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นิพนธ์ต้นฉบับ

ฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ ฤทธิ์ต้านการแพ้ ฤทธิ์ต้านการอักเสบและปริมาณสารกลุ่ม
ฟีนอลิคทั้งหมดของต�ารับตรีเกสรมาศ
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บทคัดย่อ

บทน�ำ:	 ต�ำรับยำตรีเกสรมำศประกอบด้วยสมุนไพร	 3	 ชนิด	 ได้แก่	 เปลือกฝิ่นต้น	 เกสรบัวหลวง	 และลูกมะตูมอ่อน	 

มีสรรพคุณแก้อ่อนเพลีย	 ปรับธำตุในผู้ป่วยที่เพิ่งฟื้นจำกกำรเจ็บป่วย	 กำรศึกษำนี้มีวัตถุประสงค์เพื่อศึกษำฤทธ์ิ

ต้ำนอนุมูลอิสระ	 ฤทธิ์ต้ำนกำรแพ้	 ฤทธิ์ต้ำนกำรอักเสบของสำรสกัดต�ำรับตรีเกสรมำศและวิเครำะห์หำปริมำณ

สำรกลุ่มฟีนอลิคทั้งหมด

วิธีกำรศึกษำ:		 น�ำสมุนไพรทั้งสำมชนิดซึ่งผสมรวมเป็นต�ำรับได้เป็นสำรสกัดชั้นเอธำนอล	95%	และชั้นน�้ำจำกนั้นน�ำสำรสกัดไป

ทดสอบฤทธิต้์ำนอนมุลูอสิระด้วยวธิ	ีDPPH	ฤทธิต้์ำนกำรแพ้ด้วยวธิยีบัยัง้กำรหล่ังของเอนไซม์	β-hexosaminidase 

ฤทธิต้์ำนกำรอกัเสบด้วยวธิยีบัยัง้กำรหลัง่	nitric	oxide	และกำรวเิครำะห์หำปรมิำณสำรกลุม่ฟีนอลคิทัง้หมดโดย

วิธี	Folin-Ciocalteu

ผลกำรศึกษำ:		 สำรสกัดชั้นเอธำนอล	 95%	 และช้ันน�้ำมีฤทธ์ิต้ำนอนุมูลอิสระที่ดีด้วยวิธี	 DPPH	 (EC
50
	 เท่ำกับ	 3.86	 ±	 0.11	

และ	16.00	±	3.60	ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร	ตำมล�ำดับ)	อีกทั้งสำรสกัดทั้งสองมีปริมำณสำรกลุ่มฟีนอลิคทั้งหมด	 

โดยมีค่ำสมมูล	gallic	acid	(GAE)	เท่ำกับ	300.24	±	2.23	และ	184.92	±	4.33	มิลลิกรัมต่อสำรสกัด	1	กรัม	

และจำกกำรทดสอบฤทธิ์ต้ำนกำรแพ้พบว่ำ	สำรสกัดชั้นเอธำนอล	95%	มีฤทธิ์ต้ำนกำรแพ้ด้วยวิธียับยั้งกำรหลั่ง

ของเอนไซม์	β-hexosaminidase	(IC
50
	เท่ำกับ	93.51	±	0.83	ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร)	ในขณะที่สำรสกัดชั้นน�้ำ

ไม่มีฤทธิ์ต้ำนกำรแพ้	ส่วนกำรทดสอบฤทธิ์ต้ำนอักเสบพบว่ำสำรสกัดทั้งสองไม่มีฤทธิ์ต้ำนกำรอักเสบ

สรุปผลกำรศึกษำ:		ต�ำรบัตรเีกสรมำศมฤีทธิต้์ำนอนมุลูอสิระและต้ำนกำรแพ้และมปีรมิำณสำรกลุ่มฟีนอลิคทัง้หมดทีสู่ง	ซึง่สอดคล้อง

กับภูมิปัญญำของกำรแพทย์แผนไทย	

ค�ำส�ำคัญ:	ต�ำรับตรีเกสรมำศ,	ฤทธิ์ต้ำนอนุมูลอิสระ,	ฤทธิ์ต้ำนกำรแพ้,	ฤทธิ์ต้ำนกำรอักเสบ,	ปริมำณสำรกลุ่มฟีนอลิคทั้งหมด	

วันที่รับบทควำม: 4 กันยำยน 2561 วันที่แก้ไขบทควำม: 1 พฤษภำคม 2562 วนัทีอ่นญุำตใหต้พีมิพ:์ 3 พฤษภำคม 2562

สถำนกำรแพทย์แผนไทยประยุกต์	คณะแพทยศำสตร์	มหำวิทยำลัยธรรมศำสตร์
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บทน�ำ
ต�ำรบัยำตรเีกสรมำศเป็นต�ำรบัยำหนึง่ในบญัชยีำหลกั

แห่งชำติ	พ.ศ.	2561	ว่ำด้วยบัญชียำจำกสมุนไพร	มีสรรพคุณ 

แก้อ่อนเพลยี	ปรบัธำตุในผูป่้วยทีเ่พิง่ฟ้ืนจำกกำรเจบ็ป่วย	เช่น	ไข้	

ท้องเสีย	เป็นต้น	ประกอบด้วยสมนุไพร	3	ชนดิ	ได้แก่	เปลือกฝ่ินต้น	 

เกสรบัวหลวง	 และลูกมะตูมอ่อน	 สูตรต�ำรับในผงยำ	 90	 กรัม	

ประกอบด้วย	 เปลือกฝิ่นต้น	 เกสรบัวหลวง	 ลูกมะตูมอ่อน	 

หนักสิ่งละ	 30	 กรัม	 ขนำดและวิธีใช้	 คือรับประทำนครั้งละ	 

1	กรมั	ชงน�ำ้ร้อนประมำณ	120	-	200	มลิลลิติร	ดืม่ขณะยำยงัอุ่น	 

วนัละ	4	ครัง้	ก่อนอำหำรและก่อนนอน1	กำรสบืค้นรำยงำนทำง

เภสชัวทิยำ	พบว่ำ	สำรสกัดต�ำรบัตรเีกสรมำศชัน้เอธำนอล	95%	

ทดสอบกำรยับยั้งเชื้อจุลชีพโดยวิธี	Broth	Dilution	พบว่ำสำร

สกัดมีค่ำควำมเข้มข้นต�่ำท่ีสุดท่ีสำมำรถยับย้ังเชื้อ	 (minimum	

Inhibitory	concentration,	MIC)	ต่อเชื้อ	Staphylococcus 

aureus, Pseudomonas aeruginosa	และ	Escherichia coli 

เท่ำกบั	1,000	มำกกว่ำ	1,000	และ	มำกกว่ำ	1,000	ไมโครกรมั

ต่อมิลลิลิตร	ตำมล�ำดับ	โดยสำรมำตรฐำน	vancomycin	มีค่ำ	

MIC	ต่อเชือ้	S. aureus เท่ำกบั	0.5	ไมโครกรมัต่อมลิลลิติร	และ

สำรมำตรฐำน	rifampicin	มค่ีำ	MIC	ต่อเช้ือ	P. aeruginosa	และ 

E. coli เท่ำกบั	40	และ	5	ไมโครกรมัต่อมลิลลิิตร2		ส่วนสมุนไพร

ในต�ำรับพบรำยงำนว่ำ	 เปลือกฝิ่นต้นท่ีสกัดด้วย	methanol	 

พบสำร	microcyclic	lathyrane	diterpenoids	multifidone	

และ	multifidinol	 เป็นสำรบริสุทธิ์มีฤทธิ์ต้ำน	Plasmodium 

falciparum	D6	และ	W2	ซึง่เป็นปรสติทีก่่อให้เกิดโรคมำลำเรยี	

โดยมค่ีำ	IC
50
	ระหว่ำง	1,485	กบั	47,600	ไมโครกรมัต่อมลิลลิติร	

และสำร	microcyclic	lathyrane	diterpenoids	มีฤทธิ์ต้ำน	

Plasmodium falciparum	D6	และ	W2	ดีที่สุด	โดยมีค่ำ	IC
50	

เท่ำกบั	7,231.5	และ	7,805.6	ไมโครกรมัต่อมลิลลิติร	นอกจำกนี ้

สำรดังกล่ำวมีฤทธิ์ต้ำนเชื้อ	Candida glabrata S. aureus 

และ	methicillin-resistant	S. aureus	โดยมีค่ำ	IC
50
	เท่ำกับ	

130.5	34.8	และ	28.4	ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร3	เกสรบัวหลวง

ได้มรีำยงำนกำรศกึษำฤทธิต้์ำนอนมุลูอสิระโดยสำรสกดัช้ันต้มน�ำ้	 

เอธำนอล	 95%	 และกำกที่เหลือจำกกำรหมักเอธำนอลน�ำมำ 

สกัดด้วยกำรต้มน�้ำ	 ด้วยวิธี	 DPPH	พบว่ำ	 มีค่ำ	 EC
50
	 เท่ำกับ	

8.87	±	0.01	83.27	±	2.98	และ	32.72	±	2.55	ไมโครกรัมต่อ

มิลลิลิตร	ตำมล�ำดับ4	ลูกมะตูมอ่อนได้มีรำยงำนกำรศึกษำฤทธิ์

ต้ำนอนมุลูอสิระโดยสำรสกดัชัน้น�ำ้ทีป่รมิำณของสำรสกัดขนำด	

50	100	250	500	และ	1,000	 ไมโครกรัม	ทดสอบฤทธิ์ต้ำน

อนมุลูอสิระด้วยวธิ	ีDPPH	superoxide	nitric	oxide	hydroxyl	

และ	ABTS+	radical	scavenging	ในหลอดทดลอง	พบว่ำ	ทุก 

ขนำดปรมิำณของสำรสกดัมเีปอร์เซน็ต์ควำมสำมำรถในกำรต้ำน

อนมุลูอสิระได้ทกุวธีิ	โดยฤทธิต้์ำนอนมุลูอสิระขึน้อยู่กบัปริมำณ

ของสำรสกัด5	และสำรสกัดผลมะตูมอ่อนชั้นเอธำนอล	95%	มี

ฤทธิต้์ำนกำรแพ้	โดยมค่ีำ	IC
50
	เท่ำกบั	70.03	±	0.88	ไมโครกรมั

ต่อมิลลิลิตร	 ในขณะที่สำรสกัดชั้นน�้ำมีฤทธิ์ต้ำนกำรอักเสบ	 

โดยมค่ีำ	IC
50
	เท่ำกบั	40.22	±	2.34	ไมโครกรมัต่อมลิลลิติร	และ

นอกจำกนีส้ำรสกดัผลมะตมูอ่อนชัน้น�ำ้มีฤทธิต้์ำนอนมูุลอสิระทีด่ี

ด้วยวิธี	ABTS	โดยมีค่ำ	EC
50
	เท่ำกับ	36.40	±	1.23	ไมโครกรัม

ต่อมิลลิลิตร	และ	FRAP	โดยมีค่ำ	FRAP	value	เท่ำกับ	111.61	

±	0.59	Fe2+	ต่อกรัมของน�้ำหนักสำรสกัด	และ	TEAC	value	

เท่ำกับ	39.04	±	0.23	มิลลิกรัม	trolox	equivalent	ต่อกรัม

ของน�้ำหนักสำรสกัด	 ส่วนกำรทดสอบฤทธิ์ต้ำนอนุมูลอิสระ

ด้วยวิธี	 DPPH	พบว่ำสำรสกัดทั้งสองช้ันไม่มีควำมสำมำรถใน

กำรต้ำนอนุมูลอิสระด้วยวิธีดังกล่ำว6	 แต่อย่ำงไรก็ตำมในส่วน

ต�ำรับตรีเกสรมำศยังไม่พบกำรศึกษำฤทธ์ิต้ำนอนุมูลอิสระ	 

ฤทธิต้์ำนกำรแพ้และฤทธิต้์ำนกำรอักเสบ	ดงันัน้ในกำรศกึษำครัง้น้ี 

มีวัตถุประสงค์เพื่อศึกษำฤทธิ์ต้ำนอนุมูลอิสระ	ฤทธิ์ต้ำนกำรแพ้

และฤทธ์ิต้ำนกำรอักเสบของสำรสกัดต�ำรับตรีเกสรมำศและ

วิเครำะห์หำปริมำณสำรกลุ่มฟีนอลิคทั้งหมดของต�ำรับ

วิธีกำรศึกษำ
1. กำรสกัดสำรสกัด

น�ำเปลอืกฝ่ินต้น	เกสรบวัหลวงและผลมะตมูอ่อน	จำก

จังหวัดนครปฐม	 มำล้ำง	 แล้วห่ันเป็นชิ้นเล็กๆ	 อบในตู้อบแห้ง	 

(รุ่น	 UFE	 800	 บริษัท	Memmert	 ประเทศเยอรมนี)	 โดยใช้

ควำมร้อนประมำณ	 50๐C	 ใช้เวลำอบให้แห้งประมำณ	 2	 วัน	 

โดยสมุนไพรทั้งสำมชนิดได้ถูกตรวจสอบจำกผู ้เช่ียวชำญ 

ในสถำนกำรแพทย์แผนไทยประยุกต์	 คณะแพทยศำสตร	์

มหำวทิยำลยัธรรมศำสตร์	จำกนัน้น�ำมำบดเป็นผงหยำบ	ชัง่น�ำ้หนกั

โดยสมุนไพรแต่ละชนิด	 ช่ังหนักชนิดละ	 30	 กรัม	 แล้วน�ำมำ

ผสมรวมกัน	 จำกนั้นน�ำไปสกัดด้วยวิธีต่ำงๆ	 ดังนี้	 1)	 สกัดด้วย

วิธีกำรแช่ยุ่ยด้วยตัวท�ำละลำย	 (maceration)	 น�ำสมุนไพรมำ

แช่หมักใน	เอธำนอล	95%	ปริมำตร	300	มิลลิลิตร	คนบ่อยๆ	

เป็นเวลำ	3	วนั	กรองเอำส่วนตวัท�ำละลำยมำระเหยให้แห้งด้วย

เครื่องกล่ันระเหยแบบหมุนภำยใต้สุญญำกำศแล้วน�ำกำกมำ 

สกดัซ�ำ้	ด้วยวธิเีดมิอกี	2	ครัง้	แล้วท�ำสำรสกดัให้แห้งอกีครัง้ด้วย

เครือ่ง	vacuum	dry	2)	สกดัด้วยวธิกีำรต้มกบัน�ำ้	(decoction)	

น�ำสมนุไพรมำต้มในน�ำ้เดอืด	15	นำที	กรองแล้วน�ำกำกมำสกดัซ�ำ้	

ด้วยวิธีเดิมอีก	2	ครั้ง	และน�ำส่วนที่กรองได้มำท�ำให้แห้งโดยใช้

เครือ่งท�ำให้แห้งภำยใต้สภำวะเยอืกแขง็	(รุน่	Lyolab	LT	บรษิทั	

LSI	ประเทศสหรัฐอเมริกำ)	
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2. กำรทดสอบฤทธิ์ต้ำนอนุมูลอิสระด้วยวิธีวิเครำะห์กำรจับ

อนุมูลอิสระ DPPH•7

น�ำสำรสกัดชั้นเอธำนอล	 95%	 มำละลำยใน	 

absolute	ethanol	และสำรสกัดชั้นน�้ำมำละลำยในน�้ำ	ท�ำให้

เป็นควำมเข้มข้นต่ำงๆ	ดังนี้	1	10	50	และ	100	ไมโครกรัมต่อ

มิลลิลิตร	 แล้วน�ำมำทดสอบด้วยวิธี	 DPPH	 วัดค่ำกำรดูดกลืน

แสงที่	 520	นำโนเมตรด้วยเครื่อง	microplate	 reader	 (Bio	

Tek,	USA)	โดยใช้	BHT	(butylated	hydroxytoluene)	เป็น

สำรมำตรฐำน	 น�ำค่ำท่ีได้มำค�ำนวณค่ำ	 radical	 scavenging	

activity	โดยคดิเป็น	half	maximal	effective	concentration	 

(EC
50
)	 ซึ่งเป็นตัวบ่งชี้ฤทธิ์ต้ำนอนุมูลอิสระ	 (antioxidant	 

activity)	ถ้ำค่ำ	EC
50
	มีค่ำต�่ำกว่ำ	100	ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร	

แสดงว่ำมีฤทธ์ิต้ำนอนุมูลอิสระ	 ค�ำนวณ	%	 inhibition	 จำก

สมกำร	%	 inhibition	 =	 [(Abs	 control	 -	 Abs	 sample)/	

Abs	control	]	x	100	จำกนั้นค�ำนวณหำค่ำ	EC
50
	ใช้โปรแกรม	

GraphPad	Prism	5

3. กำรทดสอบฤทธิ์ต้ำนกำรแพ้ (anti-allergic activity) 

ด้วยวิธียับยั้งกำรหลั่งของเอนไซม์ β-hexosaminidase8

เลีย้ง	RBL-2H3	(ซ่ึงเป็นเซลล์	basophilic	leukemia	 

cell	 line	 ที่ได้จำกหนู	 Rattus norvegicus	 ซื้อมำจำก	 

American	 type	 culture	 collection:	 ATCC	 (CRL-2256)	

ประเทศสหรัฐอเมริกำ)	 ใน	 24-well	 microplates	 (cell	 

มีควำมเข้มข้น	2	×	105	cells/well)	medium	ที่ใช้เลี้ยง	cell	

คอื	minimum	essential	medium	eagle	(MEM)	ทีป่ระกอบ

ด้วย	10%	fetal	bovine	serum	(FBS),	penicillin	(100	units	

ต่อมลิลลิติร)	และ	streptomycin	(100	ไมโครกรมัต่อมลิลลิติร)	

โดย	 incubate	 cells	 ใน	 CO
2
	 incubator	 ที่อุณหภูมิ	 37oC	 

เป็นเวลำ	1	ชั่วโมง	หลังจำกนั้นเติม	anti-dinitrophenylated	

IgE	(anti-DNP	IgE)	solution	(ควำมเข้มข้น	0.45	ไมโครกรัม

ต่อมลิลลิิตร)	ทีอ่ยู่ใน	MEM	ลงไปหลมุละ	40	ไมโครลติร	เฉพำะ

หลุม	 control	 และ	 sample	 ส่วน	 blank	 จะใส่	 MEM	บ่ม	 

ที่อุณหภูมิ	 37oC	 เป็นเวลำ	 24	ชั่วโมง	 ดูดสำรละลำยเก่ำออก

แล้วล้ำงด้วย	 buffer	 A	 solution	 (ประกอบด้วย	 NaCl	 119	

mM,	KCl	5	mM,	MgCl
2
	0.4	mM,	PIPES	25	mM,	NaOH	

pH	7.2	40	mM)	400	ไมโครลิตร	2	ครั้ง	แล้วเติม	buffer	A	

solution	 160	 ไมโครลิตร	 ลงไปในแต่ละหลุม	 เขย่ำให้เข้ำกัน	

แล้วน�ำไปบ่ม	ที่อุณหภูมิ	37oC	เป็นเวลำ	10	นำที	หลังจำกนั้น 

เติมสำรสกัดสมุนไพร	 (sample	 solution)	 ท่ีควำมเข้มข้น	 

1	 10	 50	 และ	 100	 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร	 โดยสำรสกัดชั้น 

เอธำนอลใช้สำรละลำย	DMSO	 (Dimethyl	 Sulfoxide)	 เป็น

ตวัท�ำละลำย	ส่วนสำรสกดัช้ันน�ำ้ใช้น�ำ้เป็นตวัท�ำละลำย	จ�ำนวน	 

20	 ไมโครลิตร	 ลงไปในหลุม	 sample	 ส่วนหลุม	 blank	 และ	

control	เติม	buffer	A	บ่ม	ที่อุณหภูมิ	37oC	เป็นเวลำ	10	นำที	 

หลังจำกนั้นเติม	 dinitrophenylated	 bovine	 serum	 

albumin	 (DNP-BSA)	 solution	 20	 ไมโครลิตร	 ในหลุม	

control	และ	sample	ส่วนหลุม	blank	เติม	buffer	A	บ่ม	ที่

อุณหภูมิ	37oC	เป็นเวลำ	20	นำที	ดูด	solution	จำก	24-well	 

microplates	 ปริมำณ	 50	 ไมโครลิตร	 ลงใน	 96-well	 

microplates	 จำกน้ันเติม	 p-nitrophenyl-N-acetyl-β- 

D-glucosaminide	 1	mM	 (PNAG)	 50	 ไมโครลิตร	 ลงใน	

48	 หลุมด้ำนบน	 ส่วน	 48	 หลุมด้ำนล่ำงเติม	 citric	 acid	 บ่ม	 

ทีอ่ณุหภมู	ิ37oC	เป็นเวลำ	1.5	ชัว่โมง	หลงัจำกนัน้เตมิ	Na
2
CO

3	

buffer	ปริมำตร	200	ไมโครลิตรลงไป	ได้สำร	p-nitrophenol	

ทีม่สีีเหลืองเมือ่อยูใ่นสำรละลำยเบส	pH	10	ซึง่	p-nitrophenol	 

ที่เกิดขึ้นจะถูกน�ำมำวิเครำะห์โดยใช้	 UV-Vis	 detector	 

ที่ควำมยำวคล่ืน	 405	 นำโนเมตรด้วยเครื่อง	 Microplate	

reader	(Bio	Tek,	USA)

กำรค�ำนวณเปอร์เซน็ต์กำรยับยัง้กำรหล่ังของเอนไซม์	

β-hexosaminidase	มีดังนี้

%	inhibition	=	[1-	(T-B-N)/(C-N)]	x	100

โดยที่	 Control	 (C):	 ค่ำกำรดูดกลืนแสง	 DNP-BSA	

(+),	test	sample	(-)	Test	(T):	ค่ำกำรดูดกลืนแสง	DNP-BSA	

(+),	test	sample	(+)

Normal	(N):	ค่ำกำรดูดกลืนแสง	DNP-BSA	(-),	test	

sample	(-)	Blank	(B):	ค่ำกำรดูดกลืนแสง	DNP-BSA	(-),	test	

sample	(+)

หมำยเหตุ	 กำรค�ำนวณหำค่ำ	 IC
50
	 ใช้โปรแกรม	

GraphPad	Prism	5

4. กำรทดสอบฤทธิ์ต้ำนกำรอักเสบ (anti-inflammatory 

activity) ด้วยวิธียับยั้งกำรหลั่ง nitric oxide9

เลี้ยงเซลล์	RAW	264.7	(ซึ่งเป็นเซลล์	macrophage	

ที่ได้จำกหนู	Mus musculus;	Abelson	murine	leukemia	

virus	transformed	ได้รบัควำมอนเุครำะห์จำก	รศ.ดร.สภุญิญำ	 

ติ๋วตระกูล	 ภำควิชำเภสัชเวทและเภสัชพฤกษศำสตร์	 คณะ

เภสัชศำสตร์	 มหำวิทยำลัยสงขลำนครินทร์	 ประเทศไทย)	 ใน	

96-well	microplates	(cell	มีควำมเข้มข้น	1	x	105	cells/

well)	 โดยอำหำรที่ใช้เลี้ยง	 cell	 คือ	 RPMI-1640	ที่ประกอบ

ด้วย	 10%	 FBS,	 penicillin	 (100	 units	 ต่อมิลลิลตร)	 และ	

streptomycin	 (100	 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร)	 โดยบ่ม	 cells	

ใน	 CO
2
	 incubator	 ที่อุณหภูมิ	 37oC	 เป็นเวลำ	 1	 ชั่วโมง	 
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หลงัจำกนัน้ดดูสำรละลำยเก่ำออก	เตมิ	LPS	(lipopolysaccharide)	 

ควำมเข้มข้น	 5	 นำโนกรัมต่อมิลลิลิตร	 ท่ีอยู่ใน	 RPMI	 ลงไป 

หลุมละ	100	ไมโครลิตร	 เฉพำะหลุม	control	และ	sample	

ส่วน	blank	จะใส่	RPMI	จำกนัน้เตมิสำรสกัดสมนุไพร	(sample	

solution)	 ที่ควำมเข้มข้น	 1	 10	 50	 และ	 100	 ไมโครกรัม

ต่อมิลลิลิตร	 โดยสำรสกัดชั้นเอธำนอลใช้สำรละลำย	 DMSO	 

เป็นตัวท�ำละลำย	 ส่วนสำรสกัดชั้นน�้ำใช้น�้ำเป็นตัวท�ำละลำย	

จ�ำนวน	 100	 ไมโครลิตรในหลุมของ	 sample	 และ	 blank	

ของ	sample	ส่วนหลุม	control	และ	blank	ของ	control	 

ให้เติม	RPMI	แล้วน�ำไปบ่ม	ทีอ่ณุหภมู	ิ37oC	เป็นเวลำ	48	ชัว่โมง	

หลังจำกนั้นดูด	 supernatant	 แต่ละหลุมมำ	 100	 ไมโครลิตร	

ใส่ใน	 96-well	microplates	 เติม	 Griess	 reagent	 หลุมละ	

100	 ไมโครลิตร	 เคำะ	microplate	 เบำๆ	 วัดค่ำกำรดูดกลืน

แสงที่	 570	 นำโนเมตรด้วยเครื่อง	Microplate	 reader	 (Bio	

Tek,	USA)

	 กำรค�ำนวณ	%	inhibition	of	NO	production	=	

[(OD	control	–	OD	sample)/OD	control]	x	100

กำรค�ำนวณหำค่ำ	IC
50
	ใช้โปรแกรม	GraphPad	Prism	5

กำรทดสอบควำมเป็นพิษของเซลล์ด้วยวิธี	MTT	assay	

เป็นกำรทดสอบ	 cell	 viability	 เพ่ือดูว่ำสำรสกัด

สมุนไพรมีฤทธิ์ควำมเป็นพิษต่อเซลล์โดยตรงหรือไม่	 โดยน�ำ

เซลล์ที่บ่มกับสำรสกัดสมุนไพรที่ควำมเข้มข้นต่ำงๆ	 เป็นเวลำ	

48	ชั่วโมง	เติมสำรละลำย	MTT	หลุมละ	10	ไมโครลิตร	เคำะ	

microplate	เบำ	ๆ	แล้วน�ำไปบ่ม	ที่อุณหภูมิ	37oC	เป็นเวลำ	

2	ชั่วโมง	ดูด	supernatant	ออกทุกหลุม	 เติม	 isopropanol	 

ใน	0.04	M	HCl	ปริมำตร	100	ไมโครลิตร	เขย่ำแล้ววัดค่ำกำร

ดูดกลืนแสงที่	570	นำโนเมตรด้วยเครื่อง	Microplate	reader	

(Bio	Tek,	USA)	ค�ำนวณร้อยละกำรรอดชีวิต	ตำมสมกำร	The	 

Percentage	of	survival	=	(Abs.Sample/	Abs.Control)	×	100	 

โดยสำรสกัดที่จะน�ำไปค�ำนวณหำค่ำ	 IC
50
	 ต้องมีค่ำร้อยละกำร

รอดชีวิต	มำกกว่ำ	70

5. กำรวิเครำะห์หำปริมำณสำรกลุ่มฟีนอลิคทั้งหมด10

กำรวิเครำะห์หำปริมำณสำรกลุ่มฟีนอลิคทั้งหมด

โดยวิธี	 Folin-Ciocalteu	 น�ำสำรสกัดช้ันเอธำนอล	 95%	 

มำละลำยใน	absolute	ethanol	และสำรสกดัชัน้น�ำ้มำละลำย

ในน�้ำ	 ท�ำให้เป็นควำมเข้มข้น	 1,000	 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร	 

โดยดูดสำรสกัดปริมำตร	 20	 ไมโครลิตรผสมกับสำรละลำย	

Folin-Ciocalteu’s	reagent	ปรมิำตร	100	ไมโครลติร	ตัง้ทิง้ไว้	 

5	 นำที	 จำกนั้นเติมสำรละลำยโซเดียมคำร์บอเนต	 (Na
2
CO

3
)	

ควำมเข้มข้นร้อยละ	7.5	ปริมำตร	80	ไมโครลิตร	ผสมให้เข้ำกัน	

ตั้งทิ้งไว้ท่ีอุณหภูมิห้องเป็นเวลำ	 30	 นำที	 แล้วน�ำไปวัดค่ำกำร 

ดูดกลืนแสงโดยใช้	 UV-Vis	 detector	 ที่ควำมยำวคล่ืน	 

765	 นำโนเมตรด้วยเครื่อง	Microplate	 reader	 (Bio	 Tek,	

USA)	โดยค�ำนวณหำปรมิำณสำรฟีนอลิกทัง้หมดเทยีบกับกรำฟ

มำตรฐำนของสำร	gallic	acid	แล้วรำยงำนผลอยู่ในหน่วยของ

มิลลิกรัม	 เมื่อเทียบกับ	 gallic	 acid	 ต่อกรัมของน�้ำหนักของ

ตัวอย่ำง	(มิลลิกรัมสมมูล	gallic	acid/กรัมของตัวอย่ำง)

รูปที่ 1	ควำมสัมพันธ์ระหว่ำงค่ำกำรดูดกลืนแสงที่	765	นำโนเมตร	กับปริมำณของกรดแกลลิก	(ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร)
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6. กำรวิเครำะห์ผลทำงสถิติ

ในกำรศึกษำกำรทดสอบฤทธ์ิต ้ำนอนุมูลอิสระ	 

“ฤทธิต้์ำนกำรแพ้	ฤทธิต้์ำนกำรอกัเสบและปรมิำณสำรกลุม่ฟีน 

อลคิทัง้หมด”	จะท�ำกำรทดสอบซ�ำ้ตวัอย่ำงละ	3	ครัง้และน�ำผล

ทีไ่ด้มำวิเครำะห์หำค่ำเฉลีย่และค่ำควำมคลำดเคลือ่นมำตรฐำน	 

(±	SEM)	และสถิติ	one-way	ANOVA	เพื่อใช้ในกำรวิเครำะห์

ผลทำงสถิติโดยใช้โปรแกรม	GraphPad	Prism	5

ผลกำรศึกษำ
1. กำรสกัดสำรสกัด

จำกกำรสกัดสำรสกัดของต�ำรับตรีเกสรมำศพบว่ำ	

กำรสกัดด้วยวิธีต้มน�้ำให้ค่ำร้อยละสิ่งสกัด	 (%	 yield)	 สูงกว่ำ

กำรสกัดด้วยวิธีกำรแช่ยุ่ยด้วยตัวท�ำละลำยโดยสำรสกัดชั้นน�้ำ

ของต�ำรับตรีเกสรมำศ	 มีค่ำร้อยละสิ่งสกัดเท่ำกับ	 14.82	 และ

สำรสกัดช้ันเอธำนอล	 95%	 มีค่ำร้อยละสิ่งสกัดเท่ำกับ	 7.99	

(ตำรำงที่	1)

2. กำรทดสอบฤทธิ์ต้ำนกำรแพ้ (anti-allergic activity) 

ด้วยวิธียับยั้งกำรหลั่งของเอนไซม์ β-hexosaminidase

ผลกำรทดสอบพบว่ำ	สำรสกัดชั้นเอธำนอล	95%	มี

ฤทธิต้์ำนกำรแพ้	โดยมค่ีำ	IC
50
	เท่ำกบั	93.81	±	0.83	ไมโครกรมั

ต่อมลิลลิติร	โดยสำรสกัดดงักล่ำวมฤีทธิต้์ำนกำรแพ้ไม่ดเีท่ำสำร

มำตรฐำน	ketotifen	(IC
50
	เท่ำกบั	25.06	±	2.02	ไมโครกรมัต่อ

มลิลลิติร)	ส่วนสำรสกดัชัน้น�ำ้นัน้พบว่ำไม่มฤีทธิต้์ำนกำรแพ้	(IC
50
 

มำกกว่ำ	100	ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร)	(ตำรำงที่	1)

3. กำรทดสอบฤทธิ์ต้ำนกำรอักเสบ (anti-inflammatory 

activity) ด้วยวิธียับยั้งกำรหลั่ง nitric oxide

ผลกำรทดสอบ	พบว่ำ	 สำรสกัดชั้นเอธำนอล	 95%	

และช้ันน�้ำไม่มีฤทธิ์ต ้ำนกำรอักเสบ	 (IC
50
	 มำกกว่ำ	 100	

ไมโครกรมัต่อมลิลิลติร)	ในขณะทีส่ำรมำตรฐำน	indomethacin	 

มีค่ำ	 IC
50
	 เท่ำกับ	 29.97	 ±	 2.33	 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร	 

ส่วนกำรทดสอบฤทธิ์ควำมเป็นพิษต่อเซลล์โดยวิธี	MTT	พบว่ำ	 

สำรสกัดทุกชั้นไม่มีฤทธิ์ควำมเป็นพิษต่อเซลล์	 โดยมีค่ำร้อยละ 

กำรรอดชวีติ	เกิน	70	ทีค่วำมเข้มข้น	100	ไมโครกรมัต่อมลิลลิติร	

(ตำรำงที่	1)

4. กำรทดสอบฤทธิ์ต้ำนอนุมูลอิสระด้วยวิธีวิเครำะห์กำรจับ

อนุมูลอิสระ DPPH• 

ผลกำรทดสอบ	พบว่ำ	สำรสกัดต�ำรับตรีเกสรมำศชั้น 

เอธำนอล	95%	และชั้นน�้ำ	มีฤทธิ์ต้ำนอนุมูลอิสระที่ดี	โดยมีค่ำ	

EC
50
	เท่ำกบั	3.86	±	0.11	และ	16.00	±	3.60	ไมโครกรมัต่อมลิลลิติร	

ตำมล�ำดับ	 อีกทั้งสำรสกัดต�ำรับตรีเกสรมำศชั้นเอธำนอล	 

95%	 มีฤทธิ์ต ้ำนอนุมูลอิสระดีกว่ำสำร	 BHT	 ซึ่งเป็นสำร

มำตรฐำน	(EC
50
	เท่ำกับ	12.98	±	0.01	ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร)	

อย่ำงมีนัยส�ำคัญทำงสถิติ	(ตำรำงที่	1)

5. กำรวิเครำะห์หำปริมำณสำรกลุ่มฟีนอลิคทั้งหมด

กรำฟมำตรฐำนของสำร	 gallic	 acid	 เป็นสมกำร

เชิงเส้นตรง	 y	 =	 0.006x	 +	 0.0168	 R2	 =	 0.9991	 กำรหำ

ปริมำณสำรกลุ่มฟีนอลิคทั้งหมดของสำรสกัด	 พบว่ำสำรสกัด

ชัน้เอธำนอล	95%	และชัน้น�ำ้มปีรมิำณสำรกลุม่ฟีนอลคิทัง้หมด	 

โดยมค่ีำสมมลู	gallic	acid	เท่ำกบั	300.24	±	2.23	และ	184.92	

±	4.33	มิลลิกรัมต่อสำรสกัด	1	กรัม	ตำมล�ำดับ	(ตำรำงที่	1)

  สำร % yield EC
50
 (µg/ml) IC

50
 (µg/ml) IC

50
 (µg/ml) มิลลิกรัม gallic acid 

    ของ DPPH ของ Anti- ของ Anti- equivalent ต่อกรัม 

    assay allergic inflammatory ของน�้ำหนักสำรสกัด 

     activity activity ของวธิ ีFolin-Ciocalteu

	 สำรสกัดต�ำรับตรีเกสรมำศ	 7.99	 3.86	±	0.11*	 93.51	±	0.83	 มำกกว่ำ	100	 300.24	±	2.23

	 ชั้นเอธำนอล	95%

	 สำรสกัดต�ำรับตรีเกสรมำศชั้นน�้ำ	 14.82	 16.00	±	3.60	 มำกกว่ำ	100	 มำกกว่ำ	100	 184.92	±	4.33

	 BHT	 	 -	 12.98	±	0.01	 -	 -	 -

	 Ketotifen	 	 -	 -	 25.06	±	2.02	 -	 -

	 Indomethacin	 -	 -	 -	 29.97	±	2.33	 -

ตำรำงที่ 1	 แสดงร้อยละสิ่งสกัด	 (%	yield)	และผลกำรศึกษำฤทธิ์ต้ำนอนุมูลอิสระ	ฤทธิ์ต้ำนกำรแพ้และฤทธิ์ต้ำนกำรอักเสบของ 

	 สำรสกัดต�ำรับตรีเกสรมำศและปริมำณสำรกลุ่มฟีนอลิคทั้งหมดของต�ำรับ	(n	=	3)

(*)	indicates	a	significant	difference	at	the	level	p	<	0.05,	compared	with	positive	control	of	each	assay
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วิจำรณ์
ต�ำรับยำตรีเกสรมำศประกอบด้วยสมุนไพร	 3	 ชนิด	

ได้แก่	 เปลือกฝิ ่นต้น	 เกสรบัวหลวง	 และลูกมะตูมอ่อน	 

มีสรรพคุณแก้อ่อนเพลีย	 ปรับธำตุในผู้ป่วยท่ีเพิ่งฟื้นจำกกำร

เจ็บป่วย	 เช่น	 ไข้	 ท้องเสีย	 เป็นต้น	 ในส่วนของกำรทดสอบ

ฤทธิ์ต้ำนอนุมูลอิสระในคร้ังนี้เลือกกำรทดสอบคุณสมบัติใน 

กำรขจัดอนุมูลอิสระ	 (free	 radical	 scavenger)	 ด้วยวิธี

วเิครำะห์กำรจบัอนมุลูอสิระ	DPPH•	สำรสกดัช้ันเอธำนอล	95%	

และชั้นน�้ำมีฤทธ์ิตำ้นอนุมูลอิสระท่ีดีมำก	 ต�ำรับตรีเกสรมำศจึง

มีคุณสมบัติในกำรขจัดอนุมูลอิสระ	นอกจำกนี้	สำรสกัดทั้งสอง

มีปริมำณสำรกลุ่มฟีนอลิคท้ังหมดท่ีสูง	 ซ่ึงมีควำมเป็นไปได้ว่ำ

สำรกลุ่มฟีนอลิคเป็นสำรที่สำมำรถต้ำนอนุมูลอิสระ	 โดยสำร 

กลุม่ฟีนอลคิมบีทบำทในกำรป้องกนักำรเกดิปฏกิริยิำออกซเิดชัน่ 

ในร่ำงกำย	 ซึ่งเป็นสำเหตุของกำรเกิดโรคต่ำง	 ๆ	 ของมนุษย์11  

ซึ่งสอดคล้องกับสรรพคุณของต�ำรับท่ีแก้อ ่อนเพลียและ 

ปรับธำตใุนผูป่้วย1	ส่วนกำรทดสอบฤทธิต้์ำนกำรแพ้ด้วยวธิยีบัยัง้

กำรหลั่งของเอนไซม์	β-hexosaminidase	พบว่ำ	สำรสกัดชั้น

เอธำนอล	95%	มีฤทธิ์ต้ำนกำรแพ้	ซึ่งมีควำมเป็นไปได้ว่ำมะตูม

อ่อนท่ีเป็นส่วนประกอบของต�ำรับมีส่วนท�ำให้ต�ำรับมีฤทธิ์ต้ำน

กำรแพ้	 โดยจำกกำรศึกษำท่ีผ่ำนมำพบสำรสกัดผลมะตูมอ่อน

ชั้นเอธำนอล	 95%	 มีฤทธ์ิต้ำนกำรแพ้6	 อย่ำงไรก็ตำมสำรสกัด

ชัน้น�ำ้ไม่มฤีทธิต้์ำนกำรแพ้	ส่วนกำรทดสอบฤทธิต้์ำนกำรอกัเสบ

พบว่ำสำรสกดัทั้งสองไมม่ีฤทธิ์ต้ำนกำรอักเสบด้วยวิธยีับยัง้กำร

หลั่ง	nitric	oxide

ผลกำรวิจัยในครั้งนี้สำมำรถสรุปเบื้องต้นได้ว่ำ	ต�ำรับ

ตรีเกสรมำศมีฤทธ์ิต้ำนอนุมูลอิสระ	 ต้ำนกำรแพ้และมีปริมำณ

สำรกลุ ่มฟีนอลิคท้ังหมดท่ีสูง	 ซ่ึงสอดคล้องกับภูมิปัญญำ

ของกำรแพทย์แผนไทยท่ีใช้ต�ำรับตรีเกสรมำศ	 แก้อ่อนเพลีย	 

ปรบัธำตใุนผูป่้วยทีเ่พิง่ฟ้ืนจำกกำรเจบ็ป่วย	ดงันัน้ต�ำรบัตรเีกสรมำศ

ควรมกีำรศกึษำวจิยัด้วยกลไกอ่ืน	ๆ 	ทีเ่กีย่วข้องกบัสรรพคณุและ

ศึกษำในระดับสัตว์ทดลองและคลินิกต่อไป

กิตติกรรมประกำศ
ขอขอบคุณงบประมำณสนับสนุนกำรวิจัยจำก

มหำวทิยำลยัธรรมศำสตร์	และคณะแพทยศำสตร์	มหำวทิยำลยั

ธรรมศำสตร์	ที่อนุเครำะห์สถำนที่ในกำรท�ำวิจัย
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Abstract
Antioxidant, anti-allergic and anti-inflammatory activities and total phenolic compounds of Tregaysornmas  

formula

Pathompong Phuaklee, Bhanuz Dechayont, Jitpisute Chunthorng-Orn, Arunporn Itharat
Department	of	Applied	Thai	Traditional	Medicine,	Faculty	of	Medicine,	Thammasat	University

Introduction:	 Tregaysornmas	formula,	including	Jatropha multifida	L.,	Nelumbo	nucifera	Gaertn.	and	Aegle 

marmelos	(L.)	Corrêa,	was	discovered	in	Thai	Pharmacy	scripture.	In	Thai	traditional	medicine,	

it	has	been	used	 to	 treat	 fatigue	and	maintain	body	balance	of	patients.	The	objective	of	

this	study	was	to	investigate	the	antioxidant,	anti-allergic	and	anti-inflammatory	activities	of	 

Tregaysornmas	formula	and	determine	their	total	phenolic	content.	

Methods:	 Two	 extraction	methods	 (maceration	 and	 decoction)	were	 used	 to	 extract	 Tregaysornmas	 

formula.	DPPH	assays	were	used	to	evaluate	antioxidant	activity.	Inhibitory	effects	on	the	release	

of	β-hexosaminidase	and	nitric	oxide	inhibitory	assay	were	used	to	evaluate	anti-allergic	and	

anti-inflammatory	activities.	Folin-Ciocalteu’s	reagent	was	used	to	determine	total	phenolic	

content.

Results:	 The	95%	ethanol	and	water	extracts	displayed	the	high	antioxidant	activity	on	DPPH	assay	

(EC
50
	=	3.86	±	0.11	and	16.00	±	3.60	µg/ml,	respectively).	Furthermore,	both	extracts	showed	

the	total	phenolic	content	with	300.24	±	2.23	and	184.92	±	4.33	mg	GAE/g,	respectively.	For	

anti-allergic	activity,	the	95%	ethanol	extract	exhibited	the	potent	allergic	activity	by	inhibitory	

effects	on	the	release	of	β-hexosaminidase	(IC
50
	=	93.51	±	0.83	µg/ml),	whereas,	water	extract	

had	no	anti-allergic	activity.	In	addition,	both	were	not	show	anti-inflammatory	activity	on	nitric	

oxide	inhibitory	assay.

Conclusion:	 Tregaysornmas	formula	showed	antioxidant	and	ant-allergic	activities	and	revealed	high	total	

phenolic	compounds.	These	results	support	the	use	of	Tregaysornmas	formula	in	Thai	traditional	

medicine.

Key words:		Tregaysornmas	formula,	antioxidant,	anti-allergic,	anti-inflammatory,	total	phenolic	compounds	


