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บทคัดย่อ

บทน�ำ:	 การศึกษาทางวิทยาศาสตร์พบว่า	ผักแพวมีฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระที่ดี	และมีสารต้านอนุมูลอิสระมากมาย 

	 เป็นส่วนประกอบ	การศึกษาครั้งนี้มีวัตถุประสงค์เพื่อศึกษาฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระและผลต่อระดับสารต้าน 

	 อนุมูลอิสระของสารสกัดผักแพว	(Polygonum odoratum L.)	ซึ่งเป็นผักสมุนไพรพื้นบ้านที่พบในแถบ 

	 เอเชียตะวันออกเฉียงใต้

วิธีกำรศึกษำ:	 ประเมินฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระของสารสกัดผักแพวที่สกัดด้วยเอทานอลในหลอดทดลองด้วยวิธี	DPPH	(2,2- 

	 Diphenyl-1-picrylhydrazyl)	radical	scavenging	activity	(DPPH)	ท�าการศึกษาความสามารถในการเพ่ิมระดับ 

	 สารต้านอนุมูลอิสระในร่างกายในหนูพันธุ์	Sprague-Dawley	โดยป้อนสารสกัดผักแพวขนาด	๔๐๐	และ	 

	 ๘๐๐	มิลลิกรัม/กิโลกรัมน�้าหนักตัว/วัน	เป็นเวลา	๗	วัน	จากนั้นเก็บตัวอย่างตับเพื่อศึกษาการแสดงออกของ 

	 จนีและระดบัโปรตนีของ	heme	oxygenase	(HO-1)	และ	γ-glutamylcysteine	ligase	(γ-GCL)	โดยวธิ	ีQuantitative	 

	 Real-Time	RT-PCR	และ	Western	blot	analysis	ตามล�าดบั	และประเมนิผลของสารสกดัต่อการท�างานของตบั 

	 และไตโดยวัดระดับ	aspartate

ผลกำรศึกษำ:		 ผลการศึกษาฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระด้วยวิธี	DPPH	พบว่า	สารสกัดผักแพวมีค่า	EC
50
	เท่ากับ	๕๐.๒๕	±	๐.๖๑	 

	 มลิลกิรมั/มลิลลิติร	ในขณะที	่vitamin	E	และ	Butylatedhydroxytoluene	(BHT)	มค่ีา	EC
50
	เท่ากบั	๑๔.๗๙	±	๐.๗๘	 

	 และ	๑๙.๗๑	±	๐.๗๙	มิลลิกรัม/มิลลิลิตร	ตามล�าดับ	ทั้งนี้ไม่พบการเปลี่ยนแปลงของลักษณะทาง 

	 จุลกายวิภาคศาสตร์ของตับและไต	และการวัดระดับเอนไซม์	AST,	ALT	และ	Cr	ในซีรัมของสัตว์ทดลอง 

	 ไม่เปลี่ยนแปลง	แสดงให้เห็นว่า	สารสกัดผักแพวไม่เป็นพิษต่อตับและไตของสัตว์ทดลอง	นอกจากนี้พบว่า	 

	 สารสกัดผักแพวขนาดสูง	(๘๐๐	มิลลิกรัม/กิโลกรัมน�้าหนักตัว/วัน)	สามารถกระตุ้นการแสดงออกของจีนและ 

	 โปรตีนที่เกี่ยวข้องกับการสร้างสารต้านอนุมูลอิสระที่ส�าคัญในร่างกายคือ	heme	oxygenase	(HO-1)	และ	 

 γ-glutamylcysteine	ligase	(γ-GCL)	ได้อย่างมีนัยส�าคัญทางสถิติ	

วิจารณ์ และ	 สารสกัดผักแพวมีฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระอ่อนเม่ือเปรียบเทียบกับสารต้านอนุมูลอิสระบริสุทธิ์	อย่างไรก็ตาม 

สรุปผลกำรศึกษำ:	สารสกัดผักแพวสามารถกระตุ้นการแสดงออกของจีนและโปรตีนที่เก่ียวข้องกับการสร้างสารต้านอนุมูลอิสระ 

	 ในร่างกายได้	การได้รับสารสกัดผักแพวน่าจะมีประโยชน์ในการเพิ่มระดับสารต้านอนุมูลอิสระในร่างกาย	 

 อย่างไรกต็ามจ�าเป็นต้องมกีารศึกษาถงึผลของการได้รบัสารสกดัในระยะยาวและการศึกษาด้านพษิวทิยาเพิม่เตมิ

ค�าส�าคัญ:	ฤทธิ์ต้านออกซิเดชั่น,	ผักแพว,	ฮีมอ็อกซี่จีเนส,	แกรมม่ากลูตามิลซีสทีอีนไลเกส
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บทน�ำ
	 ภาวะไม่สมดุลระหว่างการสร้างอนุมูลอิสระ	(free	

radical)	และปริมาณสารต้านอนุมูลอิสระทั้งที่เป็นเอนไซม์	

(antioxidant	defense	enzymes)	และสารต้านอนุมูลอิสระ	

(antioxidant)	ภายในร่างกาย	ท�าให้เกดิภาวะเครยีดออกซเิดชัน่	 

(oxidative	stress)	ซ่ึงภาวะเครียดออกซิเดชั่นน้ีท�าให้เกิด 

การบาดเจบ็ของเซลล์และมผีลเปล่ียนแปลงสารต่างๆ	ภายในเซลล์ 

ทั้งดีเอนเอ	โปรตีน	และไขมัน	อนุมูลอิสระเหนี่ยวน�าให้เกิด 

การบาดเจ็บของเซลล์ซึ่งส่งผลต่อการท�างานของอวัยวะต่างๆ	

ในร่างกายมนษุย์	จากการศกึษาพบว่า	ภาวะเครยีดออกซเิดชัน่ 

สั ม พัน ธ ์ กั บก า ร เ กิ ดพยาธิ สภาพหลายอย ่ า ง 	 เ ช ่ น	 

กระบวนการชรา	(ageing	process)	โรคเรื้อรังที่เก่ียวข้องกับ

กระบวนการอกัเสบ	(chronic	inflammation	disease)	โรคหัวใจ

และหลอดเลอืด	รวมทัง้มะเรง็๑	จากการศกึษาอย่างกว้างขวาง

ในสตัว์ทดลองและการศกึษาทางคลนิกิพบว่า	การรบัประทาน 

สารต้านอนุมูลอิสระสามารถช ่วยป้องกันและบรรเทา 

พยาธิสภาพที่เกิดจากภาวะเครียดออกซิเดชั่นได้๒,	๓

	 ผกัและผลไม้มส่ีวนประกอบของสารต้านอนมุลูอสิระ

ชนิดต่างๆ	กว่าร้อยชนิด	ท่ีสามารถจับกับอนุมูลอิสระเพื่อลด

ความเป็นพษิของอนมุลูอสิระดงักล่าวได้โดยตรง๔,	๕	นอกจากนี้ 

ยังพบว่า	สารสกัดจากพืชยังสามารถเพ่ิมศักยภาพของ 

ระบบต้านอนมุลูอสิระภายในร่างกายได้	โดยเพิม่การแสดงออก 

ของจีน	(gene	expression)	ที่ท�าหน้าที่ควบคุมการสร้าง 

สารต้านอนมุลูอสิระหรอืเอนไซม์ทีท่�าหน้าทีใ่นการปกป้องเซลล์	 

(cytoprotective	enzymes)	ท�าให้ร่างกายมีการสร้างสารต้าน 

อนุมู ลอิ สระ เพิ่ มมาก ข้ึน ๖	การ ศึกษาจ� านวนมากพบว ่ า 

การแสดงออกของจนีทีค่วบคมุเอนไซม์ทีท่�าหน้าทีป่กป้องเซลล์	 

เช่น	heme	oxygenase	(HO-1)	และ	γ-glutamylcysteine	 

ligase	(γ-GCL)	สามารถถูกกระตุ้นได้ด้วยสารจากธรรมชาติ 
ที่มีฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ	โดยผ่านการกระตุ้น	redox-sensitive	

transcriptional	factors๗	-	๙ 

	 HO-1	เป ็น	rate	l imit ing	step	enzyme	ใน

กระบวนการเมแทบอลิซึมของฮีม	ได้ผลผลิตเป็น	biliverdin	 

จากนั้นจะถูกเปลี่ยนเป็น	bilirubin	ซึ่งสาร	bilirubin	น้ี 

มฤีทธิต้์านอนมุลูอสิระ	และ	HO-1	มฤีทธิต้์านอนมุลูอสิระ	และ 

ฤทธิ์ต้านการอักเสบสูง๑๐	มีรายงานว่า	HO-1	มีส่วนส�าคัญ

ในการป้องกันและบรรเทาพยาธิสภาพของโรคต่างๆ	ใน 

สัตว์ทดลอง	เช่น	sepsis	และ	ischemic	reperfusion	injuries	 

จากการศกึษาพบว่า	สาร	phytochemical	ต่างๆ	เช่น	caffeic	acid,	 

phenethyl	ester,	resveratrol	และ	curcumin	ที่มีฤทธิ์ใน 

การป้องกนัการบาดเจบ็ของเซลล์จากภาวะ	ischemia-reperfusion	 

มีกลไกการออกฤทธิ์ผ่านการกระตุ้นการแสดงออกของจีน	 

HO-1๙,	๑๑	นอกจากเอนไซม์	HO-1	แล้ว	ยังพบว่า	เอนไซม์	

γ-GCL	มีศักยภาพในการป้องกันการบาดเจ็บของเซลล์

จากภาวะเครียดออกซิเดชั่นได้เช่นกัน	โดยพบว่า	γ-GCL	 

เป็นเอนไซม์หลักในการควบคุมการสร้างสาร	glutathione	

(GSH)	ซึ่งเป็นสารต้านอนุมูลอิสระที่ส�าคัญของร่างกาย	จาก

การศกึษาทีผ่่านมาพบว่า	สารทีไ่ด้จากธรรมชาต	ิเช่น	curcumin	 

และ	beta-naphthoflavone	สามารถกระตุ้นการแสดงออกของ	

γ-GCL	จีนได้๗,	๑๒	จะเห็นได้ว่าสาร	phytochemicals	ต่างๆ	 

มกัจะออกฤทธิต้์านอนมุลูอสิระโดยผ่านการเพิม่การแสดงออก

ของสองจีนนี้	

	 ผักแพวมีชื่อวิทยาศาสตร์ว่า	Polygonum odoratum  

Lour.	อยู่ในวงศ์	Polygonaceae	เป็นผักพื้นบ้านจ�าพวกพืช

ล้มลุกที่มีลักษณะใบเรียวยาว	และมีกล่ินแรง	ล�าต้นเป็น 

ข้อปล้องเหมือนไผ่	ในแต่ละท้องถ่ินมีช่ือเรียกแตกต่างกัน

ไป	เช่น	ภาคอีสานเรียกว่าผักแพ้ว	ผักพริกม้า	ผักจันทน์โฉม	 

ภาคเหนือเรยีกผักไผ่	ผักแพว	เกิดเองตามธรรมชาต	ิสรรพคณุ

ส่วนใหญ่ยังไม่มีหลักฐานทางวิทยาศาสตร์รับรอง	เนื่องจาก

เป็นพืชเฉพาะถิ่น	พบเฉพาะในประเทศแถบเอเชีย	เช่น	

ประเทศเวียดนาม	และประเทศไทย	จึงยังไม่มีการศึกษากัน

มากนัก	การศึกษาทางวิทยาศาสตร์บางส่วนพบว่า	ผักแพวมี

ฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระที่ดี	โดยมีสารต้านอนุมูลอิสระมากมาย

เป็นส่วนประกอบ	ได้แก่	rutin,	catechin,	quercetin,	kampferol	

และ	isorhamnetin๑๓	สารสกัดจากผักแพวมีฤทธิ์ในการยับยั้ง

การเกิด	lipid	peroxidation	และมีผลในการรักษาระดับของ 

กลูตาไธโอนในร่างกายของสัตว์ทดลอง๑๔	จากการศึกษาวิจัย

อย่างกว้างขวางพบว่า	สาร	catechins	เป็นสารประกอบฟีโนลกิ	 

(phenolic	compound)	เป็นสารโภชนเภสัช	(nutraceutical)	 

ที่มีศักยภาพในด้านประโยชน์กับสุขภาพ	มีฤทธิ์เป็นสารต้าน

อนุมูลอิสระที่จับกับอนุมูลอิสระ	และเป็น	chelating	agent	ที่ 

รวมตวักบัไออนของโลหะหนกั	ส่วน	quercetin	เป็นสารพฤกษเคม ี

หรือไฟโตนิวเทรียนท์	(phytonutrients)	ซึ่งเป็นสารเคมี 

ที่มีฤทธ์ิทางชีวภาพที่พบเฉพาะในพืช	มีฤทธ์ิต่อต้านหรือป้องกัน

โรคได้หลายประเภท	เช่น	มีฤทธิ์ในการป้องกันการอักเสบ	

ป้องกันแบคทีเรียและไวรัส	ป้องกันอาการแพ้	ปกป้องหลอดเลอืด  

ป้องกันมะเร็ง	ชะลอความชรา	ป้องกันโรคที่มาพร้อมกับ 

ความเสื่อมต่างๆ	รวมทั้งโรคทางระบบประสาทที่เกิดจาก 

ความเสื่อม	(neurodegenerative	diseases)	อีกด้วย๑๕

	 การศึกษาครั้งนี้เป็นการศึกษาความสามารถของ 

สารสกัดผักแพวด้วยเอทานอลในการกระตุ้นการแสดงออก
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ของเอนไซม์	HO-1	และเอนไซม์	γ-GCL	ซึง่เป็นสารต้านอนมุลู
อิสระที่ส�าคัญในร่างกาย	พบว่า	เมื่อให้สัตว์ทดลองได้รับสาร

สกัดผักแพวด้วยเอทานอลเป็นเวลา	๑	สัปดาห์	มีผลเพิ่ม 

การแสดงออกของเอนไซม์ดังกล่าวได้	

วิธีกำรศึกษำ
การเตรียมสารสกัด

	 ผกัแพวทีใ่ช้ในการศกึษาในครัง้นีน้�ามาจากตลาดไท	 

ต�าบลคลองหนึ่ง	อ�าเภอคลองหลวง	จังหวัดปทุมธานี	 

ในช่วงเดือนสิงหาคมถึงเดือนกันยายน	พ.ศ.	๒๕๕๕	จากนั้น

น�าผกัแพวมาล้างท�าความสะอาดแล้วตดัทัง้ก้านและใบเป็นชิน้

เลก็ๆ	น�าผกัแพวไปตากให้แห้ง	แล้วน�าไปแช่ใน	๕๐%	เอทานอล	 

เป ็นเวลา	๒	วัน	หลังจากนั้นน�าสารละลายที่ได ้ไปท�า 

การระเหยเอทานอลออกด้วยเครือ่ง	rotary	evaporator	จากน้ัน 

น�าสารสกัดที่ได้ไปท�าการระเหยแห้งด้วยเครื่อง	Lyophilizer	

แล้วเก็บไว้ที่อุณหภูมิ	-๘๐	องศาเซลเซียส	โดย	%	yield	ของ

สารสกัดผักแพวแห้งต่อน�้าหนักพืชที่ได้คือ	ร้อยละ	๑.๐๑๒	

สัตว์ทดลอง

	 การศึกษาในสัตว์ทดลองครั้งนี้ได้ผ่านการพิจารณา

ของคณะกรรมการจริยธรรมสัตว์ทดลอง	คณะแพทยศาสตร	์

มหาวิทยาลัยธรรมศาสตร์	(AE002/2012)	ทั้งนี้ผู้วิจัยได้ปฏิบัติ 

ตามจรรยาบรรณการใช้สัตว์ทดลองเพ่ืองานทางวิทยาศาสตร์

และหลัก	3Rs	โดยท� าการศึกษาในหนูแรท	เพศผู 	้ 

พันธุ์	Sprague	-Dawley	อายุประมาณ	๘	สัปดาห์	น�้าหนัก	

๒๕๐	-	๒๗๐	กรมั	จากส�านกัสตัว์ทดลองแห่งชาต	ิมหาวทิยาลยั

มหิดล	ต�าบลศาลายา	จังหวัดนครปฐม	น�ามาเลี้ยงในห้อง

สัตว์ทดลองท่ีควบคุมสภาวะแวดล้อมให้มีอุณหภูมิ	๒๕	±	๑	 

องศาเซลเซยีส	ความชืน้สมัพทัธ์ร้อยละ	๖๐	ควบคมุแสงสว่าง-มดื	 

๑๒	ชัว่โมง	ให้อาหารและน�า้ไม่จ�ากดัปรมิาณ	เลีย้งสัตว์ทดลอง 

๑	สัปดาห์ก ่อนการทดลอง	จากนั้นท�าการแบ่งหนูแรท 

ออกเป็น	๓	กลุ่มๆ	ละ	๖	ตัว	ดังนี้

	 กลุ่มที่	๑:	หนูปรกติควบคุม	ได้รับตัวท�าละลาย	 

	 	 (น�้ากลั่น)

	 กลุ่มที่	๒:	หนูปรกติ	ได้รับสารสกัดผักแพวขนาด	 

	 	 ๔๐๐	มิลลิกรัม/กิโลกรัมน�้าหนักตัว/วัน

	 กลุ่มที่	๓:	หนูปรกติ	ได้รับสารสกัดผักแพวขนาด	 

	 	 ๘๐๐	มิลลิกรัม/กิโลกรัมน�้าหนักตัว/วัน

ขั้นตอนการทดลอง

 ช่ังน�า้หนักสตัว์ทดลองทกุกลุม่ก่อนการทดลอง	จากนัน้

ป้อนตัวท�าละลาย	และสารสกัดผักแพวทั้ง	๒	ขนาด	แก่ 

สตัว์ทดลองด้วย	intragastric	tube	วนัละ	๑	ครัง้เป็นเวลา	๗	วนั	 

เมื่อเสร็จสิ้นการทดลองท�าการสลบสัตว์ทดลองด้วยอีเทอร	์

จากนั้นเก็บเลือดจากหัวใจและก�าซาบ	(perfuse)	สัตว์ทดลอง	

ด้วยน�้าเกลือ	และ	4%	paraformaldehyde	จากนั้นเก็บอวัยวะ

ตับ	และไต	ตรึงไว้ใน	4%	paraformaldehyde	

การทดสอบฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระของสารสกัดผักแพวด้วย 

เอทานอลในหลอดทดลองด้วยวิธี DPPH (2,2-Diphenyl-

1-picrylhydrazyl) radical scavenging activity 

	 ฤทธิ์ในการก�าจัดอนุมูลอิสระของสารสกัดผักแพว

ด้วยเอทานอล	ทดสอบโดยวิธีการของ	Okawa	และคณะ๑๖ 

เตรยีมสารละลายของ	DPPH	ทีค่วามเข้มข้น	๐.๐๘	มลิลโิมลาร์	

ในสารละลายเอทานอล	๑๐๐%	หลังจากน้ันผสมสารละลาย	

DPPH,	tris	buffer	solution	และ	๘๐%	เอทานอล	ในอตัราส่วน	

๑:๑:๑	เพื่อให้ได้สารผสมปริมาตร	๑.๘	มิลลิลิตร	หลังจากนั้น

เตมิสารสกดัจากตวัอย่างปรมิาตร	๐.๖	มลิลลิติร	(ในกรณขีอง

สารมาตรฐานจะเติมสารมาตรฐานความเข้มข้นต่างๆ	ลงไป

แทนสารสกัดจากตัวอย่าง	โดยใช้	Trolox	เป็นสารมาตรฐาน)	

ปริมาตรสุดท้ายเท่ากับ	๒.๔	มิลลิลิตร	บ่มปฏิกิริยาไว้นาน	 

๓๐	นาที	ในที่มืด	วัดปฏิกิริยาโดยวัดค่าดูดกลืนแสงท่ี	 

๕๒๕	นาโนเมตร	

Histopathology of hepatocyte and renal corpuscle

	 หลังจากการทดลอง	ท�าการเก็บตับและไตใส่ใน	

4%	paraformaldehyde	เพื่อท�าการตรึงเนื้อเยื่อ	จากนั้นน�า

ชิ้นเนื้อมาผ่านกระบวนการเตรียมชิ้นเนื้อ	และฝังชิ้นเนื้อลงใน 

พาราฟ ิน	แล ้วตัดชิ้น เนื้ อหนา	๕	ไมโครเมตร	ด ้วย 

เครื่องไมโครโตม	แล้วท�าการย้อมสี	hematoxylin	และ	eosin	

(H & E)	เพื่อดูลักษณะทางจุลกายวิภาคของเซลล์ตับ	และไต	

ภายใต้กล้องจุลทรรศน์	

กำรประเมินผลของสำรสกัดต่อกำรท�ำงำน 
ของตับและไต

การวัดระดับของเอนไซม์ aspartate aminotransferase (AST), 

alanine aminotransferase (ALT) และ creatinine (Cr) ในซีรัม

	 หลังการทดลองท�าการเก็บเลือดจากหัวใจ	จากนั้น 

ปั ่นแยกซีรัมที่	๒,๐๐๐	รอบต่อนาที	เป็นเวลา	๑๐	นาที	 

เกบ็ส่วนใสเพือ่น�าไปวดัค่า	เอนไซม์	AST,	ALT	และ	Cr	ในซรีมั	

โดยส่งตรวจที่ห้องปฏิบัติการเทคนิคการแพทย์	โรงพยาบาล

ธรรมศาสตร์เฉลิมพระเกียรติ	

การประเมนิการแสดงออกของจนี (Gene expression analysis)

	 ท�าการประเมินการแสดงออกของจีนด้วยวิธี	Quan-

titative	Real-Time	RT-	PCR	โดยท�าการสกัด	RNA	จากตับ

ของสตัว์ทดลองด้วยวธิ	ีPhenol–chloroform	extraction	จากนัน้ 
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น�า	RNA	ที่ได้ไปเปลี่ยนเป็น	cDNA	(reverse-	transcription)	

โดยใช้	RNA	๕	ไมโครกรมั	oligo	(dT)
15
	primer	๐.๕	ไมโครกรมั	

dNTP	๑	มลิลโิมล	ribonuclease	inhibitor	๒๐	ยนูติ	ImProm-ll™ 

reverse	transcriptase	๑	ไมโครลติร	(Promega,	Madison,	WI,	

USA),	5X	reaction	buffer	และ	MgCl
2
	๓	มิลลิโมลาร์	จากนั้น

น�า	cDNA	ที่ได้จ�านวน	๒	ไมโครลิตร	มาท�าการเพิ่มจ�านวน

ด้วยวิธี	Real	time-polymerase	chain	reaction	ด้วย	SsoFast™ 

EvaGreen®	supermix	with	low	ROX	(Bio-Rad®)	โดยใช	้

glyceraldehyde-3-phosphate	dehydrogenase	(GAPDH)	เป็น	

internal	control	ค�านวณการแสดงออกของจีนในกลุ่มที่ได้รับ

สารสกัดเมื่อเทียบกับกลุ่มควบคุม	(fold	changes	in	gene	

expression	from	control)

Western blot analysis

	 หลังจากป้อนสารสกัดผักแพวด้วยเอทานอลครบ	 

๗	วัน	ท�าการสลบสัตว์ทดลองด้วยอีเทอร์	และเก็บตับจาก 

สตัว์ทดลอง	ล้างเลอืดออกด้วย	PBS	buffer	เกบ็ไว้ในไนโตรเจนเหลว 

จากนั้นท�าการเตรียมโปรตีนโดยสกัด	cytosol	protein	 

โดยใช้	cell	lysis	buffer	จากนั้นน�าโปรตีนท่ีได้ไปหาปริมาณ

โปรตีนโดยใช้	Bradford	reagent	for	protein	assay	แล้วน�า

มาศึกษาการแสดงออกของโปรตีนโดยวิธี	Western	blotting	

ใช้สารภูมิต้านทานท่ีจ�าเพาะต่อ	HO-1	(sc-1796,	Sant Cruz 

Biotechnology,	Inc)	และ	γ-GCL	(sc-15078,	Santa Cruz 

Biotechnology,	Inc)	โดยใช้	Actin	(sc-8432,	Santa Cruz  

Biotechnology,	Inc)	เป็น	internal	control	แล้วท�าการตรวจสอบ 

โดยน�้ายา	ECL	และถ่ายภาพเรืองแสง	chemiluminescence	

ท�าการวเิคราะห์การแสดงออกของโปรตนีโดย	Gel-Pro	Analyzer	 

densitometry	software

สถิติที่ใช้ในการวิจัย

	 ข้อมูลทั้งหมดจะแสดงในรูปค่าเฉลี่ย	±	ค่าความ 

คลาดเคลื่อนมาตรฐาน	(mean	±	S.E.M.)	ใช้โปรแกรม

ส�าเร็จรูป	SigmaStat	ค่านัยส�าคัญทางสถิติถูกวิเคราะห์ด้วย	

one-way	analysis	of	variance	(ANOVA)	และ	Student’s t-test 

โดยก�าหนดค่าความเชื่อมั่น	>	๙๕%	(p	<	๐.๐๕)

ผลกำรศึกษำ
ฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระของสารสกัดผักแพวด้วยเอทานอลใน

หลอดทดลอง

	 ผลจากการศกึษาฤทธิต้์านอนมุลูอสิระด้วยวธิ	ีDPPH	

พบว่า	สารสกัดผักแพวมีค่า	EC
50
	เท่ากับ	๕๐.๒๕	±	๐.๖๑	

มิลลิกรัม/มิลลิลิตร	ในขณะที่	vitamin	E	และ	Butylatedhy-

droxytoluene	(BHT)	มีค่า	EC
50
	เท่ากับ	๑๔.๗๙	±	๐.๗๘	และ	

๑๙.๗๑	±	๐.๗๙	มิลลิกรัม/มิลลิลิตร	ตามล�าดับ

	 จากการศึกษาชนิดขององค์ประกอบของสารต้าน

อนุมูลอิสระในสารสกัดผักแพว	โดยกลุ่มศึกษาวิจัยมาตรฐาน

สมนุไพร	(Phytochemical	research	group)	องค์การเภสชักรรม	

พบว่า	สารสกัดผักแพว	ประกอบด้วย	สารกลุ่ม	flavonoids,	

alkaloids,	phenolic	compound	และ	tannin

การประเมินผลของสารสกัดต่อการท�างานของตับและไต

	 จากการทดลองป้อนสารสกัดผักแพวด้วยเอทานอล

ในขนาด	๔๐๐	และ	๘๐๐	มิลลิกรัม/กิโลกรัมน�้าหนักตัว/วัน	 

ในหนูแรทเป็นเวลา	๗	วัน	และเก็บซีรัม	เพื่อตรวจหาค่า

เอนไซม์การท�างานของตับ	(AST	และ	ALT)	และเอนไซม์

การท�างานของไต	(Cr)	ผลการศึกษาพบว่า	ระดับซีรัม	AST,	

ALT	และ	Cr	ของสัตว์ทดลองที่ได้รับสารสกัดเป็นเวลา	๗	วัน	 

ไม ่แตกต่างจากกลุ ่มควบคุม	ผลการศึกษาแสดงไว ้ใน 

แผนภูมิที่ 	๑	และ	๒	นอกจากนี้ผลของสารสกัดต ่อ 

การเปลี่ยนแปลงลักษณะทางจุลกายวิภาคของตับและไต	พบ

ว่า	ลักษณะทางจุลกายวิภาคของตับและไตในกลุ่มที่ได้รับ 

สารสกดัขนาด	๔๐๐	และ	๘๐๐	มลิลกิรมั/กโิลกรมัน�า้หนกัตวั/วนั	 

มีลักษณะปรกติไม่แตกต่างจากกลุ่มควบคุม	(รูปที่	๑	และ	๒)	 

ซึ่งแสดงให้เห็นว่าสารสกัดทั้ง	๒	ขนาด	ไม่มีความเป็นพิษต่อ

เซลล์ตับและไต	ซึง่สอดคล้องกับผลการศกึษาระดับซรีมั	AST,	

ALT	และ	Cr	แสดงให้เหน็ว่า	การได้รบัสารสกดัผกัแพวทีส่กดั

ด้วยเอทานอลทั้ง	๒	ขนาดเป็นเวลา	๗	วัน	ไม่มีความเป็นพิษ

ต่อตับและไตของสัตว์ทดลอง
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ผลการทดลองแสดงในรูป	mean	±	S.E.M.

แผนภูมิที่ ๑	แสดงระดับซีรัม	aspartate	aminotransferase	(AST)	และ	alanine	aminotransferase	ของสัตว์ทดลองท่ีได้รับ 

	 สารสกัดผักแพวด้วยเอทานอลเป็นเวลา	๗	วัน

ผลการทดลองแสดงในรูป	mean	±	S.E.M.

แผนภูมิที่ ๒	แสดงระดับซีรัม	creatinine	ของสัตว์ทดลองที่ได้รับสารสกัดผักแพวด้วยเอทานอลเป็นเวลา	๗	วัน

กลุ่มควบคุม

สารสกัด	๔๐๐	มิลลิกรัม

สารสกัด	๘๐๐	มิลลิกรัม

ยูน
ิต/
ลิต

ร

๑๖๐

๑๔๐

๑๒๐

๑๐๐

๘๐

๖๐

๔๐

๒๐

๐
 AST ALT

มิล
ลิก

รัม
/เด

ซิล
ิตร

๐.๔

๐.๓

๐.๒

๐.๑

๐.๐

 กลุ่มควบคุม สารสกัด ๔๐๐ มิลลิกรัม สารสกัด ๘๐๐ มิลลิกรัม
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(A)

(B)

(C)

รูปที่ ๑	 แสดงเนื้ อ เยื่ อตับ เปรียบเทียบระหว ่ างหนูปรกติและหนูที่ รับสารสกัดผักแพวหนูที่ ได ้ รับ ตัวท� าละลาย	 

	 (A)	หนูท่ีได้รับสารสกัดผักแพวขนาด	๔๐๐	มิลลิกรัม/กิโลกรัมน�้าหนักตัว	(B)	และหนูที่ได้รับสารสกัดผักแพว 

	 ขนาด	๘๐๐	มิลลิกรัม/กิโลกรัมน�้าหนักตัว	(C)	ย้อมด้วย	H & E	แสดงภาพก�าลังขยาย	4X,	10X	และ	40X
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(A)

(B)

(C)

รูปที่ ๒	 แสดงเนื้อเยื่อไตเปรียบเทียบระหว่างหนูปรกติและหนูที่รับสารสกัดผักแพวด้วยเอทานอลหนูที่ได้รับตัวท�าละลาย	 

	 (A)	หนูท่ีได้รับสารสกัดผักแพวขนาด	๔๐๐	มิลลิกรัม/กิโลกรัมน�้าหนักตัว	(B)	และหนูที่ได้รับสารสกัดผักแพวขนาด	 

	 ๘๐๐	มิลลิกรัม/กิโลกรัมน�้าหนักตัว	(C)	ย้อมด้วย	H	&	E	แสดงภาพก�าลังขยาย	4X,	10X	และ	40X



67Thammasat Medical Journal, Vol. 14 No. 1, January-March 2014

ผลการศึกษาของสารสกัดผักแพวด้วยเอทานอลต่อการ

แสดงออกของจีนและโปรตีนของสารต้านอนุมูลอิสระภายใน

ร่างกาย: เอนไซม์ γ-GCL และ HO-1
	 การประเมินการแสดงออกของจีน	γ-GCL	และ	

HO-1	ด้วยวิธี	Quantitative	Real-Time	RT-PCR	ผลการศึกษา

พบว่า	การได้รับสารสกัดผักแพวด้วยเอทานอลมีผลกระตุ้น 

การแสดงออกของจีน	γ-GCL	อย่างมีนัยส�าคัญทางสถิต ิ

ในกลุ่มทดลองที่ได้รับสารสกัดผักแพวด้วยเอทานอลขนาด	

๘๐๐	มลิลกิรมั/กโิลกรมัน�า้หนกัตวั/ต่อวนั	เป็นเวลา	๗	วนั	เมือ่

เปรียบเทียบกับกลุ่มควบคุม	(p	<	๐.๐๕)	ผลการศึกษาแสดง

ไว้ในแผนภูมิที่	๓	ซึ่งการแสดงออกของจีนดังกล่าวสอดคล้อง

กบัปรมิาณโปรตนีทีเ่พิม่มากขึน้เมือ่ได้รบัสารสกดัผกัแพวด้วย

เอทานอล	(รูปที่	๓)

B: การแสดงออกของ γ-GCL จีน

*	แตกต่างจากกลุ่มควบคุมอย่างมีนัยส�าคัญทางสถิติ	(p	<	๐.๐๕)

แผนภูมิที่ ๓	แสดงผลการศึกษาการแสดงออกของ	heme	oxygenase	(HO-1)	และ	γ-glutamylcysteine	ligase	(γ-GCL)	จีน

A: การแสดงออกของ HO-1 จีน

 กลุ่มควบคุม แพว ๔๐๐ มิลลิกรัม แพว ๘๐๐ มิลลิกรัม
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วิจำรณ์ และสรุปผลกำรศึกษำ
	 การศึกษาครั้งนี้เป็นการศึกษาฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ

ของสารสกัดผักแพวด้วยเอทานอลทั้งในหลอดทดลองและ 

ในสตัว์ทดลอง	ผลการศกึษาฤทธิต้์านอนมุลูอสิระของสารสกัด

ผักแพวด้วยเอทานอลในหลอดทดลองด้วยวิธี	DPPH	assay	 

พบว่า	มฤีทธ์ิต้านอนมุลูอสิระซึง่ฤทธิค่์อนข้างอ่อน	เมือ่เปรยีบเทยีบ 

กับ	α-Tocopherol	และ	BHT	ท้ังนี้เนื่องจากสารสกัดที่ใช้

ในงานวิจัยน้ีเป็นสารสกัดแบบหยาบ	(crude	extract)	ท�าให้ 

ปริมาณความเข้มข้นของสารออกฤทธิ์ต่อปริมาณสารที่ใช้ใน

การทดลองมน้ีอยเมือ่เทยีบกบั	α-Tocopherol	และ	BHT	ซึง่เป็น

สารบริสุทธิ์	การตรวจองค์ประกอบของสารต้านอนุมูลอิสระ 

ในสารสกัดผักแพวท่ีใช้ในการศึกษา	พบว่า	ประกอบด้วย

สารกลุ่ม	flavonoids,	alkaloids,	phenolic	compound	และ	 

tannin	ทัง้นีก้ารตรวจดงักล่าวเป็นเพยีงการตรวจวเิคราะห์เบ้ืองต้น	 

ไม่สามารถบอกชนิดของสารออกฤทธิ์ในแต่ละกลุ่มรวมทั้ง

ปริมาณของสารออกฤทธิ์ได้

 γ-GCL	เป็นเอนไซม์ส�าคัญในการควบคุมการสร้าง

สาร	glutathione	(GSH)	GSH	เป็นสารต้านอนุมูลอิสระส�าคัญ

ในเซลล์	จากการศึกษาพบว่า	การขาด	GSH	ส่งผลให้เซลล ์

บาดเจ็บจากภาวะเครียดออกซิเดชั่นได้ง ่ายขึ้น	ในทาง

ตรงกันข ้ามหากเซลล ์มีระดับ	GSH	สูงขึ้นจะสามารถ 

ปรับตัวป้องกันตนเองจากภาวะเครียดออกซิเดชั่นได้๑๗,	๑๘  

การท�างาน	γ-GCL	และการเพิม่การท�างานหรอืการแสดงออก

ของเอนไซม์นี้บ่งบอกถึงภาวะของร่างกายที่มีการปรับตัว

ต่อภาวะเครียดออกซิเดชั่นที่เกิดขึ้น๑๙	-	๒๔	การเพิ่มข้ึนของ

สาร	GSH	นั้นมีผลในการเพิ่มการป้องกันเซลล์จากสารพิษ

ต่างๆ	ในขณะที่ภาวะขาด	GSH	จะท�าให้เพ่ิมความไวใน 

การเกิดเนื้องอกและการบาดเจ็บของเซลล์๒๕	การเพิ่มระดับ

สาร	GSH	โดยการกระตุ้นการแสดงออกของจีน	γ-GCL	ด้วย
สารสกัดจากธรรมชาตินั้นได้มีการศึกษาอย่างกว้างขวาง	

เช่น	การศึกษาในเซลล์	RAW	264	โดยให้สารเบต้าแคโรทีน	 

พบว่า	สารดังกล่าวมีผลเพิ่มระดับสารต้านอนุมูลอิสระใน

เซลล์	โดยการเพิ่มการสังเคราะห์สาร	GSH	และการเพ่ิม

การแสดงออกของจีน	γ-GCL๒๖	และการศึกษาผลของ 

สารสกัดเบอรี่ที่ประกอบไปด้วยสารกลุ่มโพลีฟีนอลสามารถ

กระตุ้น	การท�างานของ	γ-GCL	ในหนูเม้าส์ได้๒๗	นอกจากนี ้
สารกลุม่ฟลาโวนอยด์	สามารถเพิม่ปรมิาณ	GSH	โดยการเพ่ิม

การแสดงของจีน	γ-GCL	เช่นกัน๒๘ 

	 เอนไซม์	HO-1	เป ็นเอนไซม์ส�าคัญตัวหนึ่งใน 

กลุ่มเอนไซม์ที่ท�าหน้าที่ในระบบต้านอนุมูลอิสระของร่างกาย	

มีการศึกษาเก่ียวกับหน้าที่ของเอนไซม์น้ีอย่างกว้างขวาง	

โดยเฉพาะอย่างยิ่งการศึกษาฤทธิ์ในการปกป้องเซลล์	 

การแสดงออกของจีน	HO-1	สามารถถูกเหน่ียวน�าได้ด้วย 

สารทีม่ฤีทธิก์ระตุน้ให้เกดิภาวะเครยีดออกซเิดชัน่	เช่น	โลหะหนกั	 

ภาวะเลือดมีออกซิเจนต�่า	ภาวะขาดเลือด	การอักเสบ	 

ภาวะชอ็กจากความร้อน	และไซโตไคน์	ซึง่ภาวะเครยีดออกซิเดชัน่ 

จากการเหนี่ยวน�าของสารเหล่านี้	จะส่งผลให้เกิดการกระตุ้น 

การแสดงออกของจีน	HO-1	ซึ่งเป็นการตอบสนองของเซลล ์

เพื่อป ้องกันการบาดเจ็บจากภาวะเครียดออกซิเดชั่น๒๙  

จากการศกึษาพบว่า	สารสกดัจากธรรมชาต	ิเช่น	สารสกัด	Syzygium  

formosanum มส่ีวนประกอบของสารกลุม่ฟีโนลกิ	มีคุณสมบัติ

เป็นสารต้านอนุมูลอิสระได้ดี	สามารถกระตุ้นการแสดงออก

ของจนี	HO-1	ได้๓๐	นอกจากน้ันยงัพบว่า	สารกลุ่มฟลาโวนอยด์	

สามารถป้องกนัเซลล์จากภาวะเครยีดออกซเิดชัน่ทีถ่กูเหนีย่วน�า 

รูปที่ ๓	แสดงผลการศึกษาการแสดงออกของ	heme	oxygenase	(HO-1)	และ	γ-glutamylcysteine	ligase	(γ-GCL)	โปรตีน

Lane	1	 กลุ่มควบคุม

Lane	2	 กลุ่มได้รับสารสกัดผักแพวด้วยเอทานอล	ขนาด	๔๐๐	มิลลิกรัม/กิโลกรัมน�้าหนักตัว

Lane	3	 กลุ่มได้รับสารสกัดผักแพวด้วยเอทานอล	ขนาด	๘๐๐	มิลลิกรัม/กิโลกรัมน�้าหนักตัว

γ-GCL

HO-1

Actin
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ด้วยสาร	tert-Butyl	hydroperoxide	ในเซลล์	rat	primary	 

hepatocytes	ได้	โดยมีกลไกการออกฤทธิ์ผ่านการกระตุ้น 

การแสดงออกของจีน	HO-1	และ	γ-GCL๓๑	ทั้งนี้ยังพบว่า	 

สารต้านอนุมูลอิสระ	quercetin	ซึ่งเป็นสารกลุ่มฟลาโวนอยด	์ 

สามารถยับยั้งภาวะเครียดออกซิเดชั่นท่ีเหนี่ยวน�าด ้วย 

เอทานอลได้	ซึ่งกลไกดังกล่าว	เกิดจากการกระตุ ้นการ

แสดงออกของจีน	HO-1๓๒

 จากการศึกษาคร้ังน้ีพบว่า	สารสกัดผักแพวด้วย 

เอทานอลมีฤทธ์ิต้านอนุมูลอิสระอ่อนเมื่อเปรียบเทียบกับ	

Tocopherol	และ	BHT	ซึ่งเป็นสารบริสุทธิ์	อย่างไรก็ตาม 

การศึกษาน้ีพบว่า	สารสกัดผักแพวสามารถออกฤทธิ์ก�าจัด

อนุมูลอิสระได้โดยตรงและสามารถกระตุ้นการแสดงออก

ของจีน	HO-1	และ	γ-GCL	ได้	ผลการศึกษาครั้งน้ีสรุปได้ว่า	 

สารสกัดผักแพวน่าจะมีประโยชน์ในการเพิ่มความสามารถ

ในการต ้านอนุมูลอิสระของร ่างกาย	อย ่างไรก็ตาม 

การรับประทานสารสกัดผักแพวยังจ�าเป็นต้องมีการศึกษา 

เพ่ิมเตมิในส่วนของผลของการได้รบัสารสกดัผกัแพวในระยะยาว	 

รวมทั้งการศึกษาพิษวิทยาเต็มรูปแบบและมีการแยกปริมาณ

สารประกอบส�าคัญในสารสกัดมาใช้ในการวิจัยเพื่อยืนยัน 

ผลการศึกษานี้ให้ชัดเจนมากยิ่งขึ้น	
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Abstract

Study of antioxidant activity of Polygonum odoratum L. extract in vitro and in vivo of rat
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Introduction: Polygonum odoratum	L.	(P. odoratum)	extract	has	been	shown	to	possess	antioxidant	effects	and	contains	 

	 several	antioxidant	compounds.	The	aim	of	this	study	was	to	determine	the	antioxidant	activity	and	the	 

	 effect	on	antioxidant	enzymes	level	of	underlying	of	P. odoratum,	a	dietary	and	herbal	plant	commonly	 

	 found	in	the	Southeast	Asia.	

Methods:	 The	ethanolic	extract	of	P. odoratum	was	screened	for	its	possible	antioxidant	activity	through	DPPH	 

	 (2,2-Diphenyl-1-picrylhydrazyl)	radical	scavenging	activity	assays	(DPPH).	Moreover,	study	on	cytoprotective	 

	 enzymes	induction	were	carried	out	using	Sprague-Dawley	rats	given	400	and	800	mg/kgBW/day	of	 

 P. odoratum	extract	for	7	days.	Liver	was	collected	for	determination	of	heme	oxygenase	(HO-1)	and	 

 γ-glutamylcysteine	ligase	(γ-GCL)	genes	and	protein	expression	which	performed	by	Quantitative	 

	 Real-Time	RT-PCR	and	Western	blot	analysis,	respectively.	Serum	aspartate	aminotransferase	(AST),	alanine	 

	 aminotransferase	(ALT)	and	creatinine	(Cr)	were	measured	as	the	indicator	of	liver	and	kidney	function.

Results:	 The	DPPH	value	of	the	potent	antioxidants,	P. odoratum	extract,	vitamin	E	and	Butylatedhydroxytoluene	 

	 (BHT)	were	50.25	±	0.61,	14.79	±	0.78	and	19.71	±	0.79	mg/mL,	respectively.	There	was	no	 

	 histopathogical	change	and	serum	AST,	ALT	and	Cr	were	not	elevated.	Moreover,	gene	and	protein	 

	 expression	of	cytoprotective	enzymes,	heme	oxygenase	(HO-1)	and	γ-glutamylcysteine	ligase	(γ-GCL)	 
	 were	significantly	increased	in	high	dose-treated	animals	(800	mg/kgBW/day).	

Discussion and P. odoratum	exhibited	weak	antioxidant	effect	compared	to	pure	antioxidant	compounds.	Nevertheless,	 

Conclusion: P. odoratum	could	induce	gene	and	protein	expression	of	antioxidant	enzymes.	Consumption	of	 

 P. odoratum	may	provide	a	benefit	in	increasing	cytoprotective	enzyme	level.	However,	studies	of	long	term	 

	 consumption	of	the	extract	and	toxicology	are	required.
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