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บทคัดย่อ 
 การศึกษานี ้ม ีว ัตถุประสงค์เพ ื ่อว ิเคราะห์ปริมาณสารฟีนอลิกรวม ( Total Phenolic Content; TPC) และ 
เฟลโวนอยด์รวม (Total Flavonoid Content; TFC) รวมถึงประเมินฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระและต้านการอักเสบของสารสกัด  
ใบกระท่อม (Mitragyna speciosa Korth.) พันธุ์ก้านแดง ที่สกัดด้วยเอทานอล 95% ผลการวิเคราะห์พบว่า สารสกัดมีค่า 
TPC เท่ากับ 285.50 ± 1.67 มิลลิกรัมกรดแกลลิกสมมูล ต่อกรัมสารสกัด (mg GAE/g extract) และค่า TFC เท่ากับ  
358.97 ± 0.98 มิลลิกร ัมเควอซิทินสมมูล ต่อกรัมสารสกัด (mg QE/g extract) ฤทธิ ์ต ้านอนุมูลอิสระของสารสกัด 
วัดโดยวิธี DPPH มีค่า IC50 เท่ากับ 7.39 ± 0.49 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร วิธี ABTS•+ มีค่า IC50 เท่ากับ 17.76 ± 0.33 มิลลิกรัม 
วิตามินซีสมมูลต่อกรัมสารสกัด และวิธี FRAP ให้ค่าความสามารถในการรีดิวซ์ไอออนเท่ากับ 5,211.44 ± 9.36 มิลลิโมล  
เฟอร์รัสซัลเฟตสมมูล ต่อกรัมสารสกัด นอกจากนี้ การทดสอบฤทธิ์ต้านการอักเสบในเซลล์มาโครฟาจ RAW 264.7 ที่ถูก
กระตุ้นด้วยไลโพพอลิแซกคาไรด์ (LPS) พบว่า สารมาตรฐานไมทราไจนีนสามารถยับยั้งการผลิตไนตริกออกไซด์ (NO; 8.09 - 
17.44 ไมโครโมลาร์) อินเตอร์ลิวคิน-6 (IL-6; 12,850.67 พิโคกรัม/มิลลิลิตร) และพรอสตาแกลนดินอี 2 (PGE2; 157.47 
พิโคกรัม/มิลลิลิตร) ได้อย่างมีนัยส าคัญ ในขณะที่สารสกัดใบกระท่อมสามารถลดการผลิต NO (7.03 - 26.93 ไมโครโมลาร์) 
และ IL-6 (11,600.83 - 14,656.83 พิโคกรัม/มิลลิลิตร) ได้อย่างมีประสิทธิภาพ ผลการศึกษานี้ช้ีให้เห็นว่าสารสกัดใบกระท่อม
พันธุ์ก้านแดงมีศักยภาพในการต้านอนุมูลอิสระและต้านการอักเสบ ซึ่งสนับสนุนการใช้ประโยชน์ของกระท่อมตามภูมิปญัญา
พื้นบ้าน และแสดงถึงความเป็นไปได้ในการพัฒนาสารสกัดใบกระท่อมเป็นผลิตภัณฑ์สุขภาพในอนาคต 
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ABSTRACT 
This study aimed to determine the total phenolic content (TPC) and total flavonoid content (TFC), 

as well as to evaluate the antioxidant and anti-inflammatory activities of 95% ethanolic extract from 
the leaves of red-veined kratom (Mitragyna speciosa Korth.). The extract exhibited a TPC of 285.50 ± 1.67 
mg gallic acid equivalent per gram of extract (mg GAE/g extract) and a TFC of 358.97 ± 0.98 mg quercetin 
equivalent per gram of extract (mg QE/g extract). Antioxidant activity measured by the DPPH assay showed 
an IC50 of 7.39 ± 0.49 µg/mL. The ABTS assay yielded an IC50 of 17.76 ± 0.33 mg ascorbic acid equivalent 
per gram of extract, while the FRAP assay revealed a ferric reducing antioxidant power of 5,211.44 ± 9.36 
mM FeSO4 equivalent/g extract. Anti-inflammatory activity was assessed in LPS-stimulated RAW 264.7 
macrophage cells. The standard compound mitragynine significantly inhibited the production of nitric oxide 
(NO; 8.09 – 17.44 µM), interleukin-6 (IL-6; 12,850.67 pg/mL) and prostaglandin E2 (PGE2; 157.47 pg/mL). 
The kratom extract also significantly reduced NO (7.03 – 26.93 µM) and IL-6 (11,600.83 - 14,656.83 pg/mL) 
production. These findings indicate that the red-veined kratom leaf extract possesses promising antioxidant 
and anti-inflammatory properties, supporting its traditional use in Thai medicine and highlighting its potential 
for future development as a health-promoting natural product. 
 

ค าส าคัญ: กระท่อมพันธ์ุก้านแดง  ต้านอนุมูลอิสระ  ต้านการอักเสบ 
Keywords: Kan Daeng Kratom, Antioxidant, Anti-inflammatory 
 

บทน า  
กระท่อม (Mitragyna speciosa Korth.) อยู่ในวงศ์ Rubiaceae เป็นพืชที่มีถิ่นก าเนิดในภูมิภาคเอเชียตะวันออก

เฉียงใต้ พบในประเทศมาเลเซีย  ฟิลิปปินส์  อินโดนีเซีย และประเทศไทย เจริญเติบโตในดินที่อุดมสมบูรณ์ ความชื้นสูง 
แสงแดดปานกลาง (ส านักงานคณะกรรมการป้องกันและปราบปรามยาเสพติด , 2564) ในต ารายาของแพทย์พื ้นบ้าน 
ทางภาคใต้ใช้เปลือกและใบของกระท่อมในการรักษาอาการท้องเสีย ปวดท้อง แก้บิด บรรเทาอาการปวดตามร่างกาย  
รักษาโรคเบาหวาน กระเพาะอาหาร นอกจากนี้ในต าราแพทย์แผนไทยพบกระท่อมเป็นส่วนประกอบของยา 7 ต ารับ ได้แก่  
ยาแก้บิดลงเป็นเลือด ยากล่อมอารมณ์  ยาหนุมานจองถนนปิดมหาสมุทร  ยาแก้บิดหัวลูก  ยาทาให้อดฝิ่น  ยาประสะกาฬแดง 
และยาประสะกระท่อม (ธนัชและคณะ, 2559) ใช้ภายนอกในลักษณะยาทาหรือยาพ่นในการบรรเทาอาการปวดข้อเข่า  
ลดอาการปวด  บวมคลายกล้ามเนื้อ  บรรเทาอาการฟกช ้า (พระขวัญชัย, 2565) มีรายงานแสดงว่าสารสกัดใบกระท่อม
สามารถลดการปวดและการอักเสบได้ (Suhaila et al., 2009) นอกจากการใช้ประโยชน์ด้านการรักษาโรคโดยการกินและใช้
ภายนอกแล้ว ยังพบว่าภาคใต้ของประเทศไทย ใช้ใบกระท่อมในการต้อนรับแขกในสังคมในประเพณีที่ส าคัญ เช่น   งานบวช  
งานแต่ง  งานศพ หรือเมื่อท างานท่ีต้องใช้ก าลัง หรือการท างานกลางแจ้ง โดยวิธีกินใบกระท่อมแบบดั้งเดิม คือการเคี้ยวใบสด
ที่รูดเส้นกลางใบออก (ดวงแก้วและคณะ, 2559) องค์ประกอบทางเคมีที่พบในส่วนต่าง ๆ ของกระท่อมมีหลายชนิดโดยพบว่า
ใบ มีสารกลุ่มอัลคาลอยด์  เฟลโวนอยด์  เฟนิลโพรพานอยด์  ลิกแนน  ไตรเทอร์ปีนอยด์  (สาวิตรีและคณะ, 2563) โดยสาร
ส าคัญหลักที่พบคือ อัลคาลอยด์  ไมทราไจนีน  มีความส าคัญต่อระบบประสาท ระบบทางเดินหายใจ การท างานของหัวใจ มี
ฤทธิ์ระงับประสาทส่วนกลางท าให้ลดความเจ็บปวดของร่างกายได้ (จุไรทิพย์, 2560) นอกจากน้ียังมีรายงานกลไกการออกฤทธิ์
ของไมทราไจนีนเป็น partial agonist ต่อตัวรับ µ-opioid ซึ่งมีบทบาทในการออกฤทธิ์ระงับปวดและยับยั้งการส่งสัญญาณ  
ความเจ็บปวด (Thongpradichote et al., 1998; Matsumoto et al., 2004)   
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จากการศึกษาที่ผ่านมาเกี่ยวกับฤทธิ์ในการต้านอนุมูลอิสระของใบกระท่อม ด้วยวิธี DPPH assay มีการศึกษาวิธี 
การสกัดด้วยตัวท าละลายเมทานอล  น ้า (Parthasarathy et al., 2009; Shaik Mossadeq et al., 2009) เอทานอลร้อยละ 
95 (ชวภณและชยานนท์, 2566) และเอทานอลร้อยละ 96 (Yuniarti et al., 2020) โดยผลการศึกษาพบว่า การสกัดด้วยตัว
ท าละลายเมทานอลมีฤทธิ์ในการต้านอนุมูลอิสระมากกว่าตัวท าละลายชนิดอื่น (Parthasarathy et al., 2009) การทดสอบ 
ฤทธิ์ในการต้านอักเสบ พบว่าการใช้เอทานอลร้อยละ 95 มีฤทธ์ิในการต้านอักเสบ สามารถระงับความเจ็บปวดได้ดีและไม่เป็น
พิษต่อเซลล์ผิวหนังชนิด HaCaT human keratinocytes  CRL-2522 human fibroblasts  B16F10 melanocytes และ 
RAW 264.7 (Tuntiyasawasdikul et al., 2024) 

อย่างไรก็ตามแม้ว่าตัวท าละลายเมทานอลจะสามารถสกัดอัลคาลอยด์ (Zhang et al., 2018) และสารประกอบ 
ฟีนอลิก ออกมาได้มากกว่า (Zakaria et al., 2021) แต่ความปลอดภัยในการใช้กับมนุษย์ยังน้อยกว่าตัวท าละลายเอทานอล 
ดังนั้น การศึกษาฤทธิ์ในการต้านอนุมูลอิสระของกระท่อมในครั้งนี้จึงเลือกศึกษาการสกัดกระท่อมด้วยตัวท าละลายเอทานอล 
เนื่องจากเป็นตัวท าละลายที่มีคุณสมบัติเป็นมิตรต่อสิ่งแวดล้อมและเป็นที่ยอมรับอย่างกว้างขวาง (Mojzer et al., 2016)  
และเป็นตัวท าละลายที่ยอมรับได้ส าหรับการจดทะเบียนผลิตภัณฑ์ทางการแพทย์สุขภาพ (Mohamed, 2015) และเพื่อศึกษา
ฤทธิ์ทางชีวภาพในการต้านอนุมูลอิสระด้วยวิธีการทดสอบความสามารถในการก าจัดอนุมูลอิสระ DPPH  การทดสอบการลด  
สีของอนุมูล ABTS•+ และการทดสอบความสามารถในการรีดิวซ์ไอออนเหล็ก (FRAP)  รวมทั้งฤทธิ์ต้านการอักเสบในเซลลม์า
โครฟาจ RAW 264.7 ที่ถูกกระตุ้นให้เกิดการอักเสบ เพ่ือเป็นข้อมูลสนับสนุนการใช้ประโยชน์จากพืชกระท่อมต่อไป 
 

วิธีการด าเนินการวิจัย 

1. การเตรียมสารสกัดกระท่อม 
ผู้วิจัยได้เก็บตัวอย่างพืชกระท่อม จากจังหวัดชุมพร ในช่วงเดือนมิถุนายน พ.ศ. 2566 แล้วน าส่งที่พิพิธภัณฑ์สมุนไพร 

กรมการแพทย์แผนไทยและการแพทย์ทางเลือก กรุงเทพมหานคร  เพื ่อตรวจสอบยืนยันเอกลักษณ์และชื่อพฤกษศาสตร์ 
Mitragyna speciosa Korth. และให้หมายเลขไว้เพื่อการอ้างอิง คือหมายเลข TTM No.0005467 

น าตัวอย่างใบกระท่อมสายพันธุ์ก้านแดงจ านวน 2,000 กรัม มาล้างให้สะอาด แล้วผึ่งให้แห้งที่อุณหภูมิห้อง จากนั้น 
อบด้วยเตาอบลมร้อนอุณหภูมิ 55 ºC เป็นเวลา 3 วัน แล้วน ามาบดเป็นผงให้ละเอียดด้วยเครื่องบดสมุนไพร จากนั้นน ามาผ่าน
ตะแกรงร่อนขนาดเบอร์ 60 น าผงที่ได้จากการบดจ านวน 200 กรัม มาหมักเป็นเวลา 7 วัน ด้วยเอทานอลร้อยละ 95 
อัตราส่วนผงกระท่อมต่อเอทานอล 1:10 แล้วน ามากรองด้วยกระดาษกรองเบอร์ 1 น าสารสกัดที่ได้จากการกรองไประเหยเอ
ทานอลออกด้วยเครื่องระเหยแบบสุญญากาศ แล้วท าให้แห้งด้วยเครื่องท าแห้งเยือกแข็งแบบสุญญากาศ (Freeze dry) น ามา
ช่ังน ้าหนักของสารสกัดที่ได้เพื่อหาปริมาณร้อยละของสารสกัดหยาบ (% Yield) 

 

2. การหาปริมาณฟีนอลลิกรวม (Total Phenolic Content, TPC) 
 หาปริมาณ TPC ด้วยวิธี Folin-Ciocalteu โดยใช้กรดแกลลิคเป็นสารมาตรฐานที่ความเข้มข้น 0.01  0.02  0.04 
0.06  0.08 และ 0.1  มิลลิกรัม/มิลลิลิตร น าสารสกัดกระท่อม (95% เอทานอล) ความเข้มข้น 1 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร ปริมาตร 
20 ไมโครลิตรมาเติมสารละลาย 10 เปอร์เซ็น โฟลิน-ซิโอแคลตูในน ้า ให้ได้ปริมาตร 100 ไมโครลิตร ตั้งทิ้งไว้ 3 นาที แล้ว
น ามาเติม 7.5 เปอร์เซ็น โซเดียมคาร์บอเนต 80 ไมโครลิตร จากนั้นทิ้งไว้ในที่มืดเป็นเวลา 30 นาทีแล้วจึงวัดค่าดูดกลืนแสงท่ี
ความยาวคลื่น 765 นาโนเมตร ด้วยเครื่อง microplate reader (Perkin Elmer®, Em Sight 3400) ท าการทดลอง 3 ครั้ง 
แล้วน าค่าการดูดกลืนแสงที่ได้มาวิเคราะห์หาปริมาณสารฟีนอลิกรวม น าผลการทดลองที่ได้มาค านวณค่าที่ได้ในรูปของ
มิลลิกรัมกรดแกลลิกสมมูลต่อกรัมสารสกัด (Gallic acid equivalent, GAE/g extract) (Chewchinda et al., 2019) 
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3. การหาปริมาณเฟลโวนอยด์รวม (Total Flavonoid Content, TFC) 
หาปริมาณ TFC ด้วยวิธี  Aluminium  chloride  method โดยเตรียมสารมาตรฐานเควอซิทิน (Quercetin)  

ความเข้มข้น 100 ไมโครกรัม/ไมโครลติร แล้วน ามาเจือจางให้ได้ความเข้มข้น 10  20  30  40 และ 45 ไมโครกรัม/ไมโครลติร 
จากนั้นน าสารสกัดกระท่อม ที่ความเข้มข้น 1 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร ปริมาตร 100 ไมโครลิตร และสารมาตรฐานปริมาตร 100 
ไมโครลิตร มาเติม 2 เปอร์เซ็นต์ อะลูมิเนียมคลอไรด์ปริมาตร 100 ไมโครลิตร ตั้งทิ้งไว้ที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 10 นาที แล้ว
จึงน าไปวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 415 นาโนเมตร ด้วยเครื่อง microplate reader (Perkin Elmer®, Em Sight 
3400) ท าการทดลอง 3 ครั้ง แล้วน าค่าการดูดกลืนแสงที่ได้ มาวิเคราะห์หาปริมาณสารประกอบเฟลโวนอยด์รวม น าผลการ
ทดลองที่ได้มาค านวณค่าที่ได้ในรูปของมิลลิกรัมเควอซิทินสมมูลต่อกรัมสารสกัด (Quercetin equivalent, QE/g extract) 
(Sithisarn et al., 2015) 
 

4. การทดสอบความสามารถในการก าจัดอนุมูลอิสระ DPPH 
ทดสอบฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระจากสารสกัดใบกระท่อม ใช้กรดแอสคอร์บิกเป็นสารมาตรฐาน เตรียมสารสกัดกระท่อม

ที่ความเข้มข้น 1.56  3.12  6.25  12.50 และ 25 ไมโครกรัม/ไมโครลิตร แล้วน าสารสกัดกระท่อมปริมาตร 80 ไมโครลิตร มา
เติมสารละลาย DPPH ในเมทานอล ความเข้มข้น 152 ไมโครโมลาร์ ปริมาตร 120 ไมโครลิตร จากนั้นตั้งท้ิงไว้ในท่ีมืดเป็นเวลา 
30 นาที น าไปวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 517 นาโนเมตร ด้วยเครื่อง microplate reader (Perkin Elmer®, Em 
Sight 3400) ท าการทดลอง 3 ครั้ง แล้วน าค่าการดูดกลืนแสงที่ได้มาวิเคราะห์ความสามารถในการก าจัดอนุมูลอิสระน าผล 
การทดลองที่ได้มาค านวณตามสมการข้างล่างแสดงในค่า IC50 (50% Inhibitory Concentration) (ศุภรัตน์และคณะ, 2564) 

 

% Inhibition=
(Ac- Abc) - (As- Abc)

Ac- Abc
x 100 

 

เมื่อ Ac = absorbance of control 
 Ab = absorbance of blank control 
 As = absorbance of sample 
 Abs = absorbance of blank sample 

 

5. การทดสอบการลดสีของอนุมลู ABTS•+  
ทดสอบฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระโดยการเตรียมสารละลาย  2,2'-azino-bis-3-ethylbenzthiazoline-6-sulphonic 

acid (ABTS•+) ที่ความเข้มข้น 7 มิลลิโมลาร์ และสารละลายโปแตสเซียมเปอร์ซัลเฟตที่ความเข้มข้น 2.45 มิลลิโมลาร์ น า
สารละลาย ABTS•+ กับสารละลายโพแตสเซียมเพอร์ซัลเฟตผสมกันในอัตราส่วน 1:0.5 ทิ้งไว้ในที่มืดนาน 12 ชั่วโมง จากนั้น
เจือจางสารละลาย ABTS•+ โดยใช้เอทานอลให้มีค่าการดูดกลืนแสงช่วง 0.7 ± 0.02 ที่ความยาวคลื่น 734 นาโนเมตร เตรียม
สารละลายของสารสกัดกระท่อมที่ความเข้มข้น 1 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร ปริมาตร 20 ไมโครลิตร เติมสารละลาย ABTS•+ 
ปริมาตร 180 ไมโครลิตร ทิ้งไว้ในที่มืดเป็นเวลา 6 นาที แล้วน าไปวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ 734 นาโนเมตร ด้วยเครื ่อง 
microplate reader (Perkin Elmer®, Em Sight 3400) ท าการทดลอง 3 ครั้ง แล้วน าค่าการดูดกลืนแสงท่ีได้มาวิเคราะห์หา
ฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ น าผลการทดลอง ที่ได้มาค านวณการต้านอนุมูลอิสระ ABTS•+ โดยแสดงค่าในรูปของมิลลิกรัมสมมูลของ
กรดแอสคอร์บิกต่อกรัมสารสกัด (mg ascorbic acid equivalent/g extract) (สุชาดาและปวีณา, 2558; พิชาพัชร์และคณะ, 
2568) 
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6. การทดสอบความสามารถในการรีดิวซ์ไอออนเหล็ก (FRAP assay) 
ทดสอบฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระจากความสามารถในการรีดิวซ์ไอออนเหล็ก  โดยการเตรียมสารละลาย FRAP reagent 

โดยผสมสารละลายอะซิเทตบัฟเฟอร์ 300 มิลลิโมลาร์ pH 3.6 สารละลายเฟอร์ริกคลอไรด์ 20 มิลลิโมลาร์ และสารละลาย 
มิลลิโมลาร์ 2,4,6-Tripyridyl-s-triazine (TPTZ) ใน 40 มิลลิโมลาร์  ของกรดไฮโดรคลอริก อัตราส่วน 10:1:1 จากนั้นเตรียม
สารละลายของสารสกัดกระท่อมที่ความเข้มข้น 100 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร ในเอทานอล ปิเปตสารสกัดกระท่อมปริมาตร 20 
ไมโครลิตร เติม FRAP reagent ปริมาตร 180 ไมโครลิตรเขย่าเล็กน้อย ตั้งท้ิงไว้ 4 นาที วัดค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคลื่น 
593 นาโนเมตร ด้วยเครื่อง microplate reader (Perkin Elmer®, Em Sight 3400) ท าการทดลอง 3 ครั้ง น าค่าการดูดกลืน
แสงที่ได้ไปเทียบกับกราฟเส้นตรง (y = 0.6164x - 0.0629  R2 = 0.9996) ระหว่างค่าการดูดกลืนแสง กับความเข้มข้นของ
สารมาตรฐานเฟอรัสซัลเฟตมาวิเคราะห์หาฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ น าผลการทดลองที่ได้มาค านวณ โดยแสดงค่าที่ได้ในรูปแบบ
มิลลิโมลาร์สมมูลของเฟอร์รัสซัลเฟตต่อกรัมสารสกัด  (mM FeSO4 equivalent/g extract) (สุชาดาและปวีณา, 2558;         
พิชาพัชร์และคณะ, 2568) 

 

2

2
mM Fe จากกราฟ x ml ตัวอย่าง

g สารสกดั
FRAP (mMFe eq. / g extract)

+

+ =  

 

7. การเพาะเลี้ยงเซลล์ 
น าเซลล์มาโครฟาจ RAW 264.7 มาเพาะเลี้ยงในอาหารเลี้ยงเซลล์ชนิด Dulbecco’s Modified Eagle Medium 

(DMEM) ที ่ประกอบด ้วย Fetal bovine serum (FBS) ความเข ้มข ้น 10 เปอร ์ เซ ็นต์  และ Penicillin-streptomycin  
ความเข้มข้น 1 เปอร์เซ็นต์ จากนั้นน าเซลล์ที่ได้ไปบ่มในตู้เพาะเลี้ยงเซลล์อุณหภูมิ 37 ºC ที่มีปริมาณคาร์บอนไดออกไซด์ 
(CO2) ร้อยละ 5 ความช้ืน 80 - 90 เปอร์เซ็นต์ sub-culture ทุก 3 วัน (Nattha et al., 2021) 

 

8. ศึกษาความเป็นพิษของสารสกัดกระท่อมและสารไมทราไจนีนต่อเซลล์เพาะเลี้ยงมาโครฟาจ  RAW 264.7 ด้วยวิธี 
MTT assay  

ทดสอบความเป็นพิษของเซลล์มาโครฟาจ  RAW 264.7 ด้วยวิธี MTT assay น าเซลล์มาโครฟาจ RAW 264.7  
จ านวน 5 x 104 เซลล์ต่อหลุม ปริมาตรหลุมละ 100 ไมโครลิตร มาเลี้ยงในถาดเพาะเลี้ยงเซลล์ 96 หลุม ที่มีอาหารเลี้ยงเซลล์ 
DMEM เป็นเวลา 24 ช่ัวโมง น าไปบ่มในตู้ที่มี CO2 ร้อยละ 5 ที่อุณหภูมิ 37ºC เป็นเวลา 24 ช่ัวโมง จากนั้นเติมสารมาตรฐาน  
ไมทราไจนีนและสารสกัดกระท่อมที่ความเข้มข้นต่าง ๆ ส่วนกลุ่มควบคุมได้รับอาหารเลี้ยงเซลล์ DMEM อย่างเดียว จากนั้น
น าไปเลี้ยงในตู้เพาะเลี้ยงเซลล์เป็นเวลา 24 ช่ัวโมง เมื่อครบเวลาเติม MTT ความเข้มข้น 5 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร ลงไปในแต่ละ
หลุมจ านวน 5 ไมโครลิตร และน าไปบ่มในตู้เพาะเลี้ยงเซลล ์เป็นเวลา 3 ช่ัวโมง ดูดส่วนน ้าออกให้หมดทุกหลุม แล้วเติม DMSO 
ปริมาตร 100 ไมโครลิตร เพื่อละลายผลึกฟอร์มาซาน หาค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 550 นาโนเมตร ด้วยเครื่อง 
microplate reader (TECAN, USA) (วรวิทย์และคณะ, 2564) โดยสารที่ทดสอบจะถือว่ามีความเป็นพิษต่อเซลล์เมื่อร้อยละ
การมีชีวิตรอดของเซลล์น้อยกว่าร้อยละ 80 เมื่อเทียบกับกลุ่มควบคุม (BenSaad et al., 2017) สามารถค านวณหาเปอร์เซน็ต์
การรอดชีวิตของเซลล์ (% Cell viability) ได้จากสมการ  

 

% การรอดชีวิตของเซลล์ = 
ค่าดูดกลืนแสง (OD) ของเซลล์ในกลุ่มท่ีได้รับสารทดสอบ  

ค่าดูดกลืนแสง (OD) ของเซลล์กลุ่มควบคุม
  X 100 
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9. การทดสอบฤทธิ ์ต ้านการอักเสบของไมทราไจนีนและสารสกัดกระท่อมในเซลล์มาโครฟาจ RAW 264.7 ต่อ 
การหลั่ง NO 

เตรียมสารมาตรฐานไมทราไจนีนที่ความเข้มข้น 12.5  25  50  80 และ 100 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร และสารสกัด
กระท่อมที ่ความเข้มข้น 12.5  25  50  100 และ 200 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร ใช้ Dexamethasone ที ่ความเข้มข้น 20 
ไมโครกรัม/มิลลิลิตร เป็นกลุ่มควบคุมบวก เนื่องจาก Dexamethasone ละลายได้ในไขมัน สามารถผ่านเยื่อหุ้มเซลล์เข้าสู่    
ไซโตพลาสซึมได้ มีฤทธิ์ต้านการอักเสบโดยเข้าไปจับกับ glucocorticoid receptor แล้วไปควบคุมการแสดงออกของยีนที่

เกี่ยวข้องกับการอักเสบท าให้สามารถยับยั้งไซโตไคน์ ( IL-1  IL-6  TNF-α) และเอนไซม์ต่าง ๆ ที่เกี่ยวข้องกับการอักเสบ 
(Chang et al., 2021) ท าการเพาะเลี้ยงเซลล์มาโครฟาจ RAW 264.7 จ านวน 5 x 104 เซลล์ต่อหลุม ในถาดเพาะเลี้ยงเซลล์ 
96 หลุม ที ่มีอาหารเลี ้ยงเซลล์ DMEM (100 ไมโครลิตร) น าไปบ่มในตู ้ที ่มี CO2 ร้อยละ 5 ที ่อุณหภูมิ 37 ºC เป็นเวลา           
24 ชั่วโมง จากนั้น ใส่สารมาตรฐาน ไมทราไจนีนที่ความเข้มข้น 12.5  25  50 และ 80 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร หลุมละ         
100 ไมโครลิตร และสารสกัดกระท่อมที่ไม่เป็นพิษต่อเซลล์ที่ความเข้มข้น 12.5  25  50 และ 100 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร หลุม
ละ 100  ไมโครลิตร น าไปบ่มในตู้ที่มี CO2 ร้อยละ 5 อุณหภูมิ 37 ºC เป็นเวลา 1 ชั่วโมง จึงเติม Lipopolysaccahride    
(LPS, Escherichia coli  0111: B4, Sigma-aldrich, Germany) ที ่ความเข้มข้น 100 นาโนกรัม/มิลลิล ิตร น าไปเลี ้ยง          
ในตู ้ CO2 incubator เป็นเวลา 24 ชั ่วโมง และท าการตรวจวัดปริมาณของไนตริกออกไซด์ (NO) ที ่สร้างขึ ้นจากเซลล์           
มาโครฟาจ ในรูปของ nitrite โดยน าส่วนน ้าของอาหารเลี้ยงเซลล์มาท าปฏิกิรยิากับ Griess reagent (Promega, USA.) น าไป
วัดค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 550 นาโนเมตร โดยใช้เครื ่อง microplate reader (TECAN, USA.) เปรียบเทียบ       
ค่าการดูดกลืนแสงของกลุ่มที่ได้รับไมทราไจนีน และสารสกัดที่ความเข้มข้นต่าง ๆ กับกลุ่มควบคุมที่ได้รับเฉพาะอาหารเลี้ยง
เซลล์ DMEM (การทดลองอย่างน้อย 3 ครั้ง ที ่เป็นอิสระต่อกัน แต่ละครั้งท า 3 ซ ้า) โดยค านวณหาปริมาณของ Nitrite        
จากกราฟมาตรฐานของ Nitrite (Park et al., 2014; Ohgami et al., 2003) 

 

10. การทดสอบฤทธิ์ต้านการอักเสบในเซลล์มาโครฟาจ RAW 264.7 ต่อการหลั่งไซโตไคน์ IL-6  TNF-α และ PGE2 

ระดับไซโตไคน์ IL-6  TNF-α และ PGE2 ในส่วนน ้าของเซลล์มาโครฟาจ RAW 264.7 ที่ถูกทดสอบด้วยไมทราไจนีน
และสารสกัดกระท่อมความเข้มข้นต่าง ๆ ที่ไม่เป็นพิษต่อเซลล์มาโครฟาจ น าไปบ่มในตู้ที่มี CO2 ร้อยละ 5 ที่อุณหภูมิ 37 ºC 
เป็นเวลา 1 ชั ่วโมง จากนั ้นเติม LPS (Escherichia coli 0111: B4, Sigma-aldrich, Germany) ที ่ความเข้มข้น 100             
นาโนกรัม/มิลลิลิตร ส่วนกลุ่มควบคุมได้รับอาหารเลี้ยงเซลล์ DMEM อย่างเดียว น าไปเลี้ยงในตู้ที่มี CO2 ร้อยละ 5 เป็นเวลา 
24 ชั ่วโมง จากนั้นดูดเฉพาะส่วนน ้า น ามาวิเคราะห์เชิงปริมาณโดยใช้ชุดตรวจส าเร็จรูปของ Luminex® reagent kits 
(Merck Millipore, Merck group, Darmstadt, Germany) โดยมีวิธีการดังนี้ คือ ใช้เม็ดแม่เหล็กที่เคลือบแอนติบอดีจับกับ
ตัวอย่างส่วนน ้า 25 ไมโครลิตร ในแต่ละหลุมของแผ่น 96 หลุม จากนั้นท าการบ่มบนเครื่องเขย่าแม่เหล็กท่ีอุณหภูมิ 4 ºC ในที่
มืดเป็นเวลา 1 คืน หลังจากนั้นท าการล้างเม็ดแม่เหล็ก จ านวน 3 ครั้ง และเติมแอนติบอดีตรวจจับ ท าการบ่มต่ออีก 60 นาที 
ที่อุณหภูมิห้องในที่มืด และเติมสาร streptavidin-phycoerythrin น าไปบ่มเป็นเวลา 30 นาที ท าการล้างอีกสองครั้ง และเตมิ
สาร sheath fluid ท าการวัดระดับไซโตไคน์และ PGE2 ด้วยเครื่อง xMAP® INTELLIFLEX โดยค านวณความเข้มข้นของ
ระดับไซโตไคน์และ PGE2 จากกราฟมาตรฐาน 
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11. การวิเคราะห์ข้อมูล 

ในการทดลองนี้ใช้ค่าเฉลี่ย ± ค่าเบี่ยงเบนมาตรฐาน (n = 3) ด้วยโปรแกรม SPSS Statistics version 26 ที่ระดับ
ความเชื่อมั่นร้อยละ 95 (p < 0.05) โดยเปรียบเทียบความแตกต่างของค่าเฉลี่ยระหว่างกลุ่มที่ทดสอบด้วย LPS เพียงอย่าง
เดียว กับกลุ่มทดลองที่ได้รับสารสกัดที่มีความเข้มข้นแตกต่างกัน โดยใช้การวิเคราะห์ความแปรปรวนทางเดียว (One way 
ANOVA) จากนั้นจึงทดสอบความแตกต่างระหว่างคู ่ ด้วยวิธี Duncan’s test ที่ระดับความเชื่อมั่นร้อยละ 95 ก าหนดค่า 
p < 0.05 

 

ผลการวิจัยและวิจารณ์ผล 
1. ปริมาณสารสกัดเอทานอล 
 น าใบกระท่อมพันธุ์ก้านแดงมาสกัดด้วยตัวท าละลายเอทานอลร้อยละ 95 (อัตราส่วน 1:10) เป็นเวลา 7 วัน พบว่า  
สารสกัดที่ได้มีสีเขียวเข้ม น าไประเหยเอทานอลออกด้วยเครื่องระเหยแบบสุญญากาศ แล้วน ามาท าให้แห้งด้วยเครื่องท าแห้ง
เยือกแข็งแบบสุญญากาศ ได้ร้อยละของสารสกัดเท่ากับ 22.67 ± 0.60 เก็บสารสกัดที่ได้ไว้ท่ีอุณหภูมิ 4 ºC 
 

2. ผลการวิเคราะห์หาปริมาณ TPC และปริมาณ TFC  
ปริมาณ TPC ที่พบในสารสกัดกระท่อมพันธุ์ก้านแดงเปรียบเทียบกับกราฟมาตรฐานกรดแกลลิกได้ความสัมพันธ์   

เชิงเส้นตรง (R2 = 0.9997) สมการเส้นตรงที่ได้มีค่าเท่ากับ (y = 5.9823x - 0.0168) ผลการทดสอบพบปริมาณ TPC มีค่า 
285.50 ± 1.67   มิลลิกรัมกรดแกลลิกสมมูลต่อกรัมสารสกัด (ตารางที่ 1)  

ปริมาณ TFC ของสารสกัดกระท่อมพันธุ ์ก้านแดงเปรียบเทียบกับกราฟมาตรฐานเควอซิทิน ได้ความสัมพันธ์   
เชิงเส้นตรง (R2 = 0.9997) สมการเส้นตรงที่ได้มีค่าเท่ากับ (y = 11.779x - 0.0835) ผลการทดสอบพบปริมาณ TFC มีค่า 
358.97 ± 0.98 มิลลิกรัมเควอซิทินสมมูลต่อกรัมสารสกัด (ตารางที่ 1)  
 

3. ผลการทดสอบฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ 
ความสามารถในการก าจัดอนุมูลอิสระ DPPH ของสารสกัดกระท่อมพันธุ์ก้านแดงด้วยวิธี DPPH assay พบว่า มีค่า 

IC50 เท่ากับ 7.39 ± 0.49 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร เมื่อเปรียบเทียบกับสารมาตรฐานกรดแอสคอร์บิก 2.47 ± 0.10 ไมโครกรัม/
มิลลิลิตร (ตารางที่ 2) 

ฤทธิ์ในการต้านอนุมูลอิสระของสารสกัดกระท่อมพันธุ์ก้านแดงด้วยวิธี ABTS.+ assay โดยเทียบกับกราฟมาตรฐาน
กรดแอสคอร์บิกได้ความสัมพันธ์เชิงเส้นตรงจากการสร้างกราฟมาตรฐาน (R2 = 0.999) โดยมีสมการเส้นตรง (y = 1.1741x + 
15.177) พบว่าสารสกัดกระท่อม มีค่า Ascorbic acid equivalent antioxidant capacity (VEAC) เท่ากับ 17.76 ± 0.33 
มิลลิกรัมสมมูลของกรดแอสคอร์บิกต่อกรัมสารสกัด (ตารางที่ 2) 

ความสามารถในการให้อิเล็กตรอนของสารสกัดกระท่อมพันธุ ์ก้านแดงด้วยวิธี FRAP assay โดยเทียบกับกราฟ
มาตรฐานของเฟอร์รัสซัลเฟต ได้ความสัมพันธ์เชิงเส้นตรงจากการสร้างกราฟมาตรฐานของเฟอร์รัสซัลเฟต (R2=0.9996) โดยมี
สมการเส้นตรง (y=0.6164x - 0.0629) จากการทดสอบพบว่าสารสกัดกระท่อม (95% EtOH) มีความสามารถในการให้
อิเล็กตรอนเท่ากับ 5,211.44 ± 9.36 มิลลิโมลาร์สมมูลของเฟอร์รัสซัลเฟตต่อกรัมสารสกัด (ตารางที่ 2) 
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ตารางที่ 1 ผลการทดสอบปริมาณ TPC และปริมาณ TFC ของสารสกัดกระท่อมที่สกัดด้วยเอทานอลร้อยละ 95 
สารพฤกษเคม ี สารมาตรฐาน กราฟมาตรฐาน (Equation and R2) ความเข้มข้น 

TPC กรดแกลลิก y= 5.9823x - 0.0168 
R2 = 0.9997 

285.50 ± 1.67 
mg GAE/g extract 

TFC เควอซิทิน y=11.779x - 0.0835 
R2 = 0.9997 

358.97 ± 0.98 
mg QE/g extract 

 

ตารางที ่2 ผลการทดสอบฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระด้วยวิธี DPPH, ABTS and FRAP assays ของสารสกดักระท่อมทีส่กัดด้วย  
เอทานอลร้อยละ 95 

ตัวอย่าง / สารมาตรฐาน ความสามารถในการต้าน
อนุมูลอิสระ 

IC50 of DPPH (µg/ml) 

VEAC of ABTS 
(mg ascorbic acid /g 

extract) 

FRAP assay 
(mM FeSO4 equivalent/g 

extract) 

สารสกัดกระท่อม (95% EtOH) 7.39 ± 0.49 17.76 ± 0.33 5,211.44 ± 9.36 
กรดแอสคอร์บิก 2.47 ± 0.10 - - 

 

4. ความเป็นพิษของสารสกัดต่อเซลล์มาโครฟาจ RAW 264.7 
 เมื่อน าสารมาตรฐานไมทราไจนีนและสารสกัดกระท่อมแต่ละความเข้มข้นมาทดสอบความเป็นพิษต่อเซลล์ ด้วยวิธี 

MTT assay พบว่า สารมาตรฐานไมทราไจนีนความเข้มข้น 100 ไมโครกรัม/มิลลิลติร มีความเป็นพิษต่อเซลล์มาโครฟาจ RAW 
264.7มีอัตราการรอดชีวิต 61% แต่สารมาตรฐานไมทราไจนีนความเข้มข้น 12.5 - 80 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร ให้ความเจริญของ
เซลล์มากกว่า 100% และสารสกัดกระท่อมที่สกัดด้วยเอทานอล 95% ความเข้มข้น 12.50 - 200 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร         
มีอัตราการรอดชีวิต 98 - 106% แสดงว่าความเข้มข้นที ่มีขนาดต ่า สามารถกระตุ ้นการแบ่งตัวของเซลล์ม าโครฟาจ           
RAW 264.7 ได้ และไม่มีความเป็นพิษต่อเซลล์มาโครฟาจ RAW 264.7 เมื ่อเปรียบเทียบกับกลุ ่มควบคุมที ่ไม ่ได้รับ              
สารมาตรฐานและสารสกัดกระท่อม ในการทดลองนี้เลือกใช้การทดลองความเข้มข้นของสารมาตรฐานไมทราไจนีนและ     
ความเข้มข้นของสารสกัดกระท่อมที ่มีอัตราการรอดชีวิตของเซลล์มากกว่า 80% (BenSaad et al. 2017) จึงเลือกใช้         
สารมาตรฐานไมทราไจนีน ที่ความเข้มข้น 12.5  25  50 และ 80 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร และสารสกัดกระท่อมที่ความเข้มข้น 
12.5  25  50  100 และ 200 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร ของการทดสอบในเซลล์มาโครฟาจ RAW 264.7 (รูปที่ 1) 

 

5. ฤทธิ์ต้านการอักเสบของสารสกัดกระท่อมในเซลล์มาโครฟาจ RAW 264.7 ต่อการหลั่ง NO 
จากการทดสอบฤทธิ ์ในการยับยั ้งการหลั ่ง  NO ในเซลล์ที ่ถ ูกกระตุ ้นด้วย LPS เป็นเวลา 24 ชั ่วโมง พบว่า  

สารมาตรฐานไมทราไจนีนที่ความเข้มข้น 50 และ 80 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร สามารถยับยั้งการสร้าง NO (8.09 - 17.44         
ไมโครโมลาร์) ได้อย่างมีนัยส าคัญและสารสกัดกระท่อมที่ความเข้มข้น 50  100 และ 200 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร สามารถยับยั้ง
การสร้าง NO (7.03 - 26.93 ไมโครโมลาร์) ได้อย่างมีนัยส าคัญทางสถิต ิ (p < 0.05) เมื ่อเปรียบเทียบการสร้าง  NO         
(33.68 ไมโครโมลาร์) ในกลุ่มที่ได้รับ LPS เพียงอย่างเดียว (รูปที่ 2) 
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6. ฤทธิ์ต้านการอักเสบของไมทราไจนีนและสารสกัดกระท่อมในเซลล์มาโครฟาจ RAW 264.7 ต่อการหลั่งไซโตไคน์ 

IL-6  TNF-α และ PGE2 
 การทดสอบฤทธิ์ของสารมาตรฐานไมทราไจนีนและสารสกัดกระท่อมในเซลล์มาโครฟาจ RAW 264.7 ที่ถูกกระตุ้น
ด้วย LPS เป็นเวลา 24 ชั่วโมง พบว่า สารมาตรฐานไมทราไจนีนที่ความเข้มข้น 80 พิโคกรัม/มิลลิลิตร สามารถยับยั้งการหลั่ง 
IL-6 ได้อย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (12,850.67 pg/mL) เมื่อเทียบกับกลุ่มที่ได้รับ LPS เพียงอย่างเดียว (18,024.63 pg/mL)  
ส่วนสารสกัดกระท่อมที่ความเข้มข้น 100 และ 200 พิโคกรัม/มิลลิลิตร ก็แสดงฤทธิ์ยับยั้ง IL-6 ได้อย่างมีนัยส าคัญเช่นกัน โดย
มีค่าการหลั่งอยู่ในช่วง 11,600.83 – 14,656.83 พิโคกรัม/มิลลิลิตร (*p < 0.05) (รูปที่ 3) 

ผลการทดสอบฤทธิ์ยับยั้งการหลั่งสารสื่ออักเสบ TNF-α พบว่าสารมาตรฐานไมทราไจนีนที่ความเข้มข้น 12.5  25  
50 และ 80 พิโคกรัม/มิลลิลิตร (6,603.65 - 6,706.37 พิโคกรัม/มิลลิลิตร) และสารสกัดกระท่อมที่ความเข้มข้น 25  50  100 

และ 200 พิโคกรัม/มิลลิลิตร (6,651.77 - 6,702.24 พิโคกรัม/มิลลิลิตร) ไม่แสดงฤทธ์ิยับยั้งการหลั่ง TNF-α อย่างมีนัยส าคัญ
ทางสถิติ เมื่อเปรียบเทียบกับกลุ่ม LPS (6,697.11 พิโคกรัม/มิลลิลิตร) (รูปที่ 4) 

ผลการทดสอบฤทธิ ์การยับยั้งการหลั ่งสารสื่ออักเสบ PGE2 พบว่าสารมาตรฐานไมทราไจนีนที ่ความเข้มข้น  
80 พิโคกรัม/มิลลิลิตร สามารถยับยั้งการหลั่ง PGE2 ได้ (157.47 พิโคกรัม/มิลลิลิตร) เมื ่อเทียบกับกลุ่ม LPS (168.65           
พิโคกร ัม/ม ิลล ิล ิตร ) อย่างไรก็ตาม สารสกัดกระท่อมที ่ความเข้มข้น 25  50  100 และ 200 พิโคกร ัม/ม ิลลิล ิตร              
(163.38 - 169.65 พิโคกรัม/มิลลิลิตร) ไม่แสดงฤทธ์ิยับยั้ง PGE2 อย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (รูปที่ 5) 

 

          
รูปที่ 1 ผลของสารมาตรฐานไมทราไจนีน (A) และสารสกัดกระท่อมด้วยเอทานอล 95% (B) ที่ความเข้มข้นต่าง ๆ ต่อความอยู่
รอดของเซลล์มาโครฟาจ RAW 264.7 ภายหลังบ่มเป็นเวลา 24 ชั่วโมง อัตราการรอดชีวิตของเซลล์แสดงเป็นร้อยละเมื่อ
เปรียบเทียบกับกลุ่มควบคุม ข้อมูลแสดงเป็นค่าเฉลี่ย ± ส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐานจากการทดลอง 3 ซ ้า 
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รูปที่ 2 ผลของสารมาตรฐานไมทราไจนีน (A)  และสารสกัดกระท่อมด้วยเอทานอล 95% (B) ต่อการยับยั ้งการสร้าง 
ไนตริกออกไซด์ (NO) ในเซลล์มาโครฟาจ RAW 264.7 โดยเซลล์ถูกบ่มร่วมกับสารทั้งสองที่ความเข้มข้นต่าง ๆ เป็นเวลา   
1 ชั่วโมง ก่อนกระตุ้นด้วย LPS (100 ng/mL) เป็นเวลา 24 ชั่วโมง ใช้เดกซาเมทาโซน (DEX, 20 µg/mL) เป็นกลุ่มควบคุม
บวก ผลลัพธ์แสดงเป็นค่าเฉลีย่ ± ส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐานจากการทดลอง 3 ซ ้า โดย p < 0.05 เมื่อเปรียบเทียบกับกลุ่มทีไ่ดร้บั 
LPS เพียงอย่างเดียว 

 
 

รูปที่ 3 ผลของสารมาตรฐานไมทราไจนีน (A) และสารสกัดกระท่อมด้วยเอทานอล 95% (B) ต่อการต้านการอักเสบ โดยการ
ยับยั้งการหลั่งไซโตไคน์ IL-6 ในเซลล์มาโครฟาจ RAW 264.7 โดยเซลล์ถูกบ่มร่วมกับสารทั้งสองที่ความเข้มข้นตา่ง ๆ เป็นเวลา 
1 ชั่วโมง ก่อนกระตุ้นด้วย LPS (100 ng/mL) เป็นเวลา 24 ชั่วโมง การหลั่ง IL-6 ตรวจวัดโดยใช้ชุดทดสอบ ELISA ผลลัพธ์
แสดงเป็นค่าเฉลี่ย ± ส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐานจากการทดลอง 3 ซ ้า โดย p < 0.05 เมื่อเปรียบเทียบกับกลุ่มที่ได้รับ LPS 
เพียงอย่างเดียว 
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รูปที่ 4 ผลของสารมาตรฐานไมทราไจนีน (A) และสารสกัดกระท่อมด้วยเอทานอล 95% (B) ที่ความเข้มข้นต่าง ๆ ต่อการ

ยับยั ้งการหลั ่งไซโตไคน์ TNF-α ในเซลล์มาโครฟาจ RAW 264.7 เซลล์ถูกบ่มร่วมกับสารทั ้งสองเป็นเวลา 1 ชั ่วโมง  

ก่อนกระตุ้นด้วย LPS (100 ng/mL) เป็นเวลา 24 ชั่วโมง การหลั่ง TNF-α ตรวจวัดโดยใช้ชุดทดสอบ ELISA ผลลัพธ์ แสดง
เป็นค่าเฉลี่ย ± ส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐานจากการทดลอง 3 ซ ้า โดย p < 0.05 เมื่อเปรียบเทียบกับกลุ่มที่ได้รับ LPS เพียงอย่าง
เดียว 

 
 

รูปที่ 5 ผลของสารมาตรฐานไมทราไจนีน (A) และสารสกัดกระท่อมด้วยเอทานอล 95% (B) ที ่ความเข้มข้นต่าง ๆ  
ต่อการยับยั ้งการหลั ่ง PGE2 ในเซลล์มาโครฟาจ RAW 264.7 โดยเซลล์ถูกบ่มร่วมกับสารทั ้งสองเป็นเวลา 1 ชั ่วโมง  
ก่อนกระตุ้นด้วย LPS (100 ng/mL) เป็นเวลา 24 ชั่วโมง การหลั่ง PGE2 ตรวจวัดโดยใช้ชุดทดสอบ ELISA ผลลัพธ์แสดง 
เป็นค่าเฉลี ่ย ± ส่วนเบี ่ยงเบนมาตรฐานจากการทดลอง 3 ซ ้า โดย p < 0.05 เมื ่อเปรียบเทียบกับกลุ ่มที ่ได้ร ับ LPS  
เพียงอย่างเดียว 
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วิจารณ์ผลการวิจัย 
 จากการทดลองพบว่า สารสกัดกระท่อมพันธ์ุก้านแดงท่ีสกัดดว้ยเอทานอล 95% มีปริมาณสารฟีนอลิกทั้งหมด (TPC) 

เท่ากับ 285.50 ± 1.67  มิลลิกรัมกรดแกลลิกสมมูล ต่อกรัมสารสกัด ซึ่งสูงกว่าผลการศึกษาของธัญญภัสร์และณัตฐาวุฒิ 

(2567) ที่ใช้เอทานอล 95% เช่นกัน โดยพบ TPC เท่ากับ 166.81 ± 9.20 มิลลิกรัมกรดแกลลิกสมมูลต่อกรัมสารสกัด และสูง

กว่าผลของ Zhang et al. (2023) ที่ใช้เอทานอล 70% ซึ่งมี TPC เท่ากับ 24.62 ± 3.74 มิลลิกรัมกรดแกลลิกสมมูลต่อกรัม
สารสกัด แสดงให้เห็นว่าการเลือกใช้ตัวท าละลายเอทานอล 95% สามารถสกัดสารฟีนอลิกได้มากกว่าการใช้เอทานอล 70% 
นอกจากนี้ วิธีการและระยะเวลาการสกัดยังส่งผลต่อปริมาณ TPC ด้วย ในส่วนของปริมาณสารเฟลโวนอยด์ทั้งหมด (TFC) 

พบว่า สารสกัดกระท่อมที่สกัดด้วยเอทานอล 95% มี TFC เท่ากับ 358.97 ± 0.98 มิลลิกรัมเควอซิทินสมมูลต่อกรัมสารสกัด 

ซึ่งสูงกว่าผลการศึกษาของ Melania et al. (2024) ที่ใช้เอทานอล 96% ซึ่งให้ค่า TFC เพียง 0.86 ± 0.0 มิลลิกรัมเควอซิทิน
สมมูลต่อกรัมสารสกัด  แสดงให้เห็นว่าการหมักด้วยเอทานอล 95% เป็นเวลา 7 วัน เป็นวิธีที่มีประสิทธิภาพในการสกัดสาร
ต้านอนุมูลอิสระออกมาได้ในปริมาณมาก ทั้งนี้ สารฟีนอลิกและเฟลโวนอยด์เป็นสารส าคัญที่มีบทบาทในการต้านอนมุูลอสิระ 
โดยสารฟีนอลิกสามารถให้อิเล็กตรอนแก่อนุมูลอิสระ ส่วนสารเฟลโวนอยด์ที่มีปริมาณสงูในพืช มักแสดงฤทธ์ิต้านอนุมูลอิสระที่
ดี ซึ่งในงานวิจัยนี้ได้ท าการทดสอบฤทธิ์การต้านอนุมูลอิสระ 3 วิธี ได้แก่ 1) วิธี DPPH assay พบว่า สารสกัดดังกล่าวมีค่า 

IC50 เท่ากับ 7.39 ± 0.49 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร ซึ่งต ่ากว่าผลการศึกษาก่อนหน้า ได้แก่ ชวภณและชยานนท์ (2566) ที่รายงาน

ค่า SC50 เท่ากับ 43 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร Yuniarti et al. (2020) ที ่ได ้ค ่า IC50 เท่ากับ 38.56 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร         

Zhang et al. (2023) เท่ากับ 21.61  ±  0.01 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร และ วิมลรัตน์และคณะ (2567) เท่ากับ 15.60  ±  0.25 
ไมโครกรัม/มิลลิลิตร ดังนั้น สารสกัดใบกระท่อมด้วยเอทานอล 95% มีศักยภาพในการก าจัดอนุมูลอิสระ DPPH ได้ดีที่สุด ใน
กลุ่มที่เปรียบเทียบ ซึ่งอาจเกี่ยวข้องกับชนิดของพันธุ์พืชที่ใช้ และแสดงให้เห็นว่าสารสกัดกระท่อมพันธุ์ก้านแดง สามารถออก
ฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระได้ดีแม้ในความเข้มข้นต ่า 2) วิธี ABTS+ assay พบว่าสารสกัดกระท่อมที่สกัดด้วยเอทานอล 95% มีค่า 

VEAC เท่ากับ 17.76  ± 0.33 มิลลิกรัมสมมูลของกรดแอสคอร์บิกต่อกรัมสารสกัด  ขณะที่ผลการศึกษาของธัญญภัสร์
และณัตฐาวุฒิ (2567) ซึ่งใช้วิธีการสกัดแบบเขย่าด้วยเอทานอล 95% ที่ 200 rpm ที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 3 ช่ัวโมง พบว่าให้

ค่า VEAC สูงถึง 219.91 ± 1.08 มิลลิกรัมสมมูลของกรดแอสคอร์บิกต่อกรัมสารสกัด ส่วนผลการศึกษาของ Zhang et al. 

(2023) ที่ใช้เอทานอล 70% พบว่า ให้ค่า VEAC เท่ากับ 9.33  ±  0.01 มิลลิกรัมสมมูลของกรดแอสคอร์บิกต่อกรัมสารสกัด
แสดงให้เห็นว่าประสิทธิภาพในการต้านอนุมูลอิสระของสารสกัดขึ้นอยู่กับทั้งชนิดของตัวท าละลายและวิธีการสกัด โดยการ
สกัดด้วยวิธีเขย่าด้วยเอทานอล 95% ให้ฤทธ์ิที่สูงกว่าการหมักนิ่งในงานวิจัยนี ้3) วิธี FRAP assay พบว่าสารสกัดใบกระท่อม

ที่สกัดด้วยเอทานอล 95% มีค่า FRAP เท่ากับ 5,211.44 ± 9.36 มิลลิโมลาร์สมมูลของเฟอร์รัสซัลเฟตต่อกรัมสารสกัด  ซึ่งสูง

กว่าค่าที่รายงานโดย Zhang et al. (2023) ที่ใช้เอทานอล 70% ซึ่งได้ค่า FRAP เท่ากับ 89.31 ± 1.44 มิลลิโมลาร์สมมูลของ
เฟอร์รัสซัลเฟตต่อกรัมสารสกัด สะท้อนให้เห็นว่าสารสกัดจากเอทานอล 95% มีความสามารถในการรีดิวซ์ Fe3+ เป็น Fe2+ ได้
ดีกว่า ผลการทดลองสอดคล้องกับงานวิจัยก่อนหน้าท่ีได้แสดงว่าไมทราไจนีนและอนุพันธ์ มีฤทธ์ิต้านอนุมูลอิสระและยับยั้งการ
แบ่งตัวของเซลล์มะเร็งหลายชนิด (Goh et al., 2014) 
 จากผลการทดสอบทั้งสามวิธี ได้แก่ DPPH  ABTS•+ และ FRAP assay พบว่าวิธี DPPH และ ABTS•+ เป็นการ 
วัดความสามารถในการต้านอนุมูลอิสระในสภาวะตัวกลางที่เป็นสารอินทรีย์ โดย DPPH เป็นอนุมูลอิสระที่มีความเสถียร สีม่วง 
และมีโครงสร้างไนโตรเจนที่คงตัว ไม่จ าเป็นต้องผ่านกระบวนการกระตุ้นเพื่อเกิดอนุมูลใหม่ ส่วน ABTS•+ เป็นอนุมูลอิสระ 
ที่สามารถรับไฮโดรเจนอะตอมจากสารต้านอนุมูลอิสระ ท าให้เกิดอนุมูลเปอร์ออกไซด์ (peroxyl radical) ในกระบวนการ
สลายตัว ส่วนวิธี FRAP เป็นการทดสอบในตัวกลางที่เป็นน ้า ซึ่งมีลักษณะใกล้เคียงกับสภาพแวดล้อมในเซลล์ของมนุษย์ที่มีน ้า
เป็นองค์ประกอบหลัก (สุชาดาและปวีณา, 2558) จึงให้ภาพรวมที่สอดคล้องกับสภาวะทางชีวภาพมากกว่า 
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ในด้านฤทธิ ์ต้านการอักเสบสารสกัดกระท่อมที ่ความเข้มข้น 50   100 และ 200 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร และ           
สารมาตรฐานไมทราไจนีน ที่ความเข้มข้น 50 และ 80 ไมโครกรัม/มิลลิกรมั/มลิลลิิตร มีฤทธ์ิในการยับยั้งการอักเสบในเซลล์มา
โครฟาจ RAW 264.7 ที่ถูกกระตุ้นด้วย LPS  โดยสามารถยับยั้งการหลั่ง NO ได้อย่างมีนัยส าคัญเมื่อเทียบกับกลุ่มที่ได้รับ LPS        
อย่างเดียว  

จากการศึกษาฤทธิ์การยับยั้งการหลั่งสารไซโตไคน์อักเสบ ได้แก่ IL-6  TNF-α และ PGE2 ของสารมาตรฐาน  
ไมทราไจนีนและสารสกัดจากพืชกระท่อมในเซลล์มาโครฟาจ RAW 264.7 ที่ถูกกระตุ้นด้วย LPS เป็นเวลา 24 ชั่วโมง พบว่า
สารทั้งสองชนิดมีผลลดการหลั่ง IL-6 ได้อย่างมีนัยส าคัญทางสถิติเมื่อเปรียบเทียบกับกลุ่มควบคุมที่ได้รับ LPS เพียงอย่างเดียว 

อย่างไรก็ตาม ไม่พบฤทธิ์การยับยั้ง TNF-α ที่มีนัยส าคัญ และมีเพียงสารมาตรฐานไมทราไจนีนในระดับความเข้มข้นสูงสุด  
ที่สามารถลดการหลั่ง PGE2 ได้อย่างมีนัยส าคัญ การลดระดับของ IL-6 และ PGE2 อาจเกี่ยวข้องกับฤทธิ์ของสารมาตรฐาน 
ไมทราไจนีนและสารส าคัญอื่นในสารสกัดกระท่อมที่ออกฤทธิ์ผ่านเส้นทาง MAPKs (เช่น p38, JNK) และ/หรือ JAK/STAT 
ซึ่งมีบทบาทในการควบคุมการแสดงออกของ IL-6 และเอนไซม์ COX-2 ที่เกี่ยวข้องกับการสร้าง PGE2 (Kim et al., 2010; 
Tanaka et al., 2014) การที่ไมทราไจนีนสามารถลดระดับ PGE2 ได้ แสดงให้เห็นถึงศักยภาพของสารออกฤทธิ์หลักในการ
ต้านการอักเสบผ่านการยับยั้ง COX-2 มากกว่าสารสกัดหยาบที่มีองค์ประกอบสารอื่นๆ ร่วมด้วย ซึ่งสอดคล้องกับรายงานก่อน
หน้านี้ที่ได้แสดงว่าไมทราไจนีนออกฤทธิ์ต้านการอักเสบผ่านการยับยั้ง COX-2 และ prostaglandin E2 ในเซลล์มาโครฟาจ 
(Utar et al., 2010 ) 

TNF-α เป็นไซโตไคน์ที่ถูกหลั่งในระยะเริ่มต้นของกระบวนการอักเสบ โดยมีการกระตุ้นและแสดงออกสูงสุดภายใน 
1 - 3 ชั ่วโมงหลังการกระตุ ้นด้วย LPS ผ่านทาง NF-κB pathway (Guha and Mackman, 2001; Tak and Firestein, 

2001) ดังนั้น การวัดระดับ TNF-α หลังผ่านไป 24 ช่ัวโมง อาจไม่สามารถแสดงผลการยับยั้งได้อย่างชัดเจน 
 เพื่อให้เข้าใจกลไกการออกฤทธิ์ของสารทดสอบได้ดียิ่งขึ้น ควรด าเนินการศึกษาเพิ่มเติมเกี่ยวกับการแสดงออกของ

โปรตีนที่เกี่ยวข้องในเส้นทาง MAPKs  JAK/STAT และ NF- κB รวมถึงวิเคราะห์การเปลี่ยนแปลงของไซโตไคน์ในช่วงเวลา 
ต่าง ๆ อย่างเป็นล าดับ  

 

สรุปผลการวิจัย 
การศึกษานี้พบว่าสารสกัดใบกระท่อมพันธุ์ก้านแดงที่สกัดด้วยเอทานอล 95% มีปริมาณสารฟีนอลิก (TPC) และ 

เฟลโวนอยด์ (TFC) สูง และแสดงฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระได้ดี โดยเฉพาะในการทดสอบด้วยวิธี DPPH ซึ่งให้ค่า IC50 ต ่าที่สุด 
เมื่อเทียบกับงานวิจัยก่อนหน้า แสดงถึงศักยภาพในการก าจัดอนุมูลอิสระได้แม้ในความเข้มข้นต ่า  ด้านฤทธิ์ต้านการอักเสบ 
สารสกัดใบกระท่อมและสารมาตรฐานไมทราไจนีนสามารถยับยั้งการหลั่ง IL-6 และ NO ในเซลล์มาโครฟาจ RAW 264.7  

ที่ถูกกระตุ้นด้วย LPS ได้อย่างมีนัยส าคัญ อย่างไรก็ตาม ไม่มีฤทธิ์ยับยั ้ง TNF-α อย่างชัดเจน และเฉพาะไมทราไจนีน  
ที่ความเข้มข้นสูงสุดเท่านั้นที่สามารถลดระดับ PGE2 ได้อย่างมีนัยส าคัญ ซึ่งอาจเกี่ยวข้องกับการยับยั้ง COX-2 ผ่านกลไก 
MAPKs หรือ JAK/STAT pathway 

โดยสรุป สารสกัดใบกระท่อมพันธุ ์ก้านแดงมีศักยภาพเป็นแหล่งสารธรรมชาติที ่มีฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระและ  
ต้านการอักเสบ ซึ่งควรศึกษาเพิ่มเติมในเชิงกลไกระดับโมเลกุลเพื่อยืนยันประสิทธิภาพและแนวทางการประยุกต์ใช้ทาง  
เภสัชกรรมในอนาคต 
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