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บทคัดย่อ

	 โรคข้อเข่าเสื่อมและโรคปวดข้อรูมาตอยด์ เป็นสาเหตุของอาการปวดข้อในคนอายุมากกว่า 40 ปี และเป็นโรค

เรือ้รงัทีส่่งผลกระทบต่อคุณภาพชวีติ การศึกษานีส้นใจน�ำต�ำรบัยาบ�ำรงุไขข้อในคมัภร์ีโรคนทิานและคมัภร์ีธาตุวภิงัค์ 

จากต�ำราแพทย์ศาสตร์สงเคราะห์ มาศึกษาหาปริมาณสารประกอบฟีนอลิกรวม ฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ ฤทธิ์ต้านการ

อักเสบ และทดสอบความเป็นพิษต่อเซลล์กระดูกอ่อนหน ูATDC-5 โดยน�ำต�ำรับยามาสกัดด้วยตัวท�ำละลายต่าง ๆ 

ได้แก่ น�้ำ  เอทานอล เอทิลอะซิเตท และเฮกเซน ปริมาณสารประกอบฟีนอลิกรวมพบว่า สารสกัดเอทิลอะซิเตท มี

ปริมาณสูงสุด และสารสกัดน�้ำมีปริมาณต�่ำสุด (GAE = 4.1218 และ 2.3001 mg GAE/g ตามล�ำดับ) ผลการทดสอบ

ฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระโดย ABTS radical scavenging assay พบว่าสารสกัดเอทานอลมีฤทธิ์สูงสุด และสารสกัดน�้ำมี

ฤทธิ์ต�่ำสุด (EEAC = 1.8241 และ 0.0378 mg EEAC/g ตามล�ำดับ) ซึ่งผลสอดคล้องกับ DPPH radical scavenging  

assay โดยเปรยีบเทียบกบัสารมาตรฐานวติามินอ ีคือสารสกดัเอทานอลมฤีทธ์ิสูงสดุ และสารสกดัน�ำ้มีฤทธ์ิต�ำ่สุด (IC50 = 

0.0749 และ 1.4145 mg/ml ตามล�ำดับ) ผลการทดสอบฤทธ์ิยบัยัง้การสร้างไนตรกิออกไซด์ พบว่าสารสกดัเอทลิอะซเิตท 

มีฤทธิ์ยับยั้งได้ดีที่สุด (IC50 = 44.4961 mg/ml) สารสกัดเฮกเซนทุกความเข้มข้นไม่มีฤทธิ์ยับยั้ง การทดสอบความเป็น

พษิต่อเซลล์ ATDC-5 พบว่าสารสกดัน�ำ้ เอทานอล เอทิลอะซิเตท ทีค่วามเข้มข้นสงูสุด 50 mg/ml ไม่เกดิความเป็นพษิ

ต่อเซลล์ ผลการศึกษาน้ีสรปุได้ว่า เอทิลอะซิเตท และเอทานอล เป็นตัวท�ำละลายท่ีเหมาะสมส�ำหรบัสกดัสารท่ีมีฤทธ์ิ

ต้านอนมูุลอสิระ และมีฤทธ์ิยบัยัง้การสร้างไนตรกิออกไซด์ได้ เป็นหลกัฐานทางวทิยาศาสตร์สนบัสนนุสรรพคณุของ

ต�ำรับยาบ�ำรุงไขข้อในการช่วยบรรเทาอาการข้อเข่าเสื่อมและโรคปวดข้อรูมาตอยด์ 
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Abstract

	 Osteoarthritis and rheumatoid arthritis cause joint pain in people over 40 years of age that have a chronic 
disease affecting quality of life. This study reviewed BAMRUNG-KHAIKHOR (herbal joint pain) formula in 
Thatwipang and Rokanithan scriptures of the first Thai medical textbook Tumra Paetsart Songkroh. The formula 
was extracted with various solvents (water, ethanol, ethyl acetate and hexane) and then analyzed for total phenolic 
content, antioxidant activities with ABTS radical scavenging assay and DPPH radical scavenging assay, and inhibi-
tory effects of nitric oxide using cytotoxicity test in the ATDC5 cells. The findings showed that ethyl acetate extract 
contained the highest total phenolic content whereas the water extract had the lowest content (4.1218 and 2.3001 mg 
GAE/g, respectively). Concerning antioxidant activities with ABTS radical scavenging assay, the ethanol extract 
exhibited the highest and the water extract exhibited the lowest (1.8241 and 0.0378 mg EEAC/g, respectively). 
The results were consistent with those from the DPPH radical scavenging assay compared to standard vitamin E, 
i.e. the ethanol extract exhibited the highest, while the water extract exhibited the lowest IC50 values (0.0749 and 
1.4145 g/mL, respectively). Tested for the inhibitory effects of nitric oxide in the ATDC5 cells, the ethyl acetate 
extract exhibited the highest IC50 value at 44.4961 g/mL, while the hexane extract had no inhibitory effects. For 
the cytotoxicity test in the ATDC5 cells, the water extract, and ethanol and ethyl acetate extracts at a maximum 
concentration of 50 g/mL were not toxic to the cells. Altogether, the results indicated that ethyl acetate and ethanol 
were the optimum solvents for extracting the active antioxidants and nitric oxide inhibitors. These results confirmed 
that active herbal ingredients in this formula are good sources of antioxidants and nitric oxide inhibitors, which 
scientifically verify the properties of BAMRUNG-KHAIKHOR for osteoarthritis and rheumatoid arthritis pain 
relief.

	 Key words:	 antioxidant, anti-inflammatory, BAMRUNG-KHAIKHOR herbal formula, nitric oxide inhibi-
tion, ATDC5 cells

บทน�ำและวัตถุประสงค์ 

	 การอักเสบ (inflammation) เปนกระบวนการ

ที่รางกายตอบสนองตอสิ่งที่ทําใหเนื้อเยื่อของรางกาย

ไดรับบาดเจ็บ เชน เชื้อโรค การตายของเซลลจาก

การขาดเลือดหรือขาดออกซิเจน กระบวนการอักเสบ

สามารถแบงไดเปน 2 ชนิด คือ การอักเสบเฉียบพลัน 

(acute inflammation) และการอักเสบเร้ือรัง 

(chronic inflammation) การอกัเสบแบบเฉยีบพลนั

จะเกดิข้ึนรวดเร็ว ภายในระยะเวลาเปนวินาที หรือเปน

นาที หลงัจากไดรับสิง่กระตุ้นและคงอยูประมาณ 2 ถงึ 

3 วัน แตมักไมเกิน 1 สัปดาห ลักษณะส�ำคัญของการ

อักเสบเฉียบพลัน คือ การบวมของเนื้อเยื่อ (edema) 

มีสารน�้ำซ่ึงมีโปรตีน (exudate) ภายในเนื้อเยื่อ และ

พบเซลล์อักเสบชนิด neutrophils สวนการอักเสบ

แบบเร้ือรังนั้นจะเกิดนานกวา อาจเกิดตามหลังการ

อักเสบแบบเฉียบพลัน หรือเกิดจากรางกายตอบ
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สนองตอสิ่งแปลกปลอมบางชนิดก็ได ขึ้นกับปจจัย 

หลาย ๆ ดาน ลักษณะสําคัญของการอักเสบเรื้อรัง 

คอื มกีารสรางเนือ้เยือ่พงัผดืขึน้ (fibrosis) มกีารสราง

หลอดเลือดขึ้นจํานวนมาก และพบเซลลอักเสบชนิด 

macrophages และ lymphocytes ลักษณะทาง 

คลนิิกิของการอกัเสบ โดยเฉพาะการอักเสบเฉยีบพลนั 

จะประกอบอาการหลัก 4 อาการ คือ ปวด บวม แดง 

และรอน[1] ปฏิกิริยาการอักเสบที่เกิดขึ้นในเซลล์

แมคโครฟาจซ่ึงเป็นเซลล์เม็ดเลือดขาวชนิดหนึ่งจะ

หลั่งสารสื่อ (chemical mediators) ในการอักเสบ

ชนดิต่าง ๆ  เช่น ไนตริกออกไซด์ พรอสตาแกลนดนิ E2 

และไซโตไคน์ เป็นต้น[2-3] การหลั่งสารสื่อการอักเสบ

ต่าง ๆ ในปริมาณมากเกินไปจะท�ำให้มีการท�ำลาย

เนื้อเยื่อ หรือหลั่งเป็นระยะเวลาต่อเนื่องเกี่ยวขอ้งกับ

การเกิดพยาธิวิทยาของโรคต่าง ๆ เช่น โรคกระเพาะ 

และล�ำไส้อกัเสบ โรคข้ออกัเสบรูมาตอยด์ โรคอลัไซเมอร์ 

โรคพาร์กนิสนั ภาวะชอ็กจากการติดเชือ้ โรคเบาหวาน 

และโรคอักเสบต่าง ๆ[2,4-5] การยับยั้งการหลั่งสาร

สื่อการอักเสบ เช่น ไนตริกออกไซด์ และพรอสตา-

แกลนดิน E2 ที่มากเกินไปนี้ เป็นทางหนึ่งที่จะช่วย

ป้องกนัและรักษาโรคต่าง ๆ  ทีเ่กีย่วข้องกบัการอักเสบ

ได้ ปัจจุบันมีความพยายามในการค้นหาโมเลกุล

สารจากธรรมชาติที่สามารถลดการผลิตสารสื่อการ

อักเสบเหล่านี้เพ่ือน�ำไปสู่การผลิตยาต้านการอักเสบ

ท่ีมีประสิทธิผลสูง และมีผลข้างเคียงต�่ำ  ซ่ึงพืชเป็น

แหล่งส�ำคัญของสารประกอบฟีนอลที่แสดงฤทธิ์ต้าน

อักเสบ[6] 

	 อนุมูลไนตริกออกไซด์ เป็นโมเลกุลขนาดเล็ก

ซ่ึงมีอิเล็กตรอนไม่อยู่เป็นคู่ สร้างขึ้นในเนื้อเยื่อ โดย

อาศัยเอนไซม์ไนตริกออกไซด์ซินเตส เกี่ยวข้องกับ

กระบวนการเมทาบอไลซ์ของอาร์จินนี ไปเป็นซิทูลลนิ  

และมีการสร้างอนุมูลไนตริกออกไซด์ขึ้น อนุมูล 

ไนตริกออกไซด์มีความสามารถท�ำปฏิกิ ริยากับ

โมเลกลุอืน่สงูมาก มบีทบาทส�ำคญัในการส่งสญัญาณ

ท่ีเกี่ยวข้องกับข้ันตอนทางสรีรวิทยา เช่น กลไกการ

ป้องกันของร่างกาย การคลายตัวของกล้ามเนื้อเรียบ 

หรือการควบคุมภูมิคุ้มกัน ไนตริกออกไซด์ละลายได้

ในของเหลวและไขมันและสามารถแพร่ผ่านน�้ำ จะได้

เป็นอนุมูลไนเตรทและไนไตรท์  เซลล์ท่ีท�ำหน้าท่ีใน

ระบบภมูคิุม้กนักส็ามารถสร้างอนมุลูไนตริกออกไซด์ 

ระหว่างขั้นตอนการอักเสบ และอนุมูลไนตริก-

ออกไซด์จะท�ำปฏิกิริยากับอนุมูลซุปเปอร์ออกไซด์ได้

อนุมูลเปอร์ออกซิลไนไตรท์ ท่ีมีความสามารถในการ

ท�ำปฏิกิริยาสูงมาก สามารถท�ำให้เกิดการแตกหักของ 

ดเีอ็นเอ (DNA fragmentation) และเกดิภาวะเครียด

ออกซิเดชัน[7] โดยพบว่าระดับของไนตริกออกไซด์ท่ี

สูงขึ้นในเซลล์กระดูกอ่อนมีผลต่อการเกิดการเสื่อม

สลายของกระดูกอ่อนท่ีผิวข้อในโรคข้อเข่าเสื่อม[8-9] 

	 โรคข้อเข่าเสื่อม (osteoarthritis) เป็นสาเหตุ

อันดับแรกของอาการปวดข้อในคนอายุมากกว่า 40 

ปีข้ึนไป หรือหลังวัยหมดประจ�ำเดือน พบในผู้หญิง

มากกว่าผู้ชายประมาณ 3 เท่า เป็นโรคเรื้อรังที่ไม่ค่อย

มีโรคแทรกซ้อนที่อันตรายร้ายแรง สาเหตุเกิดจากข้อ

เสื่อมตามวัย หรือข้อรับน�้ำหนักมากเกินไป หรือมีการ

บาดเจ็บท�ำให้กระดกูอ่อนตรงผวิข้อต่อสกึกร่อนและมี

กระดูกงอก (หินปูนเกาะ) ขรุขระ เวลาเคลื่อนไหวข้อ

จึงท�ำให้เกิดอาการปวดขัดในข้อ อาจมีสาเหตุมาจาก

กรรมพันธุ์ อายุมาก ความอ้วน อาชีพที่ต้องใช้ข้อมาก 

เป็นต้น การรักษาให้แอสไพรินหรืออินโดเมทาซิน[10]

โรคปวดข้อรูมาตอยด์ (rheumatoid arthritis) เป็น

โรคเร้ือรังประเภทหนึง่พบได้ประมาณร้อยละ 1-3 ของ

คนท่ัวไป พบในผูห้ญิงมากกว่าผูช้ายประมาณ 4-5 เท่า 

และพบมากในช่วงอายุ 20-50 ปี แต่พบได้ในคนทุก

เพศทุกวัย สาเหตุของโรคนี้พบว่ามีการอักเสบเร้ือรัง
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ของเยือ่บุข้อเกอืบทกุแห่งทัว่ร่างกายพร้อม ๆ  กนั ร่วม

กับมีการอักเสบของพังผืดหุ้มข้อ เส้นเอ็นและกล้าม

เนื้อรอบ ๆ ข้อ เชื่อว่าเป็นผลมาจากระบบภูมิคุ้มกัน

ของร่างกายมีการตอบสนองอย่างผิดปกติต่อเชื้อ

โรคหรือสารเคมีบางอย่าง ท�ำให้มีภูมิต้านทานที่เกิด

ปฏิกิริยาต่อเนื้อเยื่อในบริเวณข้อของตัวเอง เรียกว่า 

ภูมิแพ้ต่อตัวเอง (autoimmune) การรักษาให้ยาแก้

ปวดข้อและระงับข้ออักเสบ เช่น แอสไพริน อินโด- 

เมทาซิน หรืออื่น ๆ[11]

	 ต�ำ รับยาบ�ำรุงไขข ้อเป ็นต�ำรับยาสมุนไพร

ในคัมภีร์โรคนิทาน และคัมภีร์ธาตุวิภังค์  ในต�ำรา

แพทย์ศาสตร์สงเคราะห์ประกอบด้วยพืชวัตถุ 18 

ชนิด และสัตว์วัตถุ 1 ชนิด (ตารางท่ี 1) การศึกษา

ข้อมลูท่ีสหคลนิกิการแพทย์แผนตะวันออก (ไทย-จีน) 

มหาวิทยาลยัรังสติ พบว่าต�ำรับยาบ�ำรุงไขข้อเป็นต�ำรับ

ยาสมุนไพรไทยที่ให้ผลการบรรเทาอาการปวดข้อเข่า 

ปวดตึงในข้อได้ดี ซ่ึงเป็นอาการท่ีพบในโรคข้อเข่า

เสือ่มและโรคปวดข้อรูมาตอยด์ การศกึษานีจึ้งมคีวาม

สนใจท่ีจะน�ำต�ำรับยานี้มาศึกษาหาปริมาณฟีนอลิก 

รวม ฤทธ์ิต้านอนุมูลอิสระ ฤทธ์ิต้านการอักเสบ และ

ทดสอบความเป็นพษิของต�ำรับยาบ�ำรุงไขข้อต่อเซลล์

กระดูกอ่อนหนู (ATDC-5 cell) เพื่อเป็น หลักฐาน

ทางวิทยาศาสตร์ประกอบสรรพคุณของยาต�ำรับตาม

ภูมิปัญญาการแพทย์แผนไทย ได้ข้อมูลเพื่อพัฒนา

ตารางที่ 1  สมุนไพรที่เป็นส่วนประกอบในตำ�รับยาบำ�รุงไขข้อ

สมุนไพร		  ชื่อวิทยาศาสตร์	 ปริมาณ (ส่วน)

โกฐกระดูก	 Aucklandia lappa DC.		  2

โกฐกะกลิ้ง	 Strychnos nux-vomica L.	 2

โกฐกักกรา	 Pistacia integerrima J.L.Stewart ex Brandis	 2

รากแฝก	 Chrysopogon zizanioides (L.) Boberty	 2

แก่นมะหาด	 Artocarpus lacucha Buch.-Ham.	 2    

แก่นปรู	 Alangium salviifolium (L.f.) Wangerin	 2

แก่นสนเทศ	 Platycladus orientalis (L.) Franco  	 2

แก่นสักขี	 Dalbergia candenatensis (Dennst.) Prain	 2

ผลมะเมื่อย	 Gnetum montanum Markgr. 	 2

รากมะดัน	 Garcinia schomburgkiana Pierre.	 2

รากประดงข้อ 	 Piper retrofractum Vahl.	 2

กระดูกงูเหลือม	 Malayopython recticulatus	 2

แก่นเหมือดคน 	 Simplocos racemosa Roxb.  	 1

ใบส้มเสี้ยว	 Bauhinia malabarica Roxb. 	 1

เหง้าส้มสันดาร	 Cissus hastata Miq. 		  1

พริกไทย	 Piper nigrum L.		  1

เหง้าขิง	 Zingiber officinale Roscoe. 	 1

รากคนทา	 Harrisonia perforata (Blanco) Merr.	 5

หัวข้าวเย็นเหนือ	 Smilax cerbularia Kunth subsp.corbularia	 10
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ต�ำรับยาให้อยู ่ในรูปแบบที่ทันสมัยมากขึ้นเพื่อลด

ขนาดการใช้ยาและเพิ่มประสิทธิผล เป็นทางเลือกใน

การลดหรือทดแทนการใช้ยาแก้ปวดและต้านอักเสบ

กลุ่มท่ีไม่ใช่สเตอรอยด์ (NSAID) ซ่ึงมีผลข้างเคียง

ระคายเคืองกระเพาะอาหาร นอกจากนี้การศึกษา

ความเป็นพิษของต�ำรับยา เพื่อยืนยันความปลอดภัย

ของต�ำรับยานี้ และสนับสนุนให้เกิดการน�ำต�ำรับ

ยาสมุนไพรไทยมาใช้ในการรักษาผู ้ป่วยได้อย่าง

ปลอดภัย

	 สรรพคุณของต�ำรับยาบ�ำรุงไขข้อคือ แก้ปวด

ในข้อกระดูก บรรเทาอาการข้อขัด ข้อตึง รูปแบบ 

ดั้งเดิมเป็นผงบดหยาบบรรจุแคปซูล รับประทาน 

ครั้งละ 3-4 แคปซูล วันละ 2 ครั้ง เช้า-เย็น ก่อนอาหาร

	 การศึกษานี้มีวัตถุประสงค์เพื่อศึกษาฤทธ์ิต้าน

อนุมูลอิสระและต้านการอักเสบของต�ำรับยาบ�ำรุง

ไขข้อ และศกึษาความเป็นพิษตอ่เซลล์ ATDC-5 ของ

ต�ำรับยาบ�ำรุงไขข้อ

ระเบียบวิธีศึกษา

1.	วัสดุ

	 1.1 	อุปกรณ์และสารเคมี

	 เคร่ืองมือ ได้แก่ analytical balance (Sa-

torius, Germany), autoclave (Tomy SX-700, 

Japan), centrifuge (Labortechnik Germany), 

CO2 incubator (Gibthai, Thai), hemocytometer 

(Japan), hot air oven (Memmert, Germany), 

inverted microscope (Nikon, Japan), micro pi-

pette (Gilson,French), laminar air flow (Faster, 

Italy), microplate reader (Biotek Instruments, 

USA), pH meter (PB-10, Sartorius, Germany), 

rotary evaporator (IKA, Germany) และ water 

bath (BEC THAI, WNB45, Thai)

	 สารเคมี ได้แก่ absolute ethanol (Merck, 

Germany), ABTS [2,2’-azino-bis-(3-ethyl-

benzthiazoline-6-sulphonic acid)] (Sigma, 

USA), aluminium chloride (Sigma, USA), 

ascorbic acid (Sigma, USA), ATDC-5 mouse 

chondrogenic cell (Invitrogen, USA), d-alpha-

tocopherol (Sigma, USA), dimethyl sulfoxide 

(Sigma, USA), DMEM/F-12 (Sigma-Aldrich, 

Germany), DPPH (2,2-diphenyl-1-picryl hy-

drazyl) (Sigma, USA), ethyl acetate (commer-

cial grade) (Sigma, USA), fetal bovine serum 

(Sigma, USA), Folin-Ciocalteu reagent (Carlo 

erba, Germany), gallic acid (Sigma, USA), 

griess reagent (Sigma, USA), hexane (commer-

cial grade) (Sigma, USA), lipopolysaccharide 

(Sigma, USA), (L-nitro arginine (Sigma, USA), 

penicillin streptomycin (Invitrogen, USA), 

phosphate-buffered saline (Invitrogen, USA), 

potassium peroxodisulfate (Sigma, USA), และ 

vitamin E (Sigma, USA)

2.	วิธีการศึกษา

	 2.1		การเตรียมตัวอย่าง

	 จัดซื้อสมุนไพรจากแหล่งจ�ำหน่าย ได้แก่ บริษัท

เจริญสุขโอสถ เวชพงศ์โอสถ และเจ้ากรมเป๋อ ได้รับ

การตรวจทานชนิดของสมุนไพรจากอาจารย์แพทย์

แผนไทยนพพันธุ์ ประกิจบุญญฤทธ์ิ ผู ้เชี่ยวชาญ

ด้านเภสัชกรรมไทย และได้ท�ำการตรวจพิสูจน์ชื่อ

วทิยาศาสตร์ของสมนุไพรตามหลกัอนกุรมวธิาน น�ำไป

เทียบเคยีงกบัตัวอย่างพรรณไม้อ้างองิจากพพิธิภณัฑ์

พชืกรมวิทยาศาสตร์การแพทย์ แล้วน�ำสมนุไพรแห้งท่ี
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เป็นส่วนประกอบในต�ำรับมาล้างท�ำความสะอาด แล้ว

อบให้แห้ง บดแยกแต่ละชนิดให้เป็นผงบดหยาบแล้ว

น�ำมาผ่านแร่งเบอร์ 60 น�ำผงบดหยาบผสมกันตาม

อตัราส่วนเป็นต�ำรับยาบ�ำรุงไขข้อ แล้วชัง่ตวัอย่าง 100 

กรัม แยกสกัดด้วยตัวท�ำละลายต่าง ๆ  ชนิดละ 1,000 

มลิลลิติร ได้แก่ น�ำ้ โดยการเตมิน�ำ้แล้วต้มจนปริมาตร

ลดลงเหลือ 1 ใน 3 ส่วนตัวท�ำละลายอีก 3 ชนิด ได้แก่ 

เอทานอล 95% เอทิลอะซิเตท และ เฮกเซน แช่เป็น

เวลา 7 วัน คนวันละ 1 ครั้ง แล้วกรองผ่านผ้าขาวบาง

และกระดาษกรองเบอร์ 1 น�ำสารสกัดมาระเหยตัว

ท�ำละลายออกโดยใช้เคร่ืองกลั่นระเหยสุญญากาศ 

(rotary evaporator)[12-13]

	 2.2		 การหาปริมาณสารประกอบฟีนอลิกรวม

	 	 	 2.2.1 เตรียมสารละลายมาตรฐานกรด 

แกลลคิความเข้มข้น 50-100 mg/ml โดยใช้เอทานอล 

70% เป็นตัวท�ำละลาย

	 	 	 2.2.2 	เตรียมสารละลายของสารสกดัความ

เข้มข้น 10 mg/ml โดยใช้ propylene glycol เป็นตัว

ท�ำละลาย แล้วเจือจางให้ได้ความเข้มข้น 2 mg/ml 

ด้วยเอทานอล 70% 

	 	 	 2.2.3	 เตรียม positive control โดยใช้ 

20% propylene glycol ในเอทานอล 70% เป็นตัวท�ำ

ละลายส�ำหรับสารสกดั และเอทานอล 70% เป็นตวัท�ำ

ละลาย 

	 	 	 2.2.4 	ปิเปตสารละลายในข้อ 2.2.2 จ�ำนวน 

100 ml และสารละลาย 10%v/v Folin-Ciocalteu 

จ�ำนวน 200 ml ลงใน microtube ขนาด 2,000 ml 

บ่มเป็นเวลา 5 นาที เติมสารละลาย 0.7 M sodium 

carbonate 800 ml ผสมให้เข้ากัน แล้วตั้งในที่มืด ที่

อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 2 ชั่วโมง แล้วปิเปตสารที่บ่ม

แล้วมา 200 ml ใส่ 96 well plate วัดค่าการดูดกลืน

แสงที่ 765 นาโนเมตร ด้วย microplate reader โดย

เทียบกบัสารมาตรฐานกรดแกลลคิ แสดงค่าเป็น Gal-

lic acid equivalent (GAE)[12-13] ท�ำ 5 ตัวอย่าง

	 2.3		 การทดสอบฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระโดยวิธี 

ABTS radical scavenging Assay

	 	 	 2.3.1	 เตรียมสารละลายวิตามินอีความ

เข้มข้น 0-50 mg/ml โดยใช้เอทานอล 70% เป็นตัว

ท�ำละลาย

	 	 	 2.3.2	 เตรียมสารละลายของสารสกดัความ

เข้มข้น 1 mg/ml โดยใช้ propylene glycol เป็นตวัท�ำ

ละลาย แล้วเจือจางให้ได้ความเข้มข้น 50, 100, 200, 

400 และ 800 mg/ml ด้วยเอทานอล 70% 

	 	 	 2.3.3	 เตรียม positive control โดยใช้ 

เอทานอล 70% เป็นตัวท�ำละลาย

	 	 	 2.3.4	 เตรียมสารละลาย 7 mM ABTS 

โดยใช้น�้ำเป็นตัวท�ำละลาย

	 	 	 2.3.5	 เตรียมสารละลาย 2.45 mM potas-

sium persulfate โดยใช้น�้ำเป็นตัวท�ำละลาย

	 	 	 2.3.6 	เตรียมสารละลายอนุมูลอิสระ 

ABTS โดยปิเปตสารละลาย 7mM ABTS และ 2.45 

mM potassium persulfate มาอย่างละ 2.5 ml บ่ม

ในท่ีมืด ที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 16 ชั่วโมง แล้วเจือ

จางด้วยเอทานอล 95% 

	 	 	 2.3.7	 ปิเปตสารละลายในข้อ 2.3.2 จ�ำนวน 

50 ml และสารละลายในข้อ 2.3.6 จ�ำนวน 950 ml ลง

ใน microtube ขนาด 2,000 ml ผสมให้เข้ากันแล้ว

ต้ังในท่ีมืด ท่ีอุณหภูมิห้องเป็นเวลา 30 นาที แล้ว 

ปิเปตสารท่ีบ่มแล้วมา 200 ml ใส่ 96 well plate วดัค่า

การดูดกลืนแสงที่ 734 นาโนเมตร ด้วย microplate 

reader โดยเทียบกับสารมาตรฐานวิตามินอี แสดงค่า

เป็น vitamin E equivalent antioxidant capacity 

(EEAC)[13] ท�ำ 5 ตัวอย่าง

	 2.4		 การทดสอบฤทธ์ิต้านอนุมูลอิสระ โดยวิธี 
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DPPH radical scavenging assay

	 	 	 2.4.1	 เตรียมสารละลายวิตามินอีความ

เข้มข้น 0-50 mg/ml โดยใช้เอทานอล 70% เป็นตัว

ท�ำละลาย

	 	 	 2.4.2	 เตรียมสารละลายของสารสกดัความ

เข้มข้น 10 mg/ml โดยใช้ propylene glycol เป็นตัว

ท�ำละลาย แล้วเจอืจางให้ได้ความเข้มข้น 40, 80, 160, 

320 และ 640 mg/ml ด้วยเอทานอล 70%

	 	 	 2.4.3	 เตรียม positive control โดยใช้ 

เอทานอล 70% เป็นตัวท�ำละลาย

	 	 	 2.4.4	 เตรียมสารละลาย 0.2 mM DPPH 

โดยใช้เอทานอล 95% เป็นตัวท�ำละลาย

	 	 	 2.4.5	 ปิเปตสารละลายในข้อ 2.4.2 จ�ำนวน 

100 ml และสารละลายในข้อ 2.4.4 จ�ำนวน 100 ml ลง

ใน 96 well plate ผสมให้เข้ากันแล้วตั้งในท่ีมืด ที่

อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 30 นาที วัดค่าการดูดกลืนแสง

ที ่517 นาโนเมตร ด้วย microplate reader โดยเทยีบ

กับสารมาตรฐานวิตามินอี แสดงค่าเป็นการยับยั้งที่

ร้อยละ 50 (IC50 value)[14] ท�ำ 5 ตัวอย่าง

	 2.5		 การทดสอบฤทธ์ิยับยั้งการสร้างไนตริก-

ออกไซด์

	 	 ต�ำรับยาบ�ำรุงไขข้อมอีวัยวะเป้าหมายไปออก

ฤทธิ์ที่เซลล์กระดูกอ่อนที่ข้อเข่า จึงเลือกใช้ ATDC-5 

mouse chondrogenic cell ซ่ึงเป็นเซลล์กระดูก

อ่อนข้อเข่าหนู จะถูกเก็บไว้ที่อุณหภูมิ -80˚ซ. เมื่อน�ำ
เซลล์มาทดสอบจะละลายท่ีอณุหภมู ิ37˚ซ. จากนัน้น�ำ
เซลล์ไปหมุนเหวี่ยงด้วยเครื่อง centrifuge ที่ 1,500 

rpm เป็นเวลา 5 นาที และดูดสารละลายอาหารเลี้ยง

เซลล์ที่แยกออกทิ้ง แล้วน�ำไปเลี้ยงใน culture flask 

โดยเพาะเลี้ยงเซลล์ในอาหารเลี้ยงชนิด DMEM/

Ham’s F-12 ซ่ึงในอาหารจะมีส่วนประกอบของ 

ร้อยละ 5 fetal bovine serum, human transferrin 

3 5 108  โมลาร์, penicillin 50 ยูนิตต่อมิลลิลิตร และ 

streptomycin 50 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร human 

transferrin 10 ไมโครกรัมต่อมลิลลิติร และ sodium 

selenite 3 5 10-8 โมลาร์ จากนัน้น�ำไปเกบ็ไว้ในตู้ CO2 

incubator ที่มีปริมาณ CO2 อยู่ที่ร้อยละ 5 อุณหภูมิ 

37˚ซ. และ subcultured ทุก 2 วัน รอจนได้ปริมาณ
เซลล์หนาแน่นเต็มท่ี เพื่อน�ำไปใช้ในการทดสอบฤทธ์ิ

ทางชีวภาพของสารสกัด ที่ความเข้มข้น 3.125, 6.25, 

12.5, 25, 50 และ 100 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร การ 

ทดสอบฤทธ์ิต้านการอกัเสบโดยยบัยัง้การสร้างไนตริก- 

ออกไซด์  ท่ีถูกเหนี่ยวน�ำโดย lipopolysaccharide 

(LPS) ท่ีได้มาจากผนังเซลล์ของแบคทีเรีย Esche-

richia coli (055: B5) ให้เกดิการสร้างไนตริกออกไซด์ 

โดยมีข้ันตอนการศึกษาโดยย่อดังนี้ เลี้ยงเซลล์ความ

เข้มข้น 80,000 cells/well ในอาหาร DMEM/Ham’s 

F-12 ท่ีไม่มี FBS 500 มิลลิลิตร ใน 24 well plate 

แล้วบ่มเซลล์ในตู้ CO2 incubator ท่ีมีปริมาณ CO2 

อยู่ร้อยละ 5 อุณหภูมิ 37˚ซ. เป็นเวลา 24 ชั่วโมง แล้ว 
pretreat เซลล์ด้วยสารสกัดเป็นเวลา 4 ชั่วโมง แล้ว 

กระตุน้ด้วย 250 นาโนกรัมต่อมลิลลิติร LPS ในอาหาร

ปกติปริมาณ 500 ไมโครลิตร ลงในแต่ละหลุม จาก

นั้นเติมตัวอย่าง ทดสอบลงไป 500 ไมโครลิตร และ

บ่มเซลล์ในตู้ CO2 incubator ที่มีปริมาณ CO2 อยู่

ร้อยละ 5 อุณหภูมิ 37˚ซ. เป็นเวลา 24 ชั่วโมง จาก
นั้นดูดสารละลายแต่ละหลุมมา 100 ไมโครลิตร ใส่

ใน 96 well plate แล้วเติม griess reagent ลงใน

แต่ละหลมุอกี 100 ไมโครลติร จากนัน้จะเกดิปฏกิริิยา 

griess reaction ตรวจวัดปริมาณไนตริกออกไซด์

ท่ีเซลล์สร้างข้ึนท่ีความยาวคลื่น 550 นาโนเมตร น�ำ

ค่าท่ีได้ไปค�ำนวณหาค่ายบัยัง้การสร้างไนตริกออกไซด์  

และสร้างกราฟระหว่างค่ายับยั้งการสร้างไนตริก-

ออกไซด์กับความเข้มข้นของตัวอย่าง ที่ความเข้มข้น 
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100 ไมโครลิตร (เตรียมจาก 10 กรัม SDS + 83.7 

ไมโครลิตร กรดไฮโดรคลอลิค ปรับปริมาตรเป็น 100 

ไมโครลิตร ด้วยน�้ำกลั่น)  เพื่อละลายผลึก formazan 

แล้วน�ำไปวัดการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคลื่น 550 

นาโนเมตร ด้วย microplate reader (โดยสารท่ี

ทดสอบจะถือว่ามีความเป็นพิษต่อเซลล์เมื่อค่าร้อย

ละการรอดชวีตินอ้ยกว่าร้อยละ 80 เมือ่เทยีบกบักลุม่

ควบคุม)[15] 

ผลการศึกษา

	 การสกัดต�ำรับยาบ�ำรุงไขข้อด้วยตัวท�ำละลาย

ต่าง ๆ  ได้แก่ น�้ำ เอทานอล เอทิลอะซิเตท และเฮกเซน  

ได้น�้ำหนักสารสกัดแห้งเท่ากับ 54.9734, 38.2612, 

21.5723 และ 4.2564 กรัม ตามล�ำดับ ซ่ึงคิดเป็น 

ร้อยละของน�้ำหนักสารสกัดแห้งเทียบกับน�้ำหนักเร่ิม

ต้นของต�ำรับก่อนการสกัด (% yield) เท่ากับ 5.50, 

2.16, 3.83 และ 0.98 ตามล�ำดับ

1.	การหาปริมาณสารประกอบฟีนอลิกรวม

	 ผลการตรวจวัดปริมาณสารประกอบฟีนอลิก 

รวมของต�ำรับยาบ�ำรุงไขข้อ ท่ีสกัดด้วยตัวท�ำละลาย

ต่าง ๆ  ได้แก่ น�้ำ เอทานอล เอทิลอะซิเตท และเฮกเซน  

พบว่า สารสกัดด้วยเอทิลอะซิเตท มีปริมาณสาร

ประกอบฟีนอลิกรวมสูงสุด และสารสกัดด้วยน�้ำมี

ปริมาณสารประกอบฟีนอลิกรวมต�่ำสุด โดยมีค่า  

gallic acid equivalent (GAE) เท่ากับ 4.82 และ 

2.30 มิลลิกรัมสมมูลของกรดแกลลิคต่อกรัมตาม

ล�ำดับ เมื่อวิเคราะห์ข้อมูลทางสถิติ โดยการทดสอบ

ความแปรปรวนแบบทางเดียว (one-way ANOVA) 

พบว่าสารทีส่กดัด้วยตวัท�ำละลายท้ัง 4 ชนดิ มค่ีาเฉลีย่ 

GAE แตกต่างกันอย่างมีนัยส�ำคัญทางสถิติท่ีระดับ

ความเชื่อมั่นร้อยละ 95 (ตารางที่ 2)

3.125, 6.25, 12.5, 25, 50 และ 100 ไมโครกรัม

ต่อมิลลิลิตร เพื่อหาค่าความเข้มข้นของตัวอย่างที่

สามารถยบัยัง้ไนตริกออกไซด์ท่ีร้อยละ 50 (IC50) โดย

การทดลองนี้จะท�ำการทดลองซ�้ำจ�ำนวน 3 คร้ังต่อ 1 

ตัวอย่าง โดยสารมาตรฐานที่ใช้ คือ L-nitroarginine 

(L-NA) ค�ำนวณร้อยละการยับยั้งการสร้างไนตริก-

ออกไซด์ การวัดปริมาณของไนตริกออกไซด์ที่หลั่ง

ออกมา วดัในรูปของไนไตรท์ เนือ่งจากไนตริกออกไซด์ 

ที่หลั่งออกมาจะท�ำปฏิกิริยากับออกซิเจน ได้เป็น 

dinitrogen tetraoxide และเมื่อท�ำปฏิกิริยาต่อ

กับน�้ำจะได้ผลิตภัณฑ์คือไนเตรท และไนไตรท์  

ซ่ึงไนไตรท์จะท�ำปฏิกิริยากับ sulfanilamide ใน

สารละลายที่เป็นกรดได้เป็นสารตัวกลางท่ีเป็นเกลือ 

diazonium ซ่ึงสารตัวกลางนี้จะท�ำปฏิกิริยา N-(1-

naphthyl) ethylenediamine dihydrocholide 

(NED) ได้ผลติภณัฑ์เป็น azo compound ทีม่สีที�ำให้

สามารถวดัปริมาณไนไตรท์ท่ีมอียูโ่ดยวัดการดดูกลนื

ของแสงที่ความยาวคลื่น 550 นาโนเมตร[15]

	 2.6		การทดสอบความเป็นพิษต่อเซลล์

	 การทดสอบความเป็นพิษต่อเซลล์ ATDC-5 

mouse chondrogenic cell โดยใช้วิธี 3-(4,5-di-

methyl thiazole-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium 

bromide (MTT) Assay ซึ่งหลักการศึกษาจะอาศัย

เอนไซม์ภายในไมโทคอนเดรียของเซลล์ทีม่ชีวีติรีดวิส์ 

MTT ทีเ่ป็นสารสเีหลอืงให้เป็นผลกึ formazan สม่ีวง 

หลงัจากทดสอบสารตวัอย่างกบัเซลล์ในตู้ CO2 incu-

bator ที่มีปริมาณ CO2  อยู่ร้อยละ 5 อุณหภูมิ 37˚ซ. 
เป็นเวลา 24 ชั่วโมง จากนั้นเติมสารละลาย MTT (10 

ไมโครลิตร 5 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร) ลงไปในแต่ละ

หลุมแล้วบ่มต่อใน CO2  incubator ที่มีปริมาณ CO2  

อยู่ร้อยละ 5 อุณหภูมิ 37˚ซ. เป็นเวลา 4 ชั่วโมง จาก
นั้นดูดสารละลายทิ้งไปแล้วเติมตัวท�ำละลายผลึก 
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ตารางที่ 2  ปริมาณฟีนอลิกรวมและฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระของต�ำรับยาบ�ำรุงไขข้อ 

การทดสอบ			   สารสกัด	

	 น�้ำ	 เอทานอล	 เอทิลอะซิเตท	 เฮกเซน	 วิตามินอี

Total phenolic (GEA)	 2.30 ± 0.07e	 4.12 ± 0.03c	 4.82 ± 0.08b	 3.71 ± 0.09d	

ABTS (EEAC)	 0.0378 ± 0.02e	 1.8241 ± 0.04b	 0.9642 ± 0.02c	 0.1950 ± 0.03d	

DPPH (IC50)	 1.4145 ± 0.03e	 0.0749 ± 0.06b	 0.1103 ± 0.10c	 0.6512 ± 0.09d	 0.0544 ± 0.02

หมายเหต ุ b,c,d,eตัวเลขที่มีอักษรก�ำกับต่างกัน มีความแตกต่างกันอย่างมีนัยส�ำคัญทางสถิติ (p < 0.05)

2.	การทดสอบฤทธ์ิต้านอนุมูลอิสระโดยวิธี 

2,2´-azino-bis-(3-ethylbenzthiazoline6- 

-sulphonic acid) (ABTS) radical scaven- 

ging assay 

	 พบว่าสารสกัดด้วยเอทานอลมีฤทธ์ิต้านอนุมูล

อิสระสูงสุด และสารสกัดด้วยน�้ำมีฤทธิ์ต้านอนุมูล

อิสระต�่ำสุด โดยมีค่า vitamin E equivalent an-

tioxidant capacity (EEAC) เท่ากับ 1.8241 และ 

0.0378 มิลลิกรัมสมมูลของวิตามินอีต่อกรัม ตาม

ล�ำดับ เมื่อวิเคราะห์ข้อมูลทางสถิติ โดยการทดสอบ

ความแปรปรวนแบบทางเดียว (one-way ANOVA) 

พบว่าสารทีส่กดัด้วยตวัท�ำละลายท้ัง 4 ชนดิ มค่ีาเฉลีย่ 

EEAC แตกต่างกันอย่างมีนัยส�ำคัญทางสถิติที่ระดับ

ความเชื่อมั่นร้อยละ 95 (ตารางที่ 2)

3. 	การทดสอบฤทธ์ิต้านอนุ มูลอิสระโดย

วิธี 2,2-diphenyl-1-picryl hydrazyl 

(DPPH) radical scavenging assay)

	 พบว่าสารสกัดด้วยเอทานอลมีฤทธ์ิต้านอนุมูล

อิสระสูงสุด และสารสกัดด้วยน�้ำมีฤทธิ์ต้านอนุมูล

อิสระต�่ำสุด median inhibitory concentration 

(IC50 ) เท่ากับ 0.0749 และ 1.4145 ไมโครกรัมต่อ

มิลลิลิตร ตามล�ำดับ สารมาตรฐานวิตามินอีมีค่า IC50 

เท่ากับ 0.0544 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร เมื่อวิเคราะห์

ข้อมูลทางสถิติ โดยการทดสอบความแปรปรวนแบบ

ทางเดยีว (one-way ANOVA) พบว่าสารทีส่กดัด้วย

ตัวท�ำละลายท้ัง 4 ชนิด มีค่าเฉลี่ย IC50 แตกต่างกัน

อย่างมนียัส�ำคญัทางสถติทิีร่ะดบัความเชือ่มัน่ร้อยละ 

95 (ตารางที่ 2)

4.	การทดสอบฤทธ์ิยับย้ังการสร้างไนตริกออก-

ไซด์และการทดสอบความเป็นพิษต่อเซลล์ 

ATDC-5 โดย MTT Assay

	 การศึกษาฤทธ์ิยับยั้งการสร้างไนตริกออกไซด์  

ทีถ่กูสร้างขึน้โดยกระตุ้นด้วย LPS ของสารสกดัท่ีสกดั

ด้วยตัวท�ำละลายชนิดต่าง ๆ และการทดสอบความ

เป็นพิษต่อเซลล์ ATDC-5 โดย MTT Assay ที่ความ

เข้มข้น 3.125, 6.25, 12.5, 25, 50 และ 100 ไมโครกรัม

ต่อมิลลิลิตร โดยใช้ L-NA เป็นสารมาตรฐาน แสดง

ผลเป็นไมโครกรัมต่อมลิลลิติร ของสารสกดัท่ีสามารถ

ยบัยัง้การสร้างไนตริกออกไซด์ไดร้้อยละ 50 [median 

inhibitory concentration (IC50)] ผลการทดสอบ

พบว่าสารสกัดเอทิลอะซิเตทมีฤทธ์ิยับยั้งการสร้าง 

ไนตริกออกไซด์ได้ดีท่ีสุด รองลงมาคือเอทานอล 

และน�้ำ (IC50  เท่ากับ 44.4961 และ 46.7576 และ > 

50 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ตามล�ำดับ) และสารสกัด
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เฮกเซนไม่สามารถยบัยัง้การสร้างไนตรกิออกไซด์ ใน

การค�ำนวณค่า IC50 ไม่ได้น�ำค่าเปอร์เซ็นต์การยบัยัง้ท่ี

ความเข้มข้น 100 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร มาค�ำนวณ

เนื่องจากท่ีความเข้มข้นดังกล่าวของสารสกัดทุกตัว 

ท�ำละลายมอีตัราการรอดชวีติของเซลล์ต�ำ่กว่าร้อยละ 

80 แสดงว่าท่ีความเข้มข้น 100 ไมโครกรัมต่อมลิลลิติร 

มีความเป็นพิษต่อเซลล์ ATDC-5 (ตารางที่ 3)

ตารางที่ 3 ฤทธิ์ยับยั้งการสร้างไนตริกออกไซด์ในเซลล์ ATDC-5 ของสารสกัดจากต�ำรับยาบ�ำรุงไขข้อ 

	          สารสกัด	ร้อยละการยับยั้งการสร้างไนตริกออกไซด์ที่ความเข้มข้นต่าง ๆ (µg/ml)			 IC50

	 3.125	 6.25	 12.50	 25.00	 50.00	 µg/ml

เฮกเซน	 ไม่ได้ทดสอบ	 ไม่ได้ทดสอบ	 ไม่ได้ทดสอบ	 ไม่ได้ทดสอบ	 ไม่ได้ทดสอบ	 ไม่ได้ทดสอบ

เอทิลอะซิเตท	 6.7669 ± 0.04	 13.1579 ± 0.07	 17.2181 ± 0.09	 29.0978 ± 0.10	 56.0150 ± 0.26	 44.4916

เอทานอล	 11.0526 ± 0.11	 12.7068 ± 0.05	 16.4661 ± 0.03	 23.1578 ± 0.04	 56.0150 ± 0.13	 46.7576

น�้ำ	 7.6692 ± 0.08	 10.2255 ± 0.10	 11.0526 ± 0.03	 13.4587 ± 0.07	 18.3458 ± 0.02	 > 50

L-NA	 25.0550 ± 0.37	 36.6550 ± 0.13	 51.7200 ± 0.59	 60.8400 ± 0.38	 81.8350 ± 0.43	 18.2744

*ค่า IC50 ของตัวอย่างทดสอบน้อยกว่าอย่างมีนัยส�ำคัญเมื่อเปรียบเทียบกับ L-NA ที่ p < 0.05 

อภิปรายผล

	 การทดสอบฤทธ์ิต้านอนุมูลอิสระในคร้ังนี ้

เลือกการทดสอบคุณสมบัติในการเป็นตัวขจัดอนุมูล

อิสระ (free radical scavenging) ด้วยวิธี 2,2 -́azi-

no-bis-(3-ethylbenzthiazoline-6-sulphonic 

acid) (ABTS) radical scavenging assay และ 

2,2-diphenyl-1-picryl hydrazyl (DPPH) radical 

scavenging assay ซ่ึงเป็นวิธีที่ท�ำได้ง่าย สะดวก 

และรวดเร็ว เนื่องจาก ABTS และ DPPH เป็นอนุมูล

อิสระที่ค่อนข้างเสถียร[16] โดยอนุมูล DPPH˚ เป็น
อนุมูลไนโตรเจนที่มีความคงตัว มีสีม่วงอยู ่ในรูป

อนุมูลอิสระอยู่แล้ว ไม่ต้องท�ำปฏิกิริยาให้เกิดอนุมูล 

เป็นการวัดความสามารถของสารสกัดในการก�ำจัด

อนุมูลอิสระโดยวิธีให้ไฮโดรเจนอะตอม ซ่ึงเป็นวิธี

เบือ้งต้นทีน่ยิมใช้ในการทดสอบฤทธ์ิต้านอนมุลูอสิระ

โดยท่ัวไป ส่วนการทดสอบฤทธ์ิในการก�ำจัดอนุมูล

อิสระ ABTS˚+ เป็นวิธีท่ีใช้ทดสอบฤทธ์ิในการก�ำจัด
อนุมูลอิสระชนิดเปอร์ออกซี เนื่องจาก ABTS˚+ เป็น
อนุมูลอิสระท่ีสลายตัวในอนุมูลเปอร์ออกซี ซ่ึงการ

ทดสอบท้ัง 2 วิธีนี้ ท�ำปฏิกิริยาในตัวกลางท่ีเป็นสาร

อนิทรีย์ (organic solvent) แต่เซลล์ในร่างกายมนษุย์

อยู่ในตัวกลางที่เป็นน�้ำ หรือมีโครงสร้างที่ประกอบ

ด้วยน�้ำ เพราะฉะนั้นควรมีการศึกษาฤทธ์ิในการต้าน

อนุมูลอิสระในตัวกลางท่ีเป็นน�้ำด้วย สารประกอบ 

ฟีนอลกิเป็นสารประกอบท่ีมวีงเบนซนีเป็นองค์ประกอบ 

และมีหมู่แทนท่ีเป็น hydroxyl group อย่างน้อย 1 

หมู่ ท�ำให้มีความเป็นขั้วสูง จึงสามารถสกัดด้วยตัวท�ำ

ละลายท่ีมีข้ัว เช่น เอทานอล และเอทิลอะซิเตท และ

พบว่าสารประกอบฟีนอลิกเป็นสารต้านออกซิเดชัน

ที่มีประสิทธิภาพดี[17-19] จากการศึกษาพบว่าการสกัด

สารด้วยตัวท�ำละลายที่แตกต่างกัน จะท�ำให้สารสกัด

ทีไ่ด้มคีวามสามารถในการต้านออกซิเดชนัทีแ่ตกต่าง
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กัน ซ่ึงสารสกัดเอทิลอะซิเตทมีปริมาณสารประกอบ 

ฟีนอลิกรวมสูงสุด รองลงมาคือสารสกัดเอทานอล 

และสารสกัดเอทานอลมีฤทธ์ิต้านอนุมูลอิสระสูงสุด 

จากการทดสอบฤทธ์ิท้ัง 2 วิธี ซ่ึงเอทิลอะซิเตทเป็น

ตัวท�ำละลายอินทรีย์ (organic solvents) มีขั้ว ส่วน

เอทานอลเป็นตวัท�ำละลายทีด่มีากเมือ่เปรียบเทียบกบั

น�้ำ โดยมีความจ�ำเพาะ (selectivity) ในการละลาย

มากกว่า[20] มีการศึกษาท่ีผ่านมาพบว่าสารบริสุทธ์ิ

หรือสารสกัดจากพืชสมุนไพรหลายชนิดมีฤทธ์ิทาง

เภสัชวิทยาและชีวภาพ รวมถึงฤทธ์ิต้านอนุมูลอิสระ

และต้านการอักเสบ สารสกัดจากธรรมชาติบางชนิด

นอกจากมีฤทธ์ิต้านอนุมูลอิสระแล้วยังมีคุณสมบัติ

ต้านการอักเสบร่วมด้วย[21-22] สารประกอบฟีนอลิก 

โดยเฉพาะกลุ่ม flavonoid ในพืชสมุนไพรหลายชนิด

ท้ังในรูปสารบริสุทธ์ิหรือสารสกัดสามารถยับยั้งการ

สร้างไนตริกออกไซด์ภายในเซลล์ RAW264.7 เช่น 

rutin, quercetin, apigenin, wogonin, luteolin, 

tectorignin, galangin, morin, naringenin, epi-

gallocatechin galllate, Ginko biloba extract 

(Egb 761), silymarin, hesperidin, pycnogenol, 

grape seed extract เป็นต้น[23-30] ผลการศึกษานี้

สอดคล้องกับรายงานการศึกษาที่แสดงว่าสารสกัด

จากพืชหลากหลายชนิดท่ีมีคุณสมบัติเป็นสารต้าน

อนุมูลอิสระสามารถยับยั้งไนตริกออกไซด์ ในเซลล์ 

RAW264.7 และฤทธ์ิทางด้านชีวภาพอื่น ๆ รวมท้ัง

ฤทธ์ิต้านการอักเสบ เช่น curcumin จากขมิ้นชัน 

resveratrol จากเปลือกองุ่น ไวน์แดง และสารสกัด

จากพืชอื่น ๆ อีกมากมายเป็นต้น[21,31]  นอกจากนี้สาร 

ประกอบฟีนอลิกโดยเฉพาะกลุ่มฟลาโวนอยด์  เช่น 

apigenin, genistein และ kaempferol เมื่อบ่มล่วง

หน้ากบัเซลล์ RAW264.7 สามารถยบัยัง้การแสดงออก

ของไนตริกออกไซด์ที่กระตุ ้นด้วย LPS ได้[26-27] 

ดงันัน้สารสกดัต�ำรับยาบ�ำรุงไขข้อซ่ึงประกอบด้วยสาร

ประกอบฟีนอลิก จึงมีฤทธ์ิต้านการอักเสบด้วย นอก

เหนือจากฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ

ข้อสรุป

	 	 ผลการหาปริมาณฟีนอลิกรวม ฤทธ์ิต้าน

อนุมูลอิสระ และฤทธิ์ยับยั้งการสร้างไนตริกออกไซด์

ของต�ำรับยาบ�ำรุงไขข้อ ทีส่กดัด้วยตัวท�ำละลายต่าง ๆ  

ได้แก่ น�้ำ เอทานอล เอทิลอะซิเตท และเฮกเซน พบว่า

สารสกดัเอทลิอะซิเตทมปีริมาณสารประกอบฟีนอลกิ 

รวมสูงสุด แต่สารสกัดเอทานอลมีฤทธ์ิต้านอนุมูล

อสิระสงูกว่าตัวท�ำละลายอืน่ และมฤีทธ์ิยบัยัง้การสร้าง

ไนตริกออกไซด์สูงที่สุดด้วย อาจเป็นเพราะเอทานอล

สามารถสกดัสารอืน่ท่ีมฤีทธ์ิต้านอนมุลูอสิระและฤทธ์ิ

ยับยั้งการสร้างไนตริกออกไซด์ ผลการศึกษานี้สรุป

ได้ว่า เอทิลอะซิเตทและเอทานอลเป็นตัวท�ำละลายท่ี

เหมาะสมส�ำหรับสกัดสารที่มีฤทธิ์ต้านออกซิเดชัน ซึ่ง

เป็นสารประกอบฟีนอล (phenolic compounds) ที่

อาจอยู่ในรูปฟีนอลอิสระ (free phenols) หรือในรูป 

กลยัโคไซด์ และมฤีทธ์ิยบัยัง้การสร้างไนตริกออกไซด์

ได้ ซ่ึงให้ผลดต่ีอสขุภาพในการต้านการอกัเสบของข้อ

เข่าจากอนุมูลอิสระและไนตริกออกไซด์ แต่ต้องใช้ใน

ขนาดที่เหมาะสมเพ่ือป้องกันการเกิดพิษ การศึกษา

นี้เป็นการเร่ิมต้นของการศึกษาฤทธ์ิทางชีวภาพของ

สารทีส่กัดด้วยตวัท�ำละลายตา่ง ๆ  ต่อเซลล์ ATDC-5 

mouse chondrogenic cell ซ่ึงแสดงให้เห็นว่าสาร

ที่สกัดด้วยเอทิลอะซีเตทมีฤทธิ์ทางชีวภาพที่ดี ดังนั้น

ควรน�ำสารสกัดดังกลา่วไปศึกษาใน chondrogenic 

cell ที่แยกได้จากกระดูกข้อเข่าของมนุษย์แบบ in 

vitro และศึกษาฤทธ์ิต้านอนุมูลอิสระและฤทธ์ิต้าน

การอักเสบแบบ in vivo ซ่ึงอาจให้ผลท่ีเหมือนหรือ

แตกต่างออกไป จึงเป็นสิ่งที่น่าสนใจในการศึกษาตอ่
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ไปในอนาคต เพ่ือเป็นข้อมูลสนับสนุนสรรพคุณของ

ต�ำรับยาบ�ำรุงไขข้อในการช่วยบรรเทาอาการข้อเข่า

เส่ือมและโรคปวดข้อรูมาตอยด์ เป็นแนวทางในการ

พัฒนาต�ำรับยาให้อยู่ในรูปแบบเภสัชภัณฑ์ต่าง ๆ ที่

ทันสมยัทัง้รูปแบบรับประทานและใช้ภายนอกเพือ่ลด

ปริมาณการใช้ยาต่อคร้ังและเพิม่ประสทิธผิลด้านการ

รักษา หรือเป็นทางเลือกในการลดหรือทดแทนการใช้

ยาแก้ปวดข้อและระงับข้ออักเสบ (NSAID)

กิตติกรรมประกาศ
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