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บทคัดย่อ
การศึกษาองค์ประกอบทางเคมี ความเป็นพิษต่อเซลล์ ฤทธิ์ยับยั้งการสร้างไนตริคออกไซด์และการทำางานของเอนไซม์แอลฟา 
กลูโคซิเดส และฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระของสารสกัดเอทานอลใบหนานเฉาเหว่ย พบว่า การวิเคราะห์ด้วย เครื่อง Gas  
Chromatograph-Mass Spectrometer (GC-MS) พบสารท่ีเป็นองค์ประกอบในสารสกัด 10 ชนิด ได้แก่ Benzoic acid,  
Neophytadiene, Xylocaine, Hexadecanoic acid, Hexadecanoic acid ethyl ether, Phytol, (z,z) -9,12-Octadecadienoic 
acid, (z,z,z) -9,12,15-Octadecatrien-1-ol, (z,z,z) -9,12,15-Octadecatrienoic acid ethyl ester และ Octadecanoic acid  
ซึ่งส่วนหนึ่งเป็นสารสำาคัญในการออกฤทธิ์ของสารสกัด และพบว่า สารสกัดเป็นพิษต่อเซลล์เซลล์เม็ดเลือดขาว (RAW 264.7 
macrophages) โดยมคีา่ IC
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 เทา่กบั 110.02 ± 0.86 มคก/มล สารสกดัสามารถยบัยัง้การสรา้งไนตรกิออกไซด ์ยบัยัง้การทำางาน

ของเอนไซม์แอลฟา-กลูโคซิเดสได้ และยังสามารถกำาจัดอนุมูลอิสระ DPPH ได้ ชี้ให้เห็นว่า สารสกัดเอทานอลใบหนานเฉาเหว่ย 
มีฤทธิต์า้นการอกัเสบและออกฤทธิโ์ดยการยบัยัง้การสรา้งไนตรกิ-ออกไซด ์ฤทธิต์า้นเบาหวานออกฤทธิโ์ดยการยบัยัง้การทำางาน
ของเอนไซม์แอลฟา-กลูโคซิเดส และฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระโดยการกำาจัดอนุมูลอิสระ DPPH โดยมีสารสำาคัญในสารสกัดส่วนหนึ่ง
เกีย่วขอ้งในการออกฤทธิเ์หลา่นี ้ผลการวจิยัยงัสนบัสนนุการใชห้นานเฉาเหวย่รกัษาโรคเบาหวานแบบพืน้บา้น แตค่วรพจิารณา
เมื่อพืชนี้ในปริมาณมาก

คำาสำาคัญ: สารสกัดใบหนานเฉาเหว่ย เอนไซม์แอลฟากูลโคซิเดส ฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ ฤทธิ์ต้านการอักเสบ

Abstract
Investigation on the chemical constituents, cytotoxicity, inhibitory effect on nitric oxide (NO) production and α-glucosidase 
activity, and anti-oxidant activity of the ethanol leaf extract from Vernonia amygdalina Del. (LEVA) revealed that using 
Gas Chromatograph-Mass Spectrometer (GC-MS), ten chemical compounds, benzoic acid, neophytadiene, xylocaine, 
hexadecanoic acid, hexadecanoic acid ethyl ether, phytol, (z,z) -9,12-octadecadienoic acid, (z,z,z) -9,12,15-octadecatrien-
1-ol, (z,z,z) -9,12,15-octadecatrienoic acid ethyl ester, and octadecanoic acid were present in LEVA. Some chemicals 
found in LEVA are being active compounds responded to the activities of LEVA. In addition, LEVA was cytotoxic to 
LPS-stimulated RAW 246.7 macrophages with IC
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 value of 110.02±0.86 µg/ml. Moreover, LEVA exhibited inhibition 

of nitric oxide (NO) production and α-glucosidase activity, and possessed DPPH scavenging property. LEVA exerted 
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บทนำา
การใช้ยาแผนปัจจุบัน มักเกิดปัญหาจากผลข้างเคียงในการ
ใช้รักษาโรค และมีค่าใช้จ่ายสูง โดยเฉพาะอย่างย่ิงยาที่ต้อง
ใช้ต่อเนื่องกันเป็นระยะเวลานาน เช่น ยารักษาโรคเบาหวาน 
การรักษาโรคโดยปราศจากผลข้างเคียง หรือมีผลข้างเคียง
น้อยที่สุด เป็นความต้องการ และความท้าทายทางการแพทย์ 
การนำาพืชสมุนไพรที่สามารถใช้ทดแทน หรือใช้ควบคู่กับยา
แผนปัจจุบัน และให้ผลการรักษาได้ดี จึงเป็นทางเลือกหนึ่ง
ในการรักษาโรค

 หนานเฉาเหวย่ (Vernonia amygdalina Delile) เป็น
พืชที่นิยมปลูกทั่วไปในเขตร้อนท่ัวโลก ใบมีรสขม ใช้บริโภค
เป็นผัก ประกอบในการปรุงอาหาร เช่น ซุป (Hutchioson  
et al., 1963) สรรพคุณทางทางภูมิปัญญาพ้ืนบ้าน มีการ
แปรรปูเปน็ชาชงดืม่ เพือ่ใชค้มุกำาเนดิ ลดระดบัน้ำาตาลในเลอืด 
(Yeap et al., 2010) ชาวบา้น และหมอยาพ้ืนบา้นเชือ่วา่ หนาน
เฉาเหวย่ลดน้ำาตาลในเลอืดได ้(Zakaria et al., 2018) จึงใชเ้ปน็
ยารักษาโรคเบาหวาน (Okoduwa et al., 2017 ; Atangwho  
et al., 2012) ใช้บรรเทาอาการไข้ รักษาโรคตับอักเสบ 
มาลาเรีย คลื่นไส้ รักษาอาการผิดปกติของกระเพาะอาหาร 
แผลตามผวิหนงั ทอ้งเสยี ตอ่มทอลซลิอกัเสบ (Abebe, 1984) 
ท้องผูก ต้านพยาธิ (Igile et al., 1994) ป้องกัน และรักษาโรค
ความดนัโลหติสงู (Saliu et al., 2012) ทเุลาปญัหาการขาดสาร
อาหาร (Tonukari et al., 2015) และรักษาโรคตับจากการด่ืม
แอลกอฮอล์ (Kaur et al., 2019) นอกจากนี้ มีการนำาสารสกัด
หนานเฉาเหว่ย มาใช้เป็นยาพ้ืนบ้านในการรักษาพยาธิ และ
การติดเชื้อจากโปรโตซัวและแบคทีเรีย (Kaur et al., 2019) 
สำาหรับสรรพคุณทางวิทยาศาสตร์น้ัน มีรายงานว่า หนาน
เฉาเหว่ย มีสรรพคุณทางเภสัชวิทยา ได้แก่ ต้านมะเร็ง ต้าน 
เบาหวาน ตา้นมาลาเรยี ตา้นการอกัเสบ ปกปอ้งตบั ตา้นอนมุลู
อิสระ ต้านพยาธิ ลดไข้ ลดไขมันในเลือด (Kaur et al., 2019) 
ต้านจุล-ชีพ (Ijeh and Ejike, 2011 ; Owolabi et al., 2008) 
และปกป้องไต (Hamman et al., 2016) เป็นต้น

 ใบหนานเฉาเหว่ย อุดมไปด้วยสารฟลาโวนอยด์ 
(Flavonoids) (Tona et al., 2004 ; Igile et al., 1994 ; Udensi 
et al., 2002) สารสกดัจากใบ มสีารสำาคญั ไดแ้ก ่ฟลาโวนอยด ์
(Flavonoids) อลั-คาลอยด ์(Alkaloids) สเตยีรอยด ์(Steroids) 
เทอร-์ปนีอยด ์(Terpenoids) ไกลโคไซด ์(Glycosides) แทนนนิ  

(Tannins) ฟีนอล (Phenols) ซาโปนิน (Saponins) และ 
โพลีแซคคาไรด์ (Polysaccharides) (Dégbé et al., 2018 ; 
Alara et al., 2019) 

 มีรายงานเกี่ยวกับความเป็นพิษของสารสกัดหนาน
เฉาเหว่ยว่า สารสกัดน้ำา ขนาด 500-2,000 มล/กก ที่ให้แก่
หนูถีบจักร ทางหน้าท้องทุกวัน ต่อเนื่องกันเป็นเวลา 14 วัน  
แมไ้มก่อ่ใหเ้กดิความเปน็พษิ แตล่ดจำานวนเซลลเ์มด็เลอืดแดง
ของหนู (Njan et al., 2008) สารสกัดเอทานอลและสารสกัด
น้ำาจากใบ มีพิษเฉียบพลันน้อยมาก แต่สารสกัด ขนาด 600 
มก/กก ที่ให้ต่อเนื่องกันเป็นเวลานาน ทำาให้เอนไซม์ Alanine 
transaminase (ALT), Aspartate transaminase (AST)  
และ Alkaline phosphatase (ALP) และคอเลสเตอรอล  
(Cholesterol) เพิ่มขึ้น (Nabukenya et al., 2014) สารสกัด
จากใบเปน็พษิในระดบัต่ำาตอ่หนถูบีจกัร โดยมคี่ำา IC
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 มากกวา่ 

2,000 มก/กก (Ibrahim et al., 2011) ก่อให้เกิดการแตกของ
โครโมโซม (Okwuzu et al., 2017) และเป็นพิษต่อเซลล์มะเร็ง
ท่ีผิวหนัง (Owoeye et al., 2010) แต่ก็มีรายงานเช่นกันว่า  
สารสกัดหนานเฉาเหว่ย มีความเป็นพิษเฉียบพลันน้อย  
หรือไม่แสดงความเป็นพิษในหนูทดลอง (Akah and Okafor, 
1992 ; Ojiako and Nwanjo, 2006) สารสกัดเอทานอลจากใบ 
มีความเป็นพิษน้อยต่อเซลล์ของสัตว์เลี้ยงลูกด้วยน้ำานม 
(Dégbé et al., 2018) สารสกัดเมทานอลจากใบ ขนาด 1,200 
มก/กก ไม่ก่อให้เกิดผลที่ไม่พีงประสงค์ต่อการทำางานของตับ
ในหนู (Akowuah et al., 2015) และสารสกัด ขนาดสูงถึง 
5,000 มก/กก ไม่ก่อให้เกิดพิษเฉียบพลัน หนูยังมีอาการปกติ 
และไม่พบการตาย (Yeap et al., 2013) เนื่องจากหนานเฉา
เหวย่ มคีวามเปน็พษินอ้ย หรอืไมม่พีษิเลยจงึมคีวามปลอดภยั
ในการนำาไปใช้เพื่อประโยชน์ต่อสุขภาพ (Yeap et al., 2010) 

 รายงานเกีย่วกบัฤทธิต์า้นการอกัเสบ พบวา่ สารสกดั
น้ำา (Adiukwu et al., 2013) สารสกดัอะซโีตน (Adedapo et al., 
2014) สารสกัดเมทานอล (Samuel et al., 2017 ; Adeoye et 
al., 2017) และสารสกัดเอทานอล (Kola, 2007 ; Wang et al., 
2020) จากใบ มีฤทธิ์ต้านการอักเสบ และสาร Vernonioside  
V จากใบ สามารถยับย้ังสารส่ือกลาง (Pro-inflammatory  
cytokine) ในเซลล์เม็ดเลือดขาว (Raw 264.7 cells) ที่ถูก
กระตุ้นด้วย Lipopolysaccharide (LPS) ได้ (Nguyen et al., 
2020) 

anti-inflammatory activity via an inhibition on NO production, an antidiabetic effect via an inhibition on α-glucosidase 
activity, and antioxidant activity via DPPH scavenging. It is likely that the bioactive compounds present in LEVA are 
responses to these activities. In additions the present study supported the traditional use of V. amygdalina for the 
diabetic treatment. However, application of high amount of this plant should be considered. 

Keywords: Vernonia amygdalina, α-glucosidase, anti-oxidant activity, anti-inflammatory activity 
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 มีรายงานการวิจัยเก่ียวกับฤทธิ์ต้านเบาหวานของ
หนานเฉาเหวย่วา่ สารสกดัเอทานอลจากใบ (Adaramoye et al., 
2008) และสารทีแ่ยกไดจ้ากใบ ซึง่อดุมไปดว้ยสาร ฟลาโวนอยด ์ 
มีฤทธิ์ต้านเบาหวาน (Ebong et al., 2006 ; Okoduwa et al., 
2020) สารสกัดเอทานอล ขนาด 400 มก/กก ที่ให้ติดต่อกัน 
ทางปาก เป็นเวลา 28 วัน สามารถลดน้ำาตาลในเลือดหนู 
เบาหวานได้ (Ong et al., 2011) น้ำาต้มจากใบ สามารถลด
น้ำาตาลในเลอืด (Erukainure et al., 2019 ; Adaramoye et al.,  
2008) ต้านการมีน้ำาตาลในเลือดสูง บรรเทาพยาธิสภาพที่
เกิดจาก Streptozotocin (STZ) (Asante et al., 2019) ฟื้นฟู
ความทนต่อกลูโคส (Ong et al., 2011) เพิ่มระดับอินซูลิน 
แต่ลดความเข้มข้นของน้ำาตาลในน้ำาเลือด (Akpan and Dan, 
2015) สารสกดัเมทานอล (Offor, 2015 ; Ayodele et al., 2017 
; Okoduwa et al., 2017 ; EjioforInnocent et al., 2017 ; 
Adeoye et al., 2017) สารสกดัน้ำาจากใบ (Zakaria et al., 2018 
; Osinubi,2007 ; Momoh et al., 2014) ต้านการมีน้ำาตาล
ในเลือดสูง และลดน้ำาตาลกลูโคสในเลือดของหนู ลดน้ำาตาล
กลูโคสในเลือดของหนูเบาหวานในภาวะอดอาหาร และยังลด
น้ำาตาลในเลอืดของกระตา่ยไดด้ว้ย (Akah and Okafor, 1992) 
สารสกัดเอทานอล สารสกัดน้ำา และสารสกัดบิวทานอลจากใบ 
ต้านภาวะน้ำาตาลในเลือดสูง (Katemo et al., 2018) สารสกัด
น้ำาจากใบทีใ่ชร้ว่มกบัยารกัษาเบาหวานเมทฟอรม์นิ (Michael 
et al., 2010) รวมทั้งสารสกัด และส่วนย่อย (Fraction) จาก
สารสกัด (Nwaoguikpe, 2010 ; Olufunmilayo et al., 2017 
; Okoduwa et al., 2017 ; Yazid et al., 2020) สามารถลด
น้ำาตาลกลูโคสในเลือดหนูเบาหวานได้

 สเตยีรอยด ์(Steroid) ซาโปนนิ (Saponin) และ เวอร์
โนอะไมโอไซด์อี (Vernoamyoside E) (Anh et al., 2021)  
สารสกัดฟีนอล (Saliu et al., 2012) ส่วนย่อย (Fraction) 
(Zakariya, et al., 2020) สารสกัดเอทานอล สารสกัดน้ำา 
สารสกัดบิวทานอลจากใบ (Alara et al., 2019) และชาชง  
(Erukainure et al., 2019) ของหนานเฉาเหว่ย สามารถ
ยับยั้งการทำางานของเอนไซม์ที่สัมพันธ์กับระดับน้ำาตาลใน
เลือดได้ เช่น ยับยั้งการทำางานของเอนไซม์ แอลฟา-อะไมเลส 
(α-amylase) และแอลฟา-กลูโคซิเดส (α-glucosidase) มีผล
ให้การดูดซึมน้ำาตาลกลูโคสในเลือดลดลง (Anh et al., 2021) 

 จากการศึกษาฤทธิ์ ต้ านอนุมู ลอิ สระด้ วยวิ ธี   
Ferric reducing antioxidant power (FRAP) assay, 
2,2-Diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH) และ Nitric oxide 
(NO) scavenging assay และการวิเคราะห์ปริมาณฟีนอลิก 
รวม พบว่า ในใบ (Tonukari et al., 2015) ชาชงจากใบ  
(Erukainure et al., 2019) และสารสกัดอะซีโตน (Adedapo 
et al., 2014) ของหนานเฉาเหว่ย มีฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ สาร

สกัดเมทานอล ยังสามารถต้านอนุมูลอิสระในหัวใจและหลอด
เลอืดทีเ่กดิจากภาวะเบาหวาน และปกปอ้งการถกูทำาลายของ
เซลลก์ลา้มเนือ้หวัใจจากภาวะเครยีดทีเ่ปน็ผลจากการมกีลโูคส
ในเลือดสูงได้ (Adeoye et al., 2017) 

 ไนตริกออกไซด์ (Nitric oxide, NO) เป็นทั้งอนุมูล
อิสระและสารสื่อกลางการอักเสบ (Inflammatory mediator)  
ไนตริกออกไซด์ที่มีในปริมาณสูงทำาให้เกิดพยาธิสภาพ
ในร่างกาย เช่น การขยายตัวของหลอดเลือด การอักเสบ
เฉยีบพลนัและเรือ้รงั (Kim et al., 2000 ; Tewtrakul & Itharat,  
2007) การทดสอบยับยั้งการสร้างไนตริกออกไซด์เป็นวิธำ
การหนึ่งท่ีชี้บอกความสามารถหรือฤทธ์ิต้านการอักเสบของ 
สารทดสอบ

 เอนไซม์แอลฟา-กลูโคซิเดส (α-Glucosidase) เป็น
เอนไซม์ที่มีความสำาคัญต่อการย่อยแป้งและคาร์โบไฮเดรต 
ให้กลายเป็น น้ำาตาลโมเลกุลเดี่ยว เช่น น้ำาตาลกลูโคส เข้าสู่
กระแสเลอืด หากกระบวนการนนีถ้กูยบัยัง้ หรอืเกดิขึน้นอ้ยลง
กจ็ะสง่ผลใหร้ะดบัน้ำาตาลในเลอืดลดลง ซึง่จะเปน็ประโยชน์ ใน
การลดระดบัน้ำาตาลในเลอืดภายหลงัรบัประทานอาหาร (Post 
prandial) โดยเฉพาะอย่างยิ่งในผู้ป่วยด้วยโรคเบาหวาน การ
ทดสอบการยับย้ังการทำางานของเอนไซม์แอลฟา-กลูโคซิเดส 
เป็นวิธีหนึ่งในการศึกษาฤทธิ์ต้านเบาหวานของสารทดสอบ 

 อนุมูลอิสระ (Free radical) เป็นโมเลกุลที่ว่องไวใน
การทำาปฏิกิริยากับสารชีวโมเลกุลของเซลล์ในร่างกาย อนุมูล
อสิระทีม่ใีนปรมิาณมากจะเปน็อนัตรายตอ่เซลลแ์ละเนือ้เยือ่ใน
ร่างกาย และอาจนำาไปสู่การเกิดโรคต่างๆ เช่น โรคเบาหวาน 
การกำาจดัอนมุลูอสิระ (Free radical scavenging) เปน็วธิหีนึง่
ในการลดปริมาณอนุมูลอิสระ และบ่งชี้ฤทธ์ิต้านอนุมูลอิสระ
ของสารทดสอบ 

 ปัจจุบัน ผลิตภัณฑ์จากหนานเฉาเหว่ย ที่ใช้เป็น
อาหารเสริมบำารุงสุขภาพ เป็นท่ีสนใจ และมีการจำาหน่ายกัน
มากขึ้น แม้มีรายงานวิจัยเกี่ยวกับฤทธิ์ทางชีวภาพของหนาน
เฉาเหว่ย แต่ก็ยังไม่มีการนำาพืชชนิดนี้ไปพัฒนาและผลิตเป็น
ยารกัษาโรค โดยเฉพาะอยา่งยิง่โรคเบาหวาน เนือ่งจากขอ้มลู
เกี่ยวกับฤทธิ์ชีวภาพบางอย่างยังมีน้อย ประกอบกับข้อมูลที่
รายงาน ส่วนใหญ่เป็นผลจากการวิจัยในสัตว์ทดลอง และมี 
ข้อขัดแย้งเกี่ยวกับความเป็นพิษในสัตว์ทดลอง (Njan et al., 
2008 ; Nabukenya et al., 2014 ; Okwuzu et al., 2017 ; 
Ojiako and Nwanjo, 2006 ; Dégbé et al., 2018 ; Akowuah 
et al., 2015 ; Yeap et al., 2013) ตลอดจนกลไกการออก
ฤทธิ์ ชนิดของสารออกฤทธิ์ยังมีไม่มากนัก งานวิจัยครั้งนี้  
จึงได้ศกึษาเพิม่เติมเกีย่วกบัองคป์ระกอบทางเคมขีองสารสกดั  
เพื่อให้ทราบชนิดของสารสำาคัญท่ีเก่ียวข้องกับการออกฤทธิ์ 
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และศึกษากลไกในการออกฤทธิ์ของสารสกัดเอทานอลใบ
หนานเฉาเหว่ย ซึ่งประกอบด้วย การศึกษาฤทธิ์ต้านการ
อักเสบโดยการทดสอบการยับย้ังการสร้างไนตริกออกไซด์ 
ศกึษาฤทธิต์า้นเบาหวานโดยการทดสอบการยบัยัง้การทำางาน
ของเอนไซม์แอลฟา-กลูโคซิเดส และศึกษาฤทธิ์ต้านอนุมูล
อิสระโดยการทดสอบการกำาจัดอนุมูลอิสระ DPPH รวมท้ัง 
ศึกษาความเป็นพิษต่อเซลล์เม็ดเลือดขาว เพื่อให้เกิดความ
มั่นใจในความปลอดภัยต่อการนำาไปใช้ 

วัตถุประสงค์ของการวิจัย 
 เพื่อศึกษาองค์ประกอบทางเคมี ความเป็นพิษต่อ
เซลล์ ฤทธิ์ยับยั้งการผลิตไนตริกออกไซด์และการทำางานของ
เอนไซม์แอลฟากูล-โคซิเดส รวมท้ังฤทธ์ิต้านอนุมูลอิสระของ
สารสกัดเอทานอลใบหนานเฉาเหว่ย

วัสดุ อุปกรณ์ และวิธีศึกษา
1. พืชที่ใช้ในการวิจัย 
 พืชที่ใช้ในการวิจัยครั้งนี้ คือ ใบหนานเฉาเหว่ย 
(Vernonia amygdalina Del.) ซ่ึงได้รับความอนุเคราะห์
จาก ผศ.อารี ทองฤทธิ์ ตำาบลคลองห้า อำาเภอธัญบุรี จังหวัด
ปทุมธานี 

 เกบ็รวบรวมใบหนานเฉาเหวย่ จากแปลงปลกูหนาน
เฉาเหวย่ ทีอ่ยูใ่นสวนสมนุไพรบา้นอาร ีตำาบลคลองหา้ อำาเภอ
ธัญบุรี จังหวัดปทุมธานี โดยเก็บใบในระยะใบเพสลาด คือ  
ใบที่ไม่แก่และไม่อ่อนจนเกินไป มีลักษณะสมบูรณ์ ปราศจาก
โรค และแมลงทำาลาย จากต้นพืช ซึ่งปลูกด้วยดินจากเชิงเขา
ในเขตอำาเภอบ้านนา จังหวัดนครนายก ที่ผสมดินด้วยปุ๋ย
หมักจากเศษใบไม้และขี้เถ้าแกลบ ต้นพืชได้รับการปลูก และ
การดูแลในสภาพกึ่งธรรม คือ ให้ได้รับแสงแดด และอุณหภูมิ
ในสภาพแวดล้อมทั่วไป ปราศจากการใช้สารเคมี มีการรดน้ำา 
พรวนดิน ให้ปุ๋ยจากน้ำาหมักอินทรีย์ ตามความเหมาะสมต่อ
การเจรญิของพชื เกบ็ใบพชืใหไ้ดป้รมิาณเพยีงพอในคร้ังเดียว  
จากต้นพืชที่ปลูกคราวเดียวกัน ที่มีอายุประมาณ 1 ปี จำานวน
หลายตน้ โดบเกบ็ในชว่งเชา้กอ่นแดดออก ในวนัที ่18 มกราคม 
พ.ศ. 2564 ตวัอยา่งพชื ไดผ้า่นการตรวจสอบลกัษณะพันธุพ์ชื
โดย ผูช้ว่ยศาสตราจารย ์ดร. สนอง จอมเกาะ ภาควชิาชวีวทิยา 
คณะวิทยาศาสตร์ มหาวิทยาลัยมหาสารคาม ตัวอย่างพรรณ
ไม้แห้ง เลขรหัส BNOP/BIO/VA-001 เก็บรักษาไว้ที่ห้อง
ปฏิบัติการชีววิทยา ภาควิชาชีววิทยา คณะวิทยาศาสตร์ 
มหาวทิยาลยัเทคโนโลยรีาชมงคลธญับรุ ีอำาเภอธญับรุ ีจงัหวดั
ปทุมธานี

2. การเตรียมสารสกัดจากใบหนานเฉาเหว่ย
 นำาใบหนานเฉาเหว่ยที่รวบรวมได้ มาล้างด้วย 
น้ำาประปาหลายๆ ครั้ง เพื่อให้สะอาด และเป็นการขจัดส่ิง 

ปนเปื้อน หั่นเป็นชิ้นเล็กๆ ผึ่งในที่ร่มให้แห้งพอประมาณ  
จากนั้น นำามาอบในตู้อบลมร้อนที่อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส 
จนกระท่ังแห้ง แล้วนำามาบด ร่อนผ่านตะแกรง นำาผงที่ได้
ไปทำาการสกัดตามวิธีการของ Buddhakala & Talubmook, 
(2020) โดยการหมัก (Maceration) ในตัวทำาละลาย คือ  
เอทานอล 95% ในอัตราส่วนของผงใบหนานเฉาเหว่ย 400 
กรัม: ต่อเอทานอล 1 ลิตร หมักส่วนผสมนี้ไว้ในโหลแก้ว  
เป็นระยะเวลา 1 สัปดาห์ เมื่อครบกำาหนด กรองส่วนผสมโดย
ใช้กระดาษกรอง No.1 (Whatman International Ltd.) เพื่อ
แยกกากออก นำาส่วนที่กรองได้มาทำาการระเหย เพื่อกำาจัด
ตัวทำาละลาย โดยใช้เครื่อง Rotary evaporator จนกระทั่งได้
ส่วนที่เป็นสารสกัดหยาบ (Crude extract) คำานวณหาร้อยละ
ของสารสกดั (% Yield) จากน้ำาหนกัของสารสกดัทีไ่ด ้(105.22 
กรัม) และน้ำาหนักผงใบพืชที่นำามาสกัด (973.34 กรัม) ซ่ึง
ได้ค่า % Yield เท่ากับ10.81% บรรจุสารสกัดที่ได้ในภาชนะ
ที่ผ่านการอบฆ่าเชื้อแล้ว และเก็บรักษาไว้ที่อุณหภูมิ 4ºC  
เพื่อรอการนำาไปใช้ต่อไป 

3. การวิเคราะห์องค์ประกอบทางเคมี
 นำาสารสกดัทีไ่ด้ ไปวเิคราะหห์าองคป์ระกอบทางเคม ี
ด้วยเครื่อง Gas Chromatograph-Mass Spectrometer  
(GC-MS) โดยสง่ตรวจวเิคราะห ์ณ สำานกัเครือ่งมอืวทิยาศาสตร์
และการทดสอบ ชัน้ 1 อาคารบรหิารวชิาการรวม มหาวทิยาลยั
สงขลานครินทร์ อำาเภอหาดใหญ่ จังหวัดสงขลา การตรวจวัด
ดว้ยเครือ่ง GC-MS ในครัง้นี ้ใชแ้กส๊ฮเีลยีม 99.99% เปน็ตวัพา  
และคอลัมน์ที่ใช้ คือ Agilent- CP9205 VF-WAXms (30 
mx 0.25 มล x 0.25 มล) ที่มีอัตราการไหล 1 มล/นาที โดย
มีอุณหภูมิเริ่มต้นของคอลัมน์ที่ 45ºC เป็นเวลา 2 นาที จาก
นั้น เพิ่มอุณหภูมิในอัตรา 4.5 ºC/นาที จนถึง 250ºC แล้วจึง
ฉีดสารทดสอบ สำาหรับส่วนMass Spectrometer มีอุณหภูมิ 
ของแหล่งกำาเนิดอิเล็กตรอนที่ 230 ºC และอุณหภูมิส่วน 
คัดแยกที่ 150 ºC พลังงานของอิเล็กตรอนที่วิ่งชนโมเลกุล 
ของสารเท่ากับ 70 eV ข้อมูลที่ได้จากการวิเคราะห์นำาไป
เปรียบเทียบกับข้อมูลใน Wiley และ National Institute of 
Science and Technology library 

4. การศึกษาความเป็นพิษต่อเซลล์ 
 ทดสอบความเปน็พษิตอ่เซลลข์องสารสกดัเอทานอล 
ใบหนานเฉาเหว่ย ในเซลล์เม็ดเลือดขาว (RAW 264.7  
macrophages) ที่ถูกกระตุ้นด้วยสาร Lipopolysaccharide 
(LPS ; Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) สำาหรับเซลล์
ใช้ คือ เซลล์ RAW 264.7 ซื้อจาก the American Type 
Culture Collection, ATCC®TIB-71™ สหรัฐอเมริกา เลี้ยง
เซลล์ในอาหาร Dulbecco’s modified Eagle’s medium 
(DMEM, ATCC® 30-2002™ USA) ที่เสริมด้วย 5% Fetal 
bovine serum และ1% Antibiotics, Penicillin-Streptomycin 
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เลี้ยงเซลล์ RAW 264.7 ในขวดรูปชมพู่ (Flask) และบ่ม
ในตู้บ่ม (5%CO

2 
Incubator) ที่อุณหภูมิ 37 ºC นาน 72 

ชั่วโมง เมื่อครบ 24 ชั่วโมง ดูดอาหารเลี้ยงเดิมออก และ
ล้างเซลล์ด้วย PBS แล้วเติมอาหารเลี้ยงเซลล์แบบสำาเร็จรูป 
(DMEM+10%FBS+1%P/S) หลงัจากนัน้ ทำาใหเ้ซลลก์ระจาย
ตัวเป็นเซลล์เดี่ยวๆ อย่างสม่ำาเสมอ นับจำานวนเซลล์ที่ได้
สำาหรับใช้ในการทดสอบความเป็นพิษต่อเซลล์ และการยับยั้ง
การผลิตไนตริคอ-อกไซด์ โดยทำาการเจือจางเซลล์ให้ได้ความ
เขม้ขน้ 1x105 เซลล/์มลิลลิติร เลีย้งเซลลใ์นจานหลมุเพาะเลีย้ง 
(96-well plate) ในตู้บ่ม ที่อุณหภูมิ 37oC 

 ทดสอบความเป็นพิษของสารสกัดเอทานอลใบ 
หนานเฉาเหว่ย ด้วยวิธี 3-[4, 5-Dimethylthiazol-2-yl]-2,5 
diphenyl tetrazolium bromide (MTT) assay ซึ่งดัดแปลง
จากวิธีของ Threrapanithan et al., (2015) และ Bahuguna  
et al., (2017) โดยนำาสารสกดัใบมาละลายดว้ยอาหารเลีย้งเซลล ์ 
ให้มีความเข้มข้น 25, 50, 100, 150, 200, 250, 500, 750 
และ 1,000 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร ดูดอาหารเลี้ยงเซลล์เก่าออก  
แล้วล้างด้วย Phosphate buffer solution (PBS) จากนั้น
เติมสารละลายตัวอย่างทดสอบ ที่ความเข้มข้นต่างๆ คือ 25, 
50, 100, 150, 200, 250, 500, 750 และ 1,000 ไมโครกรัม/
มิลลิลิตร ร่วมกับ LPS 1 ไมโครกรัม/มืลลิลิตร รวมถึง
สารละลายควบคุมเชิงบวก (Dimethyl sulfoxide, DMSO) 
และเชิงลบ (Blank) ลงในหลุมเพาะเลี้ยง บ่มที่อุณหภูมิ 37oC 
เป็นเวลา 24 ชั่วโมง ปล่อยให้เซลล์สัมผัสกับสารสกัด นาน  
24 ชั่วโมง เมื่อครบกำาหนด ดูดอาหารเลี้ยงเซลล์เก่าออก และ
เติมสารละลาย MTT ความเข้มข้น 5 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร 
ปริมาตร 50 ไมโครลิตร/หลุม และอาหารเลี้ยงเซลล์ใหม่ 150 
ไมโครลิตร/หลุม บ่มท่ีอุณหภูมิ 37oC นาน 2-4 ชั่วโมง ดูด
สารละลายในจานเพาะเลี้ยงทิ้ง เติมสารละลาย DMSO ความ
เข้มข้น 0.5% ปริมาตร100 ไมโครลิตร เขย่าเบาๆ เพื่อล้าง
ตะกอน จากนั้น นำาไปวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 
570 นาโนเมตร คำานวณหาเปอรเ์ซน็ตก์ารมชีวีติของเซลล ์(% 
Cell viability) จากสมการ

 นำาสารสกัดที่ระดับความเข้มข้นที่ทำาให้เปอร์เซ็นต์
การมชีวีติรอดของเซลล ์สงูกวา่ 80% ใชใ้นการศกึษาการยบัยัง้
การผลิตไนตริกออกไซด์

5. การทดสอบการยับยั้งการผลิตไนตริกออกไซด์
 ทดสอบการยับยั้งการผลิตไนตริกออกไซด์ โดยการ
วิเคราะห์ปริมาณไนไตร์ท (Nitrite) ด้วยชุด Griess Reagent 
kit โดยเตรยีมสารมาตรฐาน (Nitrite standard) ทีท่ำาใหเ้จือจาง
ดว้ย PBS ใหไ้ดค้วามเขม้ขน้ 0, 1.56, 3.13, 6.25, 12.5, 25, 50 
และ 100 ไมโครโมลาร์ จากนั้น นำาสารละลาย Sulfanilamide 
N-1-Napthylethylenediamine dihydrochloride (NED) เติม

ลงในสารมาตรฐาน และอาหารเลี้ยงเซลล์ที่ผ่านการสัมผัส 
สารสกัด หลุมละ 50 ไมโครลิตร บ่มในที่มืด ที่อุณหภูมิห้อง 
นาน 5-10 นาที วัดค่าดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 570  
นาโนเมตร นำาค่าที่ได้ไปคำานวณหาเปอร์เซ็นต์การยับยั้งการ
ผลิตไนตริกออกไซด์ จากสมการ 

 OD
control

 = ค่าการดูดกลืนแสงของชุดควบคุม

 OD
sample

 = ค่าการดูดกลืนแสงของชุดทดสอบ

 คำานวณหาค่า IC
50

 (ความเข้มข้นของสารสกัดที่
ยับยั้งการผลิตไนตริกออกไซด์ได้ร้อยละ 50) จากกราฟความ
สัมพันธ์ระหว่างความเข้มข้นของสารสกัด กับค่าเปอร์เซ็นต์
การยบัยัง้การผลติไนตรกิออกไซด ์แลว้เปรยีบเทยีบกบัยาต้าน
การอักเสบ Diclofenac

6. การทดสอบการยบัยัง้การทำางานของเอนไซมแ์อลฟา-
กลูโคซิเดส
 ทดสอบการยับย้ังการทำางานของเอนไซม์เอนไซม์
แอลฟา-กลูโคซิเดส ด้วยวิธี p-Nitrophenol colorimetric ใน
การทดลองนี้ใช้ p-Nitrophenyl-alpha-D-glucopyranosidae 
(PNP-G) เป็นสับสเตรท (Substrate) เอนไซม์แอลฟา-กลูโค
ซิเดสจะทำาปฏิกิริยาไฮโดรไลซิส (Hydrolysis) กับ PNP-G 
ได้เป็นน้ำาตาลกลูโคส และ p-Nitrophenol ซึ่งเป็นสารละลาย
ใส สีเหลือง ทำาการทดสอบด้วยวิธีท่ีดัดแปลงมาจากวิธีการ
ของ Dong et al., (2012) โดยผสมสารสกัดที่ความเข้มข้น
ต่างๆ (3, 1.5, 0.75, 0.375, 0.187, 0.094, 0.47 และ 0.023 
มิลลิกรัม/มิลลิลิตร) สารละลาย PBS ความเข้มข้น 0.1 M, 
pH 6.8 ปริมาตร 60 ไมโครลิตร ตามด้วยสารละลายเอนไซม์
แอลฟา-กลูโคซิเดส (Baker’s yeast α-glucosidase) ความ
เข้มข้น 0.06 หน่วย (unit) ปริมาตร 50 ไมโครลิตร นำาไปบ่มที่
อุณหภูมิ 37°C เป็นเวลา 20 นาที จากนั้นเติมสารละลาย 1.3 
mM p-PNP-G ปริมาตร 50 ไมโครลิตร ผสมให้เข้ากัน บ่มที่
อุณหภูมิ 37°C เป็นเวลา 20 นาที แล้วเติม Na

2
CO

3
 ความ

เข้มข้น 1 M ปริมาตร 160 ไมโครลิตร วัดค่าการดูดกลืนแสง 
ที่ความยาวคลื่น 405 นาโนเมตร ด้วยเครื่อง UVM 340  
Microplate Reader โดยใช้ยาอะคาโบส (Acarbose) เป็น
ตัวควบคุมเชิงบวก (Positive control) คำานวณหาค่าร้อยละ
ในการยับยั้งการทำางานของเอนไซม์แอลฟา-กลูโคซิเดส (% 
α-glucosidase inhibition) จากสมการ

 A
control

 คือ ค่าการดูดกลืนแสงของชุดควบคุม

 A
sample

 คือ ค่าการดูดกลืนแสงของชุดทดสอบ

 คำานวณหาคา่ IC
50
 หรอืคา่ความเขม้ขน้ของสารสกดั

ท่ีสามารถยับย้ังการทำางานของเอนไซม์แอลฟา-กลูโคซิเดส  
ได้ร้อยละ 50) จากกราฟความสัมพันธ์ระหว่างความเข้มข้น
ของสารสกัด กับร้อยละการยับยั้งการทำางานของเอนไซม์
แอลฟา-กลูโคซิเดส เปรียบเทียบกับฤทธิ์ของยา Acarbose 
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7. การศึกษาฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ
 ทดสอบฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระของสารสกัดเอทานอล
ใบหนานเฉาเหว่ย โดยวิธี 2,2- Diphenyl-1-picrylhydrazyl 
(DPPH) radical scavenging assay โดยดัดแปลงจากวิธีการ
ของ Villano et al., (2007) คอื เตรยีมสารละลาย DPPH ความ
เข้มข้น 0.06 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร และสารทดสอบ (สารสกัด 
เอทานอลใบหนานเฉาเหวย่ และสาร Butylated hydroxytoluene  
(BHT) ความเข้มข้น 1.6, 0.8, 0.4, 0.2, 0.1, 0.05, 0.025 และ 
0.0125 มิลลกิรมั/1.5 มลิลลิติร นำาสารทดสอบแตล่ะความเขม้
ข้น ปริมาตร 150 ไมโครลิตร เติมลงในหลุมของจานทดสอบ 
(96-well plate) แล้วเติมสารละลาย DPPH ปริมาตร 150 
ไมโครลิตร ปล่อยไว้ในที่มืดเป็นเวลา 20 นาที หลังจากนั้น วัด
ค่าการดูดกลืนแสงด้วยเครื่อง UVM 340 Microplate Reader 
ที่ความยาวคลื่น 517 นาโนเมตร คำานวณหาเปอร์เซ็นต์การ
กำาจัดอนุมูลอิสระ DPPH (% DPPH scavenging) โดยใช้
สมการ

 A
control

 คือ ค่าการดูดกลืนแสงของชุดควบคุม

 A
sample

 คือ ค่าการดูดกลืนแสงของชุดทดสอบ

 คำานวณหาค่า IC
50
 คือ ความเข้มข้นของสารสกัดที่

สามารถตา้นอนมูุลอสิระไดร้อ้ยละ 50 จากกราฟความสมัพนัธ์
ระหว่างความเข้มข้นของสารสกัดกับเปอร์เซ็นต์การกำาจัด
อนุมูลอิสระ DPPH 

8. การวิเคราะห์ข้อมูลทางสถิติ
 นำาข้อมูลที่ได้ไปคำานวณหาค่าสถิติพื้นฐาน ได้แก่  
ค่าเฉลี่ย ค่าความคลาดเคล่ือนเฉล่ีย ค่าร้อยละ ข้อมูลที่ได้
แสดงเปน็คา่เฉลีย่±คา่ความคลาดเคลือ่นเฉลีย่ (Mean±SEM) 
การวเิคราะหส์มัประสทิธิส์มัพนัธแ์บบถดถอยเชงิเสน้ (Linear 
regression analysis) ทำาการวิเคราะห์ความแปรปรวน และ
วิเคราะห์ความแตกต่างของแต่ละกลุ่มตัวอย่างจากข้อมูลตาม
แผนการทดลองแบบ Complete Randomized Design (CRD) 
ดังรายละเอียดต่อไปนี้

 8.1 คำานวณหารอ้ยละในการมชีวีติของเซลล ์(% Cell 
viability) นำาเสนอแบบกราฟแสดงเปอรเ์ซน็ตค์วามเปน็พษิตอ่
เซลล์ RAW 264.7 cells

 8.2 นำาค่าการดูดกลืนแสงของชุดควบคุมและ
ชุดทดสอบไปคำานวณหาค่าร้อยละในการยับยั้งการผลิต 
ไนตริกออกไซด์ และหาค่า IC

50
 จากการวิเคราะห์สัมประสิทธิ์

สัมพันธ์แบบถดถอยเชิงเส้น (Linear regression analysis) 
ระหว่างความเข้มข้นของสารสกัดกับค่าร้อยละในการยับยั้ง
การผลิตไนตริกออกไซด์ แล้วเปรียบเทียบกับยาต้านการ
อักเสบ Diclofenac ด้วยสถิติทดสอบแบบ Student-t test

 8.3 คำานวณหาค่าร้อยละในการกำาจัดอนุมูล DPPH 
และคำานวณหาค่า IC

50
 จากการวิเคราะห์สัมประสิทธิ์สัมพันธ์

แบบถดถอยเชิงเส้น (Linear regression analysis) ระหว่าง
ความเขม้ขน้ของสารสกดักบัการกำาจดัอนมุลูอสิระ DPPH ดว้ย
โปรแกรม Microsoft Excel แล้วเปรียบเทียบกับฤทธิ์ของสาร 
BHT ด้วยสถิติทดสอบแบบ Student-t test

 8.4 คำานวณหาคา่รอ้ยละในการยบัยัง้การทำางานของ
เอนไซม์แอลฟา-กลูโคซิเดส และหาค่า IC

50
 จากการวิเคราะห์

สัมประสิทธิ์สัมพันธ์แบบถดถอยเชิงเส้น (Linear regression  
analysis) ระหว่างความเข้มข้นของสารสกัดกับร้อยละ
การยับย้ังการทำางานของเอนไซม์แอลฟา-กลูโคซิเดส แล้ว 
เปรียบเทียบกับฤทธิ์ของยา Acarbose ด้วยสถิติทดสอบแบบ 
Student-t test

 8.5 ทำาการวิเคราะห์ความแปรปรวนทางเดียว  
(One-way analysis of variance ; One-way ANOVA) และ
วิเคราะห์ความแตกต่างของแต่ละกลุ่มตัวอย่างด้วยวิธี Least 
significant difference (LSD), Student-t test และ Duncan 
multiple range test (DMRT) หาค่าความสัมพันธ์ของข้อมูล
โดยใช้โปรแกรมสำาเร็จรูป SPSS กำาหนดค่าความเชื่อมั่นทาง
สถิติที่ระดับ 95 เปอร์เซ็นต์ (p<0.05) 

ผลและวิจารณ์ผลการทดลอง
1. องค์ประกอบทางเคมี
 การวิเคราะห์องค์ประกอบทางเคมีของสารสกัด
เอทานอลใบหนานเฉาเหว่ย ด้วยเครื่อง GC-MS พบสาระ
สำาคัญที่สามารถบอกชนิดได้จำานวน 10 ชนิด ได้แก่ Benzoic 
acid, Neophytadiene, Xylocaine, Hexadecanoic acid, 
Hexadecanoic acid ethyl ether, Phytol, (z,z) -9,12- 
Octadecadienoic acid, (z,z,z) -9,12,15-Octadecatrien-1-ol, 
(z,z,z) -9,12,15-Octadecatrienoic acid, ethyl ester และ 
Octadecanoic acid มรีายละเอยีดของสารแตล่ะชนดิ ดงัแสดง
ใน Table 1 และ Figure 1 

 การศึกษาจากเอกสาร พบว่า n-Hexadecanoic 
acid เป็นกรดไขมันอิ่มตัว มีฤทธ์ิต้านการอักเสบและต้าน
อนุมูลอิสระ (Vasudevan et al., 2012 ; Ponnamma et al., 
2012 ; Ruvanthika, Manikandan & Lalitha, 2016 ; Chitra 
and Karthikeyan, 2018) Phytol เป็นสารประกอบเทอร์ปีน
มีคุณสมบัติในการต้านอนุมูลอิสระ ต้านการอักเสบ และต้าน
การมีน้ำาตาลในเลือดสูง (Santos et al., 2013 ; Costa et al., 
2016 ; de Moraes et al., 2014 ; Rye et al., 2011 ; Islam 
et al., 2020 ; Silva et al., 2014 ; Harish et al., 2021 ; 
Chitra & Karthikeyan, 2018) 9,12-Octadecadienoic acid, 
(Z,Z)-เป็นกรดไขมนัไมอ่ิม่ตัวทีจ่ำาเป็น มฤีทธ์ิยบัยัง้การทำางาน
ของเอนไซม์แอลฟา-กลูโคซิเดส และฤทธ์ิต้านอนุมูลอิสระ  
(Gunasekarana, et al., 2013) และ 9,12,15-Octadecatrienoic  
acid, (Z,Z,Z) -เป็นกรดไขมันไม่อิ่มตัว และเป็นกรดไขมัน
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ชนิดที่จำาเป็น มีฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ และฤทธิ์ลดน้ำาตาลใน
เลือด (Barre, 2017 ; Blondeau et al., 2014) การพบสาร
เหล่านี้ในสารสกัดเอทานอลใบหนานเฉาเหว่ย จึงแสดงให้
เห็นว่า ส่วนหนึ่งของสารสารเคมีที่เป็นองค์ประกอบในสาร
สกัดเอทานอลใบหนานเฉาเหว่ย มีส่วนทำาให้สารสกัดมีฤทธ์ิ
ยับยั้งการผลิตไนตริกออกไซด์และการทำางานของเอนไซม์
แอลฟา-กลูโคซิเดส และฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ ผลการวิจัยใน
ครั้งนี้ สอดคล้องกับผลการวิจัยของ Alara et al., (2017) ที่
วเิคราะหส์ารสกดัหนานเฉาเหวย่ดว้ย GC-MS พบวา่ สารสกดั
หนานเฉาเหว่ย ประกอบด้วยสารเคมีหลัก 11 ชนิด ประกอบ
ด้วย Phytol (43.69%), (z,z,z) -Methyl ester-9,12,15- 
Octadecatrienoic acid (17.60%), 2-Methyl-3-hexanol 
(6.83%), Ethyl ester-9,12-octadecadienoic acid (6.07%), 
Ethyl ester linoleic acid (5.19%), Ethyl ester hexadecanoic 
acid (5.06), Heneicosane (4.15%), Heptacosane (3.25%) 
และสารอื่นๆ น้อยกว่า 3% 

 อย่างไรก็ตาม ชนิดของสารเคมีท่ีพบในสารสกัด
ใบหนานเฉาเหว่ยในการศึกษาครั้งน้ี แตกต่างจากที่ Dégbé  
et al., (2018) ที่ได้รายงานไว้ ว่าสารสกัดเอทานอล และ 
สารสกดัไฮโดรเอทานอลใบหนาน-เฉาเหวย่ม ีฟีนอล (Phenols)  

ฟลาโวนอยด ์(Flavonoids) ซึง่ทำาการวเิคราะห ์Total phenols  
โดยใช้วิธี Folin-Ciocal-teu method และวิเคราะห์ Total  
Favonoids โดยวิธี Aluminium chloride colorimetric  
method และงานวิจัยของ Usunomena & Ngozi (2016) ที่
วิเคราะห์องค์ประกอบทางเคมีโดยใช้วิธีมาตรฐานสำาหรับการ
ตรวจพฤษเคมี (Phytochemical screening) พบว่า ในสาร
สกดัเอทานอลใบหนานเฉาเหวย่ ม ีฟลาโวนอยด์ (Flavonoids)  
อัลคาลอยด์ (Alkaloids) ซาโปนิน (Saponins) แทนนิน  
(Tannins) ไตรเทอร์ปีนอยด์ (Triterpenoids) สเตียรอยด์  
(Steroids) น้ำาตาลรีดิวซ์ (Reducing sugars) และไกล
โคไซด์ (Cardiac glycosides) แต่ไม่มี แอนทราควิโนน  
(Anthraquinones)

2. ความเป็นพิษต่อเซลล์ 
 การทดสอบความเปน็พษิตอ่เซลลข์องสารสกดัเอทา
นอลใบหนานเฉาเหว่ย โดยวิธี MTT assayพบว่า หลังจาก
เซลล์ RAW 264.7 ได้สัมผัสกับสารสกัดที่ความเข้มข้นต่างๆ 
คือ 25, 50, 100, 150, 200 และ 250 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร มี
เปอรเ์ซน็ตก์ารรอดชวีติของเซลล ์เปน็ 102.93± 1.67, 104.25± 
2.89, 85.87±3.92, 34.33±2.23, 5.59±0.13 และ 5.48±0.03 
% ตามลำาดับ 

Table 1 Major identifiqed chemical constituents of ethanol leaf extract from V. amygdalina (LEVA)

GC Peak No. Component RT Compound Name Formula % Area

1 4.25 Benzoic acid C
6
H

5
COOH 0.92

2 12.24 Neophytadiene C
20
H

38
3.60

3 13.30 Xylocaine C
14
H

22
N

2
O 0.72

4 13.83 Hexadecanoic acid C
16
H

32
O

2
14.08

5 14.18 Hexadecanoic acid,ethyl ether C
18
H

36
O

2
5.67

6 15.82 Phytol C
20
H

40
O 30.80

7 16.16  (z,z) -9,12-Octadecadienoic acid C
18
H

32
O

2
1.71

8 16.26  (z,z,z) -9,12,15-Octadecatrien-1-ol C
18
H

32
O 14.50

9 16.57  (z,z,z) -9,12,15-Octadecatrienoic acid, ethyl ester C
18
H

30
O

2
7.14

10 16.49 Octadecanoic acid C
18
H

36
O

2
3.59
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 เปอร์เซ็นต์การรอดชีวิตของเซลล์ แปรผกผันกับ
ความเข้มข้นของสารสกัด จะเห็นได้ว่า สารสกัดสารสกัดท่ี
ความเข้มข้นที่สูงกว่า 100 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร ทำาให้เกิด
ความเปน็พษิตอ่เซลล ์RAW 264.7 คอื ทำาใหเ้กดิการตายของ
เซลล์ (Figure 2) สารสกัดทำาให้มีอัตราการรอดชีวิตกึ่งหนึ่ง 
(IC

50
) มีค่าเป็น 110.02±0.86 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร (Figure 

3) สารสกัดที่ระดับความเข้มข้น 25, 50 และ 100 ไมโครกรัม/
มลิลลิติร ทำาใหเ้ปอรเ์ซน็ตข์องเซลลม์ชีวีติรอดสงูกวา่ 80% จงึ
ถูกนำาไปใช้ในการทดสอบการยับยั้งการผลิตไนตริกออกไซด์ 

 มีรายงานการวิจัยเกี่ยวกับความเป็นพิษของ 
หนานเฉาเหว่ยทั้งที่สอดคล้องและขัดแย้งกับผลการวิจัยใน
ครั้งนี้ นักวิจัยกลุ่มหนึ่ง พบว่า หนานเฉาเหว่ยไม่แสดงความ
เป็นพิษเลย ไม่ก่อให้เกิดพิษหรือฤทธิ์ไม่พึงประสงค์ หรือมี
ความเป็นพิษน้อย (Akah and Okafor, 1992 ; Njan et al., 
2008 ; Ojiako and Nwanjo, 2006 ; Akowuah et al., 2015 ; 
Dégbé et al., 2018 ; Yeap et al., 2013) จึงมีความปลอดภัย
ในการนำาหนานเฉาเหวย่ไปใชเ้พือ่ประโยชนต์อ่สขุภาพ (Yeap 
et al., 2010) ขณะที่นักวิจัยอีกกลุ่มหนึ่ง พบว่า หนานเฉาเหว่
ยมคีวามเปน็พษิ มผีลใหเ้อนไซมท์ีเ่กีย่วขอ้งกบัการทำางานของ
ตับ และระดับคอเลสเตอรอลเพ่ิมขึ้น เป็นพิษต่อหนูถีบจักร 
ก่อให้เกิดการแตกของโครโมโซม และเป็นพิษต่อเซลล์มะเร็ง
ที่ผิวหนัง (Nabukenya et al., 2014 ; Ibrahim et al., 2011 ; 
Owoeye et al., 2010) ผลจากการทดสอบครั้งนี้ ชี้ให้เห็นว่า 
สารสกัดเอทานอลใบหนานเฉาเหว่ย ก่อให้เกิดความเป็นพิษ
ต่อเซลล์ และความเป็นพิษผันแปรตามความเข้มข้นของสาร
สกดั ดงันัน้จงึควรระวงัในการใชห้นานเฉาเหวย่ในปรมิาณมาก

3. การยับยั้งการผลิตไนตริกออกไซด์ 
 การทดสอบการยับยั้งการผลิตไนตริกออกไซด์ของ
เซลล ์RAW 264.7 ทีถ่กูกระตุน้ดว้ย LPS พบวา่ ทีค่วามเข้มขน้  
25 50 และ 100 ไมโครกรมั/มลิลลิติร สารสกดัใบหนานเฉาเหวย่  
ยับยั้งการผลิตไนตริกออกไซด์ได้ 13.78±2.07, 17.39±2.41 
และ 29.97±2.58 % ตามลำาดบั เมือ่เปรยีบเทยีบทีค่วามเขม้ขน้  
50 ไมโครกรมั/มลิลลิติร สารสกดัยบัยัง้การผลติไนตรกิออกไซด ์
ได้นอ้ยกวา่ยา Diclofenac ทีส่ามารถยบัยัง้ได้ถงึ 27.07±1.81% 
(Table 3) 

 เนื่องจากไนตริกออกไซด์ (NO) เป็นสารสื่อกลาง  
(Mediator) ทีส่ำาคญัทีม่บีทบาทในการกอ่การอกัเสบทีเ่กีย่วขอ้ง 
กับระบบภูมิคุ้มกัน เม่ือระบบภูมิคุ้มกันภายในร่างกายเกิด
การอักเสบ จะส่งผลให้ปริมาณ NO เพิ่มมากขึ้น การวิจัยใน
ครั้งนี้ สารสกัดเอทานอลใบหนานเฉาเหว่ยสามารถยับยั้งการ
ผลิตไนตริกออกไซด์ได้ แสดงให้เห็นว่า สารสกัดนี้มีฤทธิ์ต้าน
การอักเสบ ผลการวิจัยในครั้งนี้ สอดคล้องกับหลายงานวิจัย
ก่อนหน้านี้ที่พบว่า ใบ รวมทั้งสารสกัดจากใบหนานเฉาเหว่ย 
มีฤทธิ์ต้านการอักเสบ (Adiukwu, et al., 2013 ; Adedapo  
et al., 2014 ; Samuel et al., 2017 ; Kola, 2007 ; Wang 
et al., 2020) 

 Samuel et al., (2017) พบว่า กลไกในการต้านการ
อกัเสบของสารสกดั คอื ลดการเคลือ่นทีข่องเซลลเ์มด็เลอืดขาว 
ไปยังบริเวณที่มีการอักเสบและลดออกซิเดชั่นของไขมัน  
การวิจัยครั้งนี้ สารสกัดเอ-ทานอลใบหนานเฉาเหว่ย ต้านการ
อักเสบโดยการยับยั้งการสร้างไนตริกออกไซด์ 

Figure 1 GC/MS chromatogram of chemical constituents of ethanol leaf extract from V. amygdalina (LEVA) 
 

 Figure 1 GC/MS chromatogram of chemical constituents of ethanol leaf extract from V. amygdalina 
(LEVA)
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 ผลจากการทดสอบนี้ชี้ ให้ เห็นว่า สารสกัดมีมี
ศักยภาพในการต้านการอักเสบต่ำากว่า ยา Diclofenac ดังนั้น 
หากจะประยุกต์ใช้หนานเฉาเหว่ยในการรักษาอาการอักเสบ 

จึงควรเลือกใช้ในกรณีที่มีการอักเสบไม่มาก และไม่ควรใช้
ปริมาณมาก เพราะอาจเกิดความเป็นพิษต่อเซลล์ได้

กรณีที่มกีำรอกัเสบไม่มำก และไม่ควรใชป้รมิำณ
มำก เพรำะอำจเกดิควำมเป็นพษิต่อเซลลไ์ด ้

Figure 2  Cell viability (%) of RAW 264.7 cells exposed to ethanol leaf extract from V. amygdalina 
(LEVA)  

 

Figure 3   Cell viability (LC50) of RAW 264.7 cells exposed to ethanol leaf extract from V. amygdalin 
(LEVA) 
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Figure 2 Cell viability (%) of RAW 264.7 cells exposed to ethanol leaf extract from V. amygdalina (LEVA) 
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4. การยับยั้งการทำางานของเอนไซม์แอลฟา -กลูโคซิเดส 
 การทดสอบการยับยั้งการทำางานของเอนไซม์
แอลฟา-กลโูคซิเดส พบวา่ สารสกดัเอทานอลใบหนานเฉาเหวย่  
สามารถยับยั้งการทำางานของเอนไซม์แอลฟา-กลูโคซิเดสได้  
และการยับยั้งผันแปรตามความเข้มข้นของสารสกัด ที่ความ
เขม้ขน้สงูสดุทีใ่ชใ้นการศกึษาครัง้นี ้คอื 3.0 มลิลกิรมั/มลิลลิติร 
สารสกัดสามารถยับย้ังการทำางานของเอนไซม์แอลฟา- 
กลูโคซิเดสได้ 53.02±0.00% และมีค่า IC

50
 เท่ากับ 0.28 

มิลลิกรัม/มิลลิลิตร ในขณะที่ที่ความเข้มข้นเดียวกันนี้   
ยา Acarbose ยับยั้งได้สูงถึง 80.19±0.01% และมีค่า IC

50
 

เท่ากับ 0.16 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร (Figure 4) การยับย้ังการ
ทำางานของเอนไซม์แอลฟา-กลูโคซิเดส ของสารสกัดเอทา
นอลใบหนานเฉาเหวย่ ในการวจัิยครัง้นี ้สอดคลอ้งกบัการวจิยั
ของ Erukainure et al., (2019) ; Alara et al., (2019) ; Saliu  
et al., (2012) ; Anh et al., (2021) และ Zakariya, et al., 

(2020) ที่พบว่า ชาชงหนานเฉาเหว่ย สารสกัดเอทานอล  
สารสกัดน้ำา สารสกัดบิวทานอล สารสกัดฟีนอล ส่วนสกัดย่อย 
สเตียรอยด์ ซาโปนิน รวมทั้งสาร Vernoamyoside E ที่แยก
ได้จาก สารสกัดใบหนานเฉาเหว่ยมีฤทธ์ิยับยั้งการทำางาน
ของเอนไซม์ α-amylase และ α-glucosidase อย่างไรก็ตาม  
ฤทธ์ิของสารทดสอบในการยับยั้งการทำางานของเอนไซม์
แอลฟา-กลโูคซเิดส หรอืฤทธิต์า้นเบาหวาน ขึน้อยูก่บัปจัจยัใน
การทดสอบ เชน่ ขนาดของสารสกดั ระยะเวลาในการใหส้ารสกดั  
(Ong et al., 2011) และชนิดของสารสกัด (Atangwho et al., 
2013) สารสำาคญั (Active compounds) เชน่ Polyphenol เปน็
ปัจจัยที่หนึ่งที่เกี่ยวข้องกับการออกฤทธิ์ต้านเบาหวานของ 
หนานเฉาเหว่ย (Ong et al., 2011) 

 เอนไซมแ์อลฟา-กลโูคซเิดส เปน็เอนไซมซ์ึง่ทำาหนา้ที่
ย่อยแป้ง และคาร์โบไฮเดรตอื่นๆ ให้เป็นน้ำาตาลโมเลกุลเดี่ยว 
เช่น น้ำาตาลกลูโคส การวิจัยครั้งนี้ พบว่า สารสกัดเอทานอล 

Table 2 Inhibitory effect of ethanol leaf extract from V. amygdalina (LEVA) and Diclofenac on NO production (%) 
in LPS-stimulated RAW 264.7 cells

Concentrations (µg/mL) 
% Inhibition NO production

LEVA Diclofenac

25 13.78±2.07a -

50 17.39±2.41a* 27.07±1.81**

100 29.97±2.58b -
Values are expressed as means ±S.E.M, n= 3 replications ; There was significant difference between means have the different alphabetical super-
scripts (p<0.05) (a and b by least significant difference (LSD), * and ** by Student-t test).

Table 2  Inhibitory effect of ethanol leaf extract from V. amygdalina (LEVA) and Diclofenac on NO 
production (%) in    LPS-stimulated RAW 264.7 cells 

Concentrations (µg/mL) 
% Inhibition NO production 

LEVA Diclofenac 
25 13.78±2.07a - 
50 17.39±2.41a* 27.07±1.81** 
100 29.97±2.58b - 

 

Values are expressed as means ±S.E.M, n= 3 replications; There was significant difference between 
means have the different alphabetical superscripts (p<0.05) (a and b by least significant difference 
(LSD), * and ** by Student - t test).

4. การยบัยัง้การท างานของเอนไซมแ์อลฟา -
กลูโคซิเดส  

กำรทดสอบกำรยับยัง้กำรท ำงำนของ
เอนไซมแ์อลฟำ-กลูโคซเิดส พบว่ำ สำรสกดัเอทำ

นอลใบหนำนเฉำเหว่ย สำมำรถยบัยัง้กำรท ำงำน
ของเอนไซมแ์อลฟำ-กลูโคซเิดสได ้และกำรยบัยัง้
ผันแปรตำมควำมเข้มข้นของสำรสกัด ที่ควำม
เขม้ขน้ 

 

Figure 4  Inhibitory effect of ethanol leaf extract from V. amygdalina (LEVA) and Acarbose on α-
Glucosidase activity
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Figure 4 Inhibitory effect of ethanol leaf extract from V. amygdalina (LEVA) and Acarbose on α-Glucosidase activity
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ใบหนานเฉาเหว่ย ยับย้ังการทำางานของเอนไซม์แอลฟา- 
กลูโคซิเดสได้ ดังนั้น สารสกัดเอทานอลใบหนานเฉาเหว่ยจึง
ออกฤทธิ์ต้านเบาหวานโดยการชะลอการเพ่ิมระดับน้ำาตาล 
ในเลือด และชะลอการดูดซึมน้ำาตาลเข้าสู่กระแสเลือด 

 ผลจากการทดสอบนี ้ชีใ้หเ้หน็วา่ สารสกดัมศีกัยภาพ
ในการต้านเบาหวานต่ำากว่ายา Acarbose ท่ีใช้สำาหรับผู้ป่วย
เบาหวาน ดงันัน้ หากจะมกีารใชใ้นการรกัษาเบาหวาน ควรจะ
นำาไปใชร้ว่มกบัยารกัษาโรคเบาหวาน ไมค่วรใชห้นานเฉาเหวย่ 
อย่างเดียวในปริมาณมาก ซึ่งอาจเกิดอันตราย เนื่องจากสาร
สกัดจะมีพิษมากขึ้นเมื่อใช้ในปริมาณที่มากขึ้น

5. ฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ 
 การทดสอบฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ ด้วยวิธี DPPH  
assay พบว่า ที่ความเข้มข้น 1.6, 0.8, 0.4, 0.2, 0.1, 0.05, 
0.02 และ 0.01 มก/มล สารสกัดเอทานอลใบหนานเฉาเหว่ย
สามารถกำาจัดอนุมูล DPPH ได้ 50.93±0.01, 44.77±0.02, 
35.67±0.00, 32.12±0.01, 27.45±0.00, 20.62±.0.01, 
14.00±0.01 และ 8.60±0.01 % ตามลำาดับ จะเห็นได้ว่า สาร
สกดัสามารถกำาจดัอนมุลูอสิระ DPPH ไดเ้พิม่ขึน้ตามความเขม้
ขน้ของสารสกดัทีเ่พ่ิมขึน้ และมคีา่ IC

50
 เทา่กบั 0.15 มลิลกิรมั/

มิลลิลิตร ขณะที่ที่ความเข้มข้นเดียวกันน้ี สาร BHT กำาจัด
อนุมูล DPPH ได้ 79.68±0.01, 78.88±0.01, 69.73±0.02, 
57.84±0.02, 40.47±0.01, 26.73±0.02, 21.04±0.01 และ 
5.57±0.01% ตามลำาดับ และมีค่า IC

50
 เท่ากับ 0.11 มิลลิกรัม/

มิลลิลิตร เมื่อเปรียบเทียบท่ีความเข้มข้นสูงสุดที่ใช้ในการ

ศึกษาครั้งนี้ คือ 1.6 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร พบว่า สารสกัด
สามารถกำาจัดอนุมูลอิสระ DPPH ได้ 50.93±0.01% ซึ่งกำาจัด
อนุมูล DPPH ได้น้อยกว่าสาร BHT ที่กำาจัดอนุมูลอิสระได้ถึง 
79.68± 0.01% (Figure 5) ชี้ให้เห็นว่า สารสกัดเอทานอลใบ
หนานเฉาเหว่ย มีฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ และออกฤทธิ์โดยวิธี
กำาจัดอนุมูล DPPH ผลการวิจัยในครั้งนี้ สอดคล้องกับงาน
วิจัยของ (Tonukari et al., 2015 ; Erukainure et al., 2019 ; 
Adedapo et al., 2014 ; Wang et al., 2020 ; Adeoye et al.,  
2017 ; Dégbé et al., 2018) ที่รายงานว่า ชาชง สารสกัด 
อะซีโตน สารสกัดน้ำา สารสกัดเมทานอล และสารสกัด 
เอทานอลจากใบหนานเฉาเหว่ยมีฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ

 ศักยภาพในการออกฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระของสาร
สกัดหนานเฉาเหว่ยขึ้นอยู่กับหลายปัจจัย เช่น ชนิดของสาร
สกัด หรือตัวทำาละลายที่ใช้ในการสกัดสาร (Atangwho et al., 
2013) ความเข้มข้นหรือขนาดของสารสกัดที่ใช้ และปริมาณ
ของสาร ฟีนอลิกรวมและฟลาโวนอยด์รวมในสารสกัด (Alara 
et al., 2019) 

สรุปผลการทดลอง
 สารสกัดเอทานอลใบหนานเฉาเหว่ย มีสารเคมีหลัก
เปน็องคป์ระกอบ 10 ชนดิ ไดแ้ก ่Benzoic acid, Neophytadiene,  
Xylocaine,Hexadecanoic acid, Hexadecanoic acid ethyl 
ether, Phytol, (z,z) -9,12-Octadecadienoic acid, (z,z,z) -9,12, 
15-Octadecatrien-1-ol, (z,z,z) -9,12,15-Octadecatrienoic  
acid ethyl ester และ Octadecanoic acid สารสกดัเป็นพษิตอ่

2019; Adedapo et al., 2014; Wang et al., 2020; 
Adeoye et al., 2017; Dégbé et al., 2018)   ที่
รำยงำนว่ำ ชำชง สำรสกดัอะซีโตน สำรสกดัน ้ำ 
สำรสกดัเมทำนอล และสำรสกดัเอทำนอลจำกใบ
หนำนเฉำเหว่ยมฤีทธิต์ำ้นอนุมลูอสิระ  

ศกัยภำพในกำรออกฤทธิต์้ำนอนุมูลอสิระของสำร
สกัดหนำนเฉำเหว่ยขึ้นอยู่กับหลำยปัจจัย เช่น 
ชนิดของสำรสกดั หรอืตวัท ำละลำยทีใ่ชใ้นกำร- 

 
Figure 5 Antioxidant activities of ethanol leaf extract from V. amygdalina (LEVA) and BHT, using DPPH assay 

สกดัสำร (Atangwho et al., 2013) ควำมเขม้ขน้
หรอืขนำดของสำรสกดัทีใ่ช ้ และปรมิำณของสำร   
ฟีนอลกิรวมและฟลำโวนอยดร์วมในสำรสกดั 
(Alara et al., 2019)  

 
สรปุผลการทดลอง 

สำรสกัดเอทำนอลใบหนำนเฉำเหว่ย มีสำรเคมี
หลักเป็นองค์ประกอบ 10 ชนิด ได้แก่ Benzoic 
acid, Neophytadiene, Xylocaine,Hexadecanoic 
acid, Hexadecanoic acid ethyl ether, Phytol,  
( z,z)-9,12-Octadecadienoic acid, ( z,z,z)-9,12, 
15- Octadecatrien-1- ol, ( z,z,z)-9, 12, 15-
Octadecatrienoic acid ethyl ester แ ล ะ 

Octadecanoic acid สำรสกดัเป็นพษิต่อเซลล ์โดย
มีค่ ำ  IC50 เท่ ำ กับ  110.02±0.86 ไม โครกรัม /
มลิลลิติร สำรสกดัมฤีทธิต์้ำนกำรอกัเสบและออก
ฤทธิโ์ดยกำรยับยัง้กำรสร้ำงไนตริกออกไซด์ มี
ฤทธิต์ำ้นเบำหวำนและออกฤทธิโ์ดยกำรยบัยัง้กำร
ท ำงำนของเอนไซม์แอลฟำ-กลูโคซเิดส สำรสกดั
ยังมีฤทธิต์้ำนอนุมูลอิสระและออกฤทธิโ์ดยกำร
ก ำจดัอนุมูล DPPH ได ้นอกจำกนี้ สำรส ำคญัสว่น
หนึ่งที่พบในสำรสกดัเอทำนอลใบหนำนเฉำเหว่ย 
มสีว่นในกำรออกฤทธิข์องสำรสกดั 

พบว่ำ สำรสกัดเอทำนอลใบหนำนเฉำ
เหว่ยมฤีทธิต์้ำนกำรอกัเสบ ต้ำนเบำหวำน และ
ต้ำนอนุมูลอสิระ จงึมคีวำมเป็นไปไดใ้นกำรน ำสำร
สกดัน้ีไปท ำกำรวจิยัหรอืทดลองต่อทำงคลนิิก เพื่อ
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เซลล ์โดยมคีา่ IC
50
 เทา่กบั 110.02±0.86 ไมโครกรมั/มลิลลิติร 

สารสกดัมีฤทธิต์า้นการอกัเสบและออกฤทธิโ์ดยการยบัยัง้การ
สร้างไนตริกออกไซด์ มีฤทธิ์ต้านเบาหวานและออกฤทธิ์โดย
การยบัยัง้การทำางานของเอนไซมแ์อลฟา-กลโูคซเิดส สารสกดั
ยังมีฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระและออกฤทธิ์โดยการกำาจัดอนุมูล 
DPPH ได้ นอกจากนี้ สารสำาคัญส่วนหนึ่งที่พบในสารสกัด 
เอทานอลใบหนานเฉาเหว่ย มีส่วนในการออกฤทธิ์ของสาร
สกัด

 พบว่า สารสกัดเอทานอลใบหนานเฉาเหว่ยมีฤทธิ์
ต้านการอักเสบ ต้านเบาหวาน และต้านอนุมูลอิสระ จึงมี
ความเป็นไปได้ในการนำาสารสกัดนี้ไปทำาการวิจัยหรือทดลอง
ต่อทางคลินิก เพื่อเป็นแนวทางไปสู่การผลิตเป็นผลิตภัณฑ์
สำาหรบัใชใ้นการรกัษาโรคทีส่มัพนัธก์บัอนมุลูอสิระ รวมทัง้โรค 
เบาหวาน และการอักเสบ อย่างไรก็ตาม สารสกัดแสดงความ
เป็นพิษต่อเซลล์ ดังนั้น การใช้หนานเฉาเหว่ยจึงต้องใช้ด้วย
ความระมัดระวัง
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