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บทคัดย่อ 
 

 โรคเสื่อมสมรรถภาพทางเพศ คือการที่อวัยวะเพศชายไม่สามารถแข็งตัวหรือคงการแข็งตัว
ได้ตลอดการมีเพศสัมพันธ์ สาเหตุหนึ่งของโรคเสื่อมสมรรถภาพทางเพศของเพศชายคือ ภาวะความเครียด
จากออกซิเดชันท าให้ปริมาณไนตริกออกไซด์ที่ช่วยในการคลายตัวของหลอดเลือดลดลง ส่งผลให้เลือดไปเลี้ยง
อวัยวะเพศชายไม่เพียงพอจึงเป็นสาเหตุของการเกิดโรคเสื่อมสมรรถภาพทางเพศ ในการศึกษานี้ท าการศึกษา
ต ารับยาสมุนไพรสูตร BUU-ED-B3 ที่มีส่วนประกอบของสารสกัดจากกวาวเครือแดงและกระชายด า พบว่า
สูตรสมุนไพรนี้มีฤทธิ์ที่ดีในการเพิ่มการผลิตไนตริกออกไซด์ในเซลล์เยื่อบุหลอดเลือดมนุษย์ EA.hy926 และมี
ฤทธิ์ในการก าจัดอนุมูล DPPH และซุปเปอร์ออกไซด์ จากนั้นท าการแยกสารบริสุทธิ์ที่ออกฤทธิ์ในการเพ่ิมการ
ผลิตไนตริกออกไซด์ในเซลล์เยื่อบุหลอดเลือดและมีฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ จากต ารับยาสมุนไพรไทยสูตร BUU-
ED-B3 โดยใช้วธิีคอลัมน์โครมาโตกราฟี ได้ส่วนสกัดย่อยทั้งหมด 13 ส่วน คือ BUU-ED-B3-1 ถึง BUU-ED-
B3-13 ซึ่งพบว่าส่วนสกัดย่อย BUU-ED-B3-7  และ BUU-ED-B3-9 มีจ านวนเท่าของการผลิตไนตริกออกไซด์
สูงมากกว่าเซลล์ควบคุมอย่างมีนัยส าคัญ และมีฤทธิ์การก าจัดอนุมูลซุปเปอร์ออกไซด์ แต่ส่วนสกัดย่อย BUU-
ED-B3-9 แสดงความเป็นพิษต่อเซลล์ในขณะที่ส่วนสกัดย่อย BUU-ED-B3-7 ที่ความเข้มข้นที่ใช้ทดสอบไม่
แสดงความเป็นพิษต่อเซลล์ จึงท าการแยกสารจากส่วนสกัดย่อย BUU-ED-B3-7 โดยเทคนิค HPLC และ
พิสูจน์โครงสร้างด้วยการวิเคราะห์ทางสเปกโตรสโครปีและเปรียบเทียบข้อมูลกับสเปกตรัมของ NMR ของ
รายงานก่อนหน้านี้ ได้สารบริสุทธิ์จ านวน 6 ชนิด คือ สาร 5,7,3’,4’-tetramethoxyflavone สาร 
3,5,7,3’4’-pentamethoxyflavone สาร 5,7-dimethoxyflavone สาร 5,7,4’-trimethoxyflavone สาร 
3,5,7-trimethoxyflavone และสาร 3,5,7,4’-tetramethoxyflavone ผลการศึกษาเหล่านี้อาจเป็นข้อมูล
ในการใช้สารออกฤทธิ์เหล่านี้เป็นตัวก าหนดปริมาณของสารส าคัญในต ารับยาสมุนไพร BUU-ED-B3 ที่มีฤทธิ์
ในการรักษาอาการเสื่อมสมรรถภาพทางเพศในอนาคต 
 
ค าส าคัญ : กระชายด า, กวาวเครือแดง, ฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ, เอนไซม์ eNOS, เซลล์เยื่อบุ 
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Abstract 
 

 Erectile dysfunction (ED) is the inability of penis to maintain or achieve completely 
sexual intercourse. Oxidative stress is one risk factor of ED. This causes insufficient blood 
supply to penis by decrease in nitric oxide regulating vasorelaxation. In this study, we 
investigated Thai herbal mixture BUU-ED-B3, which include extracts of Butea superba Roxb. 
(Leguminoceae family) root and Kaempferia parviflora Wall. ex Baker rhizomes. Herbal 
mixture BUU-ED-B3 increased nitric oxide production in human umbilical vein endothelial 
cell line (EA.hy 926 cells) and scavenged DPPH and superoxide radicals. The herbal mixture 
was fractionated by silica gel column chromatography to afford 13 fractions (BUU-ED-B3-1 
to BUU-ED-B3-13). The BUU-ED-B3-7 and BUU-ED-B3-9 increased significantly nitric oxide 
production compared to control cells. The fraction BUU-ED-B3-9 caused significant 
cytotoxicity against endothelial cells but BUU-ED-B3-7 did not. Thus, 6 compounds 
(5,7,3’,4’-tetramethoxyflavone, 3,5,7,3’4’-pentamethoxyflavone, 5,7-dimethoxyflavone, 
5,7,4’-trimethoxyflavone, 3,5,7-trimethoxyflavone and 3,5,7,4’-tetramethoxyflavone) were 
isolated from the fraction BUU-ED-B3-7 by HPLC technique. Their structures were 
elucidated on the basis of extensive spectroscopic analysis and by comparison of their NMR 
spectroscopic data with those reported in the literature. The obtained data indicated that 
the active compounds might be used as a marker for quality control of herbal mixture to 
determine bioactive compound from herbal mixture BUU-ED-B3 for treatment of erectile 
dysfunction. 
 
Keywords: Kaempferia parviflora, Butea superba, Antioxidant activity, eNOS, Endothelial 
cell   



5 
 

กิตติกรรมประกาศ 
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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) ที่เริ่มจากการพัฒนา
ยาขยายหลอดเลือดในตอนแรกแต่ผมว่ามีผลข้างเคียงท าให้อวัยวะเพศชายแข็งตัวได้ มีตัวยาที่ส าคัญคือ 
Sildenafil citrate ที่ออกฤทธิ์ยับยั้งเอนไซม์ phosphodiesterase-5 (PDE-5) ท าให้ลดการสลายตัวของ 
cGMP ที่ถูกสร้างโดยการกระตุ้นจาก nitric oxide จึงท าให้เกิดการขยายตัวของหลอดเลือดนานขึ้น และ
ท าให้อวัยวะเพศชายแข็งตัวได้ เมื่อมีการจ าหน่ายยาไวอาก้าในท้องตลาดพบว่ามีผู้นิยมใช้เป็นจ านวนมาก 

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  
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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
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; 
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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 าให้เกิด 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
ช่วยในการป้องกันการเกิดโรคเช่น ต้านอนุมูลอสระและการอักเสบ และการน าสมุนไพรมาสกัดรวมกันจะ
ท าให้ได้ต ารับยาใหม่ที่มีประสิทธิภาพเพ่ิมขึ้นด้วย 
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1.3 วัตถุประสงค์ของโครงการวิจัย 
1. เพ่ือแยกสารจากต ารับยาของสมุนไพรโดยเทคนิค bioassay-guided isolation 
2. เพ่ือศึกษาฤทธิ์ทางชีวภาพของสารสกัด 
3. เพ่ือศึกษาข้อมูลทางโครมาโตรกราฟีและข้อมูลทาง NMR ของสารบริสุทธิ์ที่แยกได้ 

 
1.4 ขอบเขตของโครงการวิจัย 

น าสมุนไพรที่คัดเลือกในปีที่ 1 ที่ออกฤทธิ์ดีมาศึกษาการสร้างต ารับใหม่ โดยการผสมสมุนไพรที่มี
ฤทธิ์ทางชีวภาพดี ท าการแยกสารบริสุทธิ์ที่เป็นตัวออกฤทธิ์ทางชีวภาพจากส่วนสกัด โดยวิธี bioassay-
guided isolation ด้วยเทคนิค column chromatography และ HPLC และพิสูจน์โครงสร้างของสาร
กึ่ ง บ ริ สุ ท ธิ์ ที่ อ อ ก ฤ ท ธิ์ โ ด ย เท ค นิ ค  1D. 2D NMR spectroscopy, High resolution mass 
spectroscopy เป็นต้น. 

ทดสอบฤทธิ์ก าจัดอนุมูลอิสระ (DPPH radical scavenging assay) ผลของส่วนสกัดต่อปริมาณ
การกระตุ้นการผลิต nitric oxide และทดสอบความมีชีวิตรอดของเซลล์เยื่อบุหลอดเลือดของมนุษย์เมื่อ
สัมผัสกับสารทดสอบ  
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บทท่ี 2 
ทฤษฎีและงานวิจัยท่ีเกีย่วข้อง 

 
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) ไนตริกออกไซด์มีหน้าที่เกี่ยวข้องกับ
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 
 
ข้อมูลของพืชสมุนไพรที่ใช้ในการศึกษา 

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

อยู่ในจ าพวกไม้เลื้อยเป็นเถาวัลย์ เนื้อแข็ง ชอบขึ้นพาดกับต้นไม้ใหญ่ ใบใหญ่คล้ายใบของต้น
ทองกวาว ดอกใหญ่คล้ายดอกแคแสด เป็นพวงระย้าเหมือนดอกทองกวาว ฝักเล็กแบนบาง หัวใต้ดินมีรูป
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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 
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) 
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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 โดยเพิ่มการไหลเวียนของ
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 
ขับน้ าตา ขับปัสสาวะ กระตุ้นก าหนัด ผล บ ารุงก าลัง ถอนพิษไข้ แก้ขัดเบา แก้โรคตับและม้าม เมล็ด แก้
ป ว ด ต า ม ข้ อ  ( ฐ า น ข้ อ มู ล พ ร ร ณ ไ ม้  อ ง ค์ ก า ร ส ว น พ ฤ ก ษ ศ า ส ต ร์ , 
http://www.qsbg.org/database/botanic_book%20full%20option/search_detail.asp?botani
c_id=2256) ใบมะรุมมีฤทธิ์ทางชีวภาพ เช่น ฤทธิ์ต้านออกซิเดชัน ต้านเบาหวาน และต้านแบคทีเรีย 
(Anwar et al., 2007; Sreelatha & Padma, 2009) 

 

http://www.qsbg.org/database/botanic_book%25
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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.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 วัสดุอุปกรณ์ 
1.  กล้องจุลทรรศน์แบบหัวกลับ (inverted microscope) (Olympus IX70, ประเทศญี่ปุ่น) 
2.  กล่องส าหรับแช่เยือกแข็ง (Nalgene, ประเทศสหรัฐอเมริกา) 
3.  ขวด Duran ขนาด 1000 มิลลิลิตร (Schott, สหพันธ์สาธารณรัฐเยอรมนี) 
4.  คอลัมน์เส้นผ่าศูนย์กลาง 3 ซม. (NK laboratory, ประเทศไทย) 
5.  เครื่องกลั่นระเหยสารแบบหมุน (rotary vacuum evaporator) (Eyela, ประเทศญี่ปุ่น) 
6.  เครื่องกวนสารแบบให้ความร้อน (hot plate and stirrer) (Jenway, ประเทศสหราชอาณาจักร) 
7.  เครื่องโครมาโทกราฟฟีของเหลวสมรรถนะสูง(High Performance Liquid Chromatograph, 
HPLC) (Agilent infinity 1260, ประเทศสหรัฐอเมริกา) 
8.  เครื่องโครมาโทกราฟฟีของเหลวสมรรถนะสูง(High Performance Liquid Chromatograph, 
HPLC) (Water 600, ประเทศสหรัฐอเมริกา) 
9.  เครื่องแช่เย็นเยือกแข็ง (freeze dryer) (Scanvac, ประเทศเดนมาร์ก) 
10.  เครื่องโซนิเคเตอร์ (sonicator) (Crest, ประเทศสหรัฐอเมริกา) 
11.  เครื่องนับจ านวนเซลล์ (hemocytometer) (Blau Brand, ประเทศสหพันธ์สาธารณรัฐ เยอรมนี) 
12.  เครื่องบดความเร็วสูง (high speed grinder) (Daming, ประเทศสาธารณรัฐประชาชนจนี) 
13.  เครื่องปั่นเหวี่ยง (centrifuge) (K240R, Centurion Scientific, ประเทศสหรัฐอเมริกา) 
14.  เครื่องผสมสารละลาย (vortex) (VelpScientifica, สาธารณรัฐอิตาลี) 
15.  เครื่องวัดค่าการดูดกลืนแสงแบบไมโครเพลท (absorbance microplate reader ) (Versa Max   
     Molecuar Devices, ประเทศสหรัฐอเมริกา) 
16.  เครื่องวัดระดับ pH (Metrohm, ประเทศสมาพันธรัฐสวิส) 
17.  จานเพาะเลี้ยงเซลล์ขนาด 100 มิลลิเมตร (Corning, ประเทศสหรัฐอเมริกา) 
18.  จานเพาะเลี้ยงเซลล์แบบ 24 หลุม (Sterilin, ประเทศสหราชอาณาจักร) 
19.  ตู้บ่มเซลล์แบบใช้คาร์บอนไดออกไซด์ (CO2 incubator) (CB210, Binder, ประเทศสหพันธ์  
     สาธารณรัฐเยอรมนี) 
20.  ตู้ชีวนิรภัย คลาส II (biological safety carbinet class II) (NU-440, Nuaire, ประเทศ 

 สหรัฐอเมริกา) 
21.  ตัวกรองสารส าหรับไซริงค์ที่มีขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 13 มิลลิเมตร และขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 

 ของเมมเบรน 0.45 ไมโครเมตร (syringe filter) (JET Biofil, ประเทศจีน) 
22.  แผ่นทินเลเยอร์ โครมาโตกราฟี ซิลิกาเจล 60 F254 analytical chromatography (thin-layer  
     chromatography) (Merck, ประเทศสหพันธ์สาธารณรัฐเยอรมนี) 
23.  ปิเปตดูด-จ่าย สารละลายอัตโนมัติ (Liopette, ราชอาณาจักรไทย) 
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24.  ไมโครเพลทแบบ 96 หลุม (Sterilin, ประเทศสหราชอาณาจักร) 
25.  อ่างน้ าควบคุมอุณหภูมิ (WB-22, WiseBath, ประเทศสหรัฐอเมริกา) 
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3.2 สารเคมี 
1. Acetonitrile HPLC grade (Honeywell Burdick & Jackson, สาธารณรัฐเกาหลี) 
2. 2,2-Diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH radical) (Sigma-Aldrich, ประเทศสหพันธ์สาธารณรัฐ

เยอรมน)ี 
3. 0.4% Typan blue (GIbco, ประเทศสหรัฐอเมริกา) 
4. 0.25% Trypsin-EDTA (GIbco, ประเทศสหรัฐอเมริกา) 
5. D-(+)-Glucose (Sigma-aldrich, ประเทศสหรัฐอเมริกา) 
6. Dichloromethane Commecial grade (ประเทศไทย) 
7. Dimethyl sulfoxide-D6, DMSO ส าหรับ NMR (Merk, ประเทศสมาพันธรัฐสวิส) 
8. Dimethyl sulfoxide (DMSO) (Fisher Scientific, ประเทศสหรัฐอเมริกา) 
9. Di-Sodium hydrogen phosphate, Na2HPO4 (Carlo Erba, ป ระ เท ศสห พั น ธ์ ส าธ ารณ รั ฐ

เยอรมน)ี 
10. Dullbecco’s modified Eagle medium, DMEM ที่มี phenol red (Gibco, ประเทศไทย) 
11. Dullbecco’s modified Eagle medium, DMEM ที่ไม่มี phenol red (Sigma-Aldrich, ประเทศ

สหรัฐอเมริกา) 
12. Ethanol Commecial grade (Merck, ประเทศสหพันธ์สาธารณรัฐเยอรมนี) 
13. Fetal bovine serum, FBS (Gibco-Invitrogen, ประเทศสหรัฐอเมริกา) 
14. Gallic acid (Merck, ประเทศสหพันธ์สาธารณรัฐเยอรมนี) 
15. Hexane Commecial grade (ประเทศไทย) 
16. Methanol AR. (RCI Labscan, ประเทศไทย) 
17. Methanol HPLC grade (Honeywell Burdick & Jackson, สาธารณรัฐเกาหลี) 
18. Nicotinamide adenine dinucleotide (NADH) (AOS, ประเทศสหรัฐอเมริกา) 
19. Nitrotetrazolium Blue chloride (NBT) (Sigma-Aldrich, ประเทศอเมริกา) 
20. Penicillin/Steptomycin (Gibco-Invitrogen, ประเทศสหรัฐอเมริกา) Invitrogen 
21. Phenazinemethosulfate (PMS) (MP Biomedicals, ประเทศฝรั่งเศส) 
22. Potassium chloride, KCl (Carlo Erba, ประเทศสหพันธ์สาธารณรัฐเยอรมนี) 
23. Potassium dihydrogen orthophosphate, KH2PO4 (Analar, ประเทศสหราชอาณาจักร) 
24. Resveratrol (Sigma-Aldrich, ประเทศสหรัฐอเมริกา) 
25. Silica gel 60 ขนาด 1.09385 (Merck, ประเทศสหพันธ์สาธารณรัฐ เยอรมนี) 
26. Sodium dihydrogen phosphate, NaH2PO4•H2O (Carlo Erba, ประเทศฝรั่งเศส) 
27. Sodium bicarbonate, NaHCO3 (Sigma-Aldrich, ประเทศสหรัฐอเมริกา) 
28. Sodium chloride, NaCl (Carlo Erba, ประเทศสหพันธ์สาธารณรัฐเยอรมนี) 
29. Sodium nitrite, NaNO2 (Sigma-Aldrich, ประเทศสหรัฐอเมริกา) 
30. Sterile distilled water (A.N.B. Laboratory, ประเทศไทย) 
31. Thiazolyl Blue Tetrazolium Bromide (MTT) (Sigma-Aldrich, ประเทศสหรัฐอเมริกา) 
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3.3  วิธีการทดลอง 
3.3.1 การเตรียมสารสกัดต ารับยาสมุนไพรไทยสูตร BUU-ED-B3 

น าหัวกวาวเครือแดงที่หั่นเป็นแผ่นมาล้าง ตากให้แห้ง บดด้วยเครื่องบดความเร็วสูง น าผง 200 กรัม 
ที่ได้มาห่อด้วยผ้าดิบ แช่ในโหลที่มีเอทานอล จากนั้นน าสารสกัดหยาบหัวกวาวเครือแดงที่ได้มากรองด้วย
กระดาษกรอง     2 ครั้ง น าผงพืชมาห่อด้วยผ้าดิบและแช่ในเอทานอลอีกครั้ง จากนั้นน าสารสกัดหยาบหัว
กวาวเครือแดงที่ได้มากรองด้วยกระดาษกรอง 2 ครั้ง น าสารสกัดหยาบหัวกวาวเครือแดงที่ได้จากทั้ง 2 ครั้ง 
รวมกันและท าให้แห้งโดยใช้เครื่องกลั่นระเหยสารแบบหมุน และใช้เครื่องแช่เย็นเยือกแข็ง 

น าผงเหง้ากระชายด า 100 กรัม ต้มในน้ ากลั่นเดือด น ามากรองด้วยผ้าขาวบางและน าผงไปต้มต่ออีก
รอบโดยท าแบบเดิมซ้ าอีกครั้ง จากนั้นน าสารสกัดน้ าจากเหง้ากระชายด าที่ได้จากทั้ง 2 ครั้ง มากรองด้วย
กระดาษกรอง 2 ครั้ง ท าให้แห้งโดยใช้เครื่องกลั่นระเหยสารแบบหมุน และใช้เครื่องแช่เย็นเยือกแข็ง  

น าสารสกัดหยาบหัวกวาวเครือแดงและสารสกัดหยาบเหง้ากระชายด าผสมรวมกัน ด้วยเครื่อง 
stirrer ได้เป็นต ารับยาสมุนไพรไทยสูตร BUU-ED-B3 จากนั้นน าไปทดสอบฤทธิ์ก าจัดอนุมูล DPPH และ
ซุปเปอร์ออกไซด ์เป็นล าดับถัดไป 

 
3.3.2 การทดสอบฤทธิ์การก าจัดอนุมูล DPPH (กล่าวขวัญ ศรีสุข และคณะ, 2553) 

เตรียมสารละลาย DPPH ที่ละลายในเมทานอลให้มีความเข้มข้น 0.2 มิลลิโมลาร์ และสารสกัด    
ละลายในเอทานอลร้อยละ 47.5 ที่ความเข้มข้น 1 และ 0.1 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร จากนั้นท าการปิเปตสาร
สกัดสมุนไพร ปริมาตร 50 ไมโครลิตร และสารละลาย DPPH ปริมาตร 100 ไมโครลิตร ผสมสารให้เข้ากัน
และบ่มที่อุณหภูมิห้องในที่มืดเป็นเวลา 30 นาที น าไปวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ 517 นาโนเมตร ด้วยเครื่องวัด
ค่าการดูดกลืนแสงแบบไมโครเพลท โดยใช้กรดแกลลิกเป็นสารควบคุมทางบวกและท าการค านวณเปอร์เซ็นต์
การก าจัดอนุมูล DPPH จากสมการ   

เปอร์เซ็นต์การก าจัดอนุมูล DPPH = [((A-B)(C-D))/(A-B)]*100 
โดย      A คือ ค่าการดูดกลืนแสงของ DPPH 100 ไมโครลิตร + เมทานอลหรือน้ าหรือเอทานอลหรือน้ า 

รวมกับเอทานอล 50 ไมโครลิตร 
          B คือ ค่าการดูดกลืนแสงของเมทานอล 100 ไมโครลิตร + เมทานอลหรือน้ าหรือเอทานอลหรือน้ า       

รวมกับ เอทานอล 50 ไมโครลิตร 
   C คือ ค่าการดูดกลืนแสงของ DPPH 100 ไมโครลิตร + ส่วนสกัด 50 ไมโครลิตร 
  D คือ ค่าการดูดกลืนแสงของ เมทานอล 100 ไมโครลิตร + ส่วนสกัด 50 ไมโครลิตร 

ผลการทดลลองแสดงเป็นค่าเฉลี่ย ± ค่าเบี่ยงเบนมาตรฐานของการทดลองอย่างน้อย 3 ครั้งที่เป็น
อิสระต่อกัน แต่ละครั้งท า 3 ซ้ า 
 
3.3.3 ทดสอบฤทธิ์ก าจัดอนุมูลซุปเปอร์ออกไซด์  
 เตรียมสารละลายกรดแกลลิกในโซเดียมฟอตเฟสบัฟเฟอร์ ที่ความเข้มข้น 3.125, 6.25, 12.5, 25, 
50 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ตามล าดับ เตรียมสารสกัดที่ความเข้มข้น 1 และ 0.1 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร และ
สารละลายโซเดียมฟอตเฟสบัฟเฟอร์ (pH 7.4) ที่ความเข้มข้น 0.1 โมลาร์ ไว้ส าหรับใช้ละลาย NADH, NBT 
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และ PMS จากนั้นท าการปิเปตต์สารสกัดหัวกวาวเครือแดง สารสกัดเหง้ากระชายด า ต ารับยาสมุนไพรไทย
สูตร BUU-ED-B3 อย่างละ 100 ไมโครลิตร และสารละลาย NADH ที่ความเข้มข้น 468 มิลลิโมลาร์ 
สารละลาย NBT ที่ความเข้มข้น 150 มิลลิโมลาร์ สารละลาย PMS ที่ความเข้มข้น 60 มิลลิโมลาร์ ปริมาตร
อย่างละ 62.5 ไมโครลิตร ผสมสารให้เข้ากันและบ่มที่อุณหภูมิห้องในที่มืดเป็นเวลา 5 นาที น าไปวัดค่าการ
ดูดกลืนแสงที่ 560 นาโนเมตร ด้วยเครื่องวัดค่าการดูดกลืนแสงแบบไมโครเพลท โดยใช้กรดแกลลิกเป็นสาร
ควบคุมทางบวกและท าการค 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 

 
3.3.4 การเพาะเลี้ยงเซลล์  

เพาะเลี้ยงเซลล์เยื่อบุหลอดเลือดมนุษย์ (EA.hy926) ในอาหารเลี้ยงเซลล์ชนิด DMEM ที่มี phenol 
red ที่ไร้เชื้อ และเสริมด้วยซีรัมเข้มข้นร้อยละ 10 (ปริมาตรต่อปริมาตร) สารละลายยาเพนิซิลลิน (100 ยูนิ
ตต่อมิลลิลิตร) และสเตรปโตไมซิน  (100 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร) บนจานเพาะเลี้ยงเซลล์แบบจานเดี่ยวเส้นผ่าน
ศูนย์กลางขนาด 100 มิลลิเมตร และน าไปบ่มเซลล์ในตู้อบแบบใช้คาร์บอนไดออกไซด์ ที่อุณหภูมิ 37 องศา
เซลเซียส ในอากาศที่มีคาร์บอนไดออกไซด์เข้มข้นร้อยละ 5 (ปริมาตรต่อปริมาตร) เป็นเวลา 2 คืน จากนั้น
เปลี่ยนอาหารเลี้ยงเซลล์ แล้วน าเซลล์ไปบ่มในตู้อบแบบใช้คาร์บอนไดออกไซด์ต่ออีก  1 คืน เมื่อเซลล์เจริญ
เติมโตประมาณร้อยละ 80 ของจานเพาะเลี้ยง จึงท าการเก็บเซลล์ออกจากผิวภาชนะ 
 
3.3.5 การซับคัลเจอร์ด้วยเอนไซม์ทริปซิน  
 ดูดอาหารเลี้ยงเซลล์เก่าทิ้ง ล้างเซลล์ด้วยสารละลายบัฟเฟอร์ PBS ที่อุ่นปริมาตร 10 มิลลิลิตร 
จากนั้นดูดสารละลายบัฟเฟอร์ PBS ทิ้งแล้ว เติมสารละลายทริปซิน/อีดีทีเอ เข้มข้นร้อยละ 0.25 ปริมาตร 2 
มิลลิลิตร บ่มจานเพาะเซลล์ในตู้อบที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส นาน 2 นาที จากนั้นเติมอาหารเลี้ยงเซลล์
ชนิด DMEM ที่มี phenol red ที่ไร้เชื้อ และเสริมด้วยซีรัมเข้มข้นร้อยละ 10 (ปริมาตรต่อปริมาตร) ปริมาตร 
8 มิลลิลิตร ดูดอาหารเลี้ยงเซลล์ขึ้นลงหลายๆครั้งเพ่ือให้เซลล์หลุดออกจากผิวจานเพาะเซลล์  ปิเปตสาร
แขวนลอยเซลล์ใส่ในหลอด 50 มิลิลิลตร หลอดเดียวกัน น าไปปั่นเหวี่ยงที่ 900 g นาน 5 นาที ดูดอาหาร
เลี้ยงเซลล์ทิ้ง แล้วใส่อาหารเลี้ยงเซลล์ใหม่ ที่เสริมด้วยซีรัมเข้มข้นร้อยละ 10 (ปริมาตรต่อปริมาตร) ในหลอด
แล้วท าการกระจายเซลล์โดยการใช้ปิเปตดูดขึ้นลงเพ่ือให้เซลล์กระจายตัวดี ท าการนับเซลล์ที่มีชีวิตด้วยการ
ย้อมสี trypan blue เข้มข้นร้อยละ 0.4 แล้วนับเซลล์ในสไลด์ส าหรับนับเซลล์ (Hemocytometer slide) 
ภายใต้กล้องจุลทรรศน์หัวกลับ แล้วแบ่งเซลล์ลงในภาชนะอันใหม่ในอัตราส่วนที่ต้องการ 
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3.3.6 การทดสอบความมีชีวิตรอดของเซลล์โดยทดสอบกระบวนการเมแทบอลิซึม (กล่าวขวัญ ศรีสุข, 
2555)  

ท าการกระจายเซลล์ลงในจานเพาะเลี้ยงเซลล์แบบ 24 หลุม จ านวน 0.5 ×105เซลล์ต่อหลุม แล้ว
น าไปบ่มในตู้อบแบบใช้คาร์บอนไดออกไซด์ ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส นาน 24 ชั่วโมง ดูดอาหารเลี้ยง
เซลล์ทิ้ง แล้วเติมอาหารเลี้ยงเซลล์ชนิด DMEM ที่ไม่มี phenol red และซีรัม แล้วน าไปบ่มในตู้อบแบบใช้
คาร์บอนไดออกไซด์ ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส นาน 6 ชั่วโมง จากนั้นดูดอาหารเลี้ยงเซลล์ทิ้ง แล้วเติม 
อาหารเลี้ยงเซลล์ชนิด DMEM ที่ไม่เติม phenol red และซีรัมเป็นตัวควบคุมที่ไม่สัมผัสกับส่วนสกัดและไม่
ถูกกระตุ้น เติม 100 ไมโครโมลาร์ resveratrol และร้อยละ 0.2 (ปริมาตรต่อปริมาตร) DMSO ที่เจือจางโดย
อาหารเลี้ยงเซลล์ชนิด DMEM ที่ไม่เติม phenol red และซีรัม หลุมละ 500 ไมโครลิตร แล้วน าไปบ่มในตู้อบ
แบบใช้คาร์บอนไดออกไซด์ ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส นาน 24 ชั่วโมง เมื่อครบเวลาจึงเก็บอาหารเลี้ยง
เซลล์ใส่หลอดทดลองขนาด 1.5 มิลลิลิตร แล้วเติมอาหารเลี้ยงเซลล์ที่มีสารละลาย MTT ที่ความเข้มข้น 0.1 
มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร หลุมละ 500 ไมโครลิตร แล้วน าไปบ่มต่อที่ตู้อบแบบใช้คาร์บอนไดออกไซด์ 37 องศา
เซลเซียสเป็นเวลา 3 ชั่วโมง โดย MTT เป็นสารสีเหลืองละลายน้ าได้ จะเข้าไปในไมโทคอนเดรียของเซลล์ ใน
เซลล์ที่มีชีวิตจะพบแอกติวิตีของเอนไซม์ซักซิเนตดีไฮโดรจีเนส (succinate dehydrogenase) จะท าการ
รีดิวซ์ MTT  ไปเป็นผลึกฟอร์มาแซน (formazan) ที่มีสีม่วงน้ าเงิน ปริมาณของสารฟอร์มาแซนที่เกิดขึ้นเป็น
สัดส่วนโดยตรงกับปริมาณเซลล์ที่มีชีวิต เมื่อครบเวลาแล้วดูดอาหารเลี้ยงเซลล์ทิ้ง เติม DMSO หลุมละ 500 
ไมโครลิตร เพ่ือละลายผลึกฟอร์มาแซน น าไปบ่มต่อ 5 นาที จะได้สารละลายสีม่วงน้ าเงิน ดูดสารละลายจาก
แต่ละหลุม ปริมาตร 200 ไมโครลิตร ใส่ในไมโครเพลทแบบ 96 หลุม และน าไปวัดการดูดกลืนแสงที่ 550 นา
โนเมตร ด้วยเครื่องวัดการดูดกลืนแสงแบบไมโครเพลท ค านวณค่าความมีชีวิตรอดของเซลล์ในเชิงสัมพัทธ์ 
เทียบกับสภาวะของเซลล์ควบคุมท่ีไม่ได้สัมผัสกับสารทดสอบจากสูตรดังต่อไปนี้ 

เปอร์เซ็นความมีชีวิตรอดของเซลล์ = 
ค่าการดูดกลืนแสงของหลุมเซลล์ทดสอบ

ค่าการดูดกลืนแสงของหลุมเซล์ควบคุม
 × 100 

 
3.3.7 การวิเคราะห์ปริมาณไนไตรท์โดยปฏิกิริยา Griess 
 ท าการทดลองโดยการกระจายเซลล์ลงในจานเพาะเลี้ยงเซลล์แบบ 24 หลุม จ านวน 0.5 ×105เซลล์
ต่อหลุม แล้วน าไปบ่มในตู้อบแบบใช้คาร์บอนไดออกไซด์ ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส นาน 24 ชั่วโมง ดูด
อาหารเลี้ยงเซลล์ทิ้ง แล้วเติมอาหารเลี้ยงเซลล์ชนิด DMEM ที่ไม่มี phenol red และซีรัม แล้วน าไปบ่มใน
ตู้อบแบบใช้คาร์บอนไดออกไซด์ ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส นาน 6 ชั่วโมง ดูดอาหารเลี้ยงเซลล์ทิ้ง แล้ว
เติม อาหารเลี้ยงเซลล์ชนิด DMEM ที่ไม่เติม phenol red และซีรัมเป็นตัวควบคุมที่ไม่สัมผัสกับส่วนสกัดและ
ไม่ถูกกระตุ้น เติม 100 ไมโครโมลาร์ resveratrol และร้อยละ 0.2 (ปริมาตรต่อปริมาตร) DMSO ที่เจือจาง
โดยอาหารเลี้ยงเซลล์ชนิด DMEM ที่ไม่เติม phenol red และซีรัม หลุมละ 500 ไมโครลิตร แล้วน าไปบ่มใน
ตู้อบแบบใช้คาร์บอนไดออกไซด์ ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส นาน 24 ชั่วโมง เมื่อครบเวลาจึงเก็บอาหาร
เลี้ยงเซลล์ใส่หลอดทดลองขนาด 1.5 มิลลิลิตร และปั่นเหวี่ยงที่ 13,700 g นาน 5 นาที แล้วน าอาหารเลี้ยง
เซลล์  100 ไมโครลิตร ใส่ ในไมโครเพลทแบบ 96 หลุมแล้วผสมกับสารละลาย  Griess [1%N-(1-
Naphyl)ethylene-diaminedihydrocholide แ ล ะ  1 %  sulfanilamide ใน  5 %  phosphoric acid] 
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ปริมาตร 100 ไมโครลิตร และบ่มที่อุณหภูมิห้องนาน 10 นาที ก่อนน าไปวัดค่าการดูดกลืนแสง 546 นาโน
เมตร ด้วยเครื่องวัดการดูดกลืนแสงแบบไมโครเพลท ค านวณค่าความเข้มของไนไตรท์ในอาหารเลี้ยงเซลล์ที่ได้
จากกราฟมาตรฐานของโซเดียมไนไตรท์ (NaNO2) ที่ความเข้มข้น 0-50 ไมโครโมลาร์ โดยรายงานผลเป็น
อัตราส่วนระหว่างการผลิตไนตริกออกไซด์ของสารตัวอย่างกับการผลิตไนตริกออกไซด์ของกลุ่มควบคม  
 
3.3.8 การวิเคราะห์แยกสารประกอบทางเคมีโดยใช้เทคนิคโครมาโตกราฟีแบบแผ่นบาง (Thin layer 
chromatography, TLC) 

น าแผ่นทินเลเยอร์ โครมาโตกราฟี ซิลิกาเจล 60 F254 มาตัดให้มีขนาด 4x4 เซนติเมตร จุดสารสกัด
เอทานอลจากหัวกวาวเครือแดงละลายในเอทานอลร้อยละ 95 สารสกัดน้ าจากเหง้ากระชายด าละลายในน้ า
กลั่น และต ารับยาสมุนไพรไทยสูตร BUU-ED-B3 ละลายในเอทานอลร้อยละ 47.5 ลงบนแผ่น TLC (ควรจุด
สารสกัดให้ห่างจากขอบล่างของแผ่น TLC ประมาณ 0.5 เซนติเมตร) รอให้ระเหยจนแห้ง น าแผ่น TLC ที่จุด
สารสกัดเรียบร้อยแล้วมาวางในภาชนะแก้วที่บรรจุตัวท าละลายต่างๆ โดยให้มีต าแหน่งของจุดอยู่เหนือตัวท า
ละลาย ภายในภาชนะแก้วควรใส่กระดาษกรองและปิดฝาภาชนะให้สนิท เพ่ือให้ภายในภาชนะอ่ิมตัวด้ วยไอ
ของตัวท าละลาย เมื่อตัวท าละลายเคลื่อนขึ้นไปจนถึงขอบบนให้น าแผ่น TLC ออก แล้วน าไปส่องภายใต้แสงยู
วีในที่มืดเพ่ือตรวจสอบต าแหน่งของสารและวิเคราะห์แยกสารต่อไป การวิเคราะห์หาสภาวะของวัฏภาค
เคลื่อนที่ที่เหมาะสมที่ใช้แยกต ารับยาสมุนไพรไทยสูตร BUU-ED-B3 ละลายในเอทานอลร้อยละ 47.5 ด้วย
เทคนิคคอลัมน์โครมาโตกราฟี วัฏภาคเคลื่อนที่จะใช้ระบบตัวท าละลายเอทิลอะซิเตตต่อเฮกเซนในอัตราส่วน 
10 ต่อ 90, 30 ต่อ 70, 40 ต่อ 60 และระบบตัวท าละลายไดคลอโรมีเทนต่อเฮกเซนในอัตราส่วน 10 ต่อ 90, 
40 ต่อ 60, 100 ต่อ 0 พบว่า วัฏภาคเคลื่อนที่ที่แยกส่วนสกัดสมุนไพรไทยสูตร BUU-ED-B3 ละลายในเอทา
นอลร้อยละ 47.5 ด้วยเทคนิคคอลัมน์โครมาโตกราฟี วัฏภาคเคลื่อนที่ที่ใช้ คือระบบตัวท าละลายไดคลอโร
มีเทนต่อเฮกเซนในอัตราส่วน 10 ต่อ 90 
 
3.3.9 การแยกสารโดยแฟลชคอลัมน์โครมาโทกราฟี  (Flash column chromatography) 

น าต ารับยาสมุนไพรไทยสูตร BUU-ED-B3 แยกในแฟลชคอลัมน์ (คอลัมน์ปริมาตร 250 มิลลิลิตร 
ขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 3 เซนติเมตร) โดยใช้ซิลิกาที่มีมวลโมเลกุล 60.08 กรัมต่อโมล ขนาด 0.040-0.063 
มิลลิเมตร ปริมาตร 50 กรัม แช่ในตัวท าละลายไดคลอโรมีเทนต่อเฮกเซนในอัตราส่วน 10 ต่อ 90 ที่ใช้ชะ
คอลัมน์ประมาณ 30 นาที จากนั้นน าไปบรรจุลงคอลัมน์ (ซิลิกาจะมีความสูงประมาณ 14 ถึง 15 เซนติเมตร) 
แล้วล้างคอลัมน์ด้วยตัวท าละลายที่ใช้ชะคอลัมน์ และใช้ความดันช่วยในการเคลื่อนที่ของวัฏภาคเคลื่อนที่ ควร
เคาะคอลัมน์เบา ๆ เพ่ือไล่ฟองอากาศออกให้หมด ปล่อยให้ผงซิลิกานิ่งนอนก้น แล้วจึงเปิดให้ตัวท าละลาย
ไหลออกไปบ้างจนมีระดับอยู่เหนือซิลิกาเล็กน้อย ควรพยายามท าให้ผิวหน้าของซิลิกาเรียบ  

น าต ารับยาสมุนไพรไทยสูตร BUU-ED-B3 น้ าหนัก 10.00 กรัม ละลายในตัวท าละลายไดคลอโร
มีเทนประมาณ 450 มิลลิลิตรรวมกับตัวท าละลายเมทานอลประมาณ 700 มิลลิลิตร แต่เมื่อละลายแล้วเกิด
เป็นตะกอน และน าตะกอนที่เกิดขึ้นไปท าให้แห้งโดยใช้เครื่องกลั่นระเหยสารแบบหมุน และใช้เครื่องแช่เย็น
เยือกแขง็ โดยตะกอนมีน้ าหนัก 6.20 กรัม จากนั้นน าต ารับยาสมุนไพรไทยสูตร BUU-ED-B3 ส่วนใสที่ได้ผสม
กับซิลิกาปริมาณ 5.70 กรัม (ใช้ซิลิกาประมาณ 1.5 เท่าของน้ าหนักส่วนสกัดที่ใช้) ผสมสารให้เป็นเนื้อ
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เดียวกัน จากนั้นน าไปท าให้แห้งโดยใช้เครื่องกลั่นระเหยสารแบบหมุน แล้วบรรจุลงแฟลชคอลัมน์ส่วนบน ใส่
ตัวท าละลายไดคลอโรมีเทนต่อเฮกเซนในอัตราส่วน 10 ต่อ 90 และปรับผิวหน้าให้เรียบ 

ท าการแยกสารโดยใช้วัฏภาคเคลื่อนที่ในระบบ gradient elution ด้วยตัวท าละลายดังตาราง     ที่ 
3-1 โดยจะเก็บตัวท าละลายลงหลอด หลอดละปริมาตรประมาณ 28 มิลลิลิตร จ านวน 820 หลอด ยกเว้น
หลอดที่ 821 และ 822 ที่เก็บในขวดดูแรนปริมาตรประมาณ 500 มิลลิลิตร จ านวน 2 ขวด และน าตัวท า
ละลายที่ได้ในแต่ละหลอดมาจุดลงบนแผ่นTLC เพ่ือดูแบนที่ปรากฏว่ามีต าแหน่งเดียวกันหรือไม่ ถ้ามีต าแหน่ง
เดียวกัน น ามารวมเป็นแฟรกชันเดียวกัน ได้แฟรกชันทั้งหมด 13 แฟรกชัน ดังตารางที่ 3-2 และน าแฟรกชันที่
ได้ไปท าให้แห้งโดยใช้เครื่องกลั่นระเหยสารแบบหมุน และใช้เครื่องแช่เย็นเยือกแข็ง จากนั้นน าไปทดสอบฤทธิ์
ก าจัดอนุมูลซุปเปอร์ออกไซด์ การเพ่ิมการผลิตปริมาณไนตริกออกไซด์ และความมีชีวิตรอดของเซลล์เยื่อบุ
หลอดเลือดมนุษย์ต่อไป โดยการทดสอบอาหารเลี้ยงเซลล์ชนิด DMEM ที่ไม่เติม phenol red และซีรัมที่มี
ต ารับยาสมุนไพรสูตร BUU-ED-B3 และส่วนสกัดย่อยทั้ง 13 แฟรกชัน ที่ความเข้มข้น 20 และ 100 
ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ที่เจือจางจาก stock ความเข้มข้นของสารที่แตกต่างกัน โดยต ารับยาสมุนไพรสูตร 
BUU-ED-B3 และส่วนสกัดย่อยที่  BUU-ED-B3-(6-13) เจือจางจาก stock ความเข้มข้นของสารที่  50 
มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ส่วนสกัดย่อยที่ BUU-ED-B3-(1,4,5) เจือจางจาก stock ความเข้มข้นของสารที่ 25 
มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ส่วนสกัดย่อยที่ BUU-ED-B3-3 เจือจางจาก stock ความเข้มข้นของสารที่ 20 มิลลิกรัม
ต่อมิลลิลิตร และ DMSO ที่ความเข้มข้นร้อยละ 0.2, 0.4 และ 0.5 ที่เป็นตัวท าละลายสารทดสอบที่เจือจาง
จาก stock ความเข้มข้นของสารที่แตกต่างกันตามล าดับ 
 
ตารางท่ี 3-1 ตัวท าละลายที่ใช้ในการไล่ระบบ gradient 

 

Gradient ปริมาตร (มิลลิลิตร) หลอดที่ 
10%  Dichloromethane :Hexane 2,350 1-66 
20%  Dichloromethane :Hexane 2,500 67-153 
40%  Dichloromethane :Hexane 2,000 154-223 
50%  Dichloromethane :Hexane 2,600 224-313 
100% Dichloromethane :Hexane 500 314-330 

0.5%  Methanol :Dichloromethane 8,100 331-608 
1.0%  Methanol :Dichloromethane 2,000 609-678 
2.0%  Methanol :Dichloromethane 1,000 679-714 
5.0%  Methanol :Dichloromethane 1,000 715-750 
10%  Methanol :Dichloromethane 500 751-767 
20%  Methanol :Dichloromethane 1,000 768-803 
30%  Methanol :Dichloromethane 500 804-820 
50%  Methanol :Dichloromethane 1,000 821-822 
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ตารางท่ี 3-2 การรวมแฟรกชัน 

แฟรกชัน หลอดที่ 
BUU-ED-B3-1 1-49 
BUU-ED-B3-2 50-91 
BUU-ED-B3-3 92-174 
BUU-ED-B3-4 175-208 
BUU-ED-B3-5 209-235 
BUU-ED-B3-6 236-294 
BUU-ED-B3-7 295-330 
BUU-ED-B3-8 331-345 
BUU-ED-B3-9 346-410 
BUU-ED-B3-10 411-569 
BUU-ED-B3-11 570-607 
BUU-ED-B3-12 608-645 
BUU-ED-B3-13 646-822 

 
3.3.10 การแยกสารด้วยเครื่องโครมาโทกราฟฟีของเหลวสมรรถนะสูง(High Performance Liquid 
Chromatograph, HPLC)  

3.3.10.1 การเตรียมเฟสเคลื่อนที่ (Mobile Phase) 
น าตัวท าละลายที่ใช้เป็นเฟสเคลื่อนที่ ได้แก่ เมทานอล อะซีโตไนไตรล์และน้ าปราศจากไอออน 

(Deionized water) มากรองด้วย Membrane Filter แล้วโซนิเคท (sonicated) 30 นาที 
3.3.10.2 การเตรียมตัวอย่าง 
น าแฟรกชั่น BUU-ED-B3-7 และBUU-ED-B3-9  มาละลายด้วยเมทานอลหรืออะซีโตไนไตรล์

ส าหรับ HPLC ความเข้มข้น 5 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร แล้วกรองด้วย Membrane Filter น าสารละลายใส่
หลอดตัวอย่างHPLC เพ่ือเตรียมฉีดเข้าเครื่องHPLC  
 3.3.10.3 การหาสภาวะที่เหมาะสมในแยกสารออกฤทธิ์จากแฟรกชั่น BUU-ED-B3-7 และ BUU-
ED-B3-9  
 การแยกสารด้วยเครื่องHPLC (Water 600) ใช้คอลัมน์ C18(5µ x 250 mm x 4.6 mm,100A) 
อัตราการไหล 1 มิลลิลิตรต่อนาที ปริมาตรในการฉีดครั้งละ 20 ไมโครลิตร ตรวจวัดที่ 220 นาโนเมตร นาน 
30 นาที โดยใช้เฟสเคลื่อนที่อัตราส่วนที่แตกต่างกันเพ่ือหาสภาวะที่เหมาะสม แฟรกชั่น BUU-ED-B3-7 เริ่ม
จากใช้เมทานอลต่อน้ าในอัตราส่วน 20 50 และ80 ต่อ 80 50 และ20 ตามล าดับ  และอะซีโตไนไตรล์ต่อน้ า 
ในอัตราส่วน 10 20 40 และ70 ต่อ 90 80 60 และ30 ตามล าดับ พบว่าสารยังไม่ออกมาซึ่งดูได้จากการล้าง
คอลัมน์ยังพบสารอยู่ในแฟรกชั่นที่ล้างคอลัมน์ จึงท าการเพ่ิมเปอร์เซ็นต์เมทานอลต่อน้ าในอัตราส่วน 90 ต่อ 
10 และเพ่ิมเปอร์เซ็นต์อะซีโตไนไตรล์ต่อน้ าในอัตราส่วน 90 95 และ100 ต่อ 10 5 และ 0 ตามล าดับพบว่า
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สารออกมาที่อะซีโตไนไตรล์ต่อน้ าในอัตราส่วน 95 ต่อ 5 จึงเลือกใช้ในการแยกแฟรกชั่น BUU-ED-B3-7 
ส่วนแฟรกชั่น BUU-ED-B3-9 เริ่มจากใช้เมทานอลต่อน้ าในอัตราส่วน 20 50 และ80 ต่อ 80 50 และ20 
ตามล าดับ และอะซีโตไนไตรล์ต่อน้ าในอัตราส่วน 10 20 40 50 และ70 ต่อ 90 80 60 50 และ30 
ตามล าดับ พบว่าสารแยกกันได้ไม่ดีแต่แยกในเมทานอลต่อน้ าได้ดีกว่า  อะซีโตไนไตรล์ต่อน้ าแต่ยังมีบางพีคที่
เหลือบซ้อนกันจึงท าการแยกเพ่ิมที่เมทานอลต่อน้ าในอัตราส่วน 60 65 68 และ70 ต่อ 40 35 32 และ30 
ตามล าดับ พบว่าสารแยกเป็นพีคเดี่ยวไม่ซ้อนทับกันที่เมทานอลต่อน้ าในอัตราส่วน 65 ต่อ 35 จึงเลือกใช้ใน
การแยกแฟรกชั่น BUU-ED-B3-9 ในการแยกแฟรกชั่น BUU-ED-B3-9 มีการแยกสารเพ่ิมด้วยเครื่องHPLC 
(Agilent infinity 1260) แต่แยกด้วยเมทานอลต่อน้ าในอัตราส่วน 65 ต่อ 35 พีคสารออกมาชิดกันซึ่งไม่
เหมาะสมในการแยกในเครื่อง HPLC (Agilent infinity 1260) จึงท าการหาสภาวะที่เหมาะสมเพ่ิมโดยหา
สภาวะใช้เมทานอลต่อน้ าในอัตราส่วน 60 62 63 และ65 ต่อ 40 38 37 และ35 ตามล าดับ  พบว่าพีคสาร
แยกห่างจากกันเหมาะสมที่จะเก็บแฟรกชั่นที่เมทานอลต่อน้ าในอัตราส่วน 62 ต่อ 38  

ดังนั้นในการแยกสารด้วยเครื่องHPLC พบว่าสามารถแยกแฟรกชั่น BUU-ED-B3-7 ด้วยอะซีโตไน
ไตรล์ต่อน้ าในอัตราส่วน 95 ต่อ 5 และสามารถแยกได้ 4 แฟรกชั่น และแยกแฟรกชั่น BUU-ED-B3-9 ด้วยเม
ทานอลต่อน้ าในอัตราส่วน 62 ต่อ 38 และสามารถแยกได้ 8 แฟรกชั่น 
 3.3.10.4 การแยกสารออกฤทธิ์จากแฟรกชั่น BUU-ED-B3-7 และ BUU-ED-B3-9  
 เมื่อท าการหาสภาวะที่เมาะสมในการแยกสารออกฤทธิ์ได้เหมาะสมแล้ว จึงท าการรับแฟรกชั่นจาก
พีคสารที่ออกมาตามเวลาที่แตกต่างกัน ซึ่งแฟรกชั่น BUU-ED-B3-7 สามารถรับได้ 4 แฟรกชั่น และแฟรกชั่น
BUU-ED-B3-9 สามารถรับได้ 8 แฟรกชั่น เมื่อท าการรับแฟรกชั่นได้ปริมาณเยอะจึงน ามาท าให้แห้งโดยใช้
เครื่องกลั่นระเหยสารแบบหมุน และใช้เครื่องแช่เย็นเยือกแข็งแล้วน าไปการวิเคราะห์สเปกตรัมโปรตอน
นิวเคลียร์แมกเนติกเรโซแนนซ์(NMR) เพ่ือหาโครงสร้างสารออกฤทธิ์และน าไปทดสอบฤทธิ์ก าจัดอนุมูล
ซุปเปอร์ออกไซด์ การเพ่ิมการผลิตปริมาณไนตริกออกไซด์ และความมีชีวิตรอดของเซลล์เยื่อบุหลอดเลือด
มนุษย์ต่อไป  
 
3.3.11 การวิเคราะห์สเปกตรัมโปรตอนนิวเคลียร์แมกเนติกเรโซแนนซ์(NMR)   
 น าสารสกัดหัวกวาวเครือแดง เหง้ากระชายด า ต ารับยาสมุนไพรสูตร BUU-ED-B3 แฟรกชันจาก
ต ารับยาสมุนไพรสูตร BUU-ED-B3 และแฟรกชั่นย่อยของแฟรกชั่นที่ 7 และ 9 แฟรกชั่นต ารับยาสมุนไพร
สูตร BUU-ED-B3 ชั่งน้ าหนักประมาณ 5 mg มาละลายด้วยตัวท าละลายDMSO หรือ CDCl3 แล้วน า
สารละลายใส่หลอดNMR ส่งวิเคราะห์สเปกตรัมโปรตอนนิวเคลียร์แมกเนติกเรโซแนนซ์ที่ห้องปฏิบัติการ 
NMR คณะวิทยาศาสตร์ มหาวิทยาบูรพา 
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บทท่ี 4 
ผลการทดลอง 

 
4.1 ผล %yield ของสารสกัดสมุนไพรเดี่ยว และต ารับยาสมุนไพรสูตร BUU-ED-B3 
 การเตรียมสารสกัดจากหัวกวาวเครือแดงมี %yield อยู่ที่ 7.58% และสารสกัดจากเหง้ากระชายด ามี 
%yield อยู่ที ่22.41% ดังแสดงในตารางที่ 4-1 จากนั้นน าสารละลายหัวกวาวเครือแดง และเหง้ากระชายด า
มารวมกันเป็นต ารับยาสมุนไพรสูตร BUU-ED-B3 ท าให้แห้งแล้วท าการค านวณ %yield พบว่าต ารับยา
สมุนไพรสูตร BUU-ED-B3 มี %yield อยู่ที ่80.50% 
 
ตารางท่ี 4-1 ผล %yield ของสารสกัดสมุนไพรเดี่ยว และต ารับยาสมุนไพรสูตร BUU-ED-B3 

ชื่อพืชที่ใช้สกัด น้ าหนักสารสกัดหยาบ (g) % yield สารสกัดหยาบ (%) 
หัวกวาวเครือแดง 15.16 7.58 
เหง้ากระชายด า 22.41 22.41 

ต ารับยาสมุนไพรสูตร BUU-ED-B3 11.27 80.50 
 
4.2 ผลการก าจัดอนุมูล DPPH ของสารสกัดสมุนไพรเดี่ยวและต ารับยาสมุนไพรสูตร BUU-
ED-B3 
 น าสารสกัดเอทานอลจากหัวกวาวเครือแดง สารสกัดน้ าจากเหง้ากระชายด า และต ารับยาสมุนไพร
สูตร BUU-ED-B3 ที่ความเข้มข้น 0.1 และ 1 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร มาทดสอบฤทธิ์การก าจัดอนุมูล DPPH 
พบว่า สารสกัดเอทานอลจากหัวกวาวเครือแดงมีฤทธิ์การก าจัดอนุมูล DPPH เท่ากับ 95.25 ± 0.43 และ 
95.65 ± 0.50 ตามล าดับ สารสกัดน้ าจากเหง้ากระชายด ามีฤทธิ์การก าจัดอนุมูล DPPH เท่ากับ 49.65 ± 
9.027 และ 98.08± 3.18 ตามล าดับ และ ต ารับยาสมุนไพรสูตร BUU-ED-B3 มีฤทธิ์การก าจัดอนุมูล DPPH 
เท่ากับ 93.34 ± 0.99 และ 92.06± 1.52 ตามล าดับ ผลดังตารางที่ 4-2 และดังภาพที่ 4-1 
 
ตารางที่ 4-2 ผลการก าจัดอนุมูล DPPH ของสารสกัดสมุนไพรเดี่ยวและต ารับยาสมุนไพรสูตร BUU-ED-B3 
ที่ความเข้มข้นต่างๆ 

ชนิดสารตัวอย่าง 
% DPPH scavenging ที่ความเข้มข้น 

0.1 mg/ml 1 mg/ml 
สารสกัดเอทานอลจากหัวกวาวเครือแดง 95.25 ± 0.43 a 95.65 ± 0.50 a 

สารสกัดน้ าจากเหง้ากระชายด า 49.65 ± 9.03 a 98.08 ± 3.18 b 
ต ารับยาสมุนไพรสูตร BUU-ED-B3 93.34 ± 0.99 a 92.06 ± 1.52 a 

หมายเหตุ: ข้อมูลที่แสดงเป็นค่าเฉลี่ย ± ค่าเบี่ยงเบนมาตรฐานของการทดลอง 3 ซ้ า 
   a, b แสดงถึงความแตกต่างของข้อมูลในแต่ละความเข้มข้นอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (p < 0.05) 
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ภาพที่ 4-1 ร้อยละการก าจัดอนุมูล DPPH ของสารสกัดสมุนไพรเดี่ยวและต ารับยาสมุนไพร BUU-ED-B3 
ข้อมูลที่แสดงเป็นค่าเฉลี่ย ± ค่าเบี่ยงเบนมาตรฐานของการทดลอง 3 ซ้ า a, b แสดงถึงความแตกต่างของ
ข้อมูลในแต่ละความเข้มข้นอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (p < 0.05) 
 
4.3 ผลการก าจัดอนุมูลซุปเปอร์ออกไซด์ของสารสกัดสมุนไพรเดี่ยวและต ารับยาสมุนไพรสูตร 
BUU-ED-B3 
 น าสารสกัดเอทานอลจากหัวกวาวเครือแดง สารสกัดน้ าจากเหง้ากระชายด า และต ารับยาสมุนไพร
สูตร BUU-ED-B3 ที่ความเข้มข้น 0.1 และ 1 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร มาทดสอบฤทธิ์การก าจัดอนุมูล ซุปเปอร์
ออกไซด์พบว่า สารสกัดเอทานอลจากหัวกวาวเครือแดงมีฤทธิ์การก าจัดอนุมูลซุปเปอร์ออกไซด์เท่ากับ 22.48 
± 3.13และ 68.97 ± 2.14 ตามล าดับ สารสกัดน้ าจากเหง้ากระชายด ามีฤทธิ์การก าจัดอนุมูลซุปเปอร์
ออกไซด์เท่ากับ 61.17± 3.07 และ 97.90718 ± 0.43 ตามล าดับ และต ารับยาสมุนไพรสูตร BUU-ED-B3 มี
ฤทธิ์การก าจัดอนุมูลซุปเปอร์ออกไซด์เท่ากับ 33.82 ± 4.33 และ 78.86895 ± 0.65 ตามล าดับ ผลดังตาราง
ที่ 4-3 และดังภาพที่ 4-2 ซ่ึงร้อยละการก าจัดอนุมูลซุปเปอร์ออกไซด์ของสารสกัดเอทานอลจากหัวกวาวเครือ
แดง สารสกัดน้ าจากเหง้ากระชายด า และต ารับยาสมุนไพรสูตร BUU-ED-B3 มีค่าเพ่ิมขึ้นตามความเข้มข้น
เช่นเดียวกับสารละลายกรดแกลลิก ที่เป็นตัวควบคุมแบบบวก โดยสารละลายกรดแกลลิก ความเข้มข้น 3.75, 
7.5, 12.5, 25 และ 50 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร มีความสามารถในการก าจัดอนุมูลอิสระซุปเปอร์ออกไซด์
เท่ากับร้อยละ 12.48847 ± 0.302335, 17.88784 ± 0.027461, 28.43409 ± 0.925784, 46.74436 ± 
0.555565 และ 66.16655 ± 0.78706 ตามล าดับ 
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ตารางท่ี 4-3 ผลการก าจัดอนุมูลซุปเปอร์ออกไซด์ของสารสกัดสมุนไพรเดี่ยวและต ารับยาสมุนไพรสูตร BUU-
ED-B3  

ชนิดสารตัวอย่าง 
% Superoxide scavenging ที่ความเข้มข้น 
0.1 mg/ml 1 mg/ml 

สารสกัดเอทานอลจากหัวกวาวเครือแดง 22.48 ± 3.13 a 68.96 ± 2.14 a 
สารสกัดน้ าจากเหง้ากระชายด า 61.17 ± 3.07 b 97.91 ± 0.43 b 

ต ารับยาสมุนไพรสูตร BUU-ED-B3 33.82 ± 4.33 c 78.87 ± 0.65 c 
หมายเหตุ: ข้อมูลที่แสดงเป็นค่าเฉลี่ย ± ค่าเบี่ยงเบนมาตรฐานของการทดลอง 3 ซ้ า 

a, b, c แสดงถึงความแตกต่างของข้อมูลในแต่ละความเข้มข้นอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (p < 
0.05) 
 

 
ภาพที่ 4-2 ร้อยละการก าจัดอนุมูลซุปเปอร์ออกไซด์ของสารสกัดสมุนไพรเดี่ยวและต ารับยาสมุนไพรสูตร 
BUU-ED-B3 ข้อมูลที่แสดงเป็นค่าเฉลี่ย ± ค่าเบี่ยงเบนมาตรฐานของการทดลอง 3 ซ้ า a, b, c แสดงถึงความ
แตกต่างของข้อมูลในแต่ละความเข้มข้นอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (p < 0.05) 
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4.4 ผลของสารสกัดสมุนไพรเดี่ยวและต ารับยาสมุนไพรสูตร BUU-ED-B3 ต่อการผลิตไนตริก 
ออกไซด์ในเซลล์เยื่อบุหลอดเลือดมนุษย์ 
 น าสารสกัดเอทานอลจากหัวกวาวเครือแดง สารสกัดน้ าจากเหง้ากระชายด า และต ารับยาสมุนไพร
สูตร BUU-ED-B3 ที่ความเข้มข้น 20 และ 100 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร มาทดสอบฤทธิ์ในการเหนี่ยวน าการ
ผลิตไนตริกออกไซด์ในเซลล์เยื่อบุหลอดเลือดมนุษย์ EA.hy926 พบว่า สารสกัดเอทานอลจากหัวกวาวเครือ
แดงมีฤทธิ์ในการเพ่ิมปริมาณการผลิตไนตริกออกไซด์เท่ากับ 1.37 ± 0.45 และ 1.91 ± 0.85 ตามล าดับ สาร
สกัดน้ าจากเหง้ากระชายด ามีฤทธิ์ในการเพ่ิมปริมาณการผลิตไนตริกออกไซด์เท่ากับ 2.11 ± 0.38 และ 1.99 
± 0.96 ตามล าดับ และต ารับยาสมุนไพรสูตร BUU-ED-B3 มีฤทธิ์ในการเพ่ิมปริมาณการผลิตไนตริกออกไซด์
เท่ากับ 1.98 ± 0.32 และ 2.29 ± 0.06 ตามล าดับ ดังตารางที่ 4-4 ซึ่ง resveratrol ที่ความเข้มข้น 100 ไม
โครโมลาร์ ที่เป็นตัวควบคุมแบบบวกเมื่อน าไปทดสอบกับเซลล์เยื่อบุหลอดเลือด มนุษย์พบว่ามีจ านวนเท่าใน
การผลิตไนตริกออกไซด์เท่ากับ 3.33 ± 0.89 เทา่ 
 
ตารางที่ 4-4 ปริมาณการผลิตไนตริกออกไซด์ ในเซลล์เยื่อบุหลอดเลือดมนุษย์ EA.hy926 เมื่อทดสอบด้วย 
สารสกัดจากสมุนไพรเดี่ยวและต ารับยาสมุนไพรสูตร BUU-ED-B3  

สารทดสอบ 
ความเข้มข้นของสาร

ทดสอบ 
จ านวนเท่าของการผลิตไนตริกออก

ไซด์ 
Control -     1 ± 0.00 

0.2 % (v/v) DMSO -     1 ± 0.00 
Resveratrol         100 µM 3.33 ± 0.89 

สารสกัดเอทานอลจากหัวกวาวเครือแดง 
20 µg/ml 1.37 ± 0.45 

100 µg/ml 1.91 ± 0.85 

สารสกัดน้ าจากเหง้ากระชายด า 
20 µg/ml 2.11 ± 0.38 

100 µg/ml 1.99 ± 0.96 

ต ารับยาสมุนไพรสูตร BUU-ED-B3 
20 µg/ml 1.98 ± 0.32 

100 µg/ml 2.29 ± 0.06 
หมายเหตุ: ข้อมูลที่แสดงเป็นค่าเฉลี่ย ± ค่าเบี่ยงเบนมาตรฐานของการทดลอง 2 ซ้ า ที่เป็นอิสระต่อกัน    
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ภาพที่ 4-3 จ านวนเท่าของการผลิตไนตริกออกไซด์ของเซลล์เยื่อบุหลอดเลือดมนุษย์ EA.hy 926 เมื่อสัมผัส 
กับสารสกัดเอทานอลจากหัวกวาวเครือแดง สารสกัดน้ าจากเหง้ากระชายด า และต ารับยาสมุนไพรสูตร BUU-
ED-B3 ที่ความเข้มข้น 20 และ 100 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร เป็นเวลา 24 ชั่วโมง ก าหนดให้ DMSO คือเซลล์
ที่สัมผัสกับ DMSO ที่ความเข้มข้นร้อยละ 0.2 (ตัวท าละลายสารทดสอบ) และ control คือเซลล์ควบคุมที่ไม่
สัมผัสกับส่วนสกัด โดยข้อมูลที่แสดงเป็นค่าเฉลี่ย ± ค่าเบี่ยงเบนมาตรฐานของการทดลอง 2 ซ้ าที่เป็นอิสระ
ต่อกัน *p < 0.05 เมื่อเปรียบเทียบกับ control และ ###p < 0.001 เมื่อเปรียบเทียบกับเซลล์ที่สัมผัสด้วย 
DMSO ที่ความเข้มข้นร้อยละ 0.2 
 
4.5 ผลของสารสกัดสมุนไพรเดี่ยวและต ารับยาสมุนไพรสูตร BUU-ED-B3 ต่อความมีชีวิตรอด
ในเซลล์เยื่อบุหลอดเลือดมนุษย์ 

การทดสอบความมีชีวิตรอดในเซลล์เยื่อบุหลอดเลือดมนุษย์ EA.hy926 พบว่าต ารับยาสมุนไพรสูตร 
BUU-ED-B3 ที่ความเข้มข้น 20 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร มีร้อยละความมีชีวิตรอดของเซลล์เมื่อเทียบกับเซลล์
ควบคุมมีค่าเท่ากับ 100.08 ± 5.29 และที่ความเข้มข้น 100 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร มีค่าเท่ากับ 108.42 ± 
2.81 ในขณะที่สารสกัดจากหัวกวาวเครือแดงที่ความเข้มข้น 20 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร มีร้อยละความมีชีวิต
รอดของเซลล์เมื่อเทียบกับเซลล์ควบคุมมีค่าเท่ากับ 102.73 ± 8.09 และที่ความเข้มข้น 100 ไมโครกรัมต่อ
มิลลิลิตร มีร้อยละความมีชีวิตรอดของเซลล์เมื่อเทียบกับเซลล์ควบคุมมีค่าเท่ากับ 34.37 ± 7.48 และสาร
สกัดจากเหง้ากระชายด าที่ความเข้มข้น 20 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร มีร้อยละความมีชีวิตรอดของเซลล์เมื่อ
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เทียบกับเซลล์ควบคุมมีค่าเท่ากับ 98.26 ± 11.17 และที่ความเข้มข้น 100 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร มีร้อยละ
ความมีชีวิตรอดของเซลล์เมื่อเทียบกับเซลล์ควบคุมมีค่าเท่ากับ 95.86 ± 6.61 และค่าร้อยละความมีชีวิตรอด
ของเซลล์ที่สัมผัสด้วย resveratrol 100 ไมโครโมลาร์ เป็นตัวควบคุมแบบบวก มีค่าเท่ากับ 95.15 ± 0.74 
เมื่อเทยีบกับเซลล์ควบคุม ดังแสดงในตารางที่ 4-5 และภาพที่ 4-4   
 
ตารางที่ 4-5 ปริมาณร้อยละความมีชีวิตรอดในเซลล์เยื่อบุหลอดเลือดมนุษย์ EA.hy926 เมื่อทดสอบด้วยสาร
สกัดจากสมุนไพรเดี่ยวและต ารับยาสมุนไพรสูตร BUU-ED-B3  

สารทดสอบ ความเข้มข้นของสารทดสอบ ร้อยละความมีชีวิตรอดของเซลล์ 
Control -   100 ± 0.00 

0.2 % (v/v) DMSO - 100 ± 0.00 
Resveratrol        100 µM           95.15 ± 0.74 

สารสกัดเอทานอลจากหัวกวาวเครือแดง 
20 µg/ml         102.73 ± 8.09 

100 µg/ml 34.37 ± 7.48 

สารสกัดน้ าจากเหง้ากระชายด า 
20 µg/ml             98.26 ± 11.17 

100 µg/ml 95.86 ± 6.61 

ต ารับยาสมุนไพรสูตร BUU-ED-B3 
20 µg/ml 100.08 ± 5.29 

100 µg/ml 108.42 ± 2.81 
หมายเหตุ : ข้อมูลที่แสดงเป็นค่าเฉลี่ย ± ค่าเบี่ยงเบนมาตรฐานของการทดลอง 3 ซ้ า ที่เป็นอิสระต่อกัน    
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ภาพที่ 4-4 ร้อยละความมีชีวิตรอดของเซลล์เยื่อบุหลอดเลือดมนุษย์ EA.hy 926 เมื่อสัมผัส กับสารสกัดเอทา
นอลจากหัวกวาวเครือแดง สารสกัดน้ าจากเหง้ากระชายด า และต ารับยาสมุนไพรสูตร BUU-ED-B3 ที่ความ
เข้มข้น 20 และ 100 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร เป็นเวลา 24 ชั่วโมง ก าหนดให้ DMSO คือเซลล์ที่สัมผัสกับ 
DMSO ที่ความเข้มข้นร้อยละ 0.2 (ตัวท าละลายสารทดสอบ) และ control คือเซลล์ควบคุมที่ไม่สัมผัสกับ
ส่วนสกัด โดยข้อมูลที่แสดงเป็นค่าเฉลี่ย ± ค่าเบี่ยงเบนมาตรฐานของการทดลอง 3 ซ้ าที่เป็นอิสระต่อกัน โดย
ก าหนดให้   ***p < 0.001 เมื่อเปรียบเทียบกับเซลล์ที่สัมผัสด้วย DMSO ที่ความเข้มข้นร้อยละ 0.2 
 
4.6 ผลโครมาโตกราฟีแบบแผ่นบางส าหรับการหาวัฏภาคเคลื่อนที่ที่เหมาะสมของคอลัมน์ 
โครมาโตกราฟี 

น าสารสกัดเอทานอลจากหัวกวาวเครือแดง สารสกัดน้ าจากเหง้ากระชายด า และต ารับยาสมุนไพร
สูตร BUU-ED-B3 จุดลงบนแผ่น TLC เพ่ือวิเคราะห์หาสภาวะของวัฏภาคเคลื่อนที่ที่เหมาะสมที่ใช้แยกต ารับ
ยาสมุนไพรสูตร BUU-ED-B3 ด้วยเทคนิคคอลัมน์โครมาโตกราฟี วัฏภาคเคลื่อนที่ที่ใช้ คือระบบตัวท าละลาย      
ไดคลอโรมีเทนต่อเฮกเซนในอัตราส่วน 10 ต่อ 90 เนื่องจากปรากฏแถบแรกเพียงแถบเดียว และมีการ
เคลื่อนที่ของสารแถบแรกที่เหมาะสม ในขณะที่ระบบตัวท าละลายเอทิลอะซิเตดต่อเฮกเซนในอัตราส่วน 10 
ต่อ 90 ยังไม่ปรากฏแถบ ระบบตัวท าละลายเอทิลอะซิเตดต่อเฮกเซนในอัตราส่วน 30 ต่อ 70 และ 60 ต่อ 40 
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ปรากฏแถบมากกว่าหนึ่งแถบและมีการเคลื่อนที่ของสารแถบแรกที่ไม่เหมาะสม เช่นเดียวกับระบบตัวท า
ละลายไดคลอโรมีเทนต่อเฮกเซนในอัตราส่วน 40 ต่อ 60 และ 100 ต่อ 0 ดังภาพที่ 4-5  
 
(a)                                           (b)                                           (c) 

  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

(d)                                            (e)                                          (f)     
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 

ภาพที่ 4-5 ผล TLC จากการจุดสารสกัดเอทานอลจากหัวกวาวเครือแดง สารสกัดน้ าจากกระชายด า และ
ต ารับยาสมุนไพรสูตร BUU-ED-B3 ที่ระบบวัฏภาคเคลื่อนที่ เอทิลอะซิเตดต่อเฮกเซนในอัตราส่วน 10 ต่อ 90 
(a),  เอทิลอะซิเตดต่อเฮกเซนในอัตราส่วน 30 ต่อ 70 (b),  เอทิลอะซิเตดต่อเฮกเซนในอัตราส่วน 60 ต่อ 40 
(c),  ไดคลอโรมีเทนต่อเฮกเซนในอัตราส่วน 10 ต่อ 90 (d), ไดคลอโรมีเทนต่อเฮกเซนในอัตราส่วน 40 ต่อ 
60 (e) และ ไดคลอโรมีเทนต่อเฮกเซนในอัตราส่วน 100 ต่อ 0 (f) 

 
 

 

เอทิลอะซิเตดต่อเฮกเซน   
ในอัตราส่วน 30 ต่อ 70 

เอทิลอะซิเตดต่อเฮกเซน    
ในอัตราส่วน 10 ต่อ 90 

เอทิลอะซิเตดต่อเฮกเซน   
ในอัตราส่วน 60 ต่อ 40 

ไดคลอโรมีเทนต่อเฮกเซน  
ในอัตราส่วน 10 ต่อ 90 

ไดคลอโรมีเทนต่อเฮกเซน  
ในอัตราส่วน 40 ต่อ 60 

ไดคลอโรมีเทนต่อเฮกเซน  
ในอัตราส่วน 100 ต่อ 0 
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4.7 ผลการแยกสารด้วยคอลัมน์โครมาโตกราฟีของต ารับยาสมุนไพรสูตร BUU-ED-B3  
น าต ารับยาสมุนไพรสูตร BUU-ED-B3 น้ าหนัก 3.80 กรัม บรรจุลงคอลัมน์โครมาโตกราฟีแบบแฟลช

ตอลัมน์โครมาโตกราฟี ระบบ gradient elution ท าการรับแฟรกชันแล้วน าแต่ละหลอดมาจุดเทียบเพื่อดูการ
เคลื่อนที่ของสารด้วย TLC ท าการรวมแฟรกชัน น าแฟรกชันที่ได้ไปท าให้แห้งโดยใช้เครื่องกลั่นระเหยสาร
แบบหมุน และใช้เครื่องแช่เย็นเยือกแข็ง แล้วท าการค านวณหา %yield ของแต่ละแฟรกชัน ได้ผลดังตารางที่  
4-6 และภาพที่ 4-7 พบว่า น้ าหนักส่วนสกัดย่อยรวมทั้ง 13 แฟรกชัน เท่ากับ 3.5123 กรัม คิดเป็น % yield 
เท่ากับ 92.43 % แฟรกชันที่มีน้ าหนักมากที่สุดคือแฟรกชันที่ 13 มีน้ าหนัก 2.4302 กรัม คิดเป็น % yield 
63.95 % และแฟรกชันที่มีน้ าหนักน้อยที่สุดคือแฟรกชันที่ 4 มีน้ าหนักเท่ากับ 0.0163 กรัม คิดเป็น % yield 
0.43 %  

 
ตารางท่ี 4-6 น้ าหนักและ % yield ของแตล่ะแฟรกชันจากต ารับยาสมุนไพรสูตร BUU-ED-B3 

 
 
 
 
 
 
 
 

แฟรกชัน น้ าหนักสาร (กรัม) % yield 
BUU-ED-B3-1 0.1277 3.36 
BUU-ED-B3-2 0.0986 2.59 
BUU-ED-B3-3 0.0579 1.52 
BUU-ED-B3-4 0.0163 0.43 
BUU-ED-B3-5 0.0291 0.77 
BUU-ED-B3-6 0.0208 0.55 
BUU-ED-B3-7 0.1052 2.77 
BUU-ED-B3-8 0.0677 1.78 
BUU-ED-B3-9 0.3712 9.77 
BUU-ED-B3-10 0.0599 1.58 
BUU-ED-B3-11 0.0588 1.55 
BUU-ED-B3-12 0.0689 1.81 
BUU-ED-B3-13 2.4302                63.95 

รวม 3.5123 92.43 
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(a)                                (b)                                (c) 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพที่ 4-6 ผล TLC จากการสปอตเทียบส่วนสกัดย่อย 13 แฟรกชัน (BUU-ED-B3-(1-13)) เทียบกับต ารับยา
สมุนไพรสูตร BUU-ED-B3 (c) ส่วนสกัดย่อย BUU-ED-B3-(1-5) ระบบวัฏภาคเคลื่อนที่ 50% ไดคลอโรมีเทน
ต่อเฮกเซน (a),  ส่วนสกัดย่อย BUU-ED-B3-(5-9) ระบบวัฏภาคเคลื่อนที่ 80% ไดคลอโรมีเทนต่อเฮกเซน (b) 
และ ระบบวัฏภาคเคลื่อนที่ 4% เมทานอลต่อไดคลอโรมีเทน (c) 
 
4.8 การทดสอบการผลิตไนตริกออกไซด์และความมีชีวิตรอดของเซลล์ของต ารับยาสมุนไพร
สูตร BUU-ED-B3 และส่วนสกัดย่อยทั้ง 13 แฟรกชัน 
 เซลล์เยื่อบุหลอดเลือดมนุษย์สายพันธ์ EA.hy 926 ได้ถูกน าไปทดสอบด้วยส่วนสกัดย่อยทั้ง 13          
แฟรกชัน ที่ความเข้มข้น 20 และ 100 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร พบว่าผลการผลิตไนตริกออกไซด์ของเซลล์ที่
สัมผัสด้วยต ารับยาสมุนไพรสูตร BUU-ED-B3 ที่ความเข้มข้น 20 และ 100 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร มีจ านวน
เท่าของการผลิตไนตริกออกไซด์เมื่อเทียบกับเซลล์ควบคุมที่สัมผัสกับ DMSO (ความเข้มข้นร้อยละ 0.2) 
เท่ากับ 1.18 ±  0.25 และ 1.53 ±  0.39 เท่า ตามล าดับ มีร้อยละความมีชีวิตรอดของเซลล์เท่ากับ 102.71 
± 2.37 และ110.47 ± 5.25 ตามล าดับ ส่วนสกัดย่อยทั้ง 13 แฟรกชัน ส่วนสกัดย่อยที่มีจ านวนเท่าของการ
ผลิตไนตริกออกไซด์เมื่อเทียบกับเซลล์ควบคุมที่สัมผัสกับ DMSO (ความเข้มข้นร้อยละ 0.2) ที่เพ่ิมขึ้นอย่างมี
นัยส าคัญทางสถิติคือ ส่วนสกัดย่อย BUU-ED-B3-3 ที่ความเข้มข้น 100 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร มีค่าเท่ากับ 
2.35 ±  0.43 ส่วนสกัดย่อย BUU-ED-B3-5 ที่ความเข้มข้น 20 และ 100 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร มีค่าเท่ากับ 
1.77 ± 0.27และ 2.22 ± 0.24 ตามล าดับ ส่วนสกัดย่อยทั้ง 13 แฟรกชัน ที่ลดร้อยละความมีชีวิตรอดของ
เซลล์เมื่อเทียบกับเซลล์ควบคุมที่สัมผัสกับ DMSO (ความเข้มข้นร้อยละ 0.2) อย่างมีนัยส าคัญทางสถิติคือ 
ส่วนสกัดย่อย BUU-ED-B3-3 ที่ความเข้มข้น 100 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร มีค่าเท่ากับ 65.40 ± 0.87 ส่วน
สกัดย่อย BUU-ED-B3-8 ที่ความเข้มข้น 20 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร มีค่าเท่ากับ 61.93 ± 17.72 ส่วนสกัด
ย่อย BUU-ED-B3-9 ที่ความเข้มข้น 100 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร มีค่าเท่ากับ 12.37 ± 3.28 ส่วนสกัดย่อย 
BUU-ED-B3-10 ที่ความเข้มข้น 100 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร มีค่าเท่ากับ 46.71 ± 5.93 ส่วนสกัดย่อย BUU-
ED-B3-11 ที่ความเข้มข้น 100 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร มีค่าเท่ากับ 33.94 ± 1.14 และส่วนสกัดย่อยที่เหลือ
ไม่ลดความมีชีวิตรอดของเซลล์ อย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ ดังตารางที่ 4-7  

5% 
DCM:Met 
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ตารางที่ 4-7 จ านวนเท่าการผลิตไนตริกออกไซด์ และร้อยละการมีชีวิตรอดของเซลล์ เมื่อสัมผัสด้วยส่วนสกัด
ย่อยท้ัง 13 แฟรกชันที่ความเข้มข้น 20 และ 100 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร 
 

สารทดสอบ 
จ านวนเท่าของการผลิต 

ไนตริกออกไซด์ 
ร้อยละความมีชีวิตรอดของเซลล์ 

Control 1.00 ± 0.00 100.00 ± 0.00 
0.2% DMSO 1.00 ± 0.00 100.00 ± 0.00 
0.4% DMSO 1.00 ± 0.00 100.00 ± 0.00 
0.5% DMSO 1.00 ± 0.00 100.00 ± 0.00 
100µM Resveratrol 3.25 ± 0.37 97.98 ± 1.76 

BUU-ED-B3 
20 µg/ml 1.18 ± 0.25 102.71 ± 2.37 
100 µg/ml 1.53 ± 0.39 110.47 ± 5.25 

BUU-ED-B3-1 
20 µg/ml 1.33 ± 0.37 99.53 ± 3.01 
100 µg/ml 1.51 ± 0.41 114.44 ± 2.60 

BUU-ED-B3-2 
20 µg/ml 1.49 ± 0.39 126.63 ± 15.50 
100 µg/ml 1.75 ± 0.43 138.96 ± 18.25 

BUU-ED-B3-3 
20 µg/ml 1.95 ± 0.60 113.82 ± 3.01 
100 µg/ml 2.35 ± 0.43 65.40 ± 0.87 

BUU-ED-B3-4 
20 µg/ml 1.21 ± 0.31 116.38 ± 5.69 
100 µg/ml 1.15 ± 0.13 92.99 ± 13.28 

BUU-ED-B3-5 
20 µg/ml 1.77 ± 0.27 135.99 ± 6.48 
100 µg/ml 2.22 ± 0.24 93.79 ± 12.19 

BUU-ED-B3-6 
 20 µg/ml 1.09 ± 0.03 100.20 ± 2.35 
100 µg/ml 1.24 ± 0.12 104.93 ± 3.11 

BUU-ED-B3-7 
 20 µg/ml 1.45 ± 0.13 139.49 ± 13.23 
100 µg/ml 1.52 ± 0.16 129.68 ± 6.38 

BUU-ED-B3-8 
 20 µg/ml 1.61 ± 0.61 61.93 ± 17.72 
100 µg/ml 1.85 ± 0.24 91.29 ± 20.33 

BUU-ED-B3-9 
 20 µg/ml 1.35 ± 0.27 103.69 ± 20.38 
100 µg/ml 2.11 ± 0.52 12.37 ± 3.28 

BUU-ED-B3-10 
 20 µg/ml 0.86 ± 0.21 113.04 ± 12.67 
100 µg/ml 1.23 ± 0.15 46.71 ± 5.93 
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ตารางที่ 4-7 (ต่อ) จ านวนเท่าการผลิตไนตริกออกไซด์ และร้อยละการมีชีวิตรอดของเซลล์ เมื่อสัมผัสด้วย
ส่วนสกัดย่อยทั้ง 13 แฟรกชันที่ความเข้มข้น 20 และ 100 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร 

สารทดสอบ 
จ านวนเท่าของการผลิต 

ไนตริกออกไซด์ 
ร้อยละความมีชีวิตรอดของเซลล์ 

BUU-ED-B3-11 
 20 µg/ml 0.98 ± 0.51 110.69 ± 12.73 
100 µg/ml 1.45 ± 0.32 33.94 ± 1.14 

BUU-ED-B3-12 
20 µg/ml 1.24 ± 0.09 105.85 ± 9.44 

100 µg/ml 1.78 ± 0.30 78.94 ± 22.26 

BUU-ED-B3-13 
20 µg/ml 1.29 ± 0.09 98.68 ± 3.28 

100 µg/ml 1.02 ± 0.09 94.08 ± 4.34 
หมายเหตุ : ข้อมูลที่แสดงเป็นค่าเฉลี่ย ± ค่าเบี่ยงเบนมาตรฐานของการทดลอง 3 ซ้ า ที่เป็นอิสระต่อกัน    
 

 
ภาพที่ 4-7  จ านวนเท่าของการผลิตไนตริกออกไซด์ของเซลล์เยื่อบุหลอดเลือดมนุษย์ EA.hy 926 เมื่อสัมผัส 
กับส่วนสกัดย่อยทั้ง 13 แฟรกชันที่แยกจากต ารับยาสมุนไพรสูตร BUU-ED-B3 ที่ความเข้มข้น 20 และ 100 
ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร เป็นเวลา 24 ชั่วโมง โดยข้อมูลที่แสดงเป็นค่าเฉลี่ย ± ค่าเบี่ยงเบนมาตรฐานของการ
ทดลอง 3 ซ้ าที่เป็นอิสระต่อกัน โดยข้อมูลที่แสดงเป็นค่าเฉลี่ย ± ค่าเบี่ยงเบนมาตรฐานของการทดลอง 3 ซ้ า
ที่เป็นอิสระต่อกัน โดยก าหนดให้ ***p < 0.001 เมื่อเปรียบเทียบกับเซลล์ที่สัมผัสกับ DMSO ที่ความเข้มข้น
ร้อยละ 0.2 #p < 0.05 และ ###p < 0.001 เมื่อเปรียบเทียบกับเซลล์ที่สัมผัสกับ DMSO ที่ความเข้มข้นร้อย
ละ 0.4 และ +p < 0.05 เมื่อเปรียบเทยีบกับเซลล์ที่สัมผัสด้วย DMSO ที่ความเข้มข้นร้อยละ 0.5 
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ภาพที่ 4-8 ร้อยละความมีชีวิตรอดในเซลล์เยื่อบุหลอดเลือดมนุษย์ EA.hy 926 เมื่อสัมผัส กับส่วนสกัดย่อย
ทั้ง 13 แฟรกชันที่แยกจากต ารับยาสมุนไพรสูตร BUU-ED-B3 ที่ความเข้มข้น 20 และ 100 ไมโครกรัมต่อ
มิลลิลิตร เป็นเวลา 24 ชั่วโมง โดยข้อมูลที่แสดงเป็นค่าเฉลี่ย ± ค่าเบี่ยงเบนมาตรฐานของการทดลอง 3 ซ้ าที่
เป็นอิสระต่อกัน โดยก าหนดให้ *p < 0.05 และ ***p < 0.001 เมื่อเปรียบเทียบกับเซลล์ที่สัมผัสด้วย DMSO 
ที่ความเข้มข้นร้อยละ 0.2 ###p < 0.001 เมื่อเปรียบเทียบกับเซลล์ที่สัมผัสกับ DMSO ที่ความเข้มข้นร้อยละ 
0.4 และ      +++p < 0.001 เมื่อเปรียบเทียบกับเซลล์ที่สัมผัสด้วย DMSO ที่ความเข้มข้นร้อยละ 0.5 
 
4.9 ผลการก าจัดอนุมูลซุปเปอร์ออกไซด์ของต ารับยาสมุนไพรสูตร BUU-ED-B3 และส่วน
สกัดย่อยทั้ง 13 แฟรกชัน 

น าต ารับยาสมุนไพรไทยสูตร BUU-ED-B3 และส่วนสกัดย่อยทั้ง 13 แฟรกชัน ที่ความเข้มข้น 100 
ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร มาทดสอบฤทธิ์การก าจัดอนุมูลซุปเปอร์ออกไซด์พบว่า ต ารับยาสมุนไพรไทยสูตร 
BUU-ED-B3 ที่ละลายในเอทานอลร้อยละ 47.5 มีฤทธิ์การก าจัดอนุมูลซุปเปอร์ออกไซด์เท่ากับ 32.26 ± 
9.60 และส่วนสกัดย่อย ที่มีฤทธิ์การก าจัดอนุมูลซุปเปอร์ออกไซด์และไม่แตกต่างจากต ารับยาสมุนไพรสูตร 
BUU-ED-B3 อย่างมีนัยส าคัญทางสถิติคือ ส่วนสกัดย่อย BUU-ED-B3-4 มีค่าเท่ากับ21.74 ± 2.43 ส่วนสกัด
ย่อย BUU-ED-B3-8 มีค่าเท่ากับ 10.46 ± 2.08 ส่วนสกัดย่อย BUU-ED-B3-10 มีค่าเท่ากับ 17.82 ± 4.06 
ส่วนสกัดย่อย BUU-ED-B3-11 มีค่าเท่ากับ 10.94 ±4.83 ส่วนสกัดย่อย BUU-ED-B3-13 มีค่าเท่ากับ 20.12 
± 2.05 และส่วนสกัดย่อยทั้ง 13 แฟรกชัน ที่ไม่มีฤทธิ์การก าจัดอนุมูลซุปเปอร์ออกไซด์อย่างมีนัยส าคัญทาง
สถิติคือ ส่วนสกัดย่อย BUU-ED-B3-2 มีค่าเท่ากับ -96.03 ± 4.68 ดังภาพที่ 4-10 และสารละลายกรดแกล
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ลิกที่ เป็นตัวควบคุมแบบบวก ที่ความเข้มข้น 3.75, 7.5, 12.5, 25 และ 50 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร มี
ความสามารถในการก าจัดอนุมูลอิสระซุปเปอร์ออกไซด์เท่ากับร้อยละ 11.34 ± 0.24, 16.22 ± 0.28, 27.21 
± 2.42, 40.65 ± 2.16 และ 56.63 ± 2.37 ตามล าดับ 
 
ตารางที่ 4-8 ผลการก าจัดอนุมูลซุปเปอร์ออกไซด์ของต ารับยาสมุนไพรสูตร BUU-ED-B3 และส่วนสกัดย่อย
ทั้ง 13 แฟรกชัน 

สารทดสอบ % Superoxide scavenging 
100 µg/ml BUU-ED-B3  32.26 ± 9.60 a 
100 µg/ml BUU-ED-B3-1   2.56 ± 0.74 b 
100 µg/ml BUU-ED-B3-2  -96.03 ± 4.68 c 
100 µg/ml BUU-ED-B3-3 -15.99 ± 1.56 b 
100 µg/ml BUU-ED-B3-4 21.74 ± 2.43 a 
100 µg/ml BUU-ED-B3-5 -29.45 ± 4.87 d 
100 µg/ml BUU-ED-B3-6 -12.73 ± 1.91 b 
100 µg/ml BUU-ED-B3-7   2.54 ± 0.80 b 
100 µg/ml BUU-ED-B3-8 10.46 ± 2.08 a 
100 µg/ml BUU-ED-B3-9  -2.15 ± 1.39 b 
100 µg/ml BUU-ED-B3-10 17.82 ± 4.06 a 
100 µg/ml BUU-ED-B3-11 10.94 ±4.83 a 
100 µg/ml BUU-ED-B3-12   -9.36 ± 1.07 b 
100 µg/ml BUU-ED-B3-13  20.12 ± 2.05 a 

หมายเหตุ ; ข้อมูลที่แสดงเป็นค่าเฉลี่ย ± ค่าเบี่ยงเบนมาตรฐานของการทดลอง 3 ซ้ า 
     a, b, c, d แสดงถึงความแตกต่างของข้อมูลในแต่ละความเข้มข้นและแต่ละตัวอย่างมีนัยส าคัญ
ทางสถิติ (p < 0.05) 
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ภาพที่ 4-9 ร้อยละการก าจัดอนุมูลซุปเปอร์ออกไซด์ของต ารับยาสมุนไพรสูตร BUU-ED-B3 และส่วนสกัด
ย่อยทั้ง 13 แฟรกชัน ข้อมูลที่แสดงเป็นค่าเฉลี่ย ± ค่าเบี่ยงเบนมาตรฐานของการทดลอง 3 ซ้ า a, b, c, d 
แสดงถึงความแตกต่างของข้อมูลในแต่ละตัวอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (p < 0.05) 
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4.10 ผลการเลือกส่วนสกัดย่อยเพื่อน ามาแยกสารออกฤทธิ์จากต ารับยาใหม่ของสมุนไพรสูตร 
BUU-ED-B3 
 การเลือกส่วนสกัดย่อยเพ่ือน ามาแยกสารออกฤทธิ์จากต ารับยาใหม่ของสมุนไพรสูตร BUU-ED-B3 
ต้องนอยู่กับขึ้นอยู่กับปัจจัยทางเคมี เช่น %yield TLC NMR และแอคติวิตี้ของส่วนสกัดย่อย เช่น การก าจัด
อนุมูลซุปเปอร์ออกไซด์ ร้อยละความมีชีวิตรอดและจ านวนเท่าของการผลิตไนตริกออกไซด์ในเซลล์เยื่อบุ
หลอดเลือดมนุษย์ EA.hy 926 จึงได้ท าการเลือกแฟรกชั่นย่อย BUU-ED-B3-7 ซึ่งมี%yield เท่ากับ 2.77 
แบนTLC ที่ชัดเจน 1 แบน สเปกตรัมNMRเกือบเพียวริตี้  มีฤทธิ์ในการก าจัดซุปเปอร์ออกไซด์ เท่ากับ 
2.54±0.80 สามารถเพ่ิมจ านวนเท่าการผลิตไนตริกออกไซด์ที่ความเข้มข้น 100 µg/ml และ 20 µg/ml ได้
เท่ากับ 1.52 ± 0.16 และ1.45 ± 0.13 ตามล าดับและไม่เป็นพิษกับเซลล์ และ BUU-ED-B3-9 ซึ่งมี%yield 
เท่ากับ 9.77 แบนTLC ที่ชัดเจน 1 แบนและตรงกับแบนของต ารับยาสมุนไพรBUU-ED-B3 สเปกตรัมNMR
เกือบเพียวริตี้ สามารถเพ่ิมจ านวนเท่าการผลิตไนตริกออกไซด์ที่ความเข้มข้น 100 µg/ml และ 20 µg/ml ได้
เท่ากับ 2.11 ± 0.52และ1.35 ± 0.27ตามล าดับ 
 
ตารางที่ 4-9 % yield TLC NMR การก าจัดอนุมูลซุปเปอร์ออกไซด์ ร้อยละความมีชีวิตรอดและจ านวนเท่า
ของการผลิตไนตริกออกไซด์ในเซลล์เยื่อบุหลอดเลือดมนุษย์ EA.hy 926 ของแต่ละแฟรกชันจากต ารับยา
สมุนไพรสูตร BUU-ED-B3 

แฟรกชัน 
% 

yield 

 
 TLC 

 
NMR 

% Superoxide 
scavenging 
(100 µg/ml) 

จ านวนเท่า
ของการผลิต
ไนตริกออก
ไซด์(100 
µg/ml) 

ร้อยละความมี
ชีวิตรอดของเซลล์

(100 µg/ml) 

BUU-ED-B3-1 3.36 แบนไม่ชัด  32.26 ± 9.60 a 1.51 ± 0.41 114.44 ± 2.60 
BUU-ED-B3-2 2.59 มีแบน 3 แบน  2.56 ± 0.74 b 1.75 ± 0.43 138.96 ± 18.25 
BUU-ED-B3-3 1.52 มีแบน 1 แบน  -96.03 ± 4.68 c 2.35 ± 0.43 65.40 ± 0.87 
BUU-ED-B3-4 0.43 มีแบน 1 แบน  -15.99 ± 1.56 b 1.15 ± 0.13 92.99 ± 13.28 
BUU-ED-B3-5 0.77 มีแบน 1 แบน  21.74 ± 2.43 a 2.22 ± 0.24 93.79 ± 12.19 
BUU-ED-B3-6 0.55 มีแบน 1 แบน  -12.73 ± 1.91 b 1.24 ± 0.12 104.93 ± 3.11 

BUU-ED-B3-7 2.77 
เห็นแบนเดี่ยว

ชัดเจน 
เกือบ 
purity 

2.54 ± 0.80 b 1.52 ± 0.16 129.68 ± 6.38 

BUU-ED-B3-8 1.78 มีแบน 1 แบน  10.46 ± 2.08 a 1.85 ± 0.24 91.29 ± 20.33 

BUU-ED-B3-9 9.77 

เห็นแบนเดี่ยว
ชัดเจน 
ตรงกับ

Control 

เกือบ 
purity 

-2.15 ± 1.39 b 2.11 ± 0.52 12.37 ± 3.28 
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ตารางที่ 4-9 (ต่อ) % yield TLC NMR การก าจัดอนุมูลซุปเปอร์ออกไซด์ ร้อยละความมีชีวิตรอดและ
จ านวนเท่าของการผลิตไนตริกออกไซด์ในเซลล์เยื่อบุหลอดเลือดมนุษย์ EA.hy 926 ของแต่ละแฟรกชันจาก
ต ารับยาสมุนไพรสูตร BUU-ED-B3 

แฟรกชัน 
% 

yield 

 
 TLC 

 
NMR 

% Superoxide 
scavenging 
(100 µg/ml) 

จ านวนเท่า
ของการผลิต
ไนตริกออก
ไซด์(100 
µg/ml) 

ร้อยละความมี
ชีวิตรอดของเซลล์

(100 µg/ml) 

BUU-ED-B3-
10 

1.58 
มีแบน 1 แบน  17.82 ± 4.06 a 1.23 ± 0.15 46.71 ± 5.93 

BUU-ED-B3-
11 

1.55 
มีแบน 2 แบน  10.94 ±4.83 a 1.45 ± 0.32 33.94 ± 1.14 

BUU-ED-B3-
12 

1.81 
มีแบน 2 แบน  -9.36 ± 1.07 b 1.78 ± 0.30 78.94 ± 22.26 

BUU-ED-B3-
13 

63.9
5 

ไม่เห็น  20.12 ± 2.05 a 1.02 ± 0.09 94.08 ± 4.34 

หมายเหตุ ; ข้อมูลที่แสดงเป็นค่าเฉลี่ย ± ค่าเบี่ยงเบนมาตรฐานของการทดลอง 3 ซ้ า 
     a, b, c, d แสดงถึงความแตกต่างของข้อมูลในแต่ละความเข้มข้นและแต่ละตัวอย่างมีนัยส าคัญ
ทาง   
     สถิติ (p < 0.05) 

 
4.11 ผลการหาสภาวะที่เหมาะสมในแยกสารออกฤทธิ์จากแฟรกชั่น BUU-ED-B3-7 และ 

BUU-ED-B3-9 ด้วย High Performance Liquid Chromatography (HPLC) 
 จากการเลือกส่วนสกัดย่อยเพ่ือน ามาแยกสารออกฤทธิ์จากต ารับยาใหม่ของสมุนไพรสูตร BUU-ED-
B3 ซึ่งได้เลือกแฟรกชั่น BUU-ED-B3-7 และ BUU-ED-B3-9 แล้วจึงท าการหาสภาวะที่เหมาะสมในการแยก
สารด้วยHPLC โดยใช่เฟสเคลื่อนที่ต่างชนิดกัน คือ เมทานอลต่อน้ า และอะซีโตไนไตรล์ต่อน้ า พบว่าการแยก
สารออกฤทธิ์จากแฟรกชั่น BUU-ED-B3-7 ใช้อะซีโตไนไตรล์ต่อน้ าจะแยกสารออกมาดีกว่าเมทานอลต่อน้ า 
จึงใช้อะซีโตไนไตรล์ต่อน้ าในอัตราส่วน 95 ต่อ 5 ในการแยกจากเครื่องHPLC Water 600 ซึ่งแยกรับสารได้ 4 
แฟรกชั่น ส่วนแฟรกชั่น BUU-ED-B3-9 จะใช้เมทานอลต่อน้ า ซึ่งสามารถแยกพีคสารออกมาห่างกันเหมาะสม
ในการรับแฟรกชั่นได้ดีกว่าอะซีโตไนไตรล์ จึงใช้เมทานอลต่อน้ าในอัตราส่วน 62 ต่อ 38 และ 65 ต่อ 35 จาก
เครื่องHPLC Agilent infinity 1260 และเครื่องHPLC Water 600 ในการแยกตามล าดับ ซึ่งแยกรับสารได้ 8          
แฟรกชั่น ซึ่งอัตราส่วนเฟสเคลื่อนท่ีแตกต่างกันเล็กน้อยเมื่อใช้เครื่องHPLC ที่แตกต่างกัน 
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ตารางที่ 4-10 การหาสภาวะที่เหมาะสมในแยกสารออกฤทธิ์จากแฟรกชั่น BUU-ED-B3-7 จากเครื่องHPLC 
Water 600   

เฟส
เคลื่อนที่ 

โครมาโตแกรม ล้างคอลัมน์ 

20%  
Met:H2O 

  
50% 

Met:H2O  

  
80% 

Met:H2O 
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ตารางที่ 4-10 (ต่อ) การหาสภาวะที่เหมาะสมในแยกสารออกฤทธิ์จากแฟรกชั่น BUU-ED-B3-7 จากเครื่อง
HPLC Water 600   

เฟส
เคลื่อนที่ 

โครมาโตแกรม ล้างคอลัมน์ 

90% 
Met:H2O  

 
 

10% 
ACN:H2O 

 
 

20 
ACN:H2O 
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ตารางที่ 4-10 (ต่อ) การหาสภาวะที่เหมาะสมในแยกสารออกฤทธิ์จากแฟรกชั่น BUU-ED-B3-7 จากเครื่อง
HPLC Water 600   

เฟส
เคลื่อนที่ 

โครมาโตแกรม ล้างคอลัมน์ 

40 
ACN:H2O 

  
70 

ACN:H2O 

  
90 

ACN:H2O 
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ตารางที่ 4-10 (ต่อ) การหาสภาวะที่เหมาะสมในแยกสารออกฤทธิ์จากแฟรกชั่น BUU-ED-B3-7 จากเครื่อง
HPLC Water 600   

เฟส
เคลื่อนที่ 

โครมาโตแกรม ล้างคอลัมน์ 

95 
ACN:H2O 

  

100 
ACN:H2O 

 
 

 

หมายเหตุ ; 1, 2, 3 และ4 คือล าดบัการรับแฟรกชัน่ 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

4 
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ตารางที่ 4-11 การหาสภาวะที่เหมาะสมในแยกสารออกฤทธิ์จากแฟรกชั่น BUU-ED-B3-9 จากเครื่องHPLC 
Water 600   

เฟส
เคล่ือนท่ี 

โครมาโตรแกรม ล้างคอลัมน์ 

20%  
Met:H2O 

  

50%  
Met:H2O 

  
60%  

Met:H2O 

 
 

หมายเหตุ ; 1, 2, 3, 4, 5, 6 ,7 และ8 คือล าดบัการรับแฟรกชัน่ 
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ตารางที่ 4-11 (ต่อ) การหาสภาวะที่เหมาะสมในแยกสารออกฤทธิ์จากแฟรกชั่น BUU-ED-B3-9 จากเครื่อง
HPLC Water 600   

เฟส
เคลื่อนที่ 

โครมาโตแกรม ล้างคอลัมน์ 

65%  
Met:H2O 

  
68%  

Met:H2O 

  

70%  
Met:H2O 

  
 
 
 
 

8 
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ตารางที่ 4-11 (ต่อ) การหาสภาวะที่เหมาะสมในแยกสารออกฤทธิ์จากแฟรกชั่น BUU-ED-B3-9 จากเครื่อง
HPLC Water 600   

เฟส
เคลื่อนที่ 

โครมาโตแกรม ล้างคอลัมน์ 

80%  
Met:H2O 

  
10% 

ACN:H2O 

  
20% 

ACN:H2O 
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ตารางที่ 4-11 (ต่อ) การหาสภาวะที่เหมาะสมในแยกสารออกฤทธิ์จากแฟรกชั่น BUU-ED-B3-9 จากเครื่อง
HPLC Water 600   

เฟส
เคลื่อนที่ 

โครมาโตแกรม ล้างคอลัมน์ 

40% 
ACN:H2O 

  

50% 
ACN:H2O 

  
70% 

ACN:H2O 
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ตารางที่ 4-12 การหาสภาวะที่เหมาะสมในแยกสารออกฤทธิ์จากแฟรกชั่น BUU-ED-B3-9จากเครื่องHPLC 
Agilent infinity 1260 

เฟส
เคลื่อนที่ 

โครมาโตแกรม 

60%  
Met:H2O 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 
 

62%  
Met:H2O 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

หมายเหตุ ; 1, 2, 3, 4, 5, 6 ,7 และ8 คือล าดบัการรับแฟรกชัน่ 
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ตารางที่ 4-12 (ต่อ) การหาสภาวะที่เหมาะสมในแยกสารออกฤทธิ์จากแฟรกชั่น BUU-ED-B3-9จากเครื่อง
HPLC Agilent infinity 1260 

เฟส
เคลื่อนที่ 

โครมาโตแกรม 

63%  
Met:H2O 

 
65%  

Met:H2O 
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4.12 ผลการแยกสารด้วยเครื่องโครมาโทกราฟฟีของเหลวสมรรถนะสูง (High 
Performance Liquid Chromatograph, HPLC)  

เมื่อท าการหาสภาวะที่เหมาะสมในการแยกสารออกฤทธิ์ของจากแฟรกชั่น BUU-ED-B3-7 และ 
BUU-ED-B3-9 และเลือกสภาวะที่เหมาะสมแล้ว จึงท าการรับแฟรกชั่น โดยแฟรกชั่น  BUU-ED-B3-7 แยก
ด้วยอะซีโตไนไตรล์ต่อน้ าในอัตร่าวน 95 ต่อ 5 น้ าหนักสารที่น ามาแยกทั้งหมด 13.9 มิลลิกรัม ท าการรับ 4 
แฟรกชั่น และแฟรกชั่น BUU-ED-B3-9 แยกด้วยเมทานอลต่อน้ าในอัตราส่วน 62 ต่อ 38 น้ าหนักสารที่น ามา
แยกทั้งหมด 130 มิลลิกรัม ท าการรับ 8 แฟรกชั่น น าแฟรกชันที่ได้ไปท าให้แห้งโดยใช้เครื่องกลั่นระเหยสาร
แบบหมุน และใช้เครื่องแช่เย็นเยือกแข็ง แล้วท าการค านวณหา %yield ของแต่ละแฟรกชัน ได้ผลดังตารางที่ 
4-13 และ 4-14 ตามล าดับ พบว่า แฟรกชั่น BUU-ED-B3-7 มีน้ าหนักส่วนสกัดย่อยรวมทั้ง 4 แฟรกชัน 
เท่ากับ 7.4 มิลลิกรัม คิดเป็น % yield เท่ากับ 53.23 % แฟรกชันที่มีน้ าหนักมากที่สุดคือแฟรกชันที่ 1 และ 
2 มีน้ าหนัก 3.1 มิลลิกรัม คิดเป็น % yield 22.30 % และแฟรกชันที่มีน้ าหนักน้อยที่สุดคือแฟรกชันที่ 4 มี
น้ าหนักเท่ากับ 0.3 มิลลิกรัม คิดเป็น % yield 2.16 % และแฟรกชั่น BUU-ED-B3-9 มีน้ าหนักส่วนสกัดย่อย
รวมทั้ง 8 แฟรกชัน เท่ากับ 109.28 มิลลิกรัม คิดเป็น % yield เท่ากับ 84.04 % แฟรกชันที่มีน้ าหนักมาก
ที่สุดคือแฟรกชันที่ 3 มีน้ าหนัก 36.19 มิลลิกรัม คิดเป็น % yield 27.84 % และแฟรกชันที่มีน้ าหนักน้อย
ที่สุดคือแฟรกชันที่ 2 มีน้ าหนักเท่ากับ 6 มิลลิกรัม คิดเป็น % yield 4.6 % 
 

ตารางท่ี 4-13 น้ าหนักและ % yield ของแต่ละแฟรกชัน BUU-ED-B3-7 
แฟรกชั่น น้ าหนักสาร (มิลลิกรัม) % yield 

BUU-ED-B3-7-1 3.1 22.30 
BUU-ED-B3-7-2 3.1 22.30 
BUU-ED-B3-7-3 0.9 6.47 
BUU-ED-B3-7-4 0.3 2.16 

รวม 7.4 53.23 
 
ตารางท่ี 4-14 น้ าหนักและ % yield ของแต่ละแฟรกชัน BUU-ED-B3-9 

แฟรกชั่น น้ าหนักสาร (มิลลิกรัม) % yield 
BUU-ED-B3-9-1 11.83 9.1 
BUU-ED-B3-9-2 6 4.6 
BUU-ED-B3-9-3 36.19 27.84 
BUU-ED-B3-9-4 14.27 10.98 
BUU-ED-B3-9-5 14.34 11.03 
BUU-ED-B3-9-6 3.75 2.88 
BUU-ED-B3-9-7 7.19 5.53 
BUU-ED-B3-9-8 15.71 12.08 

รวม 109.28 84.04 
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4.13 การวิเคราะห์โครงสร้างของสารโดยนิวเคลียร์แมกเนติกเรโซแนนซ์ (NMR) 
น าสารสกัดหัวกวาวเครือแดง เหง้ากระชายด า ต ารับยาสมุนไพรสูตร BUU-ED-B3 แฟรกชันจาก

ต ารับยาสมุนไพรสูตร BUU-ED-B3 และแฟรกชั่นย่อยของแฟรกชั่นที่ 7 และ 9 แฟรกชั่นต ารับยาสมุนไพร
สูตร BUU-ED-B3 ไปการวิเคราะห์สเปกตรัมโปรตอนนิวเคลียร์แมกเนติกเรโซแนนซ์ (NMR) เพ่ือหาโครงสร้าง
สารออกฤทธิ์ ดังแสดงในภาพที่ 4.10 – 4.12 น าสารที่แยกได้จากแฟรกชั่นย่อย BUU-ED-B3-9 มาพิสูจน์
โครงสร้างโดยเทคนิค NMR และเปรียบเทียบข้อมูลกับสเปกตรัมของ NMR ของรายงานก่อนหน้านี้ 
(Sutthanut et al., 2007) พบว่าสเปกตรัมของสารที่แยกได้จากแฟรกชั่นย่อย BUU-ED-B3-9-2  คือ 
5,7,3’,4’-tetramethoxyflavone (ภาพที่ 4.13a) จากแฟรกชั่นย่อย BUU-ED-B3-9-3  คือ 3,5,7,3’4’-
pentamethoxyflavone ( ภ า พ ที่  4.13b) จ า ก แ ฟ ร ก ชั่ น ย่ อ ย  BUU-ED-B3-9-4  คื อ  5,7-
dimethoxyflavone (ภาพที่ 4.13c) จากแฟรกชั่นย่อย BUU-ED-B3-9-5  คือ 5,7,4’-trimethoxyflavone 
(ภาพที่  4.13d) จากแฟรกชั่นย่อย  BUU-ED-B3-9-6  คือ 3,5,7-trimethoxyflavone (ภาพที่  4.13e) 
จากแฟรกชั่นย่อย BUU-ED-B3-9-7 คือ 3,5,7,4’-tetramethoxyflavone (ภาพที่ 4.13f) โครงสร้างและ
ข้อมูลทางสเปกโทรสโคปีของสาร แสดงในภาพที ่4.14 – 4.19     
(a) 
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(b) 

 
(c) 

 
 
ภาพที่ 4.10 ผลสเปกตรัมโปรตอนนิวเคลียร์แมกเนติกเรโซแนนซ์ (NMR) ของสารสกัดสมุนไพรเดี่ยว และ
ต ารับยาสมุนไพรสูตร BUU-ED-B3  หัวกวาวเครือแดง (a), เหง้ากระชายด า (b) และต ารับยาสมุนไพรสูตร 
BUU-ED-B3 (c  
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(a) 

   
 
 

(b) 
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(c) 

 
 
(d) 
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(e) 

 
 
(f) 
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(g) 

 
(h) 

 
ภาพที ่4.11 ผลสเปกตรัมโปรตอนนิวเคลียร์แมกเนติกเรโซแนนซ์ (NMR) แฟรกชั่นของต ารับยาสมุนไพรสูตร 
BUU-ED-B3 คือ BUU-ED-B3-2 (a), BUU-ED-B3-3(b), BUU-ED-B3-5 (c), BUU-ED-B3-7 (d), BUU-ED-
B3-8 (e), BUU-ED-B3-9 (f), BUU-ED-B3-10 (g) และ BUU-ED-B3-13 (h) 
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(a) 

 
 (b) 

 

 
ภาพที ่4.12 ผลสเปกตรัมโปรตอนนิวเคลียร์แมกเนติกเรโซแนนซ์(NMR) ของแฟรกชั่นย่อยของ BUU-ED-
B3-7 คือ BUU-ED-B3-7-1 (a), BUU-ED-B3-7-2(b) 
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(a) 

 
(b) 
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(c) 

 
(d) 
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(e) 

 
(f) 

 
ภาพที ่4.13 ผลสเปกตรัมโปรตอนนิวเคลียร์แมกเนติกเรโซแนนซ์(NMR) ของแฟรกชั่นย่อยของ BUU-ED-
B3-9 คือ BUU-ED-B3-9-2 (a), BUU-ED-B3-9-3 (b), BUU-ED-B3-9-4 (c), BUU-ED-B3-9-5 (d), BUU-
ED-B3-9-6 (e) และ BUU-ED-B3-9-7 (f) 
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ข้อมูลทางสเปกโทรสโคปีท่ีได้จาก NMR ของสาร 5,7,3’,4’-tetramethoxyflavone 
1H NMR (CDCl3, 400 MHz):  3.92 (3H, s, OCH3), 3.96 (3H, s, OCH3), 3.97 (3H, s, OCH3), 

3.98 (3H, s, OCH3), 6.39 (1H, d, J=2 Hz), 6.57 (1H, d, J=2 Hz), 6.61 (1H, s) 6.97 (1H, d, J=8 Hz), 
7.33 (1H, d, J=2 Hz), 7.52 (1H, dd, J=8, 2 Hz) 
 

O

O

OCH3

OCH3

H3CO
OCH3

 
 

ภาพที่ 4-14 โครงสร้างทางเคมีของสาร 5,7,3’,4’-tetramethoxyflavone 
 
ข้อมูลทางสเปกโทรสโคปีท่ีได้จาก NMR ของสาร 3,5,7,3’4’-pentamethoxyflavone 

1H NMR (CDCl3, 400 MHz):  3.87 (3H, s, OCH3), 3.90 (3H, s, OCH3), 3.96 (9H, s, OCH3), 
6.35 (1H, d, J=1.8 Hz), 6.50 (1H, d, J=1.8 Hz), 6.98 (1H, d, J=8.8 Hz), 7.70 (1H, d, J=8.8 Hz) 
7.71 (1H, s) 

 

O

O

OCH3

OCH3

H3CO
OCH3

OCH3

 
 

ภาพที่ 4-15 โครงสร้างทางเคมีของสาร 3,5,7,3’4’-pentamethoxyflavone 
 

ข้อมูลทางสเปกโทรสโคปีท่ีได้จาก NMR ของสาร 5,7-dimethoxyflavone 
1H NMR (CDCl3, 400 MHz):  3.92 (3H, s, OCH3), 3.96 (3H, s, OCH3), 6.39 (1H, d, J=2.2 

Hz), 6.58 (1H, d, J=2.2 Hz), 6.68 (1H, s), 7.51 (3H, m) 7.88 (2H, m) 
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O

OOCH3

H3CO

 
 

ภาพที่ 4-16 โครงสร้างทางเคมีของสาร 5,7-dimethoxyflavone 
 

ข้อมูลทางสเปกโทรสโคปีท่ีได้จาก NMR ของสาร 5,7,4’-trimethoxyflavone 
1H NMR (CDCl3, 400 MHz):  3.98 (3H, s, OCH3), 3.90 (3H, s, OCH3), 3.96 (3H, s, OCH3), 

6.38 (1H, d, J=2 Hz), 6.56 (1H, d, J=2 Hz), 6.59 (1H, s) 6.99 (2H, dd, J=8.8, 2 Hz), 7.81 (2H, dd, 
J=8.8, 2 Hz) 
 

O

O

OCH3

OCH3

H3CO

 
 

ภาพที่ 4-17 โครงสร้างทางเคมีของสาร 5,7,4’-trimethoxyflavone 
 

ข้อมูลทางสเปกโทรสโคปีท่ีได้จาก NMR ของสาร 3,5,7-trimethoxyflavone 
1H NMR (CDCl3, 400 MHz):  3.88 (3H, s, OCH3), 3.89 (3H, s, OCH3), 3.93 (3H, s, OCH3), 

6.36 (1H, d, J=2 Hz), 6.52 (1H, d, J=2 Hz), 7.51 (3H, m) 8.07 (2H, m) 
 

O

OOCH3

H3CO

OCH3

 
 

ภาพที่ 4-18 โครงสร้างทางเคมีของสาร 3,5,7-trimethoxyflavone 
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ข้อมูลทางสเปกโทรสโคปีท่ีได้จาก NMR ของสาร 3,5,7,4’-tetramethoxyflavone 
1H NMR (CDCl3, 400 MHz):  3.89 (3H, s, OCH3), 3.90 (3H, s, OCH3),  3.92 (3H, s, OCH3), 

3.96 (3H, s, OCH3), 6.35 (1H, d, J=2 Hz), 6.51 (1H, d, J=2 Hz), 7.01 (2H, dd, J=9, 2 Hz), 8.06 
(2H, dd, J=9, 2 Hz) 
 

O

O

OCH3

OCH3

H3CO

OCH3

 
 

ภาพที่ 4-19 โครงสร้างทางเคมีของสาร 3,5,7,4’-tetramethoxyflavone 
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บทท่ี 5 
อภิปรายและสรุปผลการทดลอง 

 
 จากผลการทดลองในปีที่ 1 พบว่าต ารับยาสูตร BF3 หรือ BUU-ED-B3 สามารถเพ่ิมการผลิตไน    
ตริกออกไซด์ของเซลล์เยื่อบุหลอดเลือดและก าจัดอนุมูลซุปเปอร์ออกไซด์ได้ดีที่สุด ต ารับยาสมุนไพรสูตร 
BUU-ED-B3 นี้มีส่วนผสมของสารสกัดเอทานอลจากหัวกวาวเครือแดงและสารสกัดน้ าจากเหง้ากระชายด า 
เนื่องจากเป็นพืชที่มีการรายงานในการรักษาโรคเสื่อมสมรรถภาพทางเพศได้ (Manosroi  et al., 2006; 
Tocharus et al.,2006; Wattanapitayakul et al., 2007; ชัยณรงค์ โตจรัส, มปป.; Chaturapanich et 
al., 2008; Malakul et al., 2011) ในการทดลองในปีที่ 2 นี้ จึงมีการน าสูตรสมุนไพรนี้มาแยกสารออกฤทธิ์
ทางชีวภาพ ด้วยเทคนิค bioactivity-guided isolation โดยฤทธิ์ทางชีวภาพที่ใช้น าการสกัด คือ ฤทธิ์การ
ต้านออกซิเดชัน (การทดสอบการก าจัดอนุมูล DPPH และอนุมูลซุปเปอร์ออกไซด์) และฤทธิ์การเพ่ิมการผลิต
ไนตริกออกไซด์ของเซลล์เยื่อบุหลอดเลือด 

จากนั้นน าต ารับยาสมุนไพรสูตร BUU-ED-B3 มาแยกสารโดยแฟลชคอลัมน์โครมาโทกราฟี และชะ
ด้วยตัวท าละลายไดคลอโรมีเทนต่อเฮกเซนในอัตราส่วน 10 ต่อ 90  แล้วเพ่ิมร้อยละความมีข้ัวของวัฏภาค
เคลื่อนที่ขึ้น น าแต่ละหลอดมาจุดเทียบดูการเคลื่อนที่ของสารด้วย TLC ท าการรวมแฟรกชัน ได้ผลรวม
ทั้งหมด 13 แฟรกชัน และได้ %yield รวมเท่ากับ 92.43 ซึ่ง %yield ที่หายไปอาจเกิดจากการที่สารสกัด
จากสูตร BUU-ED-B3 มีความมีขั้วสูงจึงท าให้มีการจับแน่นกับซิลิกา จากนั้นน าส่วนสกัดย่อย คือ (BUU-ED-
B3-(1-13)) มาท าการทดสอบฤทธิ์ในการผลิตไนตริกออกไซด์และหาเปอร์เซ็นต์ความมีชีวิตรอดของเซลล์ 
 การทดสอบการผลิตไนตริกออกไซด์และความมีชีวิตรอดของเซลล์ของต ารับยาสมุนไพรสูตร BUU-
ED-B3 และส่วนสกัดย่อยทั้ง 13 แฟรกชัน ทีค่วามเข้มข้น 20 และ 100 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร พบว่าผลการ
ผลิตไนตริกออกไซด์ของเซลล์ที่ทดสอบกับส่วนสกัดย่อย BUU-ED-B3-3 ที่ความเข้มข้น 100 ไมโครกรัมต่อ
มิลลิลิตร มีจ านวนเท่าของการผลิตไนตริกออกไซด์สูงที่สุดอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติเมื่อเทียบกับกลุ่มควบคุม
แต่มีร้อยละความมีชีวิตรอดของเซลล์ที่ต่ าเพียงร้อยละ 65.40 อาจเป็นผลมาจากสารที่ออกฤทธ์ในส่วนสกัด
นั้นกระตุ้นให้เกิดการเพ่ิมการผลิตไนตริกออกไซด์ได้ดีถึงแม้จะมีปริมาณเซลล์ที่น้อยก็ตาม ที่น่าสนใจอีกหนึ่ง
ส่วนสกัดย่อยคือ BUU-ED-B3-5 ที่ความเข้มข้น 20 และ 100 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร พบว่ามีการผลิตไนตริก 
ออกไซด์ที่สูงกว่าตัวควบคุมมาตรฐานอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ โดยไม่แสดงความเป็นพิษต่อเซลล์ 
 การทดสอบฤทธิ์การก าจัดอนุมูลซุปเปอร์ออกไซด์ของต ารับยาสมุนไพรสูตร BUU-ED-B3 และส่วน
สกัดย่อยท้ัง 13 แฟรกชัน ที่ความเข้มข้น 100 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร พบว่าส่วนสกัดย่อย BUU-ED-B3-4,  
BUU-ED-B3-8, BUU-ED-B3-10, BUU-ED-B3-11 และ BUU-ED-B3-13 มีฤทธิ์การก าจัดอนุมูลซุปเปอร์
ออกไซด์และไม่แตกต่างจากต ารับยาสมุนไพรสูตร BUU-ED-B3 อย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ 
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 จากการทดสอบการผลิตไนตริกออกไซด์ และฤทธิ์การก าจัดอนุมูลซุปเปอร์ออกไซด์ของส่วนสกัดย่อย
ทั้ง 13 แฟรกชัน ส่วนสกัดย่อยท่ีมีผลที่ดีในแต่ละการทดสอบกลับไม่เป็นส่วนสกัดย่อยเดียวกัน อาจเนื่องจาก
สารออกฤทธิ์ในส่วนสกัดย่อยนั้นไม่ได้อยู่ในกลุ่มเดียวกัน โดยสารกลุ่มหนึ่งอาจจะมีฤทธ์ในการผลิตไนตริกออก
ไซด์แต่ไม่สามารถก าจัดอนุมลูซุปเปอร์ออกไซด์ได้ เช่น ส่วนสกัดย่อย BUU-ED-B3-5 ทีม่ีฤทธิ์ในการเพิ่มการ
ผลิตไนตริกออกไซด์ที่สูงแต่ไม่มีฤทธิ์ในการก าจัดอนุมลูซุปเปอร์ออกไซด์ และสารกลุ่มหนึ่งอาจจะมีฤทธิ์ก าจัด
อนุมลูซุปเปอร์ออกไซด์แต่ไม่มีฤทธ์ในการผลิตไนตริกออกไซด์ เช่น ส่วนสกัดย่อย BUU-ED-B3-13 มีฤทธิ์ใน
การก าจัดอนุมลูอิสระอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติแต่ไม่มีฤทธิ์ในการเพิ่มปริมาณไนตริกออกไซด์ได้ 
 จากผลการทดลองก่อนหน้านี้ทั้งการทดสอบการผลิตไนตริกออกไซด์ ร้อยละความมีชีวิตรอดของ
เซลล์ และฤทธิ์การก าจัดอนุมูลซุปเปอร์ออกไซด์ของต ารับยาสมุนไพรสูตร BUU-ED-B3 และส่วนสกัดย่อยทั้ง 
13 แฟรกชันที่แยกจากต ารับยาสมุนไพรสูตร BUU-ED-B3 พบว่าต ารับยาสมุนไพรสูตร BUU-ED-B3 มีฤทธิ์
การเพ่ิมปริมาณไนตริกออกไซด์และมีร้อยละความมีชีวิตรอดของเซลล์มากกว่ากลุ่มควบคุม และยังมีฤทธิ์ใน
การก าจัดอนุมลูอิสระซุปเปอร์ออกไซด์ ในขณะที่ส่วนสกัดย่อยทั้ง 13 แฟรกชัน มีเพียงบางส่วนสกัดที่มีฤทธิ์
การเพ่ิมปริมาณไนตริกออกไซด์และมีร้อยละความมีชีวิตรอดของเซลล์มากกว่ากลุ่มควบคุม และยังมีฤทธิ์ใน
การก าจัดอนุมลูอิสระซุปเปอร์ออกไซด์ได้ อาจเนื่องจากสารออกฤทธิ์ที่มีอยู่ในต ารับยาสมุนไพรสูตร BUU-
ED-B3 อาจไม่ออกฤทธิ์เมื่ออยู่ในส่วนสกัดย่อยที่แยกออกมาได้ 

จากการเลือกส่วนสกัดย่อยเพ่ือน ามาแยกสารออกฤทธิ์จากต ารับยาใหม่ของสมุนไพรสูตร BUU-ED-
B3 คือ แฟรกชั่น BUU-ED-B3-7 และ BUU-ED-B3-9 ท าการแยกสารโดยเทคนิค HPLC ได้ส่วนสกัดย่อย 4 
(BUU-ED-B3-7-1 ถึง BUU-ED-B3-7-4) และ 8 (BUU-ED-B3-9-1 ถึง BUU-ED-B3-9-8) แฟรกชั่น 
ตามล าดับ จากตารางที่ 5-1  การวิเคราะห์ข้อมูลสเปคตรัม NMR ของสารที่แยกได้จากนั้นน าแฟรกชัน BUU-
ED-B3-9 แฟรกชันที่ 2-7 ที่แยกด้วย HPLC ได้สารบริสุทธิ์ที่สามารถทราบถึงโครงสร้างได้ จากการวิเคราะห์
และเปรียบเทียบข้อมูลพบว่า เป็นสารกลุ่ม methoxyflavone ทั้งหมด ที่มีหมู่ methoxy ที่ต าแหน่ง 5 และ 
7 ที่วง A เหมือนกัน ดังแสดงในภาพที่ 5-1 สารที่ได้ คือ สาร 5,7,3’,4’-tetramethoxyflavone สาร 
3,5,7,3’4’-pentamethoxyflavone สาร 5,7-dimethoxyflavone สาร 5,7,4’-trimethoxyflavone สาร 
3,5,7-trimethoxyflavone และสาร 3,5,7,4’-tetramethoxyflavone โดยสารทั้งหกนี้ถูกรายงานว่าพบใน
เหง้ากระชายด า (Yenjai et al., 2004; Sutthanut et al., 2007) ซึ่งสารเหล่านี้มีการรายงานฤทธิ์ทาง
ชีวภาพในด้านต่างๆ ดังนี้ สาร 5,7,3’,4’-tetramethoxyflavone มีฤทธิ์chondroprotective effects (Liu 
et al., 2014) สาร 3,5,7,3’,4’-pentamethoxyflavone มีฤทธิ์เพ่ิมการผลิตไนตริกออกไซด์และการ
แสดงออกของเอนซ์ eNOS (Yorsin et al., 2016) สาร5,7-dimethoxyflavone มีฤทธิ์ต้านอักเสบ (Sae-
Wong et al., 2011) สาร5,7,4’-trimethoxyflavone  มีฤทธิ์ขยายหลอดเลือด (Tep-areenan and 
Sawasdee, 2010) สาร 3,5,7-trimethoxyflavone และสาร 3,5,7,4’-tetramethoxyflavone มีฤทธิ์ต้าน
เชื้อจุลชีพ (Yenjai et al., 2004)  
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ตารางท่ี  5-1  การวิเคราะห์ข้อมูลสเปคตรัม NMR ของสารที่แยกได้จาก BUU-ED-B3-9 
 

ต าแหน่ง 
Methoxyflavone (ppm) 

5,7,3’4’-tetra- 3,5,7,3’4’-penta- 5,7-di- 5,7,4’-tri- 3,5,7-tri- 3,5,7,4’-tetra- 
B3-9-2 Ref. B3-9-3 Ref. B3-9-4 Ref. B3-9-5 Ref. B3-9-6 Ref. B3-9-7 Ref. 

H-3 6.61 (s) 6.62 (s) -  6.68 (s) 6.67 (s) 6.59 (s) 6.57 (s) - - - - 
H-6 6.39 (d) 6.39 (d) 6.35 (d) 6.33 (d) 6.39 (d) 6.37 (d) 6.37 (d) 6.35 (d) 6.36 (d) 6.36 (d) 6.35 (d) 6.17 (d) 
H-8 6.57 (d) 6.58 (d) 6.50 (d) 6.49 (d) 6.58 (d) 6.56 (d) 6.56 (d) 6.53 (d) 6.52 (s) 6.52 (s) 6.51 (d) 6.34 (d) 
H-2’ 7.33 (d) 7.33 (d) 7.70 (d) 7.73 (m) 7.88 (m) 7.86 (m) 7.81 (d) 7.79 (d) 8.07 (m) 8.07 (m) 8.06 (d) 7.94 (d) 
H-3’ - -   7.51 (m) 7.49 (m) 6.99 (d) 6.98 (d) 7.51 (m) 7.51 (m) 7.01 (d) 6.87 (d) 
H-4’ - -   7.51 (m) 7.49 (m) - - 7.51 (m) 7.51 (m) - - 
H-5’ 6.97 (dd) 6.97 (dd) 6.98 (d) 6.97 (d) 7.51 (m) 7.49 (m) 6.99 (d) 6.98 (d) 7.51 (m) 7.51 (m) 7.01 (d) 6.87 (d) 
H-6’ 7.52 (d) 7.52 (d) 7.71 (s) 7.73 (m) 7.88 (m) 7.86 (m) 7.81 (d) 7.79 (d) 8.07 (m) 8.07 (m) 8.06 (d) 7.94 (d) 
-OCH3 3.92 (s) 

3.96 (s) 
3.97 (s) 
3.98 (s) 

3.93 (s) 
3.96 (s) 
3.97 (s) 
3.98 (s) 

3.87 (s) 
3.90 (s) 
3.96 (s) 
3.96 (s) 
3.96 (s) 

3.86 (s) 
3.89 (s) 
3.95 (s) 
3.95 (s) 
3.95 (s) 

3.92 (s) 
3.96 (s) 

3.90 (s) 
3.94 (s) 

3.88 (s) 
3.91 (s) 
3.96 (s) 

3.86 (s) 
3.9 (s) 
3.94 (s) 

3.88 (s) 
3.89 (s) 
3.93 (s) 

3.88 (s) 
3.89 (s) 
3.93 (s) 

3.89 (s) 
3.90 (s) 
3.92 (s) 
3.96 (s) 

3.89 (s) 
3.90 (s) 
3.92 (s) 
3.96 (s) 

หมายเหตุ   
 (s) หมายถึง singlet peak, (d) หมายถึง doublet peak, (dd) หมายถึง double doublet peak, (m) หมายถึง multiplet peak 
 Ref. คือ Sutthanut, K.; Sripanidkulchai, B.; Yenjai, C.; Jayd M. (2007) Journal of Chromatography A, 1143, 227–233. 
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แฟรกชัน สาร R1 R2 R3 
BUU-ED-B3-9-2 5,7,3’4’-tetramethoxyflavone H OCH3 OCH3 
BUU-ED-B3-9-3 3,5,7,3’4’-pentamethoxyflavone OCH3 OCH3 OCH3 
BUU-ED-B3-9-4 5,7-dimethoxyflavone H H H 
BUU-ED-B3-9-5 5,7,4’-trimethoxyflavone H H OCH3 
BUU-ED-B3-9-6 3,5,7-trimethoxyflavone OCH3 H H 
BUU-ED-B3-9-7 3,5,7,4’-tetramethoxyflavone OCH3 H OCH3 

 
ภาพที่ 5-1 การเปรียบเทียบโครงสร้างทางเคมีของสาร methoxyflavone ที่สกัดได้ 

 
การศึกษานี้อาจเป็นข้อมูลพ้ืนฐานที่น าไปใช้เป็นหลักฐานทางวิทยาศาสตร์ในการสนับสนุนการใช้

ต ารับยาสมุนไพรสูตร BUU-ED-B3 ในการรักษาโรคเสื่อมสมรรถภาพทางเพศได้ และเป็นข้อมูลในการใช้สาร
ออกฤทธิ์เหล่านี้เป็นตัวก าหนดปริมาณของสารส าคัญในต ารับยาสมุนไพร BUU-ED-B3  
 
ผลการทดลองที่ได้ทั้งหมดสามารถสรุปได้ดังนี้  

1. ต ารับยาสูตรสมุนไพร BUU-ED-B3 สามารถเพ่ิมการผลิตไนตริกออกไซด์ของเซลล์เยื่อบุหลอดเลือด
และก าจัดอนุมูลซุปเปอร์ออกไซด์ได้  

2. สารที่แยกได้จากสูตรสมุนไพร BUU-ED-B3 โดยเทคนิค bioactivity-guided isolation คือ สาร 
5,7,3’,4’-tetramethoxyflavone สาร 3,5,7,3’4’-pentamethoxyflavone สาร 5,7-
dimethoxyflavone สาร 5,7,4’-trimethoxyflavone สาร 3,5,7-trimethoxyflavone และสาร 
3,5,7,4’-tetramethoxyflavone  
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ผลผลิตของโครงการวิจัย (Outputs): 
 
1. ผลิตนักวิจัยรุ่นใหม่ระดับปริญญาโท หลักสูตรวิทยาศาสตรมหาบัณฑิต สาขาชีวเคมี จ านวน 1 คน คือ 
นางสาวฐิติพร ทองเย็น (จบการศึกษา) ระดับปริญญาตรี หลักสูตรวิทยาศาสตรบัณฑิต สาขาชีวเคมี จ านวน 
2 คน คือ นางสาวสุปรีดา แซ่ตั้ง และนางสาวสุนันทา สีสมุทร์ (จบการศึกษา) 
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