วไปเกือบทุกชนิด 

ซึ่งเป็นกลุ่มสารที่เกี่ยวข้องกับกระบวนการเมตาบอลิซึมที่จ าเป็นต่อเซลล์ ได้แก่ คาร์โบไฮเดรต 

(carbohydrate) ไขมัน (lipids) กรดอะมิโน (amino acid) และเอนไซม์ (enzymes) ส่วนใหญ่

สารหล่านี้มักจะได้จากกระบวนการสังเคราะห์ด้วยแสงของพืชและกระบวนการชีวสังเคราะห์ของ

กรดอะมิโนบางชนิด 

2. สารทุติยภูมิ (secondary metabolite) เป็นสารประกอบที่พบแตกต่างกันในพืชแต่ละชนิดที่เกิด

จากกระบวนการชีวสังเคราะห์ของพืช และมีฤทธิ์ทางเภสัชวิทยา สารทุตยภูมิแบ่งออกเป็น 4 

กลุ่มใหญ่ดังต่อไปนี้  

2.1 อัลคาลอยด์ (alkaloids) 

2.2 สารกลุ่มฟีนอลิค (phenolic compounds) สามารถแบ่งสารออกเป็นกลุ่มย่อยได้ดังนี้ 

2.2.1 ฟีนอล และฟีนอลิคไกลโคไซด์ (phenol and phenolic glycosides) 

2.2.2 คูมาริน (coumarins) 

2.2.3 ฟลาโวนอยด์ (flavonoids) 

2.2.4 แทนนิน (tannins) 

2.2.5 ควิโนน (quinones) 

2.3 เทอร์พีนอยด์ และสเตอรอยด์ (terpenoids and steroids) แบ่งเป็นกลุ่มย่อย 2 กลุ่ม คือ 

 2.3.1 กลุ่มเทอร์พีนอยด์ 

  - โมโนเทอร์พีน (monoterpenes) 

  - เซสควิเทอร์พีน (sesquiterpenes) 

  - ไดเทอร์พีน (diterpenes) 

  - ไตรเทอร์พีน (triterpenes) 

  - เตตราเทอร์พีน (tetraterpenes) 

  - น้ ามันหอมระเหย (volatile oils) 

  - เรซิน และโอเลโอเรซิน (resins and oleoresins) 

 2.3.2 กลุ่มสเตอรอยด์  

  - ซาโปนิน (saponins) และ คาร์ดิแอคไกลโคไซด์ (cardiac glycosides) 

2.4 ไกลโคไซด์ชนิดอ่ืน ๆ (other glycosides) ได้แก่ 

 2.4.1 ไซยาโนจีเนติคไกลโคไซด์ (Cyanogenetic glycosides) 
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 2.4.2 สารกลุ่มกลูโคซิโนเลท (glucosinolate compounds) 

 2.1.6 หลักการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอด้วยเทคนิค Polymerase Chain Reaction (PCR) (5) 

 Polymerase Chain Reaction หรือ PCR หมายถึงปฏิกิริยาที่ใช้ในการเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอชนิดใด

ชนิดหนึ่งในหลอดทดลอง เป็นเทคนิคท่ีง่าย เรียนรู้ได้เร็วและท าได้ในระยะเวลาสั้น ๆ หลักการของเทคนิคนี้คือ

เลียนแบบการสังเคราะห์ดีเอ็นเอ เป็นการเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอช่วงใดช่วงหนึ่ งอยู่ระหว่างส่วนของด้านที่ทราบ

ล าดับเบสแล้ว โดยเรียกส่วนที่ทราบล าดับเบสแล้วว่า primer และเรียกดีเอ็นเอต้นแบบว่า DNA template 

ซึ่งเทคนิค PCR ประกอบด้วย 3 ขั้นตอนดังนี้ 

1. Denaturing เป็นขั้นตอนที่เพ่ิมอุณหภูมิขึ้นสูงถึง 91-95 ºC ท าให้ DNA template 2 สายที่

เกี่ยวพันกันเป็นเกลียว (double helix) แยกออกจากกันเป็นดีเอ็นเอสายเดี่ยว และสายนี้จะ

กลายเป็นต้นแบบในการสังเคราะห์ดีเอ็นเอสายใหม่ 

2. Annealing ขั้นตอนนี้จะลดอุณหภูมิในหลอดทดลองลงเพ่ือให้ primer จับกับดีเอ็นเอสายเดี่ยว 

ซึ่งปฏิกิริยานี้เรียกว่า primer annealing โดยที่ primer จะจับกับดีเอ็นเอสายเดี่ยวด้วยเบสคู่สม

กันคือ adenine (A) จับกับ thymine (T) และ guanine (G) จับกับ cytosine (C)  

3. Extension เป็นขั้นตอนการสังเคราะห์ดีเอ็นเอสายใหม่ขึ้นมาที่มีดีเอ็นเอสายเดี่ยวเป็นต้นแบบ

แล้วสร้างต่อจาก primer ที่มีสารละลายบัฟเฟอร์ที่เหมาะสม มีเอ็นไซม์ taq DNA polymerase 

ที่ทนความร้อนมาช่วยในการสร้างดีเอ็นเอสายใหม่และมี dNTP ส าหรับสร้างดีเอ็นเอสายใหม่ 

primer จะถูกสร้างในทิศ 5/ ไป 3/ และล าดับเบสของดีเอ็นเอสายใหม่จะเป็นเบสคู่สมกับดีเอ็นเอ

ต้นแบบ ดังนั้นดีเอ็นเอสายใหม่จึงเป็น anti-pararell กับดีเอ็นเอต้นแบบ 

 2.1.7 หลักการตรวจสอบความหลากหลายทางพันธุกรรมด้วยเทคนิค  inter-simple sequence 

repeat (ISSR) (6) 

 เทคนิคไอเอสเอสอาร์ หรือ inter-simple sequence repeat เป็นเทคนิคที่เพ่ิมปริมาณชิ้นดีเอ็นเอที่

อยู่ระหว่างต าแหน่งไมโครแซททาไลต์ (microsatellite) 2 ต าแหน่ง ไมโครแซททาไลต์คือ ชิ้นดีเอ็นเอบริเวณที่

มีล าดับนิวคลีโอไทด์ซ้ า (repetitive DNA) เรียงต่อกันเป็นจีโนม แต่ละชุดซ้ าประกอบด้วย 1-6 นิวคลีโอไทด์ 

พบได้ในสิ่งมีชีวิตชั้นสูงและส่วนใหญ่พบในบริเวณที่ไม่ใช่ยีน (non-coding region) ซึ่งความผันแปรจ านวนซ้ า

ของไมโครแซททาไลต์ในจีโนมสามารถประยุกต์ใช้เป็นเครื่องหมายดีเอ็นเอเพ่ือจ าแนกความแตกต่างของ

สิ่งมีชีวิต เทคนิค ISSR นี้ไม่จ าเป็นต้องทราบข้อมูลล าดับเบส หลักการคือ ใช้ไพรเมอร์ที่มีนิวคลีโอไทด์เป็นไมโค

รแซททาไลต์และเติมนิวคลีโทด์คัดเลือก โดยไพรเมอร์จะจับเข้ากับไมโครแซททาไลต์ 2 ต าแหน่งใกล้ ๆ กัน 

แล้วเพ่ิมปริมาณดีเอ็นระหว่างไมโครแซททาไลต์ 2 ต าแหน่งนั้น ซึ่งเรียกชิ้นดีเอ็นเอนี้ว่า ไอเอสเอสอาร์ ข้อดี
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ของเทคนิคนี้คือ ท าได้ง่าย รวดเร็วและราคาไม่สูงมาก ส่วนข้อเสียคือ เป็นเครื่องหมายที่แสดงถึงการข่มแบบ

สมบูรณ์ (complete dominant) 

 2.2 งานวิจัยที่เกี่ยวข้อง 

 หลุมพอทะเล (I. bijuga) และ พังกาดอกช่อ (B. hainesii) เป็นพืชป่าชายเลนที่มีถิ่นก าเนิดเดิมอยู่

บริเวณแถบมหาสมุทรอินเดียไปจนถึงมหาสมุทรแปซิฟิก พืชทั้ง 2 สายพันธุ์จัดเป็นพืชหายากจัดอยู่ในภาวะ

เสี่ยงต้องเฝ้าระวังตามบัญชี IUCN Red List  (9,10) ซึ่งประเทศไทยจะพบได้ใน จ. จันทบุรี สุราษฏร์ธานี 

นครศรีธรรมราช และกระบี่ (1)  

 โดยส่วนใหญ่ I. bijuga และ B. hainesii มักถูกน าใช้เกี่ยวกับงานก่อสร้าง เพราะเนื้อไม้มีความ

ทนทานสูง หรือน ามาใช้เป็นฟืน ถ่าน (11, 13) ซึ่งมีการน ามาใช้งานที่น้อยกว่าพืชชนิดอ่ืนเนื่องด้วยถูกจัดเป็น

พืชหายาก แตก่็ได้มีงานวิจัยที่น า I. bijuga มาท าการทดสอบฤทธิ์ด้วย เช่นในการทดลองนี้น าเอาสารสกัดเมทา

นอลจากใบ I. bijuga มาทดสอบดูฤทธิ์ anti – ulcer ในหนู mice พบว่า ที่ความเข้มข้นของสารสกัดเท่ากับ 

1000 mg/kg สามารถยับยั้งการเกิด ulcer ได้ถึง 58.3% อีกทั้งยังพบสารพฤกษเคมีอีก 8 ชนิด ได้แก่ 

flavonoids, tannins, terpenoids, alkaloid, cardiac glycoside, phenolics, saponin แล ะ  steroids 

(14) อีกทั้งยังมีการศึกษาพืชที่อยู่ในวงศ์เดียวกัน โดย Batubara I. และคณะ ได้ท าการทดสอบฤทธิ์ยับยั้ง

เอนไซม์ไลเปสจากสารสกัดเมทานอลและ 50% เอทานอลของแก่นหลุมพอ (Intsia palembanica ) ซึ่งเป็น

พืชที่อยู่วงศ์เดียวกันกับ I. bijuga พบว่า สามารถยับยั้งการท างานของเอนไซม์ได้โดยที่ค่า IC50 เท่ากับ 4.1 

µg/ml และ 83.0 µg/ml เรียงตามล าดับ รวมทั้งฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ DPPH ที่มีค่า IC50 ได้เท่ากับ 3.87 

µg/ml และ 6.63 µg/ml เรียงไปตามล าดับเช่นเดียวกัน (15) ต่อมาในปี 2014 Batubara I. และคณะ ก็ได้ท า

การแยกหาสารส าคัญจากสารสกัดของเนื้อไม้ I. palembanica ที่มีผลต่อการยับยั้งการท างานของเอนไซม์ไล

เปส จากการทดลองพบว่า มีสารส าคัญ 7 ชนิด ที่แยกออกมาได้ คือ (-)-robidanol, 4’-dehydroxyrobidanol, 

ampelopsin, fustin, myricetin, quercetin และ 3,7,3’5-tetrahydroxylflavones ซึ่งสารเหล่านี้ก็มีฤทธิ์

ต้านการท างานของเอนไซม์ไลเปส โดยเฉพาะ fustin ที่แยกได้จากส่วนสกัดย่อยน้ า ซึ่งผลการทดลองพบว่า 

เมื่อความเข้มข้นสารส าคัญมีค่าเท่ากับ 3.95 µg/ml สามารถยับยั้งการท างานของเอนไซม์ไปได้ 50% (16) 

ส าหรับงานวิจัยที่ท าการศึกษาเกี่ยวประสิทธิภาพต่าง ๆ รวมทั้งสารส าคัญใน B. hainesii พบว่ายังไม่มีการท า

วิจัย แต่มีอีกงานวิจัยอ่ืน ๆ ได้ท าการศึกษา  Bruguiera cyilindrica เป็นพืชจากวงศ์ Rhizophoraceae ซึ่ง

เป็นวงศ์เดียวกันกับ B. hainesii นี้มาทดสอบฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระด้วยวิธี DPPH, ABTS, OH. และ Anti-

hemolytic วิเคราะห์ผลออกมาเป็นค่า EC50 เปรียบเทียบกับสารมาตรฐาน BHT ผลที่ได้คือสารสกัดเมทานอล

จากเปลือก B. cyilindrica มีฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระทุกวิธีที่ใช้ทดสอบ มีค่า EC50 เท่ากับ 5.5±0.58 µg/ml , 
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10±0.02 µg/ml, 4±0.02 µg/ml และ 24.4±0.04 µg/ml เรียงตามล าดับ (17) และอีกหนึ่งงานวิจัยที่ท าการ

ทดลองฤทธิ์ต้นอนุมูลอิสระ DPPH และฤทธิ์ต้านการเกิด lipid peroxidation ของพืชที่อยู่ในสกุลเดียวกันกับ 

B. hainesii แต่ต่างสปีชีส์กัน ได้แก่ B. cyilindrica, B. gymnorrhiza, B. parviflora และ B. sexhangular 

โดยท าการสกัดส่วนต่าง ๆ ของพืชเหล่าและน ามาทดสอบฤทธิ์ จากผลการทดลองพบว่า สารสกัดส่วนต่าง ๆ 

ของพืชที่ใช้ทดสอบมีฤทธิ์ต้านอนุมูลิสระ DPPH และต้านการเกิด lipid peroxidation ได้ดีโดยเฉพาะสารสกัด

จากฝักอ่อนของ B. parviflora ที่ออกฤทธิ์ได้ดีที่สุด มีค่า EC50 ในการยับยั้งอนุมูล DPPH เท่ากับ 5.00 µg/ml 

และค่า IC50 ส าหรับฤทธิ์ต้านการเกิด lipid peroxidation เท่ากับ 0.375 µg/ml (18) 

 จะเห็นได้ว่างานวิจัยที่ท าการทดสอบฤทธิ์ หารสารส าคัญหรือทดสอบหาประสิทธิภาพต่าง ๆ ของ I. 

bijuga และ B. hainesii  ยังไม่พบภายในประเทศไทย ดังนั้นงานวิจัยนี้จึงเป็นงานวิจัยแรกที่น าเอาพืชหายาก

ทัง้ 2 ชนิดนี้มาท าการทดลอง  
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3.วิธีด าเนินการวิจัย 

 

3.1 วัสด ุและอุปกรณ์ 

 1. กระบอกตวง ขนาด 1000 มิลลิลิตร บริษัท Isolab สหพันธส์าธารณรัฐเยอรมนี 
2. กรวยแก้ว  
3. ขวดดูแรนแบบมีฝาปิดขนาด 500 และ 1000 มิลลิลิตร บริษัท Isolab สหพันธ์สาธารณรัฐเยอรมนี 

 4. ขวดรูปชมพู่ขนาด 250 มิลลิลิตร บริษัท Isolab สหพันธ์สาธารณรัฐเยอรมนี 
5. ขวดส าหรับกลั่นระเหยแบบหมุน (Rotary evaporator) ขนาด 250 มิลลิลิตร บริษัท Duran

 สาธารณรัฐจีน (ไต้หวัน) 
6. เครื่องกลั่นระเหยแบบหมุน บริษัท Buchi ประเทศสวิตเซอร์แลนด์ 
7. เครื่องชั่ง 4 ต าแหน่ง บริษัท Mettlertoledo ประเทศสวิตเซอร์แลนด์ 
8. เครื่อง Microplate reader รุ่น M965+ บริษัท gibthai ประเทศไทย 

  9. เครื่องปั่นเหวี่ยง บริษัท Thermo Fisher scientific ประเทศสหรัฐอเมริกา 
10. ไมโครปิเปต บริษัท Thermo scientific ประเทศสหรัฐอเมริกา 
11. ช้อนตักสาร 
12. ถาดอะลูมิเนียม 
13. ทิปพลาสติก บริษัท Quality Scientific Plastic ประเทศสหรัฐอเมริกา 
14. หลอดพลาสติกขนาด 50 มิลลิลิตร บริษัท SPL Life Science สาธารณรัฐเกาหลี 
15. หลอดไมโครเซนทริฟิวจ์ขนาด 1.5 มิลลิลิตร 
16. บีกเกอร์ขนาด 500 และ 1000 มิลลิลิตร 
17. ที่คีบ 
18. พาราฟิล์ม บริษัท Bemis flexible packaging ประเทศสหรัฐอเมริกา 
19.  Microtiter plate 96 well บริษัท Thermo scientific ประเทศสหรัฐอเมริกา 
20. LED Transilluminator for DNA gels บริษัท Genedirex สาธารณรัฐจีน (ไต้หวัน) 

    21. UV lamp รุ่น UV Cabinet 4 บริษัท CAMAG ประเทศสหรัฐอเมริกา 

3.2 สารเคมี 

1. 2,2-Diphenyl-1-Picrylhydrazyl (DPPH) เกรด Analytical บริษัท Sigma – Aldrich สหพันธ์
สาธารณรัฐเยอรมนี 

2. 2,4,6-Tri(2-pyridyl)-s-triazine (TPTZ) เกรด Analytical บริษัท ACROS organics ประเทศ 
   สหรัฐอเมริกา 
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3 .  6X DND Loading buffer เ ก ร ด  molecular –  biology บ ริ ษั ท  Genedirex ส า ธ า รณรั ฐ จี น 
 (ไต้หวัน) 

4. ABTS chomophore diamonium salt เกรด Analytical บริษัท Sigma – Aldrich สหพันธ์
สาธารณรัฐเยอรมนี 

5. Agarose เกรด molecular – biology บริษัท Invitrogen ประเทศสหรัฐอเมริกา 
6. Aluminum chloride เกรด Analytical บริษัท Sigma – Aldrich สหพันธ์สาธารณรัฐเยอรมนี 
7. Dimethyl Sulfoxide (DMSO) เกรด Analytical บริษัท VWR prolabo chemical สาธารณรัฐ

 ฝรั่งเศส  
8. DNA Ladder 100 bp. เกรด molecular – biology บริษัท Invitrogen ประเทศสหรัฐอเมริกา 
9. Egg yolks from chicken เกรด Analytical บริษัท Sigma – Aldrich สหพันธ์สาธารณรัฐเยอรมนี 
10. Folin-ciocaltue's phenol เกรด Analytical บริษัท Merck สหพันธ์สาธารณรัฐเยอรมนี 
11. Gallic acid เกรด Analytical บริษัท Merck สหพันธ์สาธารณรัฐเยอรมนี 
12. Iron (III) chloride เกรด Analytical บริษัท Sigma – Aldrich สหพันธ์สาธารณรัฐเยอรมนี 

  13. L-ascorbic acid เกรด เกรด Analytical บริษัท Fisher chemical สหราชอาณาจักร 
14. Methyl alcohol (CH3OH) เกรด Analytical บริษัท Scharlau ประเทศสหรัฐอเมริกา 
15. ONE mark B 100 – 3000 bp. เกรด molecular – biology บริษัท Genedirex ไต้หวัน  
16. Potassium persulfate (K2S2O8) เกรด Analytical บริษัท Sigma – Aldrich สหพันธ์สาธารณรัฐ

เยอรมนี 
17. Quercetin เกรด HPLC บริษัท Sigma – Aldrich สหพันธ์สาธารณรัฐเยอรมนี 
18.  Sodium bicarbonate ( Na2CO3 )  เ ก ร ด  Analytical บ ริ ษั ท  Merck สห พัน ธ์ ส า ธ า ร ณ รั ฐ

 เยอรมน ี
19. Sodium acetate เกรด Analytical บริษัท Lobachemic ประเทศอินเดีย 
20. Sodium phosphate monobasic เกรด Analytical บริษัท Sigma – Aldrich สหพันธ์สาธารณรัฐ

เยอรมน ี
21. Sodium phosphate diabasic เกรด Analytical บรษิัท Millipore สหรัอเมริกา 
22.  SYBR Safe DNA gel stain เ ก ร ด  molecular– biology บ ริ ษั ท  Invitrogen ป ร ะ เ ท ศ

 สหรัฐอเมริกา 
23. 2 – Thiobarbituric acid เกรด Analytical บริษัท TCI ประเทศญี่ปุ่น 
24. TLC Silica gel plate 60 F254 บริษัท Merck สหพันธ์สาธารณรัฐเยอรมนี 
25. Trichoroacetic acid เกรด Analytical บริษัท Merck สหพันธ์สาธารณรัฐเยอรมนี 
26. ชุดสกัดจีโนมิคดีเอ็นเอส าเร็จรูป บริษัท Invitrogen ประเทศสหรัฐอเมริกา 
27. ชุด PCR reaction เกรด molecular–biology บริษัท Invitrogen ประเทศสหรัฐอเมริกา 
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3.3 วิธีการทดลอง 

 
3.3.1 การสกัดสารส าคัญ 

  ตัวอย่างพืชที่บดเป็นผง 10 g ละลายด้วยเมทานอล 200 ml จากนั้นสกัดด้วยวิธี sonication ที่
อุณหภูมิ 40 º C นาน 30 นาที กรองด้วยกระดาษกรองน าส่วนที่เป็นของเหลวไประเหยเอาตัวท าละลายออก 
และส่วนที่เป็นตะกอนเอาไปสกัดซ้ าอีกครั้ง เมื่อได้สารสกัดหยาบแล้วให้เก็บในที่มืดอุณหภูมิ -20 º C 

 

3.3.2 การทดสอบฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระและการหาปริมาณรวมของสารประกอบฟลาโวนอยด์ และฟีนอล
ลิค (22, 23) 
 3.3.2.1 การวิเคราะห์ฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระด้วยวิธี DPPH  
 เตรียมสารละลาย DPPH. radical (3 mg/50 ml เมทานอล) และเจือจางสารละลายตัวอย่างที่ใช้
ทดสอบ เติมสารละลาย DPPH ลงไป 100 µl ผสมกับสารละลายตัวอย่าง 100 µl ทิ้งไว้ที่อุณหภูมิห้องนาน 30 
นาทีในที่มืด แล้วน าไปวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 520 nm เปรียบเทียบกับ ascorbic acid ที่ใช้
เป็นตัวควบคุมผลบวก จากนั้นค านวณ %inhibition และค่า IC50 จากสมการ %inhibition = [(A0-A1)/A0) x 
100] เมื่อ A0 = ค่าการดูดกลื่นแสงของ DPPH และ A1 = ค่าการดูดกลืนแสงของสารตัวอย่าง 
 3.3.2.2 การวิเคราะห์ฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระด้วยวิธี ABTS  
 เตรียมสารละลาย ABTS+ radical ด้วยการท าปฏิกิริยาระหว่างสารละลาย ABTS เข้มข้น 4 mM  
และสารละลาย 4.9 mM K2S2O8 ในปริมาตรที่เท่า ๆ กัน ตั้งทิ้งไว้ในที่มืดที่อุณหภูมิห้องนาน 16-20 ชั่วโมง 
ก่อนน าไปใช้ หลังจากนั้นเจือจางสารละลาย ABTS ด้วยเมทานอล ให้มีค่าการดูดกลืนแสงอยู่ในช่วง 0.7±0.2 
ที่ความยาวคลื่น 734 nm เตรียมสารละลายตัวอย่างที่ใช้ทดสอบปิเปตมา 100 µl เติมสารละลาย ABTS 100 
µl ผสมให้เข้ากัน ตั้งทิ้งไว้ 6 นาที แล้วน าไปวัดค่าการดูกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 734 nm ค านวณ 
%inhibition เปรียบเทียบกับ ascorbic acid ทีใ่ช้เป็นตัวควบคุมผลบวกและหาค่า IC50 จากสมการในข้อ 2.2 
 3.3.2.3 การวิเคราะห์ฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระด้วยวิธี FRAP  
 เตรียมสารละลาย FRAP reagent โดยผสม 300 mM acetate buffer pH 3.6, 10 mM TPTZ ใน 
HCl และ 20 mM FeCl3.6H2O ในอัตราส่วน 10:1:1 ตามล าดับ เตรียมสารตัวอย่าง 50 µl ผสมกับ FRAP 
reagent 150 µl บ่มที่อุณหภูมิห้องในที่มืดนาน 8 นาที น าไปวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 600 nm 
ค านวณความสารถในการให้ e- (FRAP value) โดยเปรียบเทียบค่าที่ได้กับกราฟมาตรฐานของ FeSO4 แสดง
ค่าในรูปของ g. Fe2+ /100 g extract ในการทดลองนี้ใช้ ascorbic acid เป็นตัวควบคุมผลบวก 
 3.3.2.4 การวิเคราะห์ฤทธิ์ต้านปฏิกิยาออกซิเดชันด้วยวิธี TBARS  
 การวิเคราะห์ฤทธิ์ต้านปฏิกิริยาออกซิเดชันด้วยวิธี TARS ท าได้โดยเตรียมสารสกัดหรือ positive 
control (Quercetin) ปริมาตร 100 µl จากนั้นเติม 10 mg/ml lectin solution ปริมาตร 900 µl ตามมา
ด้วย 400 mM Ferric chloride และ 200 mM Ascorbic acid อย่างละ 40 µl น าไปบ่มที่อุณหภูมิ 37 ºC 
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นาน 1 ชั่วโมง เติม 0.25 N HCl (15% TCA และ 0.375% TBA) 2 ml เพ่ือหยุดปฏิกิริยาและน าไปต้มที่
อุณหภูมิ 95 ºC 15 นาที รอจนเย็นแล้วน าไปปั่นเหลี่ยงที่ความเร็วรอบ 5000 rpm 20 ºC เป็นเวลา 5 นาที 
น าเอาเฉพาะส่วนที่เป็นของเหลวมาวัดค่าดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 530 นาโนเมตรและค านวณ 
%inhibition และค่า IC50 จากสมการ %inhibition = [(A0-A1)/A0) x 100] เมื่อ A0 = ค่าการดูดกลื่นแสงของ 
TARS และ A1 = ค่าการดูดกลืนแสงของสารตัวอย่าง 
 3.3.2.5 การวิเคราะห์ปริมาณสารประกอบฟีนอลลิคท้ังหมดด้วยวิธี Folin-Ciocalteau reagent 
 การวิเคราะห์ปริมาณสารประกอบฟีนอลิคทั้งหมด โดยเตรียมสารตัวอย่างปริมาตร 20 µlเติม
สารละลาย Folin-Ciocalteu reagent (1:10 dH2O) 50 µl จากนั้นเติมสารละลาย Na2CO3 เข้มข้น 7.5% 
(w/v)  ลงไป 80 µl ตั้งทิ้งไว้ที่อุณหภูมิห้องนาน 30 นาที น าไปวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 765 nm 
ค านวณค่าปริมาณสารประกอบฟีนอลิคทั้งหมดเทียบกับกราฟมาตรฐานกรดแกลลิครายงานผลเป็น g GAE/ 
100 g extract 
 3.3.2.6 การวิเคราะห์หาปริมาณสารฟลาโวนอยด์ท้ังหมด  
 การวิเคราะห์หาปริมาณสารฟลาโวนอยด์ท าได้โดยเตรียมสารตัวอย่าง ปริมาตร 100 µl เติม 2% 
AlCl3 100 µl ผสมให้เข้ากันแล้วตั้งทิ้งไว้ที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 10 นาที น าไปวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ความ
ยาวคลื่น 415 nm ค านวณค่าปริมาณสารสารฟลาโวนอยด์ทั้งหมดเทียบกับกราฟมาตรฐานของสารละลายเคอ
ซิติน แสดงในหน่วย g QE/100 g extract 
  
 3.3.3 การทดสอบสารพฤกษเคมีเบื้องต้น (21) 
 3.3.3.1 การทดสอบแทนนินด้วย 2% Gelatin solution Lime water และ Vanillin regent  
 การตรวจสอบด้วย 2% Gelatin solution ละลายสารสกัดด้วยเมทานอลปริมาตร 5 มล. จากนั้นเติม 
10% NaCl solution ประมาณ 2-3 หยด ถ้าเกิดตะกอนให้ท าการกรองตะกอนทิ้งหลังจากนั้นจึงเติมน้ ากลั่น
จนครบ 10 มล. แบ่งใส่หลอดทดลอง 3 หลอด โดยให้หลอดที่ 1 เป็นหลอดเปรียบเทียบ หลอดที่ 2 เติม 2% 
Gelatin solution ประมาณ 1 มล. และหลอดที่ 3 เติมสาระลาย gelatin salt solution ประมาณ 1 มล. 
แล้วสังเกตผลที่เกิดขึ้น ถ้าเกิดตะกอนคงที่แสดงว่าเป็น true tannin ส่วนถ้าไม่เกิดตะกอนคงที่แสดงว่าเป็น 
pseudo tannin 
 การตรวจสอบด้วย Lime water ละลายสารสกัดด้วยเมทานอลปริมาตร 2 มล. จากนั้นเติมน้ ายา 
lime water ประมาณ 1 มล. ถ้าสารละลายเกิดตะกอนสีเหลืองเหลือบน้ าเงินเทาแสดงว่ามี สารกลุ่ม 
hydrolysable tannin อยู่ในสารสกัด 
 การตรวจสอบด้วย Vanillin regent น าสารสกัดมาระเหยให้แห้งแล้วหยด vanillin reagent ลงไป 
2-3 หยด สังเกตสีที่เกิดข้ึน 
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 3.3.3.2 การทดสอบซาโปนิน ด้วยวิธี Foam test 
 น าสารสกัดมาแช่ในน้ า 20 มล. ที่อุณหภูมิ 50-60 ºC นาน 10 นาที จากนั้นกรองเอาเฉพาะส่วนที่เป็น
ของเหลวแล้วน าไปแบ่งใส่หลอดจ านวนทดลอง 2 หลอด ก าหนดให้หลอดที่ 1 ใส่สารสกัด 5 มล. ในหลอดที่มี
ฝาปิดและท าการเขย่าหลอดแรง ๆ ติดต่อกันนาน 3-5 นาที ตั้งหลอดทิ้งไว้ 30 นาที พร้อมกับสังเกตฟองที่
เกิดขึ้น ถ้าเป็น saponin glycoside จะเกินฟองรูป 6 เหลี่ยมที่คงตัว ส่วนหลอดที่ 2 ใส่สารสกัดที่กรองแล้ว 
15 มล. เติม di.H2O4 5 มล. แล้วต้มประมาณ 10 นาที จากนั้นแบ่งมาใส่หลอดทดลองที่มีฝาปิด 5 มล. เขย่า
แล้วสังเกตฟอง ถ้ามีสารกลุ่ม saponin glycoside จะไม่เกิดฟองหรือเกิดฟองน้อยกว่าหลอดที่ 1 
 3.3.3.3 การทดสอบฟลาโวนอยด์ 
 - การตรวจสอบด้วยวิธี Cyaniding test เป็นการตรวจสอบโครงสร้าง gamma-benzopyrone ring 
ของสารประกอบ โดยจะใส่ชิ้น magnesium ribbon 1-2 ชิ้นลงไปในหลอดทดลองที่มีสารสกัด จากนั้นค่อย ๆ 
หยดกรดไฮโดรคลอลิคเข้มข้น 2-3 หยด และตั้งทิ้งไว้ประมาณ 5 นาทีพร้อมกับสังเกตผลเปลี่ยนแปลง 
 - การทดสอบด้วยการพ่นแอมโมเนีย การตรวจสอบสารประกอบฟลาโวนอยด์ด้วยวิธีนี้จะเป็นการ
น าเอาเทคนิค TLC มาใช้ร่วมด้วย โดยท าการตัด TLC plate ให้มีขนาด 3 x 5 ซม. แต้มจุดสารสกัดลงไปแล้ว
จึงน าไปวางลงในภาชนะที่มี mobile phase เป็น CHCl3: EtoAc: Acetic acid ในอัตรส่วน 4:5:1 ที่มีไอของ 
mobile phase อ่ิมตัวแล้ว เมื่อ mobile phase ถึงระยะท่ีก าหนดแล้วให้น าออกมาจาก tank และท าให้แผ่น 
TLC แห้ง น าไปส่องภายใต้แสงอัลทราไวโอเลตที่ความยาวคลื่น 366 นาโนเมตร ถ้ามีฟลาโวนอยด์จะเกิดสาร
เรืองแสงขึ้นมาและบันทึกผลที่ได้ จากนั้นน าส าลีมาชุบแอมโมเนียพอหมาดแล้วป้ายลงบนหน้าแผ่น TLC นี้ให้
ไปในทิศทางเดียวกัน รอให้แห้งแล้วน ามาส่องถายใต้แสงอัลทราไวโอเลตที่ความยาวคลื่น 366 นาโนเมตร อีก
ครั้งถ้าเป็นกลุ่มฟลาโวน (flavone) หรือฟลาโวนอล (flavonol) จะเกิดสารเรืองแสงสีเหลือง ถ้าเป็นกลุ่มคาที
ชิน (catechin) จะเกิดสารเรืองแสงสีฟ้า 
 3.3.3.4 การทดสอบหาฟีนอลิคด้วย FeCl3 
 ละลายสารสกัดด้วยเมทานอลในหลอดทดลองจากนั้นค่อย ๆ หยอดสารละลาย FeCl3 T.S. 1-2 หยด
ให้ไหลลงตามข้างหลอดทดลองที่มีสารสกัด สังเกตผลการทดลองโดยไม่ต้องเขย่าหลอดทดลอง 
 3.3.3.5 การทดสอบ Cardiac glycoside  
 - การทดสอบ unsaturated lactone ring ด้วย Kedde’d test 
 น าสารสกัดหยาบที่ ระเหยเอาตัวท าละลายออกแล้วมาเติม Kedded A reagent (2% 3,5-
dinitrobenzoic acid in MeOH) 3-5 หยด ตามด้วย Kedded B reagent (5% alcoholic KOH) 3-5 หยด
แล้วสังเกตสีที่เกิดข้ึน ถ้าผลการทดลองท่ีได้เป็นผลบวกจะเกิดสีม่วงแดงทันทีและจะจางลงใน 2-3 นาที 

- การทดสอบ deoxy sugar ด้วยวิธี Keller – kiliani test 
 น าสารสกัดตัวอย่างมาละลายด้วย CHCl3 ปริมาตร 2 มล. ผสมกับ FeCl3 (10% FeCl3 ใน glacial 
acetic acid) ให้เข้ากันในหลอดทดลองจากนั้นค่อย ๆ หยดกรด H2O4 เข้มข้นลงข้าง ๆ ผนังหลอดทดลองแล้ว
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สังเกตสีที่เกิดข้ึน ถ้าผลเป็น positive จะเกิดวงแหวนสีน้ าเงิน – เขียวหรือสีน้ าตาลบริเวณรอยต่อของของเหลว
ทั้งสอง 

- การทดสอบ steroidal nucleus ด้วยวิธี Liebermann-burcard test 
 น าสารสักดหยาบใส่ใน evaporating disk แล้วเติม acetic anhydride ลงไปจ านวน 10 หยด ผสม
ให้เข้ากันดี จากนั้นค่อย ๆ หยดกรด H2O4 เข้มข้นลงข้าง evaporating disk สังเกตสีที่เกิดขึ้น ถ้าผลที่ได้เป็น 
positive จะเกิดเป็นสีน้ าเงินเขียวหรือสีแดง 
 3.3.3.6 การทดสอบแอนทราควิโนนด้วยวิธี modified bontrager’s test   
 ละลายสารสกัดหยาบด้วย 10% KOH ปริมาตร 15 มล. ในหลอดทดลองจากนั้นเติม 3% H2O2 ลงไป 
2 มล. ปิดฝาและน าไปอังไอน้ าประมาณ 10 นาที ทิ้งให้เย็นแล้วค่อยในไปกรองให้ได้ประมาณ 8 มล. ทดสอบ
ความเป็นกรดของสารละลายด้วย pH paper จากนั้นน าสารละลายที่เป็นกรดมาใส่กรวยแยก โดยใช้ CH2Cl2 
ปริมาตร 8 มล. มาสกัดแยกแล้วน าชั้นที่ละลายด้วย CH2Cl2 แบ่งออกมาใส่หลอดทดลองประมาณ 2 มล. 
ก าหนดให้เป็นตัวควบคุม ส่วนสารละลายชั้น CH2Cl2 ที่เหลือให้เติมสารละลายเจือจาง KOH 5 มล. เขย่าหลอด
ทดลองเพ่ือให้เกิดการ partition และสังเกตผลที่เกิดขึ้น   
 3.3.3.7 การทดสอบอัลคาลอยด์ด้วย Dragendorff’s reagent  
 น าสารสกัดที่ระเหยแห้งแล้วมาเติมกรด H2SO4 pH 4 ลงไปแล้วน ามาสกัดแยกด้วย CHCl3 จ านวน 3 
ครั้ง น าชั้น H2SO4 มาปรับให้เป็นด่างด้วยสารละลาย NH4OH เข้มข้นน าชั้นนี้มาสกัดแยกส่วนด้วย CHCl3 
เช่นเดียวกันกับครั้ งแรก จากนั้นแบ่งสารสกัดจากทุกชั้นประมาณ 1 -2  หยดในจานหลุมแล้วเติม 
dragendorff’s reagent 1 หยด ให้สังเกตปริมาณตะกอนสีแดงที่ได้ในแต่ละชั้นของสารสกัด ต่อมาน าสาร
สกัดแต่ละชั้นตรวจสอบเพ่ิมเติมด้วยเทคนิค TLC โดยใช้ mobile phase เป็น CHCl3: EtoAc: Acetic acid 
(4:5:1) แล้วส าลีชุบ dragendorff’s reagent ท าการป้ายลงบนแผ่น TLC ที่แห้ง แล้วสังเกตสีที่เกิดขึ้นถ้าหาก
สารสกัดมีสารประกอบ 
 3.3.3.8 การทดสอบไซยาโนจีนิคไกลโคไซด์ด้วยวิธี Grignard test 
 น ากระดาษกรองขนาด 1 x 1.5 ซม. มาชุบสารละลาย 1% picric acid in ethanol ท าให้แห้งในตู้ดูด
ควัน หลังจากนั้นน ามาชุบในสารละลาย 10% sodium carbonate in water รอให้แห้ง ต่อมาให้ใส่สารสกัด
ลงในหลอดทดลองแล้วเติม CHCl3 1-2 หยด แล้วรีบปิดปากหลอดด้วยจุกที่มีกระดาษกรองชุบสารละลาย 
sodium picrate ที่เตรียมไว้ใหม่แขวนอยู่และระวังอย่าให้กระดาษกรองสัมผัสสารสกัดโดยตรง ต่อมาน า
หลอดทดลองไปอุ่นบนไอน้ าและสังเกตการเปลี่ยนแปลงของสีกระดาษ โดยจับเวลาตั้งแต่กระดาษเริ่มเปลี่ยนสี
จนถึงเวลาที่มีสีเข้มสุดและคงที่ ถ้าผลเป็นบวกจะเกิด isopurpuric acid ได้สีส้มแดงหรือน้ าตาลเข้ม 
 3.3.3.9 การทดสอบสารประกอบคูมารินด้วยวิธีภายใต้แสงอัลทราไวโอเลต 
 น าสารสกัดพืชมาละลายด้วยเมทานอลเพียงเล็กน้อย จากนั้นน ามาหยดลงบนปลายแผ่นกระดาษกรอง
ขนาด 1 x 10 ซม. จ านวน 2 หยด และตามด้วยสารละลายด่าง 10% NaOH จ านวน 2 หยด ต่อมาน าแผ่น
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กระดากรองมาวางบนกระจกนาฬิกาที่สะอาดภายใต้แสงอัลทราไวโอเลตที่ความยาวคลื่น 366 นาโนเมตร 
สังเกตผลเปรียบเทียบกับ 10% NaOH ที่ใช้เป็น blank ในการทดลองนี้ 
  
 3.3.4 การแยกสารด้วยวิธี Vacuum Liquid Chromatography (VLC) และการวิเคราะห์หา
องค์ประกอบสารโดยใช้เทคนิค thin layer chromatography (TLC) 
 ส า ร สกั ด ใบหลุ มพอทะ เ ล  9 . 7 3  g ม าท า ก า ร แยกแบบหยาบด้ ว ย วิ ธี  Vacuum Liquid 
Chromatography (VLC) โดยชะสารตามสภาพขั้วของตัวท าละลาย โดยเริ่มจากตัวท าละลาย hexane, 
CH2Cl2, EtoAc, Acetone และ MeOH  
 3.3.5 การสกัดดีเอ็นเอและการเพิ่มจ านวนดีเอ็นเอของหลุมพอทะเลด้วยเทคนิค PCR 
 น ายอดอ่อนของใบหลุมพอทะเลและพังกาดอกช่อมาล้างด้วยน้ ากลั่นให้สะอาด จากนั้นท าตามข้ันตอน
ของชุดสกัดส าเร็จรูปและตรวจสอบปริมาณดีเอ็นเอด้วยวิธี gel  electrophoresis โดยกระแสไฟฟ้าตรงความ
ต่างศักย์ 35 โวลต์ เป็นเวลา 40 นาที จากนั้นน าสารสกัดดีเอ็นเอมาเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอด้วยเทคนิค PCR และ
ไพรเมอร์คู่เหมาะสม ได้แก่ ITSp5/ITSu2 และ ITSp3/ITSu4 ท าปฏิกิริยาในปริมาตร 50 µl ประกอบด้วย 
ONE PCR PLUS 25 µl, ultra-pure water 18 µl, genomic DNA 5 µl, 10 µM Forward primer (ITSp3 
และ ITSp5) และ 10 µM reverse primer (ITSu2 และITSu4) อย่างละ 1 µl ในสภาวะที่เหมาะสม คือ 1. 
Pre - Denaturation 4 นาที 94 ºC 2. Denaturation 30 วินาที 94 ºC 3. Annealing 40 วินาที 54 ºC 
ส าหรับไพรเมอร์ ITSp5/ITSu2 และ 50 ºC ส าหรับไพรเมอร์ ITSp3/ITSu4 4. Extension 1 นาที 72 ºC 5. 
Final extension 10 นาที 72 ºC จ านวน 35 รอบ น าผลของปฏิกิริยา PCR มาตรวจสอบขนาดโดยเทคนิค 
gel electrophoresis ผ่านกระแสไฟฟ้าตรงความต่างศักย์ 50 โวลต์ นาน 40 นาที  
 3.3.6 การตรวจสอบความหลากหลายทางพันธุกรรมด้วยเทคนิค Inter-Simple Sequence 
Repeat (ISSR)  
 เตรียมปฏิกิริยาในปริมาตร 25 µl ประกอบด้วย ONE PCR PLUS buffer 12.5 µl, ultra-pure 
water 9 µl, genomic DNA 2.5 µl และ 10 µM ISSR primer 1 µl 1. Pre - Denaturation 3 นาที 94 ºC 
2. Denaturation 1 นาที 94 ºC 3. Annealing 50 วินาที 56 ºC ส าหรับ ISSR2, 3, 4 และ 8 และ 60 ºC 
และ ISSR 1 4. Extension 1 นาที 72 ºC 5. Final extension 10 นาที 72 ºC จ านวน 40 รอบ จากนั้นน า
ผลของปฏิกิริยา PCR มาตรวจสอบขนาดโดยเทคนิค gel electrophoresis (1% agarose) ผ่านกระแสไฟฟ้า
ตรงความต่างศักย์ 50 โวลต์ นาน 40 นาที ส่องดูภายใต้แสงอัลทราไวโอเลตดูความแตกต่างของจ านวนแถบดี
เอ็นเอท่ีเกิดข้ึน 

3.3.7 การเพาะเลี้ยงเซลล์ไลน์ 

เซลล์ไลน์ที่ใช้ในการศึกษาครั้งนี้ประกอบไปด้วย colon adenocarcinoma Caco-2 (ATCC HTB-

37), melanoma SK-MEL-28 (ATCC HTB-72), hepatocellular carcinoma Hep G2 (ATCC HB-8065), 

papilloma carcinoma KB (ATCC CCL-17) แล ะ  normal human fibroblast Hs68 (ATCC CRL-1635) 
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ซึ่งซื้อจาก American Type Culture Collection (ATCC, Rockville, MD, USA) โดยท าการเพาะเลี้ยงเซลล์

ไ ลน์ ทุ ก ชนิ ด ใ น อ าห า ร เ ลี้ ย ง เ ซ ลล์  Dulbecco’s modified Eagle’s medium with a low glucose 

concentration (DMEM–LG; Gibco, Grand Island, NY, United States) ที่มี 10% fetal bovine serum 

(HyClone, Cramlington, UK) และยาปฏิชีวนะ 100U/ml penicillin, 100 µg/ml streptomycin (Gibco) 

เพาะเลี้ยงเซลล์ในตู้ CO2 incubator ซึ่งเป็นตู้ควบคุมอุณหภูมิ 37ºC ที่มี CO2 5% ระหว่างการเพาะเลี้ยงจะ

เปลี่ยนอาหารเลี้ยงเซลล์ทุก ๆ 3 วัน เมื่อเซลล์แบ่งตัวเพ่ิมจ านวนประมาณ 80% ของพ้ืนผิวของ flash T25  

จะท าการ  trypsinized โดยใช้ 0.25% trypsin-EDTA (Gibco) เพ่ือน าเซลล์ไปทดสอบฤทธิ์ของสารสกัดต่อ

การตายของเซลล์ต่อไป 

3.3.8 ทดสอบการตายของเซลล์ด้วยเทคนิค Sulforhodamine B (SRB) assay 

ล้างเซลล์ด้วย 1X PBS 3 ครั้ง แล้วเติม 0.25% trypsin-EDTA ปริมาตร 1 ml ลงไปเพ่ือท าการ 

trypsinized ท าการนับจ านวนเซลล์ที่มีชีวิตภายใต้กล้องจุลทรรศน์ด้วยสี Tryphan blue เพ่ือเตรียมเซลล์ให้มี

ความเข้มข้นสุดท้าย (final concentration) เป็น 5x104 cells/ml เมื่อเติม cell suspension ปริมาตร 100 

µl ลงใน 96-well plate จะมีเซลล์ประมาณ 5,000 cells/1 หลุม บ่มเซลล์ใน CO2 incubator เป็นเวลา 24 

ชั่วโมง แล้วจึงเติมสารสกัดความเข้มข้นต่างๆ ลงไป 100 µl แล้วบ่มเซลล์กับสารสกัดเป็นเวลา 24 ชั่วโมง จึง

น ามาตรวจวัดการตายของเซลล์ด้วยเทคนิค SRB  

เตรียมสารสกัดหยาบและสารสกัดบริสุทธิ์โดยละลายใน DMSO ก่อน จากนั้นจึงเจือจางด้วยอาหาร

เลี้ยงเซลล์ให้ได้ความเข้มข้นสุดท้ายเป็น 20, 100, 200, 1,000 และ 2,000 µg/ml  ส่วนสารสกัดบริสุทธิ์จะ

เจือจางเป็นความเข้มข้นสุดท้าย 2, 10, 20, 100 และ 200 µg/ml เมื่อเติมสารสกัดความเข้มข้นต่างๆ ลงไปใน 

96-well plate ที่มีอาหารเลี้ยงเซลล์อยู่ 100 µl ความเข้มข้นสุดท้ายของสารสกัดจะเป็น 10, 50, 100, 500 

และ 1,000 µg/ml  ส่วนสารสกัดบริสุทธิ์จะมีความเข้มข้นสุดท้ายเป็น 1, 5, 10, 50 และ 100 µg/ml ใน

การศึกษาครั้ งนี้ ใช้ยา Doxorubicin (Sigma-Aldrich, St Loius, United States) เป็น positive control 

และท าการทดสอบ 3 ซ้ า (triplicate) ในแต่ละความเข้มข้นของสารสกัด 

หลังจากบ่มเซลล์เพาะเลี้ยงกับสารสกัดความเข้มข้นต่างๆ ใน 96 well plates เป็นเวลา 24 ชั่วโมง

แล้ว น า 96 well plates ออกมาจากตู้ CO2 incubator เติม 10 % trichloroacetic acid (TCA, Sigma-

Aldrich) ปริมาตร 100 µl ในแต่ละหลุม จากนั้นน า plate ไปบ่มที่ตู้เย็นอุณหภูมิ 4°C เป็นเวลา 1 ชม. เมื่อ

ครบเวลาล้าง 96 well plates ด้วยน้ าประปา 3 ครั้ง ตั้งทิ้งไว้ที่อุณหภูมิห้องเพ่ือให้ plate แห้ง แล้วเติม 1% 

SRB (Sigma-Aldrich) ปริมาตร 100 µl ลงไปทุกหลุม บ่ม plate ที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 30 นาที เมื่อครบ

เวลาล้างสีส่วนเกินที่ไม่ท าปฏิกิริยาออกด้วย 1% acetic acid ตั้งทิ้งไว้ที่อุณหภูมิห้องรอให้ plate แห้ง จากนั้น

เติม 10 mM Tris base pH 10.5 ปริมาตร 200 µl แล้ว rotate plate เบาๆ เพ่ือให้สารละลายเข้ากันดี 
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จากนั้นน าไปวัดการดูดกลืนแสงที่ช่วงความยาวคลื่น 510 nm ด้วยเครื่อง VersaMax plate reader 

(Molecular devices, United States)  

 

3.4 การวิเคราะห์ทางสถิติ 

 ผลการทดลองแสดงข้อมูลในรูปของค่าเฉลี่ย ± ค่าเบี่ยงเบนมาตรฐานของการทดสอบอย่างละครั้งท า 

3 ซ้ าของการทดลองโดยใช้  one-way ANOVA ส าหรับวิเคราะห์ค่าความแตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ

ระหว่างการทดลองที่เป็นกลุ่มควบคุมกับกลุ่มทดลองที่สัมพันธ์กัน 2 กลุ่มข้อมูลโดยใช้โปรแกรม IBM SPSS 

statistic 21 version   
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4. ผลการทดลอง 

 

4.1 การสกัดสารส าคัญ 
 จากการสกัดหาสารส าคัญที่ได้จาก I. bijuga และ B. hainesii ที่ใช้เมทานอลเป็นตัวท าละลายด้วยวิธี 
sonication พบว่า สารสกัดจากใบ I. bijuga มี %yield เท่ากับ 17.8 และ สารสกัดจากใบ B. hainesii มี 
%yield เท่ากับ 26.54 ดังแสดงในตารางที่ 4-1 
 ตารางที่ 4-1 แสดงน้ าหนักสารและ %yield ของสารสกัด 

พืชตัวอย่าง น้ าหนักสารสกัดท่ีได้ (g) % yield 
B. hainesii 1.68 26.54 

I. bijuga 1.78 17.8 
 
4.2 การวิเคราะห์ฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระด้วยวิธี DPPH 
 การวิเคราะห์ฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ DPPH จากสารสกัดใบ I. bijuga และ B. hainesii พบว่า สารสกัด
ใบ I. bijuga มีฤทธิ์ในการยับยั้งอนุมูลอิสระได้ดีกว่าสารสกัดจากใบ  B. hainesii โดยมีค่า IC50 เท่ากับ 
49.57±3.92 µg/ml และ 177.70±4.68 µg/ml เรียงตามล าดับ 

 ตารางที่ 4-2 แสดงค่า IC50 ของสารสกัดต่อการยับยั้งอนุมูลอิสระด้วยวิธี DPPH 
สารสกัด DPPH. Assay 

IC50 (µg/ml) ±SD 
B. hainesii 177.70±4.68a 

I. bijuga 49.57±3.92b 
Ascorbic acid 4.19±0.20c 

หมายเหตุ: ข้อมูลที่แสดงเป็นค่าเฉลี่ย±ค่าเบี่ยงเบนมาตรฐานของการทดลองแต่ละครั้งและท าการทดลอง 3 ซ้ า 

4.3 การวิเคราะห์ฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระด้วยวิธี ABTS 

 การวิเคราะห์ฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระด้วยวิธีนี้ สามารถหาความเป็นสารต้านอนุมูลอิสระของสารสกัดจาก
ใบ I. bijuga และ B. hainesii ได้โดยจากการค านวณสีที่จางลงของอนุมูลอิสระ ABTS ซึ่งจากผลการทดลอง 
พบว่า สารสกัดใบ I. bijuga มีความสามารถในการยับยั้งอนุมูล ABTS ได้ดีกว่าสารสกัดจากใบ B. hainesii 
โดยมีค่า IC50 เท่ากับ 23.84±2.79 µg/ml และ 68.39±5.06 µg/ml ตามล าดับ 
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 ตารางที่ 4-3 แสดงค่า IC50 ของสารสกัดต่อการยับยั้งอนุมูลอิสระด้วยวิธี ABTS 

สารสกัด ABTS+ assay 

IC50 (µg/ml) ±SD 

B. hainesii 68.39±5.06a 
I. bijuga 23.84±2.79b 

Ascorbic acid 3.46±0.26c 
หมายเหตุ: ข้อมูลที่แสดงเป็นค่าเฉลี่ย±ค่าเบี่ยงเบนมาตรฐานของการทดลองแต่ละครั้งและท าการทดลอง 3 ซ้ า 

4.4 การวิเคราะห์ความสามารถในการรีดิวซ์เฟอร์ริกของสารอนุมูลอิสระ FRAP 

 การวิเคราะห์ความสามารถในการรีดิวซ์เฟอร์ริกของสารอนุมูลอิสระนี้ จะอาศัยหลักของความสาร
มารถในการถ่ายทอดอิเล็กตรอนของสารต้านอนุมูลให้แก่สารประกอบเชิงซ้อน จะแสดงในรูป FRAP value 
ค านวรได้จากกราฟมาตรฐานของเฟอร์รัสซัลเฟต (FeSO4) ที่มีสมการเส้นตรงเป็น y = 0.0542x + 0.1793  
และมีค่า R2 เท่ากับ 0.9969 จากผลการทดลอง พบว่า สารสกัดใบหลุมพอมีความสามารถในการให้อิเล็กตรอน
แก่สารประกอบเชิงซ้อนได้มากกว่าสารสกัดจากใบ I. bijuga โดยมีค่า FRAP value เท่ากับ 16.20±1.30 g. 
Fe2+ ต่อสารสกัด 100 กรัม ส่วนสารสกัดใบ B. hainesii มีค่า FRAP value เท่ากับ 7.04±1.00 g. Fe2+ ต่อ
สารสกัด 100 กรัม 

 ตารางที่ 4-4 แสดง FRAP value ของสารสกัดในการรีดิวซ์เฟอร์ริก 
สารสกัด FRAP assay 

(g Fe2+/100 g extract) ±SD 

B. hainesii 7.04±1.00a 

I. bijuga 16.20±1.30b 
Ascorbic acid 301.60±33.07c 

หมายเหตุ: ข้อมูลที่แสดงเป็นค่าเฉลี่ย±ค่าเบี่ยงเบนมาตรฐานของการทดลองแต่ละครั้งและท าการทดลอง 3 ซ้ า 

 
ภาพที่ 4-1 กราฟมาตรฐานของสารละลายเฟอร์รัสซัลเฟต 

y = 0.0542x + 0.1793
R² = 0.9969
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4.5 การวิเคราะห์ฤทธิ์ต้านปฏิกิยาออกซิเดชันด้วยวิธี TBARS 

 ฤทธิ์การยับยั้งของปฏิกิริยา lipid peroxidation ของสารสกัดใบ I. bijuga พบว่า ความเข้มข้นของ
สารสกัดที่สามารถต้านอนุมูลอิสระได้ 50% (IC50) มีค่าเท่ากับ 39.00±4.82 µg/ml เทียบกับ Quercetin ที่ได้
ถูกใช้เป็น positive control ส าหรับการทดลองนี้ ดังแสดงในตารางที่ 4-5 
 ตารางที่ 4-5 แสดงค่า IC50 ของสารสกัดต่อการยับยั้งอนุมูลอิสระด้วยวิธี TBARS 

สารสกัด Anti-lipid peroxidation assay 
IC50 (µg/ml) ±SD 

I. bijuga 39.00±4.82a 
Quercetin 1.05±0.05b 

หมายเหตุ: ข้อมูลที่แสดงเป็นค่าเฉลี่ย±ค่าเบี่ยงเบนมาตรฐานของการทดลองแต่ละครั้งและท าการทดลอง 3 ซ้ า 

4.6 การวิเคราะห์ปริมาณฟลาโวนอยด์ท้ังหมด (Total flavonoid contents) 
 ผลการศึกษาปริมาณฟลาโวนอยด์ทั้งหมดของสารสกัดใบ  I. bijuga และ B. hainesii ที่ท าการ
วิเคราะห์ด้วยวิธี aluminium chloride ได้แสดงในตารางที่ 4-6 ซึ่งค่าปริมาณฟลาโวนอยด์ของสารสัดทั้งสอง
นี้ค านวณได้จากสมการเส้นตรงของกราฟมาตรฐานของสารละลายเคอซิติน คือ y = 0.0361X + 0.0815 และ
มีค่า R2 = 0.9993 พบว่า สารสกัดใบ I. bijuga มีปริมาณฟลาดวนอยด์มากที่สุด มีค่าเท่ากับ 2.83±0.08 กรัม
สมมูลของเคอซิตินต่อสารสกัด 100 กรัม ขณะที่สารสกัดใบ B. hainesii มีปริมาณฟลาโวนอย์ทั้งหมดเท่ากับ 
1.11±0.03 กรัมสมมูลของเคอซิตินต่อสารสกัด 100 กรัม 

 ตารางที่ 4-6 แสดงปริมาณฟลาโวนอยด์ท้ังหมดของสารสกัดด้วยวิธี aluminium chloride 

สารสกัด Total Flavonoid Content 
(g QE/100 g extract) 

B. hainesii 1.11±0.03a 

I. bijuga 2.83±0.08b 
หมายเหตุ: ข้อมูลที่แสดงเป็นค่าเฉลี่ย±ค่าเบี่ยงเบนมาตรฐานของการทดลองแต่ละครั้งและท าการทดลอง 3 ซ้ า 

 
ภาพที่ 4-2 กราฟมาตรฐานของสารละลายเคอซิติน  

y = 0.0361x + 0.0815
R² = 0.9993
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 4.7 การวิเคราะห์ปริมาณฟีนอลิคทั้งหมด (Total phenolic contents) 
 จากการวิเคราะห์ปริมาณฟีนอลิคทั้งหมดของสารสกัดจากใบของพืชทั้งสองชนิด พบว่า สารสกัดใบ I. 
bijuga มีปริมาณฟีนอลิคทั้งหมดมากกว่าสารสกัดใบ B. hainesii มีค่าเท่ากับ 4.28±0.27 กรัมสมมูลของกรด
แกลลิคต่อสารสกัด 100 กรัม และ 2.26±0.27 กรัมสมมูลของกรดแกลลิคต่อสารสกัด 100 กรัม เรียง
ตามล าดับ โดยที่การหาปริมาณฟีนอลิคทั้งหมด ค านวณได้จากสมการเส้นตรงจากกราฟมาตรฐานของ
สารละลายกรดแกลลิค คือ y = 0.0419X + 0.0596 มีค่า R2 = 0.9992 
 ตารางที่ 4-7 แสดงปริมาณฟีนอลิคท้ังหมดของสารสกัดด้วยวิธี Folin-Ciocalteau 

สารสกัด Total Phenolic content 
(g GAE/100 g extract) 

B. hainesii 2.26±0.27a 

I. bijuga 4.28±0.27b 
หมายเหตุ: ข้อมูลที่แสดงเป็นค่าเฉลี่ย±ค่าเบี่ยงเบนมาตรฐานของการทดลองแต่ละครั้งและท าการทดลอง 3 ซ้ า 

 
ภาพที่ 4-3 กราฟมาตรฐานของสารละลายกรดแกลลิค 
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4.8 การทดสอบสารพฤกษเคมีเบื้องต้น 
 การตรวจสอบหาสารพฤษเคมีเบื้องต้นทั้ง 9 ชนิด ได้แก่ แทนนิน ซาโปนิน ฟลาโวนอยด์ ฟีนอลิค คาร์-
ดิแอกไกลโคไซด์ แอนทราควิโนน อัลคาลอยด์ ไซยาโนจีนิคไกลโคไซด์ และคูมาริน พบว่า สารสกัดใบหลุม
ทะเลและสารสกัดใบ B. hainesii มีสารพฤษเคมี 6 ชนิดเหมือนกัน คือ แทนนิน ฟลาโวนอยด์ ฟีนอลิค  คาร์
ดิแอกไกลโคไซด์ แอนทราควิโนน อัลคาลอยด์ และคูมาริน ดังแสดงในตารางที่ 4-8   
 
 ตารางที่ 4-8 แสดงผลการตรวจสอบสารพฤกษเมีเบื้องต้นของสารสกัด 

ล าดับที่ สารพฤกษเคมี สารสกัดใบ I. bijuga สารสกัดใบ B. hainesii 

1 แทนนิน + + 

2 ซาโปนิน - - 

3 ฟลาโวนอยด์ + + 

4 ฟีนอลิค + + 

5 คาร์ดิแอกไกลโคไซด์ + + 

6 แอนทราควิโนน - - 

7 อัลคาลอยด์ + + 

8 ไซยาโนจีนิคไกลโคไซด์ - - 

9 คูมาริน + + 

หมายเหตุ: - หมายถึง ตรวจสอบไม่พบ และ + หมายถึงตรวจสอบพบ 
 
4.9 การแยกสารด้วยวิธี Vacuum Liquid Chromatography (VLC) และการวิเคราะห์หาองค์ประกอบ
สารโดยใช้เทคนิค thin layer chromatography (TLC) 
 

ตารางที่ 4-9 แสดงน้ าหนักท่ีได้ของแต่ละ fractions  

fractions น้ าหนักท่ีได้ (g) 
ส่วนสกัดเฮกเซน 0.02 

ส่วนสกัดไดโคโรมีเทน 0.32 
ส่วนสกัดเอทิลอะซิเตท 0.81 

ส่วนสกัดอะซิโตน 0.853 

ส่วนสกัดเมทานอล 3.46 
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ภพที่ 4-4 สารที่แยกได้น ามาส่องภายใต้แสงยูวีที่ความยาวคลื่น 254 nm (a) 366 nm (b) และฉีด 
1% NP (c) โดยใช้ระบบ hexane: ethyl acetate (1:1) 

Lane 1 คือ ส่วนสกัดเฮกเซน  Lane 2 คือ ส่วนสกัดไดโคโรมีเทน  
Lane 3 คือ ส่วนสกัดเอทิลอะซิเตท  Lane 4 คือ ส่วนสกัดอะซิโตน 
Lane 5 คือ ส่วนสกัดเมทานอล  

 
 ภาพที่ 4-5 สารที่แยกได้น ามาส่องภายใต้แสงยูวีที่ความยาวคลื่น 254 nm (a) 366 nm (b) 

และฉีด 1% NP (c) โดยใช้ระบบ EtoAc:Formic acid: water (10:1:0.5) 

Lane 1 คือ ส่วนสกัดไดโคโรมีเทน  Lane 2 คือ ส่วนสกัดเอทิลอะซิเตท  
Lane 3 คือ ส่วนสกัดอะซิโตน  Lane 4 คือ ส่วนสกัดเมทานอล  
 

ตารางที่ 4-10 แสดงค่า IC50 ของแต่ละ fraction  

fractions DPPH. Assay 

IC50 (µg/ml) 

ส่วนสกัดไดโคโรมีเทน 62.32±2.39a 
ส่วนสกัดเอทิลอะซิเตท 46.98±1.73b 

ส่วนสกัดอะซิโตน 37.01±1.51c 

ส่วนสกัดเมทานอล 24.60±1.00d 
Ascorbic acid 4.69±0.08e 

หมายเหตุ: ข้อมูลที่แสดงเป็นค่าเฉลี่ย±ค่าเบี่ยงเบนมาตรฐานของการทดลองแต่ละครั้งและท าการทดลอง 3 ซ้ า 

Rf 
0.72 
0.28 
0.280.
28 

Rf 
0.28 
0.28 
0.280.
28 

Rf 
0.72 
0.28 
0.280.
28 

Rf 0.9 
0.28 

0.280
.28 Rf 0.4 

0.28 
0.280

.28 

Rf 0.4 
0.28 

0.280
.28 

Rf 0.9 
0.28 
0.280
.28 
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4.10 การสกัดดีเอ็นเอและการเพิ่มจ านวนดีเอ็นเอของ I. bijuga และ B. hainesii ด้วยเทคนิค PCR 
เมื่อน าดีเอ็นเอที่สกัดได้แล้วของ I. bijuga และ B. hainesii มาเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอด้วยเทคนิค PCR 

โดยใช้ไพรเมอร์ ITSp5/ITSu2 และ ITSp3/ITSu4 และน าผลของปฏิกิริยามาตรวจสอบโดยวิธี 1% gel 
electrophoresis ภาพที่ 4-6 และ 4-7 จากนั้นน าส่งตัวอย่างเพ่ือหาล าดับเบสดีเอ็นเอ (DNA sequence) 
แล้วน ามาเปรียบเทียบกับฐานข้อมูลดังภาพที่ 4-8 ถึง 4-9 

 

 
 ภาพที่ 4-6 แถบดีเอ็นเอที่ได้จากการสกัดใบ I. bijuga lane 1-2 และ ใบ B. hainesii lane 3-4 โดย
ที่ M คือ ดีเอ็นเอมาตรฐาน 

 
 ภาพที่ 4-7 แถบดีเอ็นเอที่ได้จากการเพ่ิมปริมาณด้วยเทคนิค PCR ของ I. bijuga และ B. hainesii
  Lane 1 คือ I. bijuga ไพรเมอร์ ITSp5/ITSu2 ขนาดประมาณ 500 bp  
  Lane 2 คือ I. bijuga ไพรเมอร์ ITSp3/ITSu4 ขนาดประมาณ 500 bp   
  Lane 3 คือ B. hainesii ไพรเมอร์ ITSp5/ITSu2 ขนาดประมาณ 500 bp   

Lane 4 คือ B. hainesii ไพรเมอร์ ITSp3/ITSu4 ขนาดประมาณ 500 bp 
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ภาพที่ 4-8 ล าดับดีเอ็นเอของ I. bijuga เปรียบเทียบกับฐานข้อมูล KY306597.1 

 
ภาพที่ 4-8 ล าดับดีเอ็นเอของ B. hainesii เปรียบเทียบกับฐานข้อมูล EU00039 

 

ตารางที่ 4-11 แสดงผลการ blast ของล าดับเบสดีเอ็นเอจาก GenBank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) 
Name Length 

(bp.) 
Max 
score 

Total 
score 

Query 
cover 

E 
value 

Ident Database 
accession 

I. bijuga 493 884 884 100% 0 99% KY30657.1 

B. hainesii 330 549 549 99% 2e-152 100% EU00039 

 
  

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
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 4.11 การตรวจสอบความหลากหลายทางพันธุกรรมด้วยเทคนิค ISSR 
 การตรวจสอบความหลากหลายทางพันธุกรรมของ I. bijuga และ B. hainesii ด้วยเทคนิค ISSRโดย
ใช้ไพรเมอร์ 5 ชนิด ได้แก่ ISSR1 ISSR2 ISSR3 ISSR4 และ ISSR8 พบว่า ไพรเมอร์ทั้ง 5 ชนิด สามารถเพ่ิม
ปริมาณดีเอ็นเอที่อยู่ระหว่างต าแหน่งไมโครแซททาไลต์ (microsatellite) 2 ต าแหน่งได้ และมีจ านวนแถบ
แบนดีเอ็นแตกต่างกันอีกด้วย ท าให้ระบุได้ว่าพืชทั้ง 2 สายพันธุ์นี้มีความแตกต่างกันทางพันธุกรรม 

  
 ภาพที่ 4-9 แถบดีเอ็นเอที่ได้จากการเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอโดยใช้ไพรเมอร์ ISSR 1 2 3 4 และ 8 ใน 
lane ที่ 1-5 คือปริมาณดีเอ็นเอของ I. bijuga เรียงตามล าดับและ B. hainesii คือ lane ที่ 6-10 เรียง
ตามล าดับ และ M คือ ดีเอ็นเอมาตรฐาน    

ตารางที่ 4-12 Accession number ของล าดับนิวคลีโอไทด์ที่ฝากเก็บในฐานข้องมูล (Genbank) ของ DDBJ 

สายพันธุ์พืช จังหวัดที่เก็บ Accession number ของ 5.8s rRNA,  
internal transcribed spacer 2 และ 28s rRNA 

Bruguiera hainesii จันทบุรี LC388689 

Intsia bijuga จันทบุรี LC388690 

 
4.12 การตรวจสอบความเป็นพิษต่อเซลล์ 
 พบว่าที่ความเข้มข้นตั้งแต่ 10 - 1000 µg/ml ของสารสกัด Intsia bijuga ไม่มีความเป็นพิษเซลล์
เนื่องจากที่ความเข้มข้น 1000 µg/ml สามารถท าให้เซลล์ตายได้เพียงร้อยละ 30 ขณะที่ Bruguiera hainesii 
ไม่มีความเป็นพิษเซลล์เนื่องจากที่ความเข้มข้น 500 µg/ml สามารถท าให้เซลล์ตายได้เพียงร้อยละ 40 และที่
ความเข้มข้น 100 µg/ml สารสกัดทั้งสองไม่สามารถท าให้เซลล์ทั้ง 5 ชนิด(colon adenocarcinoma Caco-
2 (ATCC HTB-37), melanoma SK-MEL-28 (ATCC HTB-72), hepatocellular carcinoma Hep G2 
(ATCC HB-8065), papilloma carcinoma KB (ATCC CCL-17) แล ะ  normal human fibroblast Hs68 
(ATCC CRL-1635)) ในการทดลองนี้ตายได้มากกว่าร้อยละ50 จึงถือว่าสารสกัดพืชทั้งสองชนิดนี้ไม่มีความเป็น
พิษต่อเซลล์  
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5. อภิปราย สรุปผลการทดลอง และข้อเสนอแนะ 
 

5.1 อภิปรายผลการทดลอง 
 งานวิจัยชิ้นนี้ได้ท าการศึกษาสารสกัดจากพืชหายากที่ปลูกอยู่ภายในบริเวณศูนย์ศึกษาการพัฒนาอ่าว
คุ้งกระเบนอันเนื่องมาจากพระราชด าริ จ.จันทบุรี ซึ่งก็คือ หลุมพอทะเล ( Intsia bijuga) และพังกาดอกช่อ 
(Bruguiera hainesii) โดยเลือกศึกษาส่วนที่เป็นใบที่สกัดด้วยเมทานอลมาทดสอบฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ 
DPPH, ABTS, FRAP และ Lipid peroxidation (TBARS) การทดสอบหาสารประกอบทางพฤกษเคมี การ
วิเคราะห์หาปริมาณสารประกอบฟีนอลิคและฟลาโวนอยด์ การหาองค์ประกอบสารโดยใช้เทคนิค TLC รวมทั้ง
ศึกษาดูความหลากหลายทางพันธุกรรมด้วยเทคนิค ISSR  จากการทดสอบฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระด้วยวิธี DPPH 
ABTS และ FRAP พบว่า สารสกัดใบจากพืชทั้ง 2 มีฤทธิ์ยับยั้งอนุมูลได้ดี แต่สารสกัดใบ I. bijuga มีฤทธิ์ยับยั้ง
อนุมูลดีกว่า สารสกัดใบ B. hainesii อย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ โดยที่ค่า IC50 ของสารสกัดใบ I. bijuga ต่อการ
ยับยั้งอนุมูล DPPH และ ABTS เท่ากับ 49.57±3.92 µg/ml และ 23.84±2.79 µg/ml ตามล าดับ ส่วนค่า
ความสามารถในการรีดิวซ์เฟอร์ริกเท่ากับ 16.20±1.30 g. Fe2+/100 g. extract ในขณะที่สารสกัดใบ B. 
hainesii สามารถยับยั้งอนุมูลอิสระ DPPH และ ABTS ได้ 50% ที่ความเข้มข้นเท่ากับ 177.70±4.68 µg/ml 
และ 68.39±5.06 µg/ml เรียงตามล าดับ และค่า FRAP value เท่ากับ 7.04±1.00 g. Fe2+/100 g. extract  
ส าหรับการทดลองต้านการเกิดปฏิกิริยาออกซิเดชันด้วยวิธี TBARS ได้ท าการศึกษาเฉพาะสารสกัดใบ I. bijuga 
พบว่า สารสกัดมีประสิทธิภาพในการต้านการเกิดออกซิชั่นของสารได้ มีค่า IC50 เท่ากับ 39.00±4.82 µg/ml 
ต่อมาการวิเคราะห์หาปริมาณสารประกอบฟีนอลิคและฟลาโวนอยด์ของสารสกัดใบจากพืชทั้ง 2 สายพันธุ์ 
จากการทดลองพบว่า มีสารประกอบฟีนอลิคและฟลาโวนอยด์ในสารสกัดใบจากพืชทั้ง 2 สายพันธุ์ โดยที่สาร
สกัดใบ I. bijuga มีปริมาณสารประกอบฟีนอลิคเท่ากับ 4.28±0.27 g. GAE/100 g. extract และฟลาโวนอยด์
เท่ากับ 2.83±0.08 g. QE/100 g. extract มากกว่าสารสกัดใบ B. hainesii ที่มีสารประกอบฟีนอลิคและฟลา
โวนอยด์เท่ากับ 2.26±0.27 g. GAE/100 g. extract และ 1.11±0.03 g. QE/100 g. extract ตามล าดับ 
ต่อมาคือการทดสอบสารพฤกษเคมีเบื้องต้นก็พบว่า พืชทั้ง 2 มีชนิดของสารพฤกษเคมีอยู่ 6 ชนิดที่เหมือน ๆ 
กัน คือ tannins, flavonoids, phenolics, cardiacglycoside, anthaquinone, alkaloid และ coumarins 
ซึ่งสารเหล่านี้เป็นสารมีฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ นั่นเป็นสาเหตุที่ท าให้สารสกัดใบ I. bijuga และ B. hainesii มี
ฤทธิ์ในการยับยั้งการเกิดอนุมูลอิสระที่ใช้ทดสอบทั้งหมด (19) ในการน าสารสกัดใบ I. bijuga มาท า TLC ใน
ระบบ EtoAc:Formic acid: water ที่มีอัตรส่วน 10:1:0.5  จาก fingerprint ของสารสกัดจะเห็นแถบสีเหลือง 
3 แถบหลังจากพ่นด้วย 1% NP (1% diphenylborinic acid 2-aminoethyl ester in methanol) ซึ่งเป็นรี
เอเจนต์จ าเพาะที่สามารถตรวจจับสารที่อยู่ในกลุ่มฟลาโวนอยด์ได้ และเม่ือน ามาส่องภายใต้แสงยูวีที่ 366 nm 
ก็จะเห็นแถบสีเหลืองปรากฏขึ้นมา แสดงว่าสารองค์ประกอบในสารสกัดนี้น่าจะเป็นสารที่อยู่ในกลุ่มฟลาโว
นอยด์ (20) ส าหรับการสกัดดีเอ็นเอของ I. bijuga และ B. hainesii มาท าการเพ่ิมจ านวนด้วยเทคนิค PCR 
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แล้วพบว่า ดีเอ็นเอของพืชทั้งสองมีขนาดประมาณ 500 bp. จากนั้น PCR product ไปตรวจหาล าดับเบสดี-
เอ็นเอและน ามาเปรียบเทียบกับฐานข้อมูลใน Genbank (NCBI) เพ่ือยืนยันความเหมือนหรือความแตกต่างของ
ล าดับเบสดีเอ็นเอ พบว่า สารสกัดดีเอ็นเอของ I. bijuga และ B. hainesii นี้มี %ident หรือเปอร์เซ็นต์ความ
ใกล้เคียงเมื่อเทียบกับฐานข้อมูลจากการใช้โปรแกรม BLAST (Basic Local Alignment Search Tool ) อยู่ที่ 
99% และ 100% ตามล าดับ และจากการทดสอบดูความหลากหลายทางพันธุกรรมด้วย ISSR ก็พบว่า ไพร
เมอร์ที่ใช้ในการทดลองสามารถเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอระหว่างต าแหน่งไมโครแซททาไลต์ 2 ต าแหน่งได้แตกต่าง
กันระหว่างพืชทั้ง 2 สายพันธุ์ แสดงให้ว่าเทคนิคนี้สามารถความแตกต่างระหว่างพืชต่างสายพันธุ์ได้และพืชแต่
ละสายพันธุ์จะมีเอกลักษณ์ท่ีแตกต่างกัน 
 5.2 สรุปผลการทดลอง 
 5.2.1 จาการสกัดสารส าคัญจากใบ I. bijuga และ B. hainesii โดยใช้เมทานอลเป็นตัวท าละลาย ได้ 
%yield จากการสกัดเป็น 17.8% และ 26.54% เรียงตามล าดับ 
 5.2.2 เมื่อน าสารสกัดฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระด้วยวิธี DPPH พบว่า สารสกัดจากใบ I. bijuga มีฤทธิ์
ดีกว่าสารสกัดจากใบ B. hainesii อย่างมีนัยส าคัญ โดยมีค่า IC50 เท่ากับ 49.57±3.92 µg/ml และ 
177.70±4.68 µg/ml เรียงไปตามล าดับ ส่วนฤทธิ์ยับยั้งอนุมูล ABTS พบว่า สารสกัดจากใบ I. bijuga มีฤทธิ์
ยับยั้งได้ดีกว่าสารสกัดจากใบ B. hainesii เช่นเดียวกัน มีค่า IC50 เป็น 23.84±2.79 µg/ml และ 68.39±5.06 
µg/ml ตามล าดับ ผลการรีดิวซ์เฟอร์ริกของสารสกัดทั้ง 2 พบว่า สารสกัดใบ I. bijuga มีความสามารถในการ
รีดิวซ์เฟอร์ริดได้ดีดว่า B. hainesii อย่างมีนัยส าคัญ โดยมีค่า FRAP value เท่ากับ 16.20±1.30 g. Fe2+/100 
g. extract และ 7.04±1.00 g. Fe2+/100 g. extract  ในขณะที่ผลทดลองต้านการเกิด lipid peroxidation 
ด้วยวิธี TBARS พบว่า ฤทธิ์ของสารสกัดใบ I. bijuga ยับยั้งได้ดีท่ีค่า IC50 เท่ากับ 39.00±4.82 µg/ml 
 5.2.3 การวิเคราะห์ปริมาณฟลาโวนอยด์และฟีนอลิคท้ังหมดของสารสกัด พบว่า สารสกัดใบ I. bijuga 
มีปริมาณฟลาโวนอยด์รวมเท่ากับ 2.83±0.08 g. QE/100 g. extract ส่วนสารสกัดใบ B. hainesii มีเท่ากับ 
1.11±0.03 g. QE/100 g. extract และผลของการวิเคราะห์หาปริมาณฟีนอลลิครวมทั้งหมด พบว่า สารสกัด
ใบ I. bijuga มีปริมาณฟีนอลิครวมทั้งหมดเท่ากับ 4.28±0.27 g. GAE/100 g. extract ส่วนสารสกัดใบ B. 
hainesii มีสารประกอบฟีนอลิครวมทั้งหมดเท่ากับ 2.26±0.27 g. GAE/100 g. extract 
 5.2.4 จากการทดสอบสารพฤกษเคมีเบื้องต้นของสารสกัดใบ I. bijuga และ B. hainesii ผลการ
ทดลองคือพบชนิดของสารพฤกษเคมีอยู่ 6 ชนิดที่มีอยู่ในพืชทั้ง 2 สายพันธุ์ ได้ก่ tannins, flavonoids 
phenolics, cardiacglycoside, anthaquinone, alkaloid และ coumarins 
 5.2.5 น าสารสกัดใบ I. bijuga ม าท าการแยกสารต่อด้วยด้วยวิธี VLC ด้วยตัวท าละลายที่แตกต่างกัน 
5 ชนิด เรียงล าดับจากชนิดที่มีสภาพขั้วต่ า-สูง ได้แก่ เฮกเซน > ไดโคโรมีเทน > เอทิลอะซีเตท > อะซิโตน > 
เมทานอล แล้วน าส่วนสกัดท้ัง 5 มาท า TLC พบว่ามีสารที่สนใจอยู่ในส่วนสกัดอะซิโตนและส่วนสกัดเมทานอล 
ที่ให้แถบแบนสารสีเหลือง มีค่า Rf เท่ากับ 0.9 และ 0.4 เมื่อใช้ระบบ EtoAc: Formic acid: water (10:1:0.5) 
พ่นด้วยสเปรย์ 1%NP แล้วน ามาส่องภายใตแสงยูวีที่ความยาวคลื่น 366 nm. จากนั้นจึงน าเอาส่วนสกัดย่อย
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ยกเว้นส่วนสกัดเฮกเซนมาทดสอบฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ DPPH พบว่า ส่วนสกัดเมทานอลมีฤทธิ์ต้านอนุมูลดี
ที่สุด มีค่า IC50 เท่ากับ 24.60±1.00 µg/ml รองลงมาคือส่วนสกัดอะซิโตน มีค่า IC50 เท่ากับ 37.01±1.51 
µg/ml ตามมาด้วย เอทิลอะซีเตท และไดโคโรมีเทน มีค่า IC50 เท่ากับ 46.98±1.73 µg/ml และ 62.32±2.39 
µg/ml ตามล าดับ 
 5.2.6 หลังจากน าสกัดดีเอ็นเอของ I. bijuga และ B. hainesii มาการเพ่ิมจ านวนด้วยเทคนิค PCR 
แล้วพบว่า ดีเอ็นเอของพืชทั้งสองมีขนาดประมาณ 500 bp. และ PCR product ที่ถูกน าไปตรวจหาล าดับเบส
ดีเอ็นเอและน ามาเปรียบเทียบกับฐานข้อมูลใน Genbank (NCBI) เพ่ือยืนยันความเหมือนหรือความแตกต่าง
ของล าดับเบสดีเอ็นเอ พบว่า สารสกัดดีเอ็นเอของ I. bijuga และ B. hainesii นี้มี %ident หรือเปอร์เซ็นต์
ความใกล้เคียงเมื่อเทียบกับฐานข้อมูลจากการใช้โปรแกรม BLAST อยู่ที่ 99% และ 100% ตามล าดับ 

 5.2.7 ผลการตรวจสอบความหลากหลายทางพันธุกรรมด้วยเทคนิค ISSR โดยใช้ไพรเมอร์ต่างกัน 
สามารถเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอระหว่างต าแหน่งไมโครแซททาไลต์ 2 ต าแหน่งได้ รวมทั้งจ านวนแถบแบนดีเอ็นที่
แตกต่างกันในแต่ละไพรเมอร์นั้นสามารถระบุได้ว่าพืชทั้ง 2 สายพันธุ์นี้มีความแตกต่างกันทางพันธุกรรม 
 5.2.8 สารสกัดทั้งสองไม่สามารถท าให้เซลล์ทั้ง 5 ชนิด(colon adenocarcinoma Caco-2 (ATCC 
HTB-37), melanoma SK-MEL-28 (ATCC HTB-72), hepatocellular carcinoma Hep G2 (ATCC HB-
8065), papilloma carcinoma KB (ATCC CCL-17) และ normal human fibroblast Hs68 (ATCC CRL-
1635)) ตายได้มากกว่าร้อยละ50 ที่ความเข้มข้น 100 µg/ml จึงถือว่าสารสกัดพืชทั้งสองชนิดนี้ไม่มีความเป็น
พิษต่อเซลล์ 
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