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การประเมินฤทธิ์ทางชีวภาพของพืชผักพื้นบ้าน

ส�ำหรับพัฒนาเป็นผลิตภัณฑ์ป้องกันอันตราย  

จากรังสีในผู้ป่วยรังสีร่วมรักษาระบบประสาท
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บทคัดย่อ
อนุมูลอิสระจากรังสีเป็นปัจจัยหลักที่ท�ำให้

เกิดความเสียหายต่อเซลล์โดยเฉพาะดีเอ็นเอ 

น�ำไปสู่การกลายพันธุ์ของเซลล์และเป็นมะเร็งได้ 

การยับยั้งการเกิดอนุมูลอิสระจากรังสีโดยใช้พืชที่

มีฤทธ์ิต้านอนุมูลอิสระและสารแอนโทไซยานินสูง

น่าจะช่วยลดความเสี่ยงดังกล่าวได้โดยเฉพาะ

ในผู ้ป ่วยรังสีร ่วมรักษาระบบประสาทซึ่งเป็น

หัตถการที่ได้รับรังสีปริมาณสูง การศึกษานี้มี

วัตถุประสงค์เพื่อประเมินฤทธิ์ทางชีวภาพของพืช

ผักพ้ืนบ้านและคัดเลือกพืชที่มีคุณสมบัติต้าน

อนมุลูอสิระและมสีารแอนโทไซยานินสงูมาพฒันา

เป็นผลิตภัณฑ์ป้องกันอันตรายจากรังสีให้แก่

ผูป่้วยรงัสร่ีวมรกัษาระบบประสาท โดยน�ำข้าวโพด

ม่วง (เมลด็และซงั) ข้าวเหนยีวด�ำลมืผวั (เมลด็ข้าว

และร�ำ) มะเขือเทศ ผักแพว ใบหม่อน ย่านาง และ 

ผกัชลีาว มาสกดัด้วยน�ำ้แล้วน�ำไปประเมนิฤทธิท์าง

ชวีภาพ ประกอบด้วยปรมิาณสารประกอบฟีโนลกิ 

ปริมาณสารแอนโธไซยานิน และฤทธิ์ต้านอนุมูล

อิสระซึ่ งวิ เคราะห ์ด ้วยวิธี  DPPH radical 

scavenging assay และ FRAP assay โดยผล

การประเมนิฤทธิท์างชวีภาพทีก่ล่าวมาจะมนี�ำ้หนกั

คะแนนร้อยละ 10, 30, 40 และ 20 ตามล�ำดับ 

จากนั้นน�ำสารสกัดพืชที่ได้คะแนนประเมินดีที่สุด 

2 ชนิดมาผสมกันในอัตราส่วนต่างๆ 5 อัตราส่วน 

(100:0, 75:25, 50:50, 25:75, 0:100) แล้วประเมนิ

ฤทธิท์างชวีภาพดงัทีไ่ด้กล่าวมาเพือ่เลอืกอตัราส่วน

ทีเ่หมาะสมทีส่ดุ ผลการทดลองและเลอืกสารสกดั

พืชโดยวิธีให้น�้ำหนักคะแนนพบว่า ผักแพวมีฤทธิ์

ต้านอนุมูลอิสระ (DPPH IC
50

= 49.09 ° 0.98 ́ g 

Original Article

รับต้นฉบับ 23 พฤษภาคม 2563, ปรับปรุงต้นฉบับ 6 มิถุนายน 2563, ตอบรับต้นฉบับตีพิมพ์ 8 มิถุนายน 2563
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dry powder/ml; FRAP assay = 47.30 ° 0.39 

´M Fe(II)/mg dry powder) และปริมาณสาร

ประกอบฟีโนลิก (2.836 ° 0.005 mg/ml Gallic 

acid equivalent/100 mg dry powder) ดีที่สุด 

รองลงมาคือร�ำข้าวเหนียวด�ำลืมผัวมีฤทธิ์ต้าน

อนมุลูอสิระ (DPPH IC
50 

= 510.26 ° 1.72 ́ g dry 

powder/ml; FRAP assay= 27.92 ° 0.31 ´M 

Fe(II)/mg dry powder) และปริมาณสาร 

แอนโทไซยานิน (1.058 ° 0.008 mg Cyanidin-

3-glucoside equivalent/100 mg dry powder) 

เมื่อน�ำสารสกัดร�ำข้าวเหนียวด�ำลืมผัว (OSBE) 

และสารสกดัผกัแพว (POE) ซึง่ให้ฤทธิท์างชีวภาพ

ดีท่ีสุดมาผสมกันเพื่อหาอัตราส่วนที่เหมาะสม 

ผลการทดลองพบว่า OSBE:POE ในอัตราส่วน 

25:75 และ 0:100 นั้นให้ฤทธิ์ทางชีวภาพรวมถึง

ความเป็นพิษต่อเซลล์เม็ดเลือดขาวหนูเหมาะสม

ที่สุด ดังนั้น OSBE:POE ในอัตราส่วนดังกล่าวน่า

จะมศีกัยภาพในการพฒันาเป็นผลติภณัฑ์ป้องกนั

รังสีได้ แต่อย่างไรก็ตามยังต้องมีการทดสอบฤทธิ์

ป้องกันอันตรายจากรังสีในเซลล์ต้นก�ำเนิดและ

เลือดของผู ้ป ่วยรวมถึงทดสอบความเป็นพิษ

ทั้งชนิดเฉียบพลันและเร้ือรังในสัตว์ทดลองก่อน

จะน�ำมาใช้ในทางคลินิก

ค�ำส�ำคัญ : อนมุลูอสิระ รงัส ีแอนโทไซยานนิ 

สารต้านอนุมูลอิสระ รังสีร่วมรักษาระบบประสาท

บทน�ำ 
ปัจจบุนัเทคโนโลยกีารแพทย์ด้านรังสวีทิยา

พัฒนาขึ้นเป็นอย่างมากท�ำให้มีการน�ำรังสีมาใช้ใน

การวนิิจฉยัและรกัษาโรคเพิม่มากขึน้ท�ำให้มผีูป่้วย

ที่ได้รับรังสีเพิ่มมากขึ้นตาม โดยเฉพาะผู้ป่วยที่ได้

รบัการตรวจวนิจิฉยัและรกัษาโรคของหลอดเลอืด

สมองด้วยเคร่ืองเอกซเรย์ระบบหลอดเลือดหรือ 

digital subtraction angiography (DSA) จาก

การศึกษาระบาดวิทยาและแนวโน้มของโรคของ

หลอดเลือดสมองในภาคตะวันออกเฉียงเหนือ

พบว่าหน่วยรังสีร่วมรักษาระบบประสาทมีผู้ป่วย

ทีม่ารบับรกิารตรวจวนิจิฉยัและรกัษาโรคดงักล่าว

เพิ่มขึ้นจาก 191 รายต่อปี เป็น 292 รายต่อปี เพิ่ม

ข้ึนถึงร้อยละ 52.081 และมีรายงานว่าผู้ป่วยที่ได้

รบัการตรวจวนิจิฉยัโรคของหลอดเลอืดสมองด้วย

เครือ่ง DSA ได้รบัรงัสใีนปรมิาณทีส่งูและมากกว่า

การตรวจด้วยเคร่ืองเอกซเรย์คอมพิวเตอร์หรือ 

CT ถึง 5 เท่า2 แม้ว่ารังสีจะมีประโยชน์ด้านการ

แพทย์เป็นอย่างมาก แต่การได้รับรังสีปริมาณสูง

จากการท�ำหัตถการด้านรังสีร่วมรักษาสามารถก่อ

ให้เกิดผลข้างเคียงที่เกิดจากรังสี (deterministic 

effect) ได้ เช่น ผิวหนังแดง (skin erythema) 

ผิวหนังหลุดลอก ผมร่วง ต้อกระจก3 และเพิ่ม

ความเสีย่งในการเกดิมะเรง็ได้ โดยมรีายงานว่ารงัสี

ที่ใช้ในการวินิจฉัยโรคเพิ่มความเสี่ยงในการเกิด

มะเร็ง ร้อยละ 0.6-34 แม้ว่าการสัง่ตรวจวินจิฉยัทาง

รงัสนีัน้  แพทย์จะค�ำนงึถงึการประเมนิคณุประโยชน์

และความเสี่ยงของผู้ป่วยเป็นส�ำคัญก่อนส่งตรวจ 

แต่อย่างไรกต็ามหากผูป่้วยได้รบัรงัสเีพือ่ประโยชน์

ในการวินิจฉัยหรือรักษาโรคและได้ลดความเสี่ยง

ในการเกิดผลข้างเคียงจากรังสีรวมถึงมะเร็งด้วย

น่าจะเป็นเรื่องที่ดีกว่า
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รังสีเอกซ์สามารถก่อให้เกิดผลโดยตรงต่อ

ดีเอ็นเอซึ่งพบได้ ร้อยละ 30 โดยท�ำให้พันธะเคมี

ของสายดเีอน็เอทัง้สองเส้นได้รบัความเสยีหายขาด

ออกจากกัน หากไม่ได้รับการซ่อมแซมจะเป็น

สาเหตนุ�ำไปสูก่ารตายหรอืการกลายพนัธ์ของเซลล์

นั้นๆ ได้ ส่วนผลโดยอ้อมต่อดีเอ็นเอซ่ึงพบได้

ร้อยละ 70 โดยรังสีจะก่อให้เกิดกระบวนการ

ไอออไนเซชั่น (inoization) และเอกซ์ไซเทชั่น 

(excitation) ท�ำให้เกดิสารอนมุลูอสิระ Hydroxyl 

radical (lOH) Hydrogen radical (Hl ) 

Hydroperoxyl free radical (HO
2
l) และสารที่

ไม่ใช่สารอนุมูลอิสระเช่น H
2
O

2 
ในเซลล์ของ

ร่างกาย และสารอนุมูลอิสระเหล่าน้ันจะเป็นตัว

ท�ำให้เกิดความเสียหายต่อดีเอ็นเอ อาร์เอ็นเอ 

โปรตีนและไขมันต่อไป5 ซ่ึงผลโดยตรงและโดย

อ้อมนี้สามารถน�ำไปสู่การตายของเซลล์ การกลาย

พันธุ์และการเป็นมะเร็งได้ ดังนั้นจะพบว่าหากมี

กระบวนการในการยับยั้งผลของรังสีโดยอ้อมน่า

จะสามารถลดการตายของเซลล์ซ่ึงท�ำให้เกิดผล

ข้างเคียงจากรังสี และลดความเสี่ยงในการกลาย

พันธุ์และการเป็นมะเร็งของผู้ป่วยท่ีได้รับรังสี

ปริมาณสูง

งานวิจัยหลายฉบับรายงานว่าสารที่มีฤทธิ์

ต้านอนมุลูอสิระและพชืทีมี่ปรมิาณแอนโทไซยานนิ

สูงช่วยป้องกันความเสียหายของเซลล์จากรังสีได้6-9 

ประเทศไทยอดุมไปด้วยพชืผกัพืน้บ้านทีม่ฤีทธิใ์น

การต้านอนุมูลอิสระและมีสารแอนโทไซยานินสูง 

เช่น ใบหม่อน ผักแพว ย่านาง ข้าวโพดสีม่วง 

ข้าวเหนียวด�ำ มะเขือเทศและผักชีลาว เป็นต้น 

สารสกัดจากพืชผักเหล่าน้ีสามารถช่วยลดความ

เสียหายของร่างกายจากสารอนุมูลอิสระในภาวะ

ต่างๆ ได้เป็นอย่างดี10-15 แต่ยังไม่เคยมีการศึกษา

เปรียบเทียบคุณสมบัติด้านการต้านอนุมูลอิสระ

ของพืชเหล่านี้ และยังไม่เคยมีการศึกษาศักยภาพ

ในการป้องกันอันตรายจากรังสีของพืชเหล่านี้

มาก่อน นอกจากนี้หลักการแพทย์แผนโบราณ

มักนิยมน�ำสมุนไพรหลายตัวมารวมกันเพ่ือให้

เสริมฤทธิ์กันหรือท�ำงานร่วมกันของสารส�ำคัญใน

สมุนไพรแต่ละชนิด ดังนั้นในการศึกษาครั้งนี้จึงมี

วัตถุประสงค์เพื่อประเมินฤทธิ์ทางชีวภาพและ

ฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระของพืชผักพื้นบ้านไทยและ

คัดเลือกพืชที่มีศักยภาพและศึกษาอัตราส่วนที่

เหมาะสมของพืชผกัพืน้บ้านไทยดงักล่าวส�ำหรับน�ำ

ไปพัฒนาเป็นผลิตภัณฑ์ป้องกันอันตรายจากรังสี

ในผู้ป่วยรังสีร่วมรักษาระบบประสาท 

วัสดุและวิธีการศึกษา
การเตรียมพืช

น�ำเมล็ดและซังข้าวโพดม่วง (Zea mays 

Lin) เมล็ดข้าวและร�ำข้าวเหนียวด�ำลืมผัว (Oryza 

sativa Linn.) มะเขือเทศ (Solanum lycopersicum) 

ผักแพว (Polygonum odoratum Lour.) 

ใบหม่อน (Morus alba Linn.) ย่านาง (Tiliacora 

triandra Diels) และ ผักชีลาว (Anethum 

graveolens) อย่างละ 1 กิโลกรัม มาอบให้แห้ง

ด้วยเตาอบ ทีอ่ณุหภมู ิ60 องศาเซลเซยีส เป็นเวลา 

24 ชั่วโมง จากน้ันน�ำไปปั่นให้ละเอียดเป็นผง 

เก็บใส่ถุงพลาสติดปิดปากถุงให้สนิท เก็บไว้ที่

อุณหภูมิห้องจนกว่าจะน�ำมาใช้



2020

Vol.15 No.4

การเตรียมสารสกัดพืชส�ำหรับคัดเลือกพืช

ทีม่ศีกัยภาพในการพฒันาเป็นผลติภณัฑ์ป้องกนั

อันตรายจากรังสี

	 ชั่งน�้ำหนักผงพืชแต่ละชนิดปริมาณ 1 กรัม 

ผสมน�้ำกลั่นปริมาตร 20 มิลลิลิตร (มล.) ใส่ในบีก

เกอร์ขนาด 40 มล.จากนั้นน�ำไปต้มบนเครื่องกวน

สารให้ความร้อนท่ีอุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส 

เป็นเวลา 20 นาที16 ท้ิงไว้ให้เย็นแล้วกรองด้วย

ผ้าขาวบางและกระดาษกรองเบอร์ 1 (Whatman®) 

น�้ำสารสกัดที่ได ้จะมีความเข้มข้นเท่ากับ 50 

มิลลิกรัม/มิลลิลิตร (มก./มล.)

	 การเตรยีมสารสกดัพชืเพือ่ศกึษาอตัราส่วน

ที่เหมาะสมของพืชสมุนไพรในการพัฒนาเป็น

ผลิตภัณฑ์ป้องกันอันตรายจากรังสี

	 ผกัแพวและร�ำข้าวเหนยีวด�ำลมืผวัเป็นพชืที่

มศีกัยภาพดทีีส่ดุ 2 อนัดบัแรก ถกูคดัเลอืกมาเพือ่

ศึกษาอัตราส่วนที่เหมาะสมในการพัฒนาเป็น

ผลิตภัณฑ์ป้องกันรังสี น�ำผงพืชทั้ง 2 ชนิดๆ 

ละ 500 กรัม สกัดด้วยน�้ำกลั่นโดยวิธี decoction 

ในอัตราส่วน 1:10 ต้มเป็นเวลา 30 นาที หลังจาก

ทิง้ไว้ให้เยน็น�ำมากรองด้วยผ้าขาวบางและกระดาษ

กรอง Whatman เบอร์ 116 จากนั้นน�ำสารสกัดน�้ำ

ไปท�ำให้เป็นผงแห้งด้วยเครื่อง mini spray drier 

(BUCHI/B-290) เก็บผงสารสกัดไว ้ในขวด

พลาสติกปิดฝาสนิทและเก็บในตู้แช่แข็งอุณหภูมิ 

-20 องศาเซลเซยีส โดยได้สารสกดัผกัแพวและสาร

สกัดร�ำข้าวเหนียวด�ำลืมผัวน�้ำหนัก 31.05 และ 

19.65 กรัมตามล�ำดับ คิดเป็นร้อยละ 6.21 และ 

3.93 จากน�้ำหนักแห้งก่อนสกัดตามล�ำดับ น�ำสาร

สกัดร�ำข้าวเหนียวด�ำลืมผัว (OSBE) และสารสกัด

ผักแพว (POE) มาผสมกันในอัตราส่วน 100:0, 

75:25, 50:50, 25:75 และ 0:100 เตมิน�ำ้กลัน่ให้สาร

สกัดแต่ละอัตราส่วนให้มีความเข้มข้น 5 มก./มล. 

แล้วน�ำไปทดสอบฤทธิท์างชวีภาพ ฤทธิต้์านอนมุลู

อิสระ และความเป็นพิษต่อเซลล์เม็ดเลือดขาวหนู

และฤทธิ์ทางชีวภาพทันที

	 การประเมินปริมาณสารประกอบฟีโนลิก

การวิจัยนี้ประเมินปริมาณสารฟีโนลิกใน

สารสกัดพืชสมุนไพรด้วยวิธี Folin Ciocalteau17 

โดยหยอดสารสกดัแต่ละชนิดปรมิาตร 20 ไมโครลติร 

ลงในหลอดทดลองแล้วเติมน�้ำกลั่นปริมาตร 1.58 

มล. และสารละลาย 50% (v/v) Folin-Ciocalteu 

phenol (Sigma-Aldrich) ปรมิาตร 0.1 มล. ลงใน

หลอดทดลอง น�ำไปเขย่าให้เข้ากันทิ้งไว้ 8 นาทีที่

อณุหภมูห้ิอง จากนัน้เตมิสารละลาย 20% sodium 

carbonate ปริมาตร 0.3 มล. ลงไป แล้วเขย่าให้

เข้ากัน เก็บไว้ในห้องมืดที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 

2 ชั่วโมง แล้วน�ำมาวัดการดูดกลืนแสงด้วยเครื่อง 

UV-spectrophotometer (Pharmacia LKB-

Biochrom 4060) ทีค่วามยาวคลืน่ 765 นาโนเมตร 

(nm) ในการทดลองนี้ใช้สาร Gallic acid ความ

เข้มข้นระหว่าง 0-250 มก./มล. เป็นสารมาตรฐาน

และน�ำมาสร้างกราฟมาตรฐานส�ำหรับค�ำนวน

ปรมิาณสารประกอบฟีโนลกิในสารสกดัพชื โดยน�ำ

ค่าการดูดกลืนแสงของสารสกัดพืชที่วัดได้มาค�ำ

นวนปริมาณสารประกอบฟีโนลิกจากสมการของ

กราฟมาตรฐาน Y= 0.085x+0.0577 R2= 0.9964 

ค่าท่ีได้แสดงออกมาเป็นหน่วย mg/ml Gallic 

acid equivalent/mg dry powder (mg/ml 

GAE/mg dry powder) ส�ำหรับสารสกัดพืชทั้ง 9 
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ชนิด และเป็นหน่วย mg/ml GAE/mg extract 

ส�ำหรับสารสกัดร�ำข้าวเหนียวด�ำลืมผัวและสาร

สกัดผักแพว 5 อัตราส่วน 

การประเมินปริมาณสารแอนโทไซยานิน

	 ประเมินปริมาณสารแอนโทไซยานินในสาร

สกัดพืชสมุนไพรด้วยวธิขีอง AOAC (Associated 

of Official Analytical Chemists) ที่ 2005.0216 

โดยหยอดสารสกัดแต่ละชนิดปริมาตร 0.5 มล. 

ลงในหลอดทดลอง จ�ำนวน 2 ชุด หลอดทดลอง

ชุดแรกหยอดสารละลายโพแทสเซียมคลอไรด์ 

(Potassium chloride) ความเข้มข้น 0.025 โมลาร์ 

pH 1.0 ปริมาตร 1 มล. หลอดทดลองชุดที่ 2 

หยอดสารละลายโซเดียมอะซีเตท (Sodium 

acetate) ความเข้มข้น 0.4 โมลาร์ pH 4.5 ปริมาตร 

1 มล. เขย่าหลอดทดลองให้สารละลายเข้ากนั เกบ็

ไว้ท่ีอุณหภูมิห้องเป็นเวลา 30 นาที น�ำมาอ่านค่า

การดูดกลืนแสง (absorbance: A) ด้วยเครื่อง 

UV-spectrophotometer (Pharmacia LKB-

Biochrom 4060) ที่ความยาวคลื่น 520 nm และ 

700 nm น�ำค่าการดูดกลืนแสงที่ได้มาค�ำนวน

ปริมาณสารแอนโทไซยานินจากสูตร 

Anthocyanin content (cyanindin-

3-glucoside equivalent, mg/L) = (A x MW x 

DF x 103)/(εx1) 

A = (A 520 nm-A 700 nm ของสารละลาย 

pH 1.0)-(A 520 nm – A 700 nm ของสารละลาย 

pH 4.5);

MW = มวลโมเลกุลของสาร cyanidin-

3-glucoside = 449.2 g/mol; 

 DF = ค่า dilution factor จากการทดลอง 

= 2;

ε = ค่าสัมประสิทธิ์เฉพาะของ cyanidin-

3-glucoside=26,900

	 ปริมาณสารแอนโทไซยานินของสารสกัด

แสดงออกมาเป็นหน่วย mg/L cyaniding-

3-glucoside equivalent/100 mg dry powder 

(mg/L CGE/mg dry powder) ส�ำหรับสารสกัด

พืชทั้ง 9 ชนิด และเป็นหน่วย mg/L CGE/mg 

extract ส�ำหรับสารสกัดร�ำข้าวเหนียวด�ำลืมผัว

และสารสกัดผักแพว 5 อัตราส่วน 

	 การประเมินฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระด้วยวิธี 

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

radical scavenging assay

	 สาร DPPH เป็นสารอนุมูลอิสระที่มีความ

เสถียร นิยมน�ำมาใช้ทดสอบความสามารถในการ

ก�ำจดัอนมุลูอสิระของสารสกดัจากพชื16 โดยหยอด

สารสกัดที่ความเข้มข้นต่างๆ (ความเข้มข้น 

25-2,000 ไมโครกรมั/มล. ส�ำหรบัการประเมนิฤทธิ์

ต้านอนมุลูอสิระเพือ่คดัเลอืกพชื และความเข้มข้น 

5-250 ไมโครกรัม/มล. ส�ำหรับการประเมินฤทธิ์

ต้านอนุมูลอิสระเพื่อหาอัตราส่วนที่เหมาะสม) 

ปริมาตร 0.8 มล. ลงในหลอดทดลอง จากนั้น

หยอดสารละลาย DPPH ความเข้มข้น 0.15 

มิลลิโมลาร์ ปริมาตร 0.4 มล. ลงไป เขย่าสารให้

เข้ากันแล้วน�ำไปบ่มไว้ 30 นาทีในห้องมืด จากนั้น

น�ำมาวัดการดูดกลืนแสดงด้วยเครื่อง UV-spec-

trophotometer (Pharmacia LKB-Biochrom 

4060) ท่ีความยาวคล่ืน 517 nm น�ำค่าการ

ดูดกลืนแสงของสารสกัดแต่ละความเข้มข้นมา

ค�ำนวณความสามารถในการยับย้ังอนุมูลอิสระ 

(%Inhibition) ด้วยสูตร 
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%Inhibition of DPPH = [(A control-A 

extract)/A control]x100 

โดย A control คือ ค่าการดูดกลืนแสงของ 

Methanol 0.8 มล. และสารละลาย DPPH 0.4 มล. 

ในขณะที่ A extract คือ ค่าการดูดกลืนแสงของ

สารสกัดแต ่ละความเข ้มข ้น จากน้ันน�ำค ่ า 

%Inhibition ที่ได้มาสร้างกราฟมาตรฐานและค�ำ

นวนค่า IC
50

 หรือค่าความเข้มข้นที่สามารถก�ำจัด

อนุมูลอิสระได้คร่ึงหน่ึงจากกราฟดังกล่าว และ

แสดงออกมาเป็นหน่วย ´g dry powder/ml 

ส�ำหรบัสารสกดัพชืทัง้ 9 ชนดิ และ ́ g/ml ส�ำหรบั

สารสกัดร�ำข้าวเหนียวด�ำลืมผัวและสารสกัดผัก

แพว 5 อัตราส่วน โดยที่ค่า IC
50

 น้อยแสดงว่าพืช

นั้นมีความสามารถในการต้านอนุมูลอิสระที่ดี

การประเมินฤทธ์ิต้านอนุมูลอิสระด้วยวิธี 

Ferric reducing antioxidant power assay

Ferric reducing antioxidant power 

หรือ FRAP เป็นวิธีที่ใช้ประเมินความสามารถของ

สารสกดัในการให้อิเลก็ตรอนแก่สารประกอบ Fe3+ 

(ferric ion) ให้มาเป็น Fe2+ (ferrous ion) โดย

จะเปลี่ยนสีจากน�้ำตาลอ่อน มาเป็นสีน�้ำเงินเข้ม

ในภาวะเป ็นกรด ท�ำการทดลองตามวิธีของ 

Kirisattayakul และคณะ17 โดยเตรยีมสารละลาย 

FRAP ซึ่งประกอบด้วยสารละลาย Acetate 

buffer pH 3.6 ความเข้มข้น 300 มิลลิโมลาร์ 

สารละลาย 2,4,6-tripyridyl-striazine (TPTZ) 

ความเข้มข้น 10 มิลลิโมลาร์ ในกรดไฮโดรคลอริก

ความเข้มข้น 40 มิลลิโมลาร์ และ สารละลาย

เฟอริคคลอไรด์ (Ferric chloride) ความเข้มข้น 

20 มิลลิโมลาร์ ในอัตราส่วน 10:1:1 วางไว้ในอ่าง

น�้ำอุ ่น 37 องศาเซลเซียสคนให้ละลายจนได้

สารละลายสีน�้ำตาลใส น�ำมาหยอดใส่หลอด

ทดลองปริมาตร 1.45 มล. เติมสารสกัดปริมาตร 

50 ไมโครลติรลงไป เขย่าให้เข้ากนัแล้วน�ำไปบ่มใน

อ่างน�้ำอุ่น 37 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 10 นาที น�ำ

มาวัดการดูดกลืนแสงด้วยเครื่อง UV-spectro-

photometer (Pharmacia LKB-Biochrom 

4060) ที่ความยาวคลื่น 593 nm ในการทดลองนี้

ใช ้สารเฟอรัสแอมโมเนียมซัลเฟต (Ferrous 

ammonium sulphate) ความเข้มข้น 0-250 

ไมโครโมลาร์ (´M) มาสร้างกราฟมาตรฐานเพื่อ

ค�ำนวณค่า FRAP activity ของสารสกัดแต่ละ

ชนิดด้วยสมการจากกราฟ y=0.005x+0.0893 

ค่าที่ได้แสดงออกมาเป็นหน่วย ´M Fe(II)/mg 

dry powder ส�ำหรับสารสกัดพืชทั้ง 9 ชนิด และ 

´M Fe(II)/mg extract ส�ำหรับสารสกัดร�ำข้าว

เหนียวด�ำลืมผัวและสารสกัดผักแพว 5 อัตราส่วน

การประเมินความเป็นพิษของสารสกัด

ร�ำข ้าวเหนียวด�ำลืมผัวและสารสกัดผักแพว 

5 อัตราส่วนต่อเซลล์เม็ดเลือดขาวหนูด้วยวิธี 

MTT assay

ทดสอบความเป็นพษิต่อเซลล์เม็ดเลอืดขาว

หนู (RAW 264.7 cell) ด้วยวิธี MTT (3-(4,5-di-

methylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium 

bromide) การทดสอบนี้ได้ดัดแปลงตามงานวิจัย

ของ Poulsen และคณะ18 และ Wattanathorn 

และคณะ19 ขั้นตอนเริ่มจากการเพาะเลี้ยงเซลล์

ในฟลาสก์ที่มีอาหารเล้ียงเซลล์ Dulbecco’s 

Modified Eagle Medium (DMEM) ทีผ่สม 10% 

Fetal Bovine Serum หรือ FBS (Gibco®) และ
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ยาปฏิชีวนะเพนนิซิลิน 100 ยูนิต/มล. และสเตรป

โตมยัซนิ 100 ไมโครกรัม/มล. น�ำไปบมที ่37 องศา

เซลเซียส ในสภาวะที่มี 5% คาร์บอนไดออกไซด์ 

(CO
2
) เป็นเวลา 3-5 วัน จากนั้นท�ำให้เซลล์หลุด

ออกจากผิวของฟลาสก์ ด้วย 0.25% Trypsin-

EDTA (trypsinization) เติมเซลล์ปริมาณ 104 

เซลล์/หลุม ลงในไมโครเพลทชนิด 96 หลุม และ

เลี้ยงเซลล์ในสภาวะท่ีมี 5% CO
2
 เป็นเวลา 24 

ชั่วโมง เพื่อให้เซลล์เกาะบนผิวของเพลต จากนั้น

ทดสอบความเป็นพิษของสารสกัดทั้ง 5 อัตราส่วน 

โดยท�ำการเจอืจางความเข้มข้นลงทลีะครึง่หนึง่จาก 

5 มก./มล. เจือจางจนถึง 0.156 มก./มล. ตัวอย่าง

ควบคุมผลลบ คอื เซลล์ทีเ่ลีย้งในอาหารเลีย้งเซลล์

ปกติ ตัวอย่างควบคุมผลบวก คือ เซลล์ที่เลี้ยงใน

อาหารเลีย้งเซลล์ทีม่กีารเตมิ 1%Tween20 ท�ำการ

ทดสอบซ�ำ้ 2 ครัง้ (duplicate) เมือ่เตมิสารทดสอบ

แล้วน�ำไมโครเพลตบ่มท่ี 37 องศาเซลเซียส ใน

สภาวะที่มี 5% CO
2 
เป็นเวลา 24 ชั่วโมง เมื่อครบ

เวลา เซลล์ที่ตายหรือเศษเซลล์ท่ีลอยในอาหารจะ

ถูกล้างด้วย Phosphate buffer saline pH 7.2 

จากนัน้เติมสารละลายสเีหลอืง MTT (0.5 มก./มล.) 

ในทุกหลุม แล้วน�ำไปบ่มเป็นเวลา 4 ชั่วโมง 

เมทาบอไลต์เอนไซม์ (mitochondrial dehydro-

genase) ของเซลล์ทีย่งัมชีวีติจะเปลีย่นสารละลาย 

MTT ให้เป ็นผลึกฟอร์มาแซน (Formazan 

crystals) ซ่ึงมีสีม่วง จากนั้นละลายผลึกโดย

การเติม dimethyl sulfoxide (DMSO) 100 

ไมโครลิตร/หลุม แล้วน�ำไปวัดค่าการดูดกลืนแสง 

(A) ท่ีความยาวคลื่น 540 nm ด ้วยเครื่อง 

microplate reader ซึ่งค่า A จะแปรตามปริมาณ

เซลล์ทีม่ชีวีติ ค�ำนวณเปอร์เซน็ต์ความเป็นพษิจาก

สูตร; %Cytotoxicity = (1- (A ทดสอบ/A 

ควบคุมผลลบ)) x 100 โดยที่ค่า %cytotoxicity 

ยิ่งสูงยิ่งมีความเป็นพิษต่อเซลล์

เกณฑ์การคดัเลอืกพชืและสารสกดัส�ำหรบั

พัฒนาเป็นผลิตภัณฑ์ป้องกันรังสี

	 ในการทดลองนี้ได้ก�ำหนดเกณฑ์ส�ำหรับ

คัดเลือกพืชและสารสกัดที่มีคุณสมบัติเหมาะสม

ส�ำหรบัพฒันาเป็นผลติภณัฑ์ป้องกนัรงัส ีโดยให้น�ำ้

หนักคะแนนฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระด้วยวิธี DPPH 

radical scavenging assay ร้อยละ 40 ปริมาณ

สารแอนโทไซยานินให้น�้ำหนักคะแนนร้อยละ 30 

ฤทธิ์ต ้านอนุมูลอิสระด้วยวิธี FRAP assay 

ให้น�้ำหนักคะแนนร้อยละ 20 และปริมาณสารประ

กอบฟีโนลิกให้น�้ำหนักคะแนนร้อยละ 10 โดยพืช

ที่มีฤทธิ์ดีที่สุดเป็นล�ำดับที่ 1 ในแต่ละการประเมิน

จะได้คะแนน 40, 30, 20 และ 10 ส่วนล�ำดับอื่นๆ 

จะได้คะแนนลดลงไปตามล�ำดับ พืชและสารสกัด

ที่มีคะแนนสูงที่สุด 2 อันดับแรกจะได้รับการ

คดัเลอืกส�ำหรบัทดสอบและพฒันาเป็นผลติภณัฑ์

ป้องกันรังสีต่อไป

ผลการศึกษา
ผลการประเมินปริมาณสารประกอบ

ฟีโนลิกและแอนโทไซยานินของพืชทั้ง 9 ชนิด 

ปริมาณสารประกอบฟีโนลิกและปริมาณ

สารแอนโทไซยานินของพืชทั้ง 9 ชนิดแสดงใน

ตารางที่ 1 จากผลการทดลองพบว่าผักแพวมี

ปรมิาณสารประกอบฟีโนลกิสงูทีส่ดุ (2.836 ° 0.005 

mg/ml GAE/100mg dry powder) รองลงมา คอื
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ผักชีลาว (2.243 ° 0.002 mg/ml GAE/100mg 

dry powder) ส่วนใบหม่อน ใบย่านาง ร�ำข้าว

เหนียวด�ำลืมผัว มะเขือเทศ ซังข้าวโพดม่วง 

ข ้ าว เหนียวด� ำลืมผั ว  และ  เมล็ดข ้ าว โพด  

(1.310 ° 0.001, 1.230 ° 0.013, 1.089 ° 0.001, 

1.060 ° 0.014, 0.569 ° 0.006, 0.498 ° 0.001 

และ 0.164 ° 0.001 mg/ml GAE/100 mg dry 

powder ตามล�ำดับ) มีปริมาณสารประกอบ 

ฟีโนลิกรองลงมาตามล�ำดับ 

ร� ำข ้ าว เหนียวด� ำลืมผัวมีปริมาณสาร 

แอนโทไซยานินสูงที่สุด (1.058 ° 0.005 mg 

CGE/100 mg dry powder) รองลงมาคือข้าว

เหนียวด�ำลืมผัว (0.778 ° 0.002 mg CGE/100 

mg dry powder) ส่วนซังข้าวโพดม่วงและเมล็ด

ข้าวโพดม่วง (0.258 ° 0.001 และ 0.041 ° 0.001 

mg CGE/100 mg dry powder) มีปริมาณสาร

แอนโทไซยานนิรองลงมาตามล�ำดบั พืชอีก 5 ชนดิ

ไม ่ได ้ตรวจประเมินในส ่วนนี้ เ น่ืองจากไม ่ม ี

แอนโทไซยานนิเป็นองค์ประกอบของสารพฤกษเคมี

ในพืชดังกล่าว

ตารางที่ 1 	 ปริมาณสารประกอบฟีโนลิกและปริมาณสารแอนโทไซยานินของพืชทั้ง 9 ชนิด

พืชทั้ง 9 ชนิด
ปริมาณสารประกอบฟีโนลิก ปริมาณสารแอนโทไซยานิน

(mg/ml GAE/100 mg dry powder) (mg CGE/100 mg dry powder)

ซังข้าวโพดม่วง 0.569 ° 0.006 0.258 ° 0.001

เมล็ดข้าวโพดม่วง 0.164 ° 0.001 0.041 ° 0.001

ข้าวเหนียวด�ำลืมผัว 0.498 ° 0.001 0.778 ° 0.002

ร�ำข้าวเหนียวด�ำลืมผัว 1.089 ° 0.001 1.058 ° 0.005

มะเขือเทศ 1.060 ° 0.014 -

ผักแพว 2.836 ° 0.005 -

ใบหม่อน 1.310 ° 0.001 -

ใบย่านาง 1.230 ° 0.013 -

ผักชีลาว 2.243 ° 0.002 -

ผลการประเมินฤทธ์ิต้านอนุมูลอิสระของ

พชืท้ัง 9 ชนดิด้วยวธิ ีDPPH radical scavenging 

assay และ FRAP assay

ผลการประเมินฤทธิต้์านอนมุลูอสิระของพชื

ทั้ง 9 ชนิดด้วยวิธี DPPH radical scavenging 

assay และ FRAP assay แสดงในตารางที่ 2 ผล

การทดลองพบว่าผักแพวมีฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ

ด้วยวิธี DPPH radical scavenging assay 

สูงที่สุด (49.09 ° 0.98 ´g dry powder/ml) 

รองลงมาคือผักชีลาว (337.88 ° 1.65 ´g dry 

powder/ml) ส่วนร�ำข้าวเหนยีวด�ำลมืผวั ใบหม่อน 

ใบย ่านาง ข ้าวเหนียวด�ำลืมผัว มะเขือเทศ 

ซังข้าวโพดและเมล็ดข้าวโพด (510.26 ° 1.72, 

584.76 ° 2.74, 628.13 ° 1.71, 833.47 ° 0.12, 
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1176.60 ° 3.82, 1222.85 ° 1.03 และ 1702.69 °  

4.52 ´g/ml) มีฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระด้วยวิธี 

DPPH radical scavenging assay รองลงมาตาม

ล�ำดับ ส่วนฤทธ์ิต้านอนุมูลอิสระด้วยวิธี FRAP 

assay ผักแพวมีค่าที่ดีที่สุด (47.30 ° 0.39 ´M 

Fe(II)/mg dry powder) รองลงมาคือผักชีลาว 

(39.06 ° 1.31 ́ M Fe(II)/mg dry powder) ส่วน

ร�ำข้าวเหนียวด�ำลืมผัว ใบหม่อน ใบย่านาง มะเขือ

เทศ ข้าวเหนยีวด�ำลมืผวั ซงัข้าวโพดม่วง และเมลด็

ข้าวโพดม่วง มฤีทธิด้์านอนมุลูอสิระด้วยวธิ ีFRAP 

assay รองลงมาตามล�ำดับ (27.92 ° 0.31,  

22.84 ° 1.17, 17.57 ° 0.86, 9.55 ° 0.01,  

8.24 ° 0.13, 7.61 ° 0.22 และ 3.75 ° 0.09 ´M 

Fe(II)/mg dry powder ตามล�ำดับ) 

ตารางที่ 2 	 ฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระของพืชทั้ง 9 ชนิด ด้วยวิธี DPPH radical scavenging assay และ 

FRAP assay

พืชทั้ง 9 ชนิด
DPPH radical scavenging assay FRAP assay

(IC50 
µg dry powder/ml) (µM Fe(II)/mg dry powder)

ซังข้าวโพดม่วง 1222.85 ° 1.03 7.61 ° 0.22

เมล็ดข้าวโพดม่วง 1702.69 ° 4.52 3.75 ° 0.09

ข้าวเหนียวด�ำลืมผัว 833.47 ° 0.12 8.24 ° 0.13

ร�ำข้าวเหนียวด�ำลืมผัว 510.26 ° 1.72 27.92 ° 0.31

มะเขือเทศ 1176.60 ° 3.82 9.55 ° 0.01

ผักแพว 49.09 ° 0.98 47.30 ° 0.39

ใบหม่อน 584.76 ° 2.74 22.84 ° 1.17

ใบย่านาง 628.13 ° 1.71 17.57 ° 0.86

ผักชีลาว 337.88 ° 1.65 39.06 ° 1.31

ผลคะแนนการตรวจประเมินและการคัด

เลือกพชืส�ำหรบัพฒันาเป็นผลติภณัฑ์ป้องกนัรงัสี

ผลการคัดเลือกและคะแนนการตรวจ

ประเมินพืชทั้ง 9 ชนิดแสดงในตารางที่ 3 ผลการ

ประเมินพบว่าผักแพวมีคะแนนรวมการตรวจ

ประเมนิสงูสดุ (86.67 คะแนน) รองลงมาคอืร�ำข้าว

เหนียวด�ำลืมผัว (82.22 คะแนน) ส่วนผักชีลาว 

ใบหม่อน ย่านาง ข้าวเหนียวด�ำลืมผัว มะเขือเทศ 

ซังข้าวโพดม่วง และข้าวโพดม่วง มีคะแนนรองลง

มาตามล�ำดับ ในการทดลองนี้ผักแพวและร�ำข้าว

เหนียวด�ำลืมผัวได้รับการคัดเลือกส�ำหรับน�ำไป

ทดสอบเพื่อหาอัตราส่วนที่เหมาะสมและพัฒนา

เป็นผลิตภัณฑ์ป้องกันรังสีต่อไป
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ผลการประเมนิปรมิาณสารประกอบฟีโนลกิ

และแอนโทไซยานนิของสารสกดัร�ำข้าวเหนียวด�ำ

ลืมผัวและสารสกัดผักแพว 5 อัตราส่วน 

ผลการประเมนิปรมิาณสารประกอบฟีโนลกิ

และแอนโทไซยานินของสารสกัดร�ำข้าวเหนียวด�ำ

ลืมผัวและสารสกัดผักแพวทั้ง 5 อัตราส่วนแสดง

ในตารางที่ 4 พบว่าอัตราส่วน 0:100 มีปริมาณสาร

ประกอบฟีโนลิกสูงที่สุด (223.00 ° 9.70 mg/ml 

GAE/mg extract) รองลงมาคืออตัราส่วน 25:75 

(204.00 ° 1.94 mg/ml GAE/mg extract) และ

ลดลงตามล�ำดับในอัตราส่วน 50:50 75:25 และ 

100:0 (129.19 ° 0.97, 79.71 ° 0.79 และ 37.75 ° 

1.94 mg/ml GAE/mg extract ตามล�ำดับ) ส่วน

ปริมาณสารแอนโทไซยานินนั้น อัตราส่วน 100:0 

มีปริมาณสารแอนโทไซยานินสูงสุด (6.36 ° 0.05 

mg/ml CGE/mg extract) ตามมาด้วยอัตราส่วน 

75:25 (4.86 ° 0.14 mg/ml CGE/mg extract) 

50:50 และ 25:75 (3.58 ° 0.23, 1.97 ° 0.14 mg/

ml CGE/mg extract ตามล�ำดับ) ส่วนอัตราส่วน 

0:100 นั้น ไม่ได้ตรวจปริมาณสารแอนโทไซยานิน

เนื่องจากเป็นพืชที่ไม่มีสารดังกล่าว

ตารางที่ 3 	 ค่าน�้ำหนักคะแนนของแต่ละการตรวจประเมินและคะแนนรวมการตรวจประเมินของพืช

ทั้ง 9 ชนิด

พืชทั้ง 9 ชนิด

DPPH radical 

scavenging assay

ปริมาณสารแอน

โทไซยานิน

FRAP 

assay

ปริมาณสาร

ประกอบฟีโนลิก

คะแนน

รวม

ค่าน�้ำหนัก

ร้อยละ 40

ค่าน�้ำหนัก

ร้อยละ 30

ค่าน�้ำหนัก

ร้อยละ 20

ค่าน�้ำหนัก

ร้อยละ 10

ร้อยละ 

100

ซังข้าวโพดสีม่วง 8.89 23.33 4.44 3.33 40.00

ข้าวโพดม่วง 4.44 20.00 2.22 1.11 27.78

ข้าวเหนียวด�ำลืมผัว 17.78 26.67 6.67 2.22 53.33

ร�ำข้าวเหนียวด�ำลืมผัว 31.11 30.00 15.56 5.56 82.22

มะเขือเทศ 13.33 16.67 8.89 4.44 43.33

ผักแพว 40.00 16.67 20.00 10.00 86.67

ใบหม่อน 26.67 16.67 13.33 7.78 64.44

ย่านาง 22.22 16.67 11.11 6.67 56.67

ผักชีลาว 35.56 16.67 17.78 8.89 78.89
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ตารางที่ 4 	 ปริมาณสารประกอบฟีโนลิกและปริมาณสารแอนโทไซยานินของสารสกัดร�ำข้าวเหนียวด�ำ

ลืมผัวและสารสกัดผักแพว 5 อัตราส่วน 

อัตราส่วน

OSBE:POE

ปริมาณสารประกอบฟีโนลิก ปริมาณสารแอนโทไซยานิน

(mg/ml GAE/mg extract) (mg/ml CGE/mg extract)

100:0 37.75 ° 1.94 6.36 ° 0.05

75:25 79.71 ° 0.79 4.86 ° 0.14

50:50 129.19 ° 0.97 3.58 ° 0.23

25:75 204.00 ° 1.94 1.97 ° 0.14

0:100 223.00 ° 9.70 -

ผลการประเมนิฤทธิต้์านอนมุลูอสิระด้วยวธิี 

DPPH radical scavenging assay และ FRAP 

assay ของสารสกัดร�ำข้าวเหนียวด�ำลืมผัวและ

สารสกัดผักแพว 5 อัตราส่วน 

ผลการประเมนิฤทธิต้์านอนมุลูอสิระด้วยวธิี 

DPPH radical scavenging assay และ FRAP 

assay แสดงในตารางที่ 5 และพบว่าอัตราส่วน 

0:100 มีฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระด้วยวิธี DPPH 

radical scavenging assay และ FRAP assay 

ดีที่สุดด้วยค่า IC
50 

เท่ากับ 11.51 ° 0.15 ´g/ml 

และ FRAP เท่ากับ 279.18 ° 2.49 ´M Fe(II)/mg 

extract รองลงมาคืออัตราส่วน 25:75 (21.41 °  

0.08 ´g/ml, 237.82 ° 4.07 ´M Fe(II)/mg 

extract) และลดลงตามล�ำดับในอัตราส่วน 50:50 

75:25 และ 100:0 (26.91 ° 0.07, 38.95 ° 0.90, 

140.85 ° 4.26 ´g/ml และ 203.79 ° 4.62, 

125.53 ° 2.11, 71.57 ° 0.92 ´M Fe(II)/mg 

extract ตามล�ำดับ) 

ตารางที่ 5 	 ฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระของสารสกัดร�ำข้าวเหนียวด�ำลืมผัวและสารสกัดผักแพวทั้ง 5 

อัตราส่วน ด้วยวิธี DPPH radical scavenging assay และ FRAP assay

อัตราส่วน

OSBE:POE

DPPH radical scavenging assay FRAP assay

(IC50 
µg/ml) (µM Fe(II)/mg extract)

100:0 140.85 ° 4.26 71.57 ° 0.92

75:25 38.95 ° 0.90 125.53 ° 2.11

50:50 26.91 ° 0.07 203.79 ° 4.62

25:75 21.41 ° 0.08 237.82 ° 4.07

0:100 11.51 ° 0.15 279.18 ° 2.49
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ผลการประเมินความเป็นพิษของสารสกัด

ร�ำข ้าวเหนียวด�ำลืมผัวและสารสกัดผักแพว 

5 อัตราส่วนในเซลล์เม็ดเลือดขาวหนูด้วยวิธี 

MTT assay

 ผลการประเมินความเป็นพิษของสารสกัด

ร�ำข ้าวเหนียวด�ำลืมผัวและสารสกัดผักแพว 

5 อัตราส่วนในเซลล์เม็ดเลือดขาวหนูแสดงใน

รูปที่  1 ผลการทดสอบแสดงให้เห็นว่าสารสกัดทั้ง 

5 อัตราส่วน ได้แก่ 100:0, 75:25, 50:50, 25:75 

และ 0:100 ที่ความเข้มข้น 5.0 มก./มล. มีความ

เป็นพิษต่อเซลล์เม็ดเลือดขาวหนู ร้อยละ 51.02, 

44.64, 68.45 62.50, และ 85.48 ตามล�ำดับ เมื่อ

เจือจางความเข ้มข้นลดลงครึ่งหนึ่งจาก 5.0 

มก./มล. จนถึง 0.156 มก./มล. พบว่าสารสกัดทั้ง 

5 อตัราส่วนมคีวามเป็นพิษลดลงตามสดัส่วนความ

เข้มข้นของสารสกดั (dose dependent manner) 

และพบว่าทีค่วามเข้มข้น 0.156 มก./มล. อตัราส่วน 

100:0, 75:25 และ 50:50 มีความเป็นพิษร้อยละ 

12.93, 16.61, 18.02 ตามล�ำดบั ในขณะทีอ่ตัราส่วน 

25:75 และ 0:100 ไม่มีความเป็นพิษต่อเซลล์ 

 
รูปท่ี 1การประเมินความเปนพิษของสารสกัดผักแพวและสารสกัดรําขาวเหนียวดําลืมผัวตอเซลลเม็ดเลือดขาวหนู

ดวยวิธีMTT assay 
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Cytotoxicity by MTT assay

Growth control 1%Tween20 Steriled water 5mg/ml 2.5mg/ml

1.25mg/ml 0.625mg/ml 0.3125mg/ml 0.15625mg/ml

รูปที่ 1 การประเมินความเป็นพิษของสารสกัดผักแพวและสารสกัดร�ำข้าวเหนียวด�ำลืมผัวต่อเซลล์เม็ด

เลือดขาวหนูด้วยวิธี MTT assay

ผลคะแนนการตรวจประเมินและการคัด

เลอืกสตูรส�ำหรบัพฒันาเป็นผลติภณัฑ์ป้องกนัรงัสี

ผลคะแนนการตรวจประเมินของสารสกัด

อตัราส่วนต่างๆ แสดงในตารางที ่6 พบว่าสารสกดั

อัตราส่วน 0:100 มผีลคะแนนการตรวจประเมนิสงู

ทีส่ดุ (76 คะแนน) ตามมาด้วยอตัราส่วน 25:75 (68 

คะแนน) 50:50 (60 คะแนน) 75:25 (52 คะแนน) 

และ 100:0 (44 คะแนน) เมื่อประเมินคะแนนการ

ตรวจประเมินร่วมกับความเป็นพิษต่อเซลล์เม็ด

เลือดขาวหนู อัตราส่วน 25:75 และ 0:100 ถูกคัด

เลือกเพ่ือน�ำไปทดสอบฤทธิ์ป้องกันรังสีในเซลล์

เมด็เลอืดขาวหนแูละพฒันาเป็นผลิตภณัฑ์ป้องกนั

รังสีส�ำหรับผู้ป่วยรังสีร่วมรักษาระบบประสาท

ต่อไป
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สรุปและวิจารณ์ผลการศึกษา
	 จากผลการทดลองพบว่าผักแพว ผักชีลาว 

และร�ำข้าวเหนียวด�ำลืมผัวเป็นพืชที่มีฤทธิ์ต้าน

อนุมูลอิสระด้วยวิธี DPPH radical scavenging 

assay และ FRAP assay ดีที่สุด 3 อันดับแรก 

ส่วนปริมาณสารประกอบฟีโนลิกนั้นผักแพว 

ผกัชลีาว และใบหม่อนมปีริมาณมากทีส่ดุ 3 อนัดบั

แรก ในขณะที่ร�ำข ้าวเหนียวด�ำมีปริมาณสาร

ประกอบฟีโนลิกไม ่สูงมากแต่มีปริมาณสาร

แอนโทไซยานินสูงที่สุด ทั้งนี้ปริมาณสารประกอบ

ฟีโนลิกและสารแอนโทไซยานินในพืชแต่ละชนิด

นัน้มคีวามสมัพนัธ์กบัความสามารถของพชืในการ

ต้านอนุมูลอิสระ ซึ่งเป็นไปในทางเดียวกันกับ

งานวิจัยก่อนหน้านี้ท่ีแสดงให้เห็นว่าสารประกอบ

ฟีโนลกิในพชืนัน้สามารถก�ำจดัอนมุลูอิสระได้โดย

การให้ไฮโดรเจนไอออนให้แก่สารอนมุลูอสิระหรือ

ดึงอิเล็กตรอนจากสารอนุมูลอิสระ20 ซึ่งความ

สามารถในการก�ำจัดอนุมูลอิสระของสารแต่ละตัว

นัน้ขึน้อยู่กับจ�ำนวนและต�ำแหน่งของหมูไ่ฮดรอกซลิ 

(OH) และจ�ำนวนพนัธะคูข่อง C2-C3 บนวงแหวน

ฟีนอลของสารนัน้ๆ21 ในการทดลองนีร้�ำข้าวเหนยีว

ด�ำลืมผัวมีปริมาณสารประกอบฟีโนลิกต�่ำกว่า

ใบหม่อนและใบย่านางแต่มฤีทธิต้์านอนมุลูอสิระที่

ดกีว่า น่าจะเป็นผลมาจากโครงสร้างของสารส�ำคญั

ของร�ำข ้าวเหนียวด�ำลืมผัวคือกลุ ่มของสาร

แอนโทไซยานินที่มีวงแหวนฟีนอลและจ�ำนวน 

OH บนวงแหวนจ�ำนวนมากกว่าสารส�ำคัญของ

ใบหม่อนและใบย่านางคือ Chlorogenic acid 

และ α-Tocopherol ตามล�ำดับ22,23 ซึ่งมีวงแหวน

ฟีนอลวงเดียวและจ�ำนวน OH น้อย 

	 สืบเนื่องจากการที่รังสีสามารถก่อความ

เสยีหายแก่เซลล์ได้หลายรปูแบบ การป้องกนัเซลล์

จากรังสีในหลายๆ เป้าหมายจึงมีความส�ำคัญ 

ในการวจิยันีจ้งึใช้การประเมนิฤทธิท์างชวีภาพของ

สารสกดัพชืด้วยหลายวธิ ีได้แก่ การศกึษาฤทธิต้์าน

อนุมูลอิสระด้วยวิธี DPPH radical scavenging 

assay และ FRAP assay ปริมาณสารประกอบ

ฟีโนลิกและสารแอนโทไซยานินของสารสกัดพืช 

จากผลโดยอ้อมของรังสีที่ท�ำให้เกิดอนุมูลอิสระ

หลักประเภท Hydroxyl  radical  (l OH) 

ตารางที่ 6 	 ค่าน�้ำหนักคะแนนของแต่ละการตรวจประเมินและคะแนนรวมการตรวจประเมินของสาร

สกัดร�ำข้าวเหนียวด�ำลืมผัวและสารสกัดผักแพวที่อัตราส่วนต่างๆ 

อัตราส่วน

OSBE:POE

DPPH radical 

scavenging assay

ปริมาณสารแอน

โทไซยานิน

FRAP 

assay

ปริมาณสาร

ประกอบฟีโนลิก

คะแนน

รวม

ค่าน�้ำหนัก

ร้อยละ 40

ค่าน�้ำหนัก

ร้อยละ 30

ค่าน�้ำหนัก

ร้อยละ 20

ค่าน�้ำหนัก

ร้อยละ 10

ร้อยละ 

100

100:0 30 8 4 2 44

75:25 24 16 8 4 52

50:50 18 24 12 6 60

25:75 12 32 16 8 68

0:100 6 40 20 10 76
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Hydrogen radical (Hl) Hydroperoxyl free 

radical (HO
2
l)5 ซึ่งมีอิเล็กตรอนคู่โดดเดี่ยวอยู่ 

ท�ำให้เกิดความเสียหายแก่เซลล์ในร่างกายได้โดย

เฉพาะสายดีเอ็นเอ การศึกษาคุณสมบัติของ

สารสกัดพืชในการให้ไฮโดรเจนไอออนหรือดึง

อเิลก็ตรอนจากอนมุลูอสิระด้วยวิธี DPPH radical 

scavenging assay จึงมีความส�ำคัญมากในการ

ป้องกันผลจากรังสีและในงานวิจัยนี้ให้ค่าคะแนน

ถ่วงน�้ำหนักร้อยละ 40 นอกจากนี้มีรายงานว่าสาร

แอนโทไซยานินช่วยท�ำให้สายดีเอ็นเอมีความ

เสถยีรมากขึน้ ท�ำให้สามารถป้องกันความเสยีหาย

ของดีเอ็นเอซ่ึงเป็นเป้าหมายส�ำคัญของสารอนุมูล

อิสระที่เกิดจากรังสี24,25 และสามารถป้องกันความ

เสียหายจากรงัสใีห้แก่เซลล์ได้ดี6,9 จึงมคีวามส�ำคญั

ในการป้องกนัผลจากรังสแีละให้ค่าคะแนนถ่วงน�ำ้

หนักร้อยละ 30 ส่วน FRAP assay นั้นเป็นการดู

ความสามารถของสารสกัดในการให้อิเล็กตรอน26 

ซึ่งเป็นกลไกหน่ึงในการช่วยท�ำให้สารอนุมูลอิสระ

เป็นกลาง ให้ค่าคะแนนถ่วงน�ำ้หนกัร้อยละ 20 และ

จากที่ได้กล่าวมาข้างต้นว่าปริมาณสารประกอบ

ฟีโนลกินัน้มคีวามสมัพนัธ์กบัความสามารถในการ

ต้านอนุมูลอิสระของพืชจึงให้ค่าคะแนนถ่วงน�้ำ

หนักร้อยละ 10 ส�ำหรับประเมินและคัดเลือกพืชที่

มศีกัยภาพมาพฒันาเป็นผลติภณัฑ์ส�ำหรบัป้องกนั

รังสีส�ำหรับผู้ป่วยรังสีร่วมรักษาระบบประสาท 

	 จากเกณฑ์การประเมินและให้คะแนน

ดังกล่าวพบว่าผักแพวและร�ำข้าวเหนียวด�ำลืมผัว

ถูกคัดเลือกมาศึกษาต�ำรับหรืออัตราส ่วนที่

เหมาะสมส�ำหรบัพฒันาเป็นผลติภณัฑ์ป้องกนัรงัสี 

ซึ่งผลการประเมินพบว่าอัตราส่วนของสารสกัดร�ำ

ข ้าวเหนียวด�ำลืมผัวและสารสกัดผักแพวที่

อัตราส่วน 25:75 และ 0:100 นั้นมีคะแนนการ

ประเมินดีที่สุด 2 อันดับแรก และผลการศึกษาใน

หลอดแก้วนั้นแสดงให้เห็นความสัมพันธ์ระหว่าง

ฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระและปริมาณสารประกอบ

ฟีโนลกิเป็นอย่างด ีนอกจากนีย้งัพบว่า 2 อัตราส่วน

นี้ในความเข้มข้นสูงนั้นมีความเป็นพิษต่อเซลล์สูง

กว่าความเข้มข้นต�่ำมากและสูงกว่าอัตราส่วนอื่น 

ซึ่งสอดคล้องกับงานวิจัยก่อนหน้านี้ที่ศึกษาความ

เป็นพิษของสารสกัดผักแพวต่อเซลล์มะเร็ง

ล�ำไส้ใหญ่และเซลล์มะเรง็ตบัชนดิเซลล์ต้นก�ำเนดิ27 

แต่เมื่อลดความเข้มข้นลงพบว่ามีความเป็นพิษ

น้อยกว่าอัตราส่วนอื่นๆ และไม่พบความเป็นพิษ

เมื่อมีความเข้มข้น 0.156 มก./มล. ในขณะที่

อัตราส่วนที่มีสารสกัดร�ำข้าวเหนียวด�ำลืมผัวนั้นมี

ค่า %cytotoxicity ค่อนข้างสูง ซึ่งมีงานวิจัยก่อน

หน้านี้รายงานถึงศักยภาพของสารสกัดจากข้าวสี

ม่วงในการท�ำลายเซลล์มะเร็งพบว่าความเข้มข้น 

0.2 มก./มล. สามารถท�ำให้เซลล์มะเรง็ตายได้ร้อย

ละ 20-6028 ในการทดลองนีจ้งึพบความเป็นพษิต่อ

เซลล์เม็ดเลือดขาวหนูของสารสกัดที่มีอัตราส่วน

ของร�ำข้าวเหนียวด�ำลืมผัวและผักแพว 100:0, 

75:25 และ 50:50 สูงกว่าอัตราส่วน 25:75 และ 

0:100 และเมือ่เปรยีบเทยีบทีค่วามเข้มข้นเดยีวกนั

พบว่าอัตราส่วน 25:75 มีค่า %cytotoxicity 

ต�่ ำกว ่ า  0 :100  ทั้ งนี้ อ าจจะเป ็นผลมาจาก

สารประกอบทีม่คีวามเป็นพษิต่อเซลล์ของสารสกัด

ทั้ง 2 ชนิดถูกยับยั้ง จากสารประกอบของสารสกัด

อีกชนิดหนึ่ง (masking effect) ส่งผลให้สารสกัด

อัตราส่วน 25:75 มีความเป็นพิษน้อยลง 

	 เมื่อพิจารณาจากคะแนนประเมินฤทธิ์

ทางชีวภาพและความเป็นพิษต่อเซลล์ สกัดร�ำ
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ข้าวเหนียวด�ำลืมผัวและผักแพวอัตราส่วน 25:75 

และ 0:100 มีฤทธิ์ทางชีวภาพที่เหมาะสมที่สุด 

น่าจะมีศักยภาพในการป้องกันรังสีได้ จึงถูก

คดัเลอืกเพือ่ประเมนิฤทธิป้์องกันอนัตรายจากรงัสี

ในเซลล์เม็ดเลือดขาวหนูชนิดเซลล์ต้นก�ำเนิดและ

พัฒนาเป็นผลิตภัณฑ์ป้องกันอันตรายจากรังสี

ส�ำหรับผู้ป่วยรังสีร่วมรักษาระบบประสาทต่อไป 

อย่างไรก็ตามการทดสอบฤทธิ์ทางชีวภาพน้ีเป็น

เพียงการประเมินศักยภาพของสารสกัดขั้นต้น

เท่านัน้ ยงัต้องมกีารทดสอบศกัยภาพของสารสกดั

ในการป้องกนัรังสใีห้แก่เซลล์ทัง้เซลล์เมด็เลอืดขาว

หนแูละเซลล์เม็ดเลอืดขาวคนรวมถึงทดสอบความ

เป็นพิษทั้งชนิดเฉียบพลันและเรื้อรังในสัตว ์

ทดลองก่อนจะน�ำมาใช้ในทางคลินิก 
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สร้างเสริมสุขภาพ มหาวิทยาลัยขอนแก่น ประจ�ำ

ปีงบประมาณ พ.ศ. 2562 ขอขอบคุณศูนย์วิจัย

และพัฒนาการแพทย์ทางเลือกแบบบูรณาการ 

คณะแพทยศาสตร ์  มหาวิทยาลัยขอนแก ่น 

ท่ีเอื้อเฟื้อสถานที่และอุปกรณ์ในการท�ำวิจัย และ

รองศาสตราจารย์ ดร. พลงั สรุหิาร คณะเกษตรศาสตร์ 

มหาวิทยาลัยขอนแก่น ที่ให้ความอนุเคราะห์

ข้าวโพดม่วงส�ำหรับท�ำวิจัย

เอกสารอ้างอิง
1.	 Rerksoontree T, Munkong W, Somboon-

nithiphol K, Takong W. Epidemiology and 

trends of neurovascular disease, in 

Northeast of Thailand; Angiographic 
base [Diploma of Thai Board of Diagnostic 
Radiology of The Medical Council of 
Thailand 2018]. Khon Kaen: Faculty of 
Medicine, Khon Kaen University; 2018.

2.	 Manninen AL, Isokangas JM, Karttunen 
A, Siniluoto T, Nieminen MT. A comparison 
of radiation exposure between diagnostic 
CTA and DSA examinations of cerebral 
and cervicocerebral vessels. AJNR Am J 
Neuroradiol 2012;33:2038-42. 

3.	 Faulkner K, Vano E. Deterministic 
effects in interventional radiology. 
Radiat Prot Dosimetry 2001;94:95-8.

4.	 Berrington de González A, Darby S. 
Risk of cancer from diagnostic X-rays: 
estimates for the UK and 14 other 
countries. Lancet 2004;363:345-51.

5.	 ณรงชัย อัศวพรหมพร. ความรู้พื้นฐานทาง
ชีววิทยารังสีทางการแพทย์. กรุงเทพฯ: 
แดแน็กซ์ อินเตอร์คอร์ปอเรชั่น, 2562.

6.	 Fan ZL, Wang ZY, Zuo LL, Tian SQ. 
Protective effect of anthocyanins from 
lingonberry on radiation-induced 
damages. Int J Environ Res Public 
Health 2012;9:4732-43. 

7.	 Kuefner MA, Brand M, Ehrlich J, Braga 
L, Uder M, Semelka RC. Effect of 
antioxidants on X-ray-induced γ-H2AX 
foci in human blood lymphocytes: pre-
liminary observations. Radiology 

2012;264:59-67. 



3232

Vol.15 No.4

8.	 Brand M, Sommer M, Ellmann S, Wuest 

W, May MS, Eller A, et al. Influence of 

different antioxidants on x-ray induced 

DNA double-strand breaks (DSBs) 

using γ-H2AX immunofluorescence 

microscopy in a preliminary study. 

PLoS One 2015; 10: e0127142. 

9.	 Ghasemnezhad R, Homayoun M, 

M a n s o u r i  S ,  S o u k h t a n l o o  M , 

Soleymanifard S, Seghatoleslam M. 

Radio protective effect of black mulberry 

extract on radiation- induced damage in 

bone marrow cells and liver in rat. Radiation 

Physics and Chemistry 2016;130. 

10.	 Junsathian P, Yordtong K, Corpuz HM, 

Katayama S, Nakamura S, Rawdkuen S. 

Biological and neuroprotective activity 

of Thai edible plant extracts. Industrial 

Crops & Products 2018;124:548–54.

11.	 สวุรรณาจนัคนา. การทดสอบฤทธิต้์านมะเรง็

เต ้ านมและฤทธิ์ ต ้ านอนุมูลอิสระและ

การวเิคราะห์ปรมิาณสารประกอบฟีนอลกิของ 

ใบย่านาง. วารสารวิจัยและพฒันามหาวทิยาลยั

ราชภัฏบุรีรัมย์, 2556:77-83.

12.	 อฑิตยา โรจนสโรช. สารต้านอนุมูลอิสระ

ในข ้าวด�ำข ้ าวเหนียวด�ำและข ้าวแดง : 

การป้องกันการเป็นพิษต่อเซลล์และสาร

พนัธกุรรมจากอนมุลูอสิระและการแสดงออก

ของยีนสะสมไขมันในเซลล ์ เพาะเลี้ยง 

[วิทยานิพนธ ์ปริญญาวิทยาศาสตร ์มหา

บัณฑิตสาขาวิชาชีว เคมีคลินิกและอณู

ทางการแพทย์]. กรุงเทพ:คณะสหเวชศาสตร์ 

จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย; 2551. 

13.	 Ramos-Escudero F, Munoz AM, 

Alvarado-Ortiz C, Alvarado A, Yanez 

JA. Purple corn (Zea mays L.) phenolic 

compounds profile and it’s assessment 

as an agent against oxidative stress in 

isolated mouse organs. J Med Food 

2012;15:206-15.

14.	 Selen Isbilir S, Sagiroglu A. Antioxidant 

potential of different dill (Anethum 

Graveolens L.) leaf extracts. International 

Journal of Food Properties 2011;14:894–

902.

15.	 Silaste ML, Kesaniemi YA, Horkko S, 

Alfthan G, Aro A. Tomato juice decreases 

LDL cholesterol levels and increases 

LDL resistance to oxidation. British 

Journal of Nutrition 2019;98:1251–8.

16.	 Kirisattayakul W. Development and 

evaluation of cognitive enhancement 

product made from selected Thai herbs 

for postmenopausal women [PhD 

Dissertation in Neuroscience]. Khon 

Kaen: The Graduate School, Khon Kaen 

University; 2017.

17.	 K i r i sat tayaku l  W,  Tong-Un,  T , 

Wattanathorn, J, Muchimapura, S, 

Wannanon, P, Jittiwat, J. Evaluation of 

total phenolic compound, antioxidant 

effect and neuropharmacological 



3333

Vol.15 No.4

activities of Moringa oleifera Lam. 

leaves extract. วารสารประสาทวทิยาศาสตร์ 

ภาคตะวันออกเฉียงเหนือ 2554;6:80-92. 

18.	 Poulsen KA, Andersen EC, Hansen CF, 

Klausen TK, Hougaard C, Lambert IH, 

et al. Deregulation of apoptotic volume 

decrease and ionic movements in 

multidrug-resistant tumor cells: role of 

chloride channels. Am J Physiol Cell 

Physiol 2010;298:C14-25.

19.	 Wattanathorn J, Wannanon P, Muchi-

mapura S, Thukham-Mee W, Tong-Un 

T, Polyiam P. Toxicity Evaluation of 

Anacardium occidentale, the Potential 

Aphrodisiac Herb. Biomed Res Int 

2019;2019:1459141

20.	 Nimse SB, Pal D. Free radicals, natural 

antioxidants, and their reaction 

mechanisms.RSC Advances 2015;35: 

27986-8006.

21.	 Seyoum A, Asres K, El-Fiky FK. Structure-

radical scavenging activity relationships 

o f  flavono ids .  Phy tochemis t ry 

2006;67:2058-70.

22.	 Yu Y, Li H, Zhang B, Wang J, Shi X, 

Huang J, et al. Nutritional and functional 

components of mulberry leaves from 

different varieties: Evaluation of their 

potential as food materials. Int J Food 

Prop 2018:21:1495-507.

23.	 Chaveerach A, Lertsatitthanakorn P, 

Tanee T, Puangjit N, Patarapadungkit 

N, Sudmoon R. Chemical constituents, 

antioxidant property, cytotoxicity and 

genotoxicity of Tiliacora Triandra. 

International Journal of Pharmacognosy 

and Phytochemical Research 2016;8: 

722-9.

24.	 Kong JM, Chia LS, Goh NK, Chia TF, 

Brouillard R. Analysis and biological 

activities of anthocyanins. Phytochem-

istry 2003;64:923-33.

25.	 Webb MR, Min K, Ebeler SE. Anthocyanin 

Interactions with DNA: Intercalation, 

Topoisomerase I Inhibition and Oxidative 

Reactions. J Food Biochem 2008;32:576-96.

26.	 Huang D, Ou B, Prior RL. The chemistry 

behind antioxidant capacity assays. 

J Agric Food Chem 2005;53:1841-56.

27.	 Putthawan P, Poeaim S, Areekul V. 

Cytotoxic activity and apoptotic 

induction of some edible Thai local 

plant extracts against colon and liver 

cancer cell lines. Trop J Pharm Res 

2017;16:2927-33.

28.	 Banjerdpongchai R, Wudtiwai B, 

Sringarm K. Cytotoxic and apoptotic-

inducing effects of purple rice extracts 

and chemotherapeutic drugs on human 

cancer cell lines. Asian Pac J Cancer 

Prev 2018;14:6541-8.


