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บทคัดยอ 
 
 การศึกษานี้ทําการประเมินฤทธิ์ตานการอักเสบ และวิเคราะหปริมาณสารประกอบฟนอลรวมของสวนสกัดเอทานอล และ
สวนสกัดน้ําของพืชสมุนไพร 15 ชนิด จากโครงการพัฒนาปาชุมชนบานอางเอ็ด จังหวัดจันทบุรี การประเมินฤทธ์ิตานการอักเสบ
ทําโดยวิเคราะหการยับย้ังการผลิตไนตริกออกไซด (nitric oxide) และพรอสตาแกลนดิน E2 (prostaglandin E2) ในเซลล      
แมคโครฟาจ RAW 264.7 ที่ถูกกระตุนดวยไลโพพอลิแซกคาไรด (lipopolysaccharide) ทดสอบความมีชีวิตรอดของเซลล    
แมคโครฟาจที่สัมผัสกับสวนสกัดของพืชโดยวิธี MTT และตรวจสอบปริมาณสารประกอบฟนอลรวมโดยวิธี Folin-Ciocalteu    
ผลการศึกษาพบวาสวนสกัดของพืชสมุนไพรที่ศึกษามีฤทธิ์ตานอักเสบ สวนสกัดใบสาบแรงสาบกามีฤทธิ์ในการตานการอักเสบ
สูงที่สุด โดยไมมีความเปนพิษตอเซลลนอกจากน้ีพบวาความสามารถในการตานอักเสบและปริมาณสารประกอบฟนอลรวมของ
สวนสกัดมีความสัมพันธที่ตํ่า ผลการศึกษาคร้ังนี้แสดงใหเห็นวาใบสาบแรงสาบกาเปนแหลงของสารตานอักเสบตามธรรมชาติที่ดี 
 
คําสําคัญ : ฤทธิ์ตานอักเสบ / ไนตริกออกไซด / พรอสตาแกลนดิน E2 / สารประกอบฟนอล / พืชสมุนไพร 
 
 
Abstract 
 
 The present study was performed to evaluate anti-inflammatory activity and total phenolic contents of 
ethanolicand water extracts of 15 medicinal plants from Ban Ang-Ed official community forest, Chantaburi Province. 
The anti-inflammatory activitywas determined by measuring an inhibitory effect onnitric oxide and prostaglandin E2 
production in lipopolysaccharide-stimulated RAW 264.7 macrophages. The cell viability of macrophages exposed 
to the plant extracts was determined by MTT assay. Total phenolic contents were estimated by Folin-Ciocalteu 
method.The results show that anti-inflammatory activity was observed in the studied plant extracts.The extract from 
Ageratum conyzoidesLinn leaves exhibited the highest anti-inflammatory activity withno significant cytotoxicity. 
Additionally, the correlation of anti-inflammatory activity and total phenolic contents of the extracts was low. These 
obtained results indicated that leavesof A. conyzoidesare good sources of natural anti-inflammatory agents. 
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1.บทนํา 
 การอักเสบเปนกระบวนการที่รางกายตอบสนองตอการติดเชื้อจุลชีพ และส่ิงที่เปนอันตรายตอรางกาย อาการที่ปรากฏของ
การอักเสบ คือ ปวด บวม แดง และรอน (Mequanint et al., 2011) กระบวนการอักเสบประกอบดวยการเปลี่ยนแปลงของ 
หลอดเลือด ทําใหเลือดมาเล้ียงเพิ่มขึ้น มีการเคลื่อนที่ของเซลลเม็ดเลือดขาวมายังเนื้อเยื่อที่ถูกรุกรานเพิ่มมากขึ้น เพื่อกําจัด    
ส่ิงเราท่ีทําใหเกิดการอักเสบเหลานี้ (Kumar et al., 2007) ในขณะที่มีปฏิกิริยาการอักเสบเกิดขึ้นเซลลแมคโครฟาจ ซึ่งเปนเซลล
เม็ดเลือดขาวชนิดหนึ่งจะหล่ังสารส่ือกลางในการอักเสบชนิดตางๆ เชน ไนตริกออกไซด (nitric oxide) และพรอสตาแกลนดิน E2 
(prostaglandins E2) และไซโตไคน (cytokine) เปนตน (Van der Vilet, 2000; Jung et al., 2009) เพื่อชวยในการกําจัด         
ส่ิงรุกราน อยางไรก็ตามการหล่ังสารส่ือกลางการอักเสบตางๆ ในปริมาณมากเกินไปจะทําใหมีการทําลายเนื้อเย่ือ ปจจุบันพบวา
การหล่ังสารส่ือกลางการอักเสบท่ีมากเกินไป หรือหล่ังเปนระยะเวลาตอเนื่องเกี่ยวของกับการเกิดพยาธิวิทยาของโรคตางๆ เชน 
โรคกระเพาะและลําไสอักเสบโรคขออักเสบรูมาตอยด (Rheumatoid arthritis) โรคอัลไซเมอร (Alzheimer’s disease) โรค    
พารกินสัน (Parkinson’s disease) ภาวะช็อคจากการติดเช้ือ (Septic shock) โรคเบาหวาน และโรคอักเสบตางๆ (Van der 
Vilet, 2000; Coleman, 2001; Guzik et al., 2003) การยับย้ังการหล่ังสารส่ือกลางการอักเสบ เชน ไนตริกออกไซด และ     
พรอสตาแกลนดิน E2 ที่มากเกินไปนี้เปนหนทางหนึ่งที่จะชวยปองกันและรักษาโรคตางๆ ที่เก่ียวของกับการอักเสบได ในปจจุบัน
มีความพยายามในการคนหาโมเลกุลสารจากธรรมชาติที่สามารถลดการผลิตสารสื่อกลางการอักเสบเหลาน้ี เพื่อนําไปสูการผลิตยา
ตานการอักเสบที่มีประสิทธิภาพสูง แตมีผลขางเคียงที่ตํ่าพืชเปนแหลงสําคัญของสารประกอบฟนอลที่แสดงฤทธิ์ตานอักเสบ 
(Huang et al., 2006) และมีรายงานวาพืชสมุนไพรเปนแหลงสําคัญของสารตานอักเสบจากธรรมชาติเชน Sanguisorba 
officinalis, Lophatherum gracite, Scutellaria baicalensis และ Crotoxylum formosum เปนตน (Zhang et al., 2011; Diaz 
et al., 2012; Ravipati et al., 2012 และ Rodanant et al., 2012) 
 โครงการพัฒนาปาชุมชนบานอางเอ็ด (มูลนิธิชัยพัฒนา) อําเภอขลุง จังหวัดจันทบุรี เปนพื้นที่ที่มีความอุดมสมบูรณ มี
ความหลากหลายทางชีวภาพสูง ถูกจัดต้ังขึ้นเพื่อการอนุรักษ และฟนฟูสภาพปาไมในโครงการ สนับสนุนใหชุมชนมีความเขาใจ 
และรูจักใชทรัพยากรธรรมชาติรวมกันใหเกิดประโยชนอยางยั่งยืน ในปาแหงนี้มีพืชสมุนไพรหลายชนิดที่ถูกใชในตํารายาของ
หมอยาสมุนไพรพ้ืนบานในแถบจังหวัดจันทบุรี ดังนั้นเพื่อใหมีผลการวิจัยยืนยันคุณคาของสมุนไพรและสงเสริมการอนุรักษพันธุ
พืชสมุนไพรเหลานี้ จึงมีความจําเปนตองศึกษาขอมูลการใชประโยชนจากพืชสมุนไพรที่พบในพื้นที่โครงการปาชุมชนฯ การวิจัยนี้
มุงนําพืชสมุนไพรท่ีถูกใชในการแกอาการไข บวม ฝ และแกริดสีดวงทวาร ตามคําใหสัมภาษณของหมอยาพื้นบานในทองถ่ินมา
ศึกษาฤทธิ์ตานอักเสบในระดับหลอดทดลอง เพื่อใชเปนขอมูลเบื้องตนที่ชวยสนับสนุนการใชสมุนไพรเหลานี้ รวมทั้งทราบแหลง
ของสารตานอักเสบใหมที่อาจนําไปพัฒนาเปนยาตนแบบรักษาโรคตางๆ จากการอักเสบตอไป 
 
2. วิธีการ 
 2.1  การเตรียมสวนสกัดพืชสมุนไพร 
 สํารวจพืชสมุนไพรขณะเดินปาในโครงการพัฒนาปาชุมชนบานอางเอ็ด (มูลนิธิชัยพัฒนา) จังหวัดจันทบุรีกับหมอสมุนไพร
พื้นบาน จํานวน 2 ทาน คือ หมอสมชาย ใจสิทธิ์ และหมอประเทือง นิสัยซื่อ ในชวงเดือนมิถุนายน และกันยายน 2555 เก็บพืช
สมุนไพรจํานวน 15 ชนิด โดยเก็บรักษาตัวอยางพรรณไมไวที่ภาควิชาชีววิทยา คณะวิทยาศาสตรมหาวิทยาลัยบูรพา และทําการ
พิสูจนเอกลักษณพืชโดยอาจารยเบญจวรรณ ชิวปรีชา ภาควิชาชีววิทยา คณะวิทยาศาสตรมหาวิทยาลัยบูรพา ทําการสกัดสวน
ของพืชสมุนไพรโดยนําพืชสมุนไพรที่ใชในทดสอบมาลางใหสะอาดดวยน้ําประปา แลวหั่นใหเปนชิ้นเล็กๆ กอนนําไปอบในตูอบ
ลมรอนที่อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส จนกวาพืชสมุนไพรแตละสวนจะแหง จากนั้นนําไปบดเปนผงใหละเอียดดวยเคร่ืองบด
สมุนไพร ในการศึกษานี้ทําการสกัดสมุนไพรดวยเอทานอล และนํ้ารอน  
 การสกัดดวยน้ํารอนโดยนําพืชสมุนไพรที่บดละเอียดใสในนํ้าตมเดือด ในอัตราสวน 1:10 แชนาน 30 นาที จากนั้นกรอง
สวนสกัดน้ําดวยกระดาษกรอง Whatman เบอร 3 และนํากากพืชมาตมซ้ําอีก 1 คร้ัง นําสวนสกัดที่ไดไปทําการระเหยน้ําออก
ดวยเคร่ืองระเหยสุญญากาศแบบหมุนและเครื่องทําแหงเยือกแข็ง การเตรียมสวนสกัดเอทานอลของพืชสมุนไพรนําพืชสมุนไพร
ที่บดละเอียดแชใน95 %เอทานอล ในอัตราสวน 1:10เปนเวลา 5 วัน กรองสวนสกัดเอทานอลที่ไดดวยกระดาษกรอง Whatman
เบอร 3 จากน้ันนําสวนผงพืชสกัดดวยเอทานอลซ้ําอีก 2 คร้ัง แลวนําสวนสกัดเอทานอลที่ไดทั้งหมดมารวมกันและระเหยตัว    
ทําละลายเอทานอลออกดวยเคร่ืองระเหยสุญญากาศแบบหมุน (Srisook et al., 2012) จดบันทึกน้ําหนักที่ไดทั้งหมด เก็บสวน
สกัดที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส โดยไมใหโดนแสง 
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1.บทนํา 
 การอักเสบเปนกระบวนการที่รางกายตอบสนองตอการติดเชื้อจุลชีพ และส่ิงที่เปนอันตรายตอรางกาย อาการที่ปรากฏของ
การอักเสบ คือ ปวด บวม แดง และรอน (Mequanint et al., 2011) กระบวนการอักเสบประกอบดวยการเปลี่ยนแปลงของ 
หลอดเลือด ทําใหเลือดมาเล้ียงเพิ่มขึ้น มีการเคลื่อนที่ของเซลลเม็ดเลือดขาวมายังเนื้อเยื่อที่ถูกรุกรานเพิ่มมากขึ้น เพื่อกําจัด    
ส่ิงเราที่ทําใหเกิดการอักเสบเหลานี้ (Kumar et al., 2007) ในขณะที่มีปฏิกิริยาการอักเสบเกิดขึ้นเซลลแมคโครฟาจ ซึ่งเปนเซลล
เม็ดเลือดขาวชนิดหนึ่งจะหล่ังสารส่ือกลางในการอักเสบชนิดตางๆ เชน ไนตริกออกไซด (nitric oxide) และพรอสตาแกลนดิน E2 
(prostaglandins E2) และไซโตไคน (cytokine) เปนตน (Van der Vilet, 2000; Jung et al., 2009) เพื่อชวยในการกําจัด         
ส่ิงรุกราน อยางไรก็ตามการหล่ังสารส่ือกลางการอักเสบตางๆ ในปริมาณมากเกินไปจะทําใหมีการทําลายเนื้อเย่ือ ปจจุบันพบวา
การหล่ังสารส่ือกลางการอักเสบที่มากเกินไป หรือหล่ังเปนระยะเวลาตอเนื่องเกี่ยวของกับการเกิดพยาธิวิทยาของโรคตางๆ เชน 
โรคกระเพาะและลําไสอักเสบโรคขออักเสบรูมาตอยด (Rheumatoid arthritis) โรคอัลไซเมอร (Alzheimer’s disease) โรค    
พารกินสัน (Parkinson’s disease) ภาวะช็อคจากการติดเช้ือ (Septic shock) โรคเบาหวาน และโรคอักเสบตางๆ (Van der 
Vilet, 2000; Coleman, 2001; Guzik et al., 2003) การยับย้ังการหล่ังสารส่ือกลางการอักเสบ เชน ไนตริกออกไซด และ     
พรอสตาแกลนดิน E2 ที่มากเกินไปนี้เปนหนทางหนึ่งที่จะชวยปองกันและรักษาโรคตางๆ ที่เก่ียวของกับการอักเสบได ในปจจุบัน
มีความพยายามในการคนหาโมเลกุลสารจากธรรมชาติที่สามารถลดการผลิตสารสื่อกลางการอักเสบเหลานี้ เพื่อนําไปสูการผลิตยา
ตานการอักเสบที่มีประสิทธิภาพสูง แตมีผลขางเคียงที่ตํ่าพืชเปนแหลงสําคัญของสารประกอบฟนอลที่แสดงฤทธิ์ตานอักเสบ 
(Huang et al., 2006) และมีรายงานวาพืชสมุนไพรเปนแหลงสําคัญของสารตานอักเสบจากธรรมชาติเชน Sanguisorba 
officinalis, Lophatherum gracite, Scutellaria baicalensis และ Crotoxylum formosum เปนตน (Zhang et al., 2011; Diaz 
et al., 2012; Ravipati et al., 2012 และ Rodanant et al., 2012) 
 โครงการพัฒนาปาชุมชนบานอางเอ็ด (มูลนิธิชัยพัฒนา) อําเภอขลุง จังหวัดจันทบุรี เปนพื้นที่ที่มีความอุดมสมบูรณ มี
ความหลากหลายทางชีวภาพสูง ถูกจัดต้ังขึ้นเพื่อการอนุรักษ และฟนฟูสภาพปาไมในโครงการ สนับสนุนใหชุมชนมีความเขาใจ 
และรูจักใชทรัพยากรธรรมชาติรวมกันใหเกิดประโยชนอยางย่ังยืน ในปาแหงนี้มีพืชสมุนไพรหลายชนิดที่ถูกใชในตํารายาของ
หมอยาสมุนไพรพ้ืนบานในแถบจังหวัดจันทบุรี ดังนั้นเพื่อใหมีผลการวิจัยยืนยันคุณคาของสมุนไพรและสงเสริมการอนุรักษพันธุ
พืชสมุนไพรเหลานี้ จึงมีความจําเปนตองศึกษาขอมูลการใชประโยชนจากพืชสมุนไพรที่พบในพื้นที่โครงการปาชุมชนฯ การวิจัยนี้
มุงนําพืชสมุนไพรท่ีถูกใชในการแกอาการไข บวม ฝ และแกริดสีดวงทวาร ตามคําใหสัมภาษณของหมอยาพื้นบานในทองถ่ินมา
ศึกษาฤทธิ์ตานอักเสบในระดับหลอดทดลอง เพื่อใชเปนขอมูลเบื้องตนที่ชวยสนับสนุนการใชสมุนไพรเหลานี้ รวมทั้งทราบแหลง
ของสารตานอักเสบใหมที่อาจนําไปพัฒนาเปนยาตนแบบรักษาโรคตางๆ จากการอักเสบตอไป 
 
2. วิธีการ 
 2.1  การเตรียมสวนสกัดพืชสมุนไพร 
 สํารวจพืชสมุนไพรขณะเดินปาในโครงการพัฒนาปาชุมชนบานอางเอ็ด (มูลนิธิชัยพัฒนา) จังหวัดจันทบุรีกับหมอสมุนไพร
พื้นบาน จํานวน 2 ทาน คือ หมอสมชาย ใจสิทธิ์ และหมอประเทือง นิสัยซื่อ ในชวงเดือนมิถุนายน และกันยายน 2555 เก็บพืช
สมุนไพรจํานวน 15 ชนิด โดยเก็บรักษาตัวอยางพรรณไมไวที่ภาควิชาชีววิทยา คณะวิทยาศาสตรมหาวิทยาลัยบูรพา และทําการ
พิสูจนเอกลักษณพืชโดยอาจารยเบญจวรรณ ชิวปรีชา ภาควิชาชีววิทยา คณะวิทยาศาสตรมหาวิทยาลัยบูรพา ทําการสกัดสวน
ของพืชสมุนไพรโดยนําพืชสมุนไพรที่ใชในทดสอบมาลางใหสะอาดดวยน้ําประปา แลวหั่นใหเปนชิ้นเล็กๆ กอนนําไปอบในตูอบ
ลมรอนที่อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส จนกวาพืชสมุนไพรแตละสวนจะแหง จากนั้นนําไปบดเปนผงใหละเอียดดวยเคร่ืองบด
สมุนไพร ในการศึกษานี้ทําการสกัดสมุนไพรดวยเอทานอล และนํ้ารอน  
 การสกัดดวยน้ํารอนโดยนําพืชสมุนไพรที่บดละเอียดใสในนํ้าตมเดือด ในอัตราสวน 1:10 แชนาน 30 นาที จากนั้นกรอง
สวนสกัดน้ําดวยกระดาษกรอง Whatman เบอร 3 และนํากากพืชมาตมซํ้าอีก 1 คร้ัง นําสวนสกัดที่ไดไปทําการระเหยน้ําออก
ดวยเคร่ืองระเหยสุญญากาศแบบหมุนและเครื่องทําแหงเยือกแข็ง การเตรียมสวนสกัดเอทานอลของพืชสมุนไพรนําพืชสมุนไพร
ที่บดละเอียดแชใน95 %เอทานอล ในอัตราสวน 1:10เปนเวลา 5 วัน กรองสวนสกัดเอทานอลที่ไดดวยกระดาษกรอง Whatman
เบอร 3 จากน้ันนําสวนผงพืชสกัดดวยเอทานอลซ้ําอีก 2 คร้ัง แลวนําสวนสกัดเอทานอลที่ไดทั้งหมดมารวมกันและระเหยตัว    
ทําละลายเอทานอลออกดวยเคร่ืองระเหยสุญญากาศแบบหมุน (Srisook et al., 2012) จดบันทึกน้ําหนักท่ีไดทั้งหมด เก็บสวน
สกัดที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส โดยไมใหโดนแสง 
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 2.2  การวิเคราะหความเขมขนของไนไตรท 
 ความเขมขนของไนไตรทในอาหารเลี้ยงเซลล เปนดัชนีที่บงบอกปริมาณการผลิตไนตริกออกไซด เนื่องจากไนไตรทเปน
ผลิตภัณฑของการออกซิเดชันไนตริกออกไซดที่มคีวามเสถียร การวิเคราะหความเขมขนของไนไตรทโดยปฏิกิริยา Griess นําเซลล
แมคโครฟาจ RAW 264.7 ที่ไดรับความอนุเคราะหจาก Prof. C. Kim, Inha University College of Medicine, Republic of 
Korea เพาะเล้ียงในจานเพาะเล้ียงเซลลแบบ 24 หลุม (1.5X105 เซลลตอหลุม) ในอาหารเลี้ยงเซลลชนิด 10% FBS-DMEM ที่มี 
4 มิลลิโมลาร L-glutamine 25 มิลลิโมลาร D-glucose และ 1 มิลลิโมลาร sodium pyruvate (Gibco/Invitrogen, สหรัฐอเมริกา) 
และบมเซลลที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ในบรรยากาศที่มีคารบอนไดออกไซด 5% (ปริมาตรตอปริมาตร) นาน 12-16 ชั่วโมง 
หลังจากนั้นเติมอาหารเล้ียงเซลลที่มีสวนผสมของสารสกัด (50 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร) ในสภาวะที่มีหรือไมมี LPS (1 ไมโครกรมั  
ตอมิลลิลิตร) ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ในบรรยากาศท่ีมีคารบอนไดออกไซด 5% (ปริมาตรตอปริมาตร) นาน 24 ชั่วโมง  
เม่ือครบเวลาเก็บอาหารเลี้ยงเซลลในหลอดทดลอง และนําไปปนเหวี่ยงที่ 13,700xg นาน 5 นาที จากนั้นนําอาหารเลี้ยงเซลล 
100 ไมโครลิตร ผสมกับสารละลาย Griess [1% N-(1-naphthyl)ethylene-diaminedihydrochloride และ 1% sulfanilamide
ใน 5% phosphoric] จํานวน 100 ไมโครลิตร ผสมใหเขากันและบมที่อุณหภูมิหองนาน 10 นาที หลังจากนั้นวัดคาการดูดกลืน
แสงที่ 546 นาโนเมตร (Srisook et al., 2011) หลังจากนั้นคํานวณคาความเขมขนของไนไตรทในอาหารเลี้ยงเซลลโดยเทียบจาก
กราฟมาตรฐานของโซเดียมไนไตรท (NaNO2) ที่ความเขมขน 0-50 ไมโครโมลาร และคํานวณ%การยับย้ังการผลิตไนตริกออกไซด
ของสารสกัดแตละสวนในพืชแตละชนิดโดยเปรียบเทียบกับการผลิตไนตริกออกไซดในเซลลที่สัมผัสกับ LPS เพียงอยางเดียว   
ใชสาร aminoguanidine เปนสารควบคุมแบบบวกในการยับย้ังการผลิตไนตริกออกไซด 
 2.3  การวิเคราะหปริมาณพรอสตาแกลนดิน E2 
 เล้ียงเซลลดวยอาหารเล้ียงเซลลที่มีสวนสกัด (50 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร) ในสภาวะที่มีหรือไมมี LPS ที่อุณหภูมิ 37     
องศาเซลเซียส ในบรรยากาศท่ีมีคารบอนไดออกไซด 5% (ปริมาตรตอปริมาตร) นาน 24 ชัว่โมงเมื่อครบเวลาเก็บอาหารเลี้ยงเซลล 
ในหลอดทดลอง และนําไปปนเหว่ียงที่ 13,700 g นาน 5 นาที จากนั้นนําอาหารเล้ียงเซลลมาวิเคราะหปริมาณพรอสตาแกลนดิน 
E2 โดยชุดตรวจสอบ PGE2competitive enzyme immunoassay kit (R&D system, ประเทศสหรัฐอเมริกา) โดยเติมอาหาร 
เล้ียงเซลลที่เก็บจากการทดสอบลงในไมโครเพลทที่เคลือบกนหลุมดวย goat anti-mouse polyclonal antibody หลังจากนั้นเติม
mouse anti-PGE2monoclonal antibody ลงในแตละหลุม และบมเพลทไวที่อุณหภูมิหองนาน 1 ชั่วโมง หลังจากนั้นเติม   
พรอสตาแกลนดิน E2 ที่เชื่อมกับเอนไซม horseradish peroxidase และบมที่อุณหภูมิหองเปนเวลา 2 ชั่วโมง เม่ือครบเวลาเติม
ซับสเตรท (hydrogen peroxide และ tetramethylbenzidine) ผสมใหเขากันดี และวัดคาการดูดกลืนแสงที่ 450 และ 540 นาโนเมตร
คํานวณความเขมขนของพรอสตาแกลนดิน E2 ในอาหารเล้ียงเซลลไดจากกราฟมาตรฐานที่ไดจากสารละลายพรอสตาแกลนดิน 
E2 ที่ทราบความเขมขน และใชสารมาตรฐาน indomethacin เปนสารควบคุมแบบบวกในการยับย้ังการผลิตพรอสตาแกลนดิน E2 
 2.4  การทดสอบความมีชีวิตรอดของเซลล 
 3-(4, 5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide (MTT) เปนสารที่ถูกรีดิวซโดยเอนไซมดีไฮโดรจีเนสใน
ไมโทคอนเดรียของเซลลที่มีชีวิตและเกิดการรีดักชันของ MTT ไดผลผลิตเปน formazan ที่มีสีมวง ซึ่งปริมาณ formazan ที่เกิดขึ้น   
มีความสัมพันธโดยตรงกับจํานวนความมีชีวิตรอดของเซลล การทดสอบความมีชีวิตรอดของเซลลโดยวิธี MTT assay ทําการ
เพาะเลี้ยงเซลลแมคโครฟาจ RAW 264.7 ในจานเพาะเล้ียงเซลลแบบ 24 หลุม (1.5X105 เซลลตอหลุม) ในอาหารเล้ียงเซลล
ชนิด 10% FBS-DMEM และบมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ในบรรยากาศที่มีคารบอนไดออกไซด 5% (ปริมาตรตอปริมาตร) 
นาน 12-16 ชั่วโมง หลังจากนั้นเติมอาหารเล้ียงเซลลที่มีสารสกัด (50 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร) และ LPS (1 ไมโครกรัมตอ
มิลลิลิตร) โดย LPS ทําหนาที่เปนตัวกระตุนเซลลแมคโครฟาจใหหล่ังสารส่ือกลางการอักเสบตางๆ แลวนําไปบมที่อุณหภูมิ 37 
องศาเซลเซียส เม่ือครบเวลา 24 ชั่วโมง ดูดอาหารเล้ียงเซลลเกาทิ้งและเติมอาหารเล้ียงเซลลใหมปริมาตร 500 ไมโครลิตร ที่มี
สารละลาย MTT ความเขมขน 0.1 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร แลวนําไปบมตอที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 2 ชั่วโมง 
หลังจากนั้นดูดอาหารเล้ียงเซลลทิ้ง และละลายผลึก formazan ดวย DMSO จํานวน 500 ไมโครลิตร และวัดคาการดูดกลืนแสง
ที่ 550 นาโนเมตรโดยเครื่องวัดคาการดูดกลืนแสงแบบไมโครเพลท (Versamax, Molecuar Devices, สหรัฐอเมริกา) จากนั้น
คํานวณความมีชีวิตรอดของเซลลดังสมการ % การมีชีวิตรอดของเซลล = (คาการดูดกลืนแสงของหลุมเซลลทดสอบ / คาการ
ดูดกลืนแสงของหลุมเซลลควบคุม) X 100 (Buapool et al., 2013) 
 

 2.5  การทดสอบหาปริมาณสารประกอบฟนอลรวม  
 การทดสอบปริมาณสารประกอบฟนอลรวมทําตามวิธีของ กลาวขวัญ ศรีสุข และคณะ (2553) และเปรียบเทียบกับกรด
แกลลิก โดยเติมสารละลายกรดแกลลิกหรือสวนสกัดพืชสมุนไพร ปริมาตร 125 ไมโครลิตร ผสมกับน้ํากล่ัน 0.5 มิลลิลิตร ผสมให
เขากันแลวเติมสารละลาย Folin-Ciocalteu ปริมาตร 125 ไมโครลิตร ผสมใหเขากันและบมที่อุณหภูมิหองเปนเวลา 6 นาที 
จากนั้นเติม 7% (น้ําหนัก/ปริมาตร) โซเดียมคารบอเนต (Na2CO3) ปริมาตร 1.25 มิลลิลิตร และน้ํากล่ัน ปริมาตร 1 มิลลิลิตร  
บมที่อุณหภูมิหองเปนเวลา 90 นาที หลังจากน้ันวัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 765 นาโนเมตรดวยเคร่ืองวัดคาการ
ดูดกลืนแสงแบบไมโครเพลท คํานวณปริมาณสารประกอบฟนอลรวม จากสมการของกราฟมาตรฐานของกรดแกลลิกแสดง
ปริมาณสารประกอบฟนอลรวมในรูปมิลลิกรัมกรดแกลลิกสมมูลตอกรัมของสวนสกัด   
 2.6  การวิเคราะหทางสถิติ 
 ผลการทดลองท่ีไดแสดงเปน คาเฉล่ีย ± สวนเบ่ียงเบนมาตรฐานของผลการทดลองอยางนอย 3 คร้ัง คํานวณคา
สัมประสิทธิ์สหสัมพันธ โดยการวิเคราะหแบบถดถอยเชิงเสน (Linear regression analysis) 
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3. ผลและอภิปราย 
 รอยละของน้ําหนักแหง (% yield) ของสวนสกัดพืชสมุนไพรทั้ง 15 ชนิด ดังแสดงในตารางที่ 1 พบวาสวนสกัดน้ําของ
สมุนไพรทุกชนิด (3.5-37.6%) มีน้ําหนักแหงสูงกวาสวนสกัดเอทานอล (2.1–18.2%) ยกเวนสวนสกัดเปลือกพังแหรใหญ      
ผลการทดลองท่ีไดนี้สอดคลองกับการศึกษาของ Diaz et al. (2012) ที่รายงานวาการสกัดพืชสมุนไพรจีนบางชนิดดวยน้ํารอน
ใหน้ําหนักแหงสูงกวาการสกัดดวยสารละลาย 95% เอทานอลการศึกษานี้ทําการวิเคราะหปริมาณสารประกอบฟนอลรวมใน
สวนสกัดจากพืชสมุนไพร เนื่องจากมีรายงานวาสารประกอบฟนอลหลายชนิดแสดงฤทธิ์ตานอนุมูลอิสระและฤทธิ์ตานอักเสบได 
(Huang et al., 2006; Himaya et al., 2010) จากผลการวิจัยที่แสดงในตารางที่ 1 ปริมาณสารประกอบฟนอลรวมคํานวณจาก
สมการเสนตรงของกราฟมาตรฐานกรดแกลลิก y = 2.8422x + 0.0656 มีคาสัมประสิทธิ์สหสัมพันธเทากับ 0.9993 พบวา
ปริมาณสารประกอบฟนอลรวมในสวนสกัดเอทานอลมีคาระหวาง 21.4+0.5 ถึง 515.3+14.7 มิลลิกรัมกรดแกลลิกสมมูลตอ
กรัมของสวนสกัดและปริมาณท่ีพบในสวนสกัดน้ําคือ 4.1+0.2 ถึง 325.7+13.6 มิลลิกรัมกรดแกลลิกสมมูลตอกรัมของ      
สวนสกัด สวนสกัดของสมุนไพรทั้ง 15 ชนิดพบวาสวนสกัดเอทานอลและสวนสกัดน้ําของเปลือกพังแหรใหญมีปริมาณฟนอล
รวมสูงที่สุด และเมื่อเปรียบเทียบปริมาณสารประกอบฟนอลรวม ของสวนสกัดน้ําและเอทานอลในพืชสมุนไพรชนิดเดียวกัน 
พบวาปริมาณสารประกอบฟนอลรวมจากสวนสกัดเอทานอลมีปริมาณสูงกวาในสวนสกัดน้ํา ยกเวน ใบมะเด่ือหอมและ        
ใบราชดัด ในขณะที่การศึกษาของ Zhang et al. (2011) Diaz et al. (2012) และ Ravipati et al. (2012) พบวาการสกัด
สารประกอบฟนอลรวมในพืชสมุนไพรจีนชนิดตางๆ ดวยน้ําและเอทานอลใหปริมาณท่ีแตกตางกันขึ้นอยูกับชนิดของพืชที่ศึกษา 
 การศึกษาการตานอักเสบของพืชสมุนไพรในครั้งนี้ใชเซลลแมคโครฟาจหนู RAW 264.7 เปนเซลลตนแบบในการศึกษา 
ใหเซลลสัมผัสกับ LPS ซึ่งเปนองคประกอบของผนังเซลลแบคทีเรีย เพื่อทําหนาที่เปนตัวกระตุนใหมีการหล่ังสารส่ือกลางการ
อักเสบตางๆ รวมทั้งไนตริกออกไซด และพรอสตาแกลนดิน E2 ดังนั้นการยับย้ังการผลิตไนตริกออกไซด และพรอสตาแกลนดิน 
E2 ถูกใชเปนดัชนีที่แสดงถึงความสามารถในการลดการอักเสบของสารทดสอบ การศึกษาตนแบบการตอบสนองตอการอักเสบ
ของเซลลแมคโครฟาจนี้ถูกใชอยางแพรหลายในการทดสอบสารท่ีมีฤทธิ์ตานอักเสบ (Zhang et al., 2011; Diaz et al., 2012; 
Ravipati et al., 2012 และ Buapool et al., 2013) จากการทดสอบการยับย้ังการผลิตไนตริกออกไซดของสวนสกัดของ       
พืชสมุนไพร พบวาสวนสกัดเอทานอลทมี % การยับย้ังการผลิตไนตริกออกไซดสูงคือ ใบสาบแรงสาบกา (85.3+2.4) ใบราชดัด 
(97.6+5.5) และรากดีงูตน (99.9+2.4) และสวนสกัดน้ําที่มีฤทธิ์ในการยับย้ังการผลิตไนตริกออกไซดสูงคือ ใบสาบแรงสาบกา 
(52.0+4.6) ดังแสดงในตารางที่ 2 ในขณะที่ aminoguanidine เปนสารที่สามารถยับย้ังแอกติวิตีของเอนไซม iNOS ซึ่งเปน
เอนไซมที่ใชในการผลิตไนตริกออกไซด ที่ความเขมขน 50 ไมโครโมลาร สามารถยับย้ังการผลิตไนตริกออกไซดได 64.7+9.3% 
สวนสกัดเอทานอลของสมุนไพรท่ีสามารถยับยั้งการผลิตพรอสตาแกลนดิน E2 ซึ่งเปนสารส่ือกลางการอักเสบชนิดสําคัญที่ถูกผลิต
โดยเอนไซม COX-2 สวนสกัดที่มีฤทธิ์ในการยับย้ังการผลิตพรอสตาแกลนดิน E2 สูงมากกวา 90% ไดแก ใบสาบแรงสาบกา  
ใบราชดัด เปลือกพังแหรใหญ และรากดีงูตน นอกจากนี้ยังใชตัวยับย้ังเอนไซม COX-2 คือ indomethacin ที่ความเขมขน 10 
ไมโครโมลาร สามารถยับย้ังการผลิตพรอสตาแกลนดิน E2 ได 97.2+0.2% สวนสกัดน้ําและสวนสกัดเอทานอลของพืชสวนใหญ
ไมมีความเปนพิษตอเซลล นั่นคือเซลลที่สัมผัสกับสวนสกัดเหลาน้ีมี % ความมีชีวิตรอดของเซลลมากกวา 80 ยกเวนสวนสกัด
เอทานอลของใบราชดัด และรากดีงูตน รวมท้ังสวนสกัดน้ําของรากโคลงเคลง และใบมะเดื่อหอม ดังนั้นการที่เซลลที่สัมผัสกับ
สวนสกัดของใบสาบแรงสาบกา มีปริมาณไนไตรทนอยลง นาจะเปนผลมาจากสวนสกัดสามารถยับยั้งการผลิตไนตริกออกไซด 
ไมไดเปนผลจากการตายของเซลล เหมือนสวนสกัดเอทานอลของใบราชดัด และรากดีงูตน 
 การวิเคราะหความสัมพันธระหวาง % การยับย้ังการผลิตไนตริกออกไซด และปริมาณสารประกอบฟนอลรวมของท้ังสวน
สกัดน้ําและสวนสกัดเอทานอล พบวามีความสัมพันธกันนอย มีคาสัมประสิทธิ์สหสัมพันธ เทากับ 0.1248 และ 0.2044
ตามลําดับ (ไมไดแสดงผล) ตามลําดับ แสดงวาสารที่ออกฤทธิ์ในการยับย้ังการผลิตไนตริกออกไซดในสวนสกัดน้ํา และสวน
สกัดเอทานอลของพืชสมุนไพรทั้ง 15 ชนิด อาจเปนสารประกอบฟนอลบางชนิดเปนตัวออกฤทธิ์ หรือเปนสารกลุมอื่นที่      
ไมใชสารประกอบฟนอล ที่สามารถแสดงฤทธิ์ในการยับยั้งการผลิตไนตริกออกไซดได ซึ่งผลที่ไดสอดคลองกับงานวิจัยที่เคย
รายงานวาความสามารถในการยับย้ังการผลิตไนตริกออกไซด ไมไดแปรผันตรงกับปริมาณสารประกอบฟนอลรวมในสวนสกัด
ของ Sophora flavescens, Eucommia ulmoides, Baccharis genistelloides, Tinospora capilipes, Actinidia arguta 
และ Paris polyphylla (Zhang et al., 2011; Diaz et al., 2012 และ Ravipati et al., 2012) 
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3. ผลและอภิปราย 
 รอยละของน้ําหนักแหง (% yield) ของสวนสกัดพืชสมุนไพรทั้ง 15 ชนิด ดังแสดงในตารางที่ 1 พบวาสวนสกัดน้ําของ
สมุนไพรทุกชนิด (3.5-37.6%) มีน้ําหนักแหงสูงกวาสวนสกัดเอทานอล (2.1–18.2%) ยกเวนสวนสกัดเปลือกพังแหรใหญ      
ผลการทดลองท่ีไดนี้สอดคลองกับการศึกษาของ Diaz et al. (2012) ที่รายงานวาการสกัดพืชสมุนไพรจีนบางชนิดดวยน้ํารอน
ใหน้ําหนักแหงสูงกวาการสกัดดวยสารละลาย 95% เอทานอลการศึกษานี้ทําการวิเคราะหปริมาณสารประกอบฟนอลรวมใน
สวนสกัดจากพืชสมุนไพร เนื่องจากมีรายงานวาสารประกอบฟนอลหลายชนิดแสดงฤทธิ์ตานอนุมูลอิสระและฤทธิ์ตานอักเสบได 
(Huang et al., 2006; Himaya et al., 2010) จากผลการวิจัยที่แสดงในตารางที่ 1 ปริมาณสารประกอบฟนอลรวมคํานวณจาก
สมการเสนตรงของกราฟมาตรฐานกรดแกลลิก y = 2.8422x + 0.0656 มีคาสัมประสิทธิ์สหสัมพันธเทากับ 0.9993 พบวา
ปริมาณสารประกอบฟนอลรวมในสวนสกัดเอทานอลมีคาระหวาง 21.4+0.5 ถึง 515.3+14.7 มิลลิกรัมกรดแกลลิกสมมูลตอ
กรัมของสวนสกัดและปริมาณท่ีพบในสวนสกัดน้ําคือ 4.1+0.2 ถึง 325.7+13.6 มิลลิกรัมกรดแกลลิกสมมูลตอกรัมของ      
สวนสกัด สวนสกัดของสมุนไพรทั้ง 15 ชนิดพบวาสวนสกัดเอทานอลและสวนสกัดน้ําของเปลือกพังแหรใหญมีปริมาณฟนอล
รวมสูงที่สุด และเมื่อเปรียบเทียบปริมาณสารประกอบฟนอลรวม ของสวนสกัดน้ําและเอทานอลในพืชสมุนไพรชนิดเดียวกัน 
พบวาปริมาณสารประกอบฟนอลรวมจากสวนสกัดเอทานอลมีปริมาณสูงกวาในสวนสกัดน้ํา ยกเวน ใบมะเดื่อหอมและ        
ใบราชดัด ในขณะท่ีการศึกษาของ Zhang et al. (2011) Diaz et al. (2012) และ Ravipati et al. (2012) พบวาการสกัด
สารประกอบฟนอลรวมในพืชสมุนไพรจีนชนิดตางๆ ดวยน้ําและเอทานอลใหปริมาณที่แตกตางกันขึ้นอยูกับชนิดของพืชที่ศึกษา 
 การศึกษาการตานอักเสบของพืชสมุนไพรในครั้งนี้ใชเซลลแมคโครฟาจหนู RAW 264.7 เปนเซลลตนแบบในการศึกษา 
ใหเซลลสัมผัสกับ LPS ซึ่งเปนองคประกอบของผนังเซลลแบคทีเรีย เพื่อทําหนาที่เปนตัวกระตุนใหมีการหล่ังสารส่ือกลางการ
อักเสบตางๆ รวมทั้งไนตริกออกไซด และพรอสตาแกลนดิน E2 ดังนั้นการยับย้ังการผลิตไนตริกออกไซด และพรอสตาแกลนดิน 
E2 ถูกใชเปนดัชนีที่แสดงถึงความสามารถในการลดการอักเสบของสารทดสอบ การศึกษาตนแบบการตอบสนองตอการอักเสบ
ของเซลลแมคโครฟาจนี้ถูกใชอยางแพรหลายในการทดสอบสารท่ีมีฤทธิ์ตานอักเสบ (Zhang et al., 2011; Diaz et al., 2012; 
Ravipati et al., 2012 และ Buapool et al., 2013) จากการทดสอบการยับย้ังการผลิตไนตริกออกไซดของสวนสกัดของ       
พืชสมุนไพร พบวาสวนสกัดเอทานอลทมี % การยับย้ังการผลิตไนตริกออกไซดสูงคือ ใบสาบแรงสาบกา (85.3+2.4) ใบราชดัด 
(97.6+5.5) และรากดีงูตน (99.9+2.4) และสวนสกัดน้ําที่มีฤทธิ์ในการยับย้ังการผลิตไนตริกออกไซดสูงคือ ใบสาบแรงสาบกา 
(52.0+4.6) ดังแสดงในตารางที่ 2 ในขณะที่ aminoguanidine เปนสารที่สามารถยับยั้งแอกติวิตีของเอนไซม iNOS ซึ่งเปน
เอนไซมที่ใชในการผลิตไนตริกออกไซด ที่ความเขมขน 50 ไมโครโมลาร สามารถยับย้ังการผลิตไนตริกออกไซดได 64.7+9.3% 
สวนสกัดเอทานอลของสมุนไพรท่ีสามารถยับยั้งการผลิตพรอสตาแกลนดิน E2 ซึ่งเปนสารส่ือกลางการอักเสบชนิดสําคัญที่ถูกผลิต
โดยเอนไซม COX-2 สวนสกัดที่มีฤทธิ์ในการยับย้ังการผลิตพรอสตาแกลนดิน E2 สูงมากกวา 90% ไดแก ใบสาบแรงสาบกา  
ใบราชดัด เปลือกพังแหรใหญ และรากดีงูตน นอกจากนี้ยังใชตัวยับย้ังเอนไซม COX-2 คือ indomethacin ที่ความเขมขน 10 
ไมโครโมลาร สามารถยับย้ังการผลิตพรอสตาแกลนดิน E2 ได 97.2+0.2% สวนสกัดน้ําและสวนสกัดเอทานอลของพืชสวนใหญ
ไมมีความเปนพิษตอเซลล นั่นคือเซลลที่สัมผัสกับสวนสกัดเหลานี้มี % ความมีชีวิตรอดของเซลลมากกวา 80 ยกเวนสวนสกัด
เอทานอลของใบราชดัด และรากดีงูตน รวมท้ังสวนสกัดน้ําของรากโคลงเคลง และใบมะเดื่อหอม ดังนั้นการที่เซลลที่สัมผัสกับ
สวนสกัดของใบสาบแรงสาบกา มีปริมาณไนไตรทนอยลง นาจะเปนผลมาจากสวนสกัดสามารถยับยั้งการผลิตไนตริกออกไซด 
ไมไดเปนผลจากการตายของเซลล เหมือนสวนสกัดเอทานอลของใบราชดัด และรากดีงูตน 
 การวิเคราะหความสัมพันธระหวาง % การยับย้ังการผลิตไนตริกออกไซด และปริมาณสารประกอบฟนอลรวมของท้ังสวน
สกัดน้ําและสวนสกัดเอทานอล พบวามีความสัมพันธกันนอย มีคาสัมประสิทธิ์สหสัมพันธ เทากับ 0.1248 และ 0.2044
ตามลําดับ (ไมไดแสดงผล) ตามลําดับ แสดงวาสารที่ออกฤทธิ์ในการยับย้ังการผลิตไนตริกออกไซดในสวนสกัดน้ํา และสวน
สกัดเอทานอลของพืชสมุนไพรทั้ง 15 ชนิด อาจเปนสารประกอบฟนอลบางชนิดเปนตัวออกฤทธิ์ หรือเปนสารกลุมอื่นที่      
ไมใชสารประกอบฟนอล ที่สามารถแสดงฤทธิ์ในการยับย้ังการผลิตไนตริกออกไซดได ซึ่งผลที่ไดสอดคลองกับงานวิจัยที่เคย
รายงานวาความสามารถในการยับย้ังการผลิตไนตริกออกไซด ไมไดแปรผันตรงกับปริมาณสารประกอบฟนอลรวมในสวนสกัด
ของ Sophora flavescens, Eucommia ulmoides, Baccharis genistelloides, Tinospora capilipes, Actinidia arguta 
และ Paris polyphylla (Zhang et al., 2011; Diaz et al., 2012 และ Ravipati et al., 2012) 
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ตารางที่ 2 % การยับย้ังการผลิตไนตริกออกไซดและพรอสตาแกลนดิน E2 ของพืชสมุนไพร 
 

 
พืช 

% ยับยั้งการผลิตไนตริกออกไซด % ยับยั้งการผลิต 
พรอสตาแกลนดนิ E2 

% ความมีชีวิตรอดของเซลล 

สวนสกัดเอทานอล สวนสกัดน้ํา สวนสกัดเอทานอล สวนสกัดเอทานอล สวนสกัดน้ํา 
เข็มปา 29.6+12.1 7.4+7.4 89.0+7.2 103.0+6.6 101.2+11.4 
โคลงเคลง 30.2+8.7 15.4+2.4 45.3+3.6 88.7+2.4 73.3+0.7 
ชงโคปา 16.1+3.3 -1.3+4.1 36.3+29.2 94.1+1.8 88.8+12.2 
ดีงูตน 99.9+2.4 19.9+4.8 95.7+4.4 55.3+2.3 84.2+6.4 
เนระพูสีไทย หรือคางคาวดํา  23.5+10.6 17.1+4.6 70.8+9.4 91.2+4.7 89.9+4.8 
พนมสวรรค 26.6+0.9 10.9+2.7 79.9+8.5 98.3+10.8 80.0+6.4 
พลับพลา หรือไมลาย 18.6+3.0 21.0+4.3 65.0+10.6 97.6+6.9 84.5+2.5 
พังแหรใหญ 19.0+9.5 -13.4+9.0 91.2+8.9 100.5+2.7 99.6+11.3 
ฟนปลา 21.1+6.5 17.9+5.9 80.9+7.9 100.8+2.8 87.9+5.5 
มะเดื่อหอม 42.6+6.5 26.3+6.2 45.0+39.1 89.1+4.3 69.3+2.8 
ไมยราบ 46.2+8.9 7.0+1.7 39.7+3.3 92.5+1.2 85.3+2.3 
ระยอมนอยดอกขาว 29.8+2.7 8.5+5.3 42.4+21.2 92.9+4.8 90.3+2.7 
ราชดัด หรือพญาดาบหัก 97.6+5.5 14.8+5.0 91.2+8.9 4.1+0.9 86.5+9.5 
สาบแรงสาบกา 85.3+2.4 52.0+4.6 90.1+8.7 102.2+1.0 94.7+5.2 
หัวเดียว 17.5+3.1 21.8+3.7 72.3+10.2 103.6+10.7 85.5+6.3 
Aminoguanidine (50 μM) 64.7+9.3 - 91.7+7.8 
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