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บทคดัย่อ 
 

             วา่นขนัหมาก (Aglaonema simplex BL.) เป็นพืชในวงศ ์Araceae ท่ีไดรั้บการยกยอ่งวา่เป็นพืช
มหศัจรรย ์มีสรรพคุณทางเภสัชมากมาย แต่ในปัจจุบนัยงัไม่มีรายงานวิจยัเก่ียวกบัฤทธ์ิทางชีววิทยา และ
การศึกษาความเป็นพิษของวา่นขนัหมาก  งานวจิยัคร้ังน้ีจึงมีวตัถุประสงคเ์พื่อหาสารพฤกษเคมี ฤทธ์ิตา้น
ออกซิเดชัน่ ตา้นภูมิแพ ้และตา้นการอกัเสบของสารสกดัวา่นขนัหมาก รวมถึงการทดสอบฤทธ์ิก่อกลาย
พนัธ์ุเพื่อประเมินความเป็นพิษจากการใช้ว่านขนัหมากในระยะยาว ผลการศึกษาพบวา่สารสกดัหยาบ
ของวา่นขนัหมากท่ีไดจ้ากการสกดัผลอบแห้งบดโดยใช ้95%  เอทิลแอลกอฮอล์มีสารประกอบฟีนอลิก
เทียบเท่าน ้ าหนกักรดแกลลิค 56.73±0.37 มิลลิกรัมต่อกรัมสารสกดัแห้ง มีสารประกอบฟลาโวนอยด์
เทียบเท่าน ้าหนกัคาเทชิน 5.03±0.03 มิลลิกรัมต่อกรัมสารสกดัแหง้ มีสารโปรแอนโทไซยานิดินเทียบเท่า
น ้ าหนักคาเทชิน 7.02±0.12 มิลลิกรัมต่อกรัมสารสกัดแห้ง ฤทธ์ิต้านอนุมูลอิสระของสารสกัดเม่ือ
ประเมินโดยวิธี DPPH  มีค่า IC50 เท่ากบั 399.77±15.33 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร และมีค่า FRAP 
เทียบเท่าน ้าหนกัวติามินซี 44.07±0.59 ไมโครกรัมต่อกรัมสารสกดัแหง้ ในช่วงความเขม้ขน้ของสารสกดั
ท่ีไม่เป็นพิษต่อเซลล์โดยตรง (125-500 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร) สารสกดัสามารถลดการสร้างอนุมูล
อิสระ (Reactive oxygen species) ภายในเซลล์แมคโครฟาจ RAW264.7 เม่ือถูกชกัน าให้เกิดสภาวะ
เครียดออกซิเดชัน่โดย tert-Butyl hydroperoxide และติดตามโดยใช ้DCFH-DA  ท่ีสามารถให้สารเรือง
แสง  สารสกดัท่ีความเขม้ขน้ 125-500 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร มีฤทธ์ิตา้นภูมิแพ ้สามารถยบัย ั้งการการ
หลัง่เอนไซม ์-hexosaminidase  ท่ีหลัง่ร่วมกบัสารก่อภูมิแพอ่ื้น ๆ  จากเซลล์ของ rat basophil leukemia 
(RBL-2H3) เม่ือถูกกระตุน้จากแอนติเจนใหห้ลัง่สารก่อภูมิแพจ้ากแกรนูล (degranulation) ความสามารถ
ของสารสกัดในการยบัย ั้งการหลั่ง -hexosaminidase แปรผนัตามความเข้มข้นของสารสกัดท่ีใช ้
นอกจากนั้น สารสกดัท่ีความเขม้ขน้ 125-500 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตรยงัสามารถยบัย ั้งการผลิตไนตริก-
ออกไซด์ควบคู่กบัการลดระดบัการแสดงออกของเอนไซม ์iNOS และ COX-2 ใน RAW 264.7 เซลล์ท่ี
กระตุน้ดว้ย LPS (1 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร) และ IFN-γ (25 ยนิูดต่อมิลลิลิตร)   การศึกษาฤทธ์ิก่อกลาย
พนัธ์ุของสารสกดัพบวา่ สารสกดัท่ีปริมาณ 500 และ 1,000 ไมโครกรัมต่อจานเพาะเช้ือ  ไม่มีฤทธ์ิก่อ
กลายพนัธ์ุ เม่ือทดสอบโดยวธีิของเอมส์ (Ames test) 

โดยรวมการศึกษาช้ีชดัวา่ สารสกดัจากผลของวา่นขนัหมากเป็นแหล่งของสารตา้นอนุมูลอิสระ
ตามธรรมชาติท่ีมีราคาถูก และมีฤทธ์ิทางเภสัชวทิยาท่ีควรค่าต่อการศึกษาและพฒันาใหเ้ป็นผลิตภณัฑย์า
จากธรรมชาติหรือเป็นผลิตภณัฑเ์สริมอาหารต่อไปในอนาคต 
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Abstract 
 

 Wan Khan Mak (Aglaonema simplex BL.; WKM) is the plant in Araceae family that has been 
referred as a miracle plant possessing several ethno-pharmacologic properties; however,  neither 
research in its claimed biological properties nor its toxicity have been conducted. The present study 
aimed to investigate the phytochemicals and explore the antioxidant, anti-allergic and anti-
inflammatory activities of 95% ethanol crude extract of dried fruits of WKM.  The results suggested 
that the yield of WKM extraction was 12.65% and the total contents of phenolics, flavonoids, and 
proanthocyanidins were 56.73±0.37 mg GAE/g dry extract, 5.03±0.03 mg CE/g dry extract and 
7.02±0.12 mg CE/g dry extract, respectively. For antioxidant studies, the IC50 of DPPH scavenging 
activity of the extract was 399.77±15.33 µg/ml and the FRAP value was 44.07±0.59 µg AEAC/g dry 
extract. At non-cytotoxic concentrations (125-500 µg/ml), WKM extract effectively attenuated 
intracellular reactive oxygen species generation in tert-butyl hydroperoxide-induced oxidative stress in 
macrophage RAW264.7 cells, as monitored by DCFH-DA fluorescent probe. The anti-allergic activity 
of the extract was suggested by a dose-dependent suppression of the release of –hexosaminidase, the 
enzyme that co-release with various preformed allergic mediators, upon antigen-induced degranulation 
of rat basophil leukemia RBL-2H3 cells. In addition, WKM at 125-500 µg/ml also strongly suppressed 
NO production in concomitant with iNOS and COX-2 suppression in LPS plus IFN-γ-activated RAW 
264.7 cells.  The mutagenic study revealed that the extract at 500 and 1,000 µg/plate had no mutagenic 
activity in the Ames assay.   
 Overall, the present data suggest that WKM extract has a potential as an effective, low-cost 
source of natural antioxidants with many pharmaceutical properties and is worthwhile to be developed 
as natural chemopreventive products or nutraceuticals in the future. 
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บทที ่1 

บทน า 
 
1.1 ความส าคัญและทีม่าของปัญหาการวจัิย         
             ในปัจจุบนั แมง้านวิจยัของพืชสมุนไพรไทยจะมีความกา้วหน้าและพฒันาข้ึนมาก แต่การศึกษา
และวจิยัเก่ียวกบัวา่นมีปริมาณจ ากดั เม่ือเทียบกบัพืชสมุนไพรกลุ่มอ่ืน ทั้งท่ีต ารายาไทยของวา่นหลายเล่ม 
เช่น แพทยศาสตร์สงเคราะห์ (โดยพระยาพิศประสาทเวช ในปี พ.ศ. 2452) แพทยต์ าบล (โดยพระยา
แพทยพ์งศา วสุิธาธิบดี ในปี พ.ศ. 2464) ต ารากระบิลวา่น (โดยหลวงประพฒัน์สรรพกร ในปี พ.ศ. 2476)  
และวา่นกบัคุณลกัษณะ (โดยนายเล่ือน กณัหะกาญจนะ) ไดร้ะบุว่าวา่นเป็นพืชท่ีมีคุณานุภาพ วา่นหลาย
ชนิดเป็นพืชสมุนไพรท่ีมีฤทธ์ิเป็นยา  สามารถป้องกนัอนัตราย พิษสัตวก์ดัต่อย ยาเบ่ือเมา  ยาสั่ง ยาเสพ
ติด สามารถดบัพิษร้ายใหห้าย  และเป็นยาอายวุฒันะ ในขณะท่ีวา่นบางชนิดอาจใชเ้ป็นเคร่ืองรางของขลงั 
บนัดาลให้เกิดโชคลาภ ท ามาคา้ข้ึน  ร ่ ารวยเงินทอง เมตตามหานิยม มีคนรักใคร่ เคารพนบัถือ หรือว่าน
บางชนิดปลูกเป็นไมป้ระดบั เป็นตน้   (อภิญญา สันยาสี, 2548)  ในบรรดาวา่นท่ีมีการจดัแบ่งไว ้34 วงศ ์ 
512 สกุล และกวา่ 1700  พนัธ์ุ  มีวา่นท่ีน่าสนใจมากมาย และหน่ึงในจ านวนนั้น ไดแ้ก่ วา่นขนัหมากซ่ึง
ต าราแพทยโ์บราณจดัให้เป็นพืชมหัศจรรย ์ เพราะเป็นสมุนไพรท่ีมีสรรพคุณดา้นยาอายุวฒันะชั้นเยี่ยม 
ในต าราระบุวา่หากผูใ้ดกินผลสุกของวา่นขนัหมาก เป็นประจ าทุกวนั วนัละ 4 ผลก่อนนอน จะท าให้ผูน้ั้น
คงความเป็นหนุ่มสาว ไม่รู้จกัแก่ อายุยืน เน้ือหนงัเต่งตึง ไม่เห่ียวยน่ ฟันทน ไม่หกัหลุด ผมไม่หงอก ท า
ให้เป็นผูท้รงเสน่ห์แก่ผูพ้บเห็น มีพละก าลงัมาก เดินเหินคล่องแคล่ว ไม่รู้จกัเม่ือยขบ   จนมีค ากล่าวว่า  
หากผู ้ใดได้ครอบครองว่านขันหมากท่ีออกผลสุก เปรียบเสมือนมีของวิ เศษเป็นสมบัติ  (สวน
พฤกษศาสตร์, 2548; อภิญญา สันยาสี, 2548)   

การศึกษาและวิจยัเก่ียวกบัว่านขนัหมากมีน้อยมาก  เน่ืองจากเป็นพืชท่ีค่อนขา้งหายาก  ส่วนท่ี
เป็นผลอาจไม่ไดเ้กิดทุกปี  โดยเฉพาะถา้วา่นข้ึนอยูใ่นสภาวะแวดลอ้มท่ีไม่เหมาะสม ในปัจจุบนั ชนชาว
ไทยหลายกลุ่มเร่ิมตระหนกัถึงความมหศัจรรยข์องวา่นขนัหมากและไดก้ล่าวขวญัถึงสรรพคุณทางยาของ
วา่นขนัหมากมากมายในโลกออนไลน์ ท่ีเรียกว่านขนัหมากวา่ “วา่นขนัหมากเศรษฐี”  ดงัเช่นชีวประวติั
ของหลวงพ่อด า สยบโรค ท่ีมีอายุเกือบแปดสิบปี แต่ยงัมีร่างกายแข็งแรงและคล่องแคล่วว่องไวเหมือน
คนหนุ่ม ไม่มีอาการปวดเม่ือยอ่อนเพลีย หลวงพ่อให้สัมภาษณ์ว่า เพราะได้ฉันว่านขนัหมากติดต่อกนั 
โดยฉนัวนัละเมด็  นอกจากนั้น มีตวัอยา่งหมอยา หมอนวด และผูค้นอ่ืน ๆ ท่ีระบุวา่การกินวา่นขนัหมาก 
ช่วยให้ร่างกายท่ีเคยถดถอย กลบัฟ้ืนแข็งแรงข้ึน คนท่ีสามารถบอกสรรพคุณวา่นขนัหมากไดดี้ท่ีสุดคือ 
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คนท่ีร่างกายอ่อนแอ หรือมีปัญหาสุขภาพเก่ียวกบัโรคท่ีเกิดจากความเส่ือมของร่างกายท่ีไม่ใช่โรคติดต่อ 
(Non-communicable disease; NCD)  เช่น ผูป่้วยท่ีเป็นโรคเอ็นหดหนงัแข็ง มีลกัษณะเหมือนผูป่้วยโรค
เอดส์ แต่ภายหลงับริโภควา่นขนัหมาก วนัละ 3 เม็ด ครบ 9 วนั ร่างกายกลบัเปล่ียนแปลงดีข้ึน (อภิญญา 
สันยาสี, 2548)  ในปัจจุบนั สรรพคุณของวา่นขนัหมากเป็นท่ีโจษจนัในกลุ่มผูบ้ริโภค โดยเร่ิมตน้ขยายวง
กวา้งจากกลุ่มชนทอ้งถ่ินสู่ชนกลุ่มอ่ืนท่ีไดย้ินกิตติศพัทข์องวา่นขนัหมาก และตอ้งการทดลองใช้   ว่าน
ขนัหมากกจดัเป็นพืชสมุนไพรหน่ึงท่ีมีผูแ้สวงหาและมีความตอ้งการเพิ่มมากข้ึนทุกปี โดยขยายจาก
จงัหวดัต่าง ๆ เช่น จากเชียงราย  แพร่ สู่กระบ่ี และกรุงเทพ เป็นตน้  ในโลกออนไลน์ มีการแชร์ถึงความ
มหัศจรรย ์และสรรพคุณของว่านขนัหมากมากมาย เช่น การใช้ว่านขนัหมากช่วยให้แลดูหนุ่มสาวข้ึน 
เพราะผมท่ีดูหงอกก็กลบัดกต า ผวิพรรณท่ีเคยเห่ียวยน่ก็กลบัเต่งตึง มีน ้ามีนวลข้ึน วา่นขนัหมากไดรั้บการ
กล่าวอา้งจากหมอพืชสมุนไพรว่ามีสรรพคุณดูแลรักษาระบบน ้ าเหลือง  ดูแลไขกระดูก ปรับปรุงการ
ท างานของระบบภูมิคุ้มกนั กระตุ้นการไหลเวียนของเลือด รักษาโรคภูมิแพ ้และโรคมะเร็ง เป็นต้น  
(อานนท์ แกว้มัน่ 2559, พิทกัษ์ แสงเนียน 2558)  เม่ือ 6-7 ปีท่ีแลว้ ผลว่านขนัหมากมีราคาแพง ใน
เชียงรายจึงมีการซ้ือขายกนัในราคาสูง เช่นระหวา่ง 50-100 บาทต่อวา่นขนัหมากเพียง 1 ผล  และบ่อยคร้ัง
ท่ีไม่สามารถหาซ้ือได ้แต่ในปัจจุบนั หมอพืชสมุนไพรไดมี้การน าตน้ว่านมาทดลองปลูกและขยายพนัธ์ุ  
ราคาว่านขนัหมากจึงถูกลงเม่ือเทียบกับหลายปีก่อน  แหล่งจ าหน่ายหลักของว่านขนัหมากในโลก
ออนไลน์เป็นของหมอพืชสมุนไพรซ่ึงมีการจ าหน่ายว่านขนัหมากในหลายรูปแบบ  ซ่ึงแต่เดิมทีขาย
เฉพาะผลสดสุกซ่ึงมีการจ าหน่ายเฉพาะช่วงฤดูกาล ( 1 กิโลกรัมซ่ึงมีประมาณ 850  ถึง 1,000 ลูก ราคา
ประมาณ 2,000 บาท)  ในปัจจุบนัมีการปรับเปล่ียนรูปแบบการจ าหน่ายเพิ่มเติมเพื่อให้สามารถจ าหน่าย
ไดต้ลอดปี โดยน าผลมาตากแห้ง บดและบรรจุแคปซุล (80 แคปซูลประมาณ 1200-1500 บาท) หรือเอา
ผลสุกมาดองน ้ าผึ้ง (109 เม็ดประมาณ 1,250 บาท) ตลอดจนขายตน้วา่นขนัหมาก  (ราคาประมาณ 100 
บาทต่อตน้)  แต่ถา้ซ้ือวา่นขนัหมากจากพ่อคา้รายยอ่ย ท่ีไม่ใช่หมอพืชสมุนไพร ราคาจะค่อนขา้งสูง เช่น
ขายผลสดลูกละ 15-20 บาท หรือตกกิโลกรัมละ 15,000-20,000 บาท  หรือลูกวา่นดองน ้ าผึ้ง ขีดละ 600-
800 บาทโดยประมาณ เป็นตน้ (อานนท ์แกว้มัน่ 2558;  พิทกัษ ์แสงเนียม 2558) 

 ผูว้ิจยัไดมี้โอกาสสัมภาษณ์แม่ชีท่ีน่าเช่ือถือท่านหน่ึงซ่ึงมีประสบการณ์ตรงจากการบริโภควา่น
ขนัหมากเอง และรู้จกัผูอ่ื้นท่ีทดลองบริโภคว่านขนัหมาก แม่ชีกล่าวถึงสรรพคุณของว่านขนัหมากว่าดี
เยี่ยม เพราะมีตวัอย่างแม่ชีหลายท่านท่ีบริโภคผลว่านขนัหมากแลว้ ท าให้ร่างกายแข็งแรง ไม่ปวดเม่ือย  
และอ่อนเพลียเหมือนอย่างเคย มีเร่ียวแรงในการท างาน โดยเฉพาะการข้ึน-ลงเขาเพื่อไปเก็บว่าน 
นอกจากนั้น แม่ชีท่านนั้นยงัเช่ือว่า ว่านขนัหมากมีสรรพคุณช่วยรักษาโรคภูมิแพ ้เน่ืองจากเคยส่งว่าน
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ขนัหมากตามค าร้องขอของผูป่้วยท่ีเป็นโรคภูมิแพอ้ยา่งรุนแรงทดลองบริโภค เน่ืองจากผูป่้วยรายนั้นไม่
สามารถหาซ้ือวา่นได ้และในช่วงระยะเวลานั้น วา่นขนัหมากหายากกวา่ในปัจจุบนัมากและมีราคาแพง  
ผูป่้วยรายงานวา่ ภายหลงัการบริโภควา่นขนัหมากติดต่อกนัเพียงไม่ก่ีวนั  อาการภูมิแพข้องเขาบรรเทาลง
อยา่งชดัเจน  ผูว้จิยัไดติ้ดต่อผูป่้วยโรคภูมิแพท่ี้แม่ชีอา้งถึง จากการสัมภาษณ์ผูป่้วย และญาติใกลชิ้ดผูดู้แล
ผูป่้วยท่ีจงัหวดัเชียงราย ไดข้อ้มูลยืนยนัถึงสรรพคุณของวา่นขนัหมาก และผูป่้วยมีความพึงพอใจในวา่น
ขนัหมากมาก ผูป่้วยระบุว่า  ว่านขนัหมากได้ช่วยบรรเทาอาการโรคภูมิแพไ้ดดี้กว่ายารักษาโรคภูมิแพ้
แผนปัจจุบนัหลายชนิดท่ีเขาใช้อยู่ ในปัจจุบนัเขาจึงใชว้่านขนัหมากแทนการใช้ยารักษาโรคภูมิแพแ้ผน
ปัจจุบนั  อยา่งไรก็ตาม ผูป่้วยมีความกงัวลใจเก่ียวกบัผลของการบริโภควา่นขนัหมากในระยะยาววา่อาจ
ก่อให้เกิดพิษ หรือผลอนัไม่พึงประสงค์   แม้กระนั้น ผูป่้วยกล่าวว่าเขายอมเส่ียงต่อการบริโภคว่าน
ขนัหมาก เพราะเม่ือใชว้า่นขนัหมาก เขาไม่ตอ้งทนทรมานกบัอาการของโรคภูมิแพอี้กต่อไป  ซ่ึงต่างจาก
ยารักษาโรคภูมิแพ้แผนปัจจุบนัหลายชนิดท่ีเขาเคยใช้มาเป็นระยะเวลานาน แต่ยาเหล่านั้นไม่เคยมี
ประสิทธิภาพเพียงพอในการบรรเทาอาการภูมิแพข้องเขา  ในช่วงเวลาท่ีสัมภาษณ์ เขาไดใ้ชว้า่นขนัหมาก
มาเป็นระยะเวลาเกือบ 6 เดือน  และยงัไม่ไดแ้สดงอาการเป็นพิษแต่อยา่งใด  

ขอ้มูลเบ้ืองตน้จูงใจให้ผูว้ิจยัมีความสนใจในการศึกษาฤทธ์ิทางเภสัชวิทยาของว่านขนัหมาก 
เพราะน่าจะเป็นพืชสมุนไพรท่ีมีฤทธ์ิทางชีวภาพได้หลายด้าน ประกอบกับข้อมูลท่ีช้ีแนะว่า ผลว่าน
ขนัหมากท่ีเก็บจากแหล่งของแม่ชีน่าจะมีศกัยภาพสูงในสรรพคุณตามท่ีอา้งในต ารา เพราะมีตวัอยา่งของ
บุคคลหลายคนท่ีไดท้ดลองบริโภคและไดผ้ลดี  จากการสืบคน้ฐานขอ้มูลทั้งภายในและภายนอกประเทศ 
ยงัไม่มีรายงานการวิจยั หรือการศึกษาเก่ียวกบัความเป็นพิษ หรือฤทธ์ิทางชีวภาพของว่านขนัหมากแต่
อย่างใด   นอกจากมีการกล่าวอ้างถึงความมหัศจรรย์และสรรพคุณทางยาของว่านขนัหมากในหมู่
ผูบ้ริโภค และมีผูใ้หค้วามสนใจในการหาซ้ือวา่นขนัหมาก รวมทั้งหามาเพาะเล้ียงมากข้ึนในโลกออนไลน์  
ซ่ึงสังเกตไดจ้ากเร่ิมมีขอ้มูลของวา่นขนัหมากใน web site ต่าง ๆ มากข้ึน ทั้งฐานขอ้มูลท่ีเป็นภาษาไทย 
และภาษาองักฤษ  และเร่ิมมีการลงโฆษณาขายวา่นขนัหมาก และพืชในตระกูลใกลเ้คียงใน web site ต่าง 
ๆ เพิ่มข้ึน โดยเฉพาะชาวญ่ีปุ่นท่ีให้ความสนใจและแสวงหาวา่นขนัหมากมาบริโภค  การศึกษาและวิจยั
เก่ียวกบัพิษและฤทธ์ิทางชีวภาพของว่านขนัหมากจึงสมควรได้รับการสนับสนุนโดยเร่งด่วน  เพราะ
จดัเป็นสมุนไพรท่ียงัไม่เคยมีการศึกษาสรรพคุณและฤทธ์ิทางเภสัชวิทยาแต่อย่างใด นอกจากการอา้ง
สรรพคุณในต าราโบราณ  และหลกัฐานเบ้ืองตน้ท่ีสนบัสนุนสรรพคุณของวา่นโดยการเล่าต่อกนัมาในหมู่
ผูบ้ริโภคท่ีมีประสบการณ์จากการใช้ว่าน  ผูว้ิจยัมีความเช่ือมัน่ว่าว่านขนัหมากเป็นพืชสมุนไพรท่ีมี
ศกัยภาพสูง น่าจะไดรั้บการพิจารณาน ามาศึกษาเพื่อพฒันาให้เป็นผลิตภณัฑ์ท่ีก่อให้เกิดประโยชน์ และ
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สร้างรายไดใ้หก้บัทอ้งถ่ิน และประเทศไดใ้นอนาคต และอาจเป็นหนทางเบ้ืองตน้ของการคน้พบยารักษา
โรคภูมิแพท่ี้มีกลไกการออกฤทธ์ิท่ีแตกต่างจากยาท่ีจ าหน่ายในแผนปัจจุบนั  ขอ้มูลท่ีไดจ้ากโครงการวิจยั
น่าจะมีผลกระทบสูง และเป็นประโยชน์อยา่งแทจ้ริงและเกิดผลทนัที เพราะอยา่งนอ้ยท่ีสุด ขอ้มูลเก่ียวกบั
ความเป็นพิษของว่าน รวมทั้งสรรพคุณจะเป็นประโยชน์ต่อการตดัสินใจในการใชว้่านของผูบ้ริโภคท่ีมี
แนวโน้มเพิ่มข้ึน และรัฐบาลไทยจะไดไ้ม่เสียใจภายหลงัว่าพืชสมุนไพรไทย และภูมิปัญญาของบรรพ
บุรุษไทยโบราณกลายเป็นสิทธิบตัรของชนต่างชาติ ดงัตวัอยา่งของสมุนไพรอ่ืนท่ีเคยเกิดข้ึนในอดีต  

1.2 วตัถุประสงค์ของโครงการวจัิย 
 โครงการวิจยัน้ีเสนอขอเพื่อตรวจสอบหาความเป็นพิษของผลว่านขนัหมาก พร้อมทั้งทดสอบ
ฤทธ์ิทางชีวภาพเบ้ืองตน้ของวา่นขนัหมากหลายดา้นพร้อมกนั โดยมีวตัถุประสงคย์อ่ยดงัน้ีคือ 

1. หาสารพฤกษเคมี (phytochemical) ในสารสกดัจากผลวา่นขนัหมาก 

2. หาฤทธ์ิตา้นอนุมูลอิสระของสารสกดัจากผลวา่นขนัหมาก  

3. หาฤทธ์ิตา้นการอกัเสบของสารสกดัจากผลวา่นขนัหมาก 

4. ทดสอบฤทธ์ิตา้นโรคภูมิแพข้องสารสกดัจากผลวา่นขนัหมาก 

5. ทดสอบฤทธ์ิก่อกลายพนัธ์ุของสารสกดัจากผลวา่นขนัหมาก 

1.3 ขอบเขตของการวจัิย 
 โครงการน้ีจ ากดัการศึกษาพิษและฤทธ์ิทางชีวภาพของวา่นขนัหมากโดยศึกษาเฉพาะส่วนท่ีเป็น
ผล หรือท่ีชาวบา้นนิยมเรียกวา่ “เมด็”  และใชรู้ปแบบการทดสอบของ  in vitro  ในระยะเบ้ืองตน้   เพื่อ
เป็นโครงการน าร่อง ใหไ้ดม้าซ่ึงขอ้มูลท่ีน ามาวางแผนการทดสอบโดยใชส้ัตวท์ดลองต่อไปในอนาคต  
การหาสารพฤกษเคมีจ ากดัท่ีการหาปริมาณ  polyphenols, flavonoids และ proanthocyanidins ในสาร
สกดัจากผลวา่นขนัหมาก   การหาฤทธ์ิตา้นอนุมูลอิสระจ ากดัท่ีการทดสอบความสามารถของสารสกดัใน
การก าจดัอนุมูลอิสระ DPPH„  (DPPH radical)  ความสามารถในการรีดิวส์ใน FRAP assay และการลด
สดภาวะเครียดออกซิเดชนั (oxidative stress)  ภายในเซลล ์RAW264.7 โดย DCFHDA assay  การหาฤทธ์ิ
ตา้นการอกัเสบ จ ากดัท่ีศึกษาความสามารถของสารสกดัในการยบัย ั้งการสร้าง nitric oxide (NO) ควบคู่
กบัการยบัย ั้งการแสดงออกของของเอนไซมท่ี์เก่ียวขอ้งกบัการอกัเสบคือ inducible nitric oxide synthase 
(iNOS) และ cyclooxygenase-2 (COX-2) โดยใชโ้มเดลของเซลล ์ RAW264.7 กระตุน้ดว้ย  
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lipopolysaccharide (LPS) และ mouse interfereon-gamma (IFN-)  ส าหรับความเป็นพิษของการบริโภค
วา่นขนัหมากในระยะยาว ใชว้ธีิทดสอบฤทธ์ิก่อกลายพนัธ์ุดว้ยการใช ้Ames assay  
 
1.4 ประโยชน์ทีไ่ด้รับจากการวจัิย 

1. ไดข้อ้มูลพื้นฐานเก่ียวกบัความเป็นพิษของสารสกดัจากผลของว่านขนัหมากอนัเป็นประโยชน์

โดยตรงต่อประชาชนท่ีใชว้า่นขนัหมากอยูใ่นปัจจุบนั  

2. ได้ข้อมูลทางพิษ และฤทธ์ิทางชีวภาพของของสารสกัดจากผลของว่านขนัหมาก ซ่ึงจะช่วย

ส่งเสริมการพฒันาพืชสมุนไพรไทย และต ารายาแผนโบราณ อนัเป็นภูมิปัญญาของบรรพบุรุษ

ไทย 

3. ไดห้ลกัฐานทางวิทยาศาสตร์เพื่อยืนยนัฤทธ์ิทางดา้นเภสัชวิทยาของผลวา่นขนัหมาก ท่ีไดมี้การ

กล่าวอา้งไวใ้นต าราแพทยแ์ผนโบราณของไทย แต่ไม่เคยมีการศึกษาวิจยัอยา่งเป็นระเบียบแบบ

แผนตามหลกัการวทิยาศาสตร์มาก่อน  

4. เป็นการเสริมความแขง็แกร่งใหก้บัความรู้และการรักษาในศาสตร์ทางดา้นการแพทยแ์ผนไทย 
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บทที ่2 

การวจิัยทีเ่กีย่วข้อง 

            องคค์วามรู้ในปัจจุบนัช้ีชดัวา่ ผกัและผลไมต่้าง ๆ มีองคป์ระกอบของกลุ่มสารหลากหลายตาม
ธรรมชาติท่ีมีฤทธ์ิทางเคมี เรียกรวมกนัวา่สารพฤกษเคมี  (phytochemicals)  สารส าคญัในพืชเหล่าน้ีมี
ฤทธ์ิทางเภสัชวทิยามากมาย เช่น ช่วยป้องกนัการเกิดมะเร็ง โรคหวัใจ ตา้นการอกัเสบและช่วยรักษาโรค
เร้ือรังต่าง ๆ  ตวัอยา่งของสารเหล่าน้ีไดแ้ก่ curcumin ในขมิ้น  gingerol ในขิง capsaisin ในพริก catechin 
ในชา diallyl sulphide ในกระเทียม  indole-3-carbinol ในกระหล ่าปลี sulphoraphane ใน บร๊อคโคลี   
lycopene ในมะเขือเทศ  resveratrol ในองุ่น  quercetin ในหวัหอมและมนัฝร่ัง  และ flavonoids ในผลไม้
ท่ีมีสี เช่น oligomeric proanthocyanidin  (OPC) ในเมล็ดองุ่น เป็นตน้ ในปี ค.ศ. 1991 องคก์ารอนามยัโลก 
และสถาบนัมะเร็งแห่งชาติสหรัฐอเมริกาไดร้ณรงคใ์หป้ระชากรรับประทานผกัและผลไมใ้หห้ลากหลาย
ชนิด และมีปริมาณมากเพียงพอ  เพื่อสุขภาพพลานามยัท่ีแขง็แรง  ตามค าขวญัท่ีวา่ “ Five-A-Day”  ซ่ึง
หมายถึงใหป้ระชาชนเพิ่มการบริโภคผกัผลไมอ้ยา่งต ่าวนัละ 5 ถว้ยเพื่อลดความเส่ียงต่อการเกิดมะเร็ง
และลดความเจบ็ป่วยของชาวโลกสืบเน่ืองจากโรคเร้ือรังต่าง ๆ (Surh, 2003, วรีพล คู่คงวริิยพนัธ์ุ 2548)  
หน่ึงในฤทธ์ิทางเภสัชวทิยาของ phytochemicals  ท่ีเด่นท่ีสุด คือฤทธ์ิตา้นออกซิเดชัน่ (antioxidant 
activity) หรือท่ีคนส่วนใหญ่นิยมเรียกวา่ ฤทธ์ิตา้นอนุมูลอิสระ (anti-free radical acitivity)  

2.1 อนุมูลอสิระ (free radicals)  

  อนมูลอิสระเป็นอะตอม อิออน หรือโมเลกุลท่ีมีหน่ึงหรือมากกว่าหน่ึงอิเล็คตรอนวงนอกสุด
ของ orbital ท่ีไร้คู่ (unpaired electron) และสามารถด ารงอยูไ่ดอ้ยา่งเป็นอิสระ อนุมูลอิสระเป็นโมเลกุลท่ี
ไม่เสถียร มีอายุคร่ึงชีวิต (half-life) สั้นมาก ประมาณ 10-3-10-10 หรือ 1 วินาที  มีความวอ่งไวในการเกิด
ปฎิกริยาเคมี สามารถดึงอิเล็คตรอนจากโมเลกุลของสารอ่ืนมาเขา้คู่กบัอิเล็คตรอนไร้คู่  จึงท าให้โมเลกุล
อ่ืนท่ีสูญเสียอิเล็คตรอนไปกลายเป็นอนุมูลอิสระโมเลกุลใหม่ อนุมูลอิสระท่ีเกิดข้ึนใหม่น้ีสามารถ
ดึงอิเล็คตรอนจากสารอ่ืนต่อกนัเป็นทอด ๆ เกิดเป็นปฎิกริยาลูกโซ่ (chain reaction) อนมูลอิสระมีหลาย
ชนิด ส่วนใหญ่มกัเป็นสารประกอบออกซิเจนใน  reactive oxygen species (ROSs) หรืออาจเป็นอนุพนัธ์
ของสารประกอบอ่ืน ตวัอยา่งอนุมูลอิสระท่ีมีออกซิเจน (oxygen radicals) เช่น superoxide anion (O2

-), 
hydroxyl radicals (•OH), peroxyl radical (LOO•)  เป็นตน้ หรือ ROSs อาจประกอบดว้ยอนุพนัธ์ของสาร
ท่ีไม่ใช่อนุมูลอิสระ (non-radical derivatives) อาทิ hydrogen peroxide (H2O2) และ singlet oxygen (1O2)  
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เป็นตน้  อนุมูลอิสระท่ีเป็นอนุพนัธ์ของสารประกอบอ่ืนท่ีไม่ใช่ออกซิเจน ไดแ้ก่อนุพนัธ์ของไนโตรเจน 
หรือคลอรีน ตวัอยา่งของ ractive nitrogen species (RNSs) ไดแ้ก่ nitric oxide (NO)  ตวัอยา่งอนุมูลอิสระ
ของคลอรีน ไดแ้ก่ trichloromethyl (CCl3

•) เป็นตน้ (Halliwell และ Gutteridge, 1999; Fang et al., 2009; 
สหพฒัน์ง 2548)   

 2.1.1  แหล่งก าเนิดอนุมูลอสิระ  อนุมูลอิสระแบ่งออกเป็น 2 กลุ่มตามแหล่งก าเนิดคือ 

  ก.  อนุมูลอสิระทีเ่กดิขึน้ภายในร่างกาย (endogenous free radicals) อนุมูลอิสระเกิดข้ึน
ภายในเซลล ์ ท่ี nucleus, mitochondria, endoplasmic reticulum, peroxisome และ lysosome ซ่ึงเป็น cell 
organelle ท่ีมีการใช ้oxygen สูงโดยเกิดจากกระบวนการ  metabolism ในร่างกายตามปกติ หรือในสภาวะ
ท่ีมี oxygen มากกวา่ปกติ รวมทั้งเกิดในสภาวะท่ีร่างกายผดิปกติ เช่น เกิดการอกัเสบ การติดเช้ือจาก
แบคทีเรีย ไวรัส  รวมทั้งการออกก าลงักายอยา่งหกัโหม ตารางท่ี 2.1 แสดงตวัอยา่งของ ROSs และ RNSs 
ท่ีถูกสร้างข้ึนระหวา่งกระบวนการ metabolism  (Phaniendra  et al., 2015; สหพฒัน์ 2548) 

ตารางที ่2.1  แสดง ROSs และ RNSs ท่ีถูกสังเคราะห์ข้ึนระหวา่งกระบวนการ metabolism                     
(Phaniendra  et al., 2015) 

อนุมูลอสิระ สัญญลกัษณ์ เวลาคร่ึงชีวติ 

Reactive oxygen species (ROSs)   

Radicals   
  Superoxide O2

•- 10-6 s 

  Hydroxyl OH• 10-10 s 

  Alkoxyl radical RO• 10-6 s 

  Peroxyl radical ROO• 17s 
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ตารางที ่2.1 (ต่อ) 
 

  

อนุมูลอสิระ สัญญลกัษณ์ เวลาคร่ึงชีวติ 
Non-radicals 

 
 

  Hydrogen peroxide H2O2
 Stable 

  Singlet oxygen 1O2 10-6 s 
  Ozone O3 s 
  Organic peroxide ROOH Stable 
  Hypochlorous acid HOCl Stable (min) 
  Hypobromous acid HOBr Stable (min) 
Reactive nitrogen species (RNSs)   
Radicals   
  Nitric oxide NO• 

as 

  Nitrogen dioxide NO2
• s 

Non-radicals   
  Peroxynitrite ONOO- 10-3 s 
  Nitrosyl cation NO+ s 
  Nitrosyl anion NO- s 

  Dinitrogen trioxide N2O3 s 
 Dinitrogen tetraoxide N2O4 s 
  Nitrous acid HNO2 s 
  Peroxynitrous acid ONOOH Fairly stable 
  Nitryl chloride NO2Cl s 

aเวลาคร่ึงชีวติของอนุมูลอิสระบางชนิดข้ึนกบัสภาวะแวดลอ้ม เช่น ค่าคร่ึงชีวติของ NO• ใน
อากาศท่ีอ่ิมตวั อาจมีค่า 2-3 นาที อกัษร s = วนิาที  m = นาที 

 ROSs ส่วนใหญ่ท่ีเกิดภายในเซลล์ (intracellular ROSs) ไดม้าจาก mitochondria  ดงัแสดงในรูป
ท่ี 1  การสร้าง ROS  ใน mitochondria เกิดท่ี 2 ต าแหน่งของระบบการขนส่ง electron แบบลูกโซ่ 
(electron transport chain) คือ complex I (NADH dehydrogenase) และ complex III (ubiquinone 
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cytochrome c reductase) เม่ือเกิดการส่ง electron จาก complex I หรือ II ไปยงั coenzyme Q หรือ 
ubiquinone (Q) เกิด reduced form coenzyme Q (QH2) ซ่ึงเม่ือเปล่ียนกลบัเป็น coenzyme Q จะไดต้วักลาง 

semiquinone anion (•Q‾) ท่ีไม่เสถียร ใน Q-cycle  สารตวักลาง •Q‾ ท่ีเกิดส่งต่อ electron อยา่งรวดเร็ว
ให้โมเลกุลของ O2 เกิดอนุมูลอิสระ superoxide  (superoxide radical) ดงันั้น ยิ่งมีอตัราการเผาผลาญสูง 
(high metabolic rate) ยิ่งเกิดการสังเคราะห์ ROSS) สูง  superoxide anion ท่ีเกิดข้ึน จะถูกเปล่ียนต่อเป็น 
hydrogen peroxide (H2O2) โดยเอนไซม ์mitochondrial superxode dismutase (MnSOD) ความเป็นพิษ
ของ H2O2 ถูกก าจดัดว้ยเอนไซม ์catalase (CAT) และ glutathione peroxidase (GPx) ส่วนประกอบอ่ืน
ของ mitochondria ท่ีเก่ียวขอ้งกบัการสร้าง ROSs ได้แก่ monoamine oxidase, -ketoglutarate 
dehydrogenase, glycerol phosphate dehydrogenase และ p66shc โปรตีน p66shc มีบทบาทเก่ียวกบัการ
เกิดการตายของเซลล์แบบ apoptosis ส่วนใหญ่ pp66shc อยูท่ี่ cytoplasm ในสภาวะ oxidative stress 
p66shc ยา้ย (translocate) เขา้สู่ mitochondrial intermembrane space จบักบั cytochrome c  ชกัน าให้เกิด
การสังเคราะห์ ROS ข้ึนใน mitochondria  ใน peroxisomes มีการสังเคราะห์อนุมูลอิสระหลายชนิด เช่น 

H2O2, O2•‾,OH• และ NO•  การเกิด -oxidation ของ fatty acid เป็นกระบวนการ metabolism หลกัท่ีท า
ใหเ้กิด H2O2 ใน peroxisomes เอนไซมท่ี์แตกต่างกนั ใน peroxisome เช่น acyl CoA oxidases, 
D-amino acid oxidase, L--hydroxy oxidase, urate oxidase, xanthine oxidase, D-aspartate oxidase ท า
ใหเ้กิดการสร้าง ROSs ท่ีต่างกนั (ตารางท่ี 2.2)  (Phaniendra et al., 2015) 
 

 

 

 

 

 

รูปที ่2.1  การสร้าง ROSs  ใน mitochondria (http://www.mayo.edu/research/labs/mitochondrial-       

genetics/mitochondrial-oxidative-phosphorylation) 
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ตารางที ่2.2  เอนไซมท่ี์สร้าง ROSs  ใน peroxisomes (Phaniendra  et al., 2015) 

Enzyme Substrate ROS 
Acyl CoA-oxidases (enzymes of  Fatty acids H2O2 
ß-oxidation   
D-amino acid oxidase D-proline H2O2 
L--hydroxy oxidase Glycolate H2O2 
Urate oxidase Uric acid H2O2 
Xanthine oxidase Xanthine O2•‾, H2O2 

 

 ในการเกิดปฎิกริยาใน endoplasmic reticulum เอนไซม ์ cytochrome p450, b5 เอนไซม ์ และ 
diamine oxidase ท าใหเ้กิดการสังเคราะห์ ROSs  เอนไซม ์thiol oxidase, Erop1p เร่งการถ่ายทอด electron 
จาก dithiols ให ้O2 ท  าใหเ้กิดการสร้าง H2O2  แหล่งก าเนิด ROS ภายในร่างกายยงัเกิดข้ึนในปฎิกริยาอ่ืน ๆ
อีกมากมาย เช่น ระหวา่งขั้นตอนการสังเคราะห์ prostaglandin, การเกิด auto-oxidation ของ adrenalin, 
การกลืนกินของเม็ดเลือดขาว (phagocytic cell)  การ reduce riboflavin, FMNH2, FADH, การกระตุน้
เซลลภู์มิคุม้กนั การเกิดการอกัเสบ สภาวะเครียดของจิตใจ (mental stress) การออกก าลงัหกัโหม  การติด
เช้ือ การเกิดมะเร็ง การแก่ (aging) และสภาวะขาดเลือดหล่อเล้ียง (ischemia) เป็นตน้ 

ข.  อนุมูลอสิระทีเ่กดิภายนอกร่างกาย (exogenous free radicals) เกิดไดห้ลายสาเหตุ 
เช่น สารเคมี  มลภาวะ และ แสงแดด (รังสี UVA และ UVB)   ตารางท่ี 2.3 แสดงแหล่งก าเนิดอนุมูลอิสระ
จากภายนอก  ส่ิงเหล่าน้ีเป็นตวักระตุน้ใหมี้การผลิตอนุมูลอิสระเพิ่มข้ึน 
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ตารางที ่2.3  การเกิด ROSs จากแหล่งภายนอกร่างกาย (Phaniendra  et al., 2015) 
 

Air & water pollution Ultraviolet light 
Alcohol Cooking (smoked meat, used oil, 
Tobacco smoke   fat) 
Transition metals-Cd, Hg, Pb, As Drugs such as  Halothene, Paracetamol, 
Heavy metals- Fe, Cu, Co, Cr Bleomycine, Deoxorubicin 
Industrial solvents Metrenidazole, Ethanol 
Pesticides CCl4 
High temperature  

 
 2.1.2  ประโยชน์ของอนุมูลอิสระ   ทั้ง ROSs  และ  RNSs มีบทบาทส าคญัทางชีววทิยา อนุมูล
อิสระมีทั้งประโยชน์และโทษ  ท่ีความเขม้ขน้ต ่า หรือ ปานกลาง  ROS/RNS มีหนา้ท่ีทางสรีรวทิยา อาทิ 
การท าหนา้ท่ีของระบบภูมิคุม้กนั  การท าลายเช้ือโรคหรือส่ิงแปลกปลอมของเซลล ์  macrophage และ 
neutrophils  อนุมูลอิสระจึงมีบทบาทส าคญัในการท าลายแบคทีเรีย (bacteriocidal) ตา้นไวรัส และตา้น
สารก่อเน้ืองอก (anti-tumor agents)  RNS  ควบคุมความดนัโลหิตผา่น cGMP  ทั้ง ROS/RNS ท าหนา้ท่ี
เป็นสารส่ือกลางในการส่ือสารภายในเซลล ์  (intracellular messengers) ในหลายวถีิทางของการส่ง
สัญญาณของเซลล ์ (cellular signaling pathway) โดยเฉพาะในการตอบสนองของ mitogen (mitogenic 
response) และ การควบคุมรีดอกส์ (redox regulation)  บทบาทของอนุมูลอิสระในดา้นเป็นสารส่ือสาร
ของเซลล ์ (intracellular messengers) แบ่งออกไดเ้ป็น 5 ประการคือ 1)  ท าหนา้ท่ีเป็น cytokine, growth 
factor, มีฤทธ์ิของ hormone (hormone action) และการหลัง่สาร (secretion) 2)  ท าหนา้ท่ีเป็นตวัขนส่ง ion  
(ion transport) 3) เป็น transcription 4)  ควบคุมระบบประสาท (neuromodulation) และ 5) เก่ียวขอ้งกบั
การตายของเซลลแ์บบ apoptosis  (Phaniendra  et al., 2015; Lander, 1997)   
             2.1.3  อนัตรายของอนุมูลอสิระ ในความเขม้ขน้ท่ีสูง ทั้ง ROS และ RNS  ก่อใหเ้กิดสภาวะเครียด
ออกซิเดชัน่ (oxidative stress) และ สภาวะเครียดไนโตรเซชัน่ (nitrosative stress) ในร่างกาย ซ่ึงเกิดจาก
กรณีท่ีมีการสังเคราะห์ ROS/RNS  ในปริมาณสูงเกินไป (excess) แต่ขาดแคลนสารตา้นออกซิเดชัน่ช่ึงมี
ทั้งแบบท่ีเป็นเอนไซม ์และไม่ใช่เอนไซม ์  (enzymatic และ non enzymatic antioxidants)  ตารางท่ี  2.4 
แสดงสารตา้นออกซิเดชัน่ท่ีพบในร่างกาย เม่ือขาดความสมดุลยร์ะหวา่งการสร้างอนุมูลอิสระ และสาร
ตา้นออกซิเดชัน่ ความวอ่งไวในการเกิดปฎิกริยาของROS/RNS  ท าใหเ้กิดความเสียหายต่อสารท่ีมี
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โมเลกุลขนาดใหญ่ในร่างกาย (macromolecules) ทั้งไขมนั  กรดนิวคลิอิค  และโปรตีน ส่งผลใหเ้กิดความ
เสียหายต่อเซลล ์  
ตารางที ่2.4  สารตา้นออกซิเดชัน่ท่ีจดัเป็นเอนไซม ์และไม่ใช่เอนไซมท่ี์พบในร่างกาย (ดดัแปลง
จากสหพฒัน์  2548) 
 

คุณสมบัติ สารต้านออกซิเดช่ัน 
 Superoxide dismutase (SOD) 

 Catalase (CAT) 
จดัเป็นเอนไซม ์ Glutathione peroxidase (GPX) 

 Glutathione reductase (GR) 
 Glutathoine S-transferase (GST) 
 Glutathione        Lipoic acid 

ไม่จดัเป็นเอนไซม ์ Ceruloplasmin    Albumin 
 Transferrin         Haptoglobin 

 Hemopexin         Uric acid 
 Bilirubin             Cysteine 

 
ก.  ผลของอนุมูลอสิระต่อ Deoxyribonucleic acid (DNA)  ทั้ง ROS/RNS สามารถท า

ความเสียหายต่อ DNA    DNA ใน mitochondria มีความไวต่อความเสียหายจาก ROS มากกวา่ DNA ใน

nucleus เพราะอยูใ่กลก้ารเกิด ROS มากกวา่  อนุมูลอิสระท่ีส าคญั OH• สามารถ ท าฎิกริยาโดยตรงกบัทุก
ส่วนประกอบของ DNA  ทั้งท่ีเบส  purine, pyrimidine และ ส่วนท่ีเป็นน ้าตาลในโครงสร้าง (deoxyribose 
sugar backbone)  ก่อใหเ้กิดการแตกหกัแบบสายเด่ียว (single stranded break) และสายคู่ (double stranded 

breaks) ของ DNA การดึงอะตอม H ของ OH• ก่อใหเ้กิดการเปล่ียนแปลงของทั้ง purine และ pyrimidine 

และเกิดการ cross-link ระหวา่ง  DNA และ protein  อนุมูลอิสระ OH• ท าใหเ้กิด pyrimidine adducts 
หลายชนิด  เช่น thymine glycol, uracil glycol, 5-hydroxydeoxy uridine, 5-hydroxy deoxycytidine, 

hydantoin เป็นตน้ ส่วน purine adducts ท่ีเกิดจาก OH• ไดแ้ก่ 8-hydroxydeoxy guanosines (8-OHdG), 
8-hydroxy deoxy adenosine เป็นตน้ ส่วน DNA adduct ของ base ท่ีเกิดจากการชกัน าของอนุมูลอิสระอ่ืน 



(L )
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acid)  เป็น ผลลพัทไ์ดจ้ากการเกิด lipid peroxidation ของ arachidonic acid และจดัเป็นตวับ่งช้ีท่ีส าคญั

ของไขมนัท่ีเสียหายจากการถูก oxidize  นอกจากนั้น lipid peroxyl radical (LOO•) เม่ือรวมตวักบัน ้าจะ

ไดเ้ป็น lipid alkyl radical L• อีกคร้ัง  สุดทา้ย L• รวมตวักนัเป็น polymerized lipids  (LL) ท าให ้
membrane ต่าง ๆ ของเซลลโ์ดยเฉพาะ membrane ของ mitochondria สูญเสียคุณสมบติั  ผลของอนุมูล
อิสระต่อไขมนัและการเกิด lipid peroxidation สรุปดงัสมการดา้นล่าง  (สหพฒัน์ 2548; Phaniendra et al., 
2015) 

   OH• + LH  → H2O + L• 

   L• + O2  → LOO• 

    LOO• + H2O  → LOOH + L• 

   L• + L• → LL 
  ดงันั้น การเกิด lipid peroxidation สามารถแบ่งออกเป็น  3 ระยะคือ ระยะเร่ิมตน้ (initiation) 
ระยะการเกิดปฎิกริยาต่อเน่ือง (propagation) และระยะส้ินสุดปฎิกริยา (termination)  การเกิด  lipid 
peroxidation  สามารถถูกเร่งใหเ้กิดเร็วข้ึนโดยโลหะต่าง ๆ เช่น เหล็ก (รูปท่ี 2.2)  รูปท่ี 2.3 แสดงตวัอยา่ง
การเกิด lipid peroxidation ของ arachidonic acid  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที ่2.2  แสดงระยะของการเกิด lipid peroxidation ( http://slideplayer.com/slide/5372691/) 
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รูปที ่2.3  ระยะ initiation และ propagation ของการเกิด  lipid peroxidation ของ arachidonic acid (Power 
และ Jackson, 2008) 
 

ค.  ผลของอนุมูลอสิระต่อโปรตีน  การออกซิไดซ์โปรตีนสามารถเกิดผา่นอนุมูลอิสระ

หลายชนิด เช่น O2•-, OH•, peroxyl, alkoxyl, hydroperoxyl และสามารถเกิดผา่นสารท่ีไม่ใช่อนุมูลอิสระ 

เช่น H2O2, O3, HOCl, singlet oxygen, OONO-  เป็นตน้ ROS  ออกซิไดซ์ amino acid ในโปรตีน  ท าให้
เกิด protein-protein cross linkages  ส่งผลใหโ้ปรตีนเสียสภาพ (denature)  สูญเสียการท าหนา้ท่ีของ
เอนไซม ์  ตวัรับรู้ หรือหนา้ท่ีการขนส่งของโปรตีน  amino acid ท่ีมี sulfur เป็นองคป์ระกอบ เช่น 
methionine และ cysteine มีความไวต่อการถูก oxidize โดย ROS และเปล่ียนเป็น disulfides และ 
methionine sulphoxide ซ่ึงทางชีววทิยาสามารถถูกเปล่ียนกลบัสู่สภาพเดิมไดโ้ดยใช ้ เอนไซม ์ disulfide 
reductase และ methionine sulfoxide reductase ตามล าดบั ตวัอยา่ง amino acid และ oxidation product 
ของ amino acid ท่ีเกิดจากการถูกโจมตีโดย ROS เช่น tryptophan ท าใหเ้กิดการสร้าง nitrotryptophan, 
kynureninine, formuylkynurinine; phenylalanine เกิดการสร้าง 2,3-dihydroxylphenylalanine, 2-, 3-, และ 
4-hydroxyphenylalanine; tyrosine เกิดการสร้าง  3,4-dihydroxyphenylalanine, tyrosine-tyrosine cross-
linkages, Tyr-O-Tyr, cross-linked nitrotyrosine; histidine สร้าง 2-oxohistidine, asparagine, aspartic 
acid; arginine เกิดการสร้าง glutamic semialdehyde, lysine เกิดการสร้าง -aminoadipic semialdehyde; 
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proline เกิดการสร้าง 2-pyrrolidone, 4- และ 5-hydroxyproline pyroglutamic acid, glutamic 
semialdehyde; threonine เกิดการสร้าง  2-amino-3-ketobutyric acid ; leucine และ valine เกิดการสร้าง 
hydroxyl residue   การชกัน าใหเ้กิด oxidative damage ของ amino acid เช่น lysine, proline, threonine 
และ arginine ใหอ้นุพนัธ์ของ carbonyl (carbonyl derivative)  ดงันั้น การมีหมู่ carbonyl ในโปรตีนถือวา่
เป็นตวับ่งช้ีความเสียหายของ protein ท่ีถูก oxidize โดย ROS ตวับ่งช้ีอ่ืนของ protein ท่ีเกิด oxidation คือ 
O-tyrosine (ตวับ่งช้ีของ hydroxyl radical), 3-nitrotyrosine (ตวับ่งช้ีของ RNS)  นอกจากนั้น การเพิ่ม
ระดบัของ protein carbonyl มีความสัมพนัธ์กบัพยาธิสภาพของโรคต่าง ๆ มากมาย เช่นโรค  Alzheimer, 
Parkinson, muscular dystrophy, cataractogenesis, rheumatoid arthritis, diabetes, progeria, 
atherosclerosis, respiratory dystrous syndrome, Werner’s syndrome และ ชราภาพ (Phaniendra et al., 
2015; Chevion et al., 2000; Berlett et al., 1997) 

2.1.4  อนุมูลอสิระและการเกดิโรค  มีงานวจิยัมากมายท่ีรายงานความไม่สมดุลยข์องการสร้าง 
อนุมูลอิสระ ROS/RNS ท่ีก่อใหเ้กิดสภาวะเครียดออกซิเดชัน่และพยาธิสภาพของการเกิดโรคต่าง ๆ เช่น  
เก่ียวขอ้งกบัโรคเบาหวานหลายประเภท  โรคเก่ียวกบัการเส่ือมของระบบประสาท (neurodegenerative 
diseases) เช่น  Alzheimer’s disease, Parkinson’s disease, multiple sclerosis โรคหวัใจและหลอดเลือด 
(cardiovascular disease) โรคมะเร็งในอวยัวะต่าง ๆ เช่น มะเร็งท่ีทรวงอก  มะเร็งในล าไส้ใหญ่และทวาร
หนกั  (colorectal cancer) มะเร็งท่ีต่อมลูกหมาก (prostate cancer)  มะเร็งปอด (lung cancer) โรคตอ้
กระจก (cataracts) โรคหอบหืด (asthma)  โรคไขขอ้อกัเสบ (rheumatoid arthritis) อาการอกัเสบ 
(inflammation)  โรคความดนัสูง  โรคภูมิตา้นตนเอง (autoimmunity) Down’s syndrome  hepatitis  ความ
เสียหายต่อปอดจากการไดรั้บ asbestos, nitrogen dioxide, ozone, paraquat, hyperoxia, carbon 
tetrachloride ความเสียหายท่ีเกิดจากการออกก าลงักายหกัโหม  รวมทั้งการชกัน าใหเ้กิดการตายของเซลล์
แบบ apoptosis  ภาวะทารกเจริญเติบโตชา้ในครรภ ์ (intrauterine growth restriction)  ภาวะครรภเ์ป็นพิษ 
(preeclampsia หรือ pregnancy-induced hypertension หรือ toxemia of pregnancy)และ เก่ียวขอ้งกบัความ
ชราภาพ (aging) (Ullah et al., 2016 ; Phaniendra et al., 2015; Chen et al., 2011; Matés และ Sánchez-
Jiménez, 1999;  Atalay และ Laaksonen, 2002; Pham-Huy et al., 2008; Halliwell และ Gutteridge, 1999) 
ตารางท่ี 2.5 สรุปอวยัวะท่ีเกิดความเสียหายและโรคท่ีเก่ียวขอ้งกบัสภาวะเครียดออกซิเดชนั 
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 ตารางที ่2.5  อวยัวะท่ีเกิดความเสียหายและโรค ท่ีเก่ียวขอ้งกบัภาวะเครียดออกซิเดชัน่ (ดดัแปลงจาก 
Ullah et al.,2016) 

 
อวยัวะทีเ่กีย่วข้อง โรคทีเ่กดิ 

ปอด Ashma, chronic bronchitis 
ไต Glomerulonephritis, chronic renal failure 

ไขขอ้ Arthritis, rheumatism 
สมอง Alzheimer’s disease, Parkinson’s disease, memory loss, 

depression, stroke 
ตา Cataract, retinal diseases 

ตวัอ่อนในครรภ ์ Preeclampsia, Intrauterine growth restriction 
หวัใจ Arteriosclerosis, hypertension, ischemia 

หลอดโลหิต Cardiomyopathy, heart failure 
เก่ียวขอ้งหลายอวยัวะ Cancer, diabetes, inflammation infection, aging 

 
2.1.5  สารต้านอนุมูลอสิระในพชื ในปัจจุบนั มีงานวจิยัมากมายทั้ง in vitro และ in vivo รวมทั้ง

หลกัฐานทางระบาดวทิยาท่ีสนบัสนุนบทบาทของสารตา้นอนุมูลอิสระในพืช ผกั ผลไมห้ลากหลายชนิด
ท่ีช่วยต่อตา้นกระบวนการเกิดมะเร็ง ชะลอการแก่ ตา้นการอกัเสบ มีฤทธ์ิลดระดบัน ้าตาลและ cholesterol 
ในเลือด ลดการเกิดตอ้กระจก  ลดอาการโรคภูมิแพ ้ ช่วยใหห้ลอดเลือดขยายตวั  กระตุน้การเจริญของ
แบคทีเรียท่ีเป็นประโยชน์ในล าไส้  (probiotic) และตา้นการเจริญของจุลินทรียก่์อโรค  (Surh, 2003;  
Aruoma, 2003; Fine,2000; Bagchi et al., 2000; Ames et al., 1993; Block et al., 1992; Shigenaga et al., 
1994 และ อุดมภณัฑ ์ ขาลสุวรรณ, 2548)  ตวัอยา่งสารสกดัจากพืชสมุนไพรท่ีมีฤทธ์ิตา้นอนุมูลอิสระมี
มากมาย ไดแ้ก่  องุ่น มะขาม ขิง พริก ถัว่เหลือง ชาเขียว ลูกยอ ทบัทิม มะเขือเทศ วา่นหางชา้ง 
(Belamcanda chinensis) สะเดา  (Surh, 2003; Su et al., 2005; Subapriya and Nagini, 2005; 
Monthakantirat et al., 2005; Wang et al., 2004 และ วรีพล คู่คงวริิยพนัธ์ุ, 2548) รวมทั้งผลิตภณัฑ์
ทางการคา้ของสารสกดัจากพืชหลายชนิดท่ีมีฤทธ์ิตา้นอนุมูลอิสระ เช่น ผงกาแฟ (Coffea Arabica) หนาม
กระสุนท่ีใชเ้พิ่มฮอร์โมนเพศชาย (Tribulus terrestris) ขมิ้นชนั (Curcuma longa) พรมมิ ท่ีใชบ้  ารุงสมอง 
รักษาความจ าเส่ือม (Bacopa moonieri) และลูกซดั (Trigonella foenum-graecum) ท่ีใชเ้ป็นเคร่ืองเทศ ช่วย
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เพิ่มน ้านมแม่ กระตุน้มดลูก และลดน ้าตาล เป็นตน้ (Sathisha et al., 2011)  สาร antioxidants  ท่ีพบในพืช
สมุนไพร ผกั ผลไม ้ไดแ้ก่ tocopherols, carotenoids, ascorbic acid, ubiquinones, steroids, thiols, inosine, 
pyruvate, taurine, gallic acid และ flavonoids (สหพฒัน์ 2548)  เป็นตน้ 

ในปัจจุบนั มีการศึกษาถึงกลไกของพฤกษเคมี (phytochemicals) ต่าง ๆท่ีอยูใ่นพืชสมุนไพร ผกั 
และผลไมใ้นอาหารซ่ึงมีฤทธ์ิตา้นอนุมูลอิสระวา่สามารถยบัย ั้ง หรือบรรเทาการเกิดโรคต่าง ๆ ไดอ้ยา่ไร
ในระดบัโมเลกุล  ดงัตวัอย่างสารสกดัจากพืชหลายชนิดสามารถยบัย ั้งกระบวนการเกิดมะเร็ง  โดยท า
หนา้ท่ีเป็น “ blocking agent” ออกฤทธ์ิในระยะเร่ิมตน้ของการเกิดมะเร็ง (initial phase of carcinogenesis) 
ดว้ยการป้องกนัไม่ใหเ้กิดการกลายพนัธ์ุ ใน DNA  หรือกระตุน้เอนไซมต์า้นอนุมูลอิสระ ดว้ยการส่งเสริม
การท างานของ Nrf-2 (NF-E2-related factor 2; transcription factor ท่ีควบคุมการสร้าง antioxidant 
enzymes ท่ีส าคญัหลายชนิด) นอกจากนั้น พฤกษเคมียงัสามารถออกฤทธ์ิในระยะหลงัของกระบวนการ
เกิดมะเร็ง คือในระยะส่งเสริม (promotion) และระยะกา้วหนา้ (progression) ของการเกิดมะเร็ง โดยท า
หน้าท่ีเป็น “suppressive agent” ยบัย ั้ง transcription factor ท่ีช่วยส่งเสริมการเจริญของเซลล์มะเร็ง  
กระตุ้นให้เกิดการตายของซลล์มะเร็งด้วยกระบวนการ apoptosis   หรือยบัย ั้งการแพร่กระจาย 
(metastasis) ของเซลล์มะเร็ง โดยไปรบกวนวิถีทางของการส่งสัญญาณติดต่อ (signal transduction 
pathway)  ระหว่างเซลล์มะเร็ง  การสร้างหลอดเลือดใหม่ (angiogenesis) ของเซลล์มะเร็ง เป็นตน้ 
(Landis-Piwowar และ Lyer, 2014)  ตารางท่ี 2.6 แสดงกลไกของพฤกษเคมีในสารสกดัพืชจากอาหารใน
การป้องกนัการเกิดมะเร็งในระดบัโมเลกุล และตารางท่ี 2.7 แสดงกลไกของพฤกษเคมี ท่ีเปล่ียนการ
แสดงออกของ gene โดยไมเ่ปล่ียนแปลงระดบัเบสของ DNA ซ่ึงเรียกวา่ epigenetic mechanism  
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ตารางที ่2.6  แสดงสารสกดัจากสมุนไพร พืชผกัผลไมแ้ละกลไกตา้นมะเร็งในระดบัโมเลกุล (ดดัแปลง
จาก Landis-Piwowar และ Lyer, 2014) 

 
Dietary Chemopreventive Effects 

2-methoxystypandrone 
(Polygonum cuspidatum) 

Inhibits JAK and IKK kinase signaling to NF-B 

Apigenin (numerous plant source) Inhibits NF-B DNA binding, IB- 

phosphorylation, and IKK activity 
Curcumin (Curcuma longa; turmeric) Up regulate Nrf2 signaling; induces apoptosis; 

inhibit NF-B signaling; decrease cell invasion and 
motility  

EGCG (Camillia sinensis; green tea) Inhibits proteasome activity for IB-stabilization 
and NF-B inhibition; increase  expression of E-
cadherin; inhibits signal transduction through ERK 

[6]-gingerol (Zingiber officinale; 
ginger root) 

Increase  expression of E-cadherin; inhibits signal 
transduction through ERK; inhibit MMP-9 
expression 

Isothiocyanate/Sulphoraphane  
(Cruciferous vegetables) 

Increase Nrf2 expression 

Luteolin (Terminalia chebula) Inhibits MMP-9 expression 
Resveratrol (skin of red grapes) Increase expression of E-cadherin; inhibits signal 

transduction thrugh PI3K/Akt 
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ตารางที่ 2.7  ตวัอยา่งสารสกดัจากพืชสมุนไพร ผกั ผลไม ้ท่ีมีฤทธ์ิตา้นมะเร็งโดยการควบคุมผา่น 
epigenetic  (epigenetic modulators)  (ดดัแปลงจาก Landis-Piwowar และ Lyer, 2014) 

 
Dietary Epigenetic Modification(s) Role(s) in Chemoprevention 

Curcumin Inhibits DNA methylation (DNMT) 
Inhibits histone acetylation (HAT) and 
deacetylation (HDAC) 
Modulates miRNA expression 

Prevent DNA damage and inhibits 
NF-B signaling 

EGCG Inhibits DNA methylation (DNMT) 
Inhibits histone acetylation (HAT) 
Modulates miRNA expression 

Trigger apoptosis and cell cycle 
arrest in tumor cells 

Isothiocyanate/ 
Sulphoraphane 

Inhibits DNA methylation (DNMT) 
Inhibits histone deacetylation (HDAC) 
 

Inhibits tumor cell growth and 
triggers cell cycle arrest and 
apoptosis 

Resveratrol Inhibits DNA methylation (DNMT) 
Inhibits histone deacetylation (HDAC) 

Inhibits NF-B signaling 

 
2.2  Nitric oxide (NO)  

Nitric oxide (NO) ถูกคน้พบโดย นกัเคมีชาวองักฤษ Joseph Priestley ในปี ค.ศ. 1772 ภายหลงั
จากเขาคน้พบก๊าซ oxygen เป็นระยะเวลา 2 ปี  กวา่ 2 ศตวรรษ หลงัจากถูกคน้พบ ก๊าซ NO ซ่ึงไม่มีสี ไม่มี
กล่ินถูกจดัเป็นสารท่ีมีพิษสูง เน่ืองจากนกัเคมีหลายท่านท่ีสูดดมก๊าซน้ีเขา้ไปในปริมาณสูงโดยไม่ตั้งใจ
เสียชีวติจากอาการของ toxic shock syndrome  จนคร่ึงหลงัของศตวรรษท่ี 20 นกัวทิยาศาสตร์จึงเร่ิม
ตระหนกัวา่ NO เป็นโมเลกุลชีวภาพท่ีมีความส าคญัยิง่ และจดัให ้ NO เป็นโมเลกุลแห่งปี (molecule of 
the year) ในปี 2002  ภายหลงัท่ี  Robert F. Furchgott, Louis J. Ignarro and Ferid Murad ไดรั้บรางวลัโน
โบลร่วมกนัในสาขาสรีรวทิยาและดา้นการแพทยใ์นปี 1998   จากการคน้พบวา่  NO เป็นโมเลกุลท่ีท า
หนา้ท่ีส่ือสารระหวา่งเซลล ์(signaling molecule) ในระบบหวัใจและหลอดเลือด (cardiovascular system)   
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2.2.1   ความส าคัญของ NO ในด้านสุขภาพ (health) และการเกดิโรค (diseases) 

ในปัจจุบนั เป็นท่ีทราบกนัดีวา่ NO มีบทบาทส าคญัเก่ียวขอ้งกบัสุขภาพและการเกิดโรค NO มี
ทั้งคุณประโยชน์และโทษต่อร่างกาย  ในดา้นท่ีเป็นประโยชน์ NO มีหนา้ท่ีส าคญัหลายอยา่ง ข้ึนกบัว่า 
NO ถูกสังเคราะห์ข้ึนท่ีต าแหน่งใด เช่น เป็น neurotransmitter และ signaling molecule  ใน signal 
transduction pathway ควบคุมพฒันาการ และความเส่ือม (degenerative) ของเซลล์ประสาท มีบทบาทใน
การขยายตวัของหลอดเลือด ยบัย ั้งการแข็งตวัของเลือดใน endothelial cell การคลายตวัของกลา้มเน้ือ
เรียบ การแข็งตวัขององคชาติ ช่วยควบคุมการท าหน้าท่ีของระบบภูมิคุม้กนั และมีฤทธ์ิท าลายจุลินทรีย ์
และเซลลม์ะเร็ง เป็นตน้  บทบาทของ NO ท่ีเป็นโทษเกิดเม่ือความเขม้ขน้ของ NO ท่ีถูกสังเคราะห์ข้ึนใน
ร่างกายผดิปกติซ่ึงสามารถชกัน าใหเ้กิดโรคต่าง ๆ เช่น ถา้ระดบัของ NO ต ่ากวา่ปกติ สามารถน าไปสู่โรค
ความดนัสูง  โรคหลอดเลือดสมองตีบ (strokes) ภาวะกลา้มเน้ือหวัใจขาดเลือดเฉียบพลนั (heart attack) 
หรือ หวัใจวาย และโรคมะเร็ง แต่ถา้ระดบัของ NO สูงเกินไป จะสัมพนัธ์กบัภาวะติดเช้ือในกระแสเลือด 
(sepsis) โรคความดนัต ่า โรคท่ีเก่ียวขอ้งการอกัเสบเร้ือรังและเฉียบพลนัต่าง ๆ เช่นโรคเยื่อหุ้มสมอง
อกัเสบ (meningitis) ขอ้อกัเสบรูมาตอยด์ (rheumatoid arthritis) และ โรคเบาหวาน เป็นตน้  นอกจากนั้น 
นักวิทยาศาสตร์ได้ช้ีชัดว่า  NO สัมพนัธ์กบัการเกิดโรคภูมิต้านตนเอง โรคภูมิแพ ้ การกลายพนัธ์ุ 
ตลอดจนการชกัน าให้เกิดกระบวนการ apoptosis ของเซลล์ ( Medical Research Council, 2014;  Sharma 
et al., 2007; Robbin and Sisson, 1996; Park et al., 2000; Morgan and Dabco, 2000; deRojas-Walker et 
al., 1995; Sandoval et al., 1997; Kolb and Kolb-Bachofen, 1992; Alessandro et al., 1994)   แนวโนม้
งานวจิยัในปัจจุบนั ประยุกตใ์ช ้NO ในเชิงการแพทยเ์พื่อช่วยรักษาโรคต่าง ๆ เช่น ใชคุ้ณสมบติัการขยาย
หลอดเลือดและการยบัย ั้งการแข็งตวัของเลือดของ NO ในการรักษาโรค stroke (Culotta และ Koshland, 
1992)  ใช้รักษาโรคความดันโลหิตสูง จากผลงานวิจัย ท่ีค้นพบว่ายีน dimethylarginine 
dimethylaminohydrolase (DDAH)  มีบทบาทส าคญัยิ่งในการควบคุมความดนัโลหิต และการสูญเสียการ
ท างานของยีนน้ี ส่งผลรบกวนการสังเคราะห์ NO (Leiper et al., 2007; Leiper and Nandi, 2011) ใชรั้กษา
โรคความเส่ือมทางสมอง เช่น Alzheimer’s disease  และโรคประสาทชกักระตุก (Huntington’s disease) 
จากผลงานวิจยัท่ีแสดงว่า NO มีผลต่อความสามารถในดา้นการค านวณ (computational ability) ของ
สมอง (Khazan และ Hdayati, 2015; Medical Research Council, 2014; Fernandez et al., 2010; Shukla, 
2007)  ใชย้บัย ั้งความผิดปกติของ epithelial cell ใน Barrett’s oesophagus ก่อนท่ีจะพฒันาการเป็นมะเร็ง 
จากงานวิจยัท่ีคน้พบว่า NO  มีบทบาทเพิ่มการสังเคราะห์ MMP (matrix metalloproteinases) ซ่ึงเป็น 
enzyme family ท่ีส่งเสริมใหเ้กิดความผิดปกติของ epithelial cells (Clemons et al., 2010)   นอกจากนั้น มี
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งานวิจยัท่ีแสดงวา่ NO สามารถมีผลต่อกระบวนการเกิดมะเร็งทั้ง 3 ระยะคือ ระยะ initiation, promotion 
และ progression โดยไปควบคุม (modulate) กระบวนส าคัญท่ีเก่ียวกับพัฒนาการของมะเร็ง คือ
กระบวนการแบ่งเซลล์และการเจริญ การตายแบบ apoptosis กระบวนการอกัเสบ และการสร้างหลอด
เลือดใหม่ (angiogenesis) ของเซลล์มะเร็ง เป็นตน้ (Khazan และ Hdayati, 2015)  จากความส าเร็จในการ
คน้พบวิธีวดัปริมาณของ NO ภายในร่างกาย  มีรายงานวิจยัท่ีแสดงว่าในบุคคลท่ีป่วยดา้น metabolic 
syndrome ในโรคอว้น (obesity)  ความดนัโลหิตสูง และเบาหวาน มีปริมาณการสังเคราะห์ NO ใน
ร่างกายต ่ากวา่ระดบัปกติ (Siervo et al., 2011; Siervo และ Bluck, 2012) ซ่ึงสัมพนัธ์ผกผนักบัระดบัของ 
VEGF (vascular endothelial growth factor (Siervo et al., 2012) 

2.2.2  การสังเคราะห์ NO ภายในร่างกาย 

NO ถูกสังเคราะห์ในรูปของอนุมูลอิสระจาก L-arginine โดยเอนไซมต์ระกลู nitric oxide 
synthase (NOSs)  ทั้งน้ี NO เกิดจาก guanidine nitrogen ของ L-arginine ผา่น oxidative-reductive 
pathway ซ่ึงใช ้5 electron  ส่งผลใหเ้กิด L-citrulline (Shukla, 2007) cofactors ต่าง ๆ ท่ีใชใ้นปฎิกริยาคือ 
oxygen, tetrahydrobiopterin (BH4), nicotinamide-adeninedinucleotide phosphate (NADPH), flavin 
adenine dinucleotide (FAD) และ flavin mononucleotide (FMN) สารส่ือกลาง (intermediate) ท่ีไดคื้อ  
Nω-hydroxy-L-arginine (NOHLA) (รูปท่ี 2.4) (Khazan et al., 2015) 
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รูปที ่ 2.4  L-arginine ถูกเปล่ียนเป็นสารตวักลาง Nω-hydroxy-L-arginine (NOHLA) ในปฎิกริยาขั้นท่ี 1

ตอ้งการ 1 โมเลกุลของ O2 และ NADPH เม่ือมี tetrahydrobiopterin (BH4), flavin 

mononucleotide (FMN), flavin adenine dinucleotide (FAD) และ haem ในปฎิกริยาขั้นท่ี 2 เกิด

โดย oxidation ของ NOHLA ได ้ L-citrulline และ NO (Khazan et al., 2015; รูปจาก 

http://www.gbhealthwatch.com/GND-Cardiovascular-Disease-NOS3.php) 

2.2.3   Isoform ของ nitric oxide synthase  
ผลจากการศึกษาดา้น cloning  พบวา่เอนไซมใ์นตระกลู NOS มีทั้งหมด 3 isoform คือ neuronal 

NOS (nNOS) หรือ type I NOS (NOS1),  immunologic NOS (iNOS) หรือ type 2 NOS (NOS2) และ 
endothelial NOS (eNOS) หรือ type 3 NOS (NOS3) ซ่ึงเอนไซม ์ nNOS และ eNOS ถูกหลัง่จากเซลล์
ประสาท (neuron) และเซลลเ์ยือ่บุผวิของผนงัหลอดเลือดตามล าดบั และมีการสังเคราะห์ข้ึนตลอดเวลา 
(constitutive) จดัเป็น cNOS และการท างานข้ึนกบั calcium-calmodulin ส่วน iNOS ถูกสังเคราะห์โดย
การชกัน า (inducible) เม่ือเซลลใ์นระบบภูมิคุม้กนัถูกกระตุน้ (activated immune cell) การท างานของ 
iNOS ไม่ข้ึนกบั calcium  (Khazan et al., 2015) น ้าหนกัโมเลกุลของ nNOS, eNOS และ iNOS มีค่า
เท่ากบั 160 kDa, 135 kDa และ  130 kDa  ตามล าดบั (Xu and Liu, 1998) NO ท่ีท าหนา้ท่ีเป็น 
neurotransmitter สร้างโดยระบบประสาทส่วนกลาง (central nervous system) และระบบประสาทส่วน
ปลาย (peripheral nervous system) โดย nNOS มีบทบาทส าคญัในดา้นความทรงจ าและการเรียนรู้  
นอกจากนั้น nNOS ยงัท าหนา้ท่ีควบคุมการท างานของหวัใจ การบีบตวัของทางเดินอาหาร (peristalsis) 
และการเร้าอารมณ์ทางเพศ (sexual arousal) ทั้งในเพศหญิงและเพศชาย  spliced isoform ของ nNOS เป็น
โปรตีนในกลา้มเน้ือสร้างสัญญาณในการตอบสนองต่อ calcium ท่ีหลัง่จาก sarcoplasmic reticulum (SR)  
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ส าหรับ inducible isoform iNOS ท าหนา้ท่ีสร้าง NO ท่ีเก่ียวขอ้งกบักลไกการป้องกนัต่อการต่อสู้จุลินทรีย์
ก่อโรคและตอบสนองต่อ cytokine  ส่วน endothelial NOS สร้าง NO ในหลอดเลือด และมีบทบาทส าคญั
ในการควบหนา้ท่ีของหลอดเลือด การท างานของหวัใจ การสร้างหลอดเลือดใหม่ (angiogenesis) และ
การหลัง่ insulin  eNOS ท าหนา้ท่ีเก่ียวขอ้งกบัการบีบตวัของกลา้มเน้ือเรียบ (Khazan et al., 2015)  ตาราง
ท่ี  2.8    เปรียบเทียบเอนไซม ์NOS ทั้ง 3 isoforms  ตารางท่ี  2.9 แสดงการเปล่ียนแปลงปริมาณ NOS ทั้ง 
3 isoform และความสัมพนัธ์กบัการเกิดโรคต่าง ๆ    

 
ตารางที ่ 2.8  ลกัษณะของ NOS  ทั้ง 3 isoform  (ดดัแปลงจาก Khazan et al., 2015, Nahrevanian, 2009) 

Name Human 
Chromosome 

Location Function Regulated by 

Neuron NOS 
(nNOS, NOS1) 

NOS1,  
chromosome 12 
 

Nervous tissue,  skeleton 
muscle type II 

Cell communication, 
signal transduction, 
neurotransmission   

Ca+2 / Calmodulin 

Inducible NOS  
   iNOS,  NOS2 

NOS2 ,  
chromosome 17 
 

Immune system 
(macrophages, 
neutrophils), 
chondrocytes, 
hepatocytes, 
cardiovascular system  

Immune defense against 
pathogens 

Ca+2independent 
endotoxin, 
cytokines 

Endothelial NOS 
(eNOS, NOS3)  

NOS3 , chromosome 7 
 

Endothelium Vasodilation, 
modulation of platelet 
aggregation, modulation 
of leukocyte endothelial 
interactions 

Ca+2 / Calmodulin 
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ตารางที่ 2.9  ความสัมพนัธ์ของ NOS isoform และการเกิดโรคต่าง ๆ (ดดัแปลงจาก Khazan et al., 2015) 

Disease NO Isoform 

Cardiac diseases 
   Myocardial ischemia  
   Reperfusion injury 
   Myocarditis 

Heart failure 

↑ iNOS 

Vascular disease 
Atherosclerosis 
Hypertension 
Aging 

 
↑eNOS 
↑eNOS 
↓eNOS 

Neurodegenerative disorders 
Parkinson’s disease 
Alzheimer’s disease 
Huntington’s disease 
Multiple sclerosis 
Amyotrophic lateral sclerosis 
Traumatic brain injury 

↑ iNOS 

Local inflammation 
Chronic arthritis 
Inflammatory bowel diseases  
Tissue inflammation from toxic origi 

↑iNOS 

Cancer ↑iNOS, ↑eNOS, ↑nNOS 
Metabolic syndrome ↑iNOS 
Diabetes ↑eNOS 
Obesity ↑iNOS 
Dyslipidemias (hypercholesterolemia and 
hypertriglyceridemia) 

↑eNOS 
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2.2.4  การวดัปริมาณ NO ทีถู่กสังเคราะห์ขึน้ 

การศึกษาเก่ียวกบั NO ไม่ใช่เร่ืองง่าย เน่ืองจาก NO ท่ีถูกสังเคราะห์ข้ึนในร่างกายไม่เสถียร จะ
สลายตวัอยา่งรวดเร็ว  NO มีอายคุร่ึงชีวิต (half life) ในเน้ือเยือ่โดยเฉล่ียประมาณ 3-6 วนิาที ในเลือด
ประมาณ 1-2 วนิาที ( Malinski, T, 2000) ในส่ิงมีชีวติ NO ท่ีเกิดข้ึนจะถูก oxidizeโดย O2 อยา่งรวดเร็ว ได ้
nitrite และ nitrate ซ่ึงเป็น metabolite product ใน plasma และในเลือด (whole blood) ตามล าดบั  โดย 
metabolite product ท่ีเสถียรอนัเป็นผลลพัทจ์ากการสลายของ NO คือ nitrite และ ในกรณีท่ีมีปริมาณของ 
O2 ท่ีเพียงพอ  nitrite จะถูกเปล่ียนต่อได ้ nitrate อายคุร่ึงชีวติของ nitrate และ nitrite ในระบบไหลเวยีน
ของร่างกาย (circulation) คือ 5-8 ชม และ 110 วนิาทีตามล าดบั (Khazan et al., 2015)  เน่ืองจาก NO มีอายุ
คร่ึงชีวติท่ีสั้นมาก  การหาปริมาณการสังเคราะห์ NO จึงไม่นิยมวดัค่าของ NO โดยตรง เพราะกระท าได้
ยาก  โดยทัว่ไปจึงนิยมวดัปริมาณของ  metabolite product ของ NO คือ nitrite และ nitrate ใน  serum, 
plasma และในปัสสาวะแทน เพื่อใชเ้ป็นตวับ่งช้ี ปริมาณการสังเคราะห์ NO ในร่างกาย  (Khazan et al., 
2015; Ghasemi et al., 2007) 

ในปัจจุบนั มีหลากหลายวธีิในการวดัปริมาณของ NO เช่น การวดัค่าการดูดกลืนแสงของรังสี 
UV (UV absorbance),  การใช ้ GC-MS, HPLC, ion-selective electrode, capillary electrophoresis, 
fluorescent assay, chemiluminescence assay และ electrochemical detection  แต่วิธีท่ีรวดเร็ว ง่ายดาย 
ประหยดั และเป็นท่ีนิยมมากท่ีสุดคือ Griess assay ซ่ึงรายงานโดย Johan Peter Griess ในปี ค.ศ. 1879  
ปริมาณ NO ท่ีวดัไดจ้ากปฎิกริยา Griess  มีความสัมพนัธ์ท่ีดีกบัวธีิ GC-MS ซ่ึงถือวา่เป็นวธีิท่ีใหค้่าท่ี
ถูกตอ้งท่ีสุดในการหาปริมาณของ NO ในซีรัม (Romitelli et al., 2007; Khazan et al., 2015) 

 
2.2.5  สมุนไพรต้านการอกัเสบและการยบัยั้ง iNOS 

NO ท่ีถูกสังเคราะห์ข้ึนจาก inducible isoform iNOS เป็นส่ือกลางท่ีเก่ียวขอ้งกบักระบวนการ
อกัเสบทั้งชนิดเฉียบพลนั และเร้ือรัง (Heras et al., 2001) iNOS เป็นเอนไซมท่ี์สร้างโดยเซลล ์
macrophage ท่ีถูกกระตุน้ (activated macrophage) เพื่อใชค้วบคุมและท าลายจุลินทรียก่์อโรค หรือ
ตอบสนองต่อ endotoxin และ cytokine ท่ีเก่ียวกบัการอกัเสบ (inflammatory cytokines) เอนไซม ์ iNOS 
จึงจดัเป็น immune inflammatory factor  ท่ีพบในเซลล ์ macrophage, hepatocytes, และใน glial cells 
(Nahrevanian, H. 2009) NO ท่ีสร้างจาก iNOS มีปริมาณสูง และสร้างโดยเซลลห์ลายชนิดเพื่อตอบสนอง
ต่อ cytokines iNOS จดัเป็นปัจจยัท่ีส าคญัของร่างกายในการตอบสนองต่อปรสิต การติดเช้ือแบคทีเรีย 
และการเจริญของเน้ืองอก (tumor growth) NO ท่ีสร้างโดย iNOS เป็นสาเหตุของ septic shock และโรค
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ต่าง ๆ ท่ีมีสาเหตุจากโรคภูมิตา้นตนเอง (autoimmue etiology) และโรคหลายชนิดท่ีเก่ียวขอ้งกบัการ
อกัเสบ รวมทั้งโรคมะเร็ง โรคอว้น และโรคเก่ียวกบัเมตาบอลิซึม (ตารางท่ี 2.9)  

 RAW 264.7 เป็นเซลล ์macrophage ในหนูเมา้ส์ เม่ือถูกกระตุน้ดว้ย  lipopolysaccharide และ/
หรือ IFN-  จะเกิดการสังเคราะห์ iNOS และสร้าง NO ในปริมาณสูง   ท่ีสามารถวดัปริมาณทางออ้มโดย
วดัปริมาณ nitrite ดว้ยการใช ้Griess reagent  (Park et al., 2000; Nathan and Xie, 1994; Komutarin et al., 
2004)  สารในพืชสมุนไพรหลายชนิดโดยเฉพาะในกลุ่ม flavonoids สามารถยบัย ั้งการสร้าง NO ท่ีสร้าง
โดย iNOS  เช่น  quercetin, apigenin, wogonin, luteolin, tectorignin, galangin, morin, epigallocatechin 
gallate, ginkgo biloba extract, silymarin, hesperidin, สารสกดัจากเมล็ดองุ่น เปลือกตน้สน และจาก
เปลือกหุม้เมล็ดมะขาม เป็นตน้ (Kim et al., 1999; Raso et al.,2001, Kobuchi et al., 1997; Sakata et al., 
2003; Chan et al., 1997; Kang et al., 2002; Fine, 2000; Komutarin et al., 2004)   โดยเฉพาะสารสกดั 
OPC จากเปลือกตน้สน (French maritime pine bark) ท่ีจ  าหน่ายทางการคา้ ภายใตช่ื้อ Pycnogenol®  มี
งานวจิยัมากมายท่ีสนบัสนุนวา่เป็นสารสกดัซ่ึงมีทั้งฤทธ์ิตา้นอนุมูลอิสระ ยบัย ั้งการสร้าง NO และมีฤทธ์ิ
ทางเภสัชวทิยามากมาย เช่นฤทธ์ิตา้นเช้ือแบคทีเรีย ไวรัส โรคมะเร็ง โรคภูมิแพ ้ กระตุน้ระบบภูมิคุม้กนั 
เพิ่มความยดืหยุน่ของ collagen  ป้องกนัการเกาะกลุ่มของเกร็ดเลือด  ป้องกนัและลดความเสียหายจาก
โรคหวัใจ และโรคไขขอ้อกัเสบต่าง ๆ  เป็นตน้  (Fine, 2000; Ray et al., 1999; Dhanalakshmi et al., 
2003; Shafiee et al., 2003)  

2.3 ว่านขันหมาก 

 2.3.1  ลกัษณะทัว่ไปของว่านขันหมาก 

  วา่นขนัหมาก หรือท่ีจงัหวดัจนัทบุรีเรียกวา่ เป็นพืชในวงศบ์อน (Araceae) มีช่ือ
วทิยาศาสตร์วา่ Aglaonema simplex Bl. (เตม็ สมิตินนัทน์, 2544)  มีช่ือทอ้งถ่ินต่างๆ กนั เช่นโหรา (ตราด 
ชุมพร) วา่นงดหิน (ตรัง) วา่นขนัหมาก (ภาคกลาง) พรหมตีนสูง (ภาคใต)้ และ วา่นขนัหมากเศรษฐี (ใน 
internet) เป็นตน้  (วทิย ์  เท่ียงบูรณธรรม, 2542;  http:// medthai.com/พหรมตีนสูง) วา่นขนัหมากอยูใ่น
สกุลเดียวกบัสาวนอ้ยประแป้ง (Homalomena rubescens Kunth.) วา่นในสกุล Aglaonema มีอยูห่ลายชนิด 
เช่น วา่นเขียวหม่ืนปี  วา่นกวกัทางลายใบยาว วา่นกวกัทางลายใบป้อม  วา่นโพธ์ิบลัลงัก ์ วา่นโพธิสัตย ์ 
วา่นโพธ์ิ-รางเงินทั้งใบเล็กและใบใหญ่  ทางสายเดียว  สตาร์ไบต ์  ซิลเวอร์คิงส์ วา่นกวกัทองค า วา่นกวกั
ทองสัมฤทธ์ิ  กวกัทองเก๊   ลายแตงและวา่นขนัหมาก   เป็นตน้ (ฝ่ายสารนิเทศพิเศษ, 2004)  ตน้พรหมตีน
สูง หรือวา่นขนัหมากเป็นพรรณไมล้ม้ลุก ล าตน้กวา้งประมาณ 1.5 เซนติเมตร แทงจากเง่าใตดิ้น สูงได ้
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ประมาณ 35 เซนติเมตร ถึง 1 เมตร มีสีเขียวเป็นขอ้ ๆ อวบน ้าเล็กนอ้ย (รูปท่ี 2.5  ก)  ใบขนาดฝ่ามือ สี
เขียวสด ปลายใบแหลม ใบเด่ียวออกสลบั  ออกใบท่ีปลายตน้แบบตน้หมาก ตน้หน่ึงมีใบไม่เกิน 10 ใบ 
(รูปท่ี 2.5 ข)  ดอกสีขาว หรือสีเหลืองอ่อน ๆ ออกเป็นช่อท่ีซอกใบ และกา้นช่อดอกยาว ดอกมีรูปร่าง
ลกัษณะคลา้ยดอกหนา้ววั แต่มีสีขาวโอบตวัช่อเกสรไว ้  (รูปท่ี 2.5 ค)   ผลรูปกลมรีคลา้ยผลพิกุล หรือ
คลา้ยลูกแตงตาหนู มีขนาดเล็ก ติดเป็นพวง 3-12 ผล ผลดิบสีเขียว เม่ือแก่หรือสุกเป็นสีเหลืองแกมส้ม 
หรือสีแดงสด  (รูปท่ี  5 ง )  วา่นขนัหมากขยายพนัธ์ุดว้ยวธีิการเพาะเมล็ด ข้ึนตามพื้นท่ีชุ่มช้ืน  มีถ่ินก าเนิด
ตามเชิงเขาทัว่ไปทุกภาคของไทย  แต่ดงวา่นมกัพบบนภูเขาหินท่ีมีความร่มช้ืนตลอดปี  (อภิญญา สันยาสี, 
2548; http://medthai.com/พรหมตีนสูง) 
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รูปที ่ 2.5  แสดงส่วนท่ีเป็นล าตน้ (ก)  ใบ  (ข) ดอก  (ค)  และผลสุก (ง) ของตน้พรหมตีนสูงหรือ               

วา่นขนัหมาก  (http://medthai.com/พรหมตีนสูง) 

2.3.2 สรรพคุณของว่านขันหมาก 

ตามต ารายาไทย (วทิย ์เท่ียงบูรณธรรม, 2542; ส านกังานขอ้มูลสมุนไพร 2014; 
http://medthai.com/พหรมตีนสูง) ระบุสรรพคุณของวา่นขนัหมาก หรือพรหมตีนสูงไวด้งัน้ี 

1. ผลมีสรรพคุณดา้นอายวุฒันะและตา้นความชรา  เช่ือกนัวา่ถา้รับประทานผลสุกก่อนนอน
เป็นประจ าวนัละ 4 ผล จะท าใหอ้ายยุนืยาว ช่วยชะลอความแก่ คงความเป็นหนุ่มสาว หนา้ตา 
ผวิพรรณขาวผดุผอ่ง เน้ือหนงัเต่งตึงและผมด า ไม่หงอก 

2. ผล และทั้งตน้ใชเ้ป็นยาบ ารุงร่างกาย ช่วยใหแ้ขง็แรง มีก าลงัวงัชา  วอ่งไว ไม่เหน่ือยง่าย ช่วย
แกอ้าการอ่อนเพลีย และท าใหอ้าการของโรคเร้ือรังท่ีเป็นอยูดี่ข้ึน  

3. ตน้ใชต้ม้กินเป็นยาระบาย  
4. ทั้งตน้ใชต้ม้กบัน ้าด่ืมเป็นยาบ ารุงก าหนดัในเพศชาย ช่วยเพิ่มพละก าลงัทางเพศ  

 
2.3.3  ข้อแนะน าการใช้และการรับประทาน 

ใหใ้ชล้ าตน้ ราก ใบ และเมล็ด ไปสตุหรือท าใหฤ้ทธ์ิยาอ่อนลงก่อน แลว้จึงน าไปผึ่งใหแ้หง้
ประมาณ 4-5 วนั หรือน าไปยา่งกบัไฟใหน้ ้ายางท่ีคนัออกมาเสียก่อน แลว้จึงน าไปตม้กิน  ส าหรับผลสด 
โบราณใหก้ลืนทั้งผล หรือทั้งเมด็  หา้มรับประทานโดยการเค้ียว  เพราะมีรสข่ืน มียางท าใหป้ากคนั ล้ินชา 
และเกิดอาการบวมพองได ้ แต่สามารถกลืนลงไปในทอ้งไดท้ั้งผล  ถา้น าผลมาตากแห้ง เค้ียวกินจะไม่มี

 

ง 
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อาการคนั และมีรสมนัหอมอร่อย ในเชิงการคา้ มกัจะน าผลดิบมาตากแหง้แลว้บดเป็นผงอดัเป็นเม็ด
แคปซูลรับประทาน  (http://medthai.com/พรหมตีนสูง; อภิญญา สันยาสี, 2548)   

การเค้ียวผลสดท่ีท าใหเ้กิดการระคายเคืองและคนั อาจสืบเน่ืองจากตน้วา่นขนัหมากมี calcium 
oxalate ซ่ึงก่อใหเ้กิดความระคายเคืองต่อผวิเยือ่เมือก (mucous membrane) ต่าง ๆ calcium oxalate  3 ชนิด
หลกัท่ีพบในพืชใบเล้ียงเด่ียวคือ raphides, styloids และ druses พืชในวงศ ์Araceae สามารถพบ calcium 
oxalate ไดท้ั้ง 3 ชนิด และมีรายงานพบ calcium oxalate ชนิด druses และ raphides ทั้งชนิด defensive 
และ nondefensive idioblast ในส่วนใบของ Aglaonema commutatum (Saadi และ Mondal, 2012; 
Prychid และ Rudall, 1999)  

 
2.3.4   งานวจัิยสารพฤกษเคมีและฤทธ์ิทางชีวภาพของว่านขันหมาก 

 จากการสืบคน้ฐานขอ้มูลทั้งในและต่างประเทศ ยงัไม่มีรายงานวิจยัท่ีเก่ียวขอ้งกบัสารพฤกษเคมี
ความเป็นพิษและฤทธ์ิทางชีวภาพของว่านขนัหมากแต่อย่างใด อย่างไรก็ดี ในฐานขอ้มูลต่างประเทศมี
รายงานเก่ียวกบัสรรพคุณของวา่นในสกุล Aglaonema ในวงศ ์Araceae  อยูบ่า้ง แต่มีเพียงไม่ก่ีชนิด   เช่น 
มีรายงานส่วนประกอบของสารออกฤทธ์ิใน  Aglaonema commutatum ว่าเป็น alpha-carotene, beta-
cartotene, delta-carotene, gamma-carotene, lutein, lycopene, lycoxanthin และ violaxanthin พร้อมระบุ
ฤทธ์ิทางเภสัชวิทยาของ Aglaonema commutatum ไวม้ากมาย เช่น เป็นสารตา้นโรคภูมิแพ ้และหอบหืด 
ตา้นการแก่ชรา ตา้นการก่อกลายพนัธ์ุ ตา้นมะเร็งในอวยัวะต่าง ๆ และตา้นโรคผนงัเส้นเลือดอุดตนั  ตา้น
อนุมูลอิสระ และมีสารกระตุน้การท างานของระบบภูมิคุม้กนั เป็นตน้ Aglaonema angustifolium ช่วย
ตา้นอาการบวมต่าง ๆ  (swelling) และใช้ลดไข ้Aglaonema marantifolium มีฤทธ์ิตา้นเน้ืองอก  และ 
Aglaonema pictum ใชรั้กษาโรคพยาธิ และเป็นยาอายุวฒันะ (Duke, 2005)  มีรายงานวิจยัการศึกษา
เก่ียวกบัการลดปริมาณน ้ าตาลในหนูท่ีเป็นเบาหวาน (streptozotocin-diabetic mice) โดยใช ้น ้ าตาลท่ีมี 
nitrogen เป็นองค์ประกอบสกัดจาก  Aglaonema treubii เทียบกับพืชชนิดอ่ืนคือ Xanthocercis 
zambesiaca, Morus bombycis,  และ Castanospermum australe  (Nojima et al., 1998)  และรายงานฤทธ์ิ
ยบัย ั้งการสร้าง nitric oxide (NO) ในเซลล์ macrophage ท่ีถูกกระตุน้ดว้ย lipopolysaccharide (LPS) โดย 
Aglaonema modestum Schott ex Engl. เทียบกบัพืชสมุนไพรจีนชนิดอ่ืน (Ryu et al., 2001) นอกจากนั้น 
มีรายงานการศึกษาสารส าคัญท่ีสกัดจากพืชสกุล Aglaonema เช่น รายงานการสกัดสารกลุ่ม  
polyhydroxyalkaloids คือ 2,5-dihydroxymethyl-3,4-dihydroxypyrrolidine  และ -homonojirimycin 
จากพืชกลุ่ม Aglaonemateae ท่ีแสดงถึงความสัมพนัธ์ุกบัพืชในวงศบ์อน หรือ  Araceae อ่ืนคือ Nephthytis  
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Schott, Anchomanes Schott และ Pseudohydrosme Engl. (Kite et al., 1997)   รายงานการสกดัสารท่ีเป็น 
homoazasugars  หลายชนิด เช่น  -homonojirimycin, homonojirimycin isomer รวมทั้งการคน้พบสาร
ชนิดใหม่คือ -4-di-epi-homonojirimycin หรือ -homoallonojirimycin  ท่ีมีฤทธ์ิยบัย ั้งการท างานของ
เอนไซม ์glycosidase จาก Aglaonema treubii  Engl. (Martin et al., 1999)  สารประเภท azasugars  ท่ี
สามารถยบัย ั้ง glycosidases และ glycosyltransferases  เป็นกลุ่มสารท่ีมีความส าคญัมากในปัจจุบนัและ
ก าลงัไดรั้บความสนใจเป็นพิเศษ เน่ืองจากมีศกัยภาพสูงในการรักษาโรคเบาหวาน มะเร็ง และรักษาโรคท่ี
เก่ียวกบัไวรัส รวมทั้งโรค AIDS (Winchester, et al., 1992; Asano et al., 2000; Jacob, 1995)   และไม่
นานมาน้ี  มีการศึกษาหาความสัมพนัธ์ระหวา่งสายพนัธ์ุต่าง ๆ ของพืชในสกุล Aglaonema  9  species 
ดว้ยการใชเ้ทคนิคทางอณูชีววิทยาคือ amplified fragment length polymorphism (AFLP) marker (Chen et 
al., 2004) 

 ผลสุกของวา่นขนัหมากมีสีแดงอมส้ม จึงน่าจะมีสาร polyphenol อยูสู่ง โดยเฉพาะกลุ่ม 
proanthocyanidins ซ่ึงเป็น flavanoids ชนิดหน่ึงท่ีมีอยูใ่นพืชผกั และผลไมท่ี้มีสีแดง ม่วง หรือน ้าเงิน และ
สีของผลวา่นท่ีออกสีส้มน่าจะมีสารกลุ่มพวก -carotene, lutein หรือ lycopene ซ่ึงเป็นสารท่ีใหสี้เหลือง 
ส้ม ในผกัผลไมท้ัว่ไป  ซ่ึงกลุ่มสารดงักล่าวลว้นเป็นพฤกษเคมีท่ีมีฤทธ์ิทางชีวภาพมากมาย โดยเฉพาะ
ฤทธ์ิตา้นอนุมูลอิสระและยบัย ั้งการสร้าง NO ท่ีมีบทบาทเก่ียวขอ้งกบักลไกการเส่ือมของเซลล ์ การเกิด
โรคต่างๆ ท่ีเก่ียวขอ้งกบัอาการอกัเสบเร้ือรังดงัระบุเบ้ืองตน้   นอกจากนั้น งานวิจยัช้ีแนะวา่สารท่ีมีฤทธ์ิ
ตา้นอนุมูลอิสระ และยบัย ั้งการสร้าง NO สามารถมีฤทธ์ิรักษาโรคภูมิแพร่้วมดว้ย  เพราะ NO เป็น
ตวักลางหน่ึงท่ีเก่ียวขอ้งกบักลไกของการเกิดโรคภูมิแพ ้  ดงัเช่นสารกลุ่ม OPCs ในเปลือกตน้สน และ
เมล็ดองุ่น ท่ีมีฤทธ์ิตา้นอนุมูลอิสระ และยบัย ั้งการสร้าง NO สามารถช่วยรักษาโรคภูมิแพไ้ด ้ (Bagchi et 
al., 2000, Fine, 2000)  ตวัอยา่งพืชท่ีสามารถตา้นโรคภูมิแพมี้มากมาย เช่น แห่โกวเช่า (Prunella 
vulgaris), ออริกาโน่ (Origanum vulgare) หรือ common Turkish oregano, ตน้ยาร์โรว (Yarrow; Achillia 
millefolium),  หวัหอม (Allium cepa), ขิง (Zingiber officinale), ชาเขียว (Camellia sinensis), โหระพา
(Ocimum basilicum) และ โรสแมร่ี (Rosmarinus officinalis)  เป็นตน้ ( Ryu et al., 2000; Duke, 2005) 

จะเห็นได้ว่า ในปัจจุบนั  แมจ้ะมีงานวิจยัท่ีช้ีแนะฤทธ์ิทางชีวภาพของพืชในสกุล Aglaonema  
บา้ง แต่การศึกษาวิจยัยงัมีปริมาณต ่า และไม่มีงานวิจยัเก่ียวกบัวา่นขนัหมากแต่อยา่งใด  มีแนวโนม้สูงวา่
ว่านขนัหมากอาจมีฤทธ์ิทางเภสัชวิทยาเหมือนพืชในสกุล Aglaonema เดียวกัน ดงันั้น การศึกษาวิจยั
เก่ียวกบัความเป็นพิษ องคป์ระกอบทางพฤกษเคมี และฤทธ์ิทางชีวภาพของสารสกดัจากผลวา่นขนัหมาก 
จึงเป็นการบุกเบิกของงานวิจยัท่ีน าไปสู่องค์ความรู้ใหม่ของพืชสมุนไพรท่ียงัไม่เคยมีการศึกษามาก่อน 
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โครงการวิจยัน้ีจึงเสนอเพื่อหาปริมาณ polyphenol ในผลว่านขนัหมาก และวดัปริมาณ flavonoids, 
proanthocyanidin ซ่ึงเป็น  subclass ของ flavonoids  ท่ีเป็นสาร  polyphenol ซ่ึงมีฤทธ์ิตา้นอนุมูลอิสระสูง 
พร้อมตรวจสอบฤทธ์ิชีวภาพเบ้ืองตน้ของว่านขนัหมาก โดยหาฤทธ์ิตา้นอนุมูลอิสระ การยบัย ั้งการสร้าง 
NO  ควบคู่กบัการตา้นโรคภูมิแพ ้ เพื่อใหส้อดคลอ้งกบัสรรพคุณของวา่นขนัหมากในต าราโบราณวา่เป็น
ยาอายุวฒันะ ช่วยให้ร่างกายแข็งแรง ชะลอการแก่ ซ่ึงสามารถอธิบายไดด้ว้ยฤทธ์ิตา้นอนุมูลอิสระ และ
ตรงกบัขอ้มูลเบ้ืองตน้ท่ีได้จากการสัมภาษณ์ผูบ้ริโภคว่าว่านขนัหมากว่าอาจจะมีฤทธ์ิรักษาโรคภูมิแพ ้
ส าหรับความเป็นพิษเฉียบพลนัของการบริโภคว่านขนัหมาก ไม่น่าจะเป็นปัญหามากนกั  เพราะมีผูค้น
บริโภควา่นขนัหมากท่ีซ้ือขายกนัประจ าอยู่แลว้ และไม่เคยมีข่าวหรือรายงานเก่ียวกบัความเป็นพิษจาก
การบริโภค  ส่ิงท่ีควรกงัวลน่าจะเป็นพิษจากการบริโภคต่อเน่ืองในระยะยาวมากกว่า งานวิจยัน้ีจึงศึกษา
ฤทธ์ิก่อกลายพนัธ์ุของสารสกัดจากว่านขนัหมาก  เพราะอาจเป็นผลระยะยาวจากการบริโภคว่าน
ขนัหมากอย่างต่อเน่ือง การเกิดการกลายพนัธ์ุ สามารถชกัน าให้เกิดผลเสียต่อเซลล์และมีศกัยภาพสูงใน
การชกัน าใหเ้กิดโรคมะเร็งได ้ ซ่ึงเป็นความกงัวลทัว่ไปของผูบ้ริโภควา่นขนัหมากอยา่งต่อเน่ืองเป็นระยะ
ยาว 
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บทที ่3 

วธิีการด าเนินการวจิัย 

3.1  สารเคมี น า้ และวสัดุทีใ่ช้ในการวจัิย 

3.1.1  สารเคมี   

(+)- Catechin hydrate, vitamin C (Fluka Chemine GmbH, Buchs, Switzerland) 
1, 4-Piperazinediethanesulfonic acid (PIPES) (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO) 
2-AA (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO) 
2-NF (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO) 
4-Nitrophenyl N-acetyl--D-glucosaminide (p-NAG) (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO) 
Albumin, dinitrophenyl (DNP-albumin) (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO) 
Aluminum chloride hexahydrate (AlCl36H2O) (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO) 
Ampicillin (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO) 
Anti-DNP (mouse monoclonal IgE) (SPE-7) (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO)  
Ascorbic acid (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO) 
Bacto agar (Becton Dickinson, Sparks, MD) 
Biotin (ACROS, NJ, USA) 
Crystal violet (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO) 
DCFH-DA: 2’,7’-dichlorofluorescin-diacetate (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO) 
DMSO (AMRESCO, Fountain Parkway Solon, OH) 
DPPH: 2,2-Diphenyl-1-picryl-hydrazyl (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO) 
FBS: Fetal bovine serum (Hyclone, Logan, Utah) 
Ferric chloride hexahydrate (FeCl36H2O) (Carlo Erba , Italy) 
Ferric-2, 4, 6-tripyridyl-s-triazine (FeIII-TPTZ) (ACROS, NJ, USA) 
Ferrous sulfate heptahydrate (FeSO47H2O) (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO) 
Folin-Ciocalteu’s phenol reagent (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO) 
G-6-P (D-Glucose 6-phosphate disodium salt hydrate) (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO) 

CCS
Rectangle
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Gallic acid (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO)  
Glucose (fluka, Germany) 
Hank’s balance salts solution (HBSS) (Invitrogen Molecular Probes, Eugene, OR) 
KCl (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO) 

 L-histidine (ACROS, NJ, USA) 
LPS: lipopolysaccharide (Escherichia coli O111:B4) (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO) 
mIFN-: Mouse interferon gamma (Piearce Protein Research Products, Rockford, IL) 
MTT: 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide (Invitrogen Molecular 
Probes, Eugene, OR) 
N-(1-Naphthyl) ethylenediamine dihydrochloride (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO) 
Na2HPO4 (Carlo Erba, Italy) 
NaCl (AMRESCO, Fountain Parkway Solon, OH) 
NADP-Na2 (β-Nicotinamide adenine dinucleotide phosphate sodium salt hydrate)  
(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO) 
NaH2PO4 (Carlo Erba, Italy) 
Nutrient broth no. 2 (Oxiod, Hampshire, UK) 
Penicillin G (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO) 
Quercetin dihydrate (INDOFINE Chemical Company, Inc., Hillsborough, NJ). 
RPMI medium 1640, HBSS: hank’s balanced salt solution (Gibco Invitrogen, Grand  
Island,NY). 
S9 fraction (ภาควชิาชีวเคมี, มหาวทิยาลยัเชียงใหม่, เชียงใหม่) 
Sodium azide (NaN3) (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO) 
Sodium nitrite (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO) 
Streptomycin sulfate (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO) 
Sulfanilamide (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO)  
tBuOOH: tert-butyl hydroperoxide (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO) 
Trolox: 6-Hydroxy-2, 5, 7, 8-tetramethylchroman-2-carboxylic acid (Sigma-Aldrich Chemine 
Gmbh, Steinheim, Germany) 

 Trypan blue solution (0.4%) (Invitrogen Molecular Probes, Eugene, OR) 
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3.1.2  น า้ 

น ้าท่ีใชใ้นการทดลองทั้งหมดเป็น deionized water ท่ีไดจ้ากเคร่ืองกรองน ้าของ Cascada Bio 

water (Life sciences, Ann Arbor, MI)  

3.1.3   วสัดุปลอดเช้ือส าหรับการเพาะเลีย้งเซลล์ 

15 ml และ 50 ml conical tubes (Corning Inc., Corning, NY) 
96 well flat bottom plate (Corning Inc., Corning, NY) 
96 well plate costar black/clear bottom (Corning Inc., Corning, NY) 
Culture flasks ขนาด 25 และ 75 cm2 (Nunc, Rochester, NY) 
Petri dish ขนาด 60x15 mm และ 100x15 mm (Corning Inc., Corning, NY) 
Cell scraper (SPL Life Sciences Inc., Gyeonggi-do, Korea) 
 

3.1.4   Antibodies 

Anti-COX-2 (murine polyclonal) (160106) Cayman 
 Anti-DNP (mouse monoclonal IgE) (SPE-7) Sigma      
Anti-iNOS (mouse monoclonal IgG1) (C-11) Santa cruz  
Goat-anti-mouse-IgG-HRP conjugate (Sc-2005)  Santa cruz 
 Goat-anti-rabbit-IgG-HRP conjugate (10004301)  Cayman 
-Tubulin (mouse monoclonal IgG) (B-7, Sc5286)  Santa cruz 

3.2  เคร่ืองมือและอุปกรณ์การวจัิย 

Blender (Phillips) 
Autoclave (model HVE-50) Hirayama) 
เคร่ืองชัง่ทศนิยม 2  ต าแหน่ง  (model PG5 002-S), Mettler Toledo) 
เคร่ืองชัง่ทศนิยม 4 ต าแหน่ง (model PW254, ADAM®) 
Centrifuge (model ICT15RT, Techcomp) 
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Compound microscope (model CX21, Olympus) 
Inverted microscope (model CKX41, Olympus) 
Biohazard safety carbinet class II (model SG600E, Holton) 
Hot-air oven (Memmert GmblH & Co. KG,) 
ตูเ้ยน็ (4˚C) (model Superior frost free T H 8903, Sharp) 
ตูแ้ช่แขง็(-20˚C) (Whirlpool) 
 ตูแ้ช่แขง็(-80˚C) (Forma 900 series, Thermo scientific) 
Microplate spectrophotometer (Cecil 1000 Series,Cecil instrument) 
Gemini EM fluorescence microplate reader (Molecular Device) 
Electrophoresis system (model HE33, Hoefer) 
Electrohoresis power supply (EPS601, Amersham) 
Dessicator (Schott) 
Rotary evaporator with vacuum (model R205, Buchi) 
Lyophilizer (Freeze-zone 12 plus, Labconco Corporation) 
Water bath (Memmert) 
pH meter (Metrohm) 
8-Multichannel pipette 5-50 µl และ 50-300 µl (Gibco) 
Micropipette 0.5-10 µl, 2-20 µl, 20-200 µl, 100-1000 µl และ 500-5000 µl (Pipetman® , Gilson) 
Carbon dioxide incubator (SHEL LAB) 
Haemocytometer and cover slip (Fisher Scientific) 
Pasteur pipettes (Fisher Scientific) 
Glasswares (Pyrex) 

 

3.3  สถานที่ท าการวจัิย 

 ทุกการทดลองท่ีเก่ียวขอ้งกบัการเพาะเล้ียงเซลล์ (cell culture) และ เพาะเล้ียงเช้ือแบคทีเรีย 

กระท าในตูป้ลอดเช้ือ (biosafety cabinet class II) วสัดุและอุปกรณ์ต่างๆปลอดเช้ือ รวมทั้งใช้เทคนิค

ปลอดเช้ือ ความเขม้ขน้ของสารต่าง ๆ ท่ีระบุในการทดลองเก่ียวกบัเซลล์เป็นความเขม้ขน้สุดทา้ยของสาร
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ใน culture การบ่มเซลลก์ระท าในตูบ้่มท่ีมีอุณหภูมิ 37oC และ 5% CO2 การทดลองอ่ืนๆ ท่ีไม่เก่ียวขอ้งกบั

การเพาะเล้ียงเซลล์กระท าในห้องปฏิบติัการพิษวิทยา อาคารเฉลิมพระเกียรติ 80 พรรษา มหาวิทยาลยั

เทคโนโลยีสุรนารี ผลการทดลองท่ีแสดงทุกการทดลองเป็นตวัแทนของการทดลองแบบเดียวกนัอย่าง

นอ้ยท่ีสุด 2 ซ ้ า  

3.4   วธีิด าเนินการวจัิยทีเ่กีย่วกบัเซลล์สายพนัธ์ุ (Cell lines) 

3.4.1.   เซลล์สายพนัธ์ุ  

ใชเ้ซลลแ์มคโครฟาจสายพนัธ์ุ RAW264.7 (Mouse macrophage RAW264.7 cells, Cell Lines 
Service, Eppelheim, Germany) เพื่อศึกษาผลของสารสกดัจากวา่นขนัหมากต่อการยบัย ั้งการสร้างอนุมูล
อิสระในเซลล ์และการยบัย ั้งการอกัเสบ ใชเ้ซลลเ์บโซฟิลสายพนัธ์ุ RBL-2H3 (Rat basophilic leukemic 
cells, ATCC, Manassas, VA, USA) เพื่อศึกษาผลของสารสกดัจากวา่นขนัหมากต่อการตา้นโรคภูมิแพ้
โดยดูฤทธ์ิการยบัย ั้งของสารสกดัต่อการปล่อยสารกระตุน้ภูมิคุม้กนั 

 
3.4.2  การเพาะเลีย้งเซลล์สายพนัธ์ุ 

อาหารเล้ียงเซลล ์ RAW264.7 คือ RPMI-1640 media ท่ีเติม (supplement) ดว้ย 10% heat-
inactivate fetal bovine serum (FBS), 100 U/mL penicillin และ 100 µg/ml streptomycin เพื่อใหเ้ป็น 
complete media  เล้ียงเซลลใ์นตู ้carbon dioxide incubator ภายใตส้ภาวะ 37°C, 5% CO2  จนกระทัง่เซลล์
เจริญเติบโตคิดเป็น 80%  คลอบคลุมพื้นท่ีผวิ flask (confluence) ท่ีใชเ้ล้ียงเซลลทุ์กคร้ังก่อนน าไปใชใ้น
การทดลอง 

เล้ียงเซลล ์RBL-2H3 ในอาหารเล้ียงเซลล ์MEM media ท่ีเพิ่มเติมดว้ย 15% heat-inactivate fetal 
bovine serum (FBS), 100 U/mL penicillin และ 100 µg/ml streptomycin เพื่อใชเ้ป็น complete media 
เล้ียงเซลลใ์นตู ้ carbon dioxide incubator ภายใตส้ภาวะ 37°C, 5% CO2  จนกระทัง่เซลลเ์จริญเติบโต
ประมาณ 80% คลอบคลุมพื้นท่ีผวิ flask ท่ีใชเ้ล้ียงเซลลทุ์กคร้ังก่อนน าไปใชใ้นการทดลอง 

 
3.4.3  การ trypsinize เซลล์  

 ในกรณีท่ีการเจริญของเซลลเ์ป็นประเภทตอ้งการส่ิงเกาะยดึ (adherent cell)  การเก็บเก่ียว
(harvest) หรือน าเซลลอ์อกจาก culture flask  สามารถกระท าโดยวธีิ trysinize  เพื่อให้เซลลห์ลุดจากพื้นท่ี
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ผวิเกาะยดึใน flak ท่ีใชเ้พาะเล้ียง การ trysinize เซลลก์ระท าเม่ือปริมาณเซลลเ์จริญคลุมพื้นท่ีผวิใน culture 
flask ประมาณ 80-90 %  รายละเอียดของขั้นตอนในการ trysinize เซลล ์มีดงัน้ีคือ 

1. Pipette RPMI media ออกจากเซลลท่ี์อยูใ่น culture flask 
2. ลา้งเซลล ์2 คร้ังดว้ย PBS 
3. Trypsinize เซลลอ์อกดว้ยการใชส้ารละลาย trypsin (0.25% trypsin 1 mM EDTA 

ใน PBS) โดยใชป้ริมาตรของสารละลาย trypsin ใหน้อ้ยท่ีสุด  แต่สามารถคลุม
พื้นท่ีผวิทั้งหมดของเซลล ์ ซ่ึงกระท าโดยขยบั flask ไปมาอยา่งน่ิมนวลให้ trypsin 
ไหลคลุมผวิเซลลใ์หท้ัว่ เช่น ถา้ใช ้culture flask ขนาดกลาง ท่ีมีพื้นท่ีผวิ 75 m2 ใช ้
trypsin ประมาณ 20-50 l 

4. บ่มเซลล์ร่วมกบั trypsin ท่ีตูบ้่ม 37 oC 5% CO2 เป็นระยะเวลาประมาณ 5-10 นาที  
ในระหวา่งการบ่ม น าเซลลอ์อกมาตรวจดูดว้ยกลอ้งจุลทรรศน์แบบหวักลบั (invert 
microscope) เป็นระยะเพื่อตรวจดูวา่เซลล์ไดห้ลุดจากพื้นท่ีผิวเกาะยึดหมดหรือยงั 
ทั้งน้ีสามารถเคาะ flask เบา ๆ และหมัน่กล้ิง trypsin ให้คลุมพื้นท่ีผิวให้ทัว่ flask 
เพื่อช่วยให้เซลล์หลุดง่ายข้ึน  ระยะเวลาของการบ่มเซลล์กับ trypsin ควรใช้
ระยะเวลาใหส้ั้นท่ีสุดเท่าท่ีจะกระท าได ้และไม่ควรใชเ้วลามากกวา่ 15 นาที เพราะ 
trypsin เป็น protease  ถา้สัมผสักบัเซลลน์าน  จะเป็นพิษต่อเซลล ์

5. เม่ือเซลลห์ลุดออกจากพื้นท่ีผิวเรียบร้อย รีบท าการตา้นฤทธ์ิ (neutralize) ของ 
trypsin ดว้ยการใส่ complete RPMI media ซ่ึงมี 10% FCS  

6. ท าการป่ันเหวีย่งเซลลท่ี์ 1,500 rpm เป็นระยะเวลา 10 นาที 
7. ลา้งเซลล ์ 1 คร้ังดว้ย PBS และ resuspend เซลลใ์น media ท่ีตอ้งการใชใ้นการ

ทดลอง  
 

3.5  วธีิด าเนินการวจัิยทีเ่กีย่วกบัแบคทเีรีย (Bacteria) 

3.5.1   แบคทเีรีย 

โครงการน้ีทดสอบฤทธ์ิก่อกลายพนัธ์ุของสารสกดัวา่นขนัหมากท่ีไดจ้าก 95% EtOH แบบ in 
vitro โดยใช ้Ames test วธีิทดสอบท่ีใช ้แบคทีเรีย Salmonella typhimurium โดยงานวิจยัน้ีเลือกใช ้S. 
typhimurium สายพนัธ์ุ TA98 และ TA100  ท่ีสามารถตรวจวดัการกลายพนัธ์ุแบบ frameshift 
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mutation และการกลายพนัธ์ุแบบ base-pair substitution mutation ตามล าดบั (Maron and Ames, 
1983) 

3.5.2   การเพาะเลีย้งแบคทเีรีย 

 เล้ียงแบคทีเรียสายพนัธ์ุ Salmonella typhimurium ในอาหารเล้ียง Oxiod nutrient broth No. 2 

เขยา่ท่ี 37 oC ความเร็วรอบ 90 รอบต่อนาที เป็นเวลา 16 ชม. วดัความขุ่นของอาหารเพื่อหาปริมาณของ

แบคทีเรีย โดยเจือจาง ดว้ย 0.9% NaCl ใหไ้ดค้่าการดูดกลืนแสงประมาณ 0.3-0.4 ท่ีความยาวคล่ืน 620 nm  

(การทดลองน้ีเจือจางประมาณ 8 เท่า) 

3.6   การเตรียมสารสกดัจากว่านขันหมาก 

ผลของว่านขนัหมาก (Agloanema simplex Bl.) ถูกเก็บมาจากเนินเขาบริเวณ อ. ปักธงชยั จงัหวดั
นครราชสีมา ในระหว่างเดือนธันวาคม ถึงเดือนมกราคม           เน่ืองจากเป็นช่วงเวลาท่ีว่านขนัหมาก
ก าลงัสุกพอดี  ถา้เลยจากช่วงเวลาดงักล่าว ผลของวา่นขนัหมากจะหายาก  ตวัอยา่งพืชถูกอา้งอิงตาม Flora 
of Thailand เล่ม 11 part 2 และตวัอยา่งพืช (BKF 186333) ถูกเก็บไวท่ี้หอพรรณไม ้กรมอุทยานแห่งชาติ 
สัตวป่์าและพนัธ์ุพืช 

สกดัผลวา่นขนัหมากโดยใช ้95% ethanol ดว้ยวธีิการหมกั (maceration) ดงัมีขั้นตอนตงัน้ี 

1. คดัเฉพาะผลวา่นขนัหมากท่ีสุก มีสีส้มจดัจนถึงแดงเขม้  น ามาลา้งดว้ยน ้าใหส้ะอาด ผึ่งในท่ี

ร่มจนกระทัง่แหง้ น าไปป่ันใน blender พอหยาบ จากนั้นน าไปอบใน hot air oven ท่ี

อุณหภูมิ 40˚C เป็นระยะเวลา  16 ช.ม. 

2. น าผลแหง้ไปบดดว้ยเคร่ืองบดจนกระทัง่ไดผ้งแหง้ท่ีละเอียด 

3. หมกัวา่นขนัหมากในขวดรูปชมพูข่นาด 500 ml โดยใชผ้งบดแหง้ของวา่นขนัหมาก 100 g 

ต่อตวัท าละลาย 95% ethanol 200 ml 

4. เขยา่ดว้ยการใช ้shaker ท่ีอุณหภูมิหอ้งเป็นเวลา  24 ชม เก็บสารสกดัไวท่ี้ 4˚C และเติม 200 

ml ของ 95% ลงไปเขยา่อีก ท าแบบเดิมจนกระทัง่ครบ 3 รอบ 

5. น าสารสกดัทั้งหมดมารวมกนั ป่ันเหวีย่งท่ี 3500 x g ท่ี 4˚C เป็นเวลา 10 นาที และกรองผา่น

กระดาษกรอง Whatman No. 1  
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6. ท าใหส้ารสกดัเขม้ขน้ดว้ยการระเหยโดยใช ้rotary evaporator และท าใหเ้ป็นผงแหง้ดว้ยวธีิ  

freeze dry ใน lyophilizer 

7 น าผงแหง้ของสารสกดัท่ีเตรียมไดท้ั้งหมดมาผสมรวมกนั ชัง่น ้าหนกั และเก็บสารสกดัท่ี

เป็นผงแหง้ ไวท่ี้ -80˚C ส าหรับใชใ้นการทดลองต่อๆไป  ในการทดลองแต่ละคร้ัง ชัง่ผง

แหง้ของสารสกดัท่ีไดจ้าก ethanol ในปริมาณท่ีตอ้งการ แลว้น ามาละลายใน dimethyl 

sulfoxide (DMSO)  

 

3.7  ปริมาณของสารพฤกษเคมี (phytochemical) ของว่านขันหมาก  

 สารสกดัหยาบของผลวา่นขนัหมากท่ีไดจ้ากการสกดัดว้ย ethanol 95%   ถูกส่งไปหอ้งปฎิบติัการ

เทคโนโลยทีางอาหาร มหาวิทยาลยัเทคโนโลยสุีรนารี เพื่อวเิคราะห์ทางเคมีแบบประมาณ (Proximate 

analysis)  เพื่อหาความช้ืน  ปริมาณรวมของโปรตีนรวม (crude protein) ไขมนั  (crude fat)  ข้ีเถา้ (crude 

ash)  และกากหยาบ (crude fiber) โดยใชว้ธีิมาตรฐานของ AOAC (1997) ซ่ึงหาปริมาณความช้ืนจากการ

อบแหง้โดย weight difference method   หาปริมาณรวมของกากหยาบ และข้ีเถา้จากการเผา (ignition) 

ตวัอยา่ง ส่วนปริมาณโปรตีนหยาบ และไขมนัหยาบ หาไดโ้ดยใช ้ Kjeldahl method และ Soxlet 

extraction method ตามล าดบั 

3.7.1  ปริมาณรวมของสารฟีนอลกิ (Total phenolic content) 

การตรวจหาปริมาณทั้งหมดของสารฟีนอลิก ใชว้ธีิ Folin-Ciocalteu ซ่ึงอาศยัปฏิกิริยารีดอกซ์

ในการท าใหเ้กิดปฏิกิริยาสืบเน่ืองจาก molybdate tungstate ion  สารละลาย Folin-Ciocalteu (Folin‟

Ciocalteu reagent) ประกอบดว้ย sodium tungstate, sodium molybdate, phosphoric acid และ sodium 

carbonate หลกัการของวธีิทดสอบคือ เม่ือไดรั้บอิเล็กตรอนจากสารตา้นออกซิเดชนั ไอออน Mo(VI) ซ่ึงมี

สีเหลืองใน Folin-Ciocalteu จะเปล่ียนไปอยูใ่นรูปของ Mo(V) ซ่ึงมีสีน ้าเงิน ท่ีสามารถติดตามการ

เปล่ียนแปลงสีจากปฏิกิริยา และวเิคราะห์หาปริมาณไดโ้ดยวดัค่าการดูดกลืนแสงท่ี 750 นาโนเมตร แลว้

น าไปเปรียบเทียบกบักราฟมาตรฐานซ่ึงอาจใชก้รดแทนนิค (tannic acid) กรดแกลลิค (gallic acid) หรือ

คาทีชิน (catechin) เป็นตวัแทนของสารประกอบฟีนอลิก (Singleton  et al., 1999)  ดงันั้นจึงสามารถหาค่า
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ของปริมาณของ phenolic ในแต่ละสารสกดัดว้ยวธีิการของ Folin Ciocalteu (Mariod et al., 2008)  

ส าหรับขั้นตอนของการทดสอบมีรายละเอียดดงัน้ี 

1. เติมสารสกดั 100 µl ลงไปในหลอดทดลอง ตามดว้ย 2 ml ของ 2% NaCO3 และ ผสมดว้ย 

vortex บ่มไวท่ี้อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 2 นาที  

2 เติม 100 µl ของ 50% Folin-Cioculteu reagent (เตรียมสด 1:1 ของ สารละลาย Folin : DI 

water ) และผสมดว้ย vortex บ่มไวท่ี้อุณหภูมิหอ้งอีกเป็นเวลา 30 นาที 

3 วดัค่าการดูดกลืนแสงของสารสกดัท่ี 750 nm โดยการใช ้Cecil 1000 Series 

spectrophotometer 

4 น าไปค านวณเปรียบเทียบกบั calibration curve ของสารมาตรฐาน gallic acid ท่ีมีค่าอยู่

ระหวา่ง 0.05-0.5 mg/ml 

5 รายงานผลความเขม้ขน้ของสารประกอบ phenolic ในสารสกดัเป็น mg ของ gallic acid 

equivalent (GAE) ต่อกรัมของสารสกดั 

3.7.2   ปริมาณรวมของ  flavonoids (Total flavonoid content) 

ปริมาณรวมของ flavonoids สามารถหาไดโ้ดยใช ้ aluminium chloride (AlCl3) colorimetric 

method (Liu et al., 2002) หลกัการทดสอบคือ AlCl3 ท าปฎิกริยากบั C-4 keto group, C3 หรือ C-5 

hydroxyl group ของ flavones และ flavonols เกิดการสร้างสารประกอบเชิงซ้อนท่ีเสถียรต่อกรด (acid 

stable complex)   นอกจากนั้น AlCl3 สามารถท าปฎิกริยากบั ortho-dihydroxyl group ของ flavonoids ได้

สารประกอบเชิงซ้อนท่ีไม่เสถียรในกรด  (acid labile complex)  flavonoid ท่ีท าปฎิกริยากบั AlCl3 ใน 

acetate buffer ไดส้าร kelate ท่ีมีสีเหลืองซ่ึงวดัไดด้ว้ย spectrophotometre (Constanta และ Rodica, 2010) 

ขั้นตอนการทดสอบมีดงัน้ีคือ 

1. เติมตวัอยา่งสารสกดั หรือ positive control (catechin 0.05-0.2 mg/ml)  250 µl ลง

ในหลอดทดลอง ตามดว้ยน ้ากลัน่ 1.25 ml และ 75 l 5% sodium nitrite  ผสมให้

เขา้กนัดว้ย vortex 

2.  หลงัจากนั้น 6 นาที ใส่ 150 l 10% AlCl3 ผสมใหเ้ขา้กนั และตั้งทิ้งไว ้5 นาที 
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3. เม่ือครบก าหนดเวลา เติม 500 l sodium hydroxide (1M) และน ้ากลัน่ 275l 

ผสมใหเ้ขา้กนั 

4. วดัค่าการดูดกลืนแสงของตวัอยา่งท่ี 510 nm โดยการใช ้Cecil 1000 Series 

 
3.7.3   ปริมาณรวมของ proanthocyanidins (Total proanthocyanidins content) 

ปริมาณรวมของสารประกอบ proanthocyanidins สามารถวดัไดด้ว้ยวธีิ vanillin-HCl 

assay (Sun et al., 1998) หลกัการทดสอบคือ vanillin มีความจ าเพาะต่อกลุ่ม flavan-3-ol  ในสารละลายท่ี

เป็นกรด vanillin  ถูกเติม proton  (protonated)  ไดส้ารซ่ึงเป็น weak electrophilic carbonation  ท่ีท า

ปฎิกริยากบัวงแหวน flavonoid (flavonoid ring) ท่ีต าแหน่ง 6 และ 8   สารตวักลางท่ีถูกดึงโมเลกุลของน ้า

ออก ไดส้ารท่ีมีสีแดง    ขั้นตอนการทดสอบของ vanillin-HCl  มี ดงัน้ีคือ  

1. เติมตวัอยา่งสารสกดั 125 µl ลงไปในหลอดทดลอง ตามดว้ย 4% vanillin-methanol 750 µl 

จากนั้นเติม 375 µl ของสารละลาย 4% HCl-methanol   ผสมสารละลายดว้ย vortex  

2. วดัค่าการดูดกลืนแสงของสารสกดัท่ี 500 nm โดยการใช ้Cecil 1000 Series 

spectrophotometer ค  านวณเปรียบเทียบกบั calibration curve ของสารมาตรฐาน catechin มี

ค่าความเขม้ขน้อยูร่ะหวา่ง 0.05-0.2 mg/ml 

3. รายงานความเขม้ขน้ของสารประกอบ proanthocyanidins ในสารสกดั เป็น mg ของ 

catechin equivalent (CE) ต่อกรัมของสารสกดั 

 

3.8  ฤทธ์ิต่อต้านอนุมูลอสิระของสารสกดัจากผลว่านขันหมาก 

เน่ืองจากอนุมูลอิสระมีหลายชนิด และกลไกการตา้นอนุมูลอิสระมีหลายประเภท การตรวจสอบ

ฤทธ์ิตา้นอนุมูลอิสระของสารสกดัจากวา่นขนัหมาก จึงใชว้ธีิการทดสอบทั้งหมด 3 วธีิคือ ตรวจสอบ

ความสามารถในการ scavenging free radical ดว้ยการใชอ้นุมูลอิสระท่ีเสถียร DPPH•  ตรวจสอบ

ความสามารถในการรีดิวซ์ ดว้ยวธีิ FRAP ซ่ึงทั้ง 2 วธีิน้ีเป็นการทดสอบในหลอดทดลอง ส่วนวธีิท่ี 3 เป็น
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การทดสอบฤทธ์ิตา้นอนุมูลอิสระของสารสกดัท่ีเกิดภายในเซลล ์ ดว้ยการใชส้าร DCFH-DA ท่ีสามารถ

ใหส้ารเรืองแสงภายในเซลล ์ 

3.8.1  2,2-Diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH) free radical scavenging assay 

DPPH assay เป็นวธีิการวเิคราะห์ความสามารถในการตา้นออกซิเดชัน่ ท่ีใช ้reagent คือ 2,2-

diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH•) ซ่ึงเป็น organic nitrogen radical ท่ีเสถียรและมีสีม่วงในตวัท า

ละลาย methanol ถา้ตวัอยา่งมีความสามารถในการตา้นอนุมูลอิสระ คือก าจดั (scavenge) free radical ได ้

ความเขม้ของสารละลายสีม่วงจะจางลง ใหส้ารท่ีดูดกลืนแสงไดดี้ท่ีความยาวคล่ืน 517 nm  (Katsube et 

al., 2004) ขั้นตอนการทดสอบมีดงัน้ีคือ 

1. เติม 0.2 ml ของแต่ละความเขม้ขน้ของสารสกดัลงไปในหลอดทดลอง ตามดว้ย 3.0 ml ของ

สารละลาย DPPH (2.5x10-2g/L methanol)  ผสมดว้ย vortex  และบ่มในท่ีมืด ท่ีอุณหภูมิหอ้ง 

เป็นระยะเวลา 30 นาที 

2 วดัค่าการดูดกลืนแสงของสารสกดัท่ี 517 nm โดยการใช ้Cecil 1000 Series 

spectrophotometer 

3 การรายงานผลของฤทธ์ิในการท าลายอนุมูลอิสระกระท าในรูปแบบ  median inhibitory 

concentration ( IC50 )  ซ่ึงหมายถึงความเขม้ขน้ของสารตวัอยา่งในการยบัย ั้ง  DPPH•  50% 

ค่า  IC50  หาไดโ้ดยการสร้างกราฟความสัมพนัธ์ระหวา่ง  % inhibition ของ DPPH• กบั

ความเขม้ขน้ของสารตวัอยา่ง ค่าความเขม้ขน้ของสารตวัอยา่งท่ีมี % inhibition  เท่ากบั 50 

คือค่า IC50   เปอร์เซ็นตก์ารยบัย ั้งอนุมูลอิสระชนิด DPPH  สามารถค านวณไดด้งัสูตร 

 

DPPH· radical scavenging activity (%) = [(Acontrol-Asample)/Acontrol]x100 

Asample และ Acontrol คือค่าการดูดกลืนแสงท่ี 517 nm ของสารตวัอยา่ง (หลอดทดลองมี

สารสกดั และ DPPH•) และ กลุ่ม control (หลอดทดลองมีเฉพาะ DPPH•) ตามล าดบั การลดลงของค่า

การดูดกลืนแสงของสารละลาย DPPH• บ่งบอกถึงการเพิ่มข้ึนของความสามารถในการท าลาย DPPH•   
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3.8.2  FRAP (ferric reducing/antioxidant power) assay 

FRAP assay เป็นวธีิตรวจสอบความสามารถในการตา้นออกซิเดชนั โดยอาศยัปฏิกิริยารี

ดอกซ์ และติดตามการเปล่ียนแปลงสีของสารประกอบเชิงซอ้น คือ เม่ือสารประกอบเชิงซอ้น ferric 

tripyridyltriazine (Fe3+-TPTZ) ไดรั้บอิเล็กตรอนจากสารตา้นออกซิเดชนั จะถูกเปล่ียนใหอ้ยูใ่นรูป

สารประกอบเชิงซ้อน ferrous tripyridyltriazine (Fe2+-TPTZ) ท่ีมีสีน ้าเงิน ท่ีสามารถดูดกลืนแสงสูงสุดท่ี 

593 nm ความสามารถในการตา้นออกซิเดชนัของสารตวัอยา่ง กระท าโดยการเปรียบเทียบกบัสาร

มาตรฐาน แลว้รายงานเป็นค่า FRAP value การวดัความสามารถในการรีดิวซ์ของสารสกดักระท าตาม

วธีิการของ Benzie และ Strain (1996) ดงัมีรายละเอียดของขั้นตอนดงัน้ี 

1. เตรียมส่วนประกอบของ FRAP reagent ดงัต่อไปน้ี 0.1 M acetate buffer (pH 3.6), 10 mM 

2,4,6-Tris(2-pyridyl)-1,3,5-triazine (TPTZ) solution ใน 40 mM HCl และ สารละลาย 20 

mM FeCl3·6H2O  

2. น าส่วนประกอบของสารทั้ง 3 ชนิด ผสมรวมกนัในอตัราส่วน 10:1:1, v/v/v  

3. เติม FRAP reagent (3 ml) ลงไปใน หลอดทดลองท่ีมี 0.1 ml ของ สารสกดั และ ผสมดว้ย 

vortex 

4. บ่มไวท่ี้อุณหภูมิหอ้ง เป็น เวลา 30 นาที วดัค่าการดูดกลืนแสงของสารสกดัท่ี 593 nm โดย

การใช ้Cecil 1000 Series spectrophotometer 

5. น าไปค านวณเปรียบเทียบกบั calibration curve ของสารมาตรฐาน vitamin C ท่ีมีค่าอยู่

ระหวา่ง 0.002-0.04 µg/ml 

6. รายงานความสามารถในการรีดิวซ์ของสารสกดั เป็น mg ของ vitamin C equivalent 

antioxidant capacity (VCEAC) ต่อกรัมของสารสกดั 

 

3.8.3  ฤทธ์ิต้านอนุมูลอสิระภายในเซลล์ (Cellular antioxidant activity; CAA) 

งานวจิยัน้ีเลือกใช ้ DCFH-DA assay เพื่อศึกษาฤทธ์ิตา้นอนุมูลอิสระ หรือตา้น oxidative 

stress ภายในเซลล ์ สาร DCFH-DA (2’,7’-dichlorofluorescin-diacetate) เป็นสารประกอบ non-

fluorescent ท่ีสามารถซึมผา่นเขา้สู่เซลล ์ เม่ือเขา้สู่เซลล ์เอน็ไซม ์esterase ภายในเซลลจ์ะตดัหมู่ diacetate 
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ออกจากโมเลกุลของ DCFH-DA ไดส้าร DCFH ท่ีมีขั้วสูงข้ึน ท าใหอ้นุมูลอิสระท่ีอยูภ่ายในเซลลส์ามารถ 

oxidize DCFH และใหผ้ลผลิตสุดทา้ยเป็น DCF ซ่ึงเป็นสาร fluorescent ท่ีเรืองแสง (Wolfe และ Liu, 

2007)  สัญญาณ fluorescent ท่ีเกิดจาก DCF จึงเป็นค่าแปรผนัตาม intracellular oxidative stress ภายใน

เซลล ์ การศึกษาฤทธ์ิตา้นอนุมูลอิสระภายในเซลลข์อง  DCFH-DA assay ด าเนินตามวิธีการของ Kim  et 

al.,  2011 โดยมีการดดัแปลงเล็กนอ้ย ดงัมีรายละเอียดของขั้นตอนดงัน้ี  

1. เก็บเก่ียวเซลล ์RAW264.7 ท่ีเล้ียงใน petri dish ขนาด 100x15 mm โดยการใช ้cell scraper  

2. เติมเซลล ์ RAW264.7 ท่ีอยูใ่น complete media ลงในหลุมของ 96 well plate costar 

black/clear bottom (1x105 เซลล/์หลุม) จากนั้นบ่มเซลลเ์ป็นเวลา 16-18 ชม ในตูบ้่มท่ี 37°C 

และ 5% CO2 

3. เท media ออกจาก plate ในการคน้หาฤทธ์ิต่อตา้นอนุมูลอิสระภายในเซลลข์องวา่น

ขนัหมาก บ่มเซลลร่์วมกบัสารสกดัท่ีความเขม้ขน้ 0, 125, 250 และ 500  µg/ml  ส าหรับ 

antioxidant control ใช ้ quercetin (10 µM) บ่มเป็นเวลา 24 ชม. ส าหรับความเขม้ขน้ของ

สารสกดัท่ีเลือกใช ้ไดจ้ากการทดลองเบ้ืองตน้ (preliminary study) ท่ีหาความเขม้ขน้สูงสุด

ของสารสกดัท่ีไม่เป็นพิษต่อเซลล ์ RAW264.7 (รายละเอียดอยูห่วัขอ้ท่ี 3.9 การหาความ

เขม้ขน้ของสารสกดัท่ีไม่เป็นพิษต่อเซลล)์ 

4. เม่ือครบ 24 ชม. ลา้งสารสกดัออกจากเซลลด์ว้ย HBSS 2 คร้ัง ตามดว้ยการเติม 20 µM 

DCFH-DA ท่ีอยูใ่น HBSS ลงไปในแต่ละหลุม และบ่มในท่ีมืดอีกเป็นระยะเวลา 30 นาที 

(ภายหลงัการเติม DCFH-DA ห่อ plate ดว้ย aluminum foil เพื่อป้องกนัแสง และท าการ

ทดลองในหอ้งท่ีมีแสงไฟสลวั) 

5. เม่ือครบ 30 นาที ลา้ง DCFH-DA ออกดว้ย HBSS  3 คร้ัง และ สุดทา้ยเติมตวักระตุน้ 500 

µM tert-butylydroperoxide (tBuOOH) ท่ีเตรียมใน HBSS ลงไปในแต่ละหลุม 

6. อ่านผลดว้ยการวดั intensity ของ fluorescence signal ภายหลงั 3 ชม โดยใช ้ excitation 

wavelength ที 485 nm และ emission wavelength ท่ี 535 nm โดยการใช ้ Gemini EM 

fluorescence microplate reader  
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3.9  การหาความเข้มข้นของสารสกดัทีไ่ม่เป็นพษิต่อเซลล์ 

ในการทดลองเก่ียวกบัฤทธ์ิทางชีวภาพของวา่นขนัหมากท่ีเก่ียวขอ้งกบัเซลล ์จ าเป็นตอ้งหาความ

เขม้ขน้ของสารสกดัท่ีไม่ก่อใหเ้กิดพิษต่อเซลล ์ ในโครงการวจิยัน้ี ใชเ้ซลล ์RAW264.7 ในการศึกษาฤทธ์ิ

ของวา่นขนัหมากในการตา้นอนุมูลอิสระภายในเซลล ์ และ ตา้นการอกัเสบดว้ยการยบัย ั้งการสร้าง NO  

ส าหรับการศึกษาฤทธ์ิตา้นการหลัง่สารก่อภูมิแพ ้ของวา่นขนัหมาก ใช ้เซลล ์ RBL-2H3  

การหาความเขม้ขน้ของสารสกดัท่ีไม่เป็นพิษต่อเซลล ์เร่ิมตน้ดว้ยการบ่มสารสกดัท่ีความเขม้ขน้

แตกต่างกนัร่วมกบัเซลล ์การหาปริมาณเซลลท่ี์มีชีวติอยูภ่ายหลงัการบ่ม กระท าโดย 2  วธีิท่ีแตกต่างกนั 

คือ MTT assay และ trypan blue exclusion  รายละเอียดของขั้นตอนทั้งหมดมีดงัน้ีคือ 

 3.9.1  การบ่มเซลล์ร่วมกบัสารสกดั  

1. ใส่เซลล ์RAW264.7 (1x105 เซลล/์หลุม) หรือ RBL-2H3 (5x104 เซลล/์หลุม) ท่ีอยู่

ใน media ลงไปในหลุมของ 96 well plate  

2. น าเซลลท่ี์อยูใ่น plate เขา้บ่มคา้งคืน (16 ช.ม.) ในตูบ้่มท่ีควบคุมอุณหภูมิไวท่ี้ 

37°C, 5% CO2   

3. หลงัจากนั้นเติมสารสกดัวา่นขนัหมากลงไปในแต่ละหลุมของ plate โดยใหค้วาม

เขม้ขน้สุดทา้ยของสารสกดัเป็น 0.125, 0.25 และ 0.50 mg/ml และบ่มเซลลต่์ออีก

เป็นระยะเวลา 24 ชม.  

4. เม่ือครบก าหนดเวลา ท าการประเมินความเป็นพิษของสารสกดั TAM ต่อเซลล์

ดว้ยการใช ้2 วธีิเปรียบเทียบกนั คือ MTT assay และ trypan blue exclusion 

3.9.2  MTT   assay 

MTT (3-(4,5-dimethylthiazol-2yl)-2,5-diphenyl tetrazolium bromide) เป็นสีสังเคราะห์ 

ประเภท tetrazolium salt   การใช ้MTT assay ประเมินปริมาณเซลลท่ี์มีชีวตินั้น อาศยัหลกัการวา่ เฉพาะ

เซลลท่ี์มีชีวติ หรือมี metabolically active เท่านั้น ท่ีสามารถใชเ้อนไซม ์ succinate dehydrogenase ใน 

mitochondria เปล่ียน MTT   ใหเ้ป็น  formazan product โดยปฎิกริยา reduction   formazan product ท่ี



47 

 

เกิดข้ึนมีสีม่วงน ้าเงินท่ีดูดกลืนแสงสูงสุดท่ี 550-600 nm (Mosman 1983; Denizot และ Lang, 1986) 

ดงันั้น ค่าการดูดกลืนแสงเป็นสัดส่วนโดยตรงกบั formazan product ท่ีแปรผนัโดยตรงกบัปริมาณของ 

succinate dehydrogenase  ซ่ึงข้ึนกบัจ านวนเซลลท่ี์มีชีวตินัน่เอง  การประเมินความเป็นพิษของสารสกดั

จากผลวา่นขนัหมาก ต่อเซลล ์ RAW264.7 และ RBL-2H3 ดว้ย MTT assay ดดัแปลงมาจากวธีิการของ 

Martin and Clynes (1993) และ Byun et al. (2008)  โดยมีรายละเอียดตามขั้นตอนดงัน้ี 

1. ภายหลงัการบ่มเซลลร่์วมกบัสารสกดัใน 96 well plate  (RAW264.7 เซลล ์ใช ้1x105 เซลล/์

หลุม ส าหรับ RBL-2H3 เซลล ์ ใช ้ 4x104 เซลล/์หลุม) เป็นระยะเวลา 24 ชม น า plate ไป 

centrifuge ท่ี 1,500 rpm, 4˚C เป็นเวลา 10 นาที เท supernatant ออกจาก plate   

2.  เติม 100 µl 0.5 mg/ml ของ MTT dye solution ลงไปในแต่ละหลุมของ 96 well plate และ 

บ่มท่ี 37 ˚C, 5% CO2  ต่ออีกเป็นระยะเวลา 4 ชม. 

3. เม่ือครบ 4 ชม. น า plate ไปป่ันเหวีย่งท่ี 1,500 rpm, 4˚C เป็นเวลา 10 นาที เพื่อเท 

supernatant ออกจากหลุม  

4. เติม 100 l  DMSO ลงไปในแต่ละหลุมเพื่อละลาย formazan crystal ใหอ้ยูใ่นรูปของ

สารละลายสีม่วง 

5. วดัค่าการดูดกลืนแสงท่ี 540 nm ดว้ย Benchmark Plus Microplate Spectrophotometer 

System  

6. ค านวณเปอร์เซ็นตข์องเซลลท่ี์มีชีวติดว้ยสมการดงัต่อไปน้ี 

เปอร์เซ็นตเ์ซลลท่ี์มีชีวติ   
ค่าเฉล่ีย OD กลุ่มทดสอบ

ค่าเฉล่ีย OD กลุ่มควบคุม
  100 

  

3.9.3  Trypan blue exclusion 

 การประเมินความเป็นพิษต่อเซลลด์ว้ยการใชสี้ trypan blue  อาศยัหลกัการวา่ สี trypan blue ไม่
สามารถผา่นเยือ่หุม้เซลลท่ี์มีชีวติได ้ดงันั้น เซลลท่ี์มีชีวติจะยอ้มไม่ติดสีของ trypan blue  เฉพาะเซลลท่ี์ไม่
มีชีวติเท่านั้นท่ียอ้มติดสีน ้าเงินของ trypan blue  ขั้นตอนของวธีิทดสอบความเป็นพิษของวา่นขนัหมาก
ต่อเซลล ์RAW264.7 และ RBL-2H3  ดว้ยวธีิการยอ้มสี trypan blue มีขั้นตอนดงัน้ีคือ 
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1. หลงัจากบ่มเซลลด์ว้ยสารสกดั ลา้งสารสกดัออกจากเซลล ์ 3 คร้ังดว้ย PBS และ เกบ็

เก่ียวเซลลโ์ดยการใช ้ 0.25% trypsinEDTA (รายละเอียดการ trypsiniz เซลลอ์ยูห่วัขอ้  

3.4.3) 

2. ยอ้มเซลลด์ว้ย 0.4% (w/v) trypan blue (เตรียมใน PBS) โดยใชอ้ตัราส่วนเซลล ์ ต่อ 
trypan blue 1:1 (v/v)   เช่นน า single cell suspension 100 µl ใส่ในหลอดทดลอง และ
ใส่ 100 µl  0.4% trypan blue เป็นตน้ 

3. Pipet เซลลท่ี์ผสมอยูก่บัสี trypan blue ลงไปในช่องของ haemocytometer ส าหรับนบั
เซลลแ์ละปิดดว้ย cover glass 

4. นบัเซลลท่ี์มีชีวติ (เซลลมี์ลกัษณะใสเพราะไม่ติดสีน ้าเงิน) และเซลลท่ี์ไม่มีชีวติ (เซลล์
ติดสีน ้าเงิน) ใน haemocytometer ภายใตก้ลอ้งจุลทรรศน์แบบพื้นสวา่ง (light 
microscope)  

5. ค านวณเปอร์เซ็นตข์องเซลลท่ี์มีชีวติโดยใชส้มการ: 
 

เปอร์เซ็นตเ์ซลลท่ี์มีชีวติ   
จ านวนเซลลท์ั้งหมด จ านวนเซลลท่ี์ตาย

จ านวนเซลลท์ั้งหมด
  100  

 

3.10  การหาปริมาณ Nitrite  

หลกัของการทดสอบคือ เม่ือเซลล ์macrophage RAW264.7 ถูกกระตุน้ดว้ย LPS และ IFN-

เกิดการสร้าง NO ซ่ึงไม่เสถียร ใน culture media  NO จะถูกออกซิไดซ์อยา่งรวดเร็วได ้ nitrite ซ่ึงเป็น

ผลผลิตท่ีมีความเสถียรของ NO ท่ีสามารถตรวจวดัไดง่้ายโดยใช ้ Griess reagent (Green et al., 1982) 

ขั้นตอนการทดลองมีดงัน้ีคือ 

1. เติมเซลล ์RAW264.7 cells (1x105 เซลล/์หลุม) ลงไปในแต่ละหลุมของ 96 well plate และ

บ่มไวเ้ป็นเวลา 24 ชม. เพื่อใหเ้ซลลติ์ดพื้นท่ีผวิของหลุม 

2. เติม antioxidant control ไดแ้ก่ quercetin (10 µM) และ สารสกดัจากผลวา่นขนัหมาก (125, 

250 and 500 µg/ml) ลงไปในแต่ละหลุมท่ีก าหนด 
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3. หลงัจากการบ่มเป็นเวลา 4 ชม. ท าการกระตุน้การสร้าง NO ดว้ยการเติม LPS 1 µg/mL+ 

IFN- 25 U/ml และบ่มต่ออีกเป็นเวลา 24 ชม. 

4. เม่ือครบ 24 ชม. น า 96 well plate ไปป่ันเหวีย่ง แลว้ยา้ย 100 µl ของ supernatant ไปท่ี 96 

well plate ใหม ่ 

5. เติม 100 µl ของ Griess reagent [1% sulfanilamide, 0.1% naphthylethylenediamine 

dihydrochloride และ 3% phosphoric acid] ลงไปใน plate ท่ีมี culture media   ผสมใหเ้ขา้

กนั และบ่มในท่ีมืดเป็นเวลา 10 นาที  

6. วดัค่าการดูดกลืนแสง ท่ี 540 nm โดยการใช ้ Benchmark Plus Microplate 

Spectrophotometer System  

7. ปริมาณของ nitrite ในตวัอยา่ง ค านวณไดโ้ดยการเปรียบเทียบกบั calibration curve ของ

สารมาตรฐาน sodium nitrite 

 
3.11   การวเิคราะห์การแสดงออกของโปรตีน iNOS และ COX-2  
 การหาฤทธ์ิตา้นการอกัเสบของสารสกดัวา่นขนัหมาก นอกจากศึกษาการยบัย ั้งของการสร้าง NO 
งานวจิยัน้ียงัศึกษาผลของสารสกดัต่อการแสดงออกของเอนไซม ์ iNOS  และ COX-2 ท่ีเก่ียวขอ้งกบัการ
อกัเสบควบคู่ไปกบัการยบัย ั้งการสร้าง NO 
 

3.11.1   การเตรียม protein lysate  
1. Plate เซลล ์RAW264.7 (2 x 106 เซลล/์หลุม) ลงไปในแต่ละหลุมของ 6-well plate 

และบ่มเป็นเวลา 24 ชม.  ในตูบ้่มท่ีมีอุณหภูมิ 37oC  5% CO2 เพื่อใหเ้ซลลติ์ดท่ีพื้นท่ี
ผวิของแต่ละหลุม 

2. เติม 100 l antioxidant positive control ไดแ้ก่ quercetin (10 µM) หรือ100 l  
สารสกดัวา่นขนัหมากเพื่อให้ความเขม้ขน้สุดทา้ยเป็น 0.125, 0.250 และ 0.50 µg/ml 
ลงไปในแต่ละหลุม 

3. บ่มเซลลใ์นตู ้CO2 incubator เป็นเวลา 4 ชม. ตามดว้ยการกระตุน้เซลลด์ว้ย LPS (1 
µg/mL) ร่วมกบั IFN- (25 U/mL) เป็นระยะวลาอีก 24 ชม. 
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4.  ภายหลงัการบ่ม ลา้งสารสกดัออกจากเซลล ์3 คร้ังดว้ย PBS และเติม 150 µL ของ 
ice-cold lysis buffer (1 mL RIPA buffer ซ่ึงไดเ้ติม 10 l 200 mM PMSF, 1 l 2 
mM leupeptin และ 1 µl E-64) เป็นเวลา 20 นาที 

5. ปิเปต cell lysate ท่ีไดจ้ากเซลลซ่ึ์งแตกสลายในแต่ละหลุมของ 6-well plate ไปท่ี  
microcentrifuge tubes และ ป่ันเหวีย่งท่ี 12,000 x g ท่ี 4°C เป็นเวลา 30 นาที 

6. เก็บ supernatant ไวใ้น -80˚C เพื่อน าไปใชใ้นการท า Western blot ในขั้นตอนต่อไป 
และแบ่งอีกส่วนหน่ึงของตวัอยา่งเดียวกนัน าไปวิเคราะห์หาปริมาณโปรตีน 
 

3.11.2   การวเิคราะห์ปริมาณโปรตีน 

 วเิคราะห์หาปริมาณของโปรตีนใน lysate โดยใชว้ธีิการของ Lowry et al. (1951) โดย

มีรายละเอียดของขั้นตอนการทดสอบดงัน้ี 

1. เจือจาง protein lysate ใน lysis buffer (1 : 10 v/v) 

2. เติม 20 µL ของโปรตีนท่ีไดเ้จือจางแลว้ลงไปในแต่ละหลุมของ 96-well plate ตาม

ดว้ย 200 µL ของ reagent D และบ่มต่อเป็นระยะเวลา 10 นาที ท่ีอุณหภูมิหอ้ง 

3. เติม 20 µL ของ reagent C ลงไปในแต่ละหลุมของ 96-well plat และบ่มท่ี

อุณหภูมิหอ้งอีกเป็นระยะเวลา 30 นาที  

4. วดัค่าการดูดกลืนแสงของตวัอยา่งท่ี 750 nm โดยการใช ้ spectrophotometry 
microplate reader หาปริมาณโปรตีนของสารสกดัโดยใช ้calibration curve ของสาร
มาตรฐาน bovine serum albumin (BSA)  
 

3.11.3  SDS-PAGE gel electrophoresis และ Western blot 

         การคน้หาฤทธ์ิของสารสกดัวา่นขนัหมากต่อการแสดงออกของโปรตีน iNOS และ 

COX-2 กระท าโดยใชเ้ทคนิค Western blot ซ่ึงเร่ิมจากการแยกโปรตีนโดย polyacrylamide gel 

electrophoresis  ตามวธีิการของ Laemmli (1970) และหาชนิดของโปรตีนโดยใช้ monoclonal antibody ท่ี

จ  าเพาะต่อโปรตีนท่ีตอ้งการศึกษา  ขั้นตอนการทดสอบมีรายละเอียดดงัน้ีคือ 
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1. น า cell lysate ไปตม้เป็นเวลา 5 นาที ใน 6X sample buffer (50 mM Tris-base, pH 

7.4, 4% SDS, 10% glycerol, 4% 2-mercaptoethanol, 0.05 mg/mL ของ 

bromophenol blue)  โดยใชใ้นอตัราส่วน sample : buffer = 5 : 1 (v/v) 

2. โหลด (load) 15 µg ของ cellular protein lysate ลงในแต่ละ lane ของ 10% sodium 

dodecyl sulfate-polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE) กระท าการแยก

โปรตีนท่ี 125 โวลต ์เป็นระยะเวลา 120 นาที  

3. ยา้ยโปรตีนท่ีอยูใ่นแผน่เจลไปท่ี nitrocellulose membrane โดยการ blot ท่ี 80 โวลต ์

เป็นเวลา 1 ชม. ท่ีอุณหภูมิหอ้ง 

4. Block membrane ดว้ยการใช ้5% BSA ใน 0.1% Tween-20 ใน PBS-buffer (TPBS) 

ลงไปท่ีแผน่ nitrocellulose membrane และบ่มต่อเป็นระยะเวลา 4 ชม.  

5. บ่ม nitrocellulose membrane ขา้มคืนดว้ย 1 : 1000 dilution ของ primary antibody 

anti-iNOS mouse monoclonal (Santa Cruz Biotechnology Inc., Santa Cruz, CA) 

หรือ 1 : 2000 dilution ของ primary antibody anti-COX-2 mouse polyclonal 

(Cayman Chemical, Ann Arbor, MI)  

6. ตรวจสอบและ normalize โปรตีนท่ีโหลดในแต่ละ lane วา่มีปริมาณเท่ากนัจริง โดย

บ่ม  nitrocellulose membrane ดว้ย primary antibodies ต่อ protein ของ house 

keeping gene ต่าง ๆ ซ่ึงในการทดลองน้ีเลือกใช ้ anti-tubulin mouse monoclonal 

antibody (Santa Cruz) ท่ีไดเ้จือจาง 1 : 2000  และบ่มท่ีอุณหภูมิห้องเป็นระยะเวลา 2 

ชม. 

7. ภายหลงัการบ่มดว้ย primary antibody ลา้ง nitrocellulose membrane ดว้ย TPBS 3 

คร้ัง ๆ ละ10 นาที และบ่ม nitrocellulose membrane ท่ีอุณหภูมิหอ้ง เป็นเวลา 1 ชม. 

ดว้ย 1:10,000 dilution ของ secondary antibody goat-anti-mouse-HRP conjugate 

(Santa Cruz) ส าหรับ iNOS และ tubulin และ goat-anti-rabbit IgG-HRP conjugate 

(Cayman) ส าหรับ COX-2 
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8. ภายหลงัขั้นตอนการบ่มกบั secondary antibody ลา้งแผน่ membrane ดว้ย TPBS 3 

คร้ัง ๆ ละ 10 นาที  

9. ในหอ้งมืด เติม ECL Western blotting substrate (Piearce Protein Research 

Products) ลงบน nitrocellulose membrane เคลือบใหท้ัว่พื้นท่ีผวิ โดยบ่มเป็นเวลา 5 

นาที ตามดว้ยการประกบกบัฟิมลเ์ป็นเวลา 5 นาที ส าหรับ iNOS และ 30 วนิาที

ส าหรับ COX-2  

3.12  การทดสอบการต้านการหลัง่สารก่อภูมิแพ้ 

 การทดสอบฤทธ์ิตา้นอาการภูมิแพข้องสารสกดัวา่นขนัหมากโดย in vitro model กระท าโดย

ทดสอบผลการยบัย ั้งของสารสกดัต่อการหลัง่สารก่อภูมิแพจ้าก RBL-2H3  ซ่ึงเป็น basophilic leukemia 

cell line จากหนู rat  และเป็นเซลลท่ี์นิยมใชเ้ป็นตวัแทนของ mast cell ในการศึกษาเก่ียวกบัภูมิแพม้าก

ท่ีสุดสายพนัธ์ุหน่ึง งานวิจยัน้ีเลือกใชก้ารตา้นการหลัง่สารก่อภูมิแพข้องสารสกดัโดยใช ้ -hexos-

aminidase assay 

หลกัของการทดสอบการหลัง่สารก่อภูมิแพโ้ดยใช้ -hexosaminidase assay คือเม่ือบ่มเซลล ์

RBL-2H3 ขา้มคืนล่วงหนา้กบั IgE antibody  ท่ีมีความจ าเพาะต่อ DNP antigen แลว้ตามดว้ย DNP-BSA 

antigen ในวนัต่อมา จะเกิดการ crosslink ของ IgE ท่ีจ  าเพาะซ่ึงจบัรออยูท่ี่ FcRI  ท่ีผิวเซลล์  การ cross-

linked FcRI  น าไปสู่ signal transduction ภายในเซลล์ เกิด phosphorylation ของ tyrosine kinases การ

เพิ่มระดบัของ Ca+2 ใน cytosol  ส่งผลให้เกิดการหลัง่ของสารก่อภูมิแพต่้าง ๆ ท่ีมีอยู่แลว้ใน granule 

(preformed mediators) ออกจากเซลล์ (degranulation)  เช่น histamine, serotonin รวมทั้งเอนไซม ์-

hexosaminidaseท่ีหลั่งออกมาพร้อมกับสารก่อภูมิแพ้ชนิดอ่ืน   ดังนั้ น ระดับของเอนไซม์ -

hexosaminidase ใน supernatant  สามารถใชเ้ป็นดชันีบ่งบอกถึงการหลัง่ของสารก่อภูมิแพต่้าง ๆ ออกจาก

เซลล์ได ้โดยไม่จ  าเป็นตอ้งวดัปริมาณของสารก่อภูมิแพท่ี้หลัง่ออกมาโดยตรง (Fischer et al., 1995; Choi 

et al., 1996; Abramson et al., 2006; Abramson และ Pecht 2007) รายละเอียดของการทดสอบมีดงัน้ีคือ 

1. เติมเซลล ์RBL-2H3 cells (5x104 เซลล/์หลุม) ลงไปในแต่ละหลุมของ 96 well plate และบ่ม

ท่ี 37oC 5% CO2 ไวข้า้มคืน เพื่อใหเ้ซลลติ์ดพื้นท่ีผวิของหลุม 
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2. จากนั้นบ่มขา้มคืนดว้ยแอนติบอดีท่ีจ  าเพาะต่อ DNP antigen (50 ng/ml anti-DNP IgE) แลว้

จึงลา้งออกดว้ย Siraganian buffer (pH 7.4) 

3. เติม antioxidant control ไดแ้ก่ quercetin (10 µM) หรือ สารสกดัจากผลวา่นขนัหมาก (125, 

250 and 500 µg/ml) ลงไปในแต่ละหลุมท่ีก าหนด 

4. หลงัจากการบ่มเป็นเวลา 12 ชม. ลา้งออกดว้ย Siraganian buffer ท าการกระตุน้การปล่อย

สารก่อภูมิแพด้ว้ยการเติมแอนติเจน (10 µg/ml DNP-BSA) และบ่มต่ออีกเป็นเวลา 30 นาที 

5. เม่ือครบก าหนดเวลาน า 96 well plate ไปป่ันเหวีย่ง แลว้ยา้ย 25 µl ของ supernatant ไป 96 

well  plate ใหม่ 

6. เติม 25 µl ของ substrate buffer ลงไปใน plate ท่ีมี culture media  ผสมใหเ้ขา้กนั และบ่มใน

ท่ีมืดเป็นระยะเวลา 1 ชม. 

7. จากนั้นหยดุการท าปฏิกิริยาดว้ยการเติม 50 l stop solution  

8. วดัค่าการดูดกลืนแสง ท่ี 500 nm โดยการใช ้ Benchmark Plus Microplate 
Spectrophotometer System  
 

3.13 การทดสอบฤทธ์ิก่อกลายพนัธ์ุโดย Ames test 

 Ames test เป็นการทดสอบแบบการกลายพนัธ์ุแบบ in vitro หลกัการของ Ames test คือเลือกใช้

แบคทีเรีย S. typhimurium ท่ีถูกท าใหก้ลายพนัธ์ุ  ไม่สามารถสังเคราะห์กรดอะมิโนฮิสทิดีนไดเ้อง ท าให้

ไม่สามารถเจริญเติบโตไดใ้นอาหารท่ีไม่มีกรดอะมิโนฮิสทิดีน  ถา้สารทดสอบเป็นสารก่อกลายพนัธ์ุ จะ

ท าใหแ้บคทีเรียเกิดการกลายพนัธ์ุแบบยอ้นกลบั (reverse mutation) ส่งผลใหแ้บคทีเรียสามารถ

เจริญเติบโตไดใ้นอาหารท่ีไม่มีกรดอะมิโนฮิสทิดีน (Ames et al., 1975; Maron and Ames, 1983; 

Mortelmans and Zeiger, 2000) เน่ืองจากสารก่อกลายพนัธ์ุบางชนิดไม่มีฤทธ์ิการก่อกลายพนัธ์ุโดยตรง  

จ าเป็นตอ้งอาศยัเอนไซมใ์นตบัเปล่ียนแปลงโครงสร้างของสาร (metabolize) ใหก้ลายเป็นสารก่อกลาย

พนัธ์ุ  ดงันั้น  ใน Ames test จึงมีการทดสอบฤทธ์ิก่อกลายพนัธ์ุดว้ยวธีิท่ีใช ้สารทดสอบบ่มร่วมกบั S9 mix 

ซ่ึงเป็นเอนไซมท่ี์เตรียมจากตบัหนูและมีเอนไซมต่์าง ๆ ท่ีใชใ้นการ metabolize สาร  ทั้งน้ี เพื่อใหส้ามารถ

ตรวจสอบกลุ่มสารท่ีจ าเป็นตอ้งผา่นกระบวนการ metabolism  ของตบัก่อนจึงเกิดเป็นสารก่อกลายพนัธ์ุ    
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ดงันั้น โครงการวจิยัน้ีจึงทดสอบการก่อกลายพนัธ์ุของสารสกดัจากวา่นขนัหมากโดยใช ้ Ames test  

เลือกใชแ้บคทีเรีย  S.typhimurium สายพนัธ์ุ TA98 ซ่ึงช่วยในการตรวจวดั (detect) สารท่ีท าใหเ้กิดการ

กลายพนัธ์ุแบบ frameshift mutation และ TA100 ซ่ึงตรวจวดัสารท่ีท าใหเ้กิดการกลายพนัธ์ุแบบ base-pair 

substitution mutation (Mortlemans and Zeiger, 2000)  นอกจากน้ี งานวจิยัน้ียงัเลือกใชว้ธีิการบ่มสาร

สกดัล่วงหนา้กบัแบคทีเรีย (pre-incubation method) เพื่อเพิ่มความไว (sensitivity) ของการทดสอบ และ

ทดสอบทั้งในสภาวะแบบมีและแบบไม่มี S9 mix  ส าหรับรายละเอียดของการทดลองมีขั้นตอนดงัน้ีคือ 

1. ผสมสารสกดัวา่นขนัหมากท่ีไดจ้าก 95% EtOH ปริมาตร 100 µL กบั S9 mix (สภาวะท่ีมี S9 

mix) หรือ phosphate buffer (สภาวะท่ีไม่มี S9 mix) ปริมาตร 500 µl 

2. เติม100 µL แบคทีเรียท่ี inoculate ขา้มคืน (TA98 หรือ TA100) ซ่ึงมีค่าการดูดกลืนแสงท่ี

ความยาวคล่ืน 620 nm อยูร่ะหวา่ง 0.3-0.4 ผสมใหเ้ขา้กนั  

3. น าแบคทีเรียไปบ่มท่ีอ่างควบคุมอุณหภูมิแบบเขยา่ (shaking water bath) ท่ีอุณหภูมิ 37oC

นาน 20 นาที 

4. เติม top agar ปริมาตร 2 ml ผสมใหเ้ขา้กนั จากนั้นเทลงใน minimal glucose agar plate ดว้ย

เทคนิค poured plate  

5. รอจนกระทัง่ top agar แขง็ตวั  จึงน าไปบ่มท่ีตูค้วบคุมอุณหภูมิ 37 oC นาน 48 ชัว่โมง 

6. เม่ือครบก าหนดเวลา นบัจ านวนโคโลนีกลายพนัธ์ุยอ้นกลบั (revertant colonies) ท่ีปรากฏใน

แต่ละ plate 

7. การแปลผลการทดลอง กระท าโดยการหาอตัราส่วนของค่าเฉล่ียโคโลนีกลายพนัธ์ุยอ้นกลบั

(revertant colonies) ของตวัอยา่งท่ีเป็นสารสกดัต่อค่าเฉล่ียโคโลนีกลายพนัธ์ุยอ้นกลบัโดย

ธรรมชาติ (spontaneous revertant colonies) หากอตัราส่วนดงักล่าวมีค่าเท่ากบัหรือมากกวา่ 

2 แสดงวา่  สารท่ีทดสอบมีฤทธ์ิก่อกลายพนัธ์ุ 

8. การทดสอบกลุ่มทดลองบวก (positive control) ในสภาวะแบบไม่มี S9 mix ใชส้ารก่อกลาย

พนัธ์ุ 2-nitrofluorene (2-NF) และ sodium azide เป็น positive control ส าหรับสายพนัธ์ุ 

TA98 และ TA100  ตามล าดบั  ส่วนในสภาวะแบบมี S9 mix ใชส้ารก่อกลายพนัธ์ุ 2-amino 

anthracene (2-AA)  เป็น positive control ส าหรับทั้งสายพนัธ์ุ TA98 และ TA100 
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บทที ่4 

ผลการวจิัย 

4.1  การสกดัผลว่านขันหมาก 

 การสกดัวา่นขนัหมาก เร่ิมจากผลอบแห้ง บดเป็นผง และสกดัดว้ย 95% ethanol ไดป้ริมาณสุทธิ 
(percent yield) สารสกดัหยาบ ร้อยละ 12.65 ± 1.27 ของน ้ าหนกัสารสกดัแห้ง ผลจากการส่งตวัอยา่งไป
วเิคราะห์เคมีแบบประมาณ พบวา่ ผงแห้งของผลวา่นขนัหมากมีความช้ืน 11.96±1.39%  ข้ีเถา้รวม  4.72±  
0.12%  กากหยาบ 0.11±0.002%  ปริมาณรวมของโปรตีน และไขมนัเท่ากบั  71.44±2.25% และ 0.9 ± 
0.08% ตามล าดบั  ส าหรับ available carbohydrate (nitrogen free extract) มีค่าเท่ากบั 10.88±1.17% 
 
4.2  ปริมาณฟินอลกิ  เฟโวนอยด์ และโปรแอทนโทไซยานิดินของสารสกดัว่านขันหมาก 

ตารางท่ี 4.1 แสดงค่า total phenolic content  (TPC),  total flavonoids content (TFC)  และ 
proanthocyanidins content (PA) ของสารสกดัจากวา่นขนัหมาก ในการทดลองน้ี หาค่า TPC  โดยเทียบ
กบักราฟของสารมาตราฐาน gallic acid และแสดงค่า TPC  เป็น mg gallic acid equivalent (GAE) ต่อ 
หน่ึงกรัมน ้ าหนกัแห้งของสารสกดั  กราฟของสารมาตรฐาน gallic acid มีค่า R2 = 0.997 (ภาคผนวก ค1) 
ปริมาณ TPC ไดจ้ากสารสกดัคือ 56.75 ± 0.37  mg gallic acid/gm สารสกดัแห้ง  ค่า TFC  วิเคราะห์โดย
เทียบกบักราฟของสารมาตราฐาน catechin ท่ีมีค่า R2 = 0.985 (ภาคผนวก ค 2)  ค่าของ TFC แสดงหน่วย
เป็น mg catechin equivalent (CE) ต่อ กรัมของสารสกดัแห้ง  ผลการวิเคราะห์พบว่า  สารสกดัว่าน
ขนัหมากมีปริมาณ TFC 5.03 ± 0.03 mg catechin/gm ของสารสกดัแห้ง ส าหรับปริมาณของ PA วิเคราะห์
โดยเทียบกบักราฟของสารมาตราฐานคาเทชินซ่ึงมีค่า  R2 = 0.951 (ภาคผนวก ค 3) และแสดงค่า PA  เป็น 
mg catechin equivalent ต่อ กรัมของสารสกดัแห้ง  ผลการวิเคราะห์พบวา่ปริมาณสาร PA ท่ีไดจ้ากสาร
สกดัมีค่า 7.02 ± 0.12 mg catechin/gm ของสารสกดัแหง้ (ตารางท่ี 4.1)    
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ตารางที่ 4.1  ปริมาณรวมของสารฟีนอลิก  ปริมาณรวมของสารเฟโวนอยด ์และ ปริมาณของสารแอนโท
ไซยานิดิน จากสารสกดัผลวา่นขนัหมาก  

 

สารประกอบพฤษศาสตร์เคมี 
 

สารสกดัผลว่านขันหมาก 

ปริมาณรวมของสารฟีนอลิก 

   (mg GAE/dry extract) 
56.75 ± 0.37 

ปริมาณรวมของสารเฟโวนอยด ์

   (mg CE/g dry extract) 
5.03 ± 0.03 

ปริมาณของสารแอนโทไซยานิดิน 

   (mg CE/g dry extract) 
7.02 ± 0.12 

ขอ้มูลน าเสนอโดย ค่าเฉล่ีย ± ค่าเบ่ียงเบนมาตราฐาน (จ านวนตวัอยา่ง = 3) 

4.3  คุณสมบัติการต้านออกซิเดช่ันจากสารสกดัผลว่านขันหมาก 
เพื่อใหไ้ดข้อ้มูลคุณสมบติัในการตา้นออกซิเดชัน่ของสารสกดัผลวา่นขนัหมาก ในการศึกษา

คร้ังน้ีจะใชว้ธีิการทดสอบท่ีแตกต่างกนัมา 3 วธีิ ไดแ้ก่ DPPH, FRAP และ DCFH-DA assay    
 

4.3.1  การทดสอบ scavenge activity ต่อ DPPH Radical  
DPPH  assay ใชเ้พื่อทดสอบคุณสมบติัของสารในการก าจดั (scavenge) อนุมูลอิสระ DPPH ท่ี

เสถียร ( DPPH•)  และรายงานผลการทดลองเป็นค่าความเขม้ขน้ของสารท่ีใชใ้นการยบัย ั้ง DPPH•  ได ้
50% (median inhibitory concentration; IC50) สารท่ีมีค่า IC50 ต ่า หมายถึงสารมีความสามารถตา้นอนุมูล
อิสระไดสู้ง เน่ืองจากใชค้วามเขม้ขน้ของสารในปริมาณนอ้ยก็สามารถก าจดัอนุมูลอิสระ DPPH ได ้50%  
ผลการทดลองคุณสมบติัการตา้นอนุมูลอิสระของสารสกดัจากผลวา่นขนัหมากแสดงในตารางท่ี 4.2  ผล
ทดลองช้ีชดัวา่สารสกดัจากผลวา่นขนัหมากสามารถก าจดัอนุมูลอิสระ DPPH ได ้ โดยฤทธ์ิตา้นอนุมูล
อิสระเพิ่มข้ึนเป็นปฎิภาคโดยตรงกบัความเขม้ขน้ของสารสกดัท่ีเพิ่มข้ึน อย่างไรก็ดี คุณสมบติัในการ

ก าจดั DPPH• ของสารสกดัมีค่าค่อนขา้งต ่า เม่ือเทียบกบัสารมาตรฐานอ่ืนท่ีใชเ้ป็น positive control  ใน
การตา้นอนุมูลอิสระ   ในงานทดลองน้ีคือ quercetin, catechin และ trolox  สารสกดัจากวา่นขนัหมากมีค่า 
IC50 เฉล่ียเท่ากบั 399.77 ซ่ึงเม่ือเทียบกบัสารมาตรฐานอ่ืนท่ีใชใ้นการทดลองท่ีมีค่า IC50 อยูร่ะหวา่ง 2.00-

4.46  ความสามารถในการก าจดั DPPH•  ของวา่นขนัหมากจะนอ้ยกวา่สารมาตรฐานท่ีใชเ้ป็น positive 
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control ในการทดลองน้ีประมาณ 100-200 เท่า ผลการทดลองน้ี ยงัแสดงวา่ สารมาตรฐาน quercetin และ 
catechin มีฤทธ์ิก าจดัอนุมูลอิสระ DPPH  ท่ีใกลเ้คียงกนั คือมีค่า IC50 ประมาณ 2 g/ml  และสารทั้งสอง
มีฤทธ์ิก าจดัอนุมูลอิสระ DPPH ไดดี้กวา่ trolox ซ่ึงเป็นสารสังเคราะห์ของไวตามิน E ประมาณ 2 เท่า 

 
ตารางที่ 4.2  การก าจดัอนุมูลอิสระ DPPH ของสารสกดัจากผลว่านขนัหมากและสารมาตรฐานอ่ืนท่ีมี
ฤทธ์ิตา้นออกซิเดชนั quercetin, catechin และ trolox 

ขอ้มูลน าเสนอโดย ค่าเฉล่ีย ± ค่าเบ่ียงเบนมาตราฐาน (จ านวนตวัอยา่ง = 3) 

 
 

ชนิดของสาร ความเขม้ขน้ (μg/ml) % การยบัย ั้ง DPPH• IC50 (μg/ml) 

WKM 
78 20.46 ± 0.11 

399.77 ± 15.33 156 38.08 ± 0.22 
313 54.86 ± 0.25 
625 76.19 ± 1.09 

Quercetin 

0.5 13.33 ± 0.32 

2.00 ± 0.02 
1.0 27.16 ± 0.58 
2.0 53.96 ± 0.70 
3.0 77.00 ± 0.85 

Catechin 

0.5 23.27 ± 0.13 

2.14 ± 0.01 
1.0 41.26 ± 0.20 
2.0 62.14 ± 0.49 
3.5 77.30 ± 0.20 

Trolox 

1.5 15.50 ± 0.31 

4.46 ± 0.02 
3.0 35.12 ± 0.25 
4.5 53.93 ± 0.87 
8.0 86.82 ± 0.06 
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4.3.2  Ferric Reducing Antioxidant Power (FRAP) Assay 
 

หน่ึงในกลไกของการตา้นอนุมูลอิสระคือคุณสมบติัของสารท่ีเป็น reducing agent ท่ีไป 
reduce สาร oxidants เพื่อลา้งฤทธ์ิ (inactivate) oxidation ของอนุมูลอิสระต่างๆ  ซ่ึงความสามารถของ
สารในการเป็น reducing agent สามารถประเมินไดด้ว้ยวิธี FRAP  การทดสอบคุณสมบติัตา้นอนุมูล
อิสระดว้ยการเป็น reducing agent ของสารสกดัวา่นขนัหมากดว้ยวิธี FRAP รายงานผลเป็นค่าก าลงั
ความสามารถในการรีดิวส์ (Ferric reducing ability power values) หรือ FRAP values  โดยใชส้าร 
ascorbic acid เป็นสารเปรียบเทียบมาตรฐาน ค่า FRAP values ของสารสกดัวา่นขนัหมากรายงานเป็นค่า 
g ของ ascorbic acid equivalent antioxidant capacity (AEAC) ต่อ น ้ าหนกัแห้งของสารสกดั ผลการ
ทดสอบแสดงว่า สารสกดัวา่นขนัหมากมีคุณสมบติัเป็น reducing agent สามารถรีดิวซ์สารประกอบ 
ferric tripyridyltriazine (TPTZ-Fe (III)) complex ไปเป็น ferrous tripyridyltriazine (TPTZ-Fe (II)) 
complex  ในสภาพท่ีมี pH ต ่า ซ่ึงจะเปล่ียนสีของสารละลายจากสีม่วงอมเทาไปเป็นสีฟ้าอ่อนถึงน ้ าเงิน
เขม้ (ตามความเขม้ขน้ท่ีเพิ่มข้ึนของ TPTZ-Fe (II) ) โดยมีค่า FRAP เท่ากบั 44.07 ± 0.51 g AEAC ต่อ
กรัมน ้าหนกัแหง้ของสารสกดั  (ตารางท่ี 4.3)  

 
ตารางที่ 4.3  ก าลงัความสามารถในการรีดิวซ์ (Ferric reducing ability power) ของสารสกดัวา่นขนัหมาก

เม่ือวดัโดย FRAP assay 
 

ตัวอย่างสาร FRAP (g AEAC/กรัมน า้หนักแห้ง) 
สารสกดัวา่นขนัหมาก 44.07± 0.51 

 ขอ้มูลเป็นค่าเฉล่ีย  SD. (n = 3) 
 

4.3.3  ความสามารถต้านอนุมูลอสิระภายในเซลล์  (Cellular antioxidant activity)  
 การประเมินความสามารถต้านอนุมูลอิสระภายในเซลล์ของสารสกัดว่านขันหมากด้วยวิธี 
DCFH-DA assay แสดงวา่ สารสกดัวา่นขนัหมากสามารถลดการสร้าง DCF ท่ีเกิดจากการ oxidize DCFH 
โดย tert-butylhydroperoxide (t-BuOOH)  ผลจากการติดตามการเพิ่มข้ึนของ DCF fluorescence emission 
เป็นระยะเวลา 180 นาที  พบวา่ทั้ง 10 M quercetin และสารสกดัวา่นขนัหมากท่ีความเขม้ขน้ 0.125, 
0.25 และ 0.50 mg/ml สามารถก าจดัการเกิด ROSs  ภายในเซลล์ ซ่ึงใน DCFH-DA assay หมายถึงการลด
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ปริมาณ DCF  อยา่งมีนยัส าคญัเม่ือเทียบกบักลุ่มตวัท าละลายควบคุม (p <0.05) (รูปท่ี 4.1)  การลดลงของ
สารเรืองแสง DCF เป็นปฎิภาคโดยตรงกบัความเขม้ขน้ของสารสกดัท่ีเพิ่มข้ึน ปริมาณการยบัย ั้งการการ
เกิด DCF มีความแตกต่างอยา่งมีนยัส าคญั (p < 0.05) คือมีค่าเท่ากบั 21.24 ± 0.88%, 40.64 ± 0.86 และ 
64.31 ± 1.59 ท่ีความเขม้ขน้ของสารสกดัวา่นขนัหมาก 0.125, 0.25 และ 0.50 mg/ml ตามล าดบั (รูปท่ี 
4.2) เป็นท่ีน่าสังเกตว่า สารสกดัท่ีความเขม้ขน้สูงสุดคือ 0.50 mg/ml สามารถลดการสร้าง DCF ได้
มากกวา่ quercetin 10 M ท่ีใชเ้ป็น antioxidant positive control อยา่งมีนยัส าคญั (p <0.05)  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที ่4.1 การก าจดัอนุมูลอิสระท่ีสร้างข้ึนภายในเซลล ์RAW264.7 โดยสารสกดัจากผลวา่นขนัหมาก ผลท่ี

แสดงเป็นความเขม้ของสารเรืองแสง DCF ท่ีเกิดภายในเซลล ์RAW264.7 ใน DCFH-DA assay 
ภายหลงัการเติม t-BuOOH เป็นระยะเวลา 180 นาที  เซลล ์ RAW264.7 บ่มล่วงหนา้กบัสาร
สกดัจากผลวา่นขนัหมากท่ีความเขม้ขน้แตกต่างกนั หรือ บ่มร่วมกบั 10 M quercetin เป็น
ระยะเวลา 24 ชม. ตามดว้ยการบ่มกบั fluorescent probe DCFH-DA เป็นระยะเวลา 30 นาที
ก่อนท่ีจะเติม t-BuOOH.  แท่งกราฟ ท่ีมีอกัษรต่างกนัหมายถึงแตกต่างอยา่งมีนยัส าคญัท่ี p < 
0.05 เม่ือทดสอบดว้ย one-way analysis of variance.  VH = ตวัท าละลายควบคุม, WKM = สาร
สกดัจากผลวา่นขนัหมาก,  Q = quercetin 

 (mg/ml) 
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รูปที่ 4.2  แสดงเปอร์เซ็นต์การยบัย ั้งการเกิด ROS หรือ DCF ของสารสกดัวา่นขนัหมากภายในเซลล ์

RAW264.7 ใน DCFH-DA assay ซ่ึงใช ้tBuOOH  เป็น oxidizing agent   แท่งกราฟท่ีมีอกัษร
ต่างกนัหมายถึงค่าเฉล่ียท่ีแตกต่างอยา่งมีนยัส าคญัท่ี p < 0.05 เม่ือทดสอบดว้ย one-way analysis 
of variance.  VH = ตวัท าละลายควบคุม, WKM = สารสกดัจากผลวา่นขนัหมาก,      Q = 
quercetin 

 
4.4   การศึกษาความเข้มข้นของสารสกดัว่านขันหมากทีไ่ม่ก่อให้เกดิพษิต่อเซลล์   RAW264.7               

และ RBL-2H3  

ในการหาความเขม้ขน้สูงสุดของสารสกดัวา่นขนัหมากท่ีไม่เป็นพิษต่อเซลล ์ RAW264.7 และ 
RBL-2H3 เซลล ์ RAW264.7 หรือ เซลล ์ RBL-2H3 ถูกบม่ร่วมกบัสารสกดัท่ีความเขม้ขน้ 0.125, 0.250 
และ 0.500  mg/mL ท่ีอุณหภูมิ 37°C, 5% CO2 เป็นระยะเวลา 24 ชม. ผลการทดลอง  พบวา่ ความเขม้ขน้
ของสารสกดัท่ีนอ้ยกวา่หรือเท่ากบั 0.5 mg/mL  ไม่ก่อใหเ้กิดความเป็นพิษใดๆ ต่อ  RAW264.7 เซลล ์เม่ือ
เปรียบเทียบกบักลุ่มควบคุม (control) ไม่วา่จะประเมินปริมาณเซลลซ่ึ์งมีชีวติอยู ่ (cell viability) ดว้ยวธีิ 
MTT หรือดว้ย trypan blue exclusion method ทั้ง 2 วธีิใหผ้ลสอดคลอ้งกนั  ในกรณีท่ีวดัปริมาณเซลลท่ี์มี

 (mg/ml) 
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ชีวติอยูด่ว้ยวธีิ MTT เซลลท่ี์ไดรั้บสารสกดัวา่นขนัหมากท่ีความเขม้ขน้ 0.125, 0.250 และ 0.500  mg/mL 
เป็นระยะเวลา 24 ชม. มีเซลลซ่ึ์งมีชีวติรอดอยู ่116.20%, 110.18% และ 102.4% ตามล าดบัใน RAW264.7 
เซลล ์ (รูปท่ี 4.3)  ถา้ประเมินดว้ยการใชสี้ trypan blue ท่ีความเขม้ขน้เดียวกนัของสารสกดัวา่นขนัหมาก 
ปริมาณ RAW264.7 เซลลท่ี์มีชีวติรอดคือ 96.64 %, 94.57%, และ 93.18 % ตามล าดบั (รูปท่ี 4.4)  ซ่ึงไม่
แตกต่างจากกลุ่มสารละลายควบคุม ท่ีมีปริมาณเซลลร์อดอยูท่ี่ 95.7% (P <0.05) ส่วนความเขม้ขน้ของ 10 
M  quercetin ท่ีใชเ้ป็น positive control ไม่มีผลกระทบต่อปริมาณเซลลซ่ึ์งมีชิวตอยูข่อง RAW264.7  
เช่นเดียวกนั คือเซลลท่ี์มีชีวติรอดอยูท่ี่ 110.08% และ 94.92% เม่ือประเมินดว้ยวธีิ MTT และวธีิ trypan 
blue  ตามล าดบั   

 

 
 
 
 

 

 

 

 

 
 
รูปที ่4.3   ปริมาณเซลลท่ี์มีชีวติของ RAW264.7 เซลลท่ี์บม่ร่วมกบัสารสกดัวา่นขนัหมาก (WKM) หรือ 

10 M quercetin (Q) เป็นระยะเวลา 24 ชม.และประเมินเปอร์เซนตเ์ซลลท่ี์มีชีวติรอดดว้ยวธีิ 
MTT  ทุกความเขม้ขน้ของสารสกดั และ quercetin ไม่มีคา่ %  cell viability ท่ีแตกต่างอยา่งมี
นยัส าคญัจากกลุ่มควบคุม (p <0.05) 

 

 

 (mg/ml) 
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รูปที ่4.4  ปริมาณเซลลท่ี์มีชีวติของ RAW264.7 เซลลท่ี์บ่มร่วมกบัสารสกดัวา่นขนัหมาก (WKM) หรือ 

10 M quercetin (Q) เป็นระยะเวลา 24 ชม.และประเมินเปอร์เซนตเ์ซลลท่ี์มีชีวติรอดดว้ยวธีิ 
trypan blue  ทุกความเขม้ขน้ของสารสกดั และ quercetin ไม่มีค่า %  cell viability ท่ีแตกต่าง
อยา่งมีนยัส าคญัจากกลุ่มควบคุม (p <0.05)  

   
ผลการทดสอบการหาช่วงความเขม้ขน้ท่ีไม่เป็นพิษของสารสกดัวา่นขนัหมากต่อ  RBL-2H3 

ไดผ้ลท่ีคลา้ยคลึงกบัท่ีพบใน  RAW264.7 เซลล ์คือสารสกดัวา่นขนัหมากท่ีความเขม้ขน้ 0.125, 0.250 
และ 0.500  mg/mL ไมก่่อใหเ้กิดพิษต่อเซลล ์ RBL-2H3 ไม่วา่จะประเมินดว้ยวธีิ MTT (รูปท่ี 4.5 ) หรือ
ดว้ยวธีิ trypan blue exclusion  (รูปท่ี 4.6)  ผลการทดลองช้ีชดัวา่  % ความอยูร่อดของเซลลเ์ม่ือบ่มร่วมกบั
สารสกดั หรือ ไม่มีสารสกดัไม่มีค่าแตกต่างกนั  เช่นเดียวกบัความเขม้ขน้ 10 M quercetin ท่ีไม่มี
ผลกระทบใด ๆ ต่อความอยูร่อดของเซลล ์RBL-2H3 

 
 

 

 (mg/ml) 
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รูปที ่4.5   ปริมาณเซลลท่ี์มีชีวติของ RBL-2H3 เซลล์ท่ีบ่มร่วมกบัสารสกดัวา่นขนัหมาก (WKM) หรือ 10 

M quercetin (Q) เป็นระยะเวลา 24 ชม.และประเมินเปอร์เซนตเ์ซลล์ท่ีมีชีวิตรอดดว้ยวิธี MTT  
ทุกความเขม้ขน้ของสารสกดั และ quercetin ไม่มีค่า %  cell viability ท่ีแตกต่างอยา่งมีนยัส าคญั
จากกลุ่มควบคุม (p <0.05) 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที ่4.6  ปริมาณเซลล์ท่ีมีชีวิตของ RBL-2H3 เซลล์ท่ีบ่มร่วมกบัสารสกดัวา่นขนัหมาก (WKM) หรือ 10 

M quercetin (Q) เป็นระยะเวลา 24 ชม.และประเมินเปอร์เซนต์เซลล์ท่ีมีชีวิตรอดดว้ยวิธี 
trypan blue  ทุกความเขม้ขน้ของสารสกดั และ quercetin ไม่มีค่า %  cell viability ท่ีแตกต่าง
อยา่งมีนยัส าคญัจากกลุ่มควบคุม (p <0.05)   

 

 

(mg/ml) 

(mg/ml) 
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4.5  การศึกษาฤทธ์ิยบัยั้งการสังเคราะห์ NO ของ RAW264.7 โดยสารสกดัว่านขันหมาก 
ในการศึกษาฤทธ์ิยบัย ั้งของสารสกดัวา่นขนัหมากต่อการสังเคราะห์ NO ของเซลล ์

RAW264.7 ท่ีถูกกระตุน้ดว้ย LPS และ IFN-  เซลล ์ RAW264.7 ถูกบ่มล่วงหนา้ (pretreat) เป็น
ระยะเวลา 4 ชม. กบัสารสกดัวา่นขนัหมากท่ีความเขม้ขน้ 0.125, 0.25 และ 0.5 mg/mL ซ่ึงเป็นช่วงของ
ความเขม้ขน้ท่ีไม่ก่อให้เกิดพิษต่อเซลล ์ (ดงัแสดงในรูปท่ี  4.3-4.4) หรือบ่มร่วมกบั antioxidant control 
คือ 10 µM quercetin ก่อนการชกัน าใหเ้กิดการสังเคราะห์ NO โดยการเติม LPS (1 µg/ml) ร่วมกบั IFN-
 (25 U/ml) ภายหลงัการบ่มเซลลต่์อเน่ืองอีก 24 ชม. ระดบัของ NO  ถูกประเมินทางออ้มโดยการวดั 
nitrite ซ่ึงเป็น metabolite product ท่ีเสถียรของ NO โดยใช ้Griess reagent  ผลการศึกษาแสดงในรูปท่ี 4.7     
RAW264.7 เซลลท่ี์ไม่ไดรั้บการกระตุน้ มีการสร้าง NO ในระดบัพื้นฐาน (basal level) ซ่ึงมีค่า nitrite ต ่า
ประมาณ 2.5 M  เม่ือกระตุน้ดว้ย 1 µg/ml LPS และ 25 U/ml IFN- ปริมาณ nitrite เพิ่มข้ึนประมาณ 
12 เท่า  มีค่าอยูท่ี่ 31.06 ± 0.77 M  สารสกดัวา่นขนัหมากมีฤทธ์ิยบัย ั้งปริมาณ NO ท่ีถูกชกัน าใหส้ร้าง
ข้ึน RAW264.7 เซลลท่ี์ไดรั้บสารสกดัท่ีความเขม้ขน้ 0.125, 0.250 และ 0.500 mg/ml  มีปริมาณ nitrite อยู่
ท่ี 24.96 ± 0.22, 16.10 ± 0.12 และ 4.70 ± 0.04 M ตามล าดบั  (รูปท่ี4.7 )  ผลการทดลองช้ีชดัวา่ปริมาณ
การยบัย ั้งแปรผนัตามระดบัของความเขม้ขน้ของสารสกดัท่ีเพิ่มข้ึน การยบัย ั้งการสร้าง NO  ของสารสกดั
วา่นขนัหมากท่ีความเขม้ขน้ 0.125, 0.250 และ 0.500 mg/ml  มีค่า 18.83 ± 0.70 %, 47.66 ± 0.40 %  และ 
84.71 ± 0.15 % ตามล าดบั ซ่ึงทุกกลุ่มต่างจากกลุ่มควบคุมท่ีมี และไม่มีตวัท าละลายอยา่งมีนยัส าคญั ( p < 
0.05)  (รูปท่ี 4.7-4.8) ส าหรับ RAW264.7 เซลลท่ี์บ่มล่วงหนา้กบั 10 M quercetin ท่ีใชเ้ป็น positive 
control ในการทดลองน้ี มีปริมาณ nitrite  อยูท่ี่ 6.69 ± 0.09 M และสามารถยบัย ั้งการสร้าง NO ได ้
78.26 ± 0.29 %  (รูปท่ี 4.7 และ 4.8 ) ดงันั้น สารสกดัวา่นขนัหมากท่ีความเขม้ขน้ 0.5 mg/ml สามารถลด
การสร้าง NO ไดดี้กวา่ 10 M quercetin (p <0.05)  (รูปท่ี 4.7  และ 4.8 )  
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รูปที่ 4.7 ผลของวา่นขนัหมากต่อการสร้าง NO ของ RAW 264.7 เซลลเ์ม่ือถูกกระตุน้ดว้ย LPS และ IFN-

   เซลล์RAW 264.7 บ่มล่วงหนา้กบัตวัท าละลายควบคุม หรือ 10 M quercetin หรือสารสกดั
วา่นขนัหมากท่ีความเขม้ขน้ 0.125, 0.250 หรือ 0.500 g/ml เป็นระยะเวลา 4 ชม. ก่อนกระตุน้
ดว้ย 1 g/ml LPS และ 25 U/ml IFN- เป็นระยะเวลา 24 ชม.  วดัปริมาณ NO ทางออ้มโดยวดั
ปริมาณของ nitrite ดว้ย Griess reagent   ค่าท่ีแสดงเป็นค่าเฉล่ีย ± SD (n =4) และเป็นตวัแทนของ 
การทดลองอยา่งนอ้ย 3 คร้ังท่ีใหผ้ลท่ีคลา้ยคลึงกนั กราฟแท่งท่ีมีอกัษรต่างกนัมีความแตกต่างกนั
อยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ (p <0.05) เม่ือวิเคราะห์ดว้ย one-way ANOVA 

 
 
 
 
 
 

 

 
(mg/ml) 
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รูปที ่4.8  เปอร์เซ็นตก์ารยบัย ั้งการสร้าง NO ของวา่นขนัหมากในเซลล ์RAW264.7 ท่ีถูกชกัน าใหเ้กิดการ
สังเคราะห์ข้ึนดว้ย 1 g/ml LPS และ 25 U/ml IFN-   NA = naïve; เซลลท่ี์ไมไ่ดรั้บการ
กระตุน้, VH = vehicle; ตวัท าละลายควบคุม,  Q = 10 M quercetin,  WKM = สารสกดัวา่น
ขนัหมากท่ีแสดงเป็นค่าเฉล่ีย ± SD (n =4) และเป็นตวัแทนของ การทดลองอยา่งนอ้ย 3 คร้ังท่ี
ใหผ้ลท่ีคลา้ยคลึงกนั กราฟแท่งท่ีมีอกัษรต่างกนัมีความแตกต่างกนัอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ   
(p <0.05) เม่ือวิเคราะห์ดว้ย one-way ANOVA 

 
4.6  การยบัยั้งเอน็ไซม์  iNOS และ COX-2 ในเซลล์ RAW264.7 โดยสารสกดัจากว่านขันหมาก 

เพื่อคน้หากลไกของสารสกดัว่านขนัหมากในการยบัย ั้งการสังเคราะห์ NO ของเซลล ์
RAW264.7 ท่ีถูกกระตุน้โดย LPS ร่วมกบั IFN- งานวิจยัน้ีจึงศึกษาผลของสารสกดัวา่นขนัหมาก ต่อ 
iNOS  ซ่ึงเป็นเอนไซมเ์ก่ียวขอ้งโดยตรงในการสังเคราะห์ NO ภายใตส้ภาวะท่ีถูกชกัน า โดย LPS และ 
IFN- ปริมาณของ NO ในสภาวะท่ีถูกชกัน า (induced NO)  มีระดบัสูงและเก่ียวขอ้งกบักระบวนการ
อกัเสบ  ดงันั้น สารสกดัวา่นขนัหมากท่ีสามารถยบัย ั้งการสังเคราะห์ NO ในสภาวะท่ีถูกชกัน าจึงน่าจะมี
ฤทธ์ิตา้นการอกัเสบ และเพื่อเป็นการยืนยนัฤทธ์ิตา้นการอกัเสบของสารสกดั เพิ่มเติมจากการยบัย ั้งการ
สร้าง NO งานวจิยัน้ีจึงศึกษาฤทธ์ิของสารสกดัต่อการยบัย ั้ง COX-2 ซ่ึงเป็นเอนไซมท่ี์เปล่ียน arachidonic 

 (mg/ml) 
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acid ให้เป็น prostaglandin และ thromboxane รวมทั้งสารกลุ่ม eicosanoid ของ fatty acid ซ่ึงเก่ียวขอ้งกบั
กระบวนการอกัเสบ และการกดการท างานของระบบภูมิคุม้กนั (Timothy et al., 2015) การแสดงออก 
(expression) ของทั้ง iNOS และ COX-2 protein ถูกตรวจสอบดว้ยวิธี Western blot analysis  ในการ
ทดลอง เซลล์ RAW264.7 ไดรั้บการบ่มล่วงหน้ากบัสารสกดัว่านขนัหมาก หรือ antioxidant control 
quercetin 4 ชม. ก่อนไดรั้บการกระตุน้ดว้ย LPS ร่วมกบั IFN-เป็นระยะเวลา  24 ชม. และประเมินดว้ย
วิธี Western blot analysis การทดลองให้ผลท่ีเป็นไปตามความคาดหมายคือ  LPS และ IFN-   สามารถ
กระตุ้นการแสดงออกของโปรตีน iNOS ให้เพิ่มข้ึนใน RAW264.7 เซลล์  ซ่ึงไม่มีการแสดงออกใน
สภาวะปกติท่ีไม่ไดรั้บการกระตุน้ (lane VH เทียบกบั lane NA)  (รูปท่ี 4.9 )    ผลการทดลองช้ีชดัวา่ทั้ง
สารสกดัวา่นขนัหมาก  และ antioxidant positive control quercetin สามารถยบัย ั้งการแสดงออกของ 
iNOS protein ไดเ้ม่ือเทียบกบักลุ่มตวัท าละลายควบคุม   จากการตรวจสอบการยบัย ั้งโดยเชิงปริมาณดว้ย 
densitometry พบวา่ สารสกดัวา่นขนัหมากท่ีความเขม้ขน้ 125, 250 และ 500 g/ml  สามารถยบัย ั้งการ
แสดงออกของ iNOS protein ได ้12.86%   90.26% และ  97.54% ตามล าดบั  ดงันั้น การยบัย ั้งการ
แสดงออกของ  iNOS  โปรตีนของสารสกดัวา่นขนัหมากเพิ่มข้ึนอยูก่บัตามความเขม้ขน้ของสารสกดั  
และสารสกดัทั้งท่ี 250 และ 500 g/ml สามารถยบัย ั้งการแสดงออกของ iNOS ไดม้ากกวา่ antioxidant 
positive control 10 M quercetin  ซ่ึงยบัย ั้งการแสดงออกของ iNOS ได ้ 58.96% ทุกตวัอย่างมีค่า 
tubulin  ซ่ึงเป็นโปรตีนจาก house keeping gene ท่ีใกลเ้คียงกนั 
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รูปที ่4.9 ผลของวา่นขนัหมาก ต่อการแสดงออกของโปรตีน iNOS ในเซลล ์macrophage RAW264.7 ท่ี
ถูกชกัน าใหส้ังเคราะห์ข้ึนโดยการกระตุน้ดว้ย 1 g/ml LPS และ 25 U/ml IFN-เป็นเวลา 24 
ชม. ภายหลงัจากการบ่มเซลลล่์วงหนา้กบัสารสกดัวา่นขนัหมาก และ antioxidant control เป็น
ระยะเวลา 4 ชม. ก่อนการกระตุน้ การแสดงออกของ iNOS protein  ประเมินโดย Western blot 
analysis  ปริมาณของ protein ท่ีถูก load คือ 10 µg/lane การแสดงออกของโปรตีนในเชิง
ปริมาณวดัดว้ยวธีิdensitometrically โดยใช ้ Image J software และปรับค่า (normalize) โดย
เทียบกบัความเขม้ของแถบ  tubulin  ในแต่ละ lane    ขอ้มูลท่ีแสดงเป็นตวัแทนของการทดลอง
ซ ้ ากนัอยา่งนอ้ย 2 คร้ัง  NA = naïve; เซลลท่ี์ไม่ไดรั้บการกระตุน้, VH = vehicle; ตวัท าละลาย
ควบคุม,  Q = 10 M quercetin,  WKM = สารสกดัวา่นขนัหมาก 

ผลของ Western blot และการวเิคราะห์เชิงปริมาณโดย densitometry ของโปรตีน COX-2 
แสดงในรูปท่ี 4.10   ผลการทดลองแสดงวา่ การแสดงออกของ COX-2 โปรตีนเกิดในกรณีท่ี RAW264.7 
เซลลไ์ดรั้บการกระตุน้จาก LPS และ IFN- เท่านั้น (lane VH เทียบกบั lane NA)  และการแสดงออก
ของ COX-2 ท่ีถูกชกัน าใหเ้กิดข้ึนสามารถถูกยบัย ั้งไดโ้ดยสารสกดัวา่นขนัหมาก และ  quercetin  การ
ยบัย ั้งของ COX-2 แปรผนัตามความเขม้ขน้ของสารสกดั  ท่ีความเขม้ขน้ 125, 250 และ 500 µg/ml  สาร
สกดัสามารถยบัย ั้งการแสดงออกของ COX-2 protein ได ้3.86, 47.58, และ 98.21%  ตามล าดบั  ในขณะท่ี 
antioxidant positive control 10 M quercetin สามารถยบัย ั้ง COX-2 ได ้ 87.38%  ทั้งน้ี ทั้งสารสกดั และ
quercetin ท่ีความเขม้ขน้ท่ีใชใ้นการทดลองไม่มีผลต่อการแสดงออกของ tubulin ซ่ึงเป็นโปรตีนจาก 
house keeping gene แต่อยา่งใด  
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รูปที ่4.10  ผลของวา่นขนัหมาก ต่อการแสดงออกของโปรตีน COX-2 ในเซลล ์macrophage RAW264.7 
ท่ีถูกชกัน าใหส้ังเคราะห์ข้ึนโดยการกระตุน้ดว้ย 1 g/ml LPS และ 25 U/ml IFN-เป็นเวลา 
24 ชม. ภายหลงัจากการบ่มเซลลล่์วงหนา้กบัสารสกดัวา่นขนัหมาก และ antioxidant control 
เป็นระยะเวลา 4 ชม. ก่อนการกระตุน้ การแสดงออกของ COX-2 ประเมินโดย Western blot 
analysis  ปริมาณของ protein ท่ี loadในแต่ละ lane คือ 10 µg  การแสดงออกของโปรตีนใน
เชิงปริมาณวดัดว้ยวธีิdensitometrically โดยใช ้ Image J software และปรับค่า (normalize) 
โดยเทียบกบัความเขม้ของแถบ  tubulin  ในแต่ละ lane  ขอ้มูลท่ีแสดงเป็นตวัแทนของการ
ทดลองซ ้ ากนัอยา่งนอ้ย 2 คร้ัง  NA = naïve; เซลลท่ี์ไม่ไดรั้บการกระตุน้, VH = vehicle; ตวั
ท าละลายควบคุม,  Q = 10 M quercetin,  WKM = สารสกดัวา่นขนัหมาก 

4.7  การทดสอบการต้านการหลัง่สารก่อภูมิแพ้ 
 สภาวะภูมิไวเกิน type I (immediate-type hypersensitivity) เกิดจากการกระตุน้ mast cell โดย 
allergen ท่ี cross link  IgE บนผวิของ mast cell ใหห้ลัง่สารก่อภูมิแพต่้าง ๆ ออกจาก granule 
(degranulation) รวมทั้งเอนไซม ์-hexosaminidase ร่วมกบั histamine  เน่ืองจากการหาปริมาณของ  -
hexosaminidase สามารถใชว้ธีิทาง colorimetric spectrophotometer จึงกระท าไดง่้าย และสะดวกกวา่การ
วดัปริมาณของ histamine โดยตรง  ดงันั้น การใช ้-hexosaminidase activity เป็นดชันีบ่งช้ีการหลัง่ของ
สารก่อภูมิแพ ้ (degranulation marker) ออกจาก mast cell จึงเป็นท่ีนิยม และมกัใชเ้ป็นวธีิคดักรอง
(screening method) เบ้ืองตน้ในการคน้หาสารท่ีมีฤทธ์ิตา้นอาการภูมิแพ ้(Fischer et al., 1995; Choi et al., 

 



70 

 

1996)  ส าหรับงานวิจยัน้ีเลือกใช ้ basophilic leukemia RBL-2H3 เซลล ์ เป็นตวัแทน mast cell  ในการ
ทดสอบฤทธ์ิตา้นการหลัง่สารก่อภูมิแพ ้ in vitro ของสารสกดัวา่นขนัหมาก และประเมินการหลัง่สารก่อ
ภูมิแพจ้าก granule ดว้ยการวดั -hexosaminidase activity ภายหลงัการกระตุน้ RBL-2H3 เซลล ์(ท่ีมี IgE 
ท่ีจ  าเพาะต่อ DNP เคลือบอยูท่ี่ผวิ) ดว้ยแอนติเจน DNP-BSA ในสภาวะท่ีบ่มกบัตวัท าละลายควบคุม หรือ
บ่มร่วมกบัสารสกดัวา่นขนัหมาก หรือ antioxidant positive control 10 M  quercetin  ผลการทดลอง
แสดงในรูปท่ี 4.11  สารสกดัวา่นขนัหมากทุกความเขม้ขน้สามารถลดการหลัง่สารก่อภูมิแพจ้าก RBL-
2H3 เซลลภ์ายหลงัการกระตุน้ดว้ยแอนติเจนอยา่งมีนยัส าคญั (p < 0.05)  เม่ือเทียบกบัตวัท าละลาย
ควบคุม  และการลดลงของ  % การหลัง่จาก granule ของ -hexosaminidase เป็นปฎิภาคโดยตรงกบั
ความเขม้ขน้ของสารสกดัท่ีเพิ่มข้ึน สารสกดัท่ีความเขม้ขน้ 0.125, 0.250 และ 0.500 mg/ml  สามารถลด
การหลัง่ของ -hexosaminidase ได ้15.62, 33.70 และ 60.25% ตามล าดบั  เป็นท่ีน่าสังเกตวา่ สารสกดัท่ี
ความเขม้ขน้ 0.500 mg/ml  มีความสามารถในการลดการหลัง่สารก่อภูมิแพจ้าก granule ของ RBL2H3 
เซลลไ์ม่แตกต่างจาก positive control 10 M quercetin  
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รูปที ่4.11  ผลของสารสกดัวา่นขนัหมากต่อการชกัน าใหเ้กิดการหลัง่ของ -hexosaminidase จาก granule 

ของ basophilic RBL-2H3 เซลล ์เม่ือถูกกระตุน้โดยแอนติเจน DNP-BSA  หลงัจากท่ีเซลล์บ่ม
ล่วงหนา้กบั monoclonal antibody mouse anti-DNP IgE ขา้มคืน  ค่าท่ีแสดงเป็นค่าเฉล่ีย ± ค่า
เบ่ียงเบนมาตรฐาน (n =3) และเป็นตวัแทนของ การทดลองอย่างน้อย 3 คร้ังท่ีให้ผลท่ี
คล้ายคลึงกัน กราฟแท่งท่ีมีอักษรต่างกันมีความแตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ            
(p <0.05) เม่ือวิเคราะห์ดว้ย one-way ANOVA.  VH = vehicle; ตวัท าละลายควบคุม,  Q = 10 
M quercetin,  WKM = สารสกดัวา่นขนัหมาก 

 
4.8   การทดสอบการกลายพันธ์ุของว่านขันหมาก 
 ส่ิงท่ีผูบ้ริโภคกงัวลเก่ียวกบัวา่นขนัหมาก ไม่ใช่พิษเฉียบพลนั หรือ พิษก่ึงเฉียบพลนัของวา่น
ขนัหมาก เพราะคนไทยไดมี้การใชว้า่นขนัหมากเป็นยาอายวุฒันะมาชา้นาน และไม่เคยมีรายงานเก่ียวกบั
พษิเฉียบพลนัจากการบริโภควา่นขนัหมาก แต่ผูบ้ริโภคมกัมีความกงัวลเก่ียวกบัพิษเร้ือรังอนัเกิดจากการ
บริโภควา่นขนัหมากต่อเน่ืองเป็นระยะเวลานาน  โดยเฉพาะความกงัวลเก่ียวกบัการก่อใหเ้กิดโรคมะเร็ง 
ซ่ึงมกัเป็นความกงัวลทัว่ไปของผูใ้ชพ้ืชสมุนไพรต่อเน่ือง งานวจิยัน้ีจึงศึกษาพิษระยะยาวเบ้ืองตน้ของสาร

 
(mg/ml) 
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สกดัวา่นขนัหมาก โดยเลือกการทดสอบฤทธ์ิก่อกลายพนัธ์ุของสารสกดัวา่นขนัหมากดว้ยวธีิ Ames test  
ซ่ึงเป็นการทดสอบท่ีนิยมใชเ้พื่อเป็นการคดักรองเบ้ืองตน้ของสารก่อกลายพนัธ์ุและสารก่อมะเร็ง ทั้งน้ี 
เพราะสารก่อมะเร็งส่วนใหญ่มกัเป็นสารก่อกลายพนัธ์ุร่วมดว้ย และการกลายพนัธ์ุเป็นกลไกหน่ึงท่ีส าคญั
ยิง่ในการชกัน าใหเ้กิดโรคมะเร็งในร่างกาย  (Klaassen, 2008; Griffiths et al., 2000; Tennant, 2014)  ผล
การทดลองแสดงในตารางท่ี 4.4   ช้ีชดัวา่สารสกดัวา่นขนัหมากท่ีความเขม้ขน้ 250, 500 และ 1000 

µg/plate ไม่ก่อใหเ้กิดการกลายพนัธ์ุของทั้ง TA 98 และ TA100 ในการทดสอบไม่วา่จะมี หรือ ไม่มี S9 
mix   เน่ืองจากวา่นขนัหมาก และ metabolize product ของวา่นขนัหมากทุกความเขม้ขน้ท่ีมีค่า mutagenic 
index (MI) ต ่ากวา่ 2 คือตั้งแต่ 0.78-1.18 ส าหรับ TA98 และ ตั้งแต่ 0.63-1.24 ส าหรับ TA 100 ในขณะท่ี
สารก่อกลายพนัธ์ุทั้งหมดท่ีใชเ้ป็น positive control ใหค้่า MI สูงอยา่งท่ีควรจะเป็น คือ ในสภาวะท่ีไม่มี 

S9 mix  สาร 2-NF ท่ีความเขม้ขน้ 10 µg/plate  มีค่า MI สูงถึง 57.09 ใน TA98,  sodium azide ความ

เขม้ขน้ 10 µg/plate  มีค่า MI  12.65 ใน TA100 และในสภาวะท่ีมี S9 mix  สาร 2-AA ท่ีความเขม้ขน้ 2.5 

µg/plate ใหค้่า MI  สูงถึง 48.22 และ 66.66 ใน TA98 และ TA 100 ตามล าดบั 
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ตารางที ่ 4.4 ผลของสารสกดัวา่นขนัหมากต่อการกลายพนัธ์ุของ Salmonella typhimurium strains TA98 
และ TA 100 เม่ือทดสอบโดยไม่มี และ มีส่วนผสม S9  

 
 

PC = positive control, NC = negative control, WKM = สารสกดัวา่นขนัหมาก, MI = Mutagenic index; 

ค่าดชันีการกลายพนัธ์ุขอ้มูลท่ีแสดงเป็นค่าเฉล่ียจ านวนโคโลนีของการกลายพนัธ์ุยอ้นกลบั (revertant 

colony)±ค่าเบ่ียงเบนมาตรฐาน (n=3).  MI =จ านวนโคโลนีของการกลายพนัธ์ุยอ้นกลบัของสารสกดั/

จ านวนโคโลนีของการกลายพนัธ์ุยอ้นกลบัของตวัท าละลายควบคุม (spontaneous revertant) ค่า MI ใน

วงเล็บท่ีมีค่า ≥ 2 หมายถึงก่อใหเ้กิดการกลายพนัธ์ุ 

 

  

ตัวอย่าง 

Number of Revertants/plate (Mean±S.D.), (MI) 

                        TA98 TA100 

ไม่มี S9 mix มี S9 mix ไม่มี S9 mix มี S9 mix 

2-NF(10 µg/plate)PC 11,256±164,(57.09) _ _ _ 

Sodium azide 
(10 µg/plate)PC 

_ _ 1,830±75,(12.65) _ 

2-AA(2.5 µg/plate)PC _ 1,511±631,(48.22) _ 7,177±378,(66.66) 

Control 
(1.4%DMSO)NC 

  22±3.46   13.33±6.03 144.67±10.06 107.67±20.84 

WKM (250 µg/plate)   26±3.61, (1.18) 24.33±7.09,(0.78) 91±12.29,(0.63) 134±42.02, (1.24) 

WKM (500 µg/plate) 19±8.66, (0.86) 31±13.75, (0.99) 108.06±12, (0.75) 103.67±26.54,(0.96) 

WKM (1000 µg/plate) 17.67±3.21,(0.80) 29.33±5.77,(0.94) 105.33±10.69,(0.73) 98.67±13.05, (0.92) 
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บทที ่5 
การวจิารณ์ 

 
 ในประเทศไทย แมง้านวิจยัเก่ียวกบัพืชสมุนไพรมีความกา้วหนา้ในระดบัหน่ึง แต่งานวิจยั
เก่ียวกบัวา่นต่าง ๆ ยงัมีนอ้ยมาก โดยเฉพาะวา่นขนัหมาก ท่ีถึงแมมี้การใชเ้ป็นอายุวฒันะมาแต่โบราณ 
และมีสรรพคุณต่าง ๆ เป็นท่ีร ่ าลือในกลุ่มผูบ้ริโภค แต่งานวิจยัท่ีมีหลกัฐานทางวิทยาศาสตร์เก่ียวกบั
สารพฤกษเคมี และสรรพคุณทางเภสัชวทิยายงัไม่เคยมีรายงานมาก่อน  โครงการวจิยัน้ีจึงศึกษาสารพฤกษ
เคมีและฤทธ์ิทางชีวภาพเบ้ืองตน้ของวา่นขนัหมาก โดยใช ้in vitro model อนัไดแ้ก่ ฤทธ์ิตา้นอนุมูลอิสระ 
ฤทธ์ิตา้นการอกัเสบ และ ฤทธ์ิตา้นการหลัง่สารก่อภูมิแพข้องวา่นขนัหมาก  รวมทั้งประเมินพิษเร้ือรัง
เบ้ืองตน้โดยใช ้ Ames test ซ่ึงเป็นการทดสอบท่ีนิยมใชเ้พื่อการคดักรองสารก่อกลายพนัธ์ุ และสารก่อ
มะเร็งเบ้ืองตน้ งานวิจยัน้ีเลือกศึกษาสารสกดัจากส่วนท่ีเป็นผลของวา่นขนัหมาก เพราะเป็นส่วนของวา่น
ขนัหมากท่ีใชใ้นการบริโภคและซ้ือขายกนั โดยคดัเลือกเฉพาะผลสุก (สีแดง หรื ส้ม) มาศึกษา เพื่อ
เลียนแบบวธีิการบริโภคท่ีตอ้งรอใหผ้ลสุกก่อน จึงเก็บมาขาย หรือน ามาบริโภค   ส าหรับผลวา่นขนัหมาก
ท่ีน ามาสกดัเก็บจากเนินเขาในแถบอ าเภอ ปักธงชยั จงัหวดันครราชสีมา ในระหวา่งเดือนพฤศจิกายน   ถึง
เดือน ธนัวาคม เพราะเป็นช่วงเดียวท่ีตน้วา่นออกผลสูงสุด และผลสุกพร้อมเก็บ ถา้เลยช่วงเวลาน้ี  ผลวา่น
จะมีปริมาณนอ้ย เพราะมีสัตวอ่ื์นมากดักิน  การสกดัในงานวจิยัน้ีใชว้ธีิการหมกั โดยใช ้ 95% เอทานอล 
ซ่ึงเป็นตวัท าละลายท่ีสามารถสกดัสารจากพืชสมุนไพรไดห้ลากหลายชนิด 95% เอทานอลจดัเป็น “ตวัท า
ละลายสากล (universal solvent)”  เพราะสามารถละลายสารไดห้ลากหลายชนิด ทั้งสารท่ีมีขั้ว (polar) 
และ ไม่มีขั้ว (non-polar) โดยเฉพาะกลุ่มสารท่ีมีคุณสมบติัละลายน ้าไดดี้  มี polar สูง (very polar)  polar 
ปานกลาง (neutral) สารท่ีมีฤทธ์ิเป็นกรด เป็นด่าง กรดอมิโน nucleotides น ้าตาล และ polysaccharides 
ต่าง ๆ ทั้งน้ีเน่ืองจากโครงสร้างของ ethanol มีทั้งหมู่ polar และ non-polar  หมู่ polar hydroxyl ใน
โมเลกุลของ ethanol สามารถสร้างพนัธะ hydrogen (hydrogen bond)  ในขณะท่ีมีหมู่ alkyl ซ่ึงเป็นส่วนท่ี
เป็น non-polar ช่วยในการดึงสารท่ีมีลกัษณะเป็นหยดน ้ามนั (grease) และกลุ่มสารอ่ืนท่ีเป็น non-polar 
ออกจากพืชสมุนไพรได ้  (http://www.researchgate.net/profile/ying_li58;  http://www.easychem.com. 
au/production.of.materials/renewable.ethanol/ethanol.as a solvent; http://community.baredofstudies. 
org/870/chemistry/228126/why do some chemicals-dissolve-ethanol.html) ผลจากการสกดัผลอบแหง้
ของวา่นขนัหมากดว้ย 95%  ethanol ไดป้ริมาณสุทธิสารสกดัหยาบ 12.65%  ของน ้าหนกัสารสกดัแหง้ 

http://www.easychem.com.au/production.of.materials/renewable.ethanol/ethanol.as
http://www.easychem.com.au/production.of.materials/renewable.ethanol/ethanol.as
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 ผลจากการส่งตวัอย่างไปวิเคราะห์เคมีแบบประมาณ  พบว่า ผงแห้งของผลว่านขนัหมากมี
ความช้ืนประมาณ 12%  และกลุ่มสารท่ีพบมากท่ีสุดคือโปรตีน ท่ีมีค่าประมาณ 71% รองลงไป คือ กลุ่ม 
carbohydrate (nitrogen free extract) มีประมาณ 11%  ส่วนไขมนั พบประมาณ 1%  ส่วนกากหยาบ หรือ
เส้นใย พบในปริมาณต ่าสุด คือ เพียง 0.1 %  
 จากการตรวจสอบสารพฤกษเคมีในสารสกดั ethanol จากผลวา่นขนัหมาก พบวา่ สารสกดัวา่น
ขนัหมากมีทั้งกลุ่มสาร phenolics, flavonoids และ proathocyanidins  เม่ือตรวจวดัโดย Folin-Ciocalteu, 
aluminium trichloride และ vanillin assay ตามล าดบั  และปริมาณของกลุ่มสาร phenolics, flavonoids 
และ proanthocyanidins ของสารสกดัวา่นขนัหมากมีค่าต ่ากวา่สารมาตรฐานท่ีน ามาเปรียบเทียบ  ผลจาก
การทดสอบ พบวา่สารสกดัวา่นขนัหมากมีปริมาณ phenolics รวม 56.75±0.37 mg GAE/g dry extract  
หมายความวา่ ถา้เปรียบเทียบปริมาณรวมของกลุ่ม   phenolics ในสารสกดัวา่นขนัหมากกบัสารมาตรฐาน 
quercetin บริสุทธ์ิ น ้าหนกัแหง้ของสารสกดัวา่นขนัหมาก 1 กรัมมีปริมาณ phenolics รวม เทียบเท่า 0.057 
กรัมของ gallic acid  ผลการวเิคราะห์หาปริมาณ flavonoid  พบวา่สารสกดัวา่นขนัหมากมีปริมาณรวม
ของ flavonoid  5.03±0.03 mg CE/g dry extract  แสดงวา่ สารสกดัแหง้วา่นขนัหมาก 1 กรัมมีปริมาณรวม
ของ flavonoid เทียบเท่า catechin  บริสุทธ์ิ 0.005  กรัม ส่วนปริมาณ proanthocyanidins  ของสารสกดั
วา่นขนัหมากคือ 7.02± 0.12 mg CE/g dry extract หมายความวา่ proanthocyanidins ของสารสกดัวา่น
ขนัหมากในน ้าหนกัแหง้ 1 กรัมมีปริมาณเทียบเท่าปริมาณของ catechin  บริสุทธ์ิ 0.007 กรัม  อยา่งไรก็ดี  
เน่ืองจาก สารสกดัวา่นขนัหมากท่ีศึกษาในโครงการวิจยัน้ีเป็นเพียงสารสกดัหยาบ ไม่ไดท้  าการแยกส่วน
เป็นกลุ่มสารต่าง ๆ ใหบ้ริสุทธ์ิ  จึงเป็นเร่ืองไม่เหนือความคาดหมายท่ีปริมาณรวมของ   phenolics, 
flavonoids และ proanthocyanidin จะไม่มีค่าสูงนกั โดยเฉพาะเม่ือเทียบตามน ้าหนกักบัสารตา้นอนุมูล
อิสระมาตรฐาน ซ่ึงเป็นสารบริสุทธ์ิ จากการสืบคน้ฐานขอ้มูลต่าง ๆ  ผูว้จิยัยงัไม่พบรายงานพฤกษเคมีใน
ผลวา่นขนัหมาก   ขอ้มูลเก่ียวกบัพฤกษเคมีของวา่นขนัหมากเฉพาะสายพนัธ์ุท่ีศึกษา คือ Aglaonema 
simplex (Blume) Blume ท่ีพบมีเพียงรายงานการศึกษารวมกบัพืชบุกบอนบนดินอ่ืน ๆ ในเขตวนอุทยาน
แห่งชาติ ไทรโยค จงัหวดักาญจนบุรี ซ่ึงเลือกศึกษาเฉพาะส่วนล าตน้ใตดิ้น โดยวธีิสกดัสด (maceration) 
ดว้ยเมทานอล และน าสารสกดัหยาบแยกเฉพาะส่วนท่ีเป็นไขมนั (lipophilic extract) ท่ีละลายใน 
chloroform มาวเิคราะห์ดว้ยเทคนิค Thin layer chromatography และใชว้ธีิการตรวจสอบปฏิกิริยาการเกิด
สีดว้ยน ้ายาพน่แบบเฉพาะเจาะจง พบ สารสารส าคญัในกลุ่ม terpenoids, phenolic compounds, coumarin 
และ alkaloids และรายงานผลในเชิงคุณภาพ (qualitative) วา่ พบ หรือ ไม่พบ กลุ่มสาร  โดยไม่มีการ
รายงานค่าของกลุ่มสารในเชิงปริมาณ (quantitative)  (ทิวธวฒั นาพิรุณ และ คณะ, 2556 ) ซ่ึงแตกต่างจาก
งานวจิยัน้ี ท่ีศึกษาพฤกษเคมีในส่วนผลของวา่นขนัหมากท่ีเป็นสารสกดัหยาบทั้งหมดจาก 95% ethanol 
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โดยไม่มีการแยกส่วน (fractionate) และโครงการวจิยัน้ี เนน้หาเฉพาะกลุ่มสารท่ีเก่ียวขอ้งกบัการออกฤทธ์ิ
ตา้นอนุมูลอิสระโดยรายงานค่าในเชิงปริมาณ อยา่งไรก็ดี แมข้อ้มูลจะแตกต่างกนัในธรรมชาติของงานท่ี
ศึกษา แต่พอสรุปไดว้า่ วา่นขนัหมาก ไม่วา่จะเป็นส่วนผล หรือ ล าตน้ ก็มีกลุ่มสาร phenolic เป็น
องคป์ระกอบหน่ึงท่ีส าคญั 
 เป็นท่ีทราบกนัดีว่าในบรรดากลุ่มพฤกษเคมีส าคญัท่ีมีฤทธ์ิตา้นอนุมูลอิสระในพืชสมุนไพร คือ
กลุ่ม phenolic compound  ท่ีรวมทั้งกลุ่มท่ีให้สารสีซ่ึงไดแ้ก่กลุ่ม flavonoids และ proanthocyanidin ต่าง 
ๆ สารสกดัวา่นขนัหมากท่ีมีสารประกอบ phenolic ทั้งกลุ่ม flavonoid และ proanthocyanidin  จึงควรมี
ฤทธ์ิตา้นอนุมูลอิสระ งานวิจยัน้ีลือกศึกษาฤทธ์ิตา้นอนุมูลอิสระของสารสกดั 3 วิธี คือ ใช ้DPPH assay, 
FRAP assay และ DCFH-DA assay ซ่ึงมีกลไกการก าจดัอนุมูลอิสระแตกต่างกนั เน่ืองจากในร่างกายมี
อนุมูลอิสระหลากหลายชนิด และร่างกายมีกลไกแตกต่างกนัในการก าจดัสาร oxidant และอนุมูลอิสระ
ต่าง ๆ ภายใตส้ภาวะเครียดออกซิเดชนั การศึกษาเพื่อตรวจสอบฤทธ์ิตา้นอนุมูลอิสระในพืชสมุนไพร จึง
ไม่ควรใชก้ารตรวจสอบเพียงวธีิเดียว  และนอกจากแสดงให้เห็นถึงความสามารถในการตา้นอนุมูลอิสระ
ในหลอดทดลองแลว้ ควรตรวจสอบดว้ยวา่ พืชสมุนไพรสามารถออกฤทธ์ิตา้นอนุมูลอิสระภายในร่างกาย
ส่ิงมีชีวิต หรืออย่างน้อยแสดงความสามารถออกฤทธ์ิตา้นอนุมูลอิสระได้ภายในเซลล์ งานวิจยัน้ีจึง
เลือกใช้  DCFH-DA  assay ซ่ึงเป็นวิธีทดสอบฤทธ์ิตา้นออกซิเดชนัภายในเซลล์ควบคู่กบั DPPH และ 
FRAP assay ซ่ึงเป็นวิธีทดสอบฤทธ์ิตา้นออกซิเดชัน่เคมีในหลอดทดลอง ในการทดสอบฤทธ์ิตา้นอนุมูล
อิสระ นิยมใชส้ารทุตยภูมิ (secondary metabolite) ในพืช เช่น ไวตามินซี catechin, quercetin หรือแมแ้ต่ 
Trolox สารสังเคราะห์ของไวตามินอีท่ีละลายน ้ าได ้เป็นตน้ เพื่อเป็น antioxidant positive control   และ
โดยปกติ  สารเหล่าน้ีไดถู้กใช้เพื่อเปรียบเทียบความสามารถตา้นอนุมูลอิสระของผลิตภณัฑ์ทางอาหาร
ต่าง ๆ อยูแ่ลว้   โครงการวิจยัน้ี จึงใช ้catechin, quercetin และ trolox เป็น antioxidant positive control ใน 
DPPH assay ผลการทดสอบฤทธ์ิตา้นอนุมูอิสระของสารสกดัวา่นขนัหมากในตารางท่ี  4.2        พบวา่สาร
สกดัมีฤทธ์ิก าจดัอนุมูลอิสระ DPPH ได้ โดยมีค่า IC50  ประมาณ 400 g/ml ซ่ึงมีค่าน้อยกว่าสาร
มาตรฐาน quercetin และ catechin เกือบ 200 เท่า และ นอ้ยกวา่ trolox ประมาณ 100 เท่า ส่วนค่า FRAP 
(Ferric reducing power) ของสารสกดัมีค่าประมาณ 44 mg AEAC/g  ซ่ึงหมายถึงสารสกดัน ้ าหนกัแห้ง  1 
กรัมมีความสามารถในการรีดิวซ์ TPTZ-Fe (III)  ไปเป็น TPTZ-Fe(II) เทียบเท่าไวตามินซีบริสุทธ์ิหนกั 
0.044 กรัม หรือมีความสามารถน้อยกว่าไวตามินซีประมาณ 23 เท่า อย่างไรก็ตาม ผลทดสอบเป็น
ความสามารถตา้นอนุมูลอิสระของสารสกดัหยาบเทียบเคียงกบัความสามารถของปริมาณสารมาตรฐาน
ซ่ึงเป็นสารบริสุทธ์ิ  ทั้งน้ีไม่ไดห้มายความวา่ผลวา่นขนัหมากจะมีความสามารถตา้นอนุมูลอิสระไดน้อ้ย
กวา่สารตา้นอนุมูลอิสระมาตรฐานท่ีใชเ้ป็น positive control เน่ืองจากเป็นการเปรียบเทียบระหวา่งสาร
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สกดัหยาบ และสารบริสุทธ์ิ จะเปรียบเทียบโดยตรงไม่ได ้ อยา่งไรก็ดี  ขอ้มูลจากการทดลองช้ีชดัวา่สาร
สกดัว่านขนัหมากสามารถตา้นอนุมูลอิสระไดท้ั้งใน DPPH assay และ FRAP assay  ซ่ึงมีกลไกตา้น
อนุมูลอิสระท่ีแตกต่างกนั แมก้ารทดสอบทั้ง DPPH และ FRAP  จะเก่ียวขอ้งกบัการส่งผ่าน electron  
เพียงตวัเดียว (Bunea et al., 2011)  แต่คุณลกัษณะ ความไว และ กลไกของปฎิกริยา และ ผลลพัท ์
(endpoints) มีความแตกต่างกนั  วธีิ DPPH  ข้ึนกบัความสามารถในการก าจดั (scavenging) activity อนุมูล

อิสระ DPPH (DPPH•) ในขณะท่ี FRAP วดัก าลงัความสามารถในการรีดิวซ์ Fe+3  เป็น Fe+2 (Benzie และ 
Strain, 1996) นอกจากนั้น FRAP assay ยงัสามารถทดสอบศกัยภาพของการท าลายปฎิกริยาลูกโซ่ของ
ปฎิกริยาการเกิดออกซิเดชนั (chain-breaking antioxidant potential) (Ghiselli et al., 1995)  ดงันั้น วา่น
ขนัหมากจึงสามารถตา้นออกซิเดชนัไดอ้ยา่งนอ้ย 2 กลไก   แต่อยา่งไรก็ดี ทั้ง DPPH assay และ FRAP 
assay แมจ้ะเป็นวธีิการวดัความสามารถตา้นอนุมูลอิสระท่ีเป็นท่ีนิยม และเป็นวิธีทดสอบท่ีกระท าไดง่้าย 

แต่ก็มีขอ้จ ากดัคือ อนุมูลอิสระ DPPH•   ไม่ไดเ้กิดข้ึนจริงในร่างกายของส่ิงมีชีวิต  ส่วน FRAP assay  แม้
สารท่ีมีศกัยภาพต ่าในการรีดิวซ์ (low redox potential) ก็สามารถรีดิวซ์ Fe+3 เป็น Fe+2 ได ้ และวิธีการ
ทดสอบ FRAP  ไม่ไดก้ระท าใน pH ท่ีใกลเ้คียงกบัสภาวะของร่างกาย (physiological pH)   นอกจากนั้น 
ทั้ง 2 วิธีทดสอบอาจจะมีการรบกวนจากสารอ่ืนท่ีสามารถดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืนเดียวกนัท่ีใช้ใน
การทดสอบ  ท าให้ผลการทดลองคลาดเคล่ือน และขอ้จ ากดัท่ีส าคญัมากอีกขอ้หน่ึง คือ พืชสมุนไพร
หลายชนิดท่ีใหผ้ลบวก หรือมีความสามารถตา้นอนุมูลอิสระในวธีิทดสอบ  DPPH และ FRAP แต่กลบัไม่
มีฤทธ์ิตา้นอนุมูลอิสระภายในร่างกาย (Pé rez-Jimé nez et al., 2008)  ดงันั้น โครงการวิจยัน้ี จึงเพิมวิธีการ
ทดสอบฤทธ์ตา้นอนุมูลอิสระของสารสกดัวา่นขนัหมากภายในเซลล์ (cell-based assay) ดว้ยโดยใชส้าร 
DCFH-DA ท่ีสามารถตรวจวดัการเรืองแสงของสารภายในเซลล์ได ้(intracellular fluorescent probe) เม่ือ
สารถูก oxidize ภายในเซลล์  โดยทัว่ไป การศึกษาเก่ียวกบัอนุมูลอิสระ หรือ ROSs  ต่าง ๆ ภายในเซลล ์
มกันิยมใชเ้ซลล ์macrophage เป็นโมเดล  เน่ืองจากเม่ือเซลล์ macrophage ถูกกระตุน้ จะมีการสร้าง ROSs 
เกิดข้ึนมากมาย  เน่ืองจากโดยธรรมชาติของเซลล์ macrophage เม่ือกลืนกิน (phagocytize) จุลินทรีย ์หรือ
ส่ิงแปลกปลอมเขา้สู่เซลล์ จะเกิดปฎิกริยาออกซิเดชนั สร้างสารอนุมูลอิสระต่าง ๆ เพื่อท าลายจุลินทรียท่ี์
กลืนกินเขา้ไป  ผลการทดลองในโครงการวิจยัน้ี (รูปท่ี 4.2 ) แสดงวา่ 10 µM quercetin สามารถยบัย ั้งการ
ออกซิไดซ์ DCFH  หรือลดการเกิด ROS ซ่ึงในงานวิจยัน้ีคือ DCF ไดป้ระมาณ 47%  และสารสกดัวา่น
ขนัหมากก็สามารถลดการเกิด ROS ภายใน RAW264.7  เซลลไ์ดเ้ช่นกนั  โดยการลดลงของ DCF แปรผนั
ตามความเขม้ขน้ของสารสกดัวา่นขนัหมากท่ีเพิ่มข้ึน  ความเขม้ขน้ของสารสกดัท่ี  250 และ 500  µg/ml 
สามารถลดการเกิด ROS ไดป้ระมาณ 41% และ 64%  ตามล าดบั  และการลดต ่าของปริมาณ DCF ไม่ได้
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เป็นผลทางออ้ม ท่ีเกิดจากความเป็นพิษของสารสกดัวา่นขนัหมากต่อ RAW264.7 เซลล์  ส่งผลให้เกิดการ
ตายของเซลล์ และการลดลงของ DCF ตามล าดบั  ทั้งน้ี เพราะความเขม้ขน้ของสารสกดัท่ีใช้ในการ
ทดลอง ไดจ้ากการศึกษาเบ้ืองตน้ท่ีแสดงว่าความเขม้ขน้ในช่วงน้ีไม่มีผลกระทบต่อ % การอยู่รอดของ 
RAW264.7 เซลล์ (รูปท่ี 4.3-4.4)   ดงันั้น สารสกดัวา่นขนัหมากนอกจากสามารถตา้นอนุมูลอิสระท่ี
ทดสอบด้วยวิธีทางเคมีได้แล้ว ยงัสามารถผ่านเขา้สู่เซลล์ และออกฤทธ์ิตา้นการเกิดอนุมูลอิสระท่ีเกิด
ภายในเซลล์ได้  ผลการทดลองน้ีสอดคล้องกบังานวิจยัอ่ืน ๆ ท่ีรายงานว่าสารสกดัน ้ า หรือ สารสกัด 
ethanol  ของพืชและผลไมห้ลากหลายชนิดท่ีมีสารประกอบ phenolic  สามารถออกฤทธ์ิตา้นอนุมูลอิสระ
ท่ีเกิดภายในเซลล์โดยใช ้DCFH-DA assay (Aiyegoro และ Okoh, 2009, 2010; Shi, et al., 2011; Shukla 
et al., 2012; Serra et al., 2011) ดงันั้น ความสามารถตา้นอนุมูลอิสระของวา่นขนัหมาก น่าจะเก่ียวขอ้งกบั
สารประกอบ phenolic  กลุ่ม flavonoid และ proanthocyanidin ท่ีพบในสารสกดัวา่นขนัหมาก  เป็นท่ีน่า
สังเกตวา่ แมผ้ลการทดสอบจาก DPPH assay (ตารางท่ี 4.2) ช้ีแนะวา่ สารสกดัว่านขนัหมากท่ีความ

เขม้ขน้สูงถึง 625 µg/ml มีความสามารถ scavenge DPPH• ไดต้ ่ากวา่สารตา้นอนุมูลอิสระมาตรฐาน 10 
µM quercetin แต่ใน DCFH-DA assay  สารสกดัท่ีความเขม้ขน้ท่ี 500 µg/ml กลบัสามารถลดการสร้าง 
ROS ไดสู้งกวา่ 10 µM quercetin อยา่งมีนยัส าคญั (p < 0.05) (รูปท่ี 4.2 ) นัน่อาจเป็นเพราะวา่กลไกของ
การตา้นอนุมูลอิสระใน DPPH assay และ DCFH-DA assay นั้นแตกต่างกนั ในวิธีทดสอบ DPPH   การ
ออกฤทธ์ิของสารข้ึนกบัความสามารถในการรีดิวซ์อนุมูลไนโตรเจนของ DPPH ท่ีเสถียร (stable DPPH 
nitrogen radical) ส่วนกรณี DCFH-DA assay นั้น  DCFH-DA  ตอ้งผา่นเขา้สู่เซลล์ก่อนหมู่ diacetate ถูก
ตดัออกโดย esterase ภายใน RAW264.7  เซลล์ ได ้DCFH ซ่ึงถูกออกซิไดซ์ต่อภายในเซลล์โดย tBuOOH  
ท่ีใชเ้พื่อกระตุน้ใหเ้กิดสภาวะเครียดออกซิเดชนัภายในเซลล์    คือให้เกิดสารเรืองแสง DCF  ซ่ึงความเขม้
ของสารเรืองแสงเป็นปฎิภาคโดยตรงกบัปริมาณของ ROS (DCF) ท่ีถูกสร้างข้ึนภายในเซลล์ (Yen et al., 
2003)  สารท่ีออกฤทธ์ิใน DCFH-DA assay ตอ้งสามารถผา่นเขา้สู่เซลล์และสามารถยบัย ั้งการท างานของ
สารกลุ่ม peroxide ในการ oxidize DCFH  ได ้ ดงันั้น กลไกของการลดปริมาณ DCF ท่ีถูกสร้างข้ึนภายใน
เซลล์น่าจะแตกต่างจากกลไกท่ีเกิดใน DPPH assay และสารออกฤทธ์ิตา้นอนุมูลอิสระของสารสกดัวา่น
ขนัหมากใน DPPH assay และ DCFH-DA assay อาจจะแตกต่างกนัได ้  อนัท่ีจริง มีรายงานวิจยัวา่สาร
ตา้นอนุมูลอิสระในพฤกษเคมีมีอยูห่ลายกลุ่ม รวมทั้ง flavonoid หน่ึงในองคป์ระกอบของสารพฤกษเคมีท่ี
พบในสารสกดัวา่นขนัหมาก  Kumar และ Pandey (2013) ไดร้ายงานวา่ flavonoid ประกอบดว้ยสารตา้น
อนุมูลอิสระธรรมชาติมากมายหลายกลุ่ม ท่ีมีโครงสร้างทางเคมี และมีกลไกในการออกฤทธ์ิต้าน
ออกซิเดชนัท่ีแตกต่างกนั อาทิ เช่น  หมู่ hydroxyl หลายหมู่ใน flavan nucleus ของ flavonoid ช่วยตา้น
ออกซิเดชนั และช่วยในการ chelate สารออกซิแดนซ์  หมู่ methoxy รบกวนการออกฤทธ์ิและเพิ่มการอยู่
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ร่วมกบัไขมนั  (lipophilicity)  พนัธะคู่ (double bond) และ หมู่ carbonyl ในวงแหวนหลาย ๆ วง ของ
โครงสร้างหลกั (heterocycle of the nuclear ring) ใน flavonoid เก่ียวขอ้งกบัความเสถียรของอนุมูลอิสระ 
และเพิ่มความสามารถในการออกฤทธ์ิ ส่วนสารประกอบ phenolics มีทั้งหมู่ hydroxyl หรือ methoxyl   
ในขณะท่ี flavones มีหมู่ hydroxyl, keto, และ carboxylic อิสระ และ flavonoids มี flavan nucleus ซ่ึงมี
หลาย อนุพนัธ์ุ (different types of substitution)  โครงสร้างท่ีแตกต่างกนัตามธรรมชาติของสารพฤกษเคมี
เหล่าน้ีในสารสกดัมีคุณสมบติัท่ีแตกต่าง และ กลไกท่ีต่างกนัในการออกฤทธ์ิตา้นอนุมูลอิสระ  (Heim et 
al., 2002)  
 แมว้า่ NO เป็นสารส่ือกลาง  (mediator) ส าคญัซ่ึงเซลล ์macrophage ใชใ้นการก าจดัเซลล์เน้ืองอก 
(Manthey et al., 1994)  แต่การสร้าง NO ในปริมาณท่ีสูงเกินไปก่อให้เกิดการตายของเซลล์ หรือความ
เสียหายของเน้ือเยื่อ (Mineo et al., 1997)  การสร้าง NO ของเซลล์ macropohage สามารถถูกกระตุน้โดย 
endotoxin จากแบคทีเรีย หรือ จาก cytokine ท่ีเก่ียวกบัการอกัเสบ  ซ่ึงไปชักน าให้เกิดการเพิ่มของ
เอนไซม ์iNOS isoform (Alessandro et al., 1994)   RAW264.7 เป็นเซลล์สายพนัธ์ุของหนูเมา้ส์ ซ่ึง
สังเคราะห์ NO ในปริมาณสูงเม่ือถูกกระตุน้โดย LPS และ IFN-   การสังเคราะห์ NO อาศ ย 2 สัญญาณ 
(signal) คือ สัญญานแรกโดย IFN-เป็น priming signal ช่วยเตรียมเซลล์ เบ้ืองตน้ (prime) เพื่อให้
ตอบสนองต่อสัญญาณท่ี 2 จาก LPS ท่ีเป็น triggering signal ไดดี้ข้ึน การใช้ทั้ง IFN-และ LPS จึง
กระตุน้ RAW264.7 เซลล์ดีกวา่การใชส้ารใดสารหน่ึงเพียงสารเดียว งานวิจยัน้ีจึงเลือกใชท้ั้ง LPS และ 
IFN-ในการกระตุน้ RAW264.7 เซลล์ เป็นเวลา 24 ชม. เพื่อชกัน าให้สร้าง NO และเน่ืองจากการวดั
ปริมาณ NO โดยตรงกระท าไดย้าก เพราะความไม่เสถียรของ NO และปริมาณ NO ท่ีเกิดข้ึนไม่สูงนกั ใน
ปัจจุบนั การวดัปริมาณ NO จึงมกันิยมใช้วิธีทาง spectroscopic เช่น ultraviolet visible spectroscopic 
method ท่ีใช้  Griess reagent ท่ีเป็นส่วนผสมของ sulfanilamide, HCl, และ N-(1-napthyl)-
ethylenediamine (NED)  ในการวดั nitrite ท่ีเป็น metabolite product ของ NO ท่ีมีค่าการดูดกลืนแสง
สูงสุดท่ี 548 nm  ปริมาณของ nitrite เป็นปฎิภาคโดยตรงกบัปริมาณของ NO ท่ีสร้างข้ึน (Kelm and 
Schauer, 1997)  อีกวิธีทาง UV visible spectroscopic ใชป้ฎิกริยาระหวา่ง oxyhemoglobin กบั NO  ได ้
methemoglobin และ nitrate เพื่อวดัอตัราการสังเคราะห์ NO ในสารละลาย ท่ีเป็นปฎิภาคโดยตรงกบัการ
เปล่ียนแปลง absorption spectrum ของ HbO2 (Gow et al., 1999)  ส าหรับงานวิจยัน้ีเลือกใช ้Griess 
reagent ในการวดัปริมาณของการสังเคราะห์ NO ใน RAW264.7 เซลล์เม่ือถูกกระตุน้โดย LPS และ IFN-
ผลการทดลองในรูปท่ี  แสดงวา่สารสกดัวา่นขนัหมากท่ี 0.125-500 mg/ml สามารถยบัย ั้งการสร้าง NO 
ใน RAW264.7 เซลล์ เม่ือถูกกระตุน้โดย LPS และ IFN- โดยการยบัย ั้งเป็นปฎิภาคโดยตรงกบัความ
เขม้ขน้ของสารสกดัท่ีเพิ่มข้ึน และการยบัย ั้งการสร้าง NO ไม่ไดเ้กิดเน่ืองจากความเป็นพิษของสารสกดั  
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เพราะความเขม้ขน้ของสารสกดัท่ีใชใ้นการทดลองไม่ก่อให้เกิดพิษต่อเซลล์ RAW264.7 (รูปท่ี 4.3-4.4 )  
จากการศึกษาพบว่า ในสภาวะเดียวกนัท่ีสารสกดัยบัย ั้งการสังเคราะห์  NO ปริมาณการแสดงออกของ
โปรตีน iNOS ก็ถูกยบัย ั้งเช่นเดียวกนั โดยการแสดงออกของ iNOS  ลดลงเป็นปฎิภาคโดยตรงกบัความ
เขม้ขน้ของสารสกดัท่ีเพิ่มข้ึน  (รูปท่ี 4.9) และเป็นไปตามทิศทางเดียวกนักบัผลการศึกษาใน NO  ดงันั้น 
กลไกหน่ึงของสารสกดัวา่นขนัหมากท่ียบัย ั้งการสังเคราะห์ NO ใน RAW264.6 เซลล์เม่ือถูกกระตุน้โดย 
LPS และ IFN-  เกิดผา่นการลดลงของโปรตีน  iNOS  ซ่ึงเป็นเอนไซมท่ี์รับผิดชอบในการสังเคราะห์ 
NO ท่ีถูกชกัน าให้สร้างข้ึน (induced NO) เม่ือถูกกระตุน้โดย proinflammatory cytokine หรือสารอ่ืนท่ี
เก่ียวขอ้งกบัการอกัเสบ ดงัเช่น LPS และ IFN- เป็นตน้  นอกจากการกระตุน้ RAW264.7 เซลล์ให้สร้าง 
NO  สาร LPS และ IFN- ยงัสามารถชกัน าการแสดงออกของโปรตีน COX-2 ในเซลล์ RAW264.7 (Jang 
et al., 2005; Karpuzoglu and Ahmed, 2006)  เป็นท่ีทราบกนัดีวา่เม่ือ COX-2 เพิ่มข้ึน ปริมาณของ PGE2 
มกัจะเพิ่มตาม  นอกจากนั้น การเพิ่มของ COX-2 มกัพบในเซลลห์รือเน้ือเยื่อท่ีอกัเสบ (Subbaramaiah and 
Dannenberg, 2003)  ดงันั้น งานวจิยัน้ีไดแ้สดงวา่สารสกดัวา่นขนัหมากมีศกัยภาพในการยบัย ั้งการอกัเสบ
ดว้ยการไปลดการแสดงออกของ  COX-2 และการยบัย ั้งการแสดงออกของ COX-2 แปรผนัโดยตรงกบั
ความเขม้ขน้ของ ว่านขนัหมากท่ีเพิ่มข้ึนเฉกเช่นเดียวกนักบัการยบัย ั้งการสังเคราะห์ NO และ iNOS 
protein  มีขอ้ควรสังเกตว่า สารสกดัว่านขนัหมากสามารถลด iNOS ไดดี้กว่า COX-2  ผลงานวิจจยัน้ี
สอดคล้องกบัรายงานวิจยัท่ีแสดงว่าสารสกดัจากพืชหลากหลายชนิดท่ีมีคุณสมบติัเป็น antioxidant 
สามารถมีฤทธ์ิยบัย ั้ง NO, iNOS หรือ COX-2 ในเซลล์ RAW264.7 และมีฤทธ์ิทางดา้นชีวภาพอ่ืนๆ 
รวมทั้งฤทธ์ิตา้นการอกัเสบร่วมดว้ย ตวัอย่างเช่น curcumin จากขมิ้น (Curcuma longa L.), resveratrol 
จากเปลือกองุ่น, ไวน์แดง และสารสกดัจากพืชอ่ืนๆ อีกมากมาย เป็นตน้ (Surh et al., 2001; Calixto et al., 
2003) นอกจากน้ี phenolic compounds โดยเฉพาะกลุ่ม flavonoids อาทิเช่น apigenin, genistein และ 
kaempferol เม่ือบ่มล่วงหนา้กบัเซลล ์RAW264.7 สามารถยบัย ั้งการแสดงออกของ NO, iNOS และ COX-
2 protein ท่ีกระตุน้ดว้ย LPS (Kobuchi et al., 1997; Liang et al., 1999; Raso et al., 2001; Sakata et al., 
2003) ดงันั้น งานวิจยัน้ีจึงแสดงว่าสารสกดัว่านขนัหมากซ่ึงประกอบด้วย phenolic และ flavonoid 
นอกจากมีฤทธ์ิฤทธ์ิตา้นอนุมูลอิสระ ยงัมีฤทธ์ิตา้นการอกัเสบร่วมดว้ย 
 การยบัย ั้ง transcription factors อาทิเช่น NF-kB และ activator protein-1 (AP-1) เป็นอีกหน่ึง
กลไกของการยบัย ั้ง iNOS (Bourke and Moynagh, 1999) ดงันั้นกลไกท่ีสารสกดัวา่นขนัหมากลดปริมาณ 
iNOS และ COX-2 protein จะเกิดผา่นการยบัย ั้ง NF-kB หรือ AP-1 หรือไม่ควรตอ้งมีการตรวจสอบต่อไป
ในอนาคต นอกจากการยบัย ั้ง NO, iNOS และ COX-2 โดย flavonoids  แลว้ สารประกอบ flavonoids 
อาทิเช่น rutin, quercetin, luteolin, hesperidin และ bioflavonoids ยงัมีฤทธ์ิตา้นการเจ็บปวดและตา้นการ
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อกัเสบ (Ramesh et al., 1998; Bittar et al., 2000; Calixto et al., 2000) การศึกษาน้ีไดแ้สดงใหเ้ห็นวา่สาร
สกดัวา่นขนัหมากท่ีประกอบไปดว้ย flavonoid มีฤทธ์ิลดการสังเคราะห์ NO และ  COX-2 ใน in vitro 
ส่วนความสามารถของสารสกดัวา่นขนัหมาก ในการตา้นความเจบ็ปวด หรือการอกัเสบใน   in vivo  ดว้ย
หรือไม่ จ  าเป็นตอ้งมีการศึกษาต่อไปในอนาคต  
 ในปัจจุบนั โรคภูมิแพเ้ป็นปัญหาหน่ึงท่ีส าคญัทัว่โลก โดยเฉพาะในประเทศท่ีพฒันาแลว้  สารท่ี
ก่อภูมิแพเ้รียก  allergen และมกัเป็นสารในส่ิงแวดล้อมท่ีพบในชีวิตประจ าวนั เช่น เกสรดอกไม ้
เคร่ืองส าอาง อาหาร ฝุ่ น เช้ือรา และ สะเก็ดผวิหนงัสัตว ์(animal danders) เป็นตน้ เม่ือไดรั้บสารก่อภูมิแพ้
หนแรก ยงัไม่เกิดอาการแพ ้แต่ผูป่้วยจะมีการสร้าง IgE ท่ีจ  าเพาะต่อสารก่อภูมิแพจ้บัท่ีผิวของ mast cell 
เม่ือไดรั้บสารก่อภูมิแพค้ร้ังต่อไป  สารก่อภูมิแพจ้ะ cross-link IgE ท่ีจบัอยูท่ี่ผิวของ mast cell กระตุน้ให ้
mast cell หลัง่สารตวักลาง (mediator) ก่อภูมิแพต่้าง ๆ เช่น histamine, serotonin, prostaglandin, 
leukotrienes และ proinflammatory cytokines โดยเฉพาะ IL-4 และ TNF- จาก vesicles ใน mast cell 
และ basophils  สารตวักลางเหล่าน้ี ท าให้กล้ามเน้ือเรียบหดตวั เพิ่มการขยายของหลอดเลือด 
(vasodilation) และเพิ่มสภาพการซึมผา่นของหลอดเลือด (vascular permeability) (Janeway et al., 2006; 
Holgate, 1999)  ดงันั้น การหลัง่สารก่อภูมิแพจึ้งเป็นขั้นตอนส าคญัท่ีเกิดขณะเกิดการอกัเสบของอาการ
ภูมิแพ ้(allergic inflammation) (Theoharides et al., 2010) และการยบัย ั้งการหลัง่สารก่อภูมิแพจึ้งเป็นวิธี
หน่ึงในการคดักรองสารท่ีสามารถบรรเทาหรือยบัย ั้งการตอบสนองต่ออาการอกัเสบอนัมีสาเหตุจากการ
หลัง่สารก่อภูมิแพข้อง  mast cell ในงานวิจยัน้ี จึงศึกษาฤทธ์ิตา้นภูมิแพข้องสารสกดัว่านขนัหมากโดย
ตรวจสอบความสามารถของสารสกดัในการยบัย ั้งการหลัง่เอนไซม ์ -hexosaminidase จาก RBL-2H3 
เซลล์แทนการวดัสารส่ือกลางโรคภูมิแพ้ เช่น histamineโดยตรง  เน่ืองจาก -hexosaminidase เป็น
เอนไซม ์exoglycosiase ท่ีอยู่ใน granule  ท่ีจดัเป็น preformed inflammatory mediator ท่ีหลัง่ออกมา
พร้อมกบัสารส่ือกลางของโรคภูมิแพอ่ื้น ๆ รวมทั้ง histamine และ serotonin เม่ือเกิดการ cross link ของ 
FcRI บนผวิของ RBL-2H3 เซลล์  และเน่ืองจากการวิเคราะห์หาปริมาณของ -hexosaminidase กระท า
ไดส้ะดวกและง่ายกวา่การวดัปริมาณของ histamine หรือ serotonin โดยตรง  โดยเฉพาะ  histamine ท่ี
หลัง่ออกมามี half life ภายนอกเซลล์ประมาณ 1 นาที เพราะถูกสลายอย่างรวดเร็วดว้ย histamine N-
methyltransferase หรือ diamine oxidase ในปัจจุบนั มีการศึกษาจ านวนมากท่ีนิยมใช้ปริมาณของ -
hexosaminidase เป็นดชันีบ่งช้ีการหลัง่สารก่อภูมิแพต่้าง ๆ จาก mast cell  เม่ือเกิดการกระตุน้ (Abramson 
et al., 2006; Pecht และ Corcia, 1987)   เพราะอตัราการหลัง่ของ -hexosaminidase ชา้และอยูไ่ดน้านกวา่ 
histamine  บางรายงานจดั -hexosaminidase เป็นตวับ่งช้ีของ mast cell degranulation  ท่ีดีกวา่ histamine 
(Huang et al., 2016)งานวิจยัน้ีเลือกใช ้ RBL-2H3  ซ่ึงเป็นเซลล์สายพนัธ์ุท่ีมีการท าหนา้ท่ีใกลเ้คียงกบั 
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primary mast cell และ normal basophils ของหนูแรท  และเป็นเซลล์สายพนัธ์ุท่ีนิยมใชเ้ป็นโมเดลมาก
ท่ีสุดในการศึกษาการหลัง่ของสารก่อภูมิแพผ้า่นการกระตุน้ดว้ย IgE และใชเ้ซลล์น้ีคดักรองสารท่ีมีฤทธ์ิ
ตา้นภูมิแพแ้บบ type I hypersensitivity หรือ immediate hypersensitivity reaction (Cheong et al., 1998; 
Han et al., 2012) ท่ีกลไกการหลัง่สารก่อภูมิแพเ้กิดเม่ือถูก allergen cross-link ผา่น IgE ท่ีจบักบั FcRI 
บนผวิของ mast cell  เน่ืองจาก RBL-2H3 เซลล์มี Fc epsilon receptor I (FcRI) ท่ีผิวเซลล์ และมี granule 
เก่ียวกบัการเกิดภูมิแพค้ลา้ย mast cell  FcRI จดัเป็น high-afffinity IgE receptor เพราะเป็น tetrameric 
receptor complex ท่ีสามารถจบักบัส่วนท่ีเป็น Fc ของ IgE isotype ซ่ึงเป็น antibody ท่ีเก่ียวขอ้งกบัการเกิด
โรคภูมิแพโ้ดยตรง) (Benhamar et al., 1999; Kinet, 1999; Li et al., 1992) .ผลการศึกษาจากโครงการน้ี
พบวา่ สารสกดัวา่นขนัหมากสามารถยบัย ั้งการหลัง่ -hexosaminidase เม่ือเกิดการ cross link ของ FcRI 
บนผิวของ RBL-2H3 เซลลโ์ดยใช ้ allergen DNP-BSA  และการยบัย ั้งการหลัง่ของ  hexosaminidase  
เป็นปฎิภาคโดยตรงกบัความเขม้ขน้ของสารสกดัวา่นขนัหมากท่ีเพิ่มข้ึน (รูปท่ี 4.11 )  การลดลงของการ
หลัง่  hexosaminidase ไม่เก่ียวขอ้งกบัความเป็นพิษของสารสกดัต่อเซลล์ เพราะช่วงความเขม้ขน้ของ
สารสกดัท่ีใช้ไม่ก่อให้เกิดพิษต่อเซลล์ (รูปท่ี 4.5-4.6  ) งานวิจยัน้ี จึงสนบัสนุนสรรพคุณการตา้นโรค
ภูมิแพข้องวา่นขนัหมากท่ีเล่ืองลือกนัในกลุ่มผูบ้ริโภคท่ีเป็นโรคภูมิแพ ้ และเป็นงานวิจยัช้ืนแรกท่ีแสดง
หลกัฐานทางวิทยาศาสตร์สนสันุนสรรพคุณดงักล่าว อย่างไรก็ตาม งานวิจยัน้ีไม่ได้ศึกษาในเชิงลึกว่า
ส่วนประกอบใดในสารสกดัท่ีมีฤทธ์ิยบัย ั้งการหลัง่  hexosaminidase  Cheong et al (1998)  ศึกษาสาร
กวา่ 20 ชนิดจาก flavonoids พบว่าการยบัย ั้งการหลัง่ของ  hexosaminidase จาก RBL-2H3 ท่ีกระตุน้
ดว้ย antigen มีความสัมพนัธ์กบัโครงสร้างของ  flavonoids Yun et al. (2010) ไดแ้สดงวา่ quercetin ท่ีมี
ฤทธ์ิตา้นภูมิแพส้ามารถลดการหลัง่ของเอนไซม์  hexosaminidase จาก RBL-2H3 ไดเ้ช่นกนั  โดย 
Mastuda (2002) ไดร้ายงานวา่หมู่ hydroxyl group  ของ quercetin มีบทบาทส าคญัในการออกฤทธ์ิยบัย ั้ง
การเกิดภูมิแพ ้ ดงันั้น สารในกลุ่ม flavonoids ในสารสกดัวา่นขนัหมากอาจมีฤทธ์ิตา้นภูมิแพไ้ดเ้ช่นกนั 
แต่จะเป็นสารใดในกลุ่ม flavonoids หรือสารกลุ่มอ่ืนใดร่วมดว้ย จ าเป็นตอ้งมีการศึกษาต่อเน่ือง 
 ในการศึกษาเก่ียวกบัความเป็นพิษของสารสกดัวา่นขนัหมากต่อเซลล์สายพนัธ์ุ RAW264.7 และ 
เซลลส์ายพนัธ์ุ RBL-2H3 ประเมินความอยูร่อดของเซลล ์(cell viability) โดยใชว้ิธี MTT ควบคู่กบั trypan 
blue exclusion method  ผลปรากฏวา่ ทั้ง 2 วธีิใหผ้ลไปในทิศทางเดียวกนั แมห้ลกัการของวิธีการทดสอบ
ทั้ง 2 วธีิจะแตกต่างกนั การใชสี้ trypan blue จะยอ้มสีน ้ าเงินติดเฉพาะเซลล์ท่ีตาย เม่ืองส่องดูภายใตก้ลอ้ง
จุลทรรศน์ ส่วนวธีิการใช ้tetrazolium salt  MTT เป็นการประเมินเซลลท่ี์มีชีวติอยูท่างออ้ม  เฉพาะเซลล์ท่ี
มีชีวิต หรือท่ีมี metabolically active เท่านั้น ท่ีสามารถใช้เอนไซม์ succinate dehydrogenase ใน 
mitochondria เปล่ียน MTT   ให้เป็น  formazan product โดยปฎิกริยา reduction ได ้ ในปัจจุบนั  การ
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ประเมินการมีชีวิตอยู่ของเซลล์มกันิยมใช้วิธี MTT เพราะกระท าได้ง่ายและสะดวกกว่าการนับเซลล์
ภายใตก้ล้องจุลทรรศน์ โดยเฉพาะถ้ามีตวัอย่างจ านวนมากท่ีตอ้งนับ  ตอ้งใช้เวลานาน และเกิดความ
ผดิพลาดไดง่้าย  และนกัวจิยัมีความเหน่ือยลา้ จากการใชส้ายตานบัเซลล์ภายใตก้ลอ้งจุลทรรศน์เป็นระยะ
เวลานาน  นอกจากนั้น ยงัมีความคลาดเคล่ือนจากปัจจยัของบุคคลมากกวา่  เช่น ตวัอยา่งเดียวกนั นบัโดย
คน 2 คน  อาจได้จ  านวนเซลล์ท่ีแตกต่างกนั หรือแมแ้ต่ในคนเดียวกนั นับจ านวนเซลล์ของตวัอย่าง
เดียวกนั 2 คร้ัง อาจไดค้่าท่ีไม่เท่ากนันกั เป็นตน้  ในขณะท่ี วิธี MTT  เป็นการวดัผลดว้ยการใช ้
spectrophotometer  กระท าไดง่้ายและสะดวกกว่ามาก มีความคลาดเคล่ือนระหว่างบุคคลน้อยกว่า แต่
อย่างไรก็ดี วิธี MTT ก็มีขอ้เสียเปรียบบางประการ  เช่น metabolic activity ของเซลล์อาจเปล่ียนแปลง
เน่ืองจากสารท่ีใชท้ดสอบ หรือเปล่ียนแปลงตามสภาวะของการทดสอบ เช่น สาร polyphenol ใน green 
tea  หรือ pH ของสภาวะทดสอบ นอกจากนั้น ยงัอาจมีปัญหารบกวนจากสีของสารสกดัท่ีใชท้ดสอบ  
(Wang et al., 2010; Plumb et al., 1989; Hsu et al., 2003) เป็นตน้  อนัเป็นปัญหาทัว่ไปทาง colorimetric 
method  Maioli et al. (2009) รายงานว่ายา และ สารประกอบบางชนิดสามารถเปล่ียนแปลง 
mitochondrial activity ใน MTT assay ได ้ ดงันั้น การประเมินการมีชีวิตอยูข่องเซลล์ดว้ยการใชว้ิธี MTT 
จึงตอ้งระมดัระวงัเป็นพิเศษ  ควรตระหนักถึงปัญหาท่ีอาจเกิดข้ึนได้ และท่ีส าคญัตอ้งเพิ่มกลุ่มควบคุม 
เพื่อตรวจสอบการรบกวนของสีจากสารสกดัร่วมดว้ยทุกคร้ัง ซ่ึงสามารถกระท าไดด้ว้ยการมี culture ท่ีมี
แต่สารสกดับ่มร่วมกบั MTT โดยไม่มีเซลล์  เป็น “blank sample”  เพื่อน าค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาว
คล่ืน 540 nm ท่ีไดไ้ปลบออกจากค่าดูดกลืนแสงของสารทดสอบ  (culture ท่ีมีเซลล์บ่มร่วมกบัสารสกดั
และ MTT)  โครงการวิจยัน้ี ไดต้รวจสอบการรบกวนของสีจากสารสกดัในวิธี MTT และไม่พบวา่สาร
สกดัวา่นขนัหมากมีผลรบกวนแต่อยา่งใด นอกจากนั้น งานวิจยัน้ี ยงัใชว้ิธี trypan blue exclusion method 
ประเมินการมีชีวติอยูข่องเซลล์ควบคู่ไปกบัวิธี MTT ดว้ย ผลการทดลองสอดคลอ้งไปในทิศทางเดียวกนั 
คือสารสกดัวา่นขนัหมากท่ีความเขม้ขน้ระหวา่ง 125-500 µg/ml ไม่เปล่ียนแปลง % เซลล์ท่ีมีชีวิตอยูเ่ม่ือ
เทียบกบักลุ่มควบคุมของเซลล์ท่ีไม่ไดบ้่มร่วมกบัสารสกดั (รูปท่ี 4.3-4.6 )  ไม่วา่จะเป็นเซลล ์ RA264.7 
หรือเซลล ์RBL-2H3 ดงันั้น จึงเลือกใชช่้วง ความเขม้ขน้ 125-500 µg/ml ในการทดลองท่ีตอ้งบ่มสารสกดั
ร่วมกบัเซลลส์ายพนัธ์ุทั้ง 2 ชนิด 
 ปัญหาหน่ึงส าหรับผูใ้ช้สมุนไพร คือความกงัวลเก่ียวกบัความปลอดภยัของการใชพ้ืชสมุนไพร
ต่อเน่ืองเป็นระยะยาว ปัจจุบนัเป็นท่ีทราบแลว้วา่ อาหารท่ีบริโภคในชีวิตประจ าวนัเป็นปัจจยัหลกัท่ีชกัน า
ให้เกิดโรคมะเร็งได ้เน่ืองจากว่านขนัหมากมีการซ้ือขายและบริโภคมาช้านาน และยงัไม่เคยมีรายงาน
เก่ียวกบัพิษเฉียบพลนัของวา่นขน้หมาก  โครงการวจิยัน้ีจึงไม่ไดศึ้กษาเก่ียวกบัพิษเฉียบพลนัของสารสกดั
วา่นขนัหมาก แต่ตรวจสอบเบ้ืองตน้เก่ียวกบัความเป็นพิษระยะยาวของสารสกดัวา่นขนัหมาก โดยเลือก
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การคดักรองเบ้ืองตน้ว่าสารสกดัสามารถจะชกัน าให้เกิดการกลายพนัธ์ุไดห้รือไม่ โดยใช้ Ames assay  
ทั้งน้ี เพราะสารมะเร็งส่วนใหญ่มกัเป็นสารก่อกลายพนัธ์ุร่วมดว้ย และเน่ืองจากสารมีพิษหลายชนิดท่ีออก
ฤทธ์ิก่อกลายพนัธ์ุได ้จะตอ้งถูก metabolize โดยเอนไซมใ์นตบัให้เปล่ียนเป็นสารก่อกลายพนัธ์ุ โครงการ
น้ีจึงตรวจสอบคุณสมบติัการเป็นสารก่อกลายพนัธ์ุของสารสกดัวา่นขนัหมาก เม่ือมีและไม่มี S9 mix ซ่ึง
เป็นเอนไซมท่ี์เตรียมจากตบัหนูแรท ท่ีสามารถ metabolize สารพิษต่างๆ ได ้ ผลการวิจยัในตารางท่ี 4.4    

ช้ีชดัวา่สารสกดัวา่นขนัหมากท่ีปริมาณ 250, 500 และ 1000 µg/plate ไม่ก่อให้เกิดการกลายพนัธ์ุของทั้ง 
TA 98 และ TA100 ในการทดสอบไม่วา่จะมี หรือ ไม่มี S9 mix ร่วมดว้ย แสดงว่าวา่นขนัหมาก และ 

metabolize product ของวา่นขนัหมากท่ีปริมาณ 250-1,000 µg/plate ไม่เป็นสารก่อกลายพนัธ์ุ และจาก
การสังเกตลกัษณะการเจริญของเช้ือแบคทีเรียท่ีใช ้สารสกดัท่ีช่วงความเขม้ขน้ดงักล่าวไม่มีความเป็นพิษ
โดยตรงต่อทั้ง S. typhimurium strain TA100  ซ่ึงมีการกลายพนัธ์ุแบบ base-pair substitution และ S. 
typhimurium strain TA 98 ท่ีมีการกลายพนัธ์ุแบบ frameshift mutation และมีค่า MI ต ่ากวา่ 2 ทั้งในสาย
พนัธ์ุ TA98 และ TA 100 ในขณะท่ีสารก่อกลายพนัธ์ุทั้งหมดท่ีใชเ้ป็น positive control ให้ค่า MI สูงมาก
อยา่งท่ีควรจะเป็น คือ MI มีค่าตั้งแต่  12.65-66.66 ซ่ึงบ่งบอกคุณสมบติัท่ีเป็นสารก่อกลายพนัธ์ุของสาร
อยา่งชดัเจน  และสารท่ีเป็น positive control 2-NF และ sodium azide เป็นสารก่อกลายพนัธ์ุไดโ้ดยไม่มี 
S9 mix ส่วนสาร 2 AA เป็น indirect-mutagen ตอ้งผ่าน N-oxidation โดย CYP1A2 ใน S9 mix จึง
กลายเป็นสารก่อกลายพนัธ์ุ  (Carriere et al., 1992) ซ่ึงถูกตอ้งตรงกบัท่ีเคยมีการรายงานมา (Hemanth 
kumar and Ramesh,  2014; Mortelmans and Zeiger, 2000)   ดงันั้น ผลการทดลองช้ีชดัวา่ความเขม้ขน้
ของสารสกดัวา่นขนัหมากท่ีใชไ้ม่มีฤทธ์ิก่อกลายพนัธ์ุเม่ือทดสอบดว้ย Ames test และช้ีแนะวา่ไม่มีความ
ผิดปกติแต่อย่างใดในขั้นตอนของวิธีการทดสอบ รวมทั้ง S. typhimurium strain TA 98  และ S. 
typhimurium strain TA100 ท่ีใชใ้นการทดลองก็ไม่มีความผิดปกติ ไม่เกิดการกลายพนัธ์ุแบบธรรมชาติ 
(spontaneous mutation) ท่ีผิดสังเกต  และมีการกลายพนัธ์ุอย่างท่ีควรจะเป็นกบัสารท่ีใช้เป็น positive 
control ซ่ึงสามารถยนืยนัความถูกตอ้งของวธีิทดสอบได ้ 
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บทที ่6 

สรุป 

 

สรุปผลการวจัิย 

1. การสกดัผลอบแหง้วา่นขนัหมากดว้ย  95% ethanol ไดป้ริมาณสุทธิสารสกดัหยาบ ร้อยละ 

12.65 ของน ้าหนกัแหง้ โดยมีปริมาณสารต่อกรัมสารสกดัแหง้ดงัน้ี สารประกอบ phenolics เทียบเท่า

น ้าหนกั gallic acid 56.73±0.37 mg  สารประกอบ flavonoid เทียบเท่าน ้าหนกั catechin 5.03±0.03 mg  

และสาร proanthrocyanidin เทียบเท่าน ้าหนกั catechin  7.02±0.12 mg 

2. สารสกดัหยาบวา่นขนัหมากมีฤทธ์ิตา้นอนุมูลอิสระไดท้ั้งภายในและภายนอกเซลล ์ เม่ือ

ประเมินความสามารถในการก าจดัอนุมูลอิสระภายนอกเซลลด์ว้ย DPPH และ FRAP assay ค่า IC50 ของ

สารสกดัในการก าจดั DPPH• เท่ากบั 399.77±15.33 µg/ml ซ่ึงมีประสิทธิภาพต ่ากวา่ trolox ประมาณ 100 

เท่า และต ่ากวา่ quercetin และ catechin ประมาณ 200 เท่า ส่วนศกัยภาพในการ reduce ferric เป็น ferrous 

ของสารใน FRAP assay มีค่าเทียบเท่าน ้าหนกั vitamin C 44.07±0.59 µg ต่อกรัมสารสกดัแหง้ แมฤ้ทธ์ิ

ตา้นอนุมูลอิสระภายนอกเซลลข์องสารสกดัมาอาจไม่สูงนกัเม่ือเทียบกบัสารตา้นอนูลอิสระมาตรฐานต่าง 

ๆ แต่สารสกดัสามารลดการสร้างอนุมูลอิสระภายในเซลล์ macrophage RAW264.7 ท่ีถูกชกัน าใหเ้กิด

สภาวะเครียดออกซิเดชนัดว้ย t-BuOOH เม่ือวเิคราะห์โดยใช ้ DCFH-DA assay โดยท่ีความเขม้ขน้ 500 

µg/ml ของสารสกดั สามารถลดการสร้าง ROS ไดป้ระมาณ 64%  ในขณะท่ี positive control 10 µM 

quercetin  สามารถลด ROS ไดป้ระมาณ 48% 

3. สารสกดัวา่นขนัหมากมีฤทธ์ิตา้นการอกัเสบ in vitro ท่ีระดบัความเขม้ขน้ของสารสกดัท่ี

ไม่เป็นพิษต่อเซลล ์  (0.125-0.500 mg/ml) สารสกดัสามารถยบัย ั้งการสังเคราะห์ NO และการแสดงออก

ของโปรตีน COX-2 ในเซลล ์ RAW264.7 ท่ีไดรั้บการกระตุน้ดว้ย LPS (1 µg/ml) ร่วมกบั IFN-  (25 

U/mL) โดยการยบัย ั้งเป็นปฎิภาคโดยตรงกบัความเขม้ขน้ของสารสกดัท่ีเพิ่มข้ึน กลไกการยบัย ั้งการ
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สังเคราะห์ NO ของสารสกดัวา่นขนัหมากเกิดผา่นการยบัย ั้ง iNOS ซ่ึงเป็นเอนไซมท่ี์ใชใ้นการสังเคราะห์ 

NO ภายใตส้ภาวะการชกัน าโดยกระบวนการอกัเสบหรือเช้ือโรคต่าง ๆ 

4. สารสกดัวา่นขนัหมากมีศกัยภาพในการตา้นอาการภูมิแพ ้ ท่ีระดบัความเขม้ขน้ของสาร

สกดัท่ีไม่เป็นพิษต่อเซลล ์  (0.125-0.500 mg/ml) สารสกดัมีฤทธ์ิยบัย ั้งการหลัง่ของเอนไซม ์ -

hexosaminidase ท่ีหลัง่พร้อมสารก่อภูมิแพข้องเซลล ์RBL-2H3 เม่ือถูกกระตุน้ดว้ย allergen 

5. เม่ือทดสอบดว้ย Ames assay สารสกดัวา่นขนัหมากท่ีปริมาณ 250, 500 และ 1000 

µg/plate ท่ีบ่มร่วมกบัแบคทีเรีย S. typhimurium สายพนัธ์ุ TA 98 และ สายพนัธ์ุ TA100 ในสภาวะทั้งท่ีมี

และไม่มี S9 mixไม่มีฤทธ์ิก่อกลายพนัธ์ุ 

  

ข้อเสนอแนะ 

งานวจิยัน้ีไดแ้สดงให้เห็นวา่ผลอบแหง้ของวา่นขนัหมากอุดมดว้ยสารท่ีมีฤทธ์ิชีวภาพมากมาย 

คือสารสกดัหยาบอบแหง้จากผลวา่นขนัหมากมีคุณสมบติัตา้นอนุมูลอิสระทั้งภายในและภายนอกเซลล ์

ตา้นการอกัเสบ และตา้นภูมิแพด้ว้ยการทดสอบแบบ in vitro การศึกษาในงานวจิยัน้ีช้ีแนะถึงศกัยภาพ

ของผลวา่นขนัหมากวา่ควรค่าต่อการไดรั้บการพฒันาและศึกษาต่อยอดงานวจิยัเก่ียวกบัฤทธ์ิตา้นอนุมูล

อิสระ ฤทธ์ิตา้นการอกัเสบ และฤทธ์ิตา้นภูมิแพเ้พิ่มเติม รวมทั้งการศึกษาฤทธ์ิทางชีวภาพอ่ืน ๆ ของวา่น

ขนัหมากเพิ่มเติม 

ส าหรับขอ้เสนอแนะของงานวจิยัท่ีสามารถกระท าต่อยอดจากโครงการวจิยัน้ีมีดงัน้ีคือ  

1. ศึกษาฤทธ์ิตา้นอนุมูลอิสระของวา่นขนัหมากเพิ่มเติมใน in vivo โดยใชโ้มเดลของ

สัตวท์ดลอง 

2. การศึกษาฤทธ์ิตา้นการอกัเสบ นอกจากการยบัย ั้ง COX-2 แลว้ ควรยนืยนัการลดระดบั

ของ prostaglandins และศึกษาผลกระทบของสารสกดัวา่นขนัหมากต่อ proinflammatory cytokines ต่าง 

ๆ เช่น IL-1, IL-6 และ TNF เป็นตน้ และในการวิจยั ควรศึกษาผลของสารสกดัต่อ COX-1 ร่วมดว้ย 

เน่ืองจาก COX-1 เป็น mediator ท่ีมีบทบาทส าคญัเก่ียวขอ้งกบัการควบคุมการท างานของสรีรวทิยา 

ดงันั้นหากสารสกดัวา่นขนัหมาก ไปลดระดบั COX-1 ยอ่มมีผลขา้งเคียง เพราะจะกระทบต่อกระบวนการ

ท างานปกติของร่างกาย ซ่ึงคลา้ยกบัยาแผนปัจจุบนัหลายชนิดท่ีสามารถลดอาการอกัเสบโดยลดระดบั 
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COX-2 แต่ในขณะเดียวกนัส่งผลลดการท างานของ COX-1 ดว้ย ดงันั้นถา้สารวา่นขนัหมาก มีฤทธ์ิยบัย ั้ง

เฉพาะ COX-2 แต่ไม่มีผลต่อ COX-1 สารสกดัวา่นขนัหมากก็ควรค่าอยา่งยิง่ต่อการต่อยอดงานวจิยัและ

พฒันาเพื่อเป็นยาตา้นอกัเสบไดใ้นอนาคต   

3. ในกรณีท่ีสารสกดัสามารถยบัย ั้ง COX-2 และไม่มีผลต่อ COX-1 ใน in vitro ควร

ศึกษาฤทธ์ิตา้นการอกัเสบของสารสกดัวา่นขนัหมากในสัตวท์ดลองวา่สามารถตา้นการอกัเสบไดม้าก

นอ้ยเพียงใด โมเดลสัตวท์ดลองท่ีเก่ียวขอ้งกบัการอกัเสบมีอยูม่ากมาย เช่น carrageenan-induced paw 

edema, acetic acid-induced vascular permeability หรือ arachidonic-acid-induced ear edema เป็นตน้  

4. ส าหรับงานวจิยัท่ีเก่ียวกบักลไกตา้นการอกัเสบ ควรศึกษากลไกการยบัย ั้ง iNOS และ 

COX-2 ในเชิงลึกวา่เกิดผา่นการยบัย ั้ง transcription factors ท่ีเก่ียวขอ้ง เช่น NF-kB และ AP-1  หรือไม่ 

เป็นตน้ 

5. ควรยนืยนัฤทธ์ิตา้นภูมิแพเ้พิ่มเติม โดยศึกษาการยบัย ั้งของสารสกดัต่อการหลัง่สารก่อ

ภูมิแพโ้ดยตรง เช่น ระดบัของ histamine, leukotrienes เป็นตน้ และขยายไปทดสอบฤทธ์ิตา้นภูมิแพใ้น

สัตวท์ดลอง  

6. เน่ืองจากการแสดงออกท่ีมากเกินไป (overexpression) ของ COX-2  เก่ียวขอ้งกบั

พฒันาการของมะเร็ง และการเกิดมะเร็ง รวมทั้งการกลายพนัธ์ุท่ีเก่ียวขอ้งกบัการแพร่กระจายของมะเร็ง 

(metastatic mutations)  (Timothy et al., 2015)  สารซ่ึงสามารถยบัย ั้ง COX-2 ได ้ จึงมีแนวโนม้ท่ีจะ

ป้องกนัการเกิดมะเร็งได ้ จึงควรศึกษาฤทธ์ิการป้องกนัการเกิดมะเร็งของสารสกดัวา่นขนัหมาก โดยเลือก

โมเดลการทดลองท่ีการชกัน าใหเ้กิดมะเร็งเก่ียวขอ้งกบัการแสดงออกท่ีมากเกินไปของ COX-2  

7. ยนืยนัวา่สารสกดัไม่มีฤทธ์ิก่อกลายพนัธ์ุ โดยใช ้in vivo model 

8. ควรท าการแยกส่วน (fractionate) สารสกดัใหบ้ริสุทธ์ิข้ึนดว้ยวธีิทางเคมี  เพื่อศึกษาวา่

กลุ่มสารใดท่ีมีฤทธ์ิตา้นอนุมูลอิสระ ตา้นการอกัเสบ และตา้นภูมิแพ ้พร้อมทั้งทดลองการสกดัดว้ยการใช้

ตวัท าละลายอ่ืนเพิ่มเติม เพื่อปรับปรุงวธีิสกดัสารท่ีมีฤทธ์ิทางเภสัชวทิยาใหมี้ความบริสุทธ์ิเพิ่มข้ึน และ

เพิ่มประสิทธิภาพของปริมาณสุทธิของการสกดั (recovery yield) 
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9. ควรเปรียบเทียบสารสกดัจากผลสดของวา่นขนัหมากวา่จะมีฤทธ์ิทางชีวภาพต่าง ๆ ท่ี

ไดศึ้กษาในโครงการวจิยัน้ี สูงกวา่ผลอบแหง้หรือไม่ เน่ืองจากผูบ้ริโภคบางส่วนมกันิยมบริโภคผลสด

ของวา่นขนัหมาก 

10. ควรศึกษาส่วนอ่ืน ๆ ของวา่นขนัหมาก เช่น ใบ ล าตน้ ราก เพื่อคดักรองวา่จะมีฤทธ์ิ

ทางชีวภาพเหมือนส่วนท่ีเป็นผลหรือไม่ ถึงแมใ้นต าราแพทยแ์ผนไทยจะระบุสรรพคุณเฉพาะผลวา่น

ขนัหมากวา่เป็นอายวุฒันะก็ตาม 

11. ควรขยายการศึกษาฤทธ์ิทางชีวภาพของสารสกดัวา่นขนัหมากในสกุลอ่ืนท่ีมีใน

ประเทศไทยเพิ่มเติม เช่น Aglaonema tenuipes Eng เป็นตน้ 
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ภาคผนวก ก 

 การเตรียมสารเคม ี  

 

1. Folin-Ciocalteau micro method 

Gallic acid stock solution 

Gallic acid        0.500        g 

Ethanol         10          mL 

เจือจางความเขม้ตามตอ้งการดว้ยน ้า (เก็บท่ี 4° C) 

Sodium carbonate solution 

Anhydrous sodium carbonate      200           g 

DI  water        800        mL 

น าไปตม้ ทิ้งไวจ้นหายร้อน เติมผลึกของ sodium carbonate  

ลงไปเล็กนอ้ย ทิ้งไวเ้ป็นเวลา 24 ชม. น าไปกรองและเติม DI water  

จนมีปริมาตร 1 L (เก็บไวท่ี้อุณหภูมิห้อง) 

2. Aluminium chloride colorimetric method 
5% sodium nitrite 

Sodium nitrite 5  g 
Distilled water 100 ml 

10% aluminium chloride 
Aluminium chloride 10 g 
Distilled water 100 ml  

3. Vanillin assay 
4% vanillin-methanol 

Vanillic acid 4 g 
Methanol 100  ml 
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4% HCl-methanol 
HCl 4 ml 
Methanol 96 ml 

4. DPPH assay 
Stock DPPH solution (1 mM) 

DPPH         0.0985      g 

Methanol        250        mL 

(กรอง และเก็บไวใ้น freezer) 

Working DPPH (0.2 mM) 

Stock DPPH solution (1 mM)      10          mL 

Methanol        40          mL 

5. FRAP assay 

Acetate buffer (300 mM, pH 3.6) 

Sodium acetate.3H2O       3.1            g 

Glacial acetic acid       16          mL 
เติม DI water ไปจนกระทัง่มีปริมาตรสุดทา้ยเป็น 1 L 
(เก็บไวท่ี้ 4° C) 

HCl: 40 mM 

Conc. HCl (1 M)       1.46       mL 
เติม DI water ไปจนกระทัง่มีปริมาตรสุดทา้ยเป็น 1 L 
(เก็บไวท่ี้อุณหภูมิห้อง) 

TPTZ (10 mM) 

TPTZ         0.062        g 
HCl (40 mM)        20          mL 
(เตรียมทุกคร้ังก่อนท าการทดลอง) 
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Ferric chloride (20 mM) 

FeCl3.6H2O        0.108        g 
DI water        20          mL 

(เตรียมทุกคร้ังก่อนท าการทดลอง) 

Working FRAP reagent 

Acetate buffer (300 mM, pH 3.6)      200        mL 
TPTZ (10 mM)        20          mL 
Ferric chloride (20 mM)       20          mL 
DI water       24  mL 
(เตรียมทุกคร้ังก่อนท าการทดลอง) 

6. Nitrite assay 

Griess reagent 
Phosphoric acid              3.5        mL 

             Sulfanilamide                     1            g 
             N-(1-napthyl)-ethylenediamine (NED)                  0.1         g 

เติม DI water ไปจนกระทัง่มีปริมาตรสุดทา้ยเป็น 1 mL 
             (กรอง และเก็บไวท่ี้ 4° C) 

7.  Western blot 
RIPA buffer 

PBS 1X        100  mL 
NP-40         1  mL 
SDS         0.1   g 
(เก็บไวท่ี้ 4° C) 

Lysis buffer 

RIPA buffer        1   mL 
PMSF (200 mM)       10   µL 
Leupeptin (2 mM)       1   µL 
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E-64 (1 mM)         1   µL 

(เตรียมทุกคร้ังก่อนท าการทดลอง) 

6X Sample Buffer 

Tris-base        0.59   g 
DI water        8.5         mL 
SDS         1.5   g 
2ME         0.6         mL 
Glycerol        7.5         mL 
Bromophenol blue       7.5         mg 
(เก็บไวท่ี้ 4° C) 

10% SDS-polyacrylamide gel 

SDS         10   g 
DI water       100        mL 
(เก็บไวท่ี้อุณหภูมิห้อง) 

10% AP solution 

Ammonium persulfate        0.1         g 
DI water        1            mL 
(เตรียมทุกคร้ังก่อนท าการทดลอง) 

30% acrylamide 

Acrylamide          30         g 
bis- acrylamide        0.8          g 
DI water        100        mL 

(กรอง และเก็บไวท่ี้ 4° C) 

1.5 M Tris Cl, pH 8.8 

Tris-base        18.165     g 
DI water        80            mL 
ปรับดว้ยกรด HCL ไปท่ี pH 8.8  จากนั้นปรับปริมาตรสุดทา้ย 
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ดว้ย DI water ไปท่ี 100 mL (กรอง และเก็บไวท่ี้ 4° C) 
5 M TrisCl, pH 6.8 

Tris-base        6    g 
DI water        80           mL 
ปรับดว้ยกรด HCL ไปท่ี pH 6.8  จากนั้นปรับปริมาตรสุดทา้ย 
ดว้ย DI water ไปท่ี 100 mL (กรอง และเก็บไวท่ี้ 4° C) 

Running buffer (10 X) 

Tris-base        30             g 
Glycine        14.4          g 
SDS         10             g 
ปรับปริมาตรสุดทา้ยดว้ย DI water ไปท่ี 1 L 

 (กรอง และเก็บไวท่ี้ 4° C) 

Running buffer (1X) 

Running buffer (10 X)       100        mL 
DI water        900        mL 
กรอง (เก็บไวท่ี้ 4° C) 

Blotting buffer (1X) 

Tris-base        3.03        g 
Glycine        14.4        g 
Methanol        200        mL 
ปรับปริมาตรสุดทา้ยดว้ย DI water ไปท่ี 1 L (กรอง และเก็บไวท่ี้ 4° C) 

TPBS 0.1% Tween 20 

PBS 1X        1,000     mL 

Tween 20        1           mL 

กรอง (เก็บไวท่ี้ 4° C) 

5% skim milk 

Skim milk        0.75        g 
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TPBS 0.1% Tween 20       15          mL 

(เตรียมทุกคร้ังก่อนการทดลอง) 

Coomassie stain solution 

Coomassie blue        0.05          g 
Methanol        80           mL 
Glacial acetic acid       14           mL 
ปรับปริมาตรสุดทา้ยดว้ย DI water ไปท่ี 100 mL  

(เก็บไวท่ี้อุณหภูมิห้อง) 

Destaining solution 

Methanol  5            mL 
Glacial acetic acid       7            mL 
ปรับปริมาตรสุดทา้ยดว้ย DI water ไปท่ี 100 mL  

(เก็บไวท่ี้อุณหภูมิห้อง) 

10% Resolving gel (12.05 mL ส าหรับ 2 gel) 

30% acrylamide                    3.984    mL 

1.5 M Tris/SDS pH 8.8                   2.988    mL 

DI water         4.98      mL 

10% AP          84        µL 

TEMED          15        µL 

(เตรียมทุกคร้ังก่อนการทดลอง) 

Stacking gel (4.99 mL ส าหรับ 2 gel) 

30% acrylamide                     0.65      mL 
0.5 M Tris/SDS pH 6.8        1.25    mL 
DI water         3.05    mL 
10% AP         34    µL 
TEMED          5    µL 



111 

 

(เตรียมทุกคร้ังก่อนการทดลอง) 

Lowry reagent  
             Reagent A (2% Na2CO3 in 0.1 N NaOH) 

Na2CO3        5             g 
 NaOH (0.1 N)      250        mL 
 (เก็บไวท่ี้ 4° C)  

    Reagent B (0.5% CuSO45H2O in 1% sodium citrate) 
CuSO45H2O       0.05         g 
 Sodium citrate      0.1           g 
 DI water       10            mL 

             Reagent C (1 N Folin phenol reagent) 

2 N Folin phenol reagent เจือจางดว้ย DI water (1:1, v/v) 

(เตรียมทุกคร้ังก่อนการทดลอง) 
                            Reagent D 

Reagent A : Reagent B (50 : 1)  
       (เตรียมทุกคร้ังก่อนการทดลอง) 

Primary antibodies iNOS หรือ COX-2 (1:500) 
Primary antibodies (iNOS or COX-2) (200µg/ mL)   20         µL 
Skim milk        0.1           g 
TPBS         10           mL 

             (เตรียมทุกคร้ังก่อนการทดลอง) 
Secondary antibody HRP-conjugated rabbit-anti-mouse-IgG (1:10,000) 

Secondary antibody HRP (200 µg/ 0.5 mL)    1             µL 
Skim milk         0.1          g 
TPBS          10           mL 
(เตรียมทุกคร้ังก่อนการทดลอง) 

Tubulin antibody (1:1,000) 
Tubulin antibody (200 µg/ mL)       10           µL 
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Skim milk         0.1           g 
TPBS          10            mL 
(เตรียมทุกคร้ังก่อนการทดลอง) 

8. -hexosaminidase assay 
PIPES buffer 1X 100 ml 

NaCl (119 mM) 6.954  g 
KCl (5mM) 0.373  g 
Glucose (5.6 mM) 1.008 g 
MgCl2.6H2O (0.4 mM) 0.081  g 
PIPES (25 mM) 7.560  g 
NaOH (40 mM) 0.160  g 
CaCl2 (anhydrous) (1 mM) 0.011  g 
BSA (0.1% W/V) 0.100  g  
ปรับดว้ยน ้าเป็น 100  ml 

Anti-DNP IgE (50 ng/ml) 50 ml 
Anti-DNP IgE 2.5   µl 
MEM complete media 50   ml 
(เตรียมสดก่อนการทดลอง) 

DNP-BSA 100 ml 
DNP-BSA 0.010  g 
PBS  100  ml 

0.1 M citrate buffer pH 4.5, 50 ml 
Citric acid (monohydrate) 1.05 g 
Sodium citrate (dihydrate) 1.47  g 
Adjusted pH to 4.5 and final volume to 50 ml 

1mM p-NAG (substrate) 50 ml 
p-NAG  0.0173  g 
citrate buffer  50  ml 
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0.1 M Na2CO3/NaHCO3 (stop solution) pH 10.0, 100 ml 
 Na2CO3 (119 mM) 1.06  g 
 NaHCO3 0.84  g 
 ปรับ pH เป็น 10 

9. Ames test 
Vogel-Bonner medium E stock salt solution (VB salt) 

MgSO4.7H2O 10  g  
C6H10O8 100  g  
K2HPO4 500 g 
NaNH4HPO4.4H2O 175  g 
ปรับปริมาตรสุดทา้ยเป็น 1000 ml ดว้ย DI water และ autoclave 20 นาทีท่ี 121 °C. 

40% glucose 
C6H12O6 40  g 
ปรับปริมาตรสุดทา้ยเป็น 100 ml ดว้ย DI water และ autoclave 20 นาทีท่ี 121 °C. 

Minimal glucose agar plate 
Bacto agar 5.25  g 
VB salt 7  ml 
40% glucose 17.5  ml 
น า Bacto agar 5.25 g  เติม 350 ml ดว้ย DI water และ autoclave 20 นาทีท่ีอุณหภูมิ 121 

°C  แลว้ หลงั autoclave เติม 7 ml  sterile VB salts และ 17.5 ml sterile 40% สารละลาย glucose ผสมให้
เขา้กนั  เท agar medium ท่ีเตรียมไวใ้ส่  100 mm petri dishes 

Oxiod nutrient broth no.2 
Nutrient broth no.2  2.5  ml 

  ปรับปริมาตรสุดทา้ยเป็น 100 ml ดว้ย DI water  แบ่งสารละลายใส่หลอดละ 12 ml  
ก่อน autovlave 20 นาที ท่ีอุณหภูมิ 121 °C. 

0.1 M L-histidine HCl stock 
L-histidine HCl  2.096  g 
ปรับปริมาตรเป็น 100 ml ดว้ย DI water และ autovclave 20 min ท่ีอุณหภูมิ 121 °C 

   

http://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/search/#collection=compounds&query_type=mf&query=C6H10O8
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1 mM L-histidine HCl  
0.1 M L-histidine HCl 1  ml 
ปรับปริมาตรเป็น 100 ml ดว้ย DI water และ autovclave 20 min ท่ีอุณหภูมิ 121 °C 

1 mM biotin stock 
0.1 M L-histidine HCl 0.024  g 
ปรับปริมาตรเป็น 100 ml ดว้ย DI water และ autovclave 20 min ท่ีอุณหภูมิ 121 °C 

0.5 mM L-histidine HCl-0.5 mM biotin 
1 mM L-histidine HCl 100  ml 
1 mM biotin stock 100  ml 

Top agar 
Agar 0.6  g 
NaCl 0.5  g 
ปรับปริมาตรเป็น 100 ml ดว้ย DI water และ autovclave 20 นาทีท่ีอุณหภูมิ 121 °C  

หลงัจากนั้นเติม 0.5 mM L-histidine HCl-0.5 mM biotin และเขยา่จนเขา้กนั  
0.2 M NaH2PO4 

NaH2PO4.2H2O    14.2  g 
ปรับปริมาตรเป็น 500 ml ดว้ย DI water 

0.2 M Na2HPO4    
Na2HPO4.2H2O    13.8  g 
ปรับปริมาตรเป็น 500 ml ดว้ย DI water  

0.2 M NaPO4, pH 7.4 (Use: for S9 mutagenic assay) 
0.2 M NaH2PO4 60  ml 
0.2 M Na2HPO4    440  ml 
ผสมสารละลายทั้งสองใหเ้ขา้กนั ปรับ pH เป็น 7.4 ดว้ย 0.1 M NaH2PO4  หลงัจากนั้น  

autoclave  สารละลายเป็นเวลา 20 นาทีท่ีอุณหภูมิ  121 °C 
1 M KCl 

KCl             7.5  g 
ปรับปริมาตรเป็น 100 ml ดว้ย DI water และ autovclave 20 นาทีท่ีอุณหภูมิ 121 °C    
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NaPO4-KCl buffer 
0.5 M NaPO4, pH 7.4  100  ml 
1 M KCl 16.5  ml 
ปรับปริมาตรเป็น 330 ml ดว้ย DI water และ autoclave 20 นาทีท่ีอุณหภูมิ 121 °C 

MgCl2-KCl salts (Use: for S9 mutagenic assay) 
MgCl2.6H2O 61.5  g 
KCl    40.7  g 
ปรับปริมาตรเป็น 500 ml ดว้ย DI water และ autoclave 20 นาทีท่ีอุณหภูมิ 121 °C 

1 M glucose-6-phosphate (Use: for S9 mutagenic assay) 
Glucose-6-phosphate         2.82  g 
Distilled water 10  ml 

0.1 Nicotinamide adenine dinucleotide phosphate (NADP)  (Use: for S9 mutagenic 
       assay) 

NADP    0.383  g 
Distilled water 5  ml 

Co-factors for standard S-9 mix, total volume 50 ml (Use: to provide the NADH 
 regenerating system) 

S9 (4%)  2  ml  
MgCl2-KCl salts 1  ml 
1 M glucose-6-phosphate  0.25  ml 
0.1 NADP 2  ml 
0.2 M NaPO4, pH 7.4  25  ml 
Distilled water 19.75  ml 
(เตรียมสารละลายสดทุกคร้ังก่อนการทดลองและเก็บท่ี 4oC). 
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ภาคผนวก ข 

การเตรียมสารเคมีส าหรับการเลีย้งเซลล์ 

 
1. สารเคมีส าหรับการเลีย้งเซลล์ 

FBS/FCS (inactivated, Hyclone) 

ละลาย FBS ท่ีแช่แขง็ใน -20°C ดว้ยการน าไปแช่ใน breaker ท่ีเปิดน ้าไหลผา่น 

วางขวด serum ไวใ้น water bath ท่ีตั้งอุณหภูมิไว ้37°C  

สังเกตใหล้ะลายเป็นของเหลวจนเป็นเน้ือเดียวกนั 

Heat inactivate ท่ีอุณหภูมิ 56°C เป็นเวลา 20 นาที   

เขยา่เบา ๆโดยการหมุนเป็นวงกลมในน ้าทุก 5-10 นาที 

 Aliquot ใน 50 mL conical tube (เก็บไวท่ี้ -20°C) 

RPMI 1640 1X 

RPMI-1640 1X ดว้ย L-glutamine และ phenol red    1          ซอง 

NaHCO3        2           g 

ปรับปริมาตรดว้ย MQ water ไปท่ี 1000 mL 

ปรับ pH ไปท่ี 7.4 ตามดว้ยการกรอง และเก็บไวท่ี้ 4°C 

RPMI 1640 1X (complete media) 

FBS (inactivated, Hyclone)      20         mL 

HEPES buffer 1 M       3.75      mL 

Penicillin+Streptomycin  (100 X)     2           mL 

RPMI-1640 1X  ปรับปริมาตรสุดทา้ยเป็น    200       mL 

 (เก็บไวท่ี้ 4° C) 

PBS 10X 

KH2PO4        0.288        g 
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NaCl         18          g 

Na2HPO4.7H2O        1.5         g 

MQ.water        200       mL 

(Autoclave ท่ี 121°C, 15 นาที, และเก็บไวท่ี้ 4°C) 

PBS 1X 

PBS 10X        20         mL 

MQ.water        180       mL 

(เก็บไวท่ี้ 4°C) 

Hepes buffer (1M) 

Hepes         23.83     g 

MQ.water        100        mL 

(เก็บไวท่ี้ 4°C) 

Penicillin/Streptomycin (100X) 

Penicillin        0.6          g 

Streptomycin        1.34        g 

PBS 1X        100        mL 

(Aliquot และเก็บไวท่ี้ -20°C) 

Trysin/EDTA 

Trysin         0.25        g 

EDTA         0.04        g 

PBS 1X        100        mL 

(Aliquot และเก็บไวท่ี้ -20°C) 
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ภาคผนวก ค 
 

กราฟมาตรฐานของการหาสารพฤกษเคมแีละ 

ฤทธ์ิต้านอนุมูลอสิระของสารสกดัหยาบว่านขนัหมาก 

 
 

1. กราฟมาตรฐานของ gallic acid ในการวเิคราะห์หา total phenolic content 
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2. กราฟมาตรฐานของ catechin ในการวเิคราะห์ปริมาณ total flavonoids 
 

 

 
 
 

3. กราฟมาตรฐานของ catechin ในการวเิคราะห์ปริมาณ total proanthocyanidin 
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4. กราฟมาตรฐานของ catechin ใน DPPH Assay 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 
5. กราฟมาตรฐานของ Ascorbic acid ใน FRAP assay 
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6. กราฟมาตรฐานของ NaNO2 ใน Nitrite assay 

 

 

 

 

 

กราฟมาตรฐานการหาปริมาณโปรตีน 

 

 

7. กราฟมาตรฐานการหาปริมาณโปรตีน 
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PHYTOCHEMICALS AND ANTIOXIDANT 

PROPERTIES OF WAN KHAN MAK (Aglaonema 

simplex BL.) FRUIT EXTRACT 

Ratana Kiatsongchai1 and Benjamart Chitsomboon2* 
Received: July 06, 2018; Revised: January 06, 2019; Accepted: January 10, 2019 

Abstract 

Aglaonema simplex Bl. (also called wan khan mak (WKM) in Thai) , a plant in the family 

Araceae, has long been claimed in Thai traditional medicine to possess several ethno-

pharmacologic properties.  Nevertheless, research into its claimed biological activities has 

never been explored.  The present study aimed to investigate the proximate composition, 

the phytochemicals, and the chemical and intracellular antioxidant activities of 95% 

ethanol crude extract of the dried fruits of WKM.  The results showed that the yield of 

WKM crude extract was 12.65% of the dry weight, and the contents of total phenolics and 

flavonoids in the extract contributed to the antioxidant capacities as demonstrated by 

DPPH and FRAP assays.  The WKM extract could also effectively attenuate intracellular 

reactive oxygen species (ROS) generation in tBuOOH-induced oxidative stress in 

macrophage RAW264.7 cells, as monitored by using a DCFH-DA fluorescent probe. 

Overall, the present data suggest that WKM could be a potential source of natural 

antioxidants and merits further investigation for its possible roles in prevention and/or 

alleviation of ROS-mediated diseases. 

 

Keywords:  Aglaonema simplex Bl., phytochemicals composition, DPPH assay, FRAP 

 assay, DCFH-DA, RAW264.7 cells 
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Introduction 

Despite a bloom in research of Thai herbs in 

recent years, there is little research into Wan, 

the general name for sedges or orchids, 

compared with other herbs.  Traditional Thai 

medicine textbooks have mentioned that most, 

if not all, of Wan are herbs which possess many 

medicinal and superstitious effects, including 

relief from the poisonous stings of insects and 

a disease cure, drug detoxification, general 

healing, warding off snakes, protecting against 

enemies, scaring away the devil, and for use in 

amulets for good luck in commerce (Sanyasee, 

2018). Wan has been categorized into 34 families, 

512 genera, and over 1,700 species.  There are 

many interesting species of Wan and 1 of those 

is Aglaonema simplex or wan khan mak (WKM) 

(Figure 1) .  Thai-traditional medicine has cited 

WKM as a miracle plant that possesses many 

ethno- medical properties such as anti- aging, 

firming the skin, strengthening teeth, grey hair 

prevention, and as an energy booster 

(Sanyasee, 2018). 

At present, most people have not well 

realized the pharmacological values of WKM. 

It has been planted only for decoration or as 

plant for amulets to dispel bad luck, or attract 

good luck and fortune.  So far, the study of 

WKM’ s pharmacological properties is still 

very limited. Panyaphu et al. (2011) surveyed 

168 species of medicinal plants and reported 

that a poultice prepared from WKM leaves and  

 

 
stems, among other preparations of medicinal 

plants, has anti- pain and anti- inflammation 

values in primary healthcare of postpartum 

women. Chee et al. (2005) found 5 pheophorbide-

related compounds from the leaves and stems 

of WKM.  All of them showed moderate to 

strong phytotoxicity towards several human 

cancer cell lines (HL 60, HSC-2, and HSC-3). 

To the best of our knowledge, the therapeutic 

properties and toxicity of the WKM fruits have 

never been reported.  Although there is still no 

scientific information to support the biological 

activities of WKM fruit, people have recently 

become increasingly aware of its therapeutic 

values. Those who have consumed WKM fruit 

have claimed that it promoted good health, 

refreshed feelings, relieved an aching body, 

energized the body and produced a juvenile 

skin complexion.  Nowadays, WKM fruits are 

being sold expensively on several websites 

ranging from 800- 1,000 baht per kilogram. 

Part of the reason for the price might be that 

the plant is rarely found, and it might not bear 

fruit every year if grown under inappropriate 

weather or conditions (Sangneam, 2018). 

At present, WKM is a plant that has  

been selected as an affiliate in the Plant 

Conservation Project under the Royal Initiation of 

Her Royal Highness Princess Maha Chari 

Sirindhon (RSPG) (Soontornyatara et al., 2017). 

The objective of the project is to collect the 

genetic analysis and information on the 

pharmacological activities and bioactive 

compounds of traditional medicinal plants in 

Thailand. Although WKM has gained a reputation 

for its therapeutic values and is 1 of the 

selected plants under the RSPG project, there 

is still no research or any scientific evidence to 

support the claims for WKM’s ethno-medical 

properties. 

This research aimed to explore the 

chemical and phytochemical constituents of 

the ethanolic fruit extract of WKM and to 

investigate the antioxidant activities of the 

extract by using 3 different methods, namely 

the DPPH, FRAP, and DCFH-DA assays. This 

study only focuses on the WKM fruit as it is 

the part used in Thai traditional medicine and 

 

 
Figure 1. Fruits of Wan Khan Mak 
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is claimed to possess the most biological 

activity in the whole plant. 

Materials and Methods 

Chemicals and Reagents 

The 2,2-Diphenyl-1-picryl-hydrazyl (DPPH), 

2’,7’-dichlorofluorescin-diacetate (DCFH-DA), 

and tert-butyl hydroperoxide (t-BuOOH) used 

in our research were from Sigma-Aldrich (St. 

Louis, MO, USA). Fetal bovine serum (FBS), 

RPMI medium 1640, MEM medium, and 

Hank’ s balanced salt solution (HBSS)  were 

from Gibco Invitrogen (Grand Island, NY, 

USA).  

 

Cell Lines 

The mouse macrophage cell line 

(RAW264.7) gamma NO(-) (ATCC, CRL-2278) 

was used for the cellular antioxidant activity 

assay. RAW264.7 cells were cultured at 37C, 

5% CO2 in humidified air and maintained in 

RPMI 1640 supplemented with 10%  heat-

inactivated FBS, 10 mM HEPES, 100 U/mL 

penicillin, and 100 µg/mL streptomycin. 

Exponentially growing cells were used for the 

experiments when they reached approximately 

80% confluence. 

 

Plant Materials 

The whole ripe fruits of WKM were 

harvested during December to January, the peak 

season of ripening, from Amphur Pakthongchai, 

Nakhon Ratchasima province, Thailand.  The 

plant was identified and authenticated by the 

Forest Herbarium, Royal Forest Department, 

Bangkok, Thailand. A voucher specimen 

(BKF 186333) was deposited at the Forest 

Herbarium, Royal Forest Department, Bangkok, 

Thailand. 

 

Plant Extract Preparation 

The fruits of WKM were dried at 40C in 

a hot-air oven (Memmert GmbH & Co.  KG, 

Schwabach, Germany), ground into powder, 

and then extracted by maceration in 95% 

ethanol for 48 h at room temperature, the 

condition providing the maximum yield from 

the preliminary study. After centrifugation,  

the extract was concentrated by a rotary 

evaporator (Buchi Labortechnik AG, Flawil, 

Switzerland) and dried by lyophilization (Freeze-

Zone 12 plus, Labconco Corporation, Kansas 

City, MO, USA). Finally, the dried fruit extract 

was kept at -80C. 

 

Determination of Chemical Constituents 

The chemical constituents of the dried 

fruits of WKM, including moisture, crude 

proteins, fats, ash, and fibers were determined 

according to the standard methods of the 

AOAC (1997). The moisture and ash were 

determined using the weight difference 

method and the fiber content was estimated 

from the loss in weight of the crucible and its 

contents on ignition. The Kjeldahl method and 

Soxhlet extraction method were used for 

determination of the crude proteins and crude 

fat, respectively. 

 

Determination of Phytochemical Compounds 

Phytochemical screening was performed 

by determination of the total contents of the 

phenolics, flavonoids, and proanthrocyanidin 

as they are the 3 most common groups of 

constituents providing natural antioxidant 

sources in plants (Lee et al., 2004). Polyphenols, 

especially flavonoids, are highly effective 

scavengers of singlet oxygen and various free 

radicals and are reported to have several 

beneficial effects on human health (Baba and 

Malik, 2015, Montoro et al., 2005). Proantho-

cyanidinins, a broad class of polyphenolic 

compounds polymerized by flavan-3-ol or 

flavan- 3,4- diol (Jing et al., 2015), are well 

recognized as the most effective antioxidants 

against free radicals (Lin and Zhang, 2002; 

Spranger et al. , 20080 and also have various 

strong biological effects (Jing et al., 2015; 

Cadiz-Gurrea et al., 2017). 

 

Total Phenolic Content  

The total phenolic content in the extracts 

was determined in triplicate using Folin-

Ciocalteu reagent (Singleton and Rossi, 1965). 

Briefly, the extract or gallic acid (100 µL) and 

2% sodium carbonate ( 2 mL)  were added in  

a test tube.  After 2 min, the Folin-Ciocalteu 

reagent (100 µL) was added, vortexed immediately, 
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and then allowed to stand at room temperature 

for 30 min. The absorbance of the extracts was 

measured spectrophotometrically at 750 nm. 

Gallic acid was used to prepare the standard 

curve.  The concentration of the phenolic 

compounds of the extracts was expressed as 

milligrams of gallic acid equivalent (GAE) per 

gram of dry extract. 

 

Total Flavonoids Content  
The total flavonoid content in the crude 

extracts was measured in triplicate using the 

aluminum chloride colorimetric method (Liu 

et al., 2002). The extract or catechin (250 µL), 

DI water (1.25 mL), and 5% sodium nitrite (75 

µL)  were mixed together in a glass test tube. 

After 6 min, 10% aluminum chloride (150 µL) 

was added and the mixture was allowed to 

stand at room temperature for 5 min.  Finally 

1M sodium hydroxide (500 µL) was mixed with 

the solution.  The absorbance of the extracts 

was measured spectrophotometrically at 510 

nm.  The flavonoid content of the extracts was 

expressed as milligrams of catechin equivalent 

(CE) per gram of dry extract. 

 

Proanthocyanidins Content  

A modified vanillin assay (Sun et al. , 

1998)  was adopted for quantification of the 

total proanthocyanidins content of the ethanolic 

plant extract in triplicate. An aliquot of 125 µL 

of extract or catechin was added to a solution 

of 4%  vanillin- methanol (750 µL)  and 4% 

HCl-methanol (375 µL)  in a glass test tube. 

The red coloration was read spectrophoto-

metrically at 500 nm and catechin was used as 

the reference standard. 

 

Determination of Antioxidant Properties 

DPPH Assay 

The antioxidant activity of the extracts 

was measured with respect to the hydrogen 

donating capability or radical scavenging activity 

towards the stable radical 2,2-diphenyl- 

1-picrylhydrazyl (DPPH). The various 

concentrations of the extracts (0.2 mL)  in 

ethanol were pipetted into a glass test tube and 

an ethanol solution of DPPH (3 mL) was added 

to each tube.  The tube was shaken gently and 

left to stand in the dark at room temperature for 

30 min.  The absorption was measured at 517 

nm by a spectrophotometer (Katsube et al. , 

2004) .  The lower absorbance of the reaction 

mixture indicated higher free-radical scavenging 

activity. Inhibition of the free-radical DPPH in 

percentage was calculated as the following 

equation: 

 

Percent Inhibition =    
(A blank - A sample)

A blank

  100 (1) 

 
where A blank is the absorbance of the control 

reaction (containing all reagents except the test 

compound) and A sample is the absorbance of the 

reaction with the test compound.  Trolox was 

used as a standard reference. The IC50 value, 

the concentration of the sample required for 

50% scavenging of the DPPH free radical, was 

determined from the curve of percent scavenging 

plotted against the concentration. Each 

determination was carried out in quadruplicate. 

 

FRAP Assay 

The total antioxidant potential of the 

extract was determined using a ferric reducing 

ability of plasma (FRAP) assay (Benzie and 

Strain, 1996). The freshly prepared FRAP 

reagent contained 10 mM 2,4,6-tris(2-pyridyl) - 

1,3,5- triazine (TPTZ) in 40 mM HCl plus 20 

mM ferric chloride (FeCl3•6H2O)  and 0.3 M 

acetate buffer; pH 3.6 at the ratio of 1:1:10, 

respectively. Then various concentrations of 

the extracts (0.1 mL) were mixed with the 

FRAP reagent (3 mL). The absorbance was 

measured at 593 nm after standing for 30 min. 

The standard curve was prepared using 

different concentrations of the ascorbic acid 

standard solution. All determinations were 

performed in triplicate. 

 

Dose Range-Finding Studies 

The in vitro cytotoxicity of WKM on 

RAW264.7 was conducted in order to find the 

optimum dose-range for subsequent studies. 

Cells were incubated in the absence or presence 

of various concentrations of the WKM extract 

for 24 h.  Cell viability was determined by  

the MTT (3-(4, 5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-

diphenyltetrazolium bromide) and trypan blue 

exclusion methods. 
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One hundred µL of RAW264.7 cells were 

seeded in a 96-well plate at the concentration 

of 1105 cells/well and were incubated at 37C, 

5%  CO2 overnight.  The WKM extract was 

dissolved in DMSO to make a stock solution 

and diluted to various concentrations in media 

from 0.125 to 0.5 mg/mL (the final concentration 

of DMSO was 0.1%). After overnight incubation, 

the media were removed from the culture and 

were replaced with the extract or the vehicle 

control and further incubated for 24 h.  Cell 

viability was determined with the MTT assay 

and trypan blue exclusion method. 

 

MTT Method 

After incubation with the WKM extract 

(0.125-0.5 mg/mL)  for 24 h, the supernatant 

was removed.  One hundred µL of 0.5 mg/mL 

MTT in PBS was added to each well, and cells 

were further incubated for another 4 h.  The 

media were removed and formazan product 

was dissolved with 100 µL DMSO.  The 

inhibition of cell growth induced by the WKM 

extract was determined using the optical 

density (OD) at 540 nm by a microplate reader. 

The percentage of cell viability was 

calculated according to the following equation: 

 
Percentage of the viable cell = 

Average OD of test group

Average OD of control group
  100

 (2) 

 
Trypan Blue Exclusion Method 

After incubation of the WKM extract for 

24 h, the supernatant was removed, the cells in 

each well were trypsinized by adding 20 µL of 

0.25% trypsinEDTA in PBS and then incubated 

at 37C for 10 min.  Then, the trypsin activity 

was neutralized by adding 100 µL media plus 

10% FBS. The plate was placed on ice, 50 µL 

of cell suspension was pipetted into a micro 

centrifuge tube, and an equal volume of 0.4% 

(w/v) trypan blue was added and mixed 

thoroughly. A small amount of this mixer was 

loaded into a chamber of the haemocytometer. 

Then the viable ( bright light)  cells and dead 

(stained blue) cells were counted immediately 

under a light microscope at low magnification. 

The percent viable cells were calculated 

according to the following equation: 

 

% Viable cells = 
Total viable cells per ml

Total cells per ml
  100 (3) 

 

Cellular Antioxidant Activity Assay 

Intracellular antioxidant activity was 

evaluated using the DCFH-DA assay as 

described by Dufour et al. (2007). Briefly, 

RAW264.7 cells were plated in 96-well black 

clear- bottom plates at 1106 cells/mL and 

incubated for 24 h at 37C and 5% CO2. Cells 

were incubated either with various 

concentrations of the WKM extract (0.125, 

0.25 and 0.5 mg/mL) , or 10 µM quercetin. 

After 24 h, the cells were washed with Hank’s 

balance salt solution (HBSS) and incubated for 

30 min with HBSS containing 20 µM DCFH-

DA. Cells were then washed again with HBSS 

3 times and treated with 500 µM tert-

butylhydroperoxide (t-BuOOH) in HBSS. 

Fluorescence was measured every 30 min and 

was followed for 3 h on the automated Gemini 

EM fluorescence microplate reader (Molecular 

Devices, San Jose, CA, USA) using an excitation 

wavelength of 485 nm and an emission 

wavelength of 530 nm. 

 

Statistical Analysis 

Homogeneous data were evaluated by 

using a 1-way analysis of variance (ANOVA), 

and differences between treatment groups and 

the vehicle control group were compared by 

using Tukey’s HSD test.  Non-homogenous 

data was evaluated by using a non-parametric 

analysis of variance.  Significant differences 

were compared between the experimental 

groups and the vehicle control group.  P0.05 

was considered as statistically significant. 

Results and Discussion 

Proximate Composition of WKM 

Proximate analysis of the dried ground 

fruits of the WKM demonstrated that crude 

protein was the main constituent (71.442.25%) 

of the plant, followed by moisture (11.961.39%), 

available carbohydrate (10.881.17%), crude 

ash (4.720.12%), crude fiber (0.110.002%), 

and finally, crude fat (0.90.08%) (Table 1). 
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The yield of the WKM crude extract was 

12.65% of the dry weight.  

 

Phytochemicals Composition of WKM 

The total phenolic content of the WKM 

was analyzed by fitting the calibration curve of 

gallic acid (R2 =  0.997)  and expressed as mg 

gallic acid equivalent per gram of dry extract 

(mg GAE/g dry extract). The contents of the 

total flavonoids and proanthocyanidins were 

analyzed by fitting the calibration curve of 

catechin (R2 = 0.985 and 0.951, respectively) 

and were expressed as mg catechin equivalent 

per gram of dry extract (mg CE/g dry extract). 

The results in Table 2 showed that the total 

phenolic content of the extract was 56.750.37 

mg GAE/g dry extract, while the total flavonoid 

and proanthocyanidin contents were 5.030.03 

CE/g dry extract and 7.020.12 mg CE/g dry 

extract, respectively. The phenolic content of 

the ethanolic extract of the WKM fruit is high 

in comparison with other fruits. The total phenolic 

content of goji berries (aqueous extract) was 

14.130.40 mg GAE/g dry extract (Benchennouf 

et al. , 20170, the ethanolic extracts of turkey 

berries (fruits of Solanum torvum) was 16.15 

0.23 mg GAE/g dry extract (Abdulkadir et al., 

2016) , and of Carissa carandas was 17. 10 

0.27 mg GAE/g dry extract (Mishra et al., 

2017). Concordantly, the total flavonoid content 

of the tested WKM was also higher than  

C. carandas.  The flavonoid content of C. 

carandas was 2.690.09 mg CE/g dry fruits 

which was almost 2 times less than the WKM. 

The proanthocyanidin content of the WKM 

was also higher than red and black rice grains 

which were found in the range of 0.580.04 

mg CE/g to 2.550.14 mg CE/g. 

 
Antioxidant Properties of Extract from 

WKM 

Several methods have been developed 

and used to measure the total antioxidant activity 

of natural medicinal plants in vitro. Due to the 

complex composition of phytochemicals and 

oxidative process, the antioxidant capacity  

of medicinal plant extracts should not be 

investigated by using only 1 method (Bohm  

et al., 1998). The use of at least 2 methods should 

be employed in order to evaluate the total 

antioxidant activity. Therefore, the present 

study investigates the antioxidant activities of 

the WKM extract by using both the DPPH and 

FRAP assays. Though the DPPH and FRAP 

assays are based on a single electron transfer 

reaction (Bunea et al., 2011), their characteristics, 

sensitivities, mechanisms of the reaction, and 

endpoints are totally different. The DPPH 

Table 1. Proximate composition of dried ground fruits of Wan Khan Mak 

 

Proximate composition WKM extract (%) 

Moisture 11.961.390 

Crude protein 71.44 2.250 

Crude fat 0.90.080 

Ash 4.720.120 

Crude fiber 0.110.002 

NFE 10.881.170 

NFE = available carbohydrate. Data were mean  SD., n = 3. 

 

 

Table 2.  Total phenolics, total flavonoids and proanthocyanidins contents of Wan Khan Mak fruit 

 extract 

 

Phytochemical component WKM extract 

Total phenolics (mg GAE/g dry extract) 56.750.37 

Total flavonoids (mg CE/g dry extract) 5.030.03 

Proanthocyanidins (mg CE/g dry extract) 7.020.12 

Data were mean  SD., n = 3. 

128



 

 

107 Suranaree J. Sci. Technol. Vol. 26 No. 1; January - March 2019 

assay, 1 of the most frequently used methods 

to evaluate antioxidant activity, was employed 

to determine the ability of the samples to 

scavenge DPPH radicals, whereas the FRAP 

assay evaluates the antioxidant power of a 

sample by measuring its ferric reducing 

capability. The FRAP assays also evaluate the 

chain-breaking antioxidant potential (Ghiselli 

et al. , 1995; Benzie and Strain, 1996). The 

secondary metabolites in plants, vitamin C, 

Trolox, catechin, and quercetin were used as 

positive antioxidant controls in the present 

study as they are the most frequently used 

antioxidant standards for food samples. 

The IC50 values of the WKM extract in 

comparison with other commonly used 

antioxidants in the DPPH assay are shown in 

Table 3.  The IC50 of the WKM extract was 

399.7715.33 μg/mL, whereas the IC50 of the 

antioxidant controls, quercetin, catechin, and 

Trolox were 2.0020.022, 2.1440.010, and 

4.4620.015 µg/mL, respectively.  The result 

clearly showed that although the WKM 

possessed the capability to scavenge DPPH 

radicals, the extract was about 100-200 fold 

less efficient than quercetin, catechin, and 

Trolox.  Notably, the scavenging ability of 

quercetin and catechin were comparable and 

were higher than Trolox. 

In the FRAP assay, the antioxidant 

potential of the WKM extract was estimated 

from its ability to reduce TPTZ-Fe (III) 

complex to TPTZ-Fe (II)  complex at low pH 

causing the formation of a colored ferrous-

tripyridyltriazine complex (Gordon, 1990). The 

reducing properties are related to the ability of 

the compounds present in the extract to donate 

a hydrogen atom resulting in breaking the free 

radical chain (Rice-Evans et al., 1997; Irshad 

et al., 2012). The reducing antioxidant power 

of the WKM extract in the FRAP assay was 

expressed as µg of ascorbic acid equivalent 

antioxidant capacity (AEAC) per gram dry 

weight of the extract and is shown in Table 2. 

The ferric reducing ability power or the FRAP 

value of the WKM extract was 44.070.51 µg 

AEAC /g dry wt. 

It is well established that the major 

components of plant extracts that act as 

antioxidants are phytochemicals such as 

phenolic compounds, flavonoids, and 

proanthocyanidin.  Saeed et al.  ( 2012)  found  

a correlation between the total phenolic and 

flavonoid contents in Torilis leptophylla with 

free radical scavenging capability. de Oliveira 

et al. (2012) reported a strong correlation 

between the total phenolic content and 

antioxidant activity of the crude extracts of 

Sidastrum micranthum and Wissadula 

periplocifolia.  Irshad et al. (2012)  also 

demonstrated that the antioxidant activity  

of Cassia fistula extracts was directly 

proportional to the contents of the phenolics 

and flavonoids. Jing et al. (2015) showed that 

the antioxidant activity and the scavenging 

capacity of hydroxyl radicals and DPPH● were 

increased in a concentration-dependent manner 

of proanthocyanidin in the extract of Kunlun 

Chrysanthemum flowers.  The present study 

showed that phenolics, flavonoids, and 

proanthocyanidin were present in the WKM 

extracts when assessed with the Folin-

Ciocalteu, aluminum trichloride, and vanillin 

methods, respectively. The WKM extracts also 

exhibited antioxidant activities when evaluated 

with the DPPH and FRAP assays. Notably, the 

Table 3.  DPPH free radical scavenging activity and ferric reducing ability power (FRAP) values of 

 WKM extracts 

 

Sample 

Antioxidant Capacity 

IC50 (DPPH) 

(μg/mL) 

FRAP value 

(µg AEAC /g dry wt.) 

WKM extract 399.77  15.33 44.07  0.51 

Quercetin 2.002  0.022 - 

Catechin 2.144  0.010 - 

Trolox 4.462  0.015 - 

Data were mean  SD., n = 3. 
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higher contents of phenolics and flavonoids in 

the WKM extracts also exhibited a higher 

antioxidant capacity in comparison with ethanolic 

mangosteen (Garcinia mangostana L.) hull 

extracts (Manasathien, 2017).  

Therefore, the presence of phenolics, 

flavonoids, and proanthocyanidin in the WKM 

extracts could be associated to the scavenging 

activity of the DPPH radical and the ferric 

reducing power displayed in the FRAP assay. 

Dose Range-Finding Studies 

Prior to performing the cellular 

antioxidant study, a range finding test was 

performed to find the optimum concentration 

range of the WKM extract that was not 

cytotoxic towards RAW263.7. After the 

RAW264.7 cells were incubated with the VH 

control, various concentrations of the WKM 

extract (0.5, 0.25, and 0.125 mg/mL), or 10 µM 

quercetin for 24 h, the cell viability was 

determined by the MTT assay and trypan blue 

exclusion method.  The result in Figure 2 

suggested that the WKM extract at 0.125-0.5 

mg/mL had no cytotoxicity towards the 

RAW264. 7 cells, either determined by the 

MTT assay (Figure 2(a)) or trypan blue exclusion 

method (Figure 2(b)). No significant difference 

in cell viability was observed in the WKM 

exposed cultures when compared to the vehicle 

control group.  The antioxidant positive control, 

10 µM quercetin, was also not cytotoxic.  The 

cell viability of all groups was comparable and 

was more than 90%. 

Although cell death is 1 of the most 

common consequences of the toxicity, some 

chemicals can exhibit a toxic effect by 

alteration of cellular metabolic activity without 

necessarily causing cell death.  This aspect is 

called “cell vitality” (the physiological capabilities 

of cells) which represents a different aspect of 

cell functions from cell viability (the percentage 

of live cells in a whole population)  ( Kwolek-

Mirek and Zadrag-Tecza, 2014). The MTT 

assay is based on the evaluation of the cell 

mitochondrial enzyme succinate hydrogenase 

activity in metabolizing MTT and hence the 

measurement of cell vitality rather than cell 

viability. Nevertheless, MTT is widely used for 

indirect determination of cell viability (Wang  

et al. , 2010). However, Maioli et al. (2009) 

reported that certain drugs and/or compounds 

could cause alterations in mitochondrial 

activity in the MTT assay.  Acutally, in the 

MTT assay, the cellular metabolic activity 

could be changed and variation of the results 

could be obtained by different conditions or 

chemical treatments including pH, green tea 

polyphenol (Plumb et al., 1989; Hsu et al., 

2003), and color interference from media or 

samples. In the present study, the color 

interference from the sample and/or media in 

the MTT assay was minimized by subtracting 

the sample with a blank sample (extract plus 

media without cells). In addition, the MTT was 

prepared in colorless PBS, and the color 

interference from the extract was minimized 

by washing the WKM-incubated cells before 

the MTT addition. 

Trypan blue exclusion is a conventional 

method for determination of cell viability. The 

method is based on the assumption that cell 

damage normally leads to cell death. At 

physiological pH, trypan blue dye is ionic and 

is excluded by the intact membrane of live 

 

 

Figure 2.  Cytotoxic effect of WKM extract and 

 quercetin on cell viability of RAW264.7 

 cells as determined by MTT (A) and 

 trypan blue exclusion (B) 
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cells.  Only dead or damage cells with an 

alteration in cell membrane integrity and 

permeability will allow the dye to go through 

and stain the nucleus and/ or cytoplasm. 

Therefore, only dead or damaged cells are 

stained blue (Strober, 2015). 

In the present study, the determination of 

WKM toxicity towards RAW264.7 using both 

the cell viability and cell vitality approaches 

clearly indicated that the WKM extract at 

0.125-0.5 mg/mL was not toxic to the RAW264.7 

cells. 

Cellular Antioxidant Activity  

Though both DPPH and FRAP are 

frequently used assays for antioxidant 

evaluation, they have some drawbacks for the 

measurement.  In the DPPH assay, there is 

always a problem of color interference from 

other constituents in the crude extract, at the 

same wavelength of 515 nm.  In addition, the 

DPPH radical is absent in living organisms. 

The drawbacks of the FRAP method are that 

the compounds with low redox potential 

(lower than 0.77) still can reduce the Fe+ 3 

although they do not behave as antioxidants  

in vivo, some interfering compounds may 

absorb at the same wavelength, and the assay 

is also performed at a non-physiological pH 

(Pérez- Jiménez et al. , 2008). Therefore, the 

antioxidant activity of the WKM extract was 

also evaluated by the cell-based assay, using 

DCF-DA as the intracellular fluorescent probe. 

Cellular antioxidant activity assay is 

based on the ability of compounds to suppress 

the formation of DCF following t- BuOOH-

mediated overoxidation of DCFH in the 

RAW264.7 cells. The increment of DCF 

fluorescence emission following reactive 

oxygen species (ROS)-mediated oxidation of 

DCFH was gradually increased after 30 min 

and reached a maximum level at about 3 h. 

Hence, the percentage of DCF scavenging by 

the WKM extract shown in Figure 3 was 

determined at 3 h.  Preliminary study showed 

that after the 3 h period of t-BuOOH 

stimulation, the DCF fluorescent intensity 

gradually decreased (data not shown). The 

result clearly suggested that the WKM extract 

could significantly scavenge intracellular ROS 

induction in a dose-dependent manner.  When 

compared to the vehicle control, the WKM 

extract at the concentrations of 0.125, 0.25, 

and 0.5 mg/mL inhibited ROS production in  

t-BuOOH-induced RAW264.7 cells by 21.24 

0.88%, 40.640.86%, and 64.311.59%, 

respectively, whereas the inhibition of 10 µM 

quercetin, the antioxidant positive control, was 

47.840.50%.  Notably, the decrease of DCF 

formation was more pronounced in the highest 

concentration of the WKM (0.5 mg/mL)  than 

the antioxidant positive control quercetin (10 

μM). 

Therefore, in addition to its extracellular 

antioxidant capacity, WKM also possessed  

a strong intracellular antioxidant activity in 

scavenging ROS and decreasing the oxidation 

of DCFH.  Similarly, the crude water and 

ethanol extracts of various plants’  leaves and 

fruits containing phenolic compounds had 

been shown previously to act as antioxidants in 

the cell-based assay using a DCFH-DA probe 

(Aiyegoro and Okoh, 2009; Shi et al., 2011; 

Shukla et al., 2012; Serra et al., 2011). In 

addition, polyphenols are known to support 

bioactive activities in medicinal plants (Bunea 

et al. , 2011; Manasathien, 2017). Therefore, the 

antioxidant activity of WKM might be attributed 

to the presence of phenolics and flavonoids in 

the ethanol crude extract. Interestingly, although 

 

 

Figure 3. The percentage inhibition of DCF-

 fluorescence by WKM extract and 

 quercetin in the DCFH-DA assay at  

 3 h. Q = 10µM quercetin, WKM = 

 Wan Khan Mak extract 0.125, 0.25 

 and 0.5 mg/mL. Means values with 

 different letters are significantly 

 different (p<0.05, one-way analysis of 

 variance) 
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WKM displayed lower DPPH radical scavenging 

activity than the antioxidant positive controls, 

quercetin, catechin, and Trolox (Table 2), the 

extract at 0.5 mg/mL could exhibit a higher 

potential to reduce ROS-induced oxidative stress 

in RAW264.7 cells than 10 µM quercetin 

(Figure 3). This could be explained by 

differences in the modes of antioxidant action 

in both assays. The DPPH method is based on 

the scavenging activity of stable DPPH nitrogen 

radicals in the presence of antioxidants (Huang 

et al., 2005). In a DCFH-DA assay, DCFH-DA 

readily diffuses through the cell membrane and 

is enzymatically hydrolyzed by intracellular 

esterases to form non-fluorescent DCFH, which 

is then rapidly oxidized to form highly 

fluorescent dichlorofluoroscein (DCF)  in the 

presence of ROS. The DCF fluorescence 

intensity is proportional to the amount of ROS 

formed intracellularly (Yen et al., 2003). 

Therefore, the observed antioxidant potential 

of the WKM extract in the DPPH and DCFH-

DA assays could be mediated by a different 

mechanism and/or different antioxidant 

constituents in the extract. In fact, many 

important classes of antioxidants including 

flavonoids, 1 of the main chemical constituents 

in the WKM extract, contain a huge number of 

natural antioxidant compounds with a diversity 

of their modes of action (Kumar and Pandey, 

2013). Depending on what specific phytochemical 

constituents present in the extract are providing 

the antioxidant activity, their discrete chemical 

structures, positions, numbers, and types of 

substitutions of features can influence their 

redox properties and hence their antioxidant 

potentials. The structure of antioxidant activity 

relationships of flavonoids have been studied; 

for example, multiple hydroxyl groups of the 

flavan nucleus of the flavonoid favor 

antioxidant and chelating activity, the methoxy 

group has unfavorable steric effects and an 

increase of lipophilicity, a double bond and 

carbonyl group in the herterocycle of the 

nuclear structure offer a more stable radical 

and hence increase the activity (Heim et al., 

2002). Phenolics may have hydroxyl or 

methoxyl groups; while flavones possess 

hydroxyl, keto, and free carboxylic groups and 

flavonoids have a flavan nucleus with different 

types of substitutions.  Typically, all of these 

compounds can provide different reducing 

properties.  From the foregoing discussions, it 

is clear that not a single method can give a 

comprehensive prediction of antioxidant 

efficacy.  Therefore, more than 1 method is 

recommended and there should be greater 

caution in extrapolating the extracellular data 

to intracellular-based assay (Aruoma, 2003). 

Conclusions 

Overall, the present results reveal that the 

WKM extract has no cytotoxicity towards 

RAW264.7 at the concentration range of 0.125- 

0.500 mg/ml and has potential antioxidant 

activities. However, further investigation in  

a long term toxicity study and more biological 

activities of the WKM extract are still required. 
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