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บทคัดย่อ

	 บทนำ�: ชะพล ู(Piper sarmentosum Roxb.) เปน็พชืในวงศ ์Piperaceae ทีน่ยิมใชก้นัอยา่งแพรห่ลาย

ในประเทศแถบเอเชียตะวันออกเฉียงใต้ ใบชะพลูนำ�มาใช้ในตำ�รับยาไทยสำ�หรับปรับสมดุลของธาตุในร่างกาย 

วัตถุประสงค์เพื่อศึกษาฤทธิ์ต้านออกซิเดชัน และฤทธิ์ต้านการก่อกลายพันธุ์ของสารสกัดใบชะพล ู วิธีดำ�เนิน

การวิจัย: สกัดใบชะพลูแห้งด้วยการหมัก โดยตัวทำ�ละลายชนิดต่างๆ คือ petroleum ether, hexane, dichlo-

romethane, ethyl acetate และ methanol การทดสอบฤทธิ์ต้านออกซิเดชันใช้วิธี DPPH (2,2-diphenyl-1-

picrylhydrazyl) และ วิธ ีFerric Reducing Antioxidant Power (FRAP) การทดสอบฤทธิ์กอ่กลายพนัธุแ์ละฤทธิ์

ต้านการก่อกลายพันธุ์ ใช้วิธี Ames test ในเชื้อแบคทีเรีย Samonella typhimurium 2 สายพันธุ์คือ TA98 และ 

TA100 ผลการวิจัย: วิธี DPPH สารสกัด hexane มีฤทธิ์ต้านออกซิเดชันดีที่สุด โดยให้ค่า EC
50
 เท่ากับ 

29.63±0.56 µg/mL และ วธิ ีFRAP สารสกดั methanol ใหฤ้ทธิด์ทีีส่ดุ คา่ Fe (II) equivalent เทา่กบั 0.56±0.12 

µmol/mg สารสกดัใบชะพลไูมม่ฤีทธิก์อ่กลายพนัธุ ์และสารสกดั dichloromethane มฤีทธิต์า้นการกอ่กลายพนัธุ์

ในการทดสอบโดยวธิ ีAmes test ไดด้ทีีส่ดุในทัง้สองสายพนัธุ ์จากงานวจิยัในหลอดทดลองครัง้นีส้รปุไดว้า่ สาร

สกัดจากชะพลูมีศักยภาพในการนำ�มาศึกษาต่อเพื่อที่จะพัฒนาเป็นผลิตภัณฑ์เสริมอาหารเพื่อบำ�รุงร่างกายได้

คำ�สำ�คัญ: ชะพลู ฤทธิ์ต้านออกซิเดชัน ฤทธิ์ต้านการก่อกลายพันธุ์
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Abstract

	 Introduction: Piper sarmentosum Roxb. is an edible plant in the Piperaceae family used in 

many South East Asian countries. Their leaves are used in Thai traditional medicinal for improving 

element balance in human body. Objectives: The current study aimed to test antioxidant and

antimutagenic activities of the P. sarmentosum extracts. Methods: The dry leaves of this plant were 

extracted by the maceration method using petroleum ether, hexane, dichloromethane, ethyl acetate 

and methanol as solvents. The antioxidant activity was performed using the DPPH (2,2-diphenyl- 

1-picrylhydrazyl) and the FRAP (ferric reducing antioxidant power) assays. The mutagenic and  

antimutagenic actions were tested using the Ames test in Samonella typhimurium TA98 and TA100 

strains. Results : The hexane extract possessed the highest antioxidant activities in the DPPH assay 

with EC
50
 value of 29.63±0.56 µg/mL and methanol extracts possessed the highest antioxidant 

activities in the FRAP assay with the Fe (II) equivalent of 0.56±0.12 µmol/mg. In the Ames test, the 

leaf extract exhibited no mutagenic activity, while the dichloromethane extract exhibited the strongest 

antimutagenic activity both in TA98 and TA100 strains. Conclusion:From this in vitro study, It can be 

concluded that the P. sarmentosum extracts have excellent potential for further study as dietary 

supplements.
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ฤทธิ์ต้านออกซิเดชัน และฤทธิ์ต้านการก่อกลายพันธุ์ของสารสกัดใบชะพลู

พัชรินทร์ บุญหล้า และคณะปีที่ 10 ฉบับที่ 3 ก.ย.-ธ.ค. 2557

ว. เภสัชศาสตร์อีสาน

.
บทนำ�
	 ชะพล ู(Piper Sarmentosum Roxb.) จดัเปน็

พชืในวงศ ์Piperaceae เปน็พรรณไมล้ม้ลกุแบบเลือ้ย

ที่มีลำ�ต้นทอดราบไปตามพื้นดิน และจะชูก้านใบขึ้น

มาเหนือดินสูงประมาณ 1-1.5 ฟุต ลักษณะใบเป็นรูป

หัวใจ แผ่นใบจะนุ่มกว้างใหญ่ พื้นใบมีสีเขียวสดใส 

กา้นใบสเีขยีวกลม ไมใ่หญน่กั พรรณไมช้นดินีช้อบขึน้

ตามที่ลุ่มตํ่าและแฉะ โดยส่วนใหญ่จะปลูกไว้รับ

ประทานและใช้ในการประกอบอาหารต่างๆเช่น แกง

หอยใบชะพลู (Tangkanakul et al.,2011) แกงหัวปลี

และซี่โครงหมูใส่ชะอมและใบชะพลู (Somdee et al., 

2010) เป็นต้น นอกจากนี้ ยังมีสรรพคุณรักษาหลาย

อย่างเช่น ลำ�ต้น ใช้เป็นยารักษาเสมหะ ใบช่วยเจริญ

อาหาร ดอกชว่ยยอ่ยอาหาร ขบัลมในลำ�ไส ้รากบำ�รงุธาต ุ 

ขับลมในลำ�ไส้ เป็นต้น (Boonyaprapat, 2539) จาก

การวจิยัพบวา่ใบชะพลมูฤีทธิย์บัยัง้จลุชพี (Silpasuwan,  

1979) ฤทธิ์ยับยั้งการหดเกร็งของกล้ามเนื้อ ลดการ

บบีตวัของลำ�ไสเ้ลก็ (Apisariyakul,1984; Apisariyakul 

and Anantasarn,1984) ฤทธิเ์ปน็ cholinergic agonist 

ในลำ�ไส้เล็กของหนู (Sunbhanich,1988) ฤทธิ์ต้าน

การเกาะกันของเกล็ดเลือด (Han et al.,1992) ฤทธิ์

ตา้นเบาหวานในผูป้ว่ยเบาหวาน (Pongmarutai, 1989)  

และฤทธิ์ต้านเบาหวานในหนูทดลอง (Peungvicha 

et al.,1998) การศึกษาความเป็นพิษพบว่า พิษ

เฉียบพลันมีค่า LD
50
 มากกว่า 5 g/kg ในหนูขาว และ

มีพิษเรื้อรังในระดับตํ่า (Temsiririrkkul et al., 2002) 

และสารสกัดนํ้าของใบชะพลูไม่มีผลทำ�ให้เกิดความ

เสยีหายตอ่โครโมโซมของเซลลไ์ขกระดกูและไมม่ฤีทธิ์

ฆ่าเซลล์ด้วย (Puchadapirom et al., 2004)

	 ปัจจุบันได้มีการศึกษาเกี่ยวกับพืชผักเป็น

จำ�นวนมาก เนื่องจากพืชผักมีประโยชน์และมีคุณค่า

ต่อร่างกายซึ่งในการศึกษาเกี่ยวกับองค์ประกอบทาง

เคมีและฤทธิ์ทางชีวภาพและคุณสมบัติทางเคมีของ

พืชผักสมุนไพรนั้นมีอยู่เป็นจำ�นวนมาก ในพืชผักผล

ไม้มีสารต้านออกซิเดชันหลายกลุ่มได้แก่ วิตามินซี 

เบต้า-แคโรทีน วิตามินเอ เซเลเนียม ทองแดง 

แมงกานสี และสงักะส ีเปน็ตวัชว่ยยบัยัง้กระบวนการ

การเกิดโรคได้หลายโรค เช่น โรคเบาหวาน โรคหัวใจ 

และมะเร็งซึ่งมีกลไกยับยั้งทั้งทางตรงและทางอ้อม 

โดยการไปจบักบัอนมุลูอสิระไมใ่หท้ำ�อนัตรายตอ่เซลล์

ได้ซึ่งสารแอนติออกซิแดนท์ที่พบมากในพืชผักและ

สมนุไพร เปน็กลุม่ ไบโอฟลาโวนอยด ์(bioflavonoids) 

และโพลีฟีนอล (polyphenols) (Kratchanova et al., 

2010)

	 จากข้อมูลทางวิชาการพบว่า การประกอบ

อาหารที่ใช้ความร้อนสูงและนานเกินไป เช่น การปิ้ง

ย่างรมควัน ทำ�ให้เกิดสารพิษมากมาย เช่น สารพิษ

กลุม่โพลไีซคลกิอะโรมาตกิไฮโดรคารบ์อน (polycyclic 

aromatic hydrocarbon) ซึง่สารในกลุม่นีบ้างชนดิเปน็

สารก่อมะเร็ง ส่วนการหมักเพื่อทำ�แหนม หมูยอ 

ไส้กรอก เบคอน กุนเชียง โดยเติมดินประสิว เพื่อ

ปอ้งกนัการเจรญิของเชือ้ Clostridium botulinum หรอื 

ทำ�ให้ผลิตภัณฑ์มีสีแดงสวย ก่อให้เกิดสารก่อมะเร็ง

กลุม่ ไนโตรซามนี (nitrosamine) สำ�หรบัการทอดหรอื

ต้มสัตว์นานๆ ทำ�ให้เกิดสารพิษกลุ่ม เฮ็ตเตอโรไซ

คลิกเอมีน (heterocyclic amine) ซึ่งสารเหล่านี้เป็น

สารกอ่มะเรง็ในสตัวท์ดลอง (Kanksadalumpai, 2005) 

ก่อนที่กระบวนการเกิดมะเร็งขึ้นจะมีกระบวนการก่อ

กลายพันธุ์ เพราะฉะนั้นพืชสมุนไพรใดสามารถการ

ยับยั้งการก่อนกลายพันธุ์ได้จึงมีแนวโน้ม ที่จะนำ�มา

ใช้ในการยับยั้งการเกิดมะเร็งได้ สมุนไพรหลายชนิด

ที่มีสารสำ�คัญที่เป็นองค์ประกอบในพืชสมุนไพรนั้น 

แสดงคุณสมบัติในการยับยั้งการก่อกลายพันธุ์โดยที่

สารสกัดจากพืชสมุนไพรเหล่านั้น จะไปมีผลทำ�ให้ 

DNA ที่กลายพันธุ์กลับกลายเป็น DNA ปกติ ยับยั้ง

การเจริญ และ การแพร่กระจายของเซลล์กลายพันธุ์ 

และทำ�ให้สารก่อกลายพันธุ์นั้นๆ เสียคุณสมบัติไปจึง

ทำ�ให้ไม่สามารถทำ�อันตรายต่อเซลล์ (Kanksada-

lumpai, 2005) จากการที่พืชผักสมุนไพรมีสารสำ�คัญ

หลายอยา่งทีม่ฤีทธิท์างชวีภาพตา่งๆ นีเ้อง ทำ�ใหเ้ปน็
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ที่น่าสนใจว่าสมุนไพรที่ใช้เป็นเครื่องประกอบอาหาร

นา่จะมสีารสำ�คญัในการตา้นการกอ่กลายพนัธุใ์นเนือ้

สัตว์ได้ จึงได้มีการศึกษาที่น่าสนใจคือ ฤทธิ์ต้านการ

ก่อกลายพันธุ์ของพืชผักสมุนไพร

	 ชะพลูเป็นผักพื้นบ้านที่คนนิยมนำ�มารับ

ประทานสด ใช้ในการประกอบอาหาร และส่วน

ประกอบของเมื่ยงคำ� เป็นสมุนไพรชนิดหนึ่งที่ใช้กัน

อย่างแพร่หลาย ช่วยบำ�รุงธาตุ มีโปรตีนสูง มีคุณค่า

ทางโภชนาการ ในประเทศไทยมตีำ�รบัยาพืน้บา้นทีใ่ช้

การต้มชะพลูทั้งห้า ปรับธาตุ มีฤทธิ์กระตุ้นการ

เคลือ่นไหวของลำ�ไสแ้ละคลายกลา้มเนือ้เพือ่ใหข้อ้มลู

สรรพคณุของชะพลคูรบถว้นสมบรูณม์ากขึน้ งานวจิยั

นี้จึงได้ทำ�การศึกษาฤทธิ์ในการต้านอนุมูลอิสระและ

ฤทธิ์การต้านการก่อกลายพันธุ์ของสารสกัดใบชะพลู 

วิธีดำ�เนินการวิจัย
	 1.	 การสกัดสาร

		  นำ�ใบชะพลูที่ไม่อ่อนหรือแก่จนเกินไป 

เกบ็จากพืน้ที ่อ.กนัทรวชิยั จ.มหาสารคาม มาทำ�การ

อบทีอ่ณุหภมู ิ50 องศาเซลเซยีส เปน็เวลา 48 ชัว่โมง 

และบดลดขนาดจนเป็นผง จากนั้นนำ�ผงใบชะพลู 

500g มาหมัก (maceration) ต่อเนื่อง ด้วยตัวทำ�

ละลายชนิดต่างๆตามลำ�ดับดังนี้ petroleum ether, 

hexane, dichloromethane, ethyl acetate และ 

methanol ใช้ตัวทำ�ละลายชนิดละ 1,000 mL ใช้เวลา 

7 วันต่อชนิดตัวทำ�ละลาย จากนั้นนำ�ไปกรองและ

ระเหยแหง้ดว้ย rotary evaporator และ freeze dryer 

ตามลำ�ดับ นำ�สารกัดที่ได้เก็บในภาชนะปิดสนิท 

ที่อุณหภูมิ 4 °C

	 2. 	 การทดสอบฤทธิก์ารตา้นออกซเิดชนั

ของใบชะพลู

		  2.1 การทดสอบฤทธิก์ารตา้นออกซเิดชนั 

โดยวธิ ีDPPH (1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl) (Chu, 

2000)

	 1) 	 เตรียมสารสกัดใบชะพลู ความเข้มข้น 

5 ระดับ (15-500 mg/L) ด้วย methanol ในหลอด

ทดลอง 

	 2) 	 เตรียม DPPH ความเข้มข้น 60 mg/L 

ด้วย methanol

	 3) 	 นำ�สารสกัดที่ได้ จากข้อ 2.1.1 จำ�นวน 

125 µL มาผสมกับ สารละลาย DPPH ในข้อ 2.1.2 

จำ�นวน 125 µL ใน 96 well plate 

	 4) 	 ตั้งไว้ที่อุณหภูมิห้องในสภาวะไร้แสง

เป็นเวลา 20 นาที แล้วนำ�ไปวัดค่าการดูดกลืนแสงที่

ความยาวคลื่น 517 nm แล้วคำ�นวณค่า % radical 

scavenging จากสูตร

% radical scavenging = A ctrl – A sample x100

	 A ctrl

	 เมือ่ A ctrl คอื คา่การดดูกลนืแสงที ่517 nm 

ของสารละลาย DPPH และ A sample คือ ค่าการดูด

กลืนแสงที่ 517 nm ของสารกัดใบชะพลูที่ผสมกับ

สารละลาย DPPH นำ�ค่า % radical scavenging กับ

ความเข้มข้น ที่ได้ไป สร้างกราฟแสดงความสัมพันธ์ 

เพื่อหาความเข้มข้นของสารสกัดใบชะพลูที่ทำ�ลาย

อนุมูลอิสระ DPPH ได้ครึ่งหนึ่ง (EC
50
) โดยรายงาน

ผลการต้านออกซิเดชันเป็นค่า EC
50
 ของสารสกัดใบ

ชะพลูเปรียบเทียบกับสารมาตรฐาน ascorbic acid

		  2.2 การทดสอบฤทธิก์ารตา้นออกซเิดชนั 

โดยวิธี FRAP (Benzie, 1999)

	 1)	 เตรียม FRAP reagent โดยผสม ace-

tate buffer pH 3.6 และ 10 mM TPTZ (2,4,6-tripy-

ridyl-triazine) ในอัตราส่วน 30 : 1 ตามลำ�ดับ

	 2) 	 เตรียม FeSO
4
 เข้มข้น 10 – 3,000 

µmole/mL 

	 3) 	 นำ�สารในข้อ 2.2.1 มาทำ�ปฏิกิริยากับ

สารข้อ 2.2.2 ในอัตราส่วน 30 : 1 ตามลำ�ดับ ตั้งทิ้ง

ไว้ที่อุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 20 นาที นำ�ไปวัดค่าการ
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ดดูกลนืแสงที ่593 nm สรา้งกราฟแสดงความสมัพนัธ์

ระหว่างค่าดูดกลืนแสงและความเข้มข้นของ FeSO
4

	 4)	 เตรยีมสารสกดัใบชะพลแูตล่ะชนดิและ

สารมาตรฐาน ascorbic acid ให้มีความเข้มข้น 

1 mg/mL

	 5)	 นำ�สารในข้อ 2.2.1 มาทำ�ปฏิกิริยากับ

สารข้อ 2.2.4 ในอัตราส่วน 30 : 1 ตามลำ�ดับ ตั้งทิ้ง

ไว้ที่อุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 20 นาที นำ�ไปวัดค่าการ

ดดูกลนืแสงที ่593 nm คา่ทีไ่ดน้ำ�ไปแทนคา่ ในสมการ

เส้นตรงจากกราฟ FeSO
4 
ในข้อที่ 2.2.3 เรียกว่า 

FRAP value

	 6) 	 นำ�ค่า FRAP value ของสารสกัดใบ

ชะพลูชั้นต่างๆ มาเปรียบเทียบกับ ค่า FRAP value 

ของสารมาตรฐาน ascorbic acid

	 3. 	 การทดสอบฤทธิ์ก่อกลายพันธุ์โดย

วิธี Ames test (Kangsadalampai, 1996)

		  3.1	 การเตรียมเชื้อสำ�หรับทดสอบ

			   นำ�เชือ้ S. typhimurium TA 100 

(ตรวจสอบการกลายพันธุ์แบบ base-pair substitu-

tion) และ TA 98 (ตรวจสอบการกลายพันธุ์แบบ 

frame-shift substitution) มาเลี้ยงในอาหาร oxiod 

nutrient broth (12 mL) แลว้นำ�มา incubate ใน shak-

ing water bath ทีอ่ณุหภมู ิ37°C นาน 16 ชัว่โมง เมือ่

ครบกำ�หนด เจอืจางเชือ้ลง 8 เทา่ ดว้ย normal saline 

เพือ่วดัคา่ OD อา่นคา่ทีค่วามยาวคลืน่ 620 nm จะได้

ประมาณ 0.3-0.4

		  3.2 	 ขั้นตอนการทดสอบฤทธิ์ก่อ

กลายพันธุ์

	 1) 	 นำ�หลอดทดลองหลอดใหม่เติม Na
3

PO
4
-KCl buffer 500 µL และเตมิสารสกดัจากใบชะพล ู

100 µL ทีม่คีวามเขม้ขน้ 0.5, 1, 2 และ 4 mg/mL ตาม

ลำ�ดับ และเชื้อ S. typhimurium TA 100 หรือ TA 98 

100 µL incubate บน shaking water bath ทีอ่ณุหภมู ิ

37 °C นาน 20 นาที

	 2) 	 เมื่อครบกำ�หนด เติม Top agar ที่เติม 

histidine ที่ผสม biotin แล้ว 2 mL

	 3) 	 จากนั้นนำ�เทบน plate อาหาร แล้ว 

incubate 37 °C นาน 48 ชั่วโมง เมื่อครบกำ�หนดนับ

จำ�นวนเชื้อที่มีการเจริญโดยเปรียบเทียบกับ control 

คือเชื้อที่เกิดตามธรรมชาติ โดยทำ�การทดลอง 3 ซํ้า

	 4.	 การทดสอบฤทธิก์ารตา้นการกอ่กลาย 

พนัธุโ์ดยวธิ ีAmes test (Kangsadalampai, 1996)

		  4.1	 การเตรียมเชื้อสำ�หรับทดสอบ 

เชื้อ S. typhimurium TA 100 และ TA 98 เลี้ยงใน

อาหาร oxiod nutrient broth (12 mL) แลว้นำ�มาเขยา่

ในอ่างควบคุมอุณหภูมิ 37 °C เป็นเวลา 16 ชั่วโมง 

จากนั้นเจือจางเชื้อลง 8 เท่าด้วย normal saline เพื่อ

วัดค่า OD ที่ความยาวคลื่น 620 nm จะได้ประมาณ 

0.3-0.4

		  4.2 	 การเตรยีม nitrosated products

	 1) 	 แยกหลอดทดลองระหวา่ง TA 100 และ 

TA 98 โดยการเติม 0.2 N HCI 740 µL, 1-aminopy-

rine 10 µL และ 2 M NaNO
3
 250 µL ตามลำ�ดับ 

สำ�หรับ TA 98 และ 0.2 N HCI 710 µL, 1-AP 40 µL 

และ 2M NaNO
3
 250 µL ตามลำ�ดับสำ�หรับ TA 100

	 2) 	 นำ�สารทีเ่ตรยีมไดท้ัง้สองหลอดไปเขยา่

ในอ่างควบคุมอุณหภูมิที่ 37 °C เป็นเวลา 4 ชั่วโมง 

เมื่อครบกำ�หนดทำ�การหยุดปฏิกิริยาโดยการแช่นํ้า

แข็ง 1นาที 

	 3) 	 เติม 2M Ammonium sulfamate 250 

µL ลงในทั้งสองหลอดและแช่ในนํ้าแข็งอีก 10 นาที 

		  4.3	 การทดสอบฤทธิ์ต้านการก่อ

กลายพันธุ์ 

	 1)	 นำ�หลอดทดลองเติม nitrosated prod-

ucts 100 µL และ Na
3
PO

4
-KCl buffer 500 µL และ

เติมสารสกัดใบชะพลู 100 µL ที่มีความเข้มข้น 0.5, 

1, 2 และ 4 mg/mL และเชือ้ S. typhimurium TA 100 

หรือ TA 98 จำ�นวน 100 µL เขย่าในอ่างควบคุม

อุณหภูมิที่ 37 °C เป็นเวลา 20 นาที
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	 2) 	 เมื่อครบกำ�หนด เติม Top agar ที่เติม 

histidine ที่ผสม biotin แล้ว 2 mL 

	 3) 	 จากนัน้นำ�ไปเทบนจานอาหารเลีย้งเชือ้

ทีอ่ณุหภมู ิ37 °C นาน 48 ชัว่โมง เมือ่ครบกำ�หนดนบั

จำ�นวนเชื้อที่เจริญ โดยเปรียบเทียบกับ control คือ

เชื้อที่เกิดตามธรรมชาติ ทำ�การทดลอง 5 ซํ้า โดย

คำ�นวณหา % modification จากสูตร

% modification = (A-B) x 100

			    (A-C)

	 เมื่อ	A หมายถงึคา่ revertant colonies ของ 

positive control คือเชื้อที่เติมสารก่อกลายพันธุ์

 		  B หมายถงึคา่ revertant colonies ของ

เชื้อที่เติมสารสกัดใบชะพลูและสารก่อกลายพันธุ์

		  C หมายถงึคา่ revertant colonies ของ 

negative control คือเชื้อที่เกิดตามธรรมชาติ 

 	 5.	 การวิเคราะห์ผลทางสถิติ

		  วเิคราะหค์วามแปรปรวน (Analysis of 

variance) ของลักษณะที่ศึกษา และเปรียบเทียบค่า

เฉลีย่โดยวธิ ีDuncan’s multiple range test (DMRT) 

ที่ระดับความเชื่อมั่นร้อยละ 95

ผลการวิจัย
	 1. 	 การสกัดใบชะพลู

		  การสกัดใบชะพลูพบว่าได้ % สารสกัด 

คือ petroleum ether, hexane, dichloromethane, 

ethyl acetate และ methanol เท่ากับ 8.50, 7.75, 

8.35, 11.27 และ 61.20 % ตามลำ�ดับ โดยคำ�นวณ

จากสตูร % สารสกดั = (นํา้หนกัสารสกดั / นํา้หนกัผง

ใบชะพลูแห้ง) x 100

	 2. 	 การทดสอบฤทธิก์ารตา้นออกซเิดชนั

ของใบชะพลู

		  2.1	 การทดสอบฤทธิต์า้นออกซเิดชนั

ดว้ยวธิ ีDPPH โดยการเปรยีบเทยีบฤทธิต์า้นออกซเิดชนั 

ของสารสกัดใบชะพลูที่สกัดด้วยตัวทำ�ละลายต่างๆ 

คือ สารสกัด petroleum ether สารสกัด hexane สาร

สกัด dichloromethane สารสกัด ethyl acetate และ

สารสกดั methanol เปรยีบเทยีบกบัสารตา้นออกซเิดชนั 

มาตรฐาน คือ ascorbic acid เมื่อเปรียบเทียบทาง

สถิติ พบว่าผลที่ได้แตกต่างกัน (p<0.05) ซึ่งในการ

เปรียบเทียบครั้งนี้ ใช้ปริมาณความเข้มข้นของสารที่

ยับยั้ง DPPH ได้ 50% (50 % efficiency concentra-

tion, EC
50
) เป็นตัวที่บ่งบอกถึงความสามารถในการ

ต้านออกซิเดชันโดยชั้นของสารสกัดที่ให้ค่าต้าน

ออกซเิดชนัทีส่ดุ (คา่ EC
50
 ตํา่ทีส่ดุ) ไดแ้กส่ารสกดัชัน้ 

hexane (ตารางที่ 1)

		  2.2	 การทดสอบฤทธิต์า้นออกซเิดชนั

วิธี FRAP โดยการเปรียบเทียบฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ

ของสารสกัดใบชะพลูที่สกัดด้วยตัวทำ�ละลายต่างๆ 

คือ สารสกัด petroleum ether สารสกัด hexane สาร

สกัด dichloromethane สารสกัด ethyl acetate และ

สารสกดั methanol เปรยีบเทยีบกบั สารตา้นออกซเิดชนั 

มาตรฐาน คือ ascorbic acid เมื่อเปรียบเทียบทาง

สถิติพบว่า ฤทธิ์ต้านออกซิเดชันมีความแตกต่างกัน 

(p<0.05) ซึง่ในการเปรยีบเทยีบครัง้นีใ้ชป้รมิาณความ

เข้มข้นของ Fe (II) ( Fe (II) equivalents ) เป็นตัวที่

บ่งบอกถึงความสามารถในการต้านออกซิเดชัน โดย

ชั้นของสารสกัดที่ให้ค่าต้านออกซิเดชันสูงที่สุด (ค่า 

Fe (II) equivalent สูงที่สุด) ได้แก่ สารสกัดชั้น 

methanol (ตารางที่ 1)
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ตารางที่ 1 	 ความสามารถในการต้านออกซิเดชันด้วยวิธี DPPH และวิธี FRAP ของสารสกัดใบชะพลู

สารสกัด
EC

50
 ของวิธี DPPH

(µg/mL)

Fe (II) equivalent (µmole/mg ของสารสกัด)

ของวิธี FRAP

petroleum ether 110.81±0.85E 0.15±0.00E

hexane 29.63±0.56B 0.35±0.00C

dichloromethane 55.02±1.67C 0.34±0.00C

ethyl acetate 78.57±0.45D 0.21±0.00D

methanol 80.19±0.46D 0.56±0.12B

ascorbic acid 5.26±0.57A 1.37±0.23A

หมายเหตุ : A, B, C, D, E อักษรต่างกันในแนวตั้งมีค่าแตกต่างกันอย่างมีนัยสำ�คัญทางสถิติที่ระดับ 0.05

	 3. 	 การทดสอบฤทธิ์ก่อกลายพันธุ์ของ

สารสกัดใบชะพลู

		  ทำ�การทดสอบฤทธิ์ก่อกลายพันธุ์ด้วย

วิธี Ames test โดยนำ�สารสกัดใบชะพลู ที่มีปริมาณ 

0.5, 1, 2 และ 4 mg/plate มาทดสอบฤทธิ์ก่อกลาย

พันธุ์โดยทำ�การทดลองในเชื้อแบคทีเรีย S. typhimu-

rium 2 สายพันธุ์คือ TA98 และ TA100 เปรียบเทียบ

กบัเชือ้ทีเ่กดิตามธรรมชาตซิึง่ผลการทดสอบพบวา่ใบ

ชะพลูไม่มีฤทธิ์ก่อกลายพันธุ์ (ตารางที่ 2)

ตารางที่ 2 	 จำ�นวน Revertant colonies ในการทดสอบก่อกลายพันธุ์ด้วยวิธี Ames test ของสารสกัดใบ

ชะพลู ในเชื้อแบคทีเรีย S. typhimurium สายพันธุ์ TA98 และ TA100

Fraction
Amount 

(mg/plate)

Revertant colony *

TA 98 TA100

สารสกัดใบชะพลู

0.5 8 ± 4 71 ± 21

1 9 ± 4 80 ± 20

2 13 ± 2 101 ± 3

4 13 ± 4 125 ± 2

Positive** - 609±135 1305.4±81

*	 ค่าเฉลี่ยและค่าเบี่ยงเบนมาตรฐาน (SD) ของจำ�นวนโคโลนีกลายพันธุ์ของแบคทีเรีย/จานเลี้ยงเชื้อจากการ

ทดลอง (n=5) 

**	จำ�นวนโคโลนีกลายพันธุ์ของแบคทีเรียต่อจานเลี้ยงเชื้อที่เกิดจากสารก่อกลายพันธุ์มาตรฐาน 1- ami-

nopyrene 	
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	 4.	 การทดสอบฤทธิ์ต้านการก่อกลาย

พันธุ์สารสกัดใบชะพลู

		  การทดสอบฤทธิต์า้นการกอ่กลายพนัธุ์

ด้วยวิธี Ames test โดยเปรียบเทียบฤทธิ์ต้านการก่อ

กลายพันธุ์ของสารสกัดใบชะพลู ที่สกัดด้วยตัวทำ�

ละลายต่างๆ คือ petroleum ether, hexane, dichlo-

romethane, ethyl acetate และ ethanol โดยมีฤทธิ์

ต้านการก่อกลายพันธุ์ของสารมาตรฐานคือ 1-ami-

nopyrene ซึง่ทำ�การทดลองในเชือ้แบคทเีรยี S. typh-

imurium 2 สายพันธุ์คือ TA98 และ TA100 ที่มี

ปริมาณ 0.5, 1, 2 และ 4 mg/plate พบว่า ผลการ

ทดลองศกึษาฤทธิต์า้นการกอ่กลายพนัธุข์องสารสกดั

ใบชะพลูแปรผันตามความเข้มข้นในทุกสารสกัดใบ

ชะพลดูว้ยตวัทำ�ละลายชนดิตา่งๆ โดยสายพนัธุ ์TA98 

และ TA 100 สารสกดัทีใ่หฤ้ทธิต์า้นการกอ่กลายพนัธุ์

ที่ดีที่สุด ได้แก่ สารสกัด dichloromethane (ตารางที่ 

3)

ตารางที่ 3 	 จำ�นวน Revertant colonies ในการทดสอบความสามารถในการต้านการก่อกลายพันธุ์ด้วยวิธี 

Ames test ของสารสกัดใบชะพลูที่สกัดด้วยตัวทำ�ละลายชนิดต่างๆโดยมีฤทธิ์ต้านการก่อกลาย

พันธุ์ของสารมาตรฐานคือ 1-aminopyrene ในเชื้อแบคทีเรีย S. typhimurium สายพันธุ์ TA98 

และ TA100 (n=5)

Fraction Amount 

(mg/plate)

TA 98 TA100

Revertant 

colony *

%

modification**

Revertant 

colony

%

modification

Petroleum ether

 0.5 111.67±71.76  82.06 825.00±450.72 49.37

 1 58.00±5.72  91.18 998.00±58.89 36.90 

 2 49.33±7.59  92.66 687.33±47.62 59.29

 4 36.674.49  94.81 519.50±47.79 71.39

Hexane

 0.5 75.33±21.85  88.23 1221.00±165.85 2.83

 1 83.33±7.13  86.93 1058.67±31.93 32.53

 2 49.00±1.41  92.71 994.67±123.11 37.14

 4 71.50±4.11  88.89 895.00±100.2 44.33

Dichloromethane

 0.5 45.33±15.69 93.33 694.00±150.74  58.81

1 64.00±9.75  90.16 522.00±141.83  71.21

2 34.00±6.38  95.26 388.00±126.86  80.86

4 31.50±15.29  95.69 189.00±26.98  95.21
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Fraction Amount 

(mg/plate)

TA 98 TA100

Revertant 

colony *

%

modification**

Revertant 

colony

%

modification

Ethyl acetate

0.5 61.00±27.31  90.67 1150.33±358.71  25.92

1 43.00±24.06  93.73 1158.67±87.23  25.32

2 35.33±20.49  95.03 953.33±62.51  40.12

4 20.33±18.15  97.59  572.67±281.05  67.56

Methanol

0.5 335.57±74.05  43.97 704.67±222.82  58.05

1 409.00±102.16  31.49  731.33±267.56  56.12

2 200.67±10.14  66.92 360.00±53.74  82.89

4 579.50±281.19  25.08  242.00±118.46  91.39

Positive**** - 609.00±135.00 - 1305.40±81.00 -

*	 คา่เฉลีย่และคา่เบีย่งเบนมาตรฐาน (SD) ของจำ�นวนโคโลนกีลายพนัธุข์องแบคทเีรยี/จานเลีย้งเชือ้จากการ

ทดลอง (n=5) 

**	 ค่าเฉลี่ยของ %modificationจากการทดลอง (n=5) 

***	 จำ�นวนโคโลนีกลายพันธุ์ของแบคทีเรียต่อจานเลี้ยงเชื้อที่เกิดจากสารก่อกลายพันธุ์มาตรฐาน 1- ami-

nopyrene

อภิปรายผลและสรุปผลการวิจัย
	 การทดสอบฤทธิ์การต้านออกซิเดชันของ

สารสกัดใบชะพลูโดยวิธี DPPH พบว่า สารสกัดที่ให้

ฤทธิ์ดีที่สุดคือ สารสกัดชั้น hexane รองลงมาคือชั้น 

dichloromethane ซึ่งสอดคล้องกับงานวิจัยของ 

Sumazian และคณะ (2010) ที่พบว่า สารสกัดใบ

ชะพล ูมคีวามสามารถตา้นออกซเิดชนัดว้ยวธิ ีDPPH 

ที่ระดับ EC
50
 ประมาณ 54.21 µg/mL และจากการ

ศึกษาของ Atiax และคณะ (2011) พบว่าสารสกัด 

hexane ของใบชะพลู มีสาร β-sitosterol ซึ่งสารดัง

กล่าว มีฤทธิ์ต้านออกซิเดชันที่ดี เมื่อทดสอบด้วยวิธี 

DPPH ตามรายงานของ Rao และคณะ (2013)

	 การทดสอบฤทธิ์การต้านออกซิเดชันของ

สารสกัดใบชะพลูโดยวิธี FRAP พบว่า สารสกัดที่ให้

ฤทธิด์ทีีส่ดุคอื สารสกดัชัน้ methanol รองลงมาคอืชัน้ 

ethyl acetate ซึ่งสอดคล้องกับงานวิจัยของ Hafizah 

และคณะ (2010) ที่ศึกษาสารสกัดใบชะพลูด้วยวิธี 

FRAP พบวา่ใหฤ้ทธิด์ ี(18.90 µmol Fe (II)/g นํา้หนกั

สารสกดั) โดยงานวจิยัเดยีวกนันีไ้ดห้าปรมิาณสารประ

กอบฟีนอกลิกซึ่งมีปริมาณสูง (90.86 mg gallic 

acid/g นํา้หนกัสารสกดั) แสดงใหเ้หน็วา่องคป์ระกอบ

ทางเคมทีีส่ำ�คญัของสารสกดัใบชะพลทูีท่ำ�ใหเ้กดิฤทธิ์

ในการต้านออกซิเดชันคือสารประกอบ ฟีนอลิก

	 นอกจากนี้ มีรายงานการวิจัย ที่พบว่าใบ

ชะพลมูฤีทธิต์า้นอนมุลูอสิระไดด้ ีไดแ้ก ่การศกึษาของ 

Ugusman et al. (2012) ทีพ่บวา่สารกลุม่ฟลาโวนอยด์

จากใบชะพล ูมฤีทธิป์กปอ้งเซลลใ์นหลอดทดลองจาก

การชักนำ�ให้เกิดภาวะoxidative stress ได้นอกจากนี้

ยังพบว่าใบชะพลูมีปริมาณสารฟลาโวนอยด์ 91.02 

mg QE/g และปริมาณสารฟีนอลิก 48.57 mgGAE/g 

และจากการศกึษาของ Chanwitheesuk et al. (2005) 

ได้หาปริมาณสารต้านออกซิเดชันในใบชะพลูพบว่ามี 
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ascorbic acid, vitamin E, total carotenes, total 

xanthophylls, tannin, total phenolics เทา่กบัรอ้ยละ 

16.6, 0.01, 3.82, 5.81, 17.7 และ 123 mg ตามลำ�ดบั 

การศึกษาของ Subbramaniam et al. (2003) สาร

สกัด methanol ของใบชะพลู สามารถกำ�จัดอนุมูล

อิสระแบบ superoxide ได้ร้อยละ 88 การศึกษาของ 

Azlina et al. (2011) พบว่า ใบชะพลูมีฤทธิ์ในการ

ปกปอ้งปอดในหนทูดลองทีช่กันำ�ใหเ้กดิภาวะ oxida-

tive stress การทดสอบฤทธิ์ ต้านการก่อกลายพันธุ์

ด้วยวิธี Ames test เป็นการนำ�เชื้อ S. typhimurium 

TA98 (ตรวจสอบการกลายพนัธุแ์บบ frame-shiftsub-

stitution) และ TA100 (ตรวจสอบการกลายพนัธุแ์บบ 

base-pair substitution)

	 ซึ่งจะพิจารณาจากการเปลี่ยนลำ�ดับที่ของ 

นวิคลโีอไทดใ์นสายดเีอน็เอทีจ่ดุยอ่ย (point mutation) 

บนโครโมโซมโดยผลจากการศึกษาพบว่าฤทธิ์ต้าน

การก่อกลายพันธุ์จะเพิ่มความสามารถมากขึ้นเมื่อมี

ความเขม้ขน้มากขึน้ตามไปดว้ย โดยสารสกดัใบชะพลู

ทีม่ฤีทธิต์า้นการกอ่กลายพนัธุท์ีด่ทีีส่ดุคอื สารสกดัชัน้ 

dichloromethane ให้ค่าการต้านการก่อกลายพันธุ์ที่

ดีที่สุด สอดคล้องกับการศึกษาของ Nuntatovattana 

and Tongyonk (2010) ทีพ่บวา่ สารสกดัใบชะพลดูว้ย

อะซโิตน ทีป่รมิาณ 0.8 – 3.2 mg/plate ใหค้า่การตา้น

การก่อกลายพันธุ์สูงกว่าร้อยละ 80 inhibition ทั้ง TA 

98 และ TA 100 และนอกจากนีย้งัพบวา่ ใบชะพลทูีม่า

ประกอบอาหารสำ�เร็จรูปยังคงมีฤทธิ์ในการต้านการ

ก่อกลายพันธุ์ด้วย ได้แก่ การศึกษาของ Somdee et 

al. (2010) พบว่า สารสกัด hexane ของ แกงหัวปลี

กับซี่โครงหมูใส่ชะอมและใบชะพลู ไม่มีผลก่อให้เกิด

การกลายพันธุ์ และมีฤทธิ์การต้านการก่อกลายพันธุ์

ที่ระดับ IC
50
 เท่ากับ 4.38 และ 6.82 mg/plate ใน TA 

98 และ TA 100 ตามลำ�ดบั และการศกึษาของ Tang-

kanakul et al. (2011) พบวา่ สารสกดั methanol ของ

แกงหอยใบชะพลู มีความสามารถต้านการก่อกลาย

พันธุ์ ที่ร้อยละ 70 ในสายพันธุ์ TA 98 ซึ่งถือว่ามีฤทธิ์

ในระดับที่สูง

	 จากการศกึษาในครัง้นี ้เปน็การยนืยนัไดว้า่ 

ใบชะพลูมีฤทธิ์ในการต้านออกซิเดชันและมีฤทธิ์ใน

การตา้นการกอ่กลายพนัธุไ์ด ้และเปน็แนวทางในการ

ที่จะพัฒนาสารสกัดใบชะพลูเป็นผลิตภัณฑ์ที่ช่วย

ป้องกันโรคหรืออาการผิดปกติที่เกิดจากสารอนุมูล

อิสระหรือสารก่อกลายพันธุ์ 

กิตติกรรมประกาศ
	 ขอขอบคุณทุนวิจัยสำ�หรับนิสิตบัณฑิต

ศึกษา คณะเภสัชศาสตร์ มหาวิทยาลัยมหาสารคาม 

ปี 2555 และ ขอขอบคุณ รศ.ดร.แก้ว กังสดาลอำ�ไพ 

ที่อนุเคราะห์ S. typhimurium สายพันธุ์ TA 98 และ 

TA 100
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