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บทคัดย่อ

	 บทนำ�และวตัถุประสงค:์  ยาทัพยาธิคณุ เปน็ตำ�รบัยาท่ีมีสรรพคณุระงับปวด แกมื้อชาเทา้ชา ในทางการแพทย์

แผนไทยนิยมนำ�มารักษาอาการชาจากโรคเบาหวาน การศึกษานี้มีวัตถุประสงค์เพื่อศึกษาฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ ฤทธิ์

ต้านการอกัเสบ และความคงตัวของสารสกดัตำ�รบัยาทัพยาธิคณุ ผูว้จิยัจงึต้องการพสูิจนฤ์ทธ์ิทางเภสชัวทิยาในตำ�รบั

ทพัยาธิคุณ เน่ืองจากยงัไม่มีการศึกษาวจิยัฤทธ์ิทางเภสัชวทิยาของสมุนไพรตำ�รบัทัพยาธิคณุมากอ่น อกีท้ังยงัเปน็การ

พสิจูนว์า่ตำ�รบัยาทัพยาธิคณุมีฤทธ์ิต้านอนุมูลอสิระและต้านการอกัเสบท่ีสามารถชว่ยชะลอความเสือ่มระดับเซลลซ่ึ์ง

ตรงกบัสรรพคณุของตำ�รบัท่ีชว่ยบรรเทาอาการปวดกลา้มเน้ือ ปวดเม่ือย จกุเสียด กนิอาหารไม่รูร้ส และนอนไมห่ลบั

อีกด้วย

	 วิธีการศึกษา:  การศึกษานี้เป็นงานวิจัยในห้องปฏิบัติการโดยศึกษาฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระด้วยวิธี DPPH assay 

ฤทธิ์การต้านการอักเสบ nitric oxide และศึกษาความคงตัวของตำ�รับยาทัพยาธิคุณจากสาร piperine ด้วยการพิสูจน์

อัตลักษณ์ HPLC ที่อุณหภูมิ 50, 60, 70, 80˚ซ. ระยะเวลา 3, 6, 9 และ 12 วัน
	 ผลการศึกษา:  พบว่าฤทธ์ิต้านอนุมูลอิสระด้วยวิธี DPPH assay ที่ความเข้มข้น 5 mg/ml, 2.5 mg/ml, 1.25 

mg/ml, 0.625 mg/ml, 0.312 mg/ml, 0.156 mg ความยาวคลื่นแสง 515 nm พบว่าฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ ของตำ�รับยา 

ทพัยาธิคณุปรมิาณ 0.8859 mg/ml การศึกษาฤทธ์ิต้านการอกัเสบด้วยวธีิการยบัยัง้ nitric oxide ทีค่วามเข้มขน้ 1 mg/ml,  

0.5 mg/ml, 0.313 mg/ml, 0.156 mg/ml, 0.078 mg/ml, 0.039 mg/ml, 0.020 mg/ml, 0.098 mg/ml ทีค่วามยาวคลืน่คลืน่

แสง 515 nm พบว่าสามารถยับยั้งกระบวนการ nitric oxide ปริมาณ 1.59 mg/ml การศึกษาความคงตัวของตำ�รับยา

ทัพยาธิคุณ ที่อุณหภูมิ 50, 60, 70, 80˚ซ. เป็นระยะเวลา 3, 6, 9 และ 12 วัน เพื่อคำ�นวณหาค่าวันหมดอายุ (T90) พบ
ว่า เมื่อเก็บตัวยาตำ�รับยาทัพยาธิคุณ ที่อุณหภูมิ 50˚ซ. สามารถเก็บได้นาน 7 วัน, อุณหภูมิ 60˚ซ. สามารถเก็บได้นาน  
6 วัน, อุณหภูมิ 70˚ซ. สามารถเก็บได้นาน 4 วัน, อุณหภูมิ 80˚ซ. สามารถเก็บได้นาน 3 วัน, อุณหภูมิ 25˚ซ. สามารถ
เก็บได้นาน 23 วัน และอุณหภูมิ 30˚ซ. สามารถเก็บได้นาน 16 วัน 
	 อภิปรายผล:  การศึกษาฤทธ์ิทางเภสัชวิทยาของตำ�รับยาทัพยาธิคุณโดยการหาค่า antioxidant ด้วยวิธีการ 

DPPH radical scavenging assay, ฤทธ์ิการยับยั้ง nitric oxide และศึกษาความคงตัวของตำ�รับยาทัพยาธิคุณ ทำ�ให้
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ทราบถงึคุณสมบัติทางเคมีในการต้านอนมูุลอสิระและคณุสมบติัในการต้านการอกัเสบ และยงัพบวา่ตำ�รบัยาทพัยาธิ

คุณสามารถเก็บไว้ท่ีอุณหภูมิ 25˚ซ. ได้นานถึง 23 วัน โดยตำ�รับยาทัพยาธิคุณเป็นตำ�รับยาทางการแพทย์แผนไทยท่ี
ช่วยในการบรรเทาอาการจุกเสียดในอก แก้ปวดกล้ามเนื้อ มือชาเท้าชา นอนไม่หลับ ซึ่งสอดคล้องกับผลการศึกษาที่

พบว่า ตำ�รับยาทัพยาธิคุณสามารถต้านอนุมูลอิสระซึ่งเป็นสารที่ช่วยให้ชะลอความเสื่อมของร่างกายและยังต้านการ

อักเสบได้อีกด้วย

	 ขอ้สรปุและขอ้เสนอแนะ:  จากการศึกษาฤทธ์ิต้านอนมูุลอสิระ ฤทธ์ิการยบัยัง้การอกัเสบ พบวา่ สารสกดัตำ�รบั

ยาทพัยาธิคุณทีส่กดัด้วย เอทานอล 95% ต้องใชป้รมิาณ 0.8859 mg/ml จงึจะสามารถต้านอนุมูลอสิระเม่ือเทยีบกบัสาร

มาตรฐาน ascorbic acid และใช้ปริมาณ1.59 mg/ml ในการต้านการอักเสบ. ในด้านความคงตัวตำ�รับยาทัพยาธิคุณใน

รปูแบบผงสามารถเกบ็ทีอ่ณุหภมิูหอ้ง 25˚ซ. ได้นานถงึ 23 วนั อยา่งไรกต็ามการศึกษาครัง้นีใ้ชก้ระบวนการสกดัด้วย
เอทานอล เพียงอยา่งเดยีว ในการศกึษาครัง้ตอ่ไปควรเพิ่มตวัแปรและวิธกีารสกดัทีห่ลากหลายเพื่อให้ไดผ้ลการศกึษา

ที่ครอบคลุมและแม่นยำ�ยิ่งขึ้น

	 คำ�สำ�คัญ:  ตำ�รับยาทัพยาธิคุณ, การต้านอนุมูลอิสระ, DPPH assay, nitric oxide, ความคงตัว
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Abstract

	 Introduction and Objectives:  Ya Thappayathikhun is a Thai traditional medicinal (TTM) formula com-
monly used to treat numbness due to diabetes. This research aimed to investigate the pharmacological properties 
of the TTM formula especially its antioxidant and anti-inflammatory activities as well as extract stability. The 
researchers sought to prove the pharmacological properties of this medicinal formula since no previous pharmaco-
logical studies had been conducted on it. Additionally, they aimed to confirm that the medicinal formula possesses 
antioxidant and anti-inflammatory properties, which can help slow down cellular deterioration, aligning with the 
traditional use of this formula to alleviate symptoms such as muscle pain, chest pain, numbness, loss of taste, and 
insomnia.
	 Methods:  This research was conducted in a laboratory setting and involved the study of antioxidant proper-
ties using the DPPH assay, anti-inflammatory properties using the Nitric Oxide method, and an examination of the 
formula’s stability with Piperine as the main compound, assessed through High-Performance Liquid Chromatography 
(HPLC) at temperatures of 50°C, 60°C, 70°C, and 80°C over durations of 3, 6, 9, and 12 days.
	 Results:  Antioxidant properties were studied using the DPPH assay at concentrations of 5, 2.5, 1.25, 0.625, 
0.312, and 0.156 mg/mL, at a light wavelength of 515 nm. The formula exhibited antioxidant properties with an ef-
fective concentration of 0.8859 mg/mL. Anti-inflammatory properties were studied using the Nitric Oxide inhibition 
method at concentrations of 1, 0.5, 0.313, 0.156, 0.078, 0.039, 0.020, and 0.098 mg/mL, at a light wavelength of 
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515 nm. The formula was able to inhibit the Nitric Oxide process with an effective concentration of 1.59 mg/mL. 
The stability of the medicinal formula was assessed at temperatures of 50°C, 60°C, 70°C, and 80°C, for durations 
of 3, 6, 9, and 12 days. The results revealed that the formula can be stored at 50°C for 7 days, 60°C for 6 days, 
70°C for 4 days, 80°C for 3 days, 25°C for 23 days, and 30°C for 16 days.
	 Discussion:  The study demonstrates that the medicinal formula possesses antioxidant and anti-inflammatory 
properties, as evidenced by the DPPH assay and Nitric Oxide inhibition method results. These properties align 
with the traditional use of the formula in alleviating various symptoms, such as chest pain, muscle pain, numb-
ness, loss of taste, and insomnia. Furthermore, the stability study provides valuable information for determining 
the formula’s shelf life and appropriate storage conditions. It is clear that the formula can be stored for different 
durations at various temperatures, ensuring its efficacy and safety over time.
	 Conclusion and Recommendation:  This research provides scientific support for the traditional use of 
the Thai medicinal formula and highlights its potential benefits in addressing oxidative stress and inflammation, 
essential aspects of maintaining overall health. Further studies should explore additional variables and extraction 
methods to provide more comprehensive and accurate results.

	 Key words:  Ya Thappayathikhun formula, antioxidant, DPPH assay, nitric oxide, stabilization

บทน�ำและวัตถุประสงค์

	 ต�ำรับยาทพัยาธิคณุเป็นต�ำรับยาในคมัภร์ีแพทย์

แผนโบราณของขุนโสภิตบรรณลักษณ์เล่ม 2 กล่าว

ไว้ดังนี้ “ยาชื่อทัพยาธิคุณ เอาสะค้าน ผักแพวแดง 

ดองดึง ว่านน�้ำ ยาด�ำ มหาหิงคุ์ โกฐสอ โกฐจุฬาลัมพา 

โกฐพุงปลา กัญชา อุตพิด เนื้อฝักราชพฤกษ์ ชะเอม

เทศ ดีปลี แก่นแสมทะเล เอาสิ่งละ 1 ส่วน พริกไทย

ล่อนเท่ายาทั้งหลาย ต�ำเป็นผง เอาน�้ำใบกะเม็งน�้ำ ลูก

ประค�ำดคีวาย เคล้ายาผงตากแดดให้แห้งสิง่ละ 7 คร้ัง 

แล้วบดด้วยน�ำ้ผ้ึง กนิหนกั 1 สลงึ แก้กล่อน 5 ประการ 

ซ่ึงให้จุกเสียดแลเป็นพรรดึก แก้ลมเป็นก้อนในอุทร 

ให้เจ็บทั่วร่างกาย เจ็บสะเอว มือเท้าตายกระด้างแล

เมื่อยขบทุกข้อทุกล�ำ ขัดแข้งขา เจ็บทวารหนัก พิการ

ต่าง ๆ เจ็บศีรษะเวียนหน้าตา  เจ็บไหล่ท้ังสอง ปาก

เปร้ียว เสียงแหบแห้ง ขัดสีข้าง ขัดอก ท้องขึ้น กิน

อาหารไม่มีรส นอนไม่ใคร่หลับ โรคทั้งนี้เป็นเพราะ

เสมหะแห้ง บุรุษและสตรีเป็นเหมือนกัน’’ สรรพคุณ

ของต�ำรับยาทัพยาธิคุณ แก้กล่อนท่ีท�ำให้จุกเสียด

เป็นพรรดึก เจ็บเมื่อยขบตามร่างกาย กินอาหารไม่รู้

รส นอนไม่หลับ[1] 

	 ในทางการแพทย์แผนไทย ต�ำรับยาทัพยาธิคุณ

นิยมน�ำมารักษาบรรเทาอาการชาปลายมือปลายเท้า

และอาการมือบวมในผู้ป่วยมะเร็งตับ[2] ซ่ึงต�ำรับยา

ทัพยาธิคุณมีตัวยาดังนี้ สะค้าน ผักแพวแดง ดองดึง 

ว่านน�้ำ ยาด�ำ มหาหิงค์ โกฐสอ โกฐจุฬาลัมพา โกฐ

พุงปลา อุตพิต เนื้อในฝักราชพฤกษ์ ชะเอมเทศ ดีปลี 

แก่นแสมทะเล กัญชา อย่างละ 1 ส่วน และพริกไทย

ล่อน 16 ส่วน ทัพยาธิคุณเป็นต�ำรับท่ีมีส่วนผสมของ

กัญชา สารที่พบการใช้มากคือ cannabidiol (CBD), 

Delta-9-tetrahydrocannabinol (THC), canna-

binol (CBN) และ cannabigerol (CBG) เมื่อเปรียบ

เทียบกลุ่มอาการ และข้อบ่งใช้ การใช้ต�ำรับยาแผน

ไทยทีม่กีญัชาเป็นส่วนประกอบกบัสารส�ำคญั หรือสาร

สกดัจากกญัชาทางการแพทย์แผนตะวนัตก พบความ
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สอดคล้องในการน�ำไปใช้ในบางกลุม่อาการ ได้แก่ แก้

คลืน่ไส้อาเจยีน กระตุน้ความอยากอาหาร นอนไม่หลบั 

ลดความวิตกกังวล ลดอาการปวดเรื้อรัง[3]

	 ฤทธ์ิทางเภสัชวิทยาของสมุนไพรในต�ำรับยา

ทัพยาธิคุณ สะค้านมีฤทธิ์ลดการอักเสบ ฤทธ์ิระงับ

ปวด (Piper interruptum Opiz) ว่านน�้ำมีฤทธ์ิลด

อาการปวดเส้นประสาท ฤทธ์ิขับปัสสาวะ ฤทธ์ิยับยั้ง

การสะสมเซลล์ไขมัน ยาด�ำมีฤทธ์ิกระตุ้นการขับถ่าย

ใช้ส�ำหรับเป็นยาระบาย โกฐสอมีฤทธิ์ต้านการอักเสบ 

(furanocoumarins) โกฐจุฬาลัมพามีฤทธ์ิต้านการ

อักเสบ ฤทธ์ิต้านเชื้อมาลาเรีย ฤทธ์ิยับยั้งเอนไซม์อะ

ซิทลิโคลนีเอสเทอเรส โกฐพงุปลามฤีทธ์ิชะลอวยั ฤทธิ์

ต่อต้านอนุมูลอิสระและยับยั้งเม็ดสีเมลานิน ชะเอม

เทศมีฤทธิ์ยับยั้งเชื้อ Helicobacter pylori ฤทธิ์ต้าน

เชื้อแบคทีเรีย ฤทธ์ิต้านเชื้อรา ดีปลีมีฤทธ์ิลดไขมัน 

ฤทธิ์ต้านการอักเสบ ฤทธิ์ระงับปวด ฤทธิ์ต้านการเกิด

แผลในกระเพาะอาหาร พริกไทยล่อนมฤีทธ์ิต้านอนมุลู

อิสระของน�้ำมันหอมระเหย และสาร oleoresins ของ

พริกไทยล่อน ฤทธ์ิต้านเชือ้ราและแบคทีเรีย ฤทธ์ิระงับ

ปวด 

	 ฤทธ์ิต้านการอักเสบ มหาหิงคุ์มีฤทธ์ิช่วยลด

อาการปวดเกร็งในชอ่งท้อง (antispasmodic), ขบัลม 

(carminative), ชว่ยยอ่ย (digestive), ระบาย (laxa-

tive) และมีฤทธิ์ถ่ายพยาธิบางชนิด (anthelmintic) 

เนื้อฝักราชพฤกษ์มีสารในกลุ่ม anthraquinones 

หลายชนิด เช่น rhein, aloe-emodin และ senno-

sides ซ่ึงมีฤทธ์ิเป็นยาระบาย สารสกัดจากส่วนฝัก 

ดอก และส่วนต่าง ๆ มีฤทธิ์ต้านเชื้อแบคทีเรีย เชื้อรา 

และยีสต์ สารสกัดจากส่วนใบมีฤทธ์ิฆ่าพยาธิใบไม้ 

ขับปัสสาวะ ลดการอักเสบ สารสกัดจากเมล็ด ลำ�ต้น 

และเปลือกต้นมีฤทธิ์ลดไขมันและลดน้ำ�ตาลในเลือด 

อุตพิดมีฤทธ์ิลดอาการปวด ฤทธ์ิต้านอนุมูลอิสระ 

แก่นแสมทะเลมีฤทธ์ิต้านการอักเสบ ฤทธ์ิรักษาแผล 

ผักแพวแดงมีฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ ดองดึงมีฤทธ์ิแก้

ปวด และต้านการอักเสบ (oleoresins) ฤทธิ์ต้านเชื้อ

รา แบคทีเรีย ฤทธิ์ต้านพิษงู[4] 

	 ก ารศึกษานี้ จึ งต ้ อ งการพิสู จน ์ ฤท ธ์ิทาง

เภสัชวิทยาในต�ำรับทัพยาธิคุณ ซ่ึงเป็นการวิเคราะห์

ตัวยาท้ังต�ำรับ เป็นการวิเคราะห์หาฤทธ์ิต้านอนุมูล

อิสระ ฤทธิ์ต้านการอักเสบ และความคงตัวของต�ำรับ

ยาในอุณหภูมิต่าง ๆ เนื่องจากยังไม่มีการศึกษาวิจัย

ฤทธ์ิทางเภสัชวิทยาของสมุนไพรต�ำรับทัพยาธิคุณมา

ก่อน และเพือ่น�ำไปเป็นข้อมลูพืน้ฐานในงานวจัิยต�ำรับ

ยาทัพยาธิคุณในการศึกษาทางคลินิกต่อไป อีกท้ังยัง

เป็นการพสิจูน์ว่าต�ำรับยาทัพยาธิคณุมฤีทธ์ิต้านอนมุลู

อิสระและต้านการอักเสบท่ีสามารถช่วยชะลอความ

เสื่อมระดับเซลล์ซ่ึงตรงกับสรรพคุณของต�ำรับท่ีช่วย

บรรเทาอาการปวดกล้ามเนื้อ ปวดเมื่อย จุกเสียด กิน

อาหารไม่รู้รส และนอนไม่หลับอีกด้วย

วัตถุประสงค์ของการศึกษา

	 1.	 เพือ่ศกึษาฤทธ์ิต้านอนมุลูอสิระของต�ำรบัยา

ทัพยาธิคุณ

	 2.	 เพื่อศึกษาฤทธ์ิต้านการอักเสบของตำ�รับยา

ทัพยาธิคุณ

	 3.	 เพื่อศึกษาความคงตัวของต�ำรับยาทัพยาธิ

คุณที่อุณหภูมิ 50, 60, 70, 80˚ซ. ระยะเวลา 3, 6, 9, 
และ 12 วัน

ระเบียบวิธีศึกษา

	 การศึกษาคร้ังนี้เป็นการวิจัยทดลองในห้อง

ปฏบิตักิาร (laboratory) คอืเพือ่หาฤทธ์ิการต้านอนมุลู



722 วารสารการแพทย์แผนไทยและการแพทย์​ทางเลือก	 ปีที่ 21  ฉบับที่ 3  กันยายน-ธันวาคม 2566

อิสระด้วยวิธีการ DPPH (2,2-diphenyl-1-picryl-

hydrazyl radical) เพื่อหาค่าความต้านอนุมูลอิสระ 

และสารต้านอนมุลูอสิระ ทดสอบฤทธ์ิต้านการอักเสบ

โดยใช้กระบวนการ nitric oxide เพือ่หาค่าการยบัยัง้ 

nitric oxide และศึกษาความคงตัว ด้วยวิธีทดสอบ

โดยเก็บตัวยาไว้ในอุณหภูมิ 50, 60, 70, 80˚ซ. ระยะ
เวลา 3, 6, 9, และ 12 วัน โดยทดสอบด้วยสารออก

ฤทธิ์ piperine ในต�ำรับยาทัพยาธิคุณ เนื่องจากเป็น

สมนุไพรท่ีใช้ปริมาณมากท่ีสดุในต�ำรบัและจัดเป็นตัว

ยาหลักในการออกฤทธิ์ทางเภสัชกรรมไทย 

	 การศกึษานีไ้ด้รับการพจิารณารับรองจริยธรรม

การวจัิยในมนษุย์ จากวิทยาลยัการสาธารณสขุสริินธร  

จังหวัดพิษณุโลก เอกสารรับรองเลขท่ี SCPHPL 

2/2566.1.14 

1.	ขั้นตอนการสกัดสาร

	 น�ำต�ำรับยาทัพยาธิคุณท่ีได้จากโรงพยาบาล

สมเด็จพระยุพราชเด่นชัย จังหวัดแพร่ ในรูปแบบยา

ผง ปริมาณ 250 g แล้วน�ำมาชั่งน�้ำหนัก ด้วยเคร่ือง

ชั่งสาร (digital scale) ให้ได้ปริมาณ 100 g น�ำใส่บีก

เกกอร์ (beaker) ตวง ethanol 95% ปริมาณ 1,000 

ml น�ำมาสกัดกับต�ำรับยาทัพยาธิคุณ ในบีกเกอร์ 

(beaker) จากนั้นน�ำฟอยล์มาหุ้มเพื่อกันแสง เก็บ 

ในทีม่ดื เป็นเวลา 3 วัน ทีอุ่ณหภมูห้ิอง โดยคนสารทุก

วันเมื่อครบ 3 วัน น�ำสารสกัดในบีกเกอร์ (beaker) 

มากรองด้วยเครื่องปั๊มสูญญากาศ (vacuum pump 

oil free) น�ำสารสกัดที่ได้มากลั่นระเหย ด้วยการกลั่น

ระเหยสารแบบหมุน rotary evaporator จนได้สาร

สกัดเป็นน�้ำเหลว จากนั้นน�ำมาระเหยต่อใน water 

bath ที่อุณหภูมิ 50˚ซ. สารสกัดที่ได้มีลักษณะเป็น
ของเหนียวมีสีน�้ำตาลเข้ม เก็บสารสกัดไว้ในตู้เย็น ที่

อุณหภูมิ 2-4˚ซ.

2.	ขัน้ตอนในการทดสอบฤทธ์ิตา้นอนมูุลอสิระ 

ด้วยวิธี DPPH radical scavenging assay

	 เตรียมสารละลาย DPPH โดยชั่งสาร DPPH 

15.78 mg ต้องการใช้สาร DPPH 0.2 mM ซ่ึงต้อง

เปลี่ยน mM เป็น mg โดย 	 	

	 1 mole = 394.32 mg 

	 0.2 mole = 0.2 × 394.32 = 78.86 mg                       

	 1,000 ml ใช้ DPPH 78.86 mg           

	 200 ml ใช้ DPPH (78.86 × 200)/1,000 = 15.78 mg 

ลงในหลอด microcentifuge tube ดดูสาร ethanol 

95% มา 1000 ml ใส่หลอด microcentifuge tube 

ท่ีมีสาร DPPH ท�ำการเขย่าให้สารละลายเข้ากัน จาก

นั้นหยดสารละลาย DPPH ลงใน volumetric flask 

เติมสาร ethanol 95% ปริมาณ 200 ml เขย่าสารให้

เข้ากัน น�ำฟอยล์มาหุ้มเพื่อกันแสง น�ำเก็บใส่ตู้เย็น

ชั่งสารสกัดต�ำรับยาทัพยาธิคุณ 10 mg ใส่หลอด 

microcentifuge tube จากนั้นดูดสาร ethanol 

95% มา 1,000 µl ท�ำการเขย่าสารละลายให้เข้ากัน 

น�ำสารละลายสารสกัดต�ำรับยาทัพยาธิคุณมาเจือจาง

ให้ได้ความเข้มข้น ดังนี้ คือ 5 mg/ml, 2.5 mg/ml, 

1.25 mg/ml, 0.625 mg/ml, 0.312 mg/ml, 0.156 

mg/ml, 0.078 mg/ml, 0.039 mg/ml, 0.019 mg/

ml, 0.009 mg/ml น�ำสารละลายสารสกัดต�ำรับยาทัพ

ยาธิคุณ ลงใน 96 well plate จ�ำนวน 3 ความเข้มข้น 

ความเข้มข้นละ 3 หลุม และหยด DPPH ลงไป เก็บ

ในท่ีมืดอุณหภูมิห้องเป็นเวลา 30 นาที แล้วน�ำมาวัด

ค่าการดดูกลนืแสงด้วยเคร่ือง UV-VIS spectropho-

tometer ท่ีความยาวคลื่น 515 nm ดัดแปลงวิธีการ

ของพชิชาภรณ วนัโย[5] โดยใช้ ascorbic acid เป็นสาร

มาตรฐานค�ำนวณ % inhibition of DPPH radical 

แต่ละความเข้มข้นของสารสกัดต�ำรับยาทัพยาธิคุณ 

และสารมาตรฐาน DPPH ด้วยสมการดังนี้
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			   	 	  A0-As
% inhibition of DPPH radical	 =		 ´ 100
	 	 	 	       A0 

	 โดย	 A0	 =	 ค่าการดูดกลืนแสงตั้งต้น

	 	 	 As	 =	 ค่าการดูดกลืนแสงหลังจากเติม

สาร DPPH

	 น�ำค่า inhibition of DPPH radical มาสร้าง

กราฟเพ่ือหาค่า IC50 ของสารสกดัต�ำรับยาทัพยาธิคณุ

และสารมาตรฐาน DPPH

3.	ขั้นตอนในการทดสอบฤทธ์ิต้านการอักเสบ 

nitric oxide

	 การเตรียมสารละลาย

	 A = sodium nitroprusside ปริมาณ 0.26 g 

ในบีกเกอร์ (beaker) แล้วเติม water ปริมาณ 10 ml 

มาสกัดสาร

	 B = ชั่งสารสกัดต�ำรับยาทัพยาธิคุณ 10 mg 

ใส่ในหลอด microcentifuge tube จากนั้นดูดสาร 

ethanol 95% มา 1,000 µl ท�ำการเขย่าสารละลาย

ให้เข้ากัน น�ำมาเจือจางให้ได้ความเข้มข้น ดังนี้ คือ 1 

mg/ml, 0.5 mg/ml, 0.313 mg/ml, 0.156 mg/ml, 

0.078 mg/ml, 0.039 mg/ml, 0.020 mg/ml, 0.098 

mg/ml 

	 C = ชั่ง sulfanilamide 1% ละลายกับ 5% 

phosphoric acid

	 D = ชั่ง naphthylene diamine 0.1% ละลาย

กับน�้ำ ปริมาณ 100 ml

4.  ขั้นตอนการทดลอง

	 ชั่ง sodium nitroprusside ปริมาณ 0.26 g 

ในบีกเกอร์ (beaker) ละลายกับน�้ำ ปริมาณ 10 ml 

แทนด้วย = A คือ สาร sodium nitroprusside

	 เติมสารละลาย A ปริมาณ 680 µl ใน micro-

centifuge tube แล้วเติม phosphate buffered 

saline ปริมาณ 160 µl มาสกัดสาร เติมสารละลาย 

B คือ สารละลายสารสกัดต�ำรับยาทัพยาธิคุณ ท่ีน�ำ

มาเจือจางให้ได้ความเข้มข้น ดังนี้ คือ 1 mg/ml, 0.5 

mg/ml, 0.313 mg/ml, 0.156 mg/ml, 0.078 mg/

ml, 0.039 mg/ml, 0.020 mg/ml, 0.098 mg/ml ดูด

สารละลาย B ปริมาณ 160 µl มาสกดักบัสารในข้อที ่2 

จากนั้นน�ำไปเก็บในที่มืด เป็นเวลา 3 ชั่วโมง เมื่อครบ 

3 ชั่วโมง เติมสารละลาย sulfanilamide ปริมาณ 20 

µl มาเกบ็ในทีม่ดื เป็นเวลา 15 นาท ีแทนด้วย = C คอื 

สาร sulfanilamide 1% ละลายกับ 5% phosphoric 

acidเมื่อครบ 15 นาที เติมสารละลาย naphthylene 

diamine ปริมาณ 20 µl มาเก็บในที่มืด เป็นเวลา 15 

นาที แทนด้วย = D คือ สาร naphthylene diamine 

0.1% ละลายกับน�้ำ ปริมาณ 100 ml เมื่อครบ 15 นาที 

เติมสารละลาย A + B + C + D ใส่ลงใน 96 well 

plate 3 ความเข้มข้น ความเข้มข้นละ 100 µl เติม

สารละลาย B ใส่ลงใน 96 well plate ความเข้มข้น

ละ 3 หลุม หลุมละ 100 µl น�ำสารละลาย A + C + 

D ใส่ลงใน 96 well plate 3 หลุม หลุมละ 100 µl น�ำ

มาวัดค่าการดูดกลืนแสง ด้วยเครื่อง UV-VIS spec-

trophotometer ที่ความยาวคลื่น 515 nm ดัดแปลง

จากวิธีการของ Phonphat Nitiwuttidecha[6] โดย

ใช้ ascorbic acid เป็นสารมาตรฐาน

	 ค�ำนวณ % inhibition of nitric oxide ท่ีแต่ละ

ความเข้มข้นของสารสกดัต�ำรับยาทัพยาธิคณุ และสาร

มาตรฐาน nitric oxide ด้วยสมการดังนี้

			   	 Acontrol – Asample
% inhibition of nitric oxide =	 	 	 × 100
				           Acontrol

	 Acontrol = ค่าการดูดกลืนแสงตัวควบคุม

	 Asample = ค่าการดูดกลืนแสงของตัวอย่าง 

	 ข้อมูลแสดงผลเป็นค่าร้อยละ
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ผลการศึกษา

	 1.	ผลการศึกษาฤทธ์ิในการต้านอนุมูลอิสระ 

ด้วยวิธี DPPH radical scavenging assay

	 ผลการศึกษาฤทธ์ิของต�ำรับยาทัพยาธิคุณต่อ

การต้านอนมุลูอสิระด้วยวธีิการทดสอบ DPPH radi-

cal scavenging assay ทีค่วามเข้มข้น 5 mg/ml, 2.5 

mg/ml, 1.25 mg/ml, 0.625 mg/ml, 0.312 mg/ml, 

0.156 mg/ml, 0.078 mg/ml, 0.039 mg/ml, 0.019 

mg/ml, 0.009 mg/ml น�ำมาวัดค่าการดูดกลืนแสงที่

ความยาวคลืน่ 515 nm โดยแทนท่ีสมการการค�ำนวน

หาค่า IC50 ได้เท่ากับ 0.8859 mg/ml

น�ำค่า inhibition of nitric oxide มาสร้างกราฟเพื่อ

หาค่า IC50 ของสารสกัดต�ำรับยาทัพยาธิคุณและสาร

มาตรฐาน nitric oxide

5.	ขั้นตอนการทดสอบความคงตัว โดยใช้หลัก

การทดสอบ Drug stability
[7]
 

	 ชั่งผงยาต�ำรับทัพยาธิคุณ ปริมาณ 1 g จ�ำนวน 

16 ขวด เก็บขวดแก้วในข้อที่ (1) ไว้ที่ตู ้อบเครื่อง

แก้ว (hot air oven) อุณหภูมิ 50˚ซ. จ�ำนวน 4 ขวด 
อณุหภมู ิ60˚ซ. จ�ำนวน 4 ขวด, อณุหภมู ิ70˚ซ. จ�ำนวน 
4 ขวด, และอุณหภูมิ 80˚ซ. จ�ำนวน 4 ขวด แต่ละ
อุณหภูมิจะเก็บไว้ที่เวลา 3 วัน 6 วัน 9 วัน และ 12 วัน 

เท่ากันทุกอุณหภูมิ เมื่อครบ 3 วัน น�ำขวดแก้ว 1 ขวด 

ของแต่ละอณุหภมู ิ(50˚ซ., 60˚ซ., 70˚ซ., 80˚ซ.) จาก
ตู้อบมาแช่ในตูเ้ยน็ (รวมทัง้หมด 4 ขวด) เมือ่ครบ 6 วนั 

น�ำขวดแก้ว 1 ขวด ของแต่ละอณุหภมู ิ(50˚ซ., 60˚ซ., 
70˚ซ., 80˚ซ.) จากตู้อบมาแช่ในตู้เย็น (รวมทั้งหมด 
4 ขวด)เมื่อครบ 9 วัน น�ำขวดแก้ว 1 ขวด ของแต่ละ

อณุหภมู ิ(50˚ซ., 60˚ซ., 70˚ซ., 80˚ซ.) จากตูอ้บมาแช่
ในตูเ้ย็น (รวมทัง้หมด 4 ขวด) เมือ่ครบ 12 วนั น�ำขวด

แก้ว 1 ขวด ของแต่ละอณุหภมู ิ(50˚ซ., 60˚ซ., 70˚ซ., 
80˚ซ.) จากตู้อบมาแช่ในตู้เย็น (รวมทั้งหมด 4 ขวด) 
เมื่อเก็บขวดแก้วครบทุกอุณหภูมิแล้ว น�ำ ethanol 

95% ปริมาณ 10 ml มาสกัดสารเก็บในที่มืด อุณหภูมิ

ห้อง เป็นเวลา 3 วัน เมื่อครบ 3 วัน น�ำ syringe มาดูด

สารทกุอณุหภมู ิใส่ catalong peptides ปริมาตร 0.5 

cc เจือจางสาร โดยดูดสารสกัดทัพยาธิคุณ ปริมาตร 

100 µl มาท�ำการละลายกับ ethanol 95% ปริมาตร 

900 µl น�ำมาตรวจวัดปริมาณสาร piperine ด้วย

เครื่อง HPLC

Figure 1	 The inhibition of antioxidant activity consis-
tent with the concentration that has a higher 
inhibitory effect.

	 2.	ผลการศึกษาฤทธ์ิต้านการอักเสบ nitric 

oxide

	 ผลการศึกษาฤทธ์ิต้านการอักเสบของต�ำรับยา

ทัพยาธคิณุ ด้วยวธีิการทดลองการยบัยัง้ nitric oxide 

ทีค่วามเข้มข้น 1 mg/ml, 0.5 mg/ml, 0.313 mg/ml, 

0.156 mg/ml, 0.078 mg/ml, 0.039 mg/ml, 0.020 

mg/ml, 0.098 mg/ml จากนัน้วดัค่าการดดูกลนืแสง 

ทีค่วามยาวคลืน่ 515 nm โดยแทนทีส่มการค�ำนวนหา

ค่า IC50 ได้เท่ากับ 1.59 mg/ml
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	 3.	การทดสอบความคงตัว

	 ผลการศึกษาความคงตัวของต�ำรับยาทัพยาธิ

คุณ ที่อุณหภูมิ 50, 60, 70, 80˚ซ. แล้วน�ำมาตรวจวัด
ปริมาณสาร piperine ด้วยเคร่ือง HPLC โดยปริมาณ 

piperine คงเหลอืในแต่ละช่วงเวลามคีวามสมัพนัธ์ใน

รูปแบบ natural logarithm และเวลาได้ (Figure 3) 

ซ่ึงพฤติกรรมการสลายตัวดังกล่าวจัดเป็นการสลาย

ตัวในปฏิกิริยาอันดับที่ 1 (first order reaction)Figure 2	 The inhibition of the anti-nitric oxide effect, 
consistent with the higher the concentration, 
the higher the inhibitory effect.

Figure 3	 Relationship between the concentration of piperine and the duration (days) when stored at different 
temperatures.

	 y = ค่าความเข้มข้น, x = ระยะเวลา (วัน), R = ค่าสัมประสิทธิ์ความสัมพันธ์

Figure 4  Relationship between reaction constants.
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	 จาก Table 1 การหาค่าวันหมดอายุ (T90) 

ของสาร piperine ในผงยาต�ำรับทัพยาธิคุณสกัดใน

สารละลาย ethanol 95% พบว่าเมือ่เกบ็สาร piperine  

ไว้ที่อุณหภูมิ 50˚ซ. สามารถเก็บได้นาน 7 วัน, 
อุณหภูมิ 60˚ซ. สามารถเก็บได้นาน 6 วัน, อุณหภูม ิ
70˚ซ. สามารถเก็บได้นาน 4 วัน, อุณหภูมิ 80˚ซ. 
สามารถเก็บได้นาน 3 วัน, อุณหภูมิ 25˚ซ. สามารถ
เก็บได้นาน 23 วัน, อุณหภูมิ 30˚ซ. สามารถเก็บได้
นาน 16 วัน

อภิปรายผล

	 การศกึษาต�ำรับยาทพัยาธิคณุ ด้วยกระบวนการ

ทั้ง 3 วิธี คือ antioxidant, การศึกษาฤทธ์ิต้านการ

อักเสบผ่านวิธีการวัด nitric oxide และความคงตัว

ของต�ำรับยาทัพยาธิคุณซ่ึงตัวยาอยู่ในรูปแบบผง น�ำ

มาสกัดด้วย ethanol 95% พบว่าสามารถต้านอนุมูล

อิสระที่ปริมาณ 0.8859 mg/ml สามารถยับยั้ง nitric 

oxide ทีป่ริมาณ 1.59 mg/ml ท�ำให้ทราบว่าคณุสมบัติ

ทางเคมเีบือ้งต้น และยนืยนัได้ว่า ต�ำรับยาทพัยาธิคณุ

มฤีทธ์ิต้านอนมุลูอสิระ และต้านการอกัเสบได้ในระดบั

การทดลองห้องปฏิบัติการ (in vitro) สามารถน�ำไป

ต่อยอด และพฒันาต�ำรับยา เพือ่การใช้ต่อมนษุย์และ

ประโยชน์ต่อวงการแพทย์แผนไทยต่อไป ซ่ึงมีความ

สอดคล้องกับงานวิจัยของคุณสุวด ีโพธ์ิวิจิตร, 2563 

ที่ศึกษาเร่ืองฤทธ์ิต้านอนุมูลอิสระของพืชสมุนไพร 

และงานวิจัยของคุณกมลลักษณ์ ลือเร่ือง, 2565 ท่ี

ศึกษาเร่ืองฤทธ์ิต้านการอักเสบของพิกัดยาตรีกฏุก 

พบว่า สมุนไพรในต�ำรับยาทัพยาธิคุณ มีฤทธ์ิใกล้

เคยีงในด้านต้านการอกัเสบ และต้านอนมุลูอสิระ และ

ผลจากการทดสอบความคงตัวของต�ำรับยา พบว่า 

ต�ำรับยาทพัยาธิคณุเหมาะสมทีจ่ะเกบ็ไว้ในทีอ่ณุหภมูิ

ต�่ำ มากกว่าในท่ีท่ีมีอุณหภูมิสูง เนื่องจากอุณหภูมิสูง 

หรือต�ำ่เกนิมผีลต่อคณุภาพของยาได้ โดยท่ัวไปมกัให้

เกบ็ยาท่ีอุณหภมูห้ิอง คอื อณุหภมูปิระมาณ 18-25˚ซ.  
ซ่ึงมีความสอดคล้องกับงานวิจัยของคุณศศิประภา 

ชติรัตถา, 2564 ทีศ่กึษาเร่ืองความคงสภาพของยา แต่

อย่างไรก็ตาม ผลการทดลองในคร้ังนี้ เป็นเพียงผล

การศึกษาในหลอดทดลองเท่านั้น จึงควรที่จะท�ำการ

ทดลองในระยะต่อไป คือ การทดลองในสัตว์ทดลอง

และการวิจัยทางคลินิก เพื่อทดสอบความปลอดภัย

ของยาก่อนที่จะน�ำมาใช้กับมนุษย์ต่อไป

Table 1	 The expiration date (T90). From the relationship of the reaction ranks, we can calculate the amount of 

piperine that remains 90% at various temperatures from the equation T90 = 0.105/K.

	 50˚C	 60˚C	 70˚C	 80˚C	 25˚C	 30˚C
K	 0.0136	 0.0155	 0.0237	 0.0319	 0.00453	 0.0064

LNK	 -4.2977	 -4.1669	 -3.7423	 -3.4451	 -5.397240	 -5.05853

T (K)	 323.0000	 333.0000	 343.0000	 353.0000	 298.0000	 303.0000

1/T	 0.0031	 0.0030	 0.0029	 0.0028	 0.0034	 0.0033

T90	 7.72	 6.77	 4.43	 3.29	 23.18	 16.54
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ข้อสรุป

	 จากการศกึษาฤทธ์ิการต้านอนมุลูอิสระ ฤทธ์ิการ

ยบัยัง้การอกัเสบ ทีส่กดัด้วย ethanol 95% พบว่า สาร

สกดัต�ำรบัยาทพัยาธคิณุ ต้องใช้ปริมาณ 0.8859 mg/

ml สามารถท�ำให้ความเข้มข้นของสารต้านอนมุลูอสิระ

ท่ีสามารถต้านอนมุลูอสิระได้ 50% (IC50) เมือ่เทยีบกบั

สารมาตรฐาน ascorbic acid และใช้ปริมาณ 1.59 

mg/ml สามารถต้านการอักเสบ ด้วยวิธีการยับยั้ง 

nitric oxide ได้ ในด้านความคงตัวต�ำรับยาทัพยาธิ

คุณในรูปแบบผงสามารถเก็บที่อุณหภูมิห้อง 25˚ซ. 
ได้นานถึง 23 วัน อย่างไรก็ตาม การศึกษาคร้ังนี้ใช้

กระบวนการสกัดด้วย ethanol เพียงอย่างเดียว ใน

การศึกษาคร้ังต่อไปควรเพิ่มตัวแปรและวิธีการสกัด

ทีห่ลากหลายเพือ่ให้ได้ผลการศกึษาทีค่รอบคลมุและ

แม่นย�ำยิ่งขึ้น
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