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บทคดัย่อ 

ใบหนาด (Blumea balsamifera (L.) DC) ในทางการแพทยแ์ผนไทยใช้เป็นพืชสมุนไพรในการรักษาโรค

ผวิหนงั กลาก เกล้ือน โรคเหน็บชา โรคไขขอ้ และอาการปวดเอว ซ่ึงในงานวจิยัใบหนาดถูกนาํมาศึกษาฤทธ์ิตา้นอนุมูล

อิสระและตา้นการอกัเสบเพ่ือสนับสนุนการใชด้งักล่าว โดยศึกษาฤทธ์ิตา้นอนุมูลอิสระและตา้นการอกัเสบของสาร

สกดัและสารบริสุทธ์ิท่ีแยกไดจ้ากใบหนาด จากการตา้นอนุมูลอิสระ DPPH (2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl) และการ

ยบัย ั้ง nitric oxide (NO) จากการศึกษาพบวา่ส่วนสกดั ethyl acetate ของใบหนาดมีฤทธ์ิตา้นอนุมูลอิสระและตา้นการ

อกัเสบท่ีดีโดยมีค่า IC50เท่ากบั 5.6 และ 21.6 µg/ml ตามลาํดบั เม่ือแยกสารจากส่วนสกดั ethyl acetate ไดส้ารบริสุทธ์ิ

กลุ่มฟลาโวนอยด์ 5 สาร ได้แก่ ombuin (1), dihydroquercetin-4´-methylether (2), rhamnetin (3), luteolin (4) และ 

5,7,3´,5´-tetrahydroxyflavanone (5) โดยพบว่าสาร 4 ท่ีแยกไดมี้ฤทธ์ิตา้นการอกัเสบท่ีดีท่ีสุด (IC50 = 10.74 µM) ตาม

ดว้ยสาร 3 (IC50=13.59 µM), 5 (IC50= 34.99 µM), 1 (IC50= 44.32 µM) และ 2 (IC50=48.09 µM) ตามลาํดบั จากขอ้มูล

การศึกษาช้ีให้เห็นวา่ส่วนสกดั ethyl acetate และสารบริสุทธ์ิกลุ่มฟลาโวนอยดท่ี์แยกไดจ้ากใบหนาดมีคุณสมบติัตา้น

การอกัเสบโดยยบัย ั้ง NO และอนุมูลอิสระ  

 

คาํสําคญั:ใบหนาด ฤทธ์ิต้านการอักเสบ ฤทธ์ิต้านอนุมลูอิสระ ฟลาโวนอยด์ 
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Abstract 

The leaves of Blumea balsamifera (L.) DC that have been traditionally used for treatment of inflammatory 

related diseases were carried out to investigate for antioxidant and anti-inflammatory activities in order to support 

the traditional use.   The inhibitory activity of extract and compounds isolated from B.  balsamifera against 2,2-

diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH) radical and nitric oxide (NO) was evaluated.  The present study has demonstrated 

that the ethyl acetate fraction of B.  balsamifera possesses potent antioxidant and anti-inflammatory activities with 

IC50 of 5.6 and 21.6 µg/ml, respectively.  Extraction of the ethyl acetate fraction of B. balsamifera has isolated five 

known flavonoids, which were identified as ( 1)  ombuin, ( 2)  dihydroquercetin-4´-methylether, ( 3)  rhamnetin, 

(4 ) luteolin  and (5)  5,7,3´,5´-tetrahydroxyflavanone. Compound 4 exhibited the highest inhibitory activity against 

NO release with an (IC50 value of 10.74 µM) , followed by 3 (IC50 =  13.59 µM) , 5 (IC50 =  34.99 µM) , 1 (IC50 = 

44.32 µM)  and 2 ( IC50 =  48.09 µM)  respectively. This study demonstrated that the ethyl acetate fraction and its 

isolated flavonoids exert potential anti-inflammatory property through NO inhibition and antioxidant effect. 

 

Keywords:Blumeabalsamifera, Anti-inflammatory activity, Anti-oxidant activity, Flavonoids 

 

1. บทนํา 

หนาด หรือหนาดใหญ่ (Blumea balsamifera 

(L.) DC) เป็นพืชสมุนไพรท่ีมีการใชก้นัอยา่งแพร่หลาย

ในแถบเอเชียตะวนัออกและเอเชียตะวนัออกเฉียงใต ้

เช่น จีน มาเลเซีย ไทย เวียดนาม และ ฟิลิปปินส์ ใบ

หนาดมีสรรพคุณเป็นยาห้ามเลือด ยาบาํรุงหลงัคลอด 

รักษาโรคผิวหนงั กลาก เกล้ือน โรคเหน็บชา โรคไขขอ้ 

ขบัลม แกจุ้กเสียดแน่นเฟ้อ เป็นตน้ อีกทั้งใบหนาดยงั

เป็นส่วนประกอบในตาํรับยาจีน ซ่ึงปรากฏในใบสั่งยา

ของจีนมาหลายศตวรรษ (Pang et al., 2014) นอกจากน้ี

ยงัมีการศึกษาฤทธ์ิทางชีวภาพของใบหนาดมากมายเช่น 

ฤทธ์ิต้านจุลชีพ ฤทธ์ิช่วยเกิดการเกาะกลุ่มของเกร็ด

เลือด ฤทธ์ิยบัย ั้งปรสิตในเลือด และฤทธ์ิช่วยสมานแผล 

มากกว่านั้ นจากการศึกษารายงานวิจัยเบ้ืองต้นพบว่า 

สารสําคญักลุ่ม เซสควิเทอร์ปีนอยด ์และฟลาโวนอยด ์

ท่ีพบในใบของหนาดมีฤทธ์ิตา้นอนุมูลอิสระ และฤทธ์ิ

ตา้นการอกัเสบท่ีดี (Chen et al., 2010) ดงันั้นการศึกษา

น้ีจึงสนใจศึกษาฤทธ์ิต้านอนุมูลอิสระและต้านการ

อักเสบของสารกลุ่มฟลาโวนอยด์ ท่ีแยกได้จากใบ

หนาดท่ีปลูกในประเทศไทย เพ่ือใช้ในการควบคุม

คุณภาพสารสกดัใบหนาดสาํหรับเตรียมผลิตภณัฑต์า้น

อนุมูลอิสระและตา้นการอกัเสบในอนาคต 

Nitric oxide (NO) มี คุ ณ ส ม บั ติ เป็ น ส า ร

ส่ือกลางในกระบวนการอักเสบ สร้างโดยเซลล์ใน

ระบบภูมิคุม้กนัในบริเวณท่ีไดรั้บบาดเจบ็ เช่น แมคโคร

ฟาจ นิวโทรฟิล และเซลลอ่ื์น ๆ เพ่ือกาํจดัจุลชีพและส่ิง

แปลกปลอมในบริเวณท่ีไดรั้บบาดเจ็บ NO มีผลทาํให้

เกิดการขยายตวัของหลอดเลือด เพ่ิมการซึมผ่านของ

ผนงัหลอดเลือดทาํให้เกิดอาการบวมในบริเวณอกัเสบ 

อยา่งไรก็ตาม เซลลใ์นระบบภูมิคุม้กนัสามารถผลิตทั้ง

NO และอนุมูลอิสระซุปเปอร์ออกไซด์ (super oxide 

radical) ในกระบวนการอกัเสบ ภายใตภ้าวะน้ี NO และ 

super oxide radical อ า จ ทํ า ป ฏิ กิ ริ ย า ร่ ว ม กั น เกิ ด 

peroxynitrite (ONOO-) ซ่ึงมีฤทธ์ิเป็นสารออกซิไดซ์ท่ี

รุนแรงและสามารถออกซิไดซ์กลูตาไทโอนไดโ้ดยตรง

จ ะ นํ า ม า สู่ ป ฏิ กิ ริ ย า  nitrosylation ซ่ึ ง ส า ม า ร ถ
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เปล่ียนแปลงโครงสร้างของโปรตีนและยบัย ั้ งการ

ทํ างาน ป ก ติ ภ าย ใน เซ ล ล์  (Korhonen et al., 2005; 

Mandade et al., 2011) การผลิต NO ท่ีมากเกินพอเป็น

สาเหตุก่อให้เกิดโรคได้หลายชนิด เช่น โรคทางเดิน

อาหารอักเสบ (40inflammatory bowel disease) โรคข้อ

อกัเสบรูมาตอยด ์(Rheumatoid arthritis) โรคหัวใจและ

หลอดเลือด (cadiovascular diseases) โรคอัลไซเมอร์

(Alzheimer’s disease) โรค พ าร์ กิน สั น  (Parkinson’s 

disease) ภ าว ะ ช็ อ ค จ าก ก าร ติ ด เช้ื อ  (septic shock) 

โรคเบาหวาน (diabetis) โรคมะเร็ง (cancer) และโรค

อกัเสบต่าง ๆ (Tewtrakul et al., 2009; Min et. al. 2009) 

ซ่ึงการคิดค้นหาสารออกฤทธ์ิต้านการอักเสบท่ีมีผล

ยบัย ั้ง NO ท่ีเป็นสาเหตุของการอกัเสบจึงมีความจาํเป็น

อยา่งยิง่ ดงันั้นการศึกษาคร้ังน้ีจึงสนใจสารกลุ่ม ฟลาโว

นอยด์ ท่ีแยกไดจ้ากใบหนาดท่ีปลูกในประเทศไทยใน

การยบัย ั้ง NO และอนุมูลอิสระ เพ่ือใชใ้นการควบคุม

คุณภาพสารสกดั และเพ่ือพฒันาผลิตภณัฑ์ตา้นอนุมูล

อิสระและตา้นการอกัเสบจากใบหนาด 

 

2. วตัถุประสงค์ 

1. เพ่ือศึกษาฤทธ์ิต้านอนุมูลอิสระและต้าน

การอกัเสบของสารสกดัจากใบหนาด  

2. เพ่ือแยกสารสําคญัท่ีออกฤทธ์ิตา้นอนุมูล

อิสระและตา้นการอกัเสบจากใบหนาด 

 

3. วธีิดาํเนินการวจิัย 

3.1การเตรียมสารสกดัจากใบหนาด 

ใบหนาดท่ีใช้ในการศึกษา เก็บจากสวน

สมุนไพรคณ ะเภสัชศาสตร์ มหาวิทยาลัยสงขลา 

นครินทร์ อ ําเภอหาดใหญ่ จังหวดัสงขลา ในเดือน

มกราคม พ.ศ. 2556 นําใบสดมาล้างทําความสะอาด

และนาํไปอบท่ีอุณหภูมิ 50-60 °C เป็นเวลาประมาณ 24 

ชัว่โมง จนกระทั้งแห้งสนิท นาํใบแห้ง (1.0 kg) มาบด

เป็นผงหยาบดว้ยเคร่ืองบดไฟฟ้า นาํผงใบหนาดมาสกดั

ดว้ย ethanol ปริมาณ 3 l ดว้ยวิธีสกดัแบบต่อเน่ืองโดย

การ reflux เป็นเวลา 3 ชัว่โมง สกดัซํ้ า 4 คร้ัง กรองสาร

สกัดท่ีได้ด้วยกระดาษกรองเบอร์ 1 รวมสารสกัด

ทั้งหมดไประเหยตวัทาํละลายออกดว้ยเคร่ืองระเหยตวั

ทาํละลายแบบสุญญากาศ หลงัจากไดส้ารสกัดหยาบ

เก็บในภาชนะปิดสนิทท่ี 4 °C สําหรับใชใ้นการศึกษา

ต่อไป 

 

3.2 การแยกสารบริสุทธ์ิจากใบหนาด 

นาํสารสกดัหยาดดว้ย ethanol มาทาํการสกดั

แยกส่วนด้วยการสกัดแยกส่วนแบบ liquid-liquid 

extraction โ ด ย ใ ช้ ตั ว ทํ า ล ะ ล า ย ดั ง น้ี  hexane, 

dichloromethane, ethyl acetate และ water ไดส้ารส่วน

ส กั ด  hexane, dichloromethane, ethyl acetate แ ล ะ 

water ตามลาํดบั การแยกสารกลุ่มฟลาโวนอยดจ์ากใบ

ห น าดตลอดการศึกษ าใช้ เท ค นิ ค  bioassay-guided 

isolation โดยใช้ฤทธ์ิการยบัย ั้งการหลั่ง NO ในเซลล ์

RAW264.7 เป็นหลกั จากการศึกษาเบ้ืองตน้พบวา่ส่วน

สกดั ethyl acetate มีฤทธ์ิตา้นอนุมูลอิสระและตา้นการ

อกัเสบ จึงนาํส่วนสกดัหยาบท่ีไดไ้ปแยกสาร กลุ่มฟลา

โวนอยด์โดยใชเ้ทคนิคโครมาโตกราฟีไดแ้ก่ silica gel 

column chromatography แ ล ะ  thin layer 

chromatography และพิสูจน์เอกลกัษณ์ของสารบริสุทธ์ิ

ท่ีแยกได้โดยใช้เทคนิค Nuclear magnetic resonance 

(NMR)ไดแ้ก่ 1H NMR และ 13C NMR 

 

3.3การประเมินผลทางชีวภาพ 

3.3.1 การทดสอบฤทธ์ิตา้นอนุมูลอิสระ 

การทดสอบคุณสมบัติการตา้นอนุมูลอิสระ

ด้ ว ย วิ ธี  2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl ( DPPH) 

scavenging assay ดัดแปลงจากวิธีการการศึกษาของ 
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Subhasree et al. (2009)โดยเตรียมตวัอยา่งสารสกดัและ

ส ารบ ริสุ ท ธ์ิ  10 mg/ml แล ะ 10 µM ต าม ลําดับ ใน 

absolute ethanol หลงัจากนั้นทาํการเจือจางเป็น 7 ความ

เข้มข้นได้แก่  200, 100, 50, 25, 12.5, 6.25 และ 3.12 

µg/ml หรือ µM โดยวิธี two-fold dilutions หลงัจากนั้น

เติมตวัอยา่งท่ีความเขม้ขน้ต่าง ๆ ปริมาณ 100 µl ลงใน

แต่ ล ะ well แ ล้ว เติ ม  6 × 10-5 M DPPH ใน  absolute 

ethanol ลงไป 100 µl แล้วบ่มในท่ีมืด อุณหภูมิห้อง 

เป็นเวลา 30 นาที ตรวจวดัการต้านอนุมูลอิสระของ

ตวัอยา่งสารสกดัและสารบริสุทธ์ิท่ีความยาวคล่ืน 517 

nm ด้วย microplate reader ในการศึกษาใช้ butylated 

hydroxytoluene ( BHT)  แ ล ะ quercetin เ ป็ น ส า ร

มาตรฐาน 

 

%Inhibition = [(A ctr- A  sample) / A ctr] × 100 

 

A ctr = control - control blank 

A  sample = sample - sample blank 

 

สร้างกราฟระหว่างร้อยละการยบัย ั้งและความเขม้ขน้

ของตัวอย่างเพ่ือหาค่าความเข้มข้นของตัวอย่างท่ี

สามารถยบัย ั้งอนุมูลอิสระ ท่ี 50% (IC50; n = 4) 

 

3.3.2 การทดสอบฤทธ์ิตา้นการอกัเสบ 

วิธีการทดสอบฤทธ์ิตา้นการอกัเสบโดยการยบัย ั้งการ

ห ลั่ ง  NO ใ น เซ ล ล์  RAW264.7 ท่ี ถู ก ชั ก นํ า ด้ ว ย 

lipopolysacharide (LPS)  ใ ช้ วิ ธี ก าร ท่ี ร าย ง าน โ ด ย 

Sudsai et al. (2013) เตรียมตัวอย่างสารสกัดและสาร

บริสุทธ์ิ 10 mg/ml และ 10 µM ตามลาํดบั ใน dimethyl 

sulfoxide (DMSO) มาท ดส อบ ใน เซ ลล์  RAW264.7 

โดยเล้ียงเซลลใ์น 96 well plate ดว้ยอาหาร RPMI-1640 

ท่ีประกอบด้วย 10% fetal calf serum, 1% penicillin-

streptomycin โ ด ย บ่ ม เซ ล ล์ ใ น  CO2 incubator ท่ี มี

ปริมาณ CO2  อยู่ท่ี 5% ท่ีอุณหภูมิ 37 °C เป็นเวลา 60 

นาที ล้าง cell ด้วย PBS solution เติม อาหาร RPMI-

1640 ท่ี มี  lipopolysaccharide ( LPS)  100 ng/ ml 

ปริมาตร100 µl ลงในแต่ละ well เติมตัวอย่างลงไป

ปริมาตร 100 µl ให้มีความเขม้ขน้สุดทา้ยเท่ากบั 3, 10, 

30 และ 100 µg/ml สาํหรับสารสกดั และ 3, 10, 30 และ 

100 µM สําหรับสารบริสุทธ์ิและสารมาตรฐาน ใน

ก าร ศึ ก ษ าใช้  L-nitro-arginine (L-NA; NO synthase 

inhibitor) , 1 5caffeic acid phenethyl ester ( CAPE; 

nuclear factor kappa B ( NF-κB)  inhibitor)  แ ล ะ 

indomethacin (non-steroidal anti-inflammatory drugs, 

NSAIDs) เป็นสารมาตรฐาน แล้วบ่มเซลล์ใน CO2 

incubator ท่ีมีปริมาณ CO2  อยู่ท่ี 5% ท่ีอุณหภูมิ 37 °C 

เป็นเวลา 24 ชัว่โมง ตรวจวดัปริมาณ NO ท่ีเซลลส์ร้าง

ข้ึ น ใน อ าห าร  RPMI-1640 โด ยดู ด อ าห ารใน ชุ ด ท่ี

ทําการศึกษาปริมาณ 100 µl ทําปฏิกิริยากับ Griess 

reagent ปริมาณ 100 µl แล้วนําไปวัดค่าการดูดกลืน

แสงท่ีความยาวคล่ืน 570 nm นาํค่าการดูดกลืนแสงท่ีได้

ไปคาํนวณหาค่าร้อยละการยบัย ั้งดงัสมการ 

 

% inhibition = [(A-B) / (A-C)] × 100 

 

A-C: Nitrite concentration; A: LPS (+), sample (-); 

B: LPS (+), sample (+); C: LPS (-), sample (-) 

 

สร้างกราฟระหว่างร้อยละการยบัย ั้งและความเขม้ขน้

ของตัวอย่างเพ่ือหาค่าความเข้มข้นของตัวอย่างท่ี

สามารถยบัย ั้ง NO ไดท่ี้ 50% (IC50 ; n = 4)  

 

3.3.3 Cytotoxicity test 

ก า ร ท ด ส อ บ ค ว า ม เป็ น พิ ษ ต่ อ เซ ล ล ์

RAW264.7 ด้วยวิ ธี  3-(4,5-dimethyl-2-thiazolyl)-2,5-

diphenyl-2H-tetrazolium bromide ( MTT)  assay โ ด ย
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ห ลั ก ก า ร ก า ร ศึ ก ษ า จ ะ อ า ศั ย เอ น ไ ซ ม์  ภ า ย ใ น 

mitochondria ของเซลล์ท่ีมีชีวิตรีดิวส์ MTT ท่ีเป็นสาร

สี เหลืองเป็นผลึก formazan สี ม่วง หลังจากทําการ

ทดสอบสารตัวอย่างกับเซลล์ท่ีความเข้มข้นสุดท้าย

เท่ากบั 3, 10, 30 และ 100 µg/ml สําหรับสารสกดั และ 

3, 10, 30 และ 100 µM สําหรับสารบริสุทธ์ิและสาร

มาตรฐานใน CO2 incubator ท่ีอุณหภูมิ 37 °C เป็นเวลา 

24 ชัว่โมง เติมสารละลาย MTT (10 µl, 5 mg/ml) ลงไป

ในแต่ละหลุมแลว้บ่มต่อใน CO2 incubator เป็นเวลา 4 

ชั่วโมง ท่ี 37 °C ดูดสารละลายท้ิงไปแล้วเติม DMSO 

100 µl เพ่ือละลายผลึก แลว้นาํไปวดัการดูดกลืนแสงท่ี

ความยาวคล่ืน 570 nm ดว้ย microplate reader โดยสาร

ท่ีทดสอบจะถือว่ามีความเป็นพิษต่อเซลล์เม่ือร้อยละ

การรอดชีวิตของเซลลน์้อยกว่า 80% เม่ือเทียบกบักลุ่ม 

control (n = 4) (Sudsai et al., 2013) 
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รูปที ่1แสดงโครงสร้างสารกลุ่มฟลาโวนอยดท่ี์แยกจากใบหนาด 

4. ผลการวจิัย 

4.1 การสกดัและการแยกสารกลุ่มฟลาโวนอยด์จากใบ

หนาด 

การสกัดใบหนาดด้วยตัวทาํละลาย ethanol 

ไดส้ารสกดัหยาบนํ้ าหนัก 167.2 g คิดเป็นร้อยละของ

นํ้ าหนักของส่วนสกดัหยาบเท่ากบั 16.72 และเม่ือนํา

สารสกดัหยาบใบหนาดปริมาณ 78.45 g มาทาํการสกดั

สารด้วยตัวทําละลาย hexane, dichloromethane, ethyl 

acetate, และ water มีค่าร้อยละของนํ้ าหนักของส่วน

สกัด เท่ากับ 28.3, 15.9, 8.9 และ 42.8 ตามลาํดับ โดย

พบว่าส่วนสกัด ethyl acetate มีฤทธ์ิตา้นอนุมูลอิสระ

และตา้นการอกัเสบท่ีดีมีค่า IC50 เท่ากบั 5.6 และ 21.6 

µg/ml ตามลาํดับ (ตารางท่ี 1) นําสารสกัดดงักล่าวมา

แยกหาสารกลุ่มฟลาโวนอยดต่์อไป 

นาํส่วนสกดั ethyl acetate (8.2 g) มาแยกสาร

บริสุทธ์ิกลุ่มฟลาโวนอยดด์ว้ยเทคนิค silica gel column 

chromatography มี silica gel 60F254 เป็นเฟสคงท่ี และมี

ตัวทําลายต่าง ๆ เป็นเฟสเคล่ือนท่ี  ได้แก่ dichloro-

methane ( 100% ) , dichloromethane: ethyl acetate 

(80:20, 50:50, 20:80% ) , ethyl acetate (100% ) , ethyl 

acetate: methanol ( 80: 20, 50: 50, 20: 80% )  แ ล ะ 

methanol (100% ) ตามลําดับ  จากการแยกสารสกัด

ดงักล่าวไดส่้วนสกดัยอ่ยทั้งหมดจาํนวน 9 ส่วน (A1- 9) 

นําส่วนสกัดย่อยทาํการทดสอบฤทธ์ิตา้นการอักเสบ 

และแยกสารบริสุทธ์ิจากส่วนสกดัท่ีมีฤทธ์ิดีจนไดส้าร

กลุ่มฟลาโวนอยด ์5 สาร (ภาพท่ี 1)  

การพิสูจน์เอกลักษณ์ด้วยวิธี 1H NMR และ
13C NMR พบวา่สารบริสุทธ์ิทั้ง 5 สารเป็นสารกลุ่มฟลา

โ ว น อ ย ด์  ท่ี มี ช่ื อ ว่ า  ombuin ( 1)  0. 7 mg, 

dihydroquercetin-4´-methylether (2)  1 mg, rhamnetin 

( 3)  2 . 1  mg, luteolin ( 4 )  1 mg แ ล ะ  5 ,7 ,3 ´,5 ´-

tetrahydroxyflavanone (5) 3.8 mg โดยขอ้มูล 1H NMR 

แล ะ 13C NMR ข อ งส าร 1 ส อ ด ค ล้อ งกับ ข้อ มู ล ท่ี

ร า ย ง า น โ ด ย  Swaminathan et al. (2 0 1 4 ) , ส า ร  2 

สอดคลอ้งกบัขอ้มูลท่ีรายงานโดย Algabr et al., (2015), 
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ส าร 3 และ 4 ส อดค ล้องกับ ข้อ มูล ท่ี รายงาน โดย 

Saewan et al. (2011) และสาร 5 สอดคลอ้งกบัขอ้มูลท่ี

รายงานโดย Nessa et al. (2004) อย่างไรก็ตามสาร

กลุ่มฟลาโวนอยด์ท่ีแยกไดจ้ากส่วนสกดั ethyl acetate 

ทั้ง 5 สาร พบวา่เป็นสารท่ีเคยมีการงานในตน้หนาดมา

ก่อน 

 

ตารางที ่1 แสดงสมบติัตา้นอนุมูลอิสระ DPPH และการยบัย ั้ง NO ของสารสกดัและกลุ่มฟลาโวนอยดจ์ากใบหนาด 

ตวัอยา่งทดสอบ 
ความเขม้ขน้ของตวัอย่างท่ีสามารถยบัย ั้งได้ท่ี 50% 

(IC50; n=4) 

ความมีชีวิตรอดของเซลล์

ท่ี 50% (LC50; n = 4) 

สารสกดัหยาบ DPPH assay (µg/ml) NO assay (µg/ml) MTT assay (µg/ml) 

สารสกดัหยาบใบหนาดดว้ย ethanol 45.8 ± 1.5 29.7 ± 0.3 >100 

ส่วนสกดัดว้ย hexane >100 39.0 ± 1.4 >100 

ส่วนสกดัดว้ย dichloromethane 24.7 ± 2.1 13.1 ± 0.7 >100 

ส่วนสกดัดว้ย ethyl acetate 5.6 ± 0.8 21.6 ± 0.2 >100 

ส่วนสกดัดว้ย water 53.8 ± 1.2  42.7 ± 0.8 >100 

สารกลุ่มฟลาโวนอยดแ์ละสารมาตรฐาน DPPH assay (µM)  NO assay (µM)  MTT assay (µM)  

Ombuin (1) >100 44.32 ± 2.9 >100 

Dihydroquercetin-4´-methylether (2) 21.78 ± 1.17* 48.09 ± 0.69 >100 

Rhamnetin (3)  >100 13.59 ± 2.9** >100 

Luteolin (4) >100 10.74 ± 0.11** >100 

5,7,3´,5´-Tetrahydroxyflavanone (5) >100 34.99 ± 0.80 >100 

BHT 61.72 ± 1.38 - - 

Quercetin 4.18 ± 0.06 - - 

CAPE - 1.87 ± 0.06** �100 

L-NA - 70.63 ± 0.93 >100 

Indomethacin - 28.94 ± 1.2 >100 

-=ไม่ไดท้าํการทดสอบ, a = มีความเป็นพิษต่อเซลลเ์ม่ือร้อยละการรอดชีวติิของเซลลน์อ้ยกวา่ 80% 
*= ค่า IC50 ของสารตวัอยา่งนอ้ยกวา่อยา่งมีนยัสาํคญัท่ี p< 0.05 เม่ือเปรียบเทียบกบัสารมาตรฐาน BHT 
**= ค่า IC50 ของสารตวัอยา่งนอ้ยกวา่อยา่งมีนยัสาํคญัท่ี p< 0.05 เม่ือเปรียบเทียบกบัสารมาตรฐาน indomethacin 

 

4.2 ฤทธ์ิตา้นอนุมูลอิสระ DPPH ของสารสกดัและสาร

กลุ่มฟลาโวนอยดจ์ากใบหนาด 

ผลจากการศึกษาฤทธ์ิต้านอนุมูลอิสระของ

สารสกดัหยาบใบหนาดดว้ย ethanol มีค่า IC50 เท่ากบั 

45.8 µg/ml และส่วน สกัด  hexane, dichloromethane, 

ethyl acetate, และ water มีค่า IC50 เท่ากับ >100, 24.7, 

5.6 และ 53.8 µg/ml ตามลาํดับ ช้ีให้เห็นว่าส่วนสกัด 

ethyl acetate มี ฤ ท ธ์ิ ต้าน อ นุ มู ล อิ ส ระสู งท่ี สุ ด  ซ่ึ ง

สอดคลอ้งกบัสารบริสุทธ์ิท่ีแยกไดใ้นส่วนสกดัน้ี พบวา่

สาร 2 มีฤทธ์ิต้านอนุมูลอิสระท่ีดีมีค่า IC50 เท่ากับ 

21.78 µM ซ่ึงมีฤทธ์ินอ้ยกว่า quercetin (4.18 µM) แต่มี

ฤท ธ์ิ ท่ี ดี ก ว่า  BHT (61.72 µM) อ ย่างมี นั ยสํ าคัญ ท่ี 

p<0.05  

 

4.3 ฤทธ์ิตา้นการอกัเสบของสารสกดัและสารกลุ่มฟลา

โวนอยดจ์ากใบหนาด 

มห
าว
ทิย
าล
ยัรั
งสิ
ต



การประชุมวิชาการระดบัชาติ มหาวิทยาลยัรังสิต ประจาํปี 2559 (RSU National Research Conference 2016)  วนัท่ี 29 เมษายน 2559 

72 

การยบัย ั้งการหลัง่ NO ของสารสกดัหยาบใบ

หนาดด้วย ethanol มีค่า IC50 เท่ากับ 29.7 µg/ml และ

ส่วนสกัดท่ีแยกจากสารสกัด ethanol ได้แก่ hexane, 

dichloromethane, ethyl acetate, แ ล ะ  water มี ค่ า  IC50 

เท่ากบั 39.0, 13.1, 21.6 และ 42.7 µg/ml ตามลาํดบั จาก

ขอ้มูลดังกล่าวเม่ือแยกส่วนสกดั ethyl acetate ไดส้าร

บริสุทธ์ิ 4 ท่ีมีฤทธ์ิยบัย ั้งการหลัง่ NO ดีท่ีสุดมีค่า IC50 

เท่ากบั 10.74 µM ตามดว้ย สาร 3, 5, 1 และ 2 โดยมีค่า 

IC50 เท่ากบั 13.59, 34.99, 44.32 และ 48.09 ตามลาํดบั 

เม่ือเปรียบเทียบกับสารมาตรฐาน CAPE, L-NA และ 

indomethacin ซ่ึ งมี ค่ า  IC50 เท่ ากับ  1.87, 70.63 แล ะ 

28.94 µM ตามลาํดบั พบวา่ 3 และ4 มีฤทธ์ิดีกว่า L-NA 

และ indomethacin อย่างมีนัยสําคญัท่ี p<0.05 มากกว่า

นั้น จากการทดสอบความเป็นพิษเบ้ืองตน้พบว่าส่วน

สกดัหยาบ ethyl acetate และสารบริสุทธ์ิท่ีแยกไดไ้ม่

แสดงความเป็นพิษต่อเซลลท่ี์ความเขม้ขน้สูงสุดท่ีใช ้ 

 

5. การอภิปรายผล 

การศึกษาฤทธ์ิตา้นการอกัเสบและตา้นอนุมูลอิสระของ

สารสกัดจากใบหนาดโดยอาศยัฤทธ์ิตา้นการอักเสบ

ช้ีนาํจากการศึกษาช้ีให้เห็นว่าส่วนสกดั ethyl acetate ท่ี

แยกไดจ้ากสารสกดัใบหนาดดว้ย ethanol มีฤทธ์ิในการ

ต้านการอักเสบ (IC50 = 21.6 ug/ml) และ ต้านอนุมูล

อิสระ (IC50 = 5.6 ug/ml) ท่ีดี ไม่พบความเป็นพิษต่อ

เซลล ์ซ่ึงมีศกัยภาพสูงเหมาะสมสําหรับการนาํมาแยก

สารสําคญัท่ีมีฤทธ์ิดงักล่าว จากการแยกสารสําคญัโดย

วิธีทางโครมาโทกราฟี สามารถแยกสารกลุ่มฟลาโว

นอยด์ท่ีมีฤทธ์ิยบัย ั้งการหลัง่ NO โดยไม่พบความเป็น

พิษต่อเซลล์คือสาร4 (IC50 = 10.74 uM) สาร 4 มีฤทธ์ิ

ต้านการอักเสบท่ีดีกว่าสารมาตรฐาน L-NA (IC50 = 

70.63 uM) ท่ีสามารถยับย ั้ งเอนไซม์ inducible nitric 

oxide synthase (iNOS) ในขั้นตอนสังเคราะห์ NO จาก 

L-arginine น อ ก จ า ก น้ี ส า ร  4 มี ฤ ท ธ์ิ ท่ี ดี ก ว่ า 

indomethacin (IC50 = 28.94 uM) ซ่ึงเป็นยาตา้นอกัเสบ

ก ลุ่ม  NSAIDs ท่ี มี ก ลไกล ด การอัก เส บ โด ยยับ ย ั้ ง

เอนไซม ์cyclooxygenase 2 (COX-2) ในการสังเคราะห์ 

prostaglandin E2 (PGE2) นอกจากน้ีการศึกษาสามารถ

แยกสารตา้นอนุมูลอิสระท่ีดีจากส่วนสกดั ethyl acetate 

คือ สาร 2 (IC50 = 21.78 uM) จากขอ้มูลช้ีให้เห็นวา่สาร 

2 มี ค วาม ส าม ารถยับ ย ั้ งอ นุ มู ล อิส ระท่ี ดีกว่าส าร

มาตรฐาน BHT (IC50 = 61.72 uM) ซ่ึงสอดคล้องกับ

รายงานก่อนหนา้น้ี (Saewan et al., 2011)  

จากการศึกษาน้ีแสดงให้ เห็นว่าสารกลุ่ม

กลุ่มฟลาโวนอยด์ท่ีแยกได้จากใบหนาด โดยสาร 2 

สามารถตา้นอนุมูลอิสระและ สาร 4 สารรถยบัย ั้ง NO 

ท่ีเกิดข้ึนระหว่างการอกัเสบ ซ่ึงอนุมูลอิสระสามารถ

กระตุน้ให้เกิดเพ่ิมยีนท่ีเก่ียวขอ้งกบัการอกัเสบหลาย

ชนิด รวมถึง iNOS และ COX-2 ส่งผลให้เพ่ิมการสร้าง

สารส่ือการอกัเสบ NO และ PGE2 ตามลาํดบั โดยเกิด

ผ่านกลไกการกระตุ้น  NF-κB ซ่ึ งเป็น transcription 

factor ของยีน iNOS และ COX-2 จากรายงานวิจยัของ 

Li et al. (2012) พบว่าสาร 4 สามารถยบัย ั้งการอกัเสบ

โดยออกฤทธ์ิผ่านกลไกการยบัย ั้งการแสดงออกของ 

iNOS และ COX-2 และยงัสามารถยบัย ั้ ง NF-κB ได ้

แสดงให้ เห็ น ว่าสาร 2 และ  4 มีศักยภาพส ามารถ

นาํมาใชเ้ป็นสารมาตรฐานในการควบคุมคุณภาพสาร

สกดัใบหนาดเพ่ือผลิตภณัฑ์ท่ีมีฤทธ์ิยบัย ั้งอนุมูลอิสระ

และตา้นการอกัเสบต่อไปในอนาคต 

 

6. บทสรุป 

สารสกดัและสารบริสุทธ์ิกลุ่มฟลาโวนอยด์

จากใบหนาดมีคุณสมบติัการยบัย ั้งอนุมูลอิสระและ NO 

ซ่ึงเป็นสาเหตุท่ีก่อให้เกิดการอกัเสบและส่งเสริมการ

ทาํลายเน้ือเยื่อในบริเวณท่ีเกิดการอกัเสบเพ่ิมข้ึนโดยมี
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สาร 2 และ 4 เป็นสารออกฤทธ์ิตา้นอนุมูลอิสระและ

ตา้นการอกัเสบ ผา่นกลไกการยบัย ั้งการแสดงออกของ 

iNOS หรือ COX-2 ท่ีเก่ียวขอ้งกบัการหลัง่สารส่ือกลาง

การอกัเสบ ดังนั้ นสาร 2 และ 4 จึงเหมาะสมเป็นสาร

มาตรฐานสําหรับการพฒันาสารสกดัจากใบหนาดเป็น

ผลิตภัณฑ์ ท่ี มีฤทธ์ิยบัย ั้ งอนุมูลอิสระและต้านการ

อกัเสบต่อไป 

 

7. กติตกิรรมประกาศ 

ขอขอบคุณคณะเภสัชศาสตร์และวิทยาลัย

การแพ ท ย์แผน ตะวัน อ อกท่ี อนุ เค ราะห์ อุ ป ก รณ์

เคร่ืองมือและสถานท่ีทาํการวจิยั 
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