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Abstract 
Alternanthera philoxeroides has been used as antipyretic, dressing for wounds and ulcers in Thai 

traditional medicine. The present study aims to investigate the immunomodulating activity of this plant by 
using splenocyte proliferation test. The results showed that methanol (MeOH) extract, diethyl ether (Et2O) and 
n-butanol (n-BuOH) fractions of A. philoxeroides were not cytotoxic to host cells up to the concentration 
tested (200 µg/ml). For immunomodulating study, MeOH extract, Et2O and n-BuOH fractions suppressed 
splenocyte proliferation. Et2O fraction at a concentration of 50 µg/ml significantly suppressed splenocyte 
proliferation (p<0.05). Whereas chikusetsusaponin IVa increased splenocyte proliferation in dose-dependent 
manner and at a concentration of 25 µg/ml the compound significantly increased splenocyte proliferation 
(p<0.05).  
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บทคัดยอ 
ผักเปดน้ําเปนพืชสมุนไพรไทยที่ใชเพ่ือการลดไข และพอกบาดแผล ในการศึกษาครั้งนี้มีจุดประสงคเพ่ือศึกษา

ฤทธิ์ปรับภูมิคุมกันของผักเปดน้ําเมื่อทดสอบดวยวิธีการวัดการเพิ่มจํานวนของ splenocyte พบวา สารสกัดหยาบสวน
เมธานอล ไดเอธิลอีเทอร และเอ็น-บิวทานอล ที่ความเขมขน 200 ไมโครกรัม/มิลลิลิตรไมมีความเปนพิษตอเซลลที่ใช
ทดสอบ เมื่อทดสอบความสามารถในการปรับภูมิคุมกันของสารสกัดหยาบทั้งสาม พบวา สารสกัดหยาบทั้งสามมีผลตอ
การยับย้ังการเพิ่มจํานวนของ splenocyte โดยเฉพาะสารสกัดหยาบสวนไดเอธิลอีเทอรที่ความเขมขน 50 ไมโครกรัม/
มิลลิลิตร ยับย้ังการเพิ่มจํานวนของ splenocyte อยางมีนัยสําคัญทางสถิติที่ p<0.05 ในขณะที่สารสําคัญ 
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chikusetsusaponin IVa มีผลตอการเพิ่มจํานวนของ splenocyte ตามความเขมขนที่เพ่ิมขึ้น และท่ีความเขมขน 25 
ไมโครกรัม/มิลลิลิตร สามารถเพิ่มจํานวนของ splenocyte อยางมีนัยสําคัญทางสถิติที่ p<0.05 

 
คําสําคัญ : ผักเปดน้ํา, chikusetsusaponin IVa, splenocyte  
 
บทนํา 
 ผักเปดน้ํา มีชื่อวิทยาศาสตรวา Alternanthera 
philoxeroides (Mart.) Griseb. อยูในวงศบานไมรูโรย 
(Family: Amaranthaceae) เปนพืชลมลุก ลําตนทอด
คลาน หรืออยูริมน้ํา พบทั่วไปตามแองน้ํา หนอง บึง ใน
ตํารายาแผนโบราณใชทั้งตนเพ่ือลดไข ขับน้ํานม และเปน
ยาพอกฝ  ตนออนสามารถใชเปนอาหารของคนและสัตว 
จากการศึกษาเบื้องตนพบวาสารสกัดจากสวนน้ําสามารถ
ยับย้ังการเจริญเติบโตของ human immunodeficiency 
virus (Zhang et al., 1988) และสารสกัดสวนปโตเลียม
อีเทอร สามารถยับย้ังการเจริญเติบโตของ  dengue virus 
(Jiang et al., 2005) นอกจากนี้ยังพบวาสารสกัดจากผัก
เปดน้ํายังสามารถยับย้ัง respiratory syncytical virus ได
อีกดวย (Jiang et al., 2007) ในการศึกษาทางพฤษเคมี
พบวาผักเปดน้ํ า  ประกอบดวยสารสําคัญ  คือ  สาร 
phaeophytin a, pheophytin a', oleanoic acid, β-
sitosterol, 3-β-hydroxystigmast-5-en-7-one, α-
spinasterol, 24-methylenecycloartanol, cycloeucalenol, 
phytol, alternanthin B และ N-trans-feruloyl-3,5-
dimethoxytyramine (Fang et al., 2007; Fang et al., 
2006) 

การศึกษาที่ผานมาสาร chikusetsusaponin IVa 
สามารถพบไดในพืช Panax japonicus และ 
Chenopodium ficifolium (Gohar et al., 2002; Lin et 
al., 1976) โดยสารดังกลาวมีฤทธิ์ในการปองกันการ
ทําลายของเซลลตับในหนูทดลองเมื่อไดรับการกระตุน
ดวยสารคารบอนเตตะคลอไรด และ กาแลคโตซามิน 
(Hikino et al., 1985) แตสําหรับบทบาทตอระบบ
ภูมิคุมกันนั้นยังไมมีการศึกษา 

จากขอมูลเบ้ืองตนจึงเปนไปไดวาพืชชนิดนี้
นาจะมีบทบาทตอทางระบบภูมิคุมกันซึ่งเกี่ยวของกับการ
ยับย้ังการเจริญเติบโตของเชื้อไวรัส ซึ่งระบบภูมิคุมกัน
เปนกลไกการปองกันตนเองอยางหนึ่งของรางกาย การ
เพ่ิมภูมิคุมกันใหแกรางกายจึงเปนวิธีการหนึ่งที่เกี่ยวของ

กับการรักษาการติดเชื้อตาง ๆ ในรางกายโดยเฉพาะ
อยางยิ่งการติดเชื้อไวรัส  ในชวงสิบปที่ผานมามีงานวิจัย
ทางวิทยาศาสตรมากมาย รายงานถึงฤทธิ์ตอระบบ
ภูมิคุมกันของสมุนไพรในเขตรอน เชน ฟาทะลายโจร มี
ฤทธิ์เพ่ิมจํานวนของ lymphocytes (Kumar et al., 2004; 
Puri et al., 1993), echinacea (Echinacea purpurea 
(L.) Moench)  มีฤทธิ์เพ่ิมการทํางานของเม็ดเลือดขาว,  
T-lymphocytes, macrophages และ natural killer cells 
สงผลตอการเพิ่มประสิทธิภาพในการกําจัดแบคทีเรียและ
ส่ิงแปลกปลอมอ่ืนๆ นอกจากนี้ยังพบวา echinacea มี
ฤทธิ์ฆาเชื้อตางๆ อีกดวย เชน เชื้อรา เชื้อแบคทีเรีย และ
ไวรัส (Brinkeborn et al., 1999) จากการวิจัยทาง
การแพทยมีการใชไมโตเจนหลายชนิดเพ่ือกระตุนหรือยัง
ย้ั งการ เปลี่ ยนแปลงของ เซลล ในระบบภูมิ คุ มกั น       
ไดแก  การใช phytohaemagglutining (PHA) หรือ 
concanavalin A (ConA) ในการกระตุนการแบงเซลลของ 
T-lymphocyte หรือ การใช lipopolysaccharide (LPS) 
ในการกระตุนการแบงเซลลของ B-lymphocyte เปนตน  

เนื่องจากผักเปดน้ําสามารถลดการติดเชื้อไวรัส 
ซึ่ งอาจมีผลตอระบบภูมิคุมกันของรางกาย  ดงนั้น
การศึกษาครั้งนี้จึงตองการศึกษาผลของสารสกัดหยาบ
และสารสําคัญ chikusetsusaponin IVa จากสวนเอ็น-บิว
ทานอลของผักเปดน้ําตอระบบภูมิคุมกันของรางกาย 

 
วัสดุอุปกรณและวิธีการทดลอง 
1. สารเคมี ไดแก เมธานอล ไดเอทธิลอีเทอร และ เอ็น-
บิวทานอล เปนชนิด AR grade อาหารเลี้ยงเซลล      
RPMI-1640, fetal bovine serum (FBS), 
phytohaemagglutinin (PHA) เปนผลิตภัณฑของบริษัท 
Gibco ประเทศสหรัฐอเมริกา  trypan blue, 3(4,5-
dimethyl thiazol-2yl) 2,5-diphenyltetrazolium bromide 
(MTT), dimethyl sulfoxide (DMSO), pokeweed 
mitogen (PWM) เปนผลิตภัณฑของบริษัท Sigma 
ประเทศสหรัฐอเมริกา 
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2. การเตรียมสารสกัดหยาบและสารสําคัญของพืช 
ผักเปดน้ําที่ใชในการศึกษาครั้งนี้เก็บในเดือนสิงหาคมจาก
แหลงน้ําในจังหวัดขอนแกน และทําเปนตัวอยางแหงเก็บ
ไวที่คณะเภสัชศาสตร มหาวิทยาลัยขอนแกน (KKU-A-
002) นําสวนตนและรากของพืชมาตัดใหมีขนาดเล็กลง 
จากนั้นอบใหแหงและบดใหเปนผงเละเอียด นําผงพืช 
(4.0 กิโลกรัม) มาทําการสกัดดวยเมทานอลโดยการตมที่
อุณหภูมิ 60ºC ทําซ้ํา 3 ครั้ง ไดสารสกัดในสวนเมทานอล 
13.7% และสกัดแยกตามลําดับสวนความมีขั้วดวยไดเอ
ทธิลอีเทอร และเอ็น-บิวทานอล นําสารละลายที่ไดจาก
การสกัดดวย ไดเอทธิลอีเทอร และเอ็น-บิวทานอลมา
ระเหยภายใตความดันต่ําและทําใหแหงดวยเครื่อง freeze 
drier ไดปริมาณสารสกัดแตละสวน 2.8 และ 2.1% 
ตามลําดับ  
 จากนั้นนําสารสกัด เอ็น -บิวทานอลมาผาน
คอลัมน Diaion HP20 ชะลางดวยน้ําและเมทานอล ได 3 

fractions (A-C) เมื่อนําทั้งสาม fractions มาทดสอบดวย 
Thin layer chromatography พบวาสารสําคัญหลักมีมาก
ใน fraction C จึงนํา fraction C มาสกัดแยกตอดวยวิธี
ทางโครมาโตกราฟฟชนิดตาง  ๆ ไดสารออกมา  7 
fractions (Fraction C1-7) จากนั้นนํา fraction C4      
ไปสกัดแยกตอดวย reverse-phase column 
chromatography ชะลางดวย 50-80% เมทานอล ได
สารสําคัญหลัก 0.04% (รูปที่ 1) นําสารดังกลาวไป
วิเคราะหหาโครงสรางทางเคมีโดยวิธีการทางสเปกโตสโค
ป และเปรียบเทียบกับขอมูลที่เคยมีรายงานการวิจัยมา
กอนแลว (Gohar et al., 2002; Lin et al., 1976) พบวา 
สารสําคัญหลักที่ไดคือ 3-O-β-D-glucopyranosiduronic 
acid 28-O-β-D-glucopyranosyl-oleanolate หรือ 
chikusetsusaponin IVa (รูปที่ 2) 

 

 
รูปท่ี 1 การสกัดและแยกสารบริสุทธิ์จากผักเปดน้ํา (Alternanthera philoxeroides) 
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รูปท่ี 2  สารสําคัญ 3-O-β-D-glucopyranosiduronic acid 28-O-β-D-glucopyranosyloleanolate หรือ      
          chikusetsusaponin IVa จากผักเปดน้ํา 
 
3. สัตวทดลอง 
 สัตวทดลองที่ใชในการศึกษาครั้งนี้เปนหนูสาย
พันธุ BALB/c อายุ 4 สัปดาห ไดรับมาจาก National 
Laboratory Animal Center มหาวิทยาลัยมหิดล กรุงเทพ  
4. การทดสอบฤทธิ์ปรับภูมิคุมกัน  

4.1 การเตรียมเซลล splenocyte 
     นําหนูมาฆาดวยวิธี cervical dislocation 

แยกมามมาออกดวยวิธีปราศจากเชื้อ จากนั้นนํามาแยก
เปนเซลลเดี่ยวในอาหารเลี้ยงเซลล RPMI-1640 ที่ผสม
ดวย 10% FBS และกําจัดเม็ดเลือดแดงออกดวย
สารละลาย ACK (0.15 M NH4Cl, 10 mM KHCO3, 0.1 
mM Na2EDTA, pH 7.4) แลวนําไปปนที่ 1,500 g เปน
เวลา 10 นาที นําเซลล splenocyte ที่แยกได ไปเลี้ยงใน
อาหารเลี้ยงเซลล RPMI-1640 และตรวจสอบความมีชีวิต
ของเซลลดวย trypan blue และปรับใหมีความเขมขน 2 
× 106 cells/ml  
 4.2 การเตรียมสารตัวอยางเพื่อทดสอบ 

นําสารสกัดหยาบสวนเมทานอล ไดเอทธิล
อีเทอร เอ็น-บิวทานอล และสาร chikusetsusaponin IVa 
มาละลายในสารละลาย DMSO ความเขมขน 5% และ
กรองผานกระดาษกรองขนาด 0.2 µm นําสวนใสมาใชใน
การทดลองตอไป 

4.3 ทดสอบความเปนพิษของสารสกัดกับ
เซลล splenocytes   

นําเซลลปริมาณ 100 µl (2x106 cells/ml) ใส
ลง 96-well plate เติมสารตัวอยางที่ความเขมขนตาง ๆ 
ปริมาณ 50 µl นําไปบมเพาะเลี้ยงเปนเวลา 48 ชั่วโมงที่
อุณหภูมิ 37ºC และมี CO2 5% ตรวจสอบการ
เปล่ียนแปลงปริมาณของเซลล splenocyte ดวยวิธี MTT 

assay  (Mosmann, 1983) โดยการเติมสารละลาย MTT 
(1 µg/ml) ปริมาณ 50 µl นําไปบมที่ อุณหภูมิ 37ºC และ
มี CO2 5% เปนเวลา 3-5 ชั่วโมง จากนั้นนําไปวัดคาการ
ดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 570 nm ดวยเครื่องอานไม
โครเพลตชนิดมัลติโหมด (microplate reader บริษัท Bio-
Rad, model 3600) นําคาที่ไดมาไปคํานวณหาคา 50% 
cytotoxic dose (CC50)  

4.4 ทดสอบการเปลี่ยนแปลงของเซลล 
splenocyte 

      นําเซลลปริมาณ 100 µl (2x106 cells/ml) 
ใสลง 96-well plate เติมสารตัวอยางที่ความเขมขนตาง ๆ 
ที่มีคาต่ํากวาคา CC50 ปริมาณ 50 µl และสารไมโตเจน 
ปริมาณ 50 µl ซึ่งในการทดสอบครั้งนี้ใชไมโตเจน 2 ชนิด
คือ PHA (อัตราสวนความเขมขนสารตออาหารเลี้ยงเซลล 
1:40) และ PWM (ความเขมขน 0.5 µg/ml) สวนหลุม
ควบคุมจะมีเฉพาะเซลลกับสารตัวอยางที่ความเขมขน
ตาง ๆ  จากนั้นนําไปบมเพาะเลี้ยงเปนเวลา 48 ชั่วโมงที่
อุณหภูมิ 37ºC และมี CO2 5% ทําการตรวจสอบการ
เปล่ียนแปลงปริมาณของเซลล splenocyte ดวยวิธี MTT 
assay  นําคาที่ไดมาคํานวณหาคา proliferation index 
(PI) ดวยสมการดังตอไปนี้ 

PI = O.D. test sample with mitogen  
        O.D. test sample without mitogen  
 

5. การแสดงคาและวิเคราะหทางสถิติ 
 การทดลองทําซ้ํา 3 ครั้ง ผลที่ไดแสดงดวย
คาเฉล่ียและสวนเบี่ยงเบนมาตรฐาน สวนความแตกตาง
ของคาเฉล่ียวิเคราะหดวย ANOVA ที่ระดับนัยสําคัญทาง
สถิติที่ p<0.05  

COO

O

H

OH
HHO

H HOH

H

HO
O

H

HO

H

HO

H

H
OH

H

HOOC

O

1
2

3
4

5
6

7

8
9

10

11
12

13

14
15

16

17

18

19
20

21

22



Immunomodulating activity of chikusetsusaponin IVa from Alternanthera philoxeroides  
                      A Rattanathongkom et al 

 117

ผลการทดลอง 
จากการทดสอบความเปนพิษของสารตัวอยาง

ตอเซลล splenocyte พบวา สารสกัดหยาบสวนเมทานอล  
ไดเอทธิลอี เทอร  เอ็น -บิวทานอล  และ  สารสําคัญ 
chikusetsusaponin IVa มีความเปนพิษเพ่ิมขึ้นเมื่อมี
ความเขมขนสูงขึ้น โดยที่สารสกัดหยาบสวนเมทานอลมี
ความเปนพิษต่ําสุดใหคา CC50 มากกวา 800 µg/ml 

ในขณะท่ีสารสกัดหยาบสวนไดเอทธิลอีเทอร เอ็น-บิว
ทานอล และสารสําคัญ chikusetsusaponin IVa มีคา 
CC50 เทากับ 378.28, 606.7 และ 386.62 µg/ml 
ตามลําดับ (รูปที่ 3) 
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รูปท่ี 3  ผลของสารสกัดหยาบสวนเมทานอล ไดเอทธิลอีเทอร เอ็น-บิวทานอล และสารสําคัญ  
          Chikusetsusaponin IVa จากผักเปดน้ําตอความมีชีวิตของเซลล splenocyte 
 

 เมื่อนําสารตัวอยางมาทดสอบกับไมโตเจนชนิด 
PHA พบวา สารสําคัญ chikusetsusaponin IVa สามารถ
เพ่ิมปริมาณของเซลล splenocyte ตามความเขมขนที่
เพ่ิมขึ้น และที่ความเขมขน 25 µg/ml สามารถเพิ่ม
ปริมาณของเซลล splenocyte ไดอยางมีนัยสําคัญทาง
สถิติที่ p<0.05 ในขณะที่สารสกัดหยาบสวนเมทานอล  
ไดเอทธิลอีเทอร และเอ็น-บิวทานอล มีผลยับย้ังการเพิ่ม
ปริมาณของเซลล splenocyte (รูปที่ 4) โดยเฉพาะอยาง
ย่ิงสารสกัดหยาบสวนไดเอทธิลอีเทอรที่ความเขมขน 50 
µg/ml ยับย้ังการเพิ่มปริมาณของเซลล splenocyte ได
อยางมีนัยสําคัญทางสถิติที่ p<0.05 สวนสารสกัดหยาบ
สวนเมทานอลและเอ็น-บิวทานอล สามารถยับย้ังการเพิ่ม
ปริมาณของเซลล splenocyte แตไมมีนัยสําคัญทางสถิติ 

 เมื่อนําสารตัวอยางมาทดสอบกับไมโตเจนชนิด 
PWM พบวา สารสกัดจากเมทานอล ไดเอทธิลอีเทอร 
และสารสําคัญ chikusetsusaponin IVa ไมมีผลตอการ
เปล่ียนแปลงปริมาณของเซลล splenocyte ในขณะที่สาร
สกัดจากเอ็น-บิวทานอลมีผลยับย้ังการเพิ่มจํานวนของ
เซลล splenocyte ตามความเขมขนที่เพ่ิมขึ้น แตไมมี
นัยสําคัญทางสถิติ (รูปที่ 4) 
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รูปท่ี 4 ผลของสารสกัดหยาบและสารสําคัญ chikusetsusaponin IVa จากผักเปดน้ําตอจํานวนของเซลล splenocyte 

เมื่อกระตุนหรือไมกระตุนดวยไมโตเจน  (PHA และ PWM) ก) สารสกัดจากเมทานอล  ข) สารสกัดจากได     
เอทธิลอีเทอร  ค) สารสกัดจากเอ็น-บิวทานอล และ ง) สารสําคัญ chikusetsusaponin IVa (* p<0.05) 

  
วิจารณและสรุปผล 
 ผ ล ก า ร วิ จั ย ค รั้ ง นี้ พ บ ว า  ส า ร สํ า คั ญ 
chikusetsusaponin IVa จากผักเปดน้ําซึ่งเปนสารในกลุม 
triterpenoid saponins สามารถเพิ่มปริมาณของ 
splenocyte เมื่อถูกกระตุนดวยไมโตรเจนชนิด PHA 
ในขณะท่ีสารสกัดหยาบสวนเมทานอล ไดเอทธิลอีเทอร 
และเอ็น-บิวทานอล มีผลยับย้ังการเพิ่มปริมาณของเซลล 
splenocyte ทั้งนี้อาจเปนผลจากสวนประกอบอื่นที่มีอยูใน
สารสกัดหยาบ ในทางตรงกันขามเมื่อกระตุนดวยไมโต
รเจนชนิด PWM พบวา สารสกัดจากเมทานอล ไดเอทธิล
อีเทอร และสารสําคัญ chikusetsusaponin IVa ไมมีผล
ตอการเปลี่ยนแปลงปริมาณของเซลล splenocyte แตสาร
สกัดจากเอ็น-บิวทานอลมีผลยับย้ังการเพิ่มจํานวนของ

เซลล splenocyte การศึกษาที่ผานมาพบวาสารไมโต
รเจนทั้งสองชนิดนี้มีผลตอการกระตุน lymphocyte ตาง
ชนิดกัน โดยท่ี PHA มีผลในการกระตุน T-lymphocyte 
(Nakamura et al., 1986) ในขณะที่ PWM มีผลตอการ
กระตุน B-lymphocyte (Schreck et al., 1982) จาก
การศึกษาในครั้งนี้สารสําคัญ chikusetsusaponin IVa มี
ผลตอการกระตุน T-lymphocyte มากกวา B-lymphocyte 
ซึ่งสอดคลองกับการศึกษาที่ผานมาซึ่งพบวา สารในกลุม 
triterpenoid saponin มักใชเปน adjuvant เพ่ือชวยใน
การกระตุน cell-mediated immune system และชักนํา
ใหมีการผลิตแอนติบอดีเพ่ิมขึ้น (Oda et al., 2000) 
เชนเดียวกับการศึกษาในพืช Quillaja saponaria Molina. 
มีสารสําคัญหลักเปนกลุม quillaia saponin มีคุณสมบัติที่

ค) 

ข) 

ง) 

ก) 
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เปน adjuvant ที่ดีมากสําหรับการผลิตวัคซีนในคนและ
สัตว (Behboudi et al., 1997) สําหรับการยับย้ังการเพิ่ม
จํานวนของ splenocyte พบไดในการศึกษาสารสกัด
หยาบสวนเอธานอลจากพืช Semen persicae และ 
Siegesbeckia orientalis สามารถยับย้ังการเพิ่มจํานวน
ของ splenocyte เมื่อถูกกระตุนดวย concanavalin A 
และ lipopolysaccharide (LPS) ตามความเขมขนที่
เพ่ิมขึ้น (Sun and Wang, 2006; Zhang et al., 2006) 
 ในการศึ กษาครั้ ง จ ะ เห็น ได ว าสารสํ าคัญ 
chikusetsusaponin IVa จากผักเปดน้ํามีบทบาทในการ
เพ่ิมภูมิคุมกันใหแกรางกาย ซึ่งอาจมีผลตอการเพิ่ม
ประสิทธิภาพในการยับย้ังการติดเชื้อตาง ๆ ของรางกาย
ไดอีกดวย 
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