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บทคัดย่อ

	 บทน�ำและวตัถปุระสงค์:  โรคข้อเข่าเส่ือมเป็นโรคข้ออกัเสบท่ีท�ำให้พกิารได้ ไนตรกิออกไซด์ (NO) ถกูก�ำหนด

ให้เป็นหน่ึงในสาเหตุทีส่�ำคัญของการเกดิการอกัเสบในโรคข้อเข่าเสือ่ม ซ่ึงจากงานวจิยัหลายงานก่อนหน้านีแ้สดงให้

เหน็ว่า สารออกฤทธ์ิทางชวีภาพและสารสกดัจากพชืมีฤทธ์ิในการป้องกนัโรคข้อเข่าเส่ือมโดยการยบัยัง้การแสดงออก

ของ NO และการสังเคราะห์ inducible nitric oxide synthase (iNOS).การศึกษาครั้งนี้มีวัตถุประสงค์เพื่อหาปริมาณ

สารฟีนอลิกและสารฟลาโวนอยด์ แล้วท�ำการทดสอบฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระและฤทธิ์ยับยั้งการสร้างไนตริกออกไซด์

ในเซลล์ ATDC-5 mouse chondrogenic รวมทัง้ศึกษาความเป็นพษิต่อเซลล์ของสารสกดัทีไ่ด้จากเอทานอลจากต�ำรบั

ยาแก้ลมอุทธังคมาวาตา

	 วิธีการศึกษา:  หาปริมาณสารฟีนอลิกโดยวิธี Folin-ciocalteu และสารฟลาโวนอยด์ ท่ีได้จากต�ำรับยาแก้ลม 

อุทธังคมาวาตา โดยวิธี Aluminum chloride colorimetric assay แล้วท�ำการทดสอบฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระโดย DPPH 

และ ABTS Assay ฤทธิ์ต้านการอักเสบด้วยวิธี NO assay ที่ถูกกระตุ้นด้วย lipopolysaccharide (LPS) ใน ATDC-5 

mouse chondrogenic cell และศึกษาความเป็นพิษต่อเซลล์โดยวิธี MTT assay ของต�ำรับยาแก้ลมอุทธังคมาวาตาที่

สกัด 95% เอทานอล

	 ผลการศกึษา:  พบว่าสารสกัดต�ำรบัยาแก้ลมอทุธังคมาวาตามีปรมิาณฟีนอลกิ เท่ากบั 479.33 ± 2.08 mg GAE/g 

extract. และ มีปริมาณฟลาโวนอยด์รวม เท่ากับ 177.89 ± 3.02 mg QE/g ext จากการทดสอบฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ

พบว่ายาแก้ลมอทุธงัคมาวาตามค่ีา IC50 เท่ากบั 137.72 µg/ml เมือ่ทดสอบด้วยวธิ ีDPPH และม ีIC50 เท่ากบั 27.28 µg/

ml เมื่อทดสอบด้วยวิธี ABTS การศึกษาความเป็นพิษต่อเซลล์ ATDC-5 ของสารสกัดต�ำรับยาแก้ลมอุทธังคมาวาตา 

ที่ความเข้มข้น 3.125, 6.25, 25, 50 และ 100 µg/ml ซึ่งพิจารณาจากอัตราการรอดชีวิตของเซลล์ต้องไม่ต�่ำกว่า 80% 

พบว่าที่ความเข้มข้นสูงสุดคือ 100 µg/ml ไม่ก่อให้เกิดความเป็นพิษต่อเซลล์แต่หากปรับเพิ่มเป็น 200 µg/ml พบว่า

สารสกัดต�ำรับยาแก้ลมอุทธังคมาวาตาท�ำให้อัตราการรอดชีวิตของเซลล์ลดลง ผู้วิจัยจึงเลือกใช้ความเข้มข้นท่ี 100 

µg/ml เป็นความเข้มข้นสูงสุดในศึกษาฤทธ์ิต้านการอักเสบผ่านยับย้ังการสร้างไนตริกออกไซด์ โดยใช้ L-NA เป็น

สารมาตรฐาน จากผลการทดสอบพบว่าสารสกัดต�ำรับยาแก้ลมอุทธังคมาวาตามีค่า IC50 เท่ากับ 41.88 µg/ml

	 อภปิรายผล:  การศึกษานีใ้ห้ข้อมูลว่ายาแก้ลมอทุธังคมาวาตาแสดงให้เหน็ถงึฤทธ์ิในการต้านอนุมลูอสิระและ

ต้านการอกัเสบผ่านการยบัยัง้ไนตรกิออกไซด์ซ่ึงเกีย่วข้องกบัโรคข้อเข่าเส่ือม โดยน่าจะมาจากสารประกอบฟีนอลและ
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	 ฟลาโวนอยด์ ซึ่งมีความส�ำคัญต่อความสามารถในการต้านอนุมูลอิสระและต้านการอักเสบ

	 ข้อสรุปและข้อเสนอแนะ:  จากการศึกษาครั้งน้ีท�ำให้สรุปได้ว่าต�ำรับยาแก้ลมอุทธังคมาวาตาเป็นต�ำรับยาท่ีมี

ฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระและต้านการอักเสบ จึงควรมีการศึกษาอื่น ๆ เพิ่มเติม เพื่อศึกษาความเป็นไปได้ในการน�ำไปใช้

รักษาข้อเข่าเสื่่อมต่อไป

	 ค�ำส�ำคัญ:  ต�ำรับยาแก้ลมอุทธังคมาวาตา, ฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ, ฤทธ์ิต้านการอักเสบ
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Abstract

	 Introduction and Objectives:  Knee osteoarthritis (KOA), a disabling joint inflammatory disease, is 
caused by nitric oxide (NO) established as one of its major causes. Many previous studies have shown that bioac-
tive compounds and plant extracts can exhibit chondroprotective effects by suppressing the expression of NO and 
inducible nitric oxide synthase (iNOS). The objectives of this research were to determine total phenolic content and 
total flavonoid content, and investigate antioxidant and inhibitory effects of nitric oxide by 95% ethanolic extract 
of Ya-Kae-Lom-Utthang-Ka-Ma-Va-Ta (UKLU) formula in ADTC-5 mouse chondrogenic cells. 
	 Methods:  The total phenolic and total flavonoid contents were determined by folin ciocalteu and aluminium 
chloride methods, respectively. Antioxidant activity was also determined using DPPH and ABTS radical scaveng-
ing assays. Inhibitory activity against nitric oxide production was induced by lipopolysaccharide (LPS) used as the 
assay for anti-inflammation in ATDC-5 cells. In finally, the MTT assay was used to measure cytotoxicity. 
	 Results:  In the UKLU formula extract, 479.33 ± 2.08 mg GAE/g and 177.89 ± 3.02 mg GAE/g of total 
phenolics and total flavonoids, respectively, were found. In the formula extract’s antioxidant activity testing, the 
IC50 values were 137.72 µg/mL for DPPH method and 27.28 µg/mL in ABTS method. And finally, the formula 
extract was further tested for anti-inflammatory via inhibition of nitric oxide production and cytotoxicity in ATDC-5 
cells. The ethanolic extract of the formula showed the nitric oxide inhibitory activities with the IC50 value at 41.88 
µg/mL. 
	 Discussion: This study provides scientific information on YKLU formula’s antioxidant and anti-inflammatory 
activities via NO inhibition effects, which are associated with KOA. The effects might mainly result from phenolic 
compounds and flavonoids with such antioxidant and anti-inflammatory capacities.
	 Conclusion and Recommendation:  The present investigation indicates that the YKLU formula has 
antioxidant and anti-inflammatory activities. Further studies should be carried out on the feasibility of using the 
formula in treating KOA in the future.

	 Key words:  Ya-Kae-Lom-Utthang-Ka-Ma-Va-Ta, antioxidant activity, anti-inflammatory
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บทนำ�และวัตถุประสงค์

	 การศึกษาวิจัยต�ำรับยาสมุนไพรของไทยเป็น

ความจ�ำเป็นหนึ่งท่ีจะเพิ่มศักยภาพของประเทศและ

เป็นหนทางหนึ่งของการน�ำไปสู่การพึ่งตนเองด้านยา

ถือเป็นความมั่นคงด้านสุขภาพอย่างหนึ่งและน�ำไปสู่

ความยั่งยืนด้านเศรษฐกิจ โดยเฉพาะในเรื่องของโรค

ที่เกี่ยวข้องกับความเสื่อมและความชรา ซึ่งจากข้อมูล

ของ United Nations World Population Ageing 

ประเทศไทยก�ำลงัอยูใ่นช่วงการเปลีย่นผ่านเข้าสูส่งัคม

ผู้สูงอายุ โดยสมบูรณ์ (Complete-Aged Society)  

คือ มีสัดส่วนประชากรที่ มีอายุ 60 ปีขึ้นไปเกิน 

ร้อยละ 20 ของประชากรโดยตัวเลขของประเทศไทย 

แต่จากข้อมูลประชากรของประเทศไทยปี 2558 

จ�ำนวนประชากรในประเทศไทยอยู่ที่ 65,203,979 

คน เป็นผู้ที่มีอายุ 60 ปีขึ้นไป 10,569,021 คน หรือ 

คิดเป็นร้อยละ 16.2 ของประชากรทั้งหมด แปลว่า 

ประเทศไทยก้าวเข้าสู่สังคมผู้สูงอายุแล้ว และคาด

การณ์ว่าในปี 2564 ไทยจะเข้าสู่สังคมประชากรสูง

วัยแบบสมบูรณ์[1] หนึ่งในปัญหาด้านสาธารณสุข

ที่ส�ำคัญ โดยเฉพาะในผู้สูงอายุ คือ โรคข้อเสื่อม 

(osteoarthritis) ซ่ึงมแีนวโน้มเพิม่สงูข้ึนอย่างต่อเนือ่ง[2] 

ผู้ที่มีภาวะข้อเข่าเสื่อมมาก ถ้าไม่ได้รับการรักษา หรือ

ปฏบิตัตัิวอย่างเหมาะสม อาจท�ำให้มคีวามเจ็บปวด ข้อ

เข่าผดิรูป เดนิได้ไม่ปกต ิปฏบิตักิจิวัตรประจ�ำวันต่าง ๆ  

ไม่สะดวก มคีวามทกุข์ทรมาน ทัง้ทางด้านร่างกาย และ

จิตใจ โรคข้อเข่าเสือ่มเป็นการเสือ่มของข้อเข่า โดยพบ

ว่าต�ำแหน่งท่ีมีการเปลี่ยนแปลงอย่างชัดเจนในโรคนี ้

ได้แก่ กระดูกอ่อนผิวข้อ (articular cartilage) ใน

ข้อชนิดมีเยื่อบุข้อ (synovial joint) จะมีการท�ำลาย

กระดูกอ่อนผิวข้อ ซ่ึงเกิดขึ้นช้า ๆ อย่างต่อเนื่องตาม

เวลาที่ผ่านไป มีการเปลี่ยนแปลงทางโครงสร้างของ

กระดกูอ่อนผวิข้อ รวมถงึผวิกระดกูต้นขา และกระดกู

หน้าแข้ง เช่น กระดูกใต้กระดูกอ่อน (sub-chondral 

bone) หนาตัวขึ้น มีการลดลงของน�้ำไขข้อ ท�ำให้

คุณสมบัติการหล่อลื่นลดลง[3-4] สาเหตุของ osteoar-

thritis มาจากหลายปัจจัย ถึงแม้ว่าจะไม่ได้จัดอยู่ใน 

inflammatory arthropathy แต่การด�ำเนินไปของ

โรคมีความสัมพันธ์กับการท่ี chondrocyte cells ท่ี 

เป็น unique cell ที่เป็นส่วนประกอบของ articular 

cartilage ท่ีฝังตัวใน extracellular matrix[5] เกดิการ 

overexpression ของ pro-inflammatory media-

tors ต่าง ๆ  เช่น IL-1, TNF-α และ nitric oxide เป็น

สาเหตุให้เกิด cartilage degeneration ซึ่งมีรายงาน

พบว่ามีปริมาณของ nitric oxide ใน chondrocyte 

cells ของผู้ป่วย osteoarthritis มากขึ้นกว่าปกติ[6] 

ในการศึกษาคร้ังนี้ผู ้วิจัยเลือกใช้เซลล์ ATDC-5 

mouse chondrogenic cell line ทีเ่ป็น in vitro mod-

el ท่ีดีในการศึกษาฤทธ์ิยับยั้งการอักเสบแบบเหนี่ยว

น�ำให้เกิด nitric oxide[7] ส�ำหรับยาท่ีใช้ในการรักษา 

osteoarthritis ปัจจุบันจะเป็นยาในกลุ่มของ non-

steroidal anti-inflammatory drugs (NSAIDs) 

ซ่ึงพบท้ังผลข ้างเคียงและผลไม ่พึงประสงค ์ [8] 

จึงท�ำให้ปัจจุบันมีการหาทางเลือกใหม่ของยาท่ีมี

ประสทิธิผลและความปลอดภยัเพือ่เป็นทางเลอืกของ

การบ�ำบดัรักษา โดยสมนุไพรและสารจากสมนุไพรได้

ถูกน�ำมาใช้ ข้อมูลจากรายงานต�ำรับยาแผนไทยแห่ง

ชาติฉบับ 2561 ที่จัดท�ำโดยกองคุ้มครองและส่งเสริม

ภมูปัิญญาการแพทย์แผนไทยและแพทย์พืน้บ้านไทย, 

กองวิชาการและแผนงาน, สถาบันการแพทย์แผน

ไทย กรมการแพทย์แผนไทยและการแพทย์ทางเลอืก 

กระทรวงสาธารณสขุ มตี�ำรับยาท่ีน่าสนใจและน่าจะมี

ประสิทธิผลในการใช้บ�ำบัด รักษาโรคข้อเสื่อมได้ คือ 

ต�ำรับยาแก้ลมอุทธังคมาวาตา ที่มาของต�ำรับยามา

จากต�ำราพระโอสถครั้งรัชกาลที่ 2 (กองคุ้มครองและ
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ส่งเสริมภูมิปัญญาการแพทย์แผนไทยและแพทย์พื้น

บ้านไทย, กองวชิาการและแผนงาน, สถาบนัการแพทย์

แผนไทย กรมการแพทย์แผนไทยและการแพทย์

ทางเลือก, 2561) ประกอบด้วย โกฐเขมา มหาหิงคุ ์

สิ่งละ 4 ส่วน การบูร กานพลู ดอกจันทน์ ผลพิลัง 

กาสา กัญชา สิ่งละ 6 ส่วน โกฐบัว สมอเทศ กะล�ำพัก 

จันทน์ชะมด พริกหอม ดีปลี สิ่งละ 8 ส่วน พริกไทย 

40 สว่น ท�ำเป็นจณุบดละลายน�้ำผึง้ให้กนิหนกัสลงึ ใช้

แก้ลมอุทธังคมาวาตา แก้ลมอัมพฤกษ์ อัมพาต เป็น

เหน็บชา แก้ลมใหญ่ทั้งหลายท่ีเกิดในกองธาตุ จาก

การสืบค้นพบว่าข้อมูลงานวิจัยของยาต�ำรับนี้ยังน้อย

อยู่มาก ทางผู้วิจัยจึงเกิดแนวคิดที่จะศึกษาฤทธ์ิของ

ต�ำรับยานี้ โดยทดสอบฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระและต้าน

การอักเสบ รวมทั้งทดสอบความเป็นพิษต่อเซลล์ของ

ต�ำรับยาสมุนไพรดังกล่าว

	 วตัถปุระสงค์ของการศกึษาเพือ่วิเคราะห์ปริมาณ

สารฟีนอลกิและสารฟลาโวนอยด์รวมถงึทดสอบฤทธ์ิ

ต้านอนุมูลอิสระและต้านการอักเสบผ่านกลไกยับยั้ง

การสร้างไนตริกออกไซด์และความเป็นพิษต่อเซลล์ 

ATDC-5

ระเบียบวิธีศึกษา

1. อุปกรณ์และสารเคมี

	 เครื่องมือและวัสดุ ประกอบด้วย Analytical Bal-

ance (4 ต�ำแหน่ง Sartorius, Germany), Micro pipette 

(Gilson, France), microplate reader (Bio-TEK, 

USA), 96 well plate (Nunc, Denmark), Laminar 

air flow (Faster, Italy), Centrifuge (Labortechnik, 

Germany), Rotary evaporator (Buchi, Switzerland), 

CO2 incubator (Gibthai, Thai) 

	 สารเคม ีประกอบด้วย 2,2′-Azino-bis (3-ethyl 

benzothiazoline-6-sulfonic Acid), 2,2-Diphenyl-

picrylhydrazyl (DPPH), 3(4,5-dimethyl-thia-

zole-2-yl) 2,5, Diphenyl tetrazolium bromide 

(Sigma, USA) Absolute ethanol, Ethyl Acetate, 

Folin-Ciocalteu, Alpha-tocopherol, Butylated 

hydroxytoluene (BHT), Fetal bovine serum, 

gallic Acid, L-nitroarginine (L-NA), Quercetin 

(Sigma, USA), Ascorbic acid (RCl-Labscan, 

Thai), Autoclave (Tomy SX-700, Japan), 

Aluminum chloride (Ajax Finechem, Thai), 

Dulbecco’s modified eagle medium/Nutrient 

Mixture F-12 (DMEM/F-12) (Sigma-aldrich, 

Germany), Penicillin-streptomycin (Invitrogen, 

USA)

	 ADTC-5 mouse chondrogenic cells จาก 

RIKEN BRC ประเทศญี่ปุ่น

2.	วิธีการศึกษา

	 2.1		การเตรียมต�ำรับยาและสารสกัด

	 	 	 น�ำสมุนไพร ประกอบด้วย พริกไทย 400 

กรัม โกฐเขมา มหาหิงคุ์ อย่างละ 40 กรัม การบูร 

กานพลู ดอกจันทน์ ผลพิลังกาสา ใบกัญชา อย่าง

ละ 60 กรัม โกฐหัวบัว สมอเทศ กระล�ำพัก จันทน์

ชะมด ดปีล ีพริกหอม อย่างละ 80 กรัม (ซ้ือจากบริษัท

เจริญสุขโอสถและเวชพงศโอสถ) มาล้างให้สะอาด

ท�ำการอบที่ 60˚ซ จนกว่าจะแห้ง ยกเว้น มหาหิงคุ์
และการบูร จากนั้นน�ำมาบดให้ละเอียดแล้วผ่าน 

แร่ง น�ำมาประกอบเป็นต�ำรับ แล้วน�ำไปสกัดด้วย 

95% เอทานอล โดยใช้ต�ำรับยา 500 กโิลกรัม ต่อ 95%  

เอทานอล 2 ลิตร น�ำไปตั้งเขย่าไว้ 24 ชั่วโมง น�ำมา 

กรองเอาส่วนใสและน�ำกากมาสกัดต่ออีก 2 คร้ัง น�ำ

สารสกัดที่ได้ไประเหยเอาเอทานอลออกให้หมด
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	 2.2 	การวเิคราะห์ปริมาณสารฟลาโวนอยด์ด้วย

วิธี Aluminum Chloride Colorimetric Assay

	 	 	 การหาปริมาณฟลาโวนอยด์รวมของสาร

สกดั โดยใช้วธีิ Aluminum Chloride Colorimetric 

Method อาศยัการเกดิปฏกิริิยาระหว่าง Aluminum 

Chloride (AlCl3) จับกับหมู่ Ketone และ Hydroxyl 

ของสารฟลาโวนอยด์ เกิดเป็นสารประกอบเชิงซ้อน

ท่ีมีสีเหลืองในสภาวะที่เป็นกรด การศึกษาคร้ังนี้ใช ้

Quercetin เตรียมเป็นสารละลายมาตรฐานท่ีความ

เข้มข้นตั้งแต่ 50-120 µg/ml และเตรียมสารตัวอย่าง

ที่ความเข้มข้น 2 mg/ml ดูดสารตัวอย่างจ�ำนวน 100 

ไมโครลิตร เติมสารละลาย 10% AlCl3 จ�ำนวน 40 

ไมโครลิตร ตามด้วย 95% Ethanol จ�ำนวน 600 

ไมโครลิตร และสารละลาย 1M Sodium Acetate 

จ�ำนวน 40 ไมโครลิตร ผสมให้เข้ากัน ตั้งท้ิงไว้ในที่

มืดที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 40 นาที น�ำค่าไปวัดค่า

การดูดกลืนแสงท่ี 415 nm ด้วยเคร่ือง microplate 

reader ค�ำนวณหาปรมิาณสารฟลาโวนอยด์รวม เทยีบ

กับกราฟมาตรฐาน Quercetin รายงานผลในหน่วย 

mgE ของ Quercetin ต่อกรัม ของสารสกัดหยาบ 

[mg Quercetin Equivalent (QE)/g of Crude 

Extract] ซึ่งปริมาตรที่ใช้ในแต่ละกลุ่มทดสอบ 

	 2.3		การวิเคราะห์ปริมาณสารฟีนอลิกด้วยวิธี 

Folin-Ciocateu Assay

	 	 	 การหาปริมาณฟีนอลิกรวม (PTC) ด้วยวิธี 

Folin Ciocalteu อาศัยการเกิดปฏิกิริยารีดักชั่นของ

สารประกอบฟีนอลิกในการเปลี่ยนแปลงสารละลาย 

Folin-Ciocateu ที่มีสีเหลืองในสถานะที่เป็นด่าง

ให้เป็นสารประกอบเชิงซ้อนสีน�้ำเงิน ซ่ึงจะสามารถ

วิเคราะห์ปริมาณได้โดยการวัดค่าการดูดกลืนแสงท่ี 

765 nm ซ่ึงการเปลี่ยนแปลงของสีเกิดจากปฏิกิริยา

ของไอออน Mo (VI) สเีหลอืงเมือ่มกีารรับอเิลก็ตรอน

จากสารท่ีมีคุณสมบัติเป็นสารต้านอนุมูลอิสระท�ำให้

เกดิการเปลีย่นแปลงเป็น Mo (VI) จากสเีหลอืง กลาย

เป็นสีน�้ำเงินดังสมการปฏิกิริยาต่อไปนี้ การวิเคราะห์

หาปริมาณสารประกอบฟีนอลิกสามารถท�ำได้โดยใช้

กรดแกลลิก (Gallic Acid) เป็นสารมาตรฐานที่ช่วง

ความเข้มข้น 60-200 µg/ml เตรียมสารตัวอย่างท่ี

ความเข้มข้น 2 mg/ml ดูดสารตัวอย่างจ�ำนวน 100 

ไมโครลติร เตมิสารละลาย 10% v/v Folin-Ciocalteu 

จ�ำนวน 200 ไมโครลิตร ผสมให้เข้ากัน บ่มที่อุณหภูมิ

ห้องเป็นเวลา 5 นาที เติมสารละลาย 0.7 M Sodium 

Carbonate (Na2Co3) จ�ำนวน 800 ไมโครลิตร ตั้งทิ้ง

ไว้ในท่ีมดื อณุหภมูห้ิองเป็นเวลา 2 ช่ัวโมง น�ำไปวดัค่า

การดดูกลืน่แสงทีค่วามยาวคลืน่ 765 nm ด้วยเคร่ือง 

microplate reader ค�ำนวณหาปริมาณสารฟีนอลิก 

รวม (TPC) เทียบกับกราฟมาตรฐาน Gallic Acid 

รายงานผลในหน่วย mgE ของ Gallic Acid ต่อกรัม 

ของสารสกัดหยาบ [mg Gallic Acid Equivalent 

(GAE)/g of Crude Extract] ซ่ึงปริมาตรท่ีใช้ใน

แต่ละกลุ่มทดสอบ 

	 2.4 	การทดสอบสมบัตกิารต้านอนมูุลอสิระด้วย

วิธี 2,2-Diphenyl-Picrylhydrazyl หรือ DPPH 

Assay 

	 	 เป็นหนึ่งในวิธีการที่ใช้กันอย่างกว้างขวาง

ส�ำหรับการศึกษาฤทธ์ิต้านอนุมูลอิสระของสารสกัด

จากพชืเนือ่งจากเป็นวธีิท่ีท�ำได้ง่าย สะดวกและรวดเร็ว 

(Figure 1)  สามารถวัดค่าการดูดกลืนแสงได้ที่

ความยาวคลื่น 517 nm ซ่ึงจะแปรผันกับความเข้ม

ข้นของ DPPH ดังนั้นการลดลงของความเข้มข้นของ 

DPPH บ่งบอกถึงความสามารถในการก�ำจัดอนุมูล

อสิระของสารต้านอนมุลูอสิระ การแสดงผลการศกึษา

ความสามารถในการต้านอนมุลูอสิระของสารทดสอบ

นิยมรายงานเป็นค่า IC50 ซ่ึงหมายถึง ปริมาณสาร
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ต้านอนุมูลอิสระที่ท�ำให้ความเข้มข้นของ DPPH ลด

ลง 50% โดยสร้างกราฟระหว่างความเข้มข้นของสาร

ทดสอบกบัค่าการยบัยัง้อนมุลูอสิระแล้วหาค่า IC50 ใน

การค�ำนวณความสามารถของสารต้านอนมุลูอิสระจะ

เปรียบเทียบค่าของสารทดสอบกับสารมาตรฐาน การ

ทดสอบสมบัติการต้านอนุมูลอิสระของสารสกัดด้วย 

DPPH โดยเตรียมอนุมูลอิสระ DPPH ความเข้มข้น 

2 mM ด้วยตัวท�ำละลายเอทานอล ท�ำการเจือจาง

อนุมูลอิสระ DPPH ให้ได้ค่าการดูดกลืนแสงเท่ากับ 

0.7 ± 0.03 nm จากนั้นจึงเตรียมสารต้านอนุมูล

อิสระมาตรฐาน ซ่ึงในการศึกษาคร้ังน้ีใช้ Butylated 

Hydroxytoluene (BHT) วิตามินซี และวิตามินอ ีที่

ความเข้มข้น 0.7810, 1.5625, 3.125, 6.25, 12.5, 25, 

50, 100 µg/ml ซ่ึงละลายอยูใ่นเอทานอล บ่มในท่ีมดื 

ท่ีอุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 30 นาที น�ำไปวัดค่าการดูด 

กลืนแสงที่ความยาวคลื่น 517 nm ด้วย microplate 

reader จากนั้นน�ำค่าดูดกลืนแสงท่ีได้ไปค�ำนวณ

หาค่าการยับยั้งการต้านอนุมูลอิสระและสร้างกราฟ

ระหว่างค่าการยับยั้งอนุมูลอิสระกับความเข้มข้น

ของตัวอย่าง เพื่อหาค่าความเข้มข้นของตัวอย่างที่

สามารถต้านอนุมูลอิสระ DPPH ที่ 50% (IC50) โดย

การทดลองคร้ังนี้จะท�ำการทดลองซ�้ำจ�ำนวน 3 คร้ัง

ต่อ 1 ตัวอย่าง การค�ำนวณ % การยับยั้งอนุมูลอิสระ 

DPPH Radical มีดังนี้ 

	 2.5		การทดสอบสมบติัการต้านอนมุลูอสิระด้วย

วิธี 2,2-Azino-Bis (3-Ethylbenzothiazoline-6-

Sulfonic Acid) หรือ ABTS Assay 

	 	 	 เป็นวิธีการวัดความสามารถในการฟอก

สีอนุมูลอิสระเอบีทีเอส (ABTS•+,2,2-Azino-bis 

(3-Ethylbenzothiazoline-6-Sulfonic Acid) 

Radical) (Figure 2) เป็นสารสงัเคราะห์ทีม่สีเีขยีวปน

น�้ำเงินสามารถดูดกลืนแสงได้สูงสุดที่ความยาวคลื่น 

734 nm เริ่มจากท�ำการเตรียมอนุมูล ABTS ที่ความ

เข้มข้น 7 mM ในน�้ำ 10 มิลลิลิตร น�ำมาท�ำปฏิกิริยา

กับโพแทสเซียมเปอร์ซัลเฟต 2.45 mM ในน�้ำ 12.5 

ml ที่อุณหภูมิ 4˚ซ ในที่มืดเป็นเวลา 18 ชั่วโมง เพื่อ
ให้เกิดอนุมูลอิสระ ABTS จากนั้นน�ำไปเจือจางด้วย 

	 % Inhibition 	 =	 [(Acontrol - A Sample) / A Control] ´ 100       

	 โดยที่ Acontrol	 =	 Absorbance of Control - Absorbance of Control Blank

	 A sample	 =	 Absorbance of Sample - Absorbance of Sample Blank

เอทานอล เพื่อให้ได้ค่าการดูดกลืนแสงที่ 0.7 ± 0.03 

nm เตรียมสารมาตรฐาน Ascorbic Acid, BHT 

และ α-Tocopherol ท่ีความเข้มข้น 0.625, 1.25, 

2.5, 5, 10, 20 และ 40 µg/ml ซึ่งละลายอยู่ในเอทา

นอล บ่มไว้ท่ีอุณหภูมิห้องเป็นเวลา 45 นาที จากนั้น

จึงน�ำไปวัดค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคลื่น 734 

nm น�ำค่าที่ได้ไปค�ำนวณหาเปอร์เซ็นต์ Scavenging 

Activity และปริมาณสารต้านอนุมูลอิสระของสาร

สกัดสมุนไพร เพื่อหาค่าความเข้มข้นของตัวอย่างท่ี

สามารถต้านอนุมูลอิสระ ABTS ที่ 50% (IC50) โดย

การทดลองคร้ังนี้จะท�ำการทดลองซ�้ำจ�ำนวน 3 คร้ัง

ต่อ 1 ตัวอย่าง การค�ำนวณ % การยับยั้งอนุมูลอิสระ 

ABTS Radical ดังนี้ 

	 % Inhibition	 =	 [(A control - A sample) / A control] ´ 100       

	 โดยที่ A control	 =	 Absorbance of control - Absorbance of control blank

	 A sample	 =	 Absorbance of sample - Absorbance of sample blank
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	 2.6		การทดสอบฤทธ์ิยับยั้งการสร้างไนตริก-

ออกไซด์

	 	 	 2.6.1 การเลี้ยงเซลล์ ATDC-5 

	 	 	 	 เซลล์ ATDC-5 ถูกน�ำมาเพาะเลี้ยง

เซลล์ใน culture flask ที่มีอาหารเลี้ยงชนิด DMEM/

Ham’s F-12 ทีม่กีารเตมิ 5% Fetal Bovine Serum, 

Human Transferrin 3 × 10-8 M, Penicillin 50 

unit/ml และ Streptomycin 50 µg/ml, 10 µg/ml 

Human Transferrin, 3 × 10-8  Sodium Selenite 

น�ำไปบ่มใน CO2 Incubator ที่มี 5% CO2 โดยบ่มที่ 

อุณหภูมิ 37˚ซ และ Sub-culture ทุก 2 วัน รอจนได้
ปริมาณเซลล์หนาแน่นเต็มที่จึงน�ำมาท�ำการทดสอบ

	 	 	 2.6.2	 การทดสอบฤทธิ์ยับยั้งการสร้าง 

ไนตริกออกไซด์

	 	 	 น�ำเซลล์ ATDC-5 ไปเลี้ยงในใน 24 well 

plate โดยให้มีจ�ำนวนเซลล์ 80,000 cells/well ใน

อาหาร DMEM/Ham’s F-12 แล้วบ่มเซลล์ในตู้ CO2 

Incubator ที่มีปริมาณ CO2 อยู่ 5% อุณหภูมิ 37˚ซ 
เป็นเวลา 6 ชัว่โมง ดดูอาหารเก่าออกเปลีย่นเป็นอาหาร

ที่ไม่มี FBS จ�ำนวน 500 ไมโครลิตร ยกเว้นกลุ่ม FBS 

control บ่มต่อเป็นเวลา 24 ชัว่โมง หลงัจากนัน้ท�ำการ

เติมสารสกัดท่ีความเข้มข้น 3.125, 6.25, 12.5, 25, 

50 และ 100 µg/ml ที่ท�ำการเจือจางด้วยอาหารเลี้ยง

ที่ไม่มี FBS ลงไป 500 ไมโครลิตร น�ำไปบ่มในตู้บ่ม 

4 ชั่วโมง แล้วเติม LPS ที่ความเข้มข้น 250 ng/ml  

บ่มต่อเป็นเวลา 24 ชั่วโมง จากนั้นดูดสารละลาย

แต่ละหลุมมา 100 ไมโครลิตร ใส่ใน 96 well plate 

แล้วเติม Griess Reagent ลงในแต่ละหลุมอีก 100 

ไมโครลิตร จากนั้นจะเกิดปฏิกิริยา Griess Reac-

tion ตรวจวัดปริมาณไนตริกออกไซด์ท่ีเซลล์สร้าง

ขึ้นที่ความยาวคลื่น 550 nm น�ำค่าที่ได้ไปค�ำนวณหา

ค่ายบัยัง้การสร้างไนตริกออกไซด์และค่าความเข้มข้น

ของตัวอย่างทีส่ามารถยบัยัง้ NO ที ่50% (IC50) โดยใช้ 

L-Nitroarginine (L-NA) เป็นสารมาตรฐาน 

	 2.7		การทดสอบความเป็นพิษ  

	 	 	 การทดสอบความเป็นพษิต่อเซลล์ ATDC-

5 Mouse Chondrogenic Cell โดยใช้วธีิ 3-(4,5-Di-

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

Bromide (MTT) Assay ซึ่งหลักการศึกษาจะอาศัย

เอนไซม์ภายในไมโทคอนเดรีย (mitochondria) 

ของเซลล์ท่ีมีชีวิตรีดิวส์ MTT ท่ีเป็นสารสีเหลืองให้

เป็นผลึก formazan สีม่วง ท�ำการทดสอบโดยเลี้ยง

เซลล์ใน 96 well plate โดยแต่ละหลุมให้มีปริมาณ

เซลล์อยู่ที่ 8,000 เซลล์ บ่มในตู้บ่มเป็นเวลา 6 ชั่วโมง 

เพื่อให้เซลล์เกาะ หลังจากนั้นเปลี่ยนอาหารเลี้ยงเป็น

ชนิดท่ีไม่มี FBS ยกเว้นในกลุ่มที่เป็นกลุ่มควบคุม 

น�ำไปบ่มต่อ 24 ช่ัวโมง แล้วดูดอาหารเลี้ยงเซลล์

เก่าออก เติมสารสกัดสมุนไพรท่ีความเข้มข้นต่าง ๆ 

จ�ำนวน 100 ไมโครลิตร หลังจากทดสอบสารตัวอย่าง

กับเซลล์ในตู้ CO2 incubator ที่มีปริมาณ CO2 อยู่ 

5% อุณหภูมิ 37˚ซ เป็นเวลา 24 ช่ัวโมง จากนั้นเติม
สารละลาย MTT (10 ไมโครลิตร, 5 mg/ml) ลงไปใน

แต่ละหลมุแล้วบ่มต่อใน CO2 incubator ท่ีมปีริมาณ 

CO2 อยู่ 5% ที่อุณหภูมิ 37˚ซ เป็นเวลา 4 ชั่วโมง จาก
นัน้ดดูสารละลายทิง้ไปแล้วเตมิตวัท�ำละลายผลกึ 100 

ไมโครลิตร (เตรียมจาก 10 g SDS+83.7 ไมโครลิตร 

ของ HCl ปรับปริมาตรเป็น 100 ไมโครลิตร ด้วยน�้ำ

กลัน่) เพือ่ละลายผลกึ formazan แล้วน�ำไปวดัการดดู

กลืนแสงที่ความยาวคลื่น 550 nm ด้วย microplate 

reader โดยสารที่ทดสอบจะถือว่ามีความเป็นพิษต่อ

เซลล์เมื่อค่าร้อยละการรอดชีวิตน้อยกว่า 80% เมื่อ

เทียบกับกลุ่มควบคุม 
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พบว่าสารสกดัต�ำรบัยาแก้ลมอทุธังคมาวาตามปีริมาณ 

ฟลาโวนอยด์รวม เท่ากับ 177.89 ± 3.02 mg QE/g ext 

2.	ผลการทดสอบฤทธ์ิการต้านอนมูุลอสิระโดย

วิธี DPPH และ ABTS

	 พบว่าสารสกดัต�ำรับยาแก้ลมอทุธังคมาวาตา มค่ีา 

IC50 เท่ากบั 137.72 mg/ml เมือ่เทยีบกบัสารมาตรฐาน 

คือ ascorbic acid, BHT และ α-Tocopherol ซึ่งมี

ค่า IC50 เท่ากับ 4.01, 12.35 และ 7.75 mg/ml ตาม

ล�ำดับ เมื่อทดสอบด้วย DPPH และจากการทดสอบ

ความสามารถในการเป็นสารต้านปฏกิริิยาออกซิเดชนั

โดยใช้อนุมูลอิสระ ABTS ผลการทดสอบของสาร

สกัดต�ำรับยาแก้ลมอุทธังคมาวาตา พบว่ามีค่า IC50 

เท่ากับ 27.28 mg/ml เมื่อเทียบกับสารมาตรฐาน คือ 

ascorbic acid, BHT และ α-Tocopherol พบว่ามค่ีา 

IC50 เท่ากับ 2.41, 1.80 และ 6.26 mg/ml ตามล�ำดับ 

3.	ผลการทดสอบฤทธ์ิยับย้ังการสร้างไนตริก 

ออกไซดแ์ละความเปน็พิษตอ่เซลล ์ATDC-5 

	 จากการศึกษาความเป็นพิษต่อเซลล์ ATDC-5 

ของสารสกดัต�ำรับยาแก้ลมอทุธังคมาวาตา ด้วย 95% 

เอทานอล ที่ความเข้มข้น 3.125, 6.25, 12.5, 25, 50 

และ 100 mg/ml จากการทดสอบความเป็นพิษต่อ

เซลล์ ซ่ึงพิจารณาจากอัตราการรอดชีวิตของเซลล์

ต้องไม่ต�ำ่กว่า 80% พบว่าท่ีความเข้มข้นสงูสดุคอื 100 

mg/ml ไม่ก่อให้เกดิความเป็นพษิต่อเซลล์แต่หากปรับ 

เพิ่มเป็น 200 mg/ml พบว่าสารสกัดต�ำรับยาแก้ลม 

อุทธังคมาวาตาท�ำให้อัตราการรอดชีวิตของเซลล์ลด

ลง ผู้วิจัยถึงเลือกใช้ความเข้มข้นท่ี 100 mg/ml เป็น

ความเข้มข้นสูงสุด จากการศึกษาฤทธิ์ยับยั้งการสร้าง 

ไนตริกออกไซด์ ที่ถูกสร้างข้ึนโดยกระตุ้นด้วย LPS 

ผลการศึกษา

1.	ผลการวิเคราะห์หาปริมาณสารประกอบ 

ฟีนอลิกและฟลาโวนอยด์รวม 

	 ในการทดสอบฤทธ์ิของสารสกัดท่ีได้จากพืช

จ�ำเป็นต้องมีการตรวจสอบหาปริมาณสารประกอบ

ฟีนอลิกรวม เพื่อยืนยันว่าสารสกัดที่น�ำมาท�ำการ

ทดสอบฤทธ์ินัน้ มปีริมาณสารประกอบฟีนอลกิรวมสงู

ทีส่ดุ เนือ่งจากสารประกอบฟีนอลกิท่ีพบในธรรมชาติ

นั้นมีหลายชนิด และแต่ละชนิดมีสูตรโครงสร้างทาง

เคมีท่ีแตกต่างกัน ตั้งแต่กลุ่มท่ีมีโครงสร้างอย่างง่าย 

เช่น กรดฟีนอลิกรวม ไปจนถึงกลุ่มที่มีโครงสร้าง

เป็นพอลิเมอร์ เช่น ลิกนิน (lignin) และที่พบกลุ่ม

ใหญ่ท่ีสุดคือ สารประกอบฟลาโวนอยด์ ซ่ึงพืชชนิด

ใดก็ตามที่มีปริมาณสารประกอบฟีนอลิกรวมสูงก็จะ

แสดงความสามารถในการเป็นสารต้านอนุมูลอิสระ

ได้ด ีจากการวิเคราะห์หาปริมาณสารประกอบฟีนอลกิ 

รวม ในสารสกัดของต�ำรับยาอุทธังคมาวาตา โดย

วิธี Folin-Ciocalteu Reagent และเปรียบเทียบ

กับกราฟมาตรฐาน (standard curve) กรดแกลลิก 

(gallic acid, GAE) จากสมการถดถอยเชิงเส้น 

(linear regression) ของกราฟมาตรฐานกรดแกลลกิ 

สามารถค�ำนวณหาปริมาณฟีนอลิกรวมสมมูลกับ 

กรดแกลลิกได้จากกราฟสมการสมการความชันคือ 

y = 0.0051x-0.1744 มีค่า R
2
 = 0.9992 จากการ

วเิคราะห์พบว่าสารสกดัต�ำรับยาแก้ลมอทุธังคมาวาตา 

มปีริมาณฟีนอลกิ เท่ากบั 479.33 ± 2.08 mg GEA/g 

ext. จากการวเิคราะห์หาปริมาณฟลาโวนอยด์รวม ใน

สารสกดัต�ำรับ โดยค�ำนวณจากสมการถดถอยเชงิเส้น

ของกราฟมาตรฐาน Quercetin จะได้กราฟท่ีมสีมการ

ความชัน y = 0.0114x-0.0652 ที่มีค่า R² = 0.9909 



669J Thai Trad Alt Med	 Vol. 21  No. 3  Sep-Dec  2023

ของสารสกัดต�ำรับยาด้วย 95% เอทานอล โดยใช้ 

L-NA เป็นสารมาตรฐาน รายงานผลเป็นความเข้ม

ข้นของสารสกัด mg/ml ที่สามารถยับยั้งการสร้าง 

ไนตริกออกไซด์ได้ร้อยละ 50 (inhibition concen-

tration 50; IC50) ทั้งนี้ในการค�ำนวณค่า IC50 จากผล

การทดสอบพบว่าสารสกัดต�ำรับยาแก้ลมอุทธังคมา

วาตามค่ีา IC50 เท่ากบั 41.88 mg/ml และสารมาตรฐาน 

L-NA มีค่า IC50 เท่ากับ 21.75 mg/ml

อภิปรายผล

	 การศกึษาในคร้ังนีเ้ป็นการศกึษาแรกทีน่�ำต�ำรบั

ยาแก้ลมอทุธังคมาวาตามาท�ำการศกึษาหาปริมาณสาร

ประกอบฟีนอลกิและฟลาโวนอยด์รวม รวมทัง้ท�ำการ

ศึกษาฤทธ์ิการต้านอนุมูลอิสระ ต้านการอักเสบและ

ความเป็นพิษในเซลล์ ATDC-5 จากผลการศึกษา

พบว่าสารสกัดจากต�ำรับยามีฤทธ์ิท่ีดีในการต้าน

อนุมูลอิสระสอดคล้องกันท้ังวิธี DPPH (IC50 เท่ากับ 

137.72 mg/ml) และ ABTS (IC50 เท่ากับ 27.28 

mg/ml) สัมพันธ์กับการพบปริมาณ สารประกอบ 

ฟีนอลิก (479.33 ± 2.08 mg GAE/g ext.) และ 

ฟลาโวนอยด์รวม (177.89 ± 3.02 mg QE/g ext.) 

และจากการวิเคราะห์ต�ำรับพบว่าตัวยาหลักคือพริก

ไทยทีม่กีารใส่มากถงึ 40 ส่วน และมรีายงานการศกึษา

ก่อนหน้าเกี่ยวกับฤทธ์ิการต้านอนุมูลอิสระและต้าน

การอักเสบทั้งใน in vitro และ in vivo ของพริกไทย

หลายการศึกษา[9-13] นอกจากพริกไทยแล้ว สมุนไพร

ตัวอื่นในต�ำรับก็มีรายงานฤทธ์ิการต้านอนุมูลอิสระ

และต้านการอักเสบ เช่น สารสกัดเอทานอลและน�้ำ

ของกระล�ำพักมีฤทธิ์ในการต้านการอักเสบและลด

การอักเสบของข้อในหนูที่ถูกเหนี่ยวน�ำให้เกิดการ

อักเสบด้วย carrageenan, การอับเสบเร้ือรังโดย

การใช้ cotton pellet เหนี่ยวน�ำให้เกิด granuloma 

ในหนู และหนูท่ีถูกเหนี่ยวน�ำให้เกิดการอักเสบของ

ข้ออักเสบด้วย complete Freund’s adjuvant ซ่ึง

สารท่ีออกฤทธ์ิส�ำคัญคือ triterpenoids[14] และส่วน

ใบของกระล�ำพักท่ีสกัดด้วยน�้ำมีฤทธ์ิในการป้องกัน

เซลล์ตับและต้านสารอนุมูลอิสระ โดยการลดระดับ 

บิลิรูบิน คอเลสเตอรอล ไตรกลีเซอไรด์และไขมัน 

รวมทั้งยังเพิ่มระดับของ glutathione ของเนื้อเยื่อ[15] 

โกฐหัวบัว สารสกัดของเหง้าโกฐหัวบัวมีฤทธ์ิในการ

ต้านการอักเสบและป้องกันเซลล์ตับท่ีถูกท�ำลาย ซ่ึง

พบสารออกฤทธ์ิส�ำคัญคือ lignans และ phenols 

ท่ีมีผลในการลดการผลิต NO ในเซลล์แมคโครฟาจ

ชนิด RAW 264.7 ที่กระตุ้นด้วย LPS ซึ่งออกฤทธิ์ได้

ดีกว่า curcumin และยังมีการศึกษาที่ให้ผลของสาร

สกัดเหง้าโกฐหัวบัวที่มีสารออกฤทธ์ิใหม่ 3 ชนิด คือ 

chuanxiongoside A, (2E,4E)-8-(6-O-inositolyl)-

8-oxo-2,7-dimethyl-octadienoic acid และ  

chuanxiongoside C ซ่ึงมีฤทธ์ิในการลดการผลิต 

NO ในเซลล์แมคโครฟาจชนดิ RAW 264.7 ท่ีกระตุ้น

ด้วย LPS ดังนั้นการศึกษาก่อนหน้านี้แสดงให้เห็น

ว่า เหง้าของโกฐหัวบัวมีฤทธิ์ในการต้านการอักเสบใน

เซลล์แมคโครฟาจและในหนูทดลอง ดีปลี พบว่าสาร

สกัดชั้นเอทานอลและชั้นน�้ำมีฤทธ์ิต้านอนุมูลอิสระ

ด้วยวิธี DPPH และ ABTS radical scavenging 

assay และฤทธิ์ต้านการอักเสบด้วยวิธีการยับยั้งการ

หลั่งไนตริกออกไซด์[16] กัญชา สารสกัดเอทานอลมี

ฤทธ์ิในการยับยั้ง TNF-α, COX-2 และ i-NOS ใน

เซลล์โมโนไซต์ที่ถูกกระตุ้นด้วย LPS และยับยั้งการ

อกัเสบและการบวมในหนทูีถ่กูเหนีย่วน�ำให้มกีารบวม

เร้ือรัง[17] และมีการศึกษาที่ให้ผลของสารสกัดน�้ำมัน

ของเมล็ดกัญชาสามารถยับยั้งการอักเสบในหนูท่ีถูก
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กระตุ้นด้วย carrageenan ซ่ึงให้ผลใกล้เคียงกับยา

ต้านการอักเสบชนิด Indomethacin[18] กานพลู สาร

สกดัเอทานอลของดอกกานพลซ่ึูงม ีeugenol สามารถ

ยับยั้งการหลั่ง IL-1b, TNF-α, NO และ IL-6 ใน

เซลล์แมคโครฟาจชนิด RAW 264.7[19] และสารสกัด 

เอทานอลของดอกกานพลูยังมีฤทธิ์ในการระงับ

ความเจ็บปวดและต้านการอักเสบ นอกจากนี้สาร

สกัดน�้ำของดอกตูมกานพลูยังมีฤทธ์ิในการต้านการ

อักเสบในหนูที่เหนี่ยวน�ำด้วย carrageenan และลด 

granuloma ในโมเดล cotton pellet granuloma[20] 

โกฐเขมา สารสกดัเอทานอลของเหง้าแห้งของโกฐเขมา

มีฤทธิ์ในการลดการอักเสบโดยยับยั้งการหลั่ง iNOS 

และ PGE2 ผ่านการลดการแสดงออกของยีนและ

โปรตนีชนดิ iNOS และ TNF-α ในเซลล์แมคโครฟาจ

ชนิด RAW 264.7 รวมทั้งมีฤทธิ์ในการลดการอักเสบ

ของกระเพาะอาหารในหนูทดลอง[21] จะเห็นได้ว่าฤทธิ์

ของต�ำรับมคีวามสมัพนัธ์กบัฤทธ์ิของสมนุไพรเดีย่วท่ี

ประกอบเป็นต�ำรับ และจากผลการศกึษาความเป็นพษิ

ต่อเซลล์พบว่าการใช้ความเข้มข้นท่ีสงูกว่า 100 mg/ml 

จะท�ำให้อัตราการรอดชีวิตของเซลล์ลดลงน้อยกว่า 

80% หากวิเคราะห์จากต�ำรับยาจะพบว่ามีการใส่พริก

ไทยที่มีฤทธ์ิเผ็ดร้อนมากถึง 40 ส่วน และนอกจากนี้

มีการใส่การบูรและมหาหิงคุ์ ซ่ึงอาจมีผลต่อการรอด

ชีวิตของเซลล์

ข้อสรุป

	 การศึกษาคร้ังนี้มีวัตถุประสงค์ที่จะศึกษาหา

ปริมาณสารฟีนอลิกโดยวิธี Folin-ciocalteu assay 

และสารฟลาโวนอยด์โดยวิธี aluminum chloride 

colorimetric assay แล้วท�ำการทดสอบฤทธ์ิต้าน

อนมุลูอสิระโดย DPPH และ ABTS Assay ฤทธิต้์าน

การอักเสบด้วยวิธี NO assay ใน ATDC-5 mouse 

chondrogenic cell ท้ังยังศึกษาความเป็นพิษต่อ

เซลล์โดย MTT Assay จากผลการศึกษาพบว่าสาร

สกดัต�ำรับยาแก้ลมอทุธังคมาวาตา มปีริมาณฟีนอลกิ 

รวมเท่ากับ 479.33 ± 2.08 mg GAE/g ext. และ มี

ปริมาณฟลาโวนอยด์รวม เท่ากับ 177.89 ± 3.02 mg 

QE/g ext จากการทดสอบฤทธ์ิต้านอนุมูลอิสระพบ

ว่ายาแก้ลมอุทธังคมาวาตามีค่า IC50 เท่ากับ 137.72 

mg/ml เมื่อทดสอบด้วยวิธี DPPH และมี IC50 เท่ากับ 

27.28 mg/ml เมื่อทดสอบด้วยวิธี ABTS จากการ

ศึกษาความเป็นพิษต่อเซลล์ ATDC-5 ของสารสกัด

ต�ำรับยาแก้ลมอุทธังคมาวาตา ท่ีความเข้มข้น 3.125, 

6.25, 12.5, 25, 50 และ 100 mg/ml ความเป็นพิษต่อ

เซลล์พจิารณาจากอตัราการรอดชีวติของเซลล์ต้องไม่

ต�่ำกว่า 80% พบว่าที่ความเข้มข้นสูงสุดคือ 100 mg/

ml ไม่ก่อให้เกิดความเป็นพิษต่อเซลล์แต่หากปรับ

เพิ่มเป็น 200 mg/ml พบว่าสารสกัดต�ำรับยาแก้ลม

อุทธังคมาวาตาท�ำให้อัตราการรอดชีวิตของเซลล์ลด

ลง ผลของการทดสอบฤทธิ์ต้านการอักเสบผ่านกลไก

การยับยั้งไนตริกออกไซด์ พบว่าสารสกัดต�ำรับยาแก้

ลมอุทธังคมาวาตามีค่า IC50 เท่ากับ 41.88 mg/ml มี

ฤทธิ์น้อยกว่าสารมาตรฐาน L-NA ที่มีค่า IC50 เท่ากับ 

21.75 mg/ml แต่ยังถือว่ามีประสิทธิภาพสูงในการ

ยับยั้งไนตริกออกไซด์ จึงสรุปได้ว่าต�ำรับยาแก้ลมอุท

ธังคมาวาตาเป็นต�ำรับยาท่ีน่าน�ำมาศึกษาต่อยอดเพื่อ

น�ำไปใช้ในการรักษาโรคข้อเข่าเสื่อมต่อไปในอนาคต

กิตติกรรมประกาศ

	 ขอขอบพระคุณ ส�ำนักงานคณะกรรมการส่ง

เสริมวิทยาศาสตร์ วิจัยและนวัตรกรรม (สกสว.) ใน

กองทุนส่งเสริมวิทยาศาสตร์ วิจัยและนวัตกรรม 
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(ววน.) ปี พ.ศ. 2564 ที่สนับสนุนงบประมาณการวิจัย 

นอกจากนี้ทางคณะผู้วิจัยยังได้รับการช่วยเหลือเป็น

อย่างดีจากหลาย ๆ หน่วยงานในมหาวิทยาลัยรังสิต 

ท้ัง สถาบันวิจัยท่ีคอยช่วยเหลือประสานงานในทุก

ขัน้ตอนตลอดการวจิยั ศนูย์เคร่ืองมอืรวมทีส่นบัสนนุ

เคร่ืองมือในการวิเคราะห์ วิทยาลัยเภสัชศาสตร์ ที่

เอื้อเฟื้อให้ใช้ห้องเพาะเล้ียงเซลล์ และวิทยาลัยการ

แพทย์แผนตะวันออกที่สนับสนุนด้านสถานที่และ

อุปกรณ์ในการด�ำเนินงาน
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