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บทคัดย่อ 

  
ก ะ เ ม็ ง ตั ว เ มี ย  (Eclipta prostrata (L.) L.) ก ะ เ ม็ ง ตั ว ผู้  (Sphagneticola 

calendulacea (L.) Pruski) และกระดุมทองเลื้อย (Sphagneticola trilobata (L.) Pruski) เป็น
พืชในวงศ์ Asteraceae พืชทั้งสามมีชื่อไทยและลักษณะทางพฤกษศาสตร์ที่คล้ายคลึงกัน  ข้อมูล
การศึกษาเบื้องต้นมีแนวโน้มว่าไม่สามารถพบกะเม็งตัวผู้ได้ทั่วไป  ประกอบกับการเผยแพร่ข้อมูล
รูปภาพกระดุมทองเลื้อยในชื่อกะเม็งตัวผู้ อาจทำให้เกิดความเข้าใจผิดโดยนำกระดุมทองเลื้อยมาใช้
แทนกะเม็งตัวผู้ อันจะนำไปสู่การใช้สมุนไพรไม่ถูกต้น ส่งผลต่อประสิทธิภาพในการใช้สมุนไพรได้ 
งานวิจัยนี้จึงมีวัตถุประสงค์เพ่ือศึกษาเปรียบเทียบฤทธิ์ทางชีวภาพ  ปริมาณฟินอลิกรวม และศึกษา
เอกลักษณ์ทางเคมีของกะเม็งตัวเมีย กะเม็งตัวผู้ และกระดุมทองเลื้อย โดยวิธีการดำเนินการวิจัย 
ได้แก่ ทดสอบฤทธิ์ต้านเชื้อจุลชีพด้วยวิธี broth dilution method ฤทธิ์ต้านการอักเสบด้วยวิธียับยั้ง
การหลั่ ง   nitric oxide ใน เซลล์  RAW 264.7 ฤทธิ์ ต้ านอนุ มู ล อิส ระด้ วยวิ ธี  DPPH radical 
scavenging assay และปริมาณฟีนอลิกรวมด้วยวิธี Folin-Ciocalteu assay ของสารสกัดน้ำและ
สารสกัด ethanol ของพืชทั้งสามชนิด และศึกษาเอกลักษณ์ทางเคมีด้วยวิธี TLC ผลการศึกษาพบว่า
ทั้งสารสกัดน้ำและสารสกัด ethanol ของพืชทั้งสาม มีฤทธิ์ต้านเชื้อ S. aureus และ P. aeruginosa 
ได้ และมีฤทธิ์ฆ่าเชื้อ S. aureus โดยสารสกัดน้ำของกะเม็งตัวเมียและกะเม็งตัวผู้มีฤทธิ์ดีที่สุด สาร
สกัดส่วนใหญ่มีฤทธิ์ต้านเชื้อ MRSA แต่มีเพียงสารสกัดน้ำของกะเม็งตัวเมียที่มีฤทธิ์ฆ่าเชื้อ MRSA ฤทธิ์
ต้านการอักเสบพบว่า สารสกัด ethanol ของพืชทั้งสามมีฤทธิ์ดีกว่าสารสกัดน้ำ รวมถึงยามาตรฐาน 
diclofenac อย่างมีนัยสำคัญทางสถิติ โดยกระดุมทองเลื้อยมีฤทธิ์ดีที่สุด รองลงมาคือกะเม็งตัวเมีย 
และกะเม็งตัวผู้  มีค่า IC50 เท่ากับ  33.43±4.76, 56.64±1.82 และ 62.21±2.04 ไมโครกรัมต่อ
มิลลิลิตรตามลำดับ ฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระพบว่า มีเพียงกะเม็งตัวผู้ที่มีฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระท่ีดี โดยสาร
สกัด ethanol มีฤทธิ์ดีกว่าสารสกัดน้ำอย่างมีนัยสำคัญทางสถิติ  มีค่า EC50 เท่ากับ 43.48±1.00 
ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ปริมาณฟีนอลิกรวมพบว่าสารสกัด ethanol ของพืชทั้งสามมีปริมาณฟีนอ 
ลิกรวมมากกว่าสารสกัดน้ำ สารสกัด ethanol ของกะเม็งตัวผู้มีปริมาณฟีนอลิกรวมมากกว่าสารสกัด
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ของพืชอ่ืนอย่างมีนัยสำคัญทางสถิติ โดยมีปริมาณเท่ากับ 55.46±7.18 มิลลิกรัม GAE ต่อสารสกัด 1 
กรัม การทำรอยพิมพ์โครมาโตกราฟี (TLC fingerprint) พบว่าพืชทั้ง 3 ชนิด มีรอยพิมพ์โครมาโต 
กราฟีที่แตกต่างกัน สรุปได้ว่ากะเม็งตัวเมีย กะเม็งตัวผู้ และกระดุมทองเลื้อย มีความแตกต่างกันทั้ง
เอกลักษณ์ทางเคมีและฤทธิ์ทางชีวภาพ 

 
คำสำคัญ : กะเม็งตัวเมีย, กะเม็งตัวผู้, กระดุมทองเลื้อย, ฤทธิ์ต้านเชื้อจุลชีพ, ฤทธิ์ต้านการอักเสบ, 
ฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ, ปริมาณฟีนอลิกรวม, รอยพิมพ์โครมาโตกราฟี 
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ABSTRACT 

  
Eclipta prostrata (L.) L., Sphagneticola calendulacea (L.) Pruski and 

Sphagneticola trilobata (L.) Pruski are the member of Asteraceae family. They have 
similar Thai name “Ka-meng” between E. prostrata and S. calendulacea and similar 
botanical characteristics between S. calendulacea and S. trilobata Lead to confused 
to use in traditional medicine. This study aimed to investigate biological activities 
such as antimicrobial, anti-inflammatory, antioxidant and total phenolic compound 
and TLC fingerprint of three plants. The ethanolic extract and the water extract of 
these plant were evaluated for their antimicrobial activity using broth dilution 
method, anti-inflammatory activity using lipopolysaccharide-induced RAW 264.7 
macrophages, antioxidant activity using DPPH and the total phenolic contents using 
Folin-Ciocalteu reagent. Chemical constituents were investigated by TLC fingerprint. . 

The results of antimicrobial activity showed that all of cruse extracts 
were active on S. aureus, P. aeruginosa at MIC 12.50-100 mg/ml, whereas only the 
ethanolic extract of S. calendulacea had an antimicrobial effect on MRSA. The 
ethanolic extract of all plants showed higher inhibitory effect on the nitric oxide 
production than water extract, while S. trilobata exhibited significant inhibitory effect 
with IC50 value 33.43±4.76 µg/ml. The extract of S. calendulacea had the second 
highest activity with IC50 values of 56.64±1.82 µg/ml, followed by E. prostrata in both 
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methods of antioxidant assay and Folin-Ciocalteu method, ethanolic extract of S. 
calendulacea exhibited significant inhibitory effects against DPPH and the most 
phenolic content EC50= 43.48±1.00 µg/ml and 55.46±7.18 mg GAE/g crude extract 
respectively. TLC fingerprint of the ethanolic extracts of three plants were identify. In 
conclusion, E. prostrata, S. calendulacea and S. trilobata are different both of 
biological activities and chemical identification by TLC. 

 
Keyword : Eclipta prostrata, Sphagneticola calendulacea, Sphagneticola trilobata, 
antimicrobial activity, anti-inflammatory activity, antioxidant activity, total phenolic, 
TLC fingerprint 
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บทที่ 1 
บทนำ 

1.1 ที่มาและความสำคัญ 
  สมุนไพรไทยมีบทบาทสำคัญในการดูแลสุขภาพและรักษาอาการเจ็บป่วยมาแต่ครั้งโบราณผ่าน
ภูมิปัญญาและองค์ความรู้ทางการแพทย์พ้ืนบ้านที่สั่งสมมานาน และรวบรวมไว้เป็นเอกสารเชิง
ประจักษ์ เช่น ชุดตำราภูมิปัญญาการแพทย์แผนไทยฉบับอนุรักษ์ หรือตำราพระโอสถพระนารายณ์ 
เป็นต้น (พิมพ์พรรณ และคณะ, 2555) การใช้สมุนไพรจึงมีวิวัฒนาการและพัฒนาการองค์ความรู้มา
อย่างต่อเนื่อง ความนิยมใช้สมุนไพรที่เพ่ิมขึ้น ทั้งในลักษณะการบริโภคเป็นอาหารเพ่ือการสร้างเสริม
สุขภาพหรือป้องกันโรค การใช้เป็นยาเพ่ือบำบัดอาการเจ็บป่วย และการใช้เป็นเครื่องสำอางเพ่ือความ
งาม นำไปสู่การจัดทำแผนแม่บทแห่งชาติว่าด้วยการพัฒนาสมุนไพรไทย เพ่ือส่งเสริมการพัฒนา
สมุนไพรไทยทั้งในเชิงนโยบายสาธารณสุข และความสำคัญต่อเศรษฐกิจ เพ่ือให้เกิดการพัฒนาที่เป็น
ระบบอย่างยั่งยืน (โสภณ และคณะ, 2559) นอกจากนี้ยังมีการส่งเสริมการใช้สมุนไพรเพ่ือเป็นยา
รักษาโรค  โดยคณะกรรมการพัฒนาระบบยาแห่งชาติได้ประกาศรายการยาสมุนไพรที่ใช้ในบัญชียา
หลักแห่งชาติหลายรายการ ทั้ งยาแผนไทยหรือยาแผนโบราณ และยาพัฒนาจากสมุนไพร 
(คณะกรรมการพัฒนาระบบยาแห่งชาติ, 2561) อย่างไรก็ตามยังคงมีสมุนไพรอีกหลายชนิดที่ยังมี
ความสับสนในการนำมาใช้ ทั้งเนื่องจากชื่อเรียกหรือลักษณะทางกายภาพที่คล้ายคลึงกัน และจากการ
รับรู้ข้อมูลที่ไม่ถูกต้อง ดังนั้นหากต้องการใช้สมุนไพรให้ได้ผลดีที่สุดต้องยึดหลักการใช้ให้ถูกต้น ถูก
ส่วน ถูกขนาด ถูกวิธี และใช้ให้ถูกกับโรค หากขาดความเชี่ยวชาญในการจำแนกชนิดของพืชสมุนไพร
ก็อาจนำมาซึ่งอันตรายต่อร่างกายได้จากการใช้สมุนไพรไม่ถูกชนิดได้ (ยุวดี และวสุ, 2558) 
   “กะเม็ง” เป็นพืชสมุนไพรชนิดหนึ่งที่มีการนำไปใช้ประโยชน์ทางยา ซึ่งสมุนไพรในชื่อ
กะเม็งที่รู้จักกันอย่างกว้างขวางมี 2 ชนิด คือกะเม็งตัวเมียหรือกะเม็ง ชื่อวิทยาศาสตร์ Eclipta 
prostrata (L.) L. (ราชั นย์  และสมราน , 2557; The plant list, 2010) และกะเม็ งตั วผู้  ชื่ อ
วิทยาศาสตร์ Sphagneticola calendulacea (L.) Pruski (วุฒิ, 2540; วิทยา, 2554; The plant 
list, 2010) พืชทั้งสองอยู่ในวงศ์ Asteraceae แม้การเรียกชื่อของกะเม็งทั้ง 2 ชนิด จะใกล้เคียงกัน 
แต่ลักษณะทางพฤกษศาสตร์ของพืชทั้ง 2 ชนิด มีความแตกต่างกันชัดเจน โดยกะเม็งจะมีกลีบดอกสี
ขาว ส่วนกะเม็งตัวผู้จะมีกลีบดอกสีเหลือง อย่างไรก็ตามเมื่อสืบค้นข้อมูลทั้งจากหนังสืออ้างอิ งและ
จากเวปไซต์ต่างๆ ด้วยชื่อกะเม็งตัวผู้ มักจะพบการแสดงภาพของพืชอีกชนิด คือ กระดุมทองเลื้อย ชื่อ
วิทยาศาสตร์คือ Sphagneticola trilobata (L.) Pruski วงศ์ Asteraceae (ราชันย์ และสมราน, 
2557; The plant list, 2010) เนื่องจากลักษณะทางพฤกษศาสตร์ทั้งลำต้น ใบ และดอกที่ใกล้เคียง
กันมาก โดยรูปวิธานจาก Flora of China (Zhu et al., 2011) ระบุความแตกต่างของพืชทั้ง 2 ชนิด

http://www.theplantlist.org/tpl1.1/record/gcc-5859
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นี้ที่ลักษณะรอยหยักที่ขอบใบ คือ กะเม็งตัวผู้จะมีขอบใบจักรฟันเลื่อยถี่ เล็กน้อย (sparsely 
serrulate) ส่วนกระดุมทองเลื้อยจะมีขอบใบเว้าเป็น 3 พู (usually 3-lobed) ความคล้ายคลึงนี้จึง
เป็นที่มาของการนำภาพของพืชทั้ง 2 มาใช้เผยแพร่โดยไม่ถูกต้น และอาจนำไปสู่ความเข้าใจผิดทำให้
ใช้พืชผิดชนิดได ้
   ทั้งกะเม็งตัวเมีย กะเม็งตัวผู้ และกระดุมทองเลื้อย มีการใช้ประโยชน์ในทางการแพทย์
พ้ืนบ้าน โดยพบว่าในประเทศจีน อินเดีย ไต้หวัน อินโดนีเซีย มีการนำพืชทั้ง 3 ชนิดไปใช้ในโรคทาง
ผิวหนังรวมถึงการรักษาแผล (Jahan et al., 2014; Karthikumar et al., 2014; Nomani et al., 
2013) ในพระคัมภีร์สรรพคุณ (แลมมหาพิกัต) กล่าวถึงสรรพคุณของกะเม็งหรือกะเม็งตัวเมียว่าต้นขับ
ลมให้กระจาย แก้โลหิตอันกระทำให้ร้อน ดอกแก้ดีอันฟุ้งซ่านให้บริบูรณ์ ผลแก้ลมอันเป็นพิษให้ถอย 
รากแก้ลมวิงเวียนแก้ปวดในท้อง (แพทย์ศาสตร์สงเคราะห์ เล่ม 1, 2452) ปัจจุบันมีการใช้ประโยชน์
ของกะเม็งตัวเมีย โดยอยู่ในตำรับยาผสมเพชรสังฆาตสูตรที่ 2 ซึ่งมีสรรพคุณบรรเทาอาการริดสีดวง
ทวารหนัก เป็นตำรับที่อยู่ในบัญชียาจากสมุนไพรบัญชียาหลักแห่งชาติ (สำนักยากลุ่มพัฒนาระบบงาน
ระบบยาแห่งชาติและสารสนเทศ, 2556) และในจังหวัดบุรีรัมย์มีการนำกะเม็งมาพัฒนาเป็นตำรับยา
สมุนไพรครีมกะเม็งเพ่ือใช้ในการรักษาแผลเรื้อรัง กะเม็งตัวผู้มีสรรพคุณแก้ไอ  แก้อาเจียนเป็นโลหิต 
บำรุงโลหิต ใบมีรสเอียน ต้มหรือชงกินแก้ไอ แก้ปวดศีรษะ แก้โรคผิวหนัง แก้ผมร่วง บำรุงร่างกาย ใช้
ทั้งต้นทำเป็นผงชงกินแก้ไอ แก้อาเจียนเป็นโลหิต บำรุงโลหิต แก้กระเพาะอักเสบ กระเพาะคราก ตำ
ผสมข้าวพอกแก้บวม (พรทิพย์ และคณะ, 2555) ส่วนกระดุมทองเลื้อยใช้ในตำรับแก้มุตตังพิการและ
โลหิตตังพิการในบัญชียาแผนไทยสำหรับโรงพยาบาลและหน่วยบริการสาธารณสุขปี 2553 (กรม
พัฒนาแพทย์แผนไทยและการแพทย์ทางเลือก, 2553) นอกจากการใช้ในการการแพทย์พ้ืนบ้านและ
การแพทย์แผนไทยแล้ว พืชทั้ง 3 ยังมีรายงานการศึกษาฤทธิ์ทางชีวภาพที่ใกล้ เคียงกัน โดยกะเม็งตัว
เมียมีฤทธิ์ต้านแบคทีเรียแบบ broad spectrum (Karthikumar et al., 2007) และฤทธิ์ต้านการ
อักเสบในหนูทดลอง (Jahan et al., 2014) กะเม็งตัวผู้มีฤทธิ์ต้านแบคทีเรียแกรมบวกและแกรมลบ
หลายชนิด (Darah et al., 2013) และฤทธิ์ต้านการอักเสบ (Yuan et al., 2013) ส่วนกระดุมทอง
เลื้อยมีฤทธิ์ต้านเชื้อแบคทีเรียแกรมบวกและแกรมลบหลายชนิด (Taddei et al., 1999) 
   ผู้วิจัยได้ศึกษาข้อมูลเบื้องต้นของพืชทั้งสามชนิด โดยการสอบถามหมอพ้ืนบ้านในจังหวัด
บุรีรัมย์  2 ราย คือนายเอกสิทธิ์  วิวาห์สุข หมอพ้ืนบ้านอำเภอพลับพลาชัย และนายหอม หะทัยทาระ 
หมอพ้ืนบ้านอำเภอเมือง ให้ข้อมูลว่ารู้จักพืชทั้ง 3 ชนิด โดยพบกะเม็งตัวเมียขึ้นอยู่ทั่วไปตามท้องนา 
กระดุมทองเลื้อยพบปลูกเป็นไม้ประดับ แต่ไม่พบกะเม็งตัวผู้ในพ้ืนที่ และจากงานวิจัยของวิภัสราและ
คณะ, 2561 รายงานผลการสอบถามร้านขายเครื่องยาสมุนไพรทั่วประเทศ จำนวน 25 ร้าน พบว่ามี
กะเม็งตัวเมียจำหน่ายทุกร้าน แต่ไม่พบการจำหน่ายกะเม็งตัวผู้แม้แต่ร้านเดียว ดังนั้น จากชื่อไทย
รวมถึงลักษณะทางพฤกษศาสตร์ที่คล้ายคลึงกันของกะเม็งตัวเมีย กะเม็งตัวผู้  และกระดุมทองเลื้อย 
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รวมถึงข้อมูลการศึกษาเบื้องต้นที่มีแนวโน้มว่าไม่สามารถพบกะเม็งตัวผู้ได้ทั่วไป ประกอบกับการ
เผยแพร่ข้อมูลรูปภาพกระดุมทองเลื้อยในชื่อกะเม็งตัวผู้ อาจทำให้เกิดความเข้าใจผิดโดยนำกระดุม
ทองเลื้อยมาใช้แทนกะเม็งตัวผู้ ซึ่งจะนำไปสู่การใช้สมุนไพรไม่ถูกต้น อันจะส่งผลต่อประสิทธิภาพใน
การใช้สมุนไพรได้ในที่สุด ผู้วิจัยจึงสนใจที่จะทำการศึกษาเปรียบเทียบฤทธิ์ทางชีวภาพ ได้แก่ ฤทธิ์ต้าน
เชื้อจุลชีพ ฤทธิ์การต้านการอักเสบ ฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ ศึกษาปริมาณฟีนอลิกรวม และศึกษา
เอกลักษณ์ทางเคมีของกะเม็งตัวเมีย กะเม็งตัวผู้ และกระดุมทองเลื้อย ซึ่งเป็นฤทธิ์ที่สอดคล้องกับการ
ใช้ในทางการแพทย์พ้ืนบ้านที่ใช้ในการรักษาแผล ที่อาจทำให้เกิดการอักเสบและติดเชื้อ เพ่ือให้ได้
ข้อมูลในการพิสูจน์ความแตกต่างระหว่างพืชทั้ง 3 ชนิด ที่จะนำไปสู่การใช้สมุนไพรทั้ง 3 ชนิดอย่าง
ถูกต้องและมีประสิทธิภาพต่อไป 
 
1.2 วัตถุประสงค์ของการวิจัย 
  วัตถุประสงค์ทั่วไป: เพ่ือศึกษาฤทธิ์ทางชีวภาพ ได้แก่ ฤทธิ์ต้านเชื้อจุลชีพ ฤทธิ์ต้านการอักเสบ 
และฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ ปริมาณฟินอลิกรวม และเอกลักษณ์ทางเคมี ของกะเม็งตัวเมีย กะเม็งตัวผู้ 
และกระดุมทองเลื้อย 
  วัตถุประสงค์เฉพาะ:  
  วัตถุประสงค์ทั่วไป: เพ่ือศึกษาฤทธิ์ทางชีวภาพ ได้แก่ ฤทธิ์ต้านเชื้อจุลชีพ ฤทธิ์ต้านการอักเสบ 
และฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ ปริมาณฟีนอลิก และเอกลักษณ์ทางเคมี ของกะเม็งตัวเมีย กะเม็งตัวผู้ และ
กระดุมทองเลื้อย 
  วัตถุประสงค์เฉพาะ:  
  1.2.1 เพ่ือศึกษาเปรียบเทียบฤทธิ์ต้านเชื้อจุลชีพของสารสกัดน้ำและสารสกัด ethanol กะเม็ง
ตัวเมีย กะเม็งตัวผู้ และกระดุมทองเลื้อย โดยทดสอบหาค่าความเข้มข้นต่ำสุดที่สามารถยับยั้งการ
เจริญของเชื้อ (Minimal inhibitory concentration: MIC) ด้วยวิธี broth dilution method และ
ทดสอบหาค่าความเข้มข้นต่ำสุดที่สามารถฆ่าเชื้อได้ (Minimal bactericidal concentration: MBC) 
  1.2.2 เพ่ือศึกษาเปรียบเทียบฤทธิ์ต้านอักเสบของสารสกัดน้ำและสารสกัด ethanol กะเม็งตัว
เมีย กะเม็งตัวผู้ และกระดุมทองเลื้อย โดยใช้วิธียับยั้งการหลั่ง nitric oxide  
  1.2.3 เพ่ือศึกษาเปรียบเทียบฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระของสารสกัดน้ำและสารสกัด ethanol 
กะเม็งตัวเมีย กะเม็งตัวผู้ และกระดุมทองเลื้อย โดยวิธี DPPH radical scavenging assay 
  1.2.4 เพ่ือศึกษาเปรียบเทียบปริมาณฟีนอลิกรวมของสารสกัดน้ำและสารสกัด ethanol กะเม็ง
ตัวเมีย กะเม็งตัวผู้ และกระดุมทองเลื้อย โดยใช้วิธี Folin-Ciocalteu assay 
  1.2.5 เพ่ือศึกษาเปรียบเทียบเอกลักษณ์ทางเคมีของสารสกัด ethanol กะเม็งตัวเมีย กะเม็งตัว
ผู้ และกระดุมทองเลื้อยด้วยวิธี Thin Layer Chromatography (TLC) 
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1.3 สมมุติฐานของการวิจัย 
  สารสกัดกะเม็งตัวเมีย กะเม็งตัวผู้ และกระดุมทองเลื้อย มีฤทธิ์ต้านเชื้อจุลชีพ ฤทธิ์ต้านการ
อักเสบ และฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ ปริมาณฟีนอลิก และเอกลักษณ์ทางเคมี ไม่แตกต่างกัน 
 
1.4 ขอบเขตของการวิจัย 
   การวิจัยนี้เป็นการวิจัยเชิงทดลองที่ศึกษาฤทธิ์ต้านเชื้อจุลชีพ ฤทธิ์ต้านการอักเสบ และฤทธิ์
ต้านอนุมูลอิสระ ปริมาณฟีนอลิกรวม เอกลักษณ์ทางเคมี ของสารสกัดน้ำและสารสกัด ethanol จาก
ส่วนทั้งต้นของกะเม็งตัวเมีย กะเม็งตัวผู้ และกระดุมทองเลื้อย ทำในห้องปฏิบัติการวิจัย คณะเภสัช
ศาสตร์ มหาวิทยาลัยมหาสารคาม 
 
1.5 กรอบแนวคิด  
   งานวิจัยครั้งนี้ มีกรอบแนวคิดโดยรวมดังแสดงในภาพประกอบ 1 
 
 
 
       
 
 
 
 

 

 

 
ภาพประกอบ 1  กรอบแนวคิด 

 
1.6 ประโยชน์ที่คาดว่าจะได้รับ 
   1.6.1 ได้ข้อมูลฤทธิ์ทางชีวภาพ ปริมาณฟีนอลิกรวม และเอกลักษณ์ทางเคมี ของสารสกัด
กะเม็งตัวเมีย กะเม็งตัวผู้ และกระดุมทองเลื้อย เพ่ือพิสูจน์ความแตกต่างระหว่างพืชทั้ง 3 ชนิด  
   1.6.2 ได้ข้อมูลทางวิทยาศาสตร์ไปใช้ในการสนับสนุนการเลือกใช้สมุนไพรทั้ง  3 ชนิดอย่าง
ถูกต้น และมีประสิทธิภาพต่อไป 

ตัวแปรตาม:  
- ฤทธิ์ต้านเชื้อจุลชีพ  
- ฤทธิ์ต้านการอักเสบ  
- ฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ  
- ปริมาณฟีนอลิกรวม 
- เอกลักษณ์ทางเคมี  

ตัวแปรต้น:   
- สารสกัดน้ำและสารสกัด ethanol กะเม็งตัว
เมีย กะเม็งตัวผู้ และกระดุมทองเลื้อย 

ตัวแปรควบคุม: 
- ความเข้มข้นของสารสกัด 
- สภาวะแวดล้อมของแต่ละการทดสอบ 
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1.7 นิยามคำศัพท์เฉพาะ 
เอกลักษณ์ทางเคมี หมายถึง การตรวจเอกลักษณ์ของสารสกัดด้วยวิธีรงคเลขผิวบาง (Thin 

Layer Chromatography, TLC) โดยใช้การเปรียบเทียบลักษณะแถบสารที่แยกได้บนแผ่น TLC ของ
สารสกัด  

ฤทธิ์ทางชีวภาพ หมายถึง ฤทธิ์ต้านเชื้อจุลชีพ ฤทธิ์ต้านการอักเสบ และฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ
สารสกัดน้ำ หมายถึง สารสกัดพืชที่สกัดด้วยน้ำด้วยวิธีการต้ม 
สารสกัด ethanol หมายถึง สารสกัดพืชที่สกัดด้วย 95% ethanol ด้วยวิธี soxhlet 
apparatus 

 
1.8 คำสำคัญ (keyword) 

กะเม็งตัวเมีย กะเม็งตัวผู้ กระดุมทองเลื้อย ฤทธิ์ต้านเชื้อจุลชีพ ฤทธิ์ต้านการอักเสบ ฤทธิ์ต้าน
อนุมูลอิสระ ปริมาณฟีนอลิกรวม รอยพิมพ์โครมาโตกราฟี 
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บทที่ 2 
เอกสารและงานวิจัยที่เกี่ยวข้อง 

การทบทวนวรรณกรรมในงานวิจัยครั้งนี้ เพ่ือศึกษาการจัดจำแนกหมวดหมู่ พืช ลักษณะทาง
พฤกษศาสตร์ พฤกษเคมี ฤทธิ์ทางเภสัชวิทยา และการใช้ในทางการแพทย์พ้ืนบ้านของกะเม็งตั วเมีย 
กะเม็งตัวผู้ และกระดุมทองเลื้อย เพ่ือเป็นแนวทางและข้อมูลสนับสนุนในการทำการวิจัย โดยแบ่ง
หัวข้อการศึกษา ดังนี้ 
  2.1 การจัดจำแนกหมวดหมู่พืช (Plant classification) และการระบุชนิดพืช (Plant identification) 
  2.2 ข้อมูลสมุนไพรที่ใช้ในงานวิจัย 
  2.3 พฤกษเคมี (Phytochemistry) 
  2.4 ฤทธิ์ทางเภสัชวิทยา (Pharmacology) 
  2.5 การใช้ในทางแพทย์พ้ืนบ้าน (Traditional use) 
  2.6 ความสัมพันธ์ของอนุมูลอิสระ/total phenolic/ฤทธิ์ต้านการอักเสบ 
 
2.1 การจัดจำแนกหมวดหมู่พืช (Plant Classification) และการระบุชนิดพืช (Plant 
Identification) 
 การจัดจำแนกหมวดหมู่พืช เป็นการจัดพืชให้เป็นกลุ่มหรือหมวดหมู่โดยอาศัยลักษณะความ
คล้ายคลึง (similarities) และความแตกต่าง (differences) ของลักษณะต่าง ๆ ที่ศึกษากลุ่มพืชที่ถูก
จำแนกตามหลักอนุกรมวิธานนี้เรียกหน่วยอนุกรมวิธาน (taxon) ซึ่งมีการจัดระดับเป็นหมวดหมู่ที่มี
ขนาดใหญ่เล็กลดหลั่นกันไปตามลำดับ กะเม็งตัวเมีย กะเม็งตัวผู้ และกระดุมทองเลื้อย เป็นพืชในวงศ์ 
Asteraceae การจำแนกพืชวงศ์ Asteraceae ใน Flora of China มีดังนี้ (Zhu et al., 2011)  
Kingdom; Plantae 
 Subkingdom; Tracheobionta 

Super division; Spermatophyta 
Division; Magnoliophyta 

Class; Magnoliopsida  
  Subclass; Asteridae 
  Order; Asterales 
  Family; Asteraceae ⁄ Compositae 
 Tribe; Heliantheae    
 Genus; Eclipta  

http://plants.usda.gov/java/ClassificationServlet?source=profile&symbol=Magnoliopsida&display=31
http://plants.usda.gov/java/ClassificationServlet?source=profile&symbol=Asteridae&display=31
http://plants.usda.gov/java/ClassificationServlet?source=profile&symbol=Asterales&display=31
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 Species; Eclipta prostrata (L.) L. 
 Genus; Sphagneticola 

Species; Sphagneticola 
calenduraceae Pruski 

 Sphagneticola trilobata (L.) Pruski 
 
 การระบุชนิดพืช สามารถใช้เครื่องมือรูปวิธาน ซึ่งเป็นการจัดเรียงหรือการวิเคราะห์ชนิดพืชในรูป
ของทางเลือกลักษณะทางพฤกษศาสตร์ที่ปรากฏของพืชที่มีความหมายตรงข้ามกัน 2 ทาง 
(dichotomous) ลักษณะใดลักษณะหนึ่งจะได้รับเลือกไว้ กะเม็งตัวเมีย กะเม็งตัวผู้ และกระดุมทอง
เลื้อย เป็นพืชในวงศ์ Asteraceae รูปวิธานที่ระบุชนิดของพืชทั้ง 3 ใน Flora of China แสดงดังนี้ 
(Zhu et al., 2011) 
1a. Achenes enclosed by inner phyllaries or outer paleae. 
1b. Achenes not enclosed by inner phyllaries. 

2a. Paleae narrow, long, flat; ray florets 2-seriate, lamina small; pappus absent 
or of 2 short awns. 

3a. Ray floret lamina white; achene body tuberculate .................... Eclipta 
4a. Ray florets bisexual, mostly fertile, lamina minutely 2-lobed, 

white to yellowish, disk florets bisexual, corolla tubular, 
greenish white to yellowish, 4-or rarely 5 lobed; anthers entire 
or very shortly bifid at base; style branches obtuse, 
mammillate at apex.............................................. Eclipta prostrata 

3b. Ray floret lamina yellow; achene body striate ...........................Guizotia 
2b. Paleae concave or folded, ± enclosing florets. 

3a. Ray florets sterile. 
3b. Ray florets fertile. 

4a. Pappus elements 2–5, unequal, spinelike or squamalike, 
persistent, base connate; ray florets female, ray floret, lamina 
short or very short, apex 2–4-dentate; capitula small 
................................................................................................ Blainvillea 

4b. Pappus absent, or scalelike, cyathiform, coroniform, or of 1 or 
2 setae; capitula relatively large. 
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5a. Corollas orange to yellow; outer phyllaries herbaceous and 
larger than inner; leaves sessile or very shortly petiolate; 
plants mainly prostrate; achenes triangular (ray) or 
compressed (disk); capitula always solitary, terminal (but 
appearing axillary) on erect peduncles; achene beak and 
pappus obscured at maturity by corky collar  
..……………………………………………………………..…… Sphagneticola 

6a. Leaves usually 3-lobed……………..….Sphagneticola trilobata 
6b. Leaves sparsely serrulate……Sphagneticola calendulacea 

 
2.2 ข้อมูลสมุนไพรที่ใช้ในงานวิจัย 
ตาราง  1 ข้อมูลสมุนไพร กะเม็งตัวเมีย กะเม็งตัวผู้ และกระดุมทองเลื้อย 
 (พรทิพย์ และคณะ, 2555),(ราชบัณฑิตยสถาน, 2557  ) ,(วุฒิ วุฒิธรรมเวช, 2540) 

ข้อมูลพืช กะเม็งตัวเมีย กะเม็งตัวผู้ กระดุมทองเลื้อย 

ชื่อวิทยาศาสตร์ Eclipta prostrata (L.) L. Sphagneticola 
calendulacea (L.) 
Pruski  

Sphagneticola 
trilobata (L.) Pruski  

ชื่อพ้อง - E. alba (L.) Hassk  
- E. angustifolia C.Presl. 
- E. electa L. 
- E. marginata Steud. 
- E. punctate L. 
- E. zippeliana Blume  
- Acmella lanceolate 
Link ex Spreng 
- Amellus carolinianus 
Walter 
- Anthemis abyssinica 
var. abyssinica 
 

 - Complaya chinensis 
(Osbeck) Strother  
- Jaegeria 
calendulacea (L.) 
Spreng. 
- Seruneum 
calendulaceum (L.) 
Spreng  
- Solidago chinensis 
Osbeck 
- Thelechitonia 
chinensis (Osbeck) H. 
Rob. & Cuatrec. 

- Wedelia trilobata L. 
- Silphium trilobatum L.  
- Wedelia carnosa 
Pers. 
- Silphium trilobatum L.  
- Thelechitonia 
trilobata (L.)   
- Wedelia trilobata (L.) 
Hitchcock. 
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ข้อมูลพืช กะเม็งตัวเมีย กะเม็งตัวผู้ กระดุมทองเลื้อย 
 - A. cotula Blanco 

Bellis ramose Steud. 
- Chamaemelum 
foetidum Baumg. 
- Cotula alba (L.) L 
- C. protrara (L.) L. 
- Eleutheranthera 
protrata (L.) Sch. Bip. 
- Grangea lanceolate 
Poir.  
- Paleista brachypoda 
(Michx.) Raf. 
- Verbesina alba L. 
- V. prostrata L. 
- Wedelia 
psammophila Poepp. 

- Verbesina 
calendulacea L. 
- Wedelia 
calendulacea (L.) Less. 
- W. chinensis (Osbeck) 
Merr. 

 

วงศ ์ Compositae 
(Asteraceae) 

Compositae 
(Asteraceae) 

Compositae 
(Asteraceae) 

ชื่ออ่ืนๆ กะเม็งตัวเมีย,คัดเม็ง(กลาง), 
หญ้าสับ,ฮ่อมเกี่ยว(เหนือ) 

ฮ่อมเก่ียวคำ (ภาคเหนือ),
อ้ึงปั้วกีเชา (จีน) 

เบญจมาศเลื้อย 

ชื่อสามัญ False daisy, White head  -Climbing wedelia 
-Singapore daisy 

ลำต้น -ไม้ล้มลุก 
-ลำต้นแตกกิ่ง ทอดไปตาม
พ้ืนหรือตั้งสูง 10-60 ซม. 
-มีขน 
 

-ไม้ล้มลุก 
-ทอดเลื้อยไปตามพ้ืนดิน  
ชูยอดตั้งขึ้น  
-ลำต้นมีขน มีรากตามข้อ 
 

-ไม้ล้มลุก  
-ลำต้นแตกแขนงทอดราบ
ไปตามพ้ืนดิน  
-มีขนประปราย ปลายกิ่ง
มักชูตั้งขึ้น สูงถึง 50 ซม. 
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ข้อมูลพืช กะเม็งตัวเมีย กะเม็งตัวผู้ กระดุมทองเลื้อย 

ใบ -ใบเดี่ยว เรียงตรงข้าม 
-รูปหอกหรือรูป รี  กว้ าง 
0.6-2.5 ซม. ยาว 3-10 ซม.  
-โคนเรียวแหลม ขอบเรียบ 
หรือจักห่างๆ 2-3 จักช่วง
ปลายใบ แผ่นใบทั้ง 2 ข้าง 
มีขนสั้นสาก 
-ไม่มีก้านใบ หรือก้านสั้น 

-ใบเดี่ยว เรียงตรงข้า  
-รูปใบหอก รูปขอบขนาน
แกมรูปใบหอก หรือรูปไข่
กลับแคบ กว้าง 0.5 - 2.5 
ซม. ยาว 1-7.5 ซม.  
-ปลายแหลมหรือมีติ่งแหลม 
โคนเรียวแหลม ขอบเรียบ
หรือจักซี่ฟัน มีขนราบทั้ง 2 
ด้าน 

-ก้านใบสั้นมาก 

-ใบเดี่ยว เรียงตรงข้าม 
-รูปรี  กว้างประมาณ 2.5 
ซม. ยาวประมาณ 5.5 ซม.  
-ปลายแหลม โคนสอบ 
ขอบจักเล็กน้อย มีจักเป็น 
รูปสามเหลี่ยมกลางแผ่นใบ 
ทั้ง 2 ข้าง เส้นโคนใบข้าง
ละ 3 เส้น เหนือขึ้นไปมีเส้น
แขนงใบข้างละ 4 เส้น 

-ก้านใบสั้นหรือไม่มี 
ดอก ดอกสมบูรณ์เพศ 

 
ยาวประมา 6 - 8 มม. ดอก
วงใน โคนกลีบติดกันเป็น
หลอด ปลายแยกเป็น 5 
แฉก ยาวประมาณ 4 มม. 

จำนวนมากกว่า โคนกลีบ
ดอกติดกันเป็นหลอด ปลาย
แยกเป็น 5 แฉก ที่ขอบแฉก
มีขนรอบดอกวงใน  มี ใป
ระดับบางใส่รูปเรือปลาย
แหลมแทรกอยู่ 

ผล - ผลแบบแห้ง เมล็ดล่อน 
 
 
 
ผลของดอกวงนอก รูป
สามเหลี่ยมสันมน 
ผลของดอกวงใน รูป
สี่เหลี่ยมสันมน ยาว 2 - 8 
มม. 
ผลแก่ แห้งสีดำ ไม่แตก 

- ผลแบบแห้ง เมล็ดล่อน 
กว้างประมาณ 3 มม. ยาว 
4 - 5 มม. สีน้ำตาลเข้ม 
เรียบหรือขรุขระ 
ผลของดอกวงนอก เป็นรูป
สามเหลี่ยมสันมน 
ผลของดอกวงใน แบน 
ผลแก่ แห้งไม่แตก 

- ผลแบบผลแห้ง เมล็ดล่อน 
 
 
 
ผลของดอกวงนอก ยาว
ประมาณ 5 มม. รูปไข่กลับ 
ปลายผลมีเยื่อสีขาว รูปถ้วย 
โคนที่ติดกันกับฐานเรียว
แหลมเป็นรูปสามเหลี่ยม มี
เนื้อนุ่มสีขาวหุ้มและขรุขระ 
เมล็ดเล็ก สีดำ เป็นมัน รูป
สามเหลี่ ยมปลายแหลม 
ยาวประมาณ 4 ซม. 
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ข้อมูลพืช กะเม็งตัวเมีย กะเม็งตัวผู้ กระดุมทองเลื้อย 
การกระจาย
พันธุ์ 

พบขึ้นทั่วไปในประเทศเขต
ร้อนและเขตศูนย์สูตรโดยมี
การกระจายอย่าง
กว้างขวางทั่วไป 

พรรณไม้ต่างประเทศท่ี
นำเข้ามาปลูกในประเทศ
ไทยทางภาคเหนือและภาค
กลาง 

ไม้พ้ืนเมืองของอเมริกาเขต
ร้อน 

สรรพคุณ ใบและราก เป็นยาถ่าย ทำ
ให้อาเจียน ราก แก้เป็นลม
หน้ามืดจากการคลอดบุตร 
แก้ท้องเฟ้อ บำรุงตับ ม้าม 
และบำรุงโลหิต ทั้งต้น แก้
มะเร็ง (อาการแผลเรื้อรัง 
เน่าลุกลาม รักษายาก) แก้
หืด แก้หลอดลมอักเสบ แก้
จุกเสียด แก้กลาก เกลื้อน 
เป็นยาฝาดสมาน น้ำคั้น
จากต้น รักษาอาการดีซ่าน 
(นันทวัน, 2539)  

ใบ แก้ปวดฟัน เหงือก
อักเสบ แผลในปาก ลำต้น 
แก้อาเจียนเป็นเลือด  
(อุทยานธรรมชาติวิทยาสิรี
รุกขชาติ, 2010) 

ใช้ในตำรับแก้มุตตังพิการ
และโลหิต (กรมพัฒนา
แพทย์แผนไทยและ
การแพทย์ทางเลือก, 2553) 
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  2.2.1 ลักษณะทางพฤกษศาสตร์ แสดงดังภาพที่ 2-4 

 

ภาพประกอบ  2  กะตัวเม็งเมีย (Eclipta prostrata) 
(Shu et al., 2011) 
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ภาพประกอบ  3  กะเม็งตัวผู้ (Sphagneticola calendulacea) 

(Shu et al., 2011) 
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ภาพประกอบ  4  กระดุมทองเลื้อย (Sphagneticola trilobata) 
(Peng et al., 1998) 
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2.3 พฤกษเคมี (Phytochemistry)  
พฤกษเคมี (Phytochemistry) คือ สารประกอบต่างๆที่พบได้ในพืช คำว่า “phyton" ใน

ภาษากรีกโบราณ แปลว่าพืช (Kokate et al., 2006) ซึ่งใช้ในการอธิบายความหลากหลายทาง
ชีวภาพของสารสำคัญที่พบในพืช โดยมากเป็นสารทุติยภูมิที่พืชสังเคราะห์ขึ้นมาเพ่ือจุดประสงค์
บางอย่าง เช่น ป้องกันตัวเองจากเชื้อโรคและแมลง ให้สีสันกับพืช (Kushad et al., 2003) ตัวอย่าง
ของสารพฤกษเคมี เช่น แทนนิน สารประกอบพอลิฟีนอลิก แอนทราควิโนน ซาโปนิน อัลคาลอยด์    
คูมาริน เป็นต้น สารพฤกษเคมีในพืชมีหลายชนิดแต่ละชนิดมีฤทธิ์ที่ต่างกันไป โดยข้อมูลพฤกษเคมี 
ของกะเม็งตัวเมีย กะเม็งตัวผู้ และกระดุมทองเลื้อยดังแสดงในตาราง 2
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2.6 ความสัมพันธ์ของอนุมูลอิสระ/total phenolic/ฤทธิ์ต้านอักเสบ 
  อนุมูลอิสระ หมายถึง อะตอมหรือโมเลกุลใดๆ อยูในวงนอกของอะตอมหรือโมเลกุล มีความ
ว่องไวในการเขาทําปฏิกิริยา โดยรับอิเล็คตรอนจากสารอ่ืนๆ ส่งผลใหตนเองเสถียรขึ้น ใน
ขณะเดียวกันก็ชักนําใหสารที่ใหอิเล็คตรอนไปนั้นมีอิเล็คตรอนไมครบ ทำให้อะตอมหรือโมเลกุลนั้นไม่
อยู่ในสภาวะที่เสถียร จำเป็นต้องดึงอิเล็กตรอนมาจากโมเลกุลอ่ืนหรือถ่ายเทอิเลกตรอนที่ขาดคู่ออกไป
เพ่ือทำให้ตัวเองเสถียร แต่จะไปทำให้อิเล็กตรอนในโมเลกุลอ่ืนขาดคู่หรือมีอิเล็กตรอนเกินมา
เช่นเดียวกัน การเกิดอนุมูลอิสระจึงเกิดต่อเนื่องไปเรื่อยๆเกิดเป็นปฏิกิริยาลูกโซ่ (Halliwell, 2009) 
  สารต้านอนุมูลอิสระ (Antioxidants) คือ สารที่สามารถป้องกันหรือชะลอการเกิดปฏิกิริยา 
ออกซิเดชันของอนุมูลอิสระได้ (Halliwell, 2009) สารเหล่านี้มีกลไกในการต้านอนุมูลอิสระหลาย 
แบบ เช่น ดักจับ (scavenge) อนุมูลอิสระโดยตรง ยับยั้งการสร้างอนุมูลอิสระหรือเข้าจับ (chelate) 
กับโลหะเพ่ือป้องกันการสร้างอนุมูลอิสระ (Sies et al., 1992) สารต้านอนุมูลอิสระเป็นสารที่ทนต่อ
การเกิดปฏิกิริยาออกซิเดชัน (Chattopadhyay et al., 2008) โดยทั่วไปสารต้านอนุมูลอิสระสามารถ
พบได้ในธรรมชาติจากสารหลายชนิด เช่น สารประกอบฟีนอลิก (Phenolic compounds) และแคโร
ทีนอยด์ (Velioglu et al., 1998) สารต้านอนุมูลอิสระมีบทบาทสำคัญ คือ ป้องกันการเกิดปฏิกิริยา
ออกซิเดชันในร่างกาย ซึ่งเป็นสาเหตุของการเกิดโรคต่างๆในมนุษย์  
  สารประกอบฟีนอลิกหลายตัวมีฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ ยับยั้งปฏิกิริยาออกซิเดชัน และสารต้าน
การกลายพันธุ์ มีผลดีต่อสุขภาพสามารถป้องกันโรคต่างๆโดยเฉพาะโรคหัวใจขาดเลือดและมะเร็ง 
สารประกอบฟีนอลิกจะทำหน้าที่กำจัดอนุมูลอิสระและไอออนของโลหะที่สามารถเร่งการเกิดปฏิกิริยา
ออกซิเดชันของไขมันและโมเลกุลอ่ืนๆ โดยใช้ตัวเองเป็นตัวรับอนุมูลอิสระทำหน้าที่ ยับยังปฏิกิริยา
ลูกโซ่ที่มีอนุมูลอิสระเป็นสาเหตุ แต่สารต้านอนุมูลอิสระก็ถูกำลายไปด้วย สารประกอบฟีนอลิกที่พบ
ในธรรมชาติมีหลายชนิดมีลักษณะสูตรโครงสร้างทางเคมีที่แตกต่างกัน ต้ังแต่กลุ่มที่มีโครงสร้างอย่าง
ง่าย เช่น กรดฟีนอลิก ไปจนถึงกลุ่มที่มีโครงสร้างเป็นพอลิเมอร์ เช่น ลิกนิน กลุ่มใหญ่ที่สุดที่พบคือ
สารประกอบพวกฟลาโวนอยด์  (พินิิจ, 2556)   
  ฤทธิ์ต้ านอนุมู ล อิสระและปริมาณ สารฟีนอลิกรวม สารจำพวกฟีนอลิก  (Phenolic 
compounds) เป็นสารกลุ่มใหญ่ที่พบมากในพืช ตัวอย่างของสารกลุ่มนี้ได้แก่สารกลุ่ม flavonoids ที่
มี catechol เป็นองค์ประกอบ stilbenes, tannins ซึ่งโครงสร้างหลักประกอบด้วย aromatic ring 
แทนที่ด้วย hydroxyl group โดยมากเป็นสารที่มีขั้วละลายในตัวทำละลายจำพวก alcohol ได้ดี 
กลไกของสารจำพวกฟีนอลที่แสดงฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ คือเมื่อมีอนุมูลอิสระมาดึงอิเล็กตรอนไปแต่ใน
โครงสร้างมี อิเล็กตรอนหนาแน่นจึงสามารถเกิดการเคลื่อนย้ายอิเล็กตรอนไปทั่วโครงสร้าง 
(delocalization) ท้าให้โครงสร้างเสถียรไม่ เกิดเป็นอนุมูลอิสระต่อไป (Pietta et al.,2000)  
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  การอักเสบเป็นกลไกการป้องกันสิ่งแปลกปลอมที่เกิดกับเซลล์หรือเนื้อเยื่อของร่างกายที่ได้รับ
บาดเจ็บ อาการที่ปรากฏของการอักเสบ คือ ปวด บวม แดง และร้อน (Mequanint et al., 2011) 
กระบวนการอักเสบประกอบด้วยการเปลี่ยนแปลงของหลอดเลือด ทำให้เลือดมาเลี้ยงเพ่ิมมากขึ้นมี
การเคลื่อนที่ของเซลล์เม็ดเลือดขาวมายังเนื้อเยื่อที่ถูกรุกรานเพ่ิมมากขึ้น เพ่ือกำจัดสิ่งเร้าที่ทำให้เกิด
การอักเสบ (Kumar et al., 2007) ในขณะที่มีปฏิกิริยาการอักเสบเกิดขึ้นเซลล์แมคโครฟาจซึ่ งเป็น
เซลล์ เม็ด เลื อดขาวจะหลั่ งสารสื่ อกลางในการอักเสบชนิดต่ างๆ  เช่น   nitric oxide และ 
prostaglandins E2 และ cytokine เป็นต้น (Jung et al., 2009) เพ่ือช่วยในการกำจัดสิ่งรุกราน 

การหลั่งสารสื่อกลางการอักเสบในปริมาณที่มากเกินไปจะมีผลทำให้มีการทำลายเนื้อเยื่อ ปัจจุบัน
พบว่าการหลั่งสารสื่อกลางการอักเสบที่มากเกินไปหรือหลั่งเป็นระยะเวลาต่อเนื่องเกี่ยวข้องกับการ
เกิดโรคต่างๆ เช่น โรคข้ออักเสบรูมาตอยด์  โรคกระเพาะและลำไส้อักเสบ โรคอัลไซเมอร์ โรคพาร์กิน
สัน ภาวะช็อคจากการติดเชื้อ โรคเบาหวาน และโรคอักเสบต่างๆ (Guzik et al., 2003) การยับยั้ง
การหลั่งสารสื่อกลางการอักเสบ เช่น ไนตริกออกไซด์ และพรอสตาแกลนดิน E2 ที่มากเกินไปนี้เป็นวิธี

หนึ่งที่จะช่วยป้องกันและรักษาโรคต่างๆ ที่เกี่ยวข้องกับการอักเสบได้ ในปัจจุบันมีการศึกษาสมุนไพร
จากธรรมชาติที่สามารถลดการผลิตสารสื่อกลางการอักเสบเหล่านี้  เพ่ือนำไปสู่การพัฒนาผลิตยาต้าน
การอักเสบที่มีประสิทธิภาพสูง แต่มีผลข้างเคียงที่ต่ำ สมุนไพรเป็นแหล่งสำคัญของสารประกอบฟีนอล

ที่แสดงฤทธิ์ต้านอักเสบ (Huang et al., 2006) และมีรายงานว่าพืชสมุนไพรเป็นแหล่งสำคัญของสาร
ต้านอักเสบจากธรรมชาติ เช่น Sanguisorba officinalis, Lophatherum gracite, Scutellaria 
baicalensis และ Crotoxylum formosum เป็นต้น (Zhang et al., 2011)  
  Nitric oxide (NO) จัดเป็นอนุมูลอิสระชนิดหนึ่งที่มีคุณสมบัติเป็นสารตัวกลางในกระบวนการ
อักเสบ NO สังเคราะห์ขึ้นจาก L-arginine และโมเลกุลของออกซิเจนโดยการเร่งปฏิกิริยาของเอนไซม์ 
nitric oxide synthase (NOS) โดย NO ที่สร้างขึ้นจากกระบวนการดังกล่าวมีความสัมพันธ์กับการ
เกิดพยาธิสภาพของการอักเสบ เช่น การขยายตัวของหลอดเลือดเมื่อเกิดการบาดเจ็บ ภาวะหัวใจขาด
เลือด เกิดการอักเสบแบบฉับพลันและเรื้อรัง (Zedler et al., 2006) โดย NO ที่เพ่ิมมากกว่าปกติจะ
ทําปฏิกริยากับ superoxide anion radical (O•-

2) เกิดเป็น peroxynitrite (ONOO- ) ที่มีฤทธิ์ฆ่าจุล
ชีพได้และยังสามารถทําลายเซลล์เนื้อเยื่อบริเวณที่เกิดการบาดเจ็บทําให้เกิดการอักเสบเพ่ิมมากขึ้น 
ดังนั้นการยับยั้ง NO เป็นวิธีการหนึ่งที่นิยมใช้ในการศึกษาฤทธิ์ต้านการอักเสบ 
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บทที่ 3 
วิธีดำเนินการวิจัย 

  การดำเนินการวิจัยประกอบด้วยการศึกษาสารสกัดกะเม็งตัวเมีย กะเม็งตัวผู้ และกระดุมทอง
เลื้อย โดยศึกษาเอกลักษณ์ทางเคมี ปริมาณฟีนอลิกรวม และฤทธิ์ทางชีวภาพ ได้แก่ ฤทธิ์ต้านอนุมูล
อิสระ ฤทธิ์ต้านเชื้อจุลชีพ และฤทธิ์ต้านการอักเสบ เพื่อเป็นการเปรียบเทียบคุณสมบัติดังกล่าวของพืช
ทั้ง 3 ชนิด 
 
3.1 รูปแบบการวิจัย 

เป็นการศึกษาเชิงทดลอง (experimental study) 
  

3.2 เครื่องมือ วัสดุอุปกรณ์และสารเคมีที่ใช้ในการทดลอง 
 3.2.1 Hot plate และ water bath (Scientific Thailand) 
 3.2.2 เครื่องอบลมร้อน (Contherm scientific, New Zealand) 
 3.2.3 ตู้เพาะเชื้อ (Contherm scientific, New Zealand 
 3.2.4 เครื่องบดหยาบ (Yuan Li electric, Taiwan) 
 3.2.5 เครื่องชั่ง 4 ตำแหน่ง (Sartorius LE 2445, Germany) 
 3.2.6 เครื่อง centrifuge (Hettich, Germany) 
 3.2.7 เครื่อง vortex (VM-300, USA) 
 3.2.8 เครื่อง ultrasonic bath 
 3.2.9 Autoclave (Hirayama, Japan) 
 3.2.10 เครื่อง spot TLC รุ่น LINOMAT 5 (CAMAG) 
 3.2.11 UV-VIS Spectrophotometer (Analytical lab science, Thailand) 
 3.2.12 UV cabinet (CAMAG) 
 3.2.13 Microplate reader (PowerWave Microplate Spectrophotometer, Bio Tek 
Instruments, USA) 
 3.2.14 Micropipette  
 3.2.15 Evaporating disc 
 3.2.16 Soxhlet apparatus 
 3.2.17 Funnel 
 3.2.18 Buchner funnel 

http://www.aquatoyou.com/index.php/2013-05-16-04-06-08/874-uv-vis-spectrophotometer
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 3.2.19 Round bottom 
 3.2.20 TLC tank 
 3.2.21 จานเพาะเลี้ยงเชื้อเส้นผ่านศูนย์กลาง 90 mm. 
 3.2.22 ตะเกียงแอลกอฮอล์ 
 3.2.23 Conical centrifuge tube 
 3.2.24 96 well-plate 
 3.2.25 กระดาษกรอง Whatman เบอร ์1 
 3.2.25 กระบอกฉีดยา 
 3.2.26 ตัวกรองขนาด 0.22 ไมครอน 
 3.2.27 แผ่น TLC silica gel 60 F254 
 3.2.28 Forceps 
 3.2.29 Spreader 
 3.2.20 95% ethanol (Ministry of Finance, Thailand) 
 3.2.21 น้ำปราศจากไอออน 
 3.2.22 Chloroform (PanReac Applichem, USA) 
 3.2.23 Hexane (Merck, Germany) 
 3.2.24 Methanol (Merck, Germany) 
 3.2.25 Tween 80 (C.P. drug center) 
 3.2.26 Anisaldehyde (Merck, Germany) 
 3.2.27 กรดซัลฟิวริก (H2SO4) (Emsure, Germany)  
 3.2.28 Dimethyl sulfoxide (DMSO) (PanReac Applichem, USA) 
 3.2.29 McFarland standard no.0.5 
 3.2.30 เชื้อแบคทีเรีย ได้แก่  Staphylococcus aureus (DMST®8440™), Pseudomonas 
aeruginosa (ATCC® 27853™), Staphylococcus aureus (MRSA) (DMST®20645™)  
 3.2.31 Ceftriaxone (MONOTAX® Ceftriaxone 1g/vial Batch No. BFU1271) 
 3.2.32 Tryptic soy broth (TSB) (Himedia Laboratories, India) 
 3.2.33 Mueller Hinton agar (MHA) (Himedia Laboratories, India) 
 3.2.34 RAW 264.7 cell line (ATCC® TIB-71™) 
 3.2.35 Dulbecco's Modified Eagle Medium (DMEM) (Gibco, USA) 
 3.2.36 Fetal bovine serum (FBS) (Gibco, Brazil) 
 3.2.37 Lipopolysaccharide (LPS) (Sigma-Aldrich, USA) 
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 3.2.38 Griess reagent (Promega, USA) 
 3.2.39 Phosphate buffered saline (PBS) (Merck, Germany) 
 3.2.40 Hydrochloric acid (Carlo Erba, Italy) 
 3.2.41 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH) (Sigma-Aldrich, USA) 
 3.2.42 Gallic acid (Sigma-Aldrich, USA) 
 3.2.43 Na2CO3 solution (Dasitgroup-Calo Erba Reagent, USA) 
 3.2.44 Folin-Ciocalteu phenol reagent (Loba chemic, Mumbai) 
 3.2.45 Isopropanol (PanReac Applichem, USA)  
 3.2.46 Ascorbic acid (vitamin C) (Sigma-Aldrich, Germany) 
 3.2.47 Diclofenac (Sigma-Aldrich, Germany) 
 3.2.48 Apigenin (Sigma-Aldrich, Germany) 
 
3.3 การเตรียมพืชตัวอย่าง  

 3.3.1 เก็บตัวอย่างกระดุมทองเลื้อยส่วนเหนือดิน จากบริเวณมหาวิทยาลัยมหาสารคาม 
ตรวจสอบยืนยันชนิดโดย ผศ.ดร.รุจิลักขณ์ รัตตะรมย์ อาจารย์ประจำกลุ่มวิชาวิทยาศาสตร์ทางเภสัช
ศาสตร์ มหาวิทยาลัยมหาสารคาม ด้วยการเปรียบเทียบรูปวิธานกับ Flora of China (Shu et al., 
2011) และเปรียบเทียบรูปภาพกับข้อมูลจากเวปไซต์ อุทยานธรรมชาติวิทยาสิรีรุกขชาติ  
มหาวิทยาลัยมหิดล  จัดซื้อเครื่องยากะเม็งตัวเมียจากร้านขายเครื่องยาสมุนไพรเวชพงศ์โอสถ แขวง
จักรวรรดิ์ เขตสัมพันธวงศ์ กรุงเทพมหานคร จัดซื้อเครื่องยากะเม็งตัวผู้ ภายใต้ชื่อภาษาจีนว่า “peng 
qi ju” (Shu et al., 2011) จากร้านขายเครื่องยาสมุนไพรเถียนเกิ่งซ้างซีหลิวหลี่ เมืองเซียะเหมิน 
มณฑลฝูเจี้ยน ประเทศจีน นำเครื่องยาสมุนไพรทั้ง 3 ชนิดให้ นายหอม หะทัยทาระ หมอพ้ืนบ้านจาก
อำเภอเมือง จังหวัดบุรีรัมย์ตรวจสอบชนิดของพืชอีกครั้ง จากนั้นนำพืชมาล้างด้วยน้ำสะอาด อบใน
ตู้อบลมร้อนที่อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส นาน 48 ชั่วโมง ลดขนาดด้วยการบดหยาบ ก่อนนำไปสกัด 

 3.3.2 เก็บตัวอย่างพืชสดกะเม็งตัวเมียจากหมู่บ้านชิดชล อ.เมือง จ.มหาสารคาม และพืชสด
กะเม็งตัวผู้จากอุทยานธรรมชาติวิทยาสิรีรุกขชาติ มหาวิทยาลัยมหิดล จ.นครปฐม ตรวจสอบยืนยัน
ชนิดโดย ผศ.ดร.รุจิลักขณ์  รัตตะรมย์ อาจารย์ประจำกลุ่มวิชาวิทยาศาสตร์ทางเภสัชศาสตร์ 
มหาวิทยาลัยมหาสารคาม ด้วยการเปรียบเทียบรูปวิธานกับ Flora of China (Shu et al., 2011) 
แล ะ เป รี ย บ เที ยบ รู ป ภ าพ กั บ ข้ อมู ล จ าก เวป ไซต์ อุ ท ย าน ธรรม ช าติ วิ ท ย าสิ รี รุ ก ขช าติ  
มหาวิทยาลัยมหิดล นำพืชมาล้างด้วยน้ำสะอาด อบในตู้อบลมร้อนที่อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส นาน 
48 ชั่วโมง ลดขนาดด้วยการบดหยาบ ก่อนนำไปสกัดเพ่ือเป็นตัวอย่างอ้างอิง (authentic) ในการ
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เปรียบเทียบเอกลักษณ์ทางเคมี เนื่องจากตัวอย่างมีจำนวนน้อย จึงไม่สามารถนำมาสกัดเพ่ือทดสอบ
ฤทธิ์ต่างๆ ได้ 

 
3.4 การเตรียมสารสกัดพืช 
   3.4.1 เตรียมสารสกัดน้ำ โดยชั่งน้ำหนักพืชแต่ละชนิดที่บดหยาบแล้ว 50 กรัม ใส่ในหม้อ   
สแตนเลส เติมน้ำ 500 มิลลิลิตร ต้มบนเตาให้ความร้อน เริ่มจับเวลาเมื่อน้ำเดือดจนครบ 15 นาที 
แล้วรินน้ำออกผ่านผ้าขาวบางลงในบีกเกอร์ จากนั้นกรองผ่านกระดาษกรองเบอร์ 1 ด้วยชุดกรอง
สูญญากาศ นำสารสกัดไปทำแห้งด้วยเครื่อง Lyophilization  
   3.4.2 เตรียมสารสกัด ethanol โดยชั่งน้ำหนักพืชแต่ละชนิดที่บดหยาบแล้ว 50 กรัม สกัด
ด้วยเครื่อง soxhlet apparatus โดยใช้ 95% ethanol เป็นตัวทำละลาย เป็นเวลา 6 ชั่วโมง นำสาร
สกัดที่ได้กรองผ่านกระดาษกรองเบอร์ 1 ด้วยชุดกรองสูญญากาศ ระเหยตัวทำละลายออกโดยใช้ 
rotary evaporator จากนั้นนำไประเหยแห้งต่อด้วย evaporating disc อังบนอ่างน้ำร้อน  
   3.4.3 บันทึกน้ำหนักของสารสกัดท่ีได้ คำนวณเป็นร้อยละปริมาณสารสกัด (% yield)  
% yield = (น้ำหนักสารสกัดท่ีได้/น้ำหนักพืชก่อนสกัด) x 100% 
 
3.5 การทดสอบฤทธิ์ต้านเชื้อจุลชีพด้วยวิธี Broth dilution 

เชื้อจุลชีพที่ใช้ในงานวิจัยครั้งนี้ได้มาจากห้องปฏิบัติการจุลชีววิทยา คณะเภสัชศาสตร์ 
มหาวิทยาลัยมหาสารคาม มีทั้งหมด 3 ชนิด คือ 
  1. S. aureus สายพันธุ์ DMST 8440 เพ่ือเป็นตัวแทนของการทดสอบเชื้อแบคทีเรียแกรมบวก 
aerobe หรือ facultative anaerobe และเป็นตัวแทนของเชื้อที่ทำให้เกิดการติดเชื้อบนผิวหนัง 
  2. P. aeruginosa สายพันธุ์ ATCC 27853 เพ่ือเป็นตัวแทนของการทดสอบเชื้อแบคทีเรีย     
แกรมลบ aerobe และเป็นตัวแทนของเชื้อที่ทำให้เกิดแผล 
  3. MRSA สายพันธุ์ DMST 20645 เพ่ือเป็นตัวแทนของการทดสอบเชื้อดื้อยา 
   3.5.1 ทดสอบหาความเข้มข้นต่ำสุดที่สามารถยับยั้งการเจริญของเชื้อจุลชีพ (Minimal 
inhibitory concentration, MIC) (ดัดแปลงจาก Uthairung et al, 2020) 
   3.5.1.1 เตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อ tryptic soy broth (TSB) ปริมาณ 250 มิลลิลิตร ใส่ใน
ขวดรูปชมพู่ ขนาด 250 มิลลิลิตร ต้มจนอาหารเลี้ยงเชื้อใส จากนั้นนำไปฆ่าเชื้อด้วยหม้อนึ่งไอน้ำ 
(autoclave) ที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส นาน 15 นาที แบ่ง TSB ลงในหลอดทดลองจำนวน 3 
หลอด ปริมาตรหลอดละ 10 มิลลิลิตร เขี่ยเชื้อ S. aureus จาก slant agar มา 1 โคโลนี จุ่มเชื้อลงใน
หลอดทดลองท่ีมีอาหาร TSB แล้วนำไปบ่มในตู้บ่มเชื้ออุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส นาน 18-24 ชั่วโมง 
ทำเช่นเดียวกันในการเตรียมเชื้อ P. aeruginosa และ MRSA นำเชื้อที่บ่มครบเวลาแล้วมาวัดค่า



 

 

 49 

ดูดกลืนแสง แล้วปรับความเข้มข้น ให้มีปริมาณเชื้อประมาณ 108 เซลล์ต่อมิลลิลิตร (ความขุ่นเท่ากับ 
McFarland no. 0.5) หลังจากนั้นเจือจางเชื้อแบคทีเรียด้วยอาหาร TSB ให้มีความเข้มข้นของ
ปริมาณเชื้อประมาณ 105 เซลล์ต่อมิลลิลิตร  
   3.5.1.2 เตรียมสารสกัดน้ำและสารสกัด ethanol ของกะเม็งตัวเมีย กะเม็งตัวผู้ และ
กระดุมทองเลื้อยในตัวทำละลายคือ Broth และระบบตัวทำละลายร่วม (DMSO ร้อยละ 60, tween 
80 ร้อยละ 40) ตามลำดับ โดยเติมแบบ order of mixing สลับกับการเขย่าด้วยเครื่อง vortex ให้ได้
สารสกัดความเข้มข้น 400 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร เตรียมยามาตรฐาน ceftriaxone ความเข้มข้น 20 
มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร 
   3.5.1.3 ปิเปตอาหาร TSB ใส่ลงในหลอดทดลอง หลอดละ 1 มิลลิลิตร จำนวน 10 หลอด 
เป็นหลอดทดลอง 7 หลอด หลอด positive control และ negative control และ solvent control 
อย่างละ 1 หลอด 
   3.5.1.4 ปิเปตสารสกัดความเข้มข้น 400 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ลงใน
หลอดทดลองหลอดที่ 1 แล้วทำการเจือจางแบบสองเท่าลำดับส่วน (serial two-fold dilution) จาก
หลอดที่ 2 ถึงหลอดท่ี 7  
   3.5.1.5 เตรียมหลอด positive control ประกอบด้วย อาหารเลี้ยงเชื้อเหลว เชื้อจุลชีพที่ทดสอบ 
และยาปฏิชีวนะ negative control ประกอบด้วย อาหารเลี้ยงเชื้อเหลว และเชื้อจุลชีพที่ทดสอบ และ 
control ประกอบด้วย อาหารเลี้ยงเชื้อเหลว ตัวทำละลายสารสกัด และเชื้อจุลชีพที่ทดสอบ 
   3.5.1.6 ปิเปตเชื้อแบคทีเรียลงไปในหลอดทดลองทุกหลอด ปริมาตรหลอดละ 1 มิลลิลิตร 
ได้ความเข้มข้นสารสกัดในหลอดทดลองเท่ากับ 100, 50, 25, 12.5, 6.25, 3.125 และ 1.56 มิลลิกรัม
ต่อมิลลิลิตร ตามลำดับ นำไปบ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส นาน 18-24 ชั่วโมง อ่านผลการทดลอง
เมื่อบ่มครบตามเวลาที่กำหนด โดยสังเกตหลอดสุดท้าย ที่ไม่มีจุลชีพเจริญหรืออาหารเลี้ยงเชื้อใน
หลอดไม่ขุ่น อ่านความเข้มข้นของสารทดสอบในหลอดทดลองนี้เป็นค่า MIC บันทึกผล รูปแบบการ
ทดสอบดังแสดงในภาพประกอบ 6 
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ภาพประกอบ  6 การทดสอบหาค่าความเข้มข้นต่ำสุดที่สามารถยับยั้งการเจริญของเชื้อจุลชีพ
(Minimal inhibitory concentration, MIC) 

 

3.5.2 ทดสอบหาความเข้มข้นต่ำสุดที่สามารถฆ่าเชื้อจุลชีพได้ (Minimal bactericidal 
concentration, MBC) (ดัดแปลงจาก Uthairung et al, 2020) 
   3.5.2.1 เตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อ Mueller Hinton Agar (MHA) ปริมาณ 250 มิลลิลิตร ใส่
ขวดรูปชมพู่ขนาด 250 มิลลิลิตร ต้มจนอาหารเลี้ยงเชื้อใส จากนั้นนำไปฆ่าเชื้อด้วยหม้อนึ่งไอน้ำ 
(Autoclave) ที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส นาน 15 นาที เทอาหารเลี้ยงเชื้อ MHA ลงบนจานเลี้ยง
เชื้อ ปริมาตรจานละ 20 มิลลิลิตร รอจนอาหารแข็งตัว ทิ้งไว้ข้ามคืน 
   3.5.2.2 ปิเปตเชื้อจากหลอดที่ทำการทดสอบหาค่า MIC แล้วไม่มีความขุ่น ปริมาตร 0.1 
มิลลิลิตร หยดลงบนจานอาหารเลี้ยงเชื้อ MHA แล้วเกลี่ยให้ทั่วจานเพาะเลี้ยงด้วย spreader นำไป
บ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส นาน 18-24 ชั่วโมง อ่านผลการทดลองเมื่อบ่มครบตามเวลาที่
กำหนด สังเกตการเจริญของเชื้อแบคทีเรีย บันทึกผล 
 
3.6 การทดสอบฤทธิ์ต้านการอักเสบโดยใช้วิธียับยั้งการสร้าง nitric oxide (NO) 

นำสารสกัดน้ำและสารสกัด ethanol ของกะเม็งตัวเมีย กะเม็งตัวผู้ และกระดุมทองเลื้อยไป
ทดสอบฤทธิ์ต้านการอักเสบในเซลล์ macrophage (RAW 264.7) โดยวัดความสามารถของสารสกัด
ในการยับยั้งการสร้าง NO ในเซลล์ RAW 264.7 ที่ถูกเหนี่ยวนำโดย lipopolysaccharide (LPS) 
(ดัดแปลงจาก Makchuchit, et al., 2017) 

3.6.1 เพาะเลี้ยงเซลล์ RAW 264.7 ในอาหารเลี้ยงเซลล์ DMEM ที่ประกอบด้วย 10% fetal 
bovine serum (FBS), 1% penicillin และ 1% streptomycin ใน flask เลี้ยงเซลล์  (T75) เมื่อ
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ต้องการทำการทดลอง ดูดอาหารเลี้ยงเซลล์เดิมออก ล้างเซลล์ด้วย phosphate buffer solution 
(PBS) ปริมาตร 5 มิลลิลิตร ดูด PBS ออก เติม 0.1% trypsin ปริมาตร 1.5 มิลลิลิตร นำไปบ่มในตู้
บ่ม CO2 incubator (5% CO2 อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส) เป็นเวลา 5 นาที จากนั้นเติม DMEM 
ปริมาตร 5 มิลลิลิตร ขูดเซลล์จาก flask ด้วย scrapper ดูด suspension ใส่ในหลอด นำไปปั่น
เหวี่ยงที่ 2,000 รอบ/นาที ที่อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5 นาที ดูด supernatant ออก 
เติม DMEM ปริมาตรแน่นอน ผสมให้เซลล์กระจายตัวเป็น suspension 

3.6.2 นับจำนวนเซลล์ โดยปิ เปตเซลล์  suspension ปริมาตร 100 ไมโครลิตร  ใส่  
eppendorf ผสมกับสีย้อม trypan blue 100 ไมโครลิตร นับเซลล์โดยใช้ haematometer จากนั้น
นำมาคำนวณและปรับปริมาตร suspension เพ่ือให้มีเซลล์ใน 96 well plate  จำนวน 1 × 105 

cells/well ปริมาตร 100 ไมโครลิตร ปิเปตเซลล์ลง 96 well plate บ่มเซลล์ใน CO2 incubator 
เป็นเวลา 24 ชั่วโมง  

3.6.3 เตรียมสารสกัดน้ำของกะเม็งตัวเมีย กะเม็งตัวผู้ และกระดุมทองเลื้อย โดยละลายใน 
DI water ให้ได้ความเข้มข้น 10 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร นำไป sonicate เป็นเวลา 5 นาที และกรอง
ผ่านตัวกรองขนาด 0.2 ไมครอน เตรียมสารสกัด ethanol และยามาตรฐาน diclofenac โดยละลาย
ใน DMSO ให้ได้ความเข้มข้น 10 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร เจือจางสารสกัดด้วย DMEM ให้ได้ความ
เข้มข้น 2, 20, 100 และ 200 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร  

3.6.4 นำเซลล์ที่เพาะเลี้ยงจากข้อ 3.6.2 มาปิเปตอาหารเลี้ยงเซลล์เดิมออก เติม LPS ความ
เข้มข้น 20 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตรใน DMEM ปริมาตร 100 ไมโครลิตร ลงในหลุมทดลอง ที่ต้องการ
ทดสอบฤทธิ์ยับยั้ งการหลั่ ง  NO (+LPS) ส่วนหลุมควบคุม (-LPS) เติม DMEM ปริมาตร 100 
ไมโครลิตร  

3.6.5 เติม DMEM ปริมาตร 100 ไมโครลิตร ลงในหลุม control media และเติม 2% 
DMSO ใน DMEM ปริมาตร 100 ไมโครลิตร ลงในหลุม control solvent ทั้งหลุมทดลอง (+LPS) 
และหลุมควบคุม (-LPS)   

3.6.6 ปิเปตสารสกัดชั้นน้ำและสารสกัด ethanol ของกะเม็งตัวเมีย กะเม็งตัวผู้ กระดุมทอง
เลื้อย และยามาตรฐาน diclofenac ที่ความเข้มข้น 2, 20, 100 และ 200 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร 
ปริมาตร 100 ไมโครลิตร ลงในหลุมทั้งหลุมทดลอง (+LPS) และหลุมควบคุม (-LPS) ให้ได้ความ
เข้มข้นสารสกัดในหลุมเท่ากับ 1, 10, 50 และ 100 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร นำไปบ่มใน CO2 
incubator เป็นเวลา 24 ชั่วโมง  

3.6.7 ปิเปต supernatant แต่ละหลุมมา 50 ไมโครลิตร ใส่ใน 96 well plate ใหม่ เติม 
Griess reagent ประกอบด้วย sulfanilamide solution 50 ไมโครลิตร บ่มในที่มืด 10 นาที และ 
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NED solution 50 ไมโครลิตร บ่มในที่มืด 10 นาที นำไปวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ 520 นาโนเมตร 
คำนวณค่าการยับยั้งการหลั่ง nitric oxide (% inhibition) จากสูตร 
% inhibition = [(control – sample) / control] x 100 
โดย control: ค่าการดูดกลืนแสงของหลุม [+LPS control media (or control solvent)] - [-LPS 
control media (หรือ control solvent)] 
   sample: ค่าการดูดกลืนแสงของหลุม [+LPS sample] - [-LPS sample] 
คำนวณหาค่า IC50 โดยใช้โปรแกรม Graph Pad Prism 9.0 

3.6.8 ทดสอบความเป็นพิษของสารสกัดต่อเซลล์ด้วยวิธี MTT assay โดยนำ 96 well plate 
ที่มีเซลล์อยู่เดิมจากข้อ 3.6.7 มาเติม MTT ปริมาตร 10 ไมโครลิตร บ่มใน CO2 incubator เป็นเวลา 
2 ชั่ วโมง จากนั้นปิ เปต supernatant ออกเติม 0.04 M HCl ใน isopropanol ปริมาตร 100 
ไมโครลิตร เคาะ plate เบาๆ จนสี MTT ละลายสม่ำเสมอ นำไปวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ 570 นาโน
เมตร คำนวณค่าความเป็นพิษของสารสกัดต่อเซลล์ (% cell viability) จากสูตร 
% cell viability = (sample / control) x 100 
โดย control: ค่าการดูดกลืนแสงของหลุม -LPS control media (or control solvent) 
  sample: ค่าการดูดกลืนแสงของหลุม -LPS sample  
รูปแบบการทดสอบดังแสดงในภาพประกอบ 7 

 
ภาพประกอบ  7  รูปแบบการทดสอบฤทธิ์ต้านการอักเสบโดยใช้วิธียับยั้ง NO 
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3.7 การทดสอบฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระด้วยวิธี DPPH radical scavenging assay 
นำสารสกัดน้ำและสารสกัด ethanol ของกะเม็งตัวเมีย กะเม็งตัวผู้ และกระดุมทองเลื้อยไป

ทดสอบฤทธิ์ ต้ านอนุ มู ล อิ สระด้ วยวิธี  DPPH radical scavenging assay เป็ นการทดสอบ
ความสามารถของสารสกัดในการรีดิวซ์อนุมูลอิสระของ DPPH (ดัดแปลงจาก Uthairung et al, 
2020) 
   3.7.1 เตรียมสารละลาย DPPH (2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl) ที่ความเข้มข้น 0.1 
mM ใน methanol  
   3.7.2 เตรียมสารสกัดน้ำของกะเม็งตัวเมีย กะเม็งตัวผู้ และกระดุมทองเลื้อย โดยละลายใน 
DI water ให้ได้ความเข้มข้น 10 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร นำไป sonicate เป็นเวลา 5 นาที เตรียมสาร
สกัด ethanol โดยละลายใน DMSO ให้ได้ความเข้มข้น 10 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร เจือจางสารสกัดทั้ง
สองด้วยน้ำและ DMSO ตามลำดับ 2, 20, 100 และ 200 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร และเตรียมสาร
มาตรฐาน ascorbic acid ความเข้มข้น 1, 10, 50, 100 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร เป็น positive 
control    
   3.7.3 ปิเปตสารสกัดกะเม็งตัวเมีย  กะเม็งตัวผู้  กระดุมทองเลื้อย และสารมาตรฐาน 
ascorbic acid แต่ละความเข้มข้นปริมาตร 10 ไมโครลิตร ลงใน 96  well plate เติม DPPH 
ปริมาตร 100 ไมโครลิตร เขย่าให้เข้ากัน ตั้งทิ้งไว้ในที่มืดเป็นเวลา 30 นาที  นำไปวัดค่าการดูดกลืน
แสงที่ 517 นาโนเมตร คำนวณค่าการต้านอนุมูลอิสระ (%inhibition) จากสูตร 
  % inhibition = [(control – sample)/control] x 100 
โดย control: ค่าการดูดกลืนแสงของ DPPH  
  sample : ค่าการดูดกลืนแสงของสารตัวอย่าง 
คำนวณหาค่า EC50 โดยใช้โปรแกรม Graph Pad Prism 9.0 
 
3.8 การหาปริมาณฟีนอลิกรวมด้วยวิธี Folin-Ciocalteu assay 

นำสารสกัดน้ำและสารสกัด ethanol ของกะเม็งตัวเมีย กะเม็งตัวผู้ และกระดุมทองเลื้อยไป
ทดสอบหาปริมาณฟีนอลิกโดยใช้ Folin-Ciocalteu phenol reagent ซึ่งเป็นสารละลายที่มีสีเหลือง 
เมื่อทำปฏิกิริยากับสารประกอบฟีนอลิก สารละลายจะเปลี่ยนเป็นสีม่วงหรือน้ำเงิน (ดัดแปลงจาก
Zhang et al., 2006) 
    3.8.1 เตรียมสารละลายมาตรฐาน gallic acid ให้ได้ความเข้มข้น 25, 50, 100, 200 
ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ใน ethanol ปิเปตสารละลาย gallic acid แต่ละความเข้มข้น ปริมาตร 20 
ไมโครลิตร ลงใน 96-well plate  
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   3.8.2 เตรียมสารสกัดกะเม็งตัวเมีย กะเม็งตัวผู้ และกระดุมทองเลื้อย โดยสารสกัดน้ำ
ละลายใน DI water สารสกัด ethanol ละลายใน DMSO ให้ได้ความเข้มข้น 5 มิลลิกรัมกรัมต่อ
มิลลิลิตร นำไป sonicate เป็นเวลา 5 นาที ปิเปตสารสกัดปริมาตร 20 ไมโครลิตร ลงใน 96-well 
plate  
   3.8.3 ปิเปตน้ำและ 95% ethanol ปริมาตร 20 ไมโครลิตร ลงใน 96 well plate เป็น 
blank  
   3.8.4 ปิเปต สารละลาย Na2CO3 ปริมาตร  80 ไมโครลิตร ลงในหลุมทดสอบและหลุม 
blank ผสมให้เข้ากัน เติม Folin-Ciocalteu phenol reagent ปริมาตร 100 ไมโครลิตร ผสมให้เข้า
กัน นำไปบ่ม 30 นาที ที่อุณหภูมิห้อง นำไปวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ 760 นาโนเมตร  
   3.8.5 สร้างกราฟมาตรฐานของสารมาตรฐาน gallic acid ระหว่างปริมาณสาร gallic acid 
กับค่าดดูกลืนแสง หาสมการเส้นตรงและค่า R2 
   3.8.6 คำนวณหาปริมาณสารประกอบฟีนอลิกเทียบกับกราฟมาตรฐาน gallic acid  โดย 
plot graph แกน x คือปริมาณเนื้อสาร gallic acid (ไมโครกรัม) และแกน Y คือค่าการดูดกลืนแสง 
แสดงผลเป็นค่า มิลลิกรัม gallic acid สมมูลกับน้ำหนักสารสกัด 1  กรัม (mg GAE/g crude extract) 
  
3.9 การศึกษาเอกลักษณ์ทางเคมีด้วยวิธี thin layer chromatography (TLC) 

ศึกษาเอกลักษณ์ทางเคมีด้วยวิธี thin layer chromatography (TLC) โดยจัดทำรอยพิมพ์
โครมาโตกราฟี (TLC fingerprint) ของสารสกัด ethanol กะเม็งตัวเมียและกะเม็งตัวผู้ที่ เป็น 
authentic กะเม็งตัวเมียและกะเม็งตัวผู้ที่จัดซื้อจากร้านขายเครื่องยาสมุนไพร กระดุมทองเลื้อย และ
สารมาตรฐาน apigenin  
   3.9.1 นำสารสกัดพืชชั้น  ethanol และสารมาตรฐาน apigenin มาละลายด้วย 95% 
ethanol ให้ได้ความเข้มข้น 10 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร  
   3.9.2 นำสารละลายที่ ได้  spot ลงแผ่น TLC (Silica gel GF254) ซึ่งเป็นวัฏภาคคงที่  
(stationary phase) ขนาด 6 x 10 เซนติเมตร โดยใช้เครื่อง Linomat 5 กำหนดให้มีความยาวของ
แถบสารแต่ละสารสกัด 0.8 เซนติเมตร ระยะห่างจากขอบล่าง 1 เซนติเมตร และให้เครื่องกำหนด
ระยะห่างระหว่างแถบสารอัตโนมัติ กำหนดให้ในแต่ละแถบสารมีปริมาตรสารสกัด 10 ไมโครลิตร โดย
ประกอบด้วย 6 แถบสาร คือ สารสกัดกะเม็งตัวเมีย authentic สารสกัดกะเม็งตัวเมียที่จัดซื้อจาก
ร้านขายเครื่องยาสมุนไพร กะเม็งตัวผู้ authentic กะเม็งตัวผู้ที่จัดซื้อจากร้านขายเครื่องยาสมุนไพร 
กระดุมทองเลื้อย และสารมาตรฐาน apigenin  
   3.9.3 นำแผ่น TLC ไป develop ใน TLC tank ด้วยระบบตัวทำละลายที่แตกต่างกัน 3 
ระบบเป็นวัฏภาคเคลื่อนที่ ได้แก่  
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   Chloroform : hexane : ethanol (6:3:1) 
   Chloroform : benzene : ethanol : methanol (5:3:1.5:0.5) 
   Petroleum ether : chloroform : methanol (2:7.5:0.5)  
   3.9.4 นำไปวิเคราะห์ด้วยเครื่อง UV-VIS Spectrophotometer ที่ความยาวคลื่น 254 
และ 366 นาโนเมตร บันทึกภาพ จากนั้ นนำไปพ่นสเปรย์  anisaldehyde/H2SO4 (สัดส่ วน 
anisaldehyde 0.5 มิลลิลิตร : acetic acid 50 มิลลิลิตร : กรดซัลฟิวริก 1 มิลลิลิตร) เมื่อแผ่น TLC 
แห้งแล้วนำไปอังความร้อน จนสังเกตเห็นการเปลี่ยนแปลงของสีบ่นแผ่น TLC บันทึกภาพ รายงานผล
แถบสารที่แยกได้บนแผ่น TLC ด้วยค่า hRf (ค่า hRf = 100 Rf )  
Rf (retardation factor) = ระยะทางที่แถบสารเคลื่อนที่ไปได้/ระยะทางที่วัฎภาคเคลื่อนที่เคลื่อนที่ไปได้ 
 

3.10 สถิติที่ใช้ในการวิเคราะห์ข้อมูล 
   3.10.1 แสดงผลการทดลองด้วยค่าเฉลี่ย ± ส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐาน (mean ± SD)  
     - ร้อยละปริมาณสารสกัด (% yield) 
      - ค่าความเข้มข้นต่ำสุดที่สามารถยับยั้งการเจริญเติบโตของเชื้อจุลชีพ (MIC) และค่า 
ความเข้มข้นต่ำสุดที่สามารถฆ่าเชื้อ (MBC) 
     - ร้อยละการยับยั้งการหลั่งไนตริกออกไซด์และค่า IC50 
     - ร้อยละการยับยั้งอนุมูลอิสระและค่า EC50 
     - ค่าปริมาณสารประกอบฟีโนลิกรวม 
   3.10.2 เปรียบเทียบความแตกต่างระหว่างกลุ่มด้วยสถิติพ้ืนฐานที่ใช้ในการวิเคราะห์ข้อมูล 
one-way analysis of variance (ANOVA) และถ้าหากข้อมูลมีความแตกต่างกันทางสถิติจะใช้ 
Scheffe post-hoc test 
  

http://www.aquatoyou.com/index.php/2013-05-16-04-06-08/874-uv-vis-spectrophotometer
http://www.aquatoyou.com/index.php/2013-05-16-04-06-08/874-uv-vis-spectrophotometer
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บทที่ 4 
ผลการวิจัย 

การศึกษาฤทธิ์ทางชีวภาพ ได้แก่ ฤทธิ์ต้านเชื้อจุลชีพ ฤทธิ์ต้านการอักเสบ และฤทธิ์ต้าน
อนุมูลอิสระ การศึกษาปริมาณฟีนอลิกรวมและการศึกษาเอกลักษณ์ทางเคมี ของสารสกัดน้ำและสาร
สกัด ethanol จากส่วนทั้งต้นของกะเม็งตัวเมีย กะเม็งตัวผู้ และกระดุมทองเลื้อย ผลการวิจัยนำเสนอ
ตามลำดับ ดังนี้ 
 4.1 การเตรียมตัวอย่างพืช 
 4.2 การเตรียมสารสกัด 
 4.3 การทดสอบฤทธิ์ต้านเชื้อจุลชีพด้วยวิธี broth dilution 
 4.4 การทดสอบฤทธิ์ต้านการอักเสบด้วยวิธียับยั้งการสร้าง nitric oxide 
 4.5 การทดสอบฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระด้วยวิธี DPPH radical scavenging assay 
 4.6 การหาปริมาณฟีนอลิกรวมด้วยวิธี Folin-Ciocalteu assay 
 4.7 การศึกษาเอกลักษณ์ทางเคมีด้วยวิธี thin layer chromatography (TLC) 
 
4.1 การเตรียมตัวอย่างพืช  

เก็บตัวอย่างพืชสดกะเม็งตัวเมียจากหมู่บ้านชิดชล อ.เมือง จ.มหาสารคาม เพ่ือใช้เป็นพืช
อ้างอิง (authentic) ในการศึกษาเอกลักษณ์ทางเคมีด้วยวิธี thin layer chromatography (TLC) 
จัดซื้อเครื่องยากะเม็งตัวเมียจากร้านขายเครื่องยาสมุนไพรเวชพงศ์โอสถ แขวงจักรวรรดิ์ เขตสั ม
พันธวงศ์ กรุงเทพมหานคร และเก็บตัวอย่างกระดุมทองเลื้อย จากบริเวณมหาวิทยาลัยมหาสารคาม 
ส่วนกะเม็งตัวผู้ ในช่วงแรกของงานวิจัยได้ทำการสืบค้นและสอบถามจากร้านขายเครื่องยาสมุนไพร
ต่างๆ รวมถึงการสอบถามจากหมอพ้ืนบ้านจากอำเภอเมือง จังหวัดบุรีรัมย์ ไม่พบสมุนไพรดังกล่าว จึง
จัดซื้อเครื่องยากะเม็งตัวผู้ ภายใต้ชื่อภาษาจีนว่า “peng qi ju” (Shu et al., 2011) จากร้านขาย
เครื่องยาสมุนไพรเถียนเกิ่งซ้างซีหลิวหลี่ เมืองเซียะเหมิน มณฑลฝูเจี้ยน ประเทศจีน เพ่ือนำมาเตรียม
สารสกัด นำเครื่องยาสมุนไพรทั้ง 3 ชนิดให้ นายหอม หะทัยทาระ หมอพ้ืนบ้านจากอำเภอเมือง 
จังหวัดบุรีรัมย์ตรวจสอบชนิดของพืชอีกครั้ง ก่อนนำไปทำการสกัดสารเพ่ือทำทดลองต่อไป ต่อมามี
การพบพืชสดกะเม็งตัวผู้ ที่อุทยานธรรมชาติวิทยาสิรีรุกขชาติ มหาวิทยาลัยมหิดล จ.นครปฐม จึงเก็บ
ตัวอย่างจำนวนน้อยเพ่ือใช้เป็นพืชอ้างอิง (authentic) ในการศึกษาเอกลักษณ์ทางเคมีด้วยวิธี thin 
layer chromatography (TLC) ตรวจสอบยืนยันชนิดโดย ผศ.ดร.รุจิลักขณ์ รัตตะรมย์ อาจารย์
ประจำกลุ่มวิชาวิทยาศาสตร์ทางเภสัชศาสตร์ มหาวิทยาลัยมหาสารคาม ด้วยการเปรียบเทียบรูป
วิธานกับ Flora of China (Shu et al., 2011) และเปรียบเทียบรูปภาพกับข้อมูลจากเวปไซต์อุทยาน



 

 

 57 

ธรรมชาติวิทยาสิรีรุกขชาติ มหาวิทยาลัยมหิดล และเนื่องจากตัวอย่างมีจำนวนน้อย จึงไม่สามารถนำ
สารสกัดมาใช้ในการทดสอบฤทธิ์ต่างๆ ได้ 
ลักษณะทางพฤกษศาสตร์ของกะเม็งตัวเมีย กะเม็งตัวผู้ และกระดุมทองเลื้อย และเครื่องยาสมุนไพร
กะเม็งตัวเมียและกะเม็งตัวผู้ ดังแสดงในภาพที่ 8-11 
 
       

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาพประกอบ  8  ลักษณะทางพฤกษศาสตร์และของกะเม็งตัวเมีย 
 
 

 
 

ภาพประกอบ  9  เครื่องยาแห้งส่วน ลำต้น ใบ และดอก ของกะเม็งตัวเมีย 
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ภาพประกอบ  10  ลักษณะทางพฤกษศาสตร์ของกะเม็งตัวผู้ 
 
 

 
 

ภาพประกอบ  11  เครื่องยาแห้งส่วน ลำต้น ใบ และดอก ของกะเม็งตัวผู้ 
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ภาพประกอบ  12  ลักษณะทางพฤกษศาสตร์ของกระดุมทองเลื้อย 
 

4.2 การเตรียมสารสกัด 
กะเม็งตัวเมีย กะเม็งตัวผู้ และกระดุมทองเลื้อยที่นำมาทำการสกัดน้ำด้วยวิธีการต้ม และสกัด 

ethanol ด้วย soxhlet apparatus ได้ปริมาณสารสกัดและร้อยละผลผลิตของสารสกัด (%W/W) ดัง
แสดงในตาราง 5 

 
ตาราง  5 ปริมาณสารสกัดและร้อยละผลผลิตของสารสกัดกะเม็งตัวเมีย กะเม็งตัวผู้ และกระดุมทอง
เลื้อย 

สารสกัด พืช ปริมาณสารสกัด (กรัม) ร้อยละ (%W/W) 

น้ำ 

กะเม็งตัวเมีย 14.42 7.21 

กะเม็งตัวผู้ 12.98 6.49 

กระดุมทองเลื้อย 16.75 8.38 

95% ethanol 

กะเม็งตัวเมีย 5.77 1.44 

กะเม็งตัวผู้ 8.02 2.01 

กระดุมทองเลื้อย 3.60 0.77 
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ผลการสกัดสารพบว่าสารสกัดน้ำด้วยวิธีการต้มของพืชทั้งสามให้ร้อยละสารสกัดสูงกว่าสาร
สกัด ethanol ด้วยวิธี soxhlet apparatus โดยกระดุมทองเลื้อยมีร้อยละสารสกัดสูงที่สุด รองลงมา
คือ กะเม็งตัวเมียและกะเม็งตัวผู้  มีค่าเท่ากับ 8.38, 7.21, และ 6.49 ตามลำดับ ส่วนสารสกัด 
ethanol พบว่ากะเม็งตัวผู้มีร้อยละสารสกัดสูงที่สุด รองลงมาคือกะเม็งตัวเมียและกระดุมทองเลื้อย มี
ค่าเท่ากับ 2.01, 1.44 และ 0.77 ตามลำดับ  

 
4.3 การทดสอบฤทธิ์ต้านเชื้อจุลชีพด้วยวิธี Broth dilution  

ทดสอบฤทธิ์ต้านเชื้อจุลชีพด้วยวิธี broth dilution โดยทดสอบหาความเข้มข้นต่ำสุดที่
สามารถยับยั้งการเจริญของเชื้อจุลชีพ (Minimal Inhibitory Concentration, MIC และ Minimal 
Microbicidal Concentration, MBC) ของสารสกัดน้ำและสารสกัด ethanol ของกะเม็งตัวเมีย 
กะเม็งตัวผู้ และกระดุมทองเลื้อย ต่อเชื้อ S. aureus, P. aeruginosa และ MRSA ผลการศึกษาดัง
แสดงในตาราง 6 

 
ตาราง  6  ความเข้มข้นต่ำสุดที่สามารถยับยั้งการเจริญของเชื้อจุลชีพ (Minimal Inhibitory 
Concentration, MIC และMinimal bactericidal concentration, MBC) ของสารสกัดน้ำและ 
ethanol ของกะเม็งตัวเมีย กะเม็งตัวผู้ และกระดุมทองเลื้อย ต่อเชื้อ S. aureus, P. aeruginosa 
และ MRSA (มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร) (n = 3) 

สารสกัด ชนิดพืช 
S. aureus P. aeruginosa MRSA 

MIC MBC MIC MBC MIC MBC 

น้ำ 
กะเม็งตัวเมีย 12.5 25 50 >100 50 >100 
กะเม็งตัวผู้ 12.5 25 50 >100 50 >100 
กระดุมทองเลื้อย 50 50 100 100 >100 >100 

95% 
ethanol 

กะเม็งตัวเมีย 25 25 50 >100 100 100 
กะเม็งตัวผู้ 25 25 50 >100 100 >100 
กระดุมทองเลื้อย 25 50 50 100 50 >100 

ยามาตรฐาน ceftriaxone - 10 - 10 - 10 
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   จากการทดสอบหาค่า MIC พบว่าทั้งสารสกัดน้ำและสารสกัด ethanol ของพืชทั้งสาม มี
ฤทธิ์ต้านเชื้อ S. aureus และ P. aeruginosa ได้ และสารสกัดส่วนใหญ่มีฤทธิ์ต้านเชื้อ MRSA 
โดยสารสกัดที่มีฤทธิ์ต้านเชื้อจุลชีพดีที่สุด ได้แก่ สารสกัดน้ำของกะเม็งตัวเมียและกะเม็งตัวผู้ มีฤทธิ์ใน
การยับยั้งเชื้อ S. aureus ดีที่สุดโดยมีค่า MIC เท่ากับ 12.5 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร รองลงมาคือสาร
สกัด ethanol ของกระดุมทองเลื้อย มีค่า MIC เท่ากับ 25 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร สารสกัดทั้งสามมี
ฤทธิ์ต้านเชื้อ P. aeruginosa และ MRSA มีค่า MIC เท่ากับ 50 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ผลการทดสอบ 
MBC พบว่าสารสกัดน้ำและ ethanol ของพืชทั้งสามสามารถฆ่าเชื้อ S. aureus ได้ มีค่า MBC 
เท่ากับ 25-50 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร แต่มีเพียงสารสกัดของกระดุมทองเลื้อยที่สามารถฆ่าเชื้อ          
P. aeruginosa มีค่า MBC เท่ากับ 100 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร และมีเพียงสารสกัด ethanol ของ
กะเม็งตัวเมียที่มีฤทธิ์ฆ่าเชื้อ MRSA มีค่า MBC เท่ากับ 100 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร 
 
4.4 การทดสอบฤทธิ์ต้านการอักเสบด้วยวิธียับยั้งการสร้าง nitric oxide (NO) 
   นำสารสกัดท้ัง 6 สารสกัดไปทดสอบฤทธิ์ต้านการอักเสบในเซลล์ macrophage (RAW 
 264.7) โดยวัดความสามารถของสารสกัดในการยับยั้งการสร้าง NO ในเซลล์ RAW 264.7 ที่ถูก
เหนี่ยวนำโดย lipopolysaccharide (LPS) รายงานฤทธิ์ต้านการอักเสบเป็นค่าร้อยละการยับยั้งการ
หลั่ง NO (% inhibition) และค่าความเข้มข้นที่สามารถยับยั้งการหลั่ง NO ได้ร้อยละ 50 (IC50) 
ตรวจสอบยืนยันฤทธิ์ยับยั้งการสร้าง NO ของสารสกัดว่าไม่ได้เกิดจากตายของเซลล์โดยการวัดค่า
ความเป็นพิษต่อเซลล์ของสารสกัด ด้วยเทคนิค MTT รายงานเป็นค่าการอยู่รอดของเซลล์ (% cell 
viability) ซึ่งต้องมากกว่าร้อยละ 70 ผลการทดสอบแสดงดังตารางที่ 7 และภาพที่ 13 
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ตาราง  7  ค่าความเข้มข้นที่สามารถยับยั้งการหลั่ง NO ได้ร้อยละ 50 (IC50) และร้อยละการยับยั้ง
การหลั่ง NO (% inhibition) ของสารสกัดน้ำและสารสกัด ethanol ของกะเม็งตัวเมีย กะเม็งตัวผู้ 
และกระดุมทองเลื้อย ในเซลล์ RAW 264.7 และค่าการอยู่รอดของเซลล์ (% cell viability) (n = 3) 

สารสกัด ชนิดพืช 

IC50 (ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร) 
[% inhibition ที่ความเข้มข้น 100 ไมโครกรัม

ต่อมิลลิลิตร] 

% cell viability 
(MTT) 

n1 n2 n3 mean±SD  -LPS  +LPS 

น้ำ 

กะเม็งตัวเมีย 
>100 

[10.27] 
 >100 
[9.60] 

 >100 
[9.41] 

>100 
[9.76±0.45] 

97.99±1.74 
 

98.23±3.75 
 

กะเม็งตัวผู้ 
>100 

[40.45] 
>100 

[38.30] 
>100 

[41.09] 
>100 

[39.95±1.47] 
96.11±0.30 

 
98.63±1.48 

 
กระดุมทอง

เลื้อย 
>100 
[6.36] 

>100 
[4.97] 

>100 
[4.99] 

>100 
[5.44±0.80] 

98.25±4.55 
 

99.13±1.64 
 

95% 
ethanol 

กะเม็งตัวเมีย 
 59.91 
[76.57] 

62.93 
[77.74] 

63.80 
[72.66] 

62.21±2.04b 
[75.66±2.66] 

96.41±1.56 
 

97.29±0.56 
 

กะเม็งตัวผู้ 
 57.41 
[80.56] 

58.14 
[79.57] 

54.37 
[79.34] 

56.64±1.82b 
[79.83±0.65] 

99.71±1.07 
 

108.70±2.84 
 

กระดุมทอง
เลื้อย 

31.51 
[98.58] 

38.85 
[96.64] 

29.94 
[99.47] 

33.43±4.76a 
[98.23±1.45] 

97.16±1.18 
 

97.47±3.51 
 

Diclofenac 
Positive control 

72.21 
[67.85] 

68.21 
[66.56] 

72.03 
[65.95] 

70.82 ±2.26 
[66.79±0.97] 

103.03±2.91 101.69±3.69 

เปรียบเทียบโดยใช้ One-way ANOVA with Scheffe multiple comparison (ab ค่าแตกต่างอย่าง
มีนัยสำคัญทางสถิติ ที่ p<0.05) 
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ภาพประกอบ 13 ค่าความเข้มข้นที่สามารถยับยั้งการหลั่ง NO ได้ร้อยละ 50 (IC50) ของสารสกัดน้ำ
และสารสกัด ethanol ของกะเม็งตัวเมีย กะเม็งตัวผู้ และกระดุมทองเลื้อย ในเซลล์ RAW 264.7  
เปรียบเทียบโดยใช้ One-way ANOVA with Scheffe multiple comparison (ab ค่าแตกต่างอย่าง
มีนัยสำคัญทางสถิติ ที่ p<0.05) (n = 3) 

 
   การทดสอบฤทธิ์ต้านการอักเสบด้วยวิธียับยั้งการสร้าง NO พบว่าสารสกัด ethanol ของ
พืชทั้ง 3 มีฤทธิ์ต้านอาการอักเสบดีกว่าสารสกัดน้ำและยา diclofenac ซึ่งเป็น positive control 
อย่างมีนัยสำคัญทางสถิติ  โดยกระดุมทองเลื้อยมีฤทธิ์ดีที่สุด มีค่า IC50 เท่ากับ 33.43±4.76 
ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ดีกว่ากะเม็งตัวผู้และกะเม็งตัวเมีย ซึ่งมีค่า IC50 เท่ากับ 56.64±1.82 และ 
62.21±2.04 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตรตามลำดับ อย่างมีนัยสำคัญทางสถิติ ส่วนสารสกัดชั้นน้ำของพืช
ทั้ง 3 ที่ความเข้มข้น 100 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร มีฤทธิ์ยับยั้งการหลั่ง NO ได้น้อยกว่าร้อยละ 50 
จากการทดสอบความเป็นพิษของสารสกัดต่อเซลล์  RAW 264.7 พบว่าสารสกัดน้ำและสารสกัด 
ethanol ของพืชทั้ง 3 ไม่ได้แสดงความเป็นพิษต่อเซลล์ โดยมีค่า % cell viability มากกว่า 70% 
 
4.5 การทดสอบฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระด้วยวิธี DPPH radical scavenging assay 
   นำสารสกัดทั้ ง 6 สารสกัดไปทดสอบฤทธิ์ต้ านอนุมูล อิสระด้วยวิธี  DPPH radical 
scavenging assay รายงานผลเป็นค่าร้อยละการต้านอนุมูลอิสระ DPPH (% inhibition) และค่า
ความเข้มข้นที่สามารถต้านอนุมูลอิสระ DPPH ได้ร้อยละ 50 (EC50) ผลการทดสอบแสดงดังตารางที่ 
8 และภาพที ่14 
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ตาราง  8  ค่าความเข้มข้นที่สามารถต้านอนุมูลอิสระ DPPH ได้ร้อยละ 50 (EC50) และร้อยละการ
ต้านอนุมูลอิสระ DPPH (% inhibition) ของสารสกัดน้ำและสารสกัด ethanol ของกะเม็งตัวเมีย 
กะเม็งตัวผู้ และกระดุมทองเลื้อย ด้วยวิธี DPPH radical scavenging assay (n = 3) 

สารสกัด ชนิดพืช 
EC50 (ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร) 

[% inhibition ที่ความเข้มข้น 100 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร] 
n1 n2 n3 mean±SD 

น้ำ 

กะเม็งตัวเมีย 
>100 

[28.62] 
>100 

[25.72] 
>100 

[27.89] 
>100 

[27.41±1.50] 

กะเม็งตัวผู้ 
92.53 
[52.08] 

90.41 
[52.44] 

91.71 
[51.40] 

91.55±1.07 
[51.97±0.53] 

กระดุมทองเลื้อย 
>100 

[20.32] 
>100 

[21.97] 
>100 

[19.06] 
>100 

[20.45±1.46] 

95% 
ethanol 

กะเม็งตัวเมีย 
>100 

[38.31] 
>100 

[35.48] 
>100 

[35.13] 
>100 

[36.31±1.74] 

กะเม็งตัวผู้ 
43.72 
[86.35] 

44.33 
[86.26] 

42.38 
[85.81] 

43.48±1.00b  
[86.14±0.29] 

กระดุมทองเลื้อย 
>100 

[16.90] 
>100 

[17.99] 
>100 

[16.32] 
>100 

[17.07±0.84] 
Ascorbic acid 3.82 3.79 3.44 3.68±0.21a  

เปรียบเทียบโดยใช้ One-way ANOVA with Scheffe multiple comparison (ab ค่าแตกต่างอย่าง
มีนัยสำคัญทางสถิติ ที่ p<0.05) (n = 3) 
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ภาพประกอบ 14 ค่าความเข้มข้นที่สามารถต้านอนุมูลอิสระ DPPH ได้ร้อยละ 50 (EC50) ของสาร
สกัดน้ำและสารสกัด ethanol ของกะเม็งตัวเมีย กะเม็งตัวผู้ และกระดุมทองเลื้อย ด้วยวิธี DPPH 
radical scavenging assay เป รี ย บ เที ยบ โดย ใช้  One-way ANOVA with Scheffe multiple 
comparison (ab ค่าแตกต่างอย่างมีนัยสำคัญทางสถิติ ที่ p<0.05) (n = 3) 
  
   จากการทดสอบฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระด้วยวิธี DPPH radical scavenging assay พบว่า 
สารสกัด ethanol ของกะเม็งตัวผู้มีฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ  DPPH ดีที่สุด โดยมีค่า EC50 เท่ากับ 
43.48±1.00 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร และดีกว่าสารสกัดน้ ำที่ มีค่า EC50 เท่ ากับ 91.55±1.07 
ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร อย่างมีนัยสำคัญทางสถิติ แต่ยังต่ำกว่า ascorbic acid ซึ่งเป็น positive 
control มีค่า EC50 เท่ากับ 3.68±0.21 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตรอย่างมีนัยสำคัญทางสถิติ ส่วนสารสกัด
กะเม็งตัวเมียและกระดุมทองเลื้อยที่ความเข้มข้น 100 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร มีฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ
ต่ำ มีค่าการต้านอนุมูลอิสระ DPPH น้อยกว่าร้อยละ 50   
 
4.6 การหาปริมาณฟีนอลิกรวมด้วยวิธี Folin-Ciocalteu assay 
   จากการวิเคราะห์หาปริมาณฟีนอลิกรวมด้วยวิธี Folin-Ciocalteu assay โดยคำนวณ
ปริมาณสารประกอบฟีนอลิกรวมในหน่วยมิลลิกรัมของ gallic acid equivalents (GAE) ต่อสารสกัด 
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1 กรัม เทียบกับกราฟมาตรฐาน gallic acid ที่แสดงในภาพที่ 15 ผลการวิเคราะห์หาปริมาณฟีนอ    
ลิกรวมดังแสดงในตารางที่ 9  
 

 
 

ภาพประกอบ 15 กราฟมาตรฐานของสาร gallic acid 
 
ตาราง  9  ปริมาณสารประกอบฟีนอลิกรวมของสารสกัดน้ำและสารสกัด ethanol ของกะเม็งตัวเมีย 
กะเม็งตัวผู้ และกระดุมทองเลื้อย (n = 3) 

สารสกัด ชนิดพืช 
ปริมาณ total phenolic 

(มิลลิกรัม GAE/สารสกัด 1 กรัม) 

n1 n2 n3 mean± SD 

น้ำ 

กะเม็งตัวเมีย 22.58 21.39 22.69 22.22±0.72 

กะเม็งตัวผู้ 42.21 35.30 41.22 39.58±3.74b 

กระดุมทองเลื้อย 13.13 10.18 15.32 12.88±2.58 

95% 
ethanol 

กะเม็งตัวเมีย 28.21 23.65 25.04 25.63±2.34c 

กะเม็งตัวผู้ 61.57 47.55 57.26 55.46±7.18a 
กระดุมทองเลื้อย 13.30 18.29 15.28 15.62±2.51 

เปรียบเทียบโดยใช้ One-way ANOVA with Scheffe multiple comparison (abc ค่าแตกต่าง
อย่างมีนัยสำคัญทางสถิติ ที่ p<0.05) (n = 3) 
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ภาพประกอบ 16 ปริมาณสารประกอบฟีนอลิกรวมของสารสกัดน้ำและสารสกัด ethanol ของกะเม็ง
ตัวเมีย กะเม็งตัวผู้ และกระดุมทองเลื้อย เปรียบเทียบโดยใช้ One-way ANOVA with Scheffe 
multiple comparison (abc ค่าแตกต่างอย่างมีนัยสำคัญทางสถิติ ที่ p<0.05) (n = 3) 
 
   การหาปริมาณฟีนอลิกรวมด้วยวิธี Folin-Ciocalteu assay พบว่าสารสกัด ethanol ของ
พืชแต่ละชนิดมีปริมาณฟีนอลิกรวมมากกว่าสารสกัดน้ำ สารสกัดทั้งสองของกะเม็งตัวผู้มีปริมาณฟีนอ
ลิกรวมมากกว่าสารสกัดของพืชอ่ืนอย่างมีนัยสำคัญทางสถิติ โดยสารสกัด ethanol มีปริมาณฟีนอลิ
กรวมเท่ากับ 55.46±7.18 มิลลิกรัม GAE ต่อสารสกัด 1 กรัม มากกว่าสารสกัดน้ำที่มีปริมาณฟีนอลิ
กรวมเท่ากับ 39.58±3.74 มิลลิกรัม GAE ต่อสารสกัด 1 กรัมอย่างมีนัยสำคัญทางสถิติ รองลงมาคือ
สารสกัด ethanol และสารสกัดน้ำของกะเม็งตัวเมีย ส่วนกระดุมทองเลื้อยมีปริมาณฟีนอลิกรวมน้อย
ที่สุด โดยสารสกัดน้ำของกระดุมทองเลื้อยยังมีปริมาณฟีนอลิกรวมน้อยกว่าสารสกัด ethanol ของ
กะเม็งตัวเมียอย่างมีนัยสำคัญทางสถิติอีกด้วย 
 
4.7 การศึกษาเอกลักษณ์ทางเคมีด้วยวิธี thin layer chromatography (TLC) 

ศึกษาเอกลักษณ์ทางเคมีด้วยวิธี thin layer chromatography (TLC) โดยจัดทำรอยพิมพ์
โครมาโตกราฟี (TLC fingerprint) ของสารสกัด ethanol กะเม็งตัวเมียและกะเม็งตัวผู้ที่ เป็น 
authentic กะเม็งตัวเมียและกะเม็งตัวผู้ที่จัดซื้อจากร้านขายเครื่องยาสมุนไพร กระดุมทองเลื้อย และ
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สารมาตรฐาน apigenin โดยใช้ Silica gel GF254 เป็นวัฏภาคคงที่ (stationary phase) และใช้
ระบบตัวทำละลายที่แตกต่างกัน 3 ระบบ เป็นวัฏภาคเคลื่อนที่  ได้แก่  chloroform : hexane : 
ethanol (6:3:1), chloroform : benzene : ethanol : methanol (5:3:1.5:0.5) แ ล ะ 
petroleum ether : chloroform : methanol (2:7.5:0.5) ตรวจสอบด้วย UV 254 และ 366 นา
โนเมตร และสเปรย์ anisaldehyde/H2SO4 ในการจำแนกชนิดของพืชโดยเปรียบเทียบค่า hRf ของ
สารมาตรฐานกับสมุนไพรแต่ละชนิด ผลการศึกษาแสดงดังภาพที่ 13-15 และตารางท่ี 10-12 

 
 
 
 

 
 
 
 
 
 

 
 
 

ภาพประกอบ  17 เปรียบเทียบรอยพิมพ์โครมาโตกราฟีของสารสกัดกะเม็งตัวเมีย authentic  (1)  
,กะเม็งตัวเมียจากร้านขายเครื่องยา (2) ,กะเม็งตัวผู้ authentic (3), กะเม็งตัวผู้จากร้านขายเครื่องยา 
(4), กระดุมทองเลื้อย (5) และ apigenin (6) ด้วยระบบตัวทำละลาย chloroform : hexane : 
ethanol (6:3:1) ตรวจสอบภายใต้ UV 254 นาโนเมตร (A), 366 นาโนเมตร (B) และสเปรย์ 
anisaldehyde/H2SO4 (C) 
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ตาราง  10  ค่า hRf และลักษณะ spot ของสารสกัด ethanol กะเม็งตัวเมีย กะเม็งตัวผู้ กระดุมทอง
เลื้อย และ apigenin ด้วยระบบตัวทำละลาย chloroform : hexane : ethanol (6:3:1) 

ลำ 
ดับ 

hRf 
UV 254 UV 366 Anisaldehyde/H2SO4 

1 2 3 4 5 6 1 2 3 4 5 6 1 2 3 4 5 6 
1 7-11 G G G G - - BL BL BL BL - - BR BR - - - - 
2 13-14 - - - - - - - - - - - - BR BR BR BR BR - 
3 21-22 BR - - G G - - - - R R - - - - - BR - 
4 29-31 G G - - - - BL BL - - - - - - - - - - 

5 35-36 - G - G G - - - - R R - - - - - GR - 
6 40-41 - - - - - G - - - - - G BR BR BR BR BR Y 

7 47-48 - - - G G - R R R R R - - BR - GR GR - 
8 30-31 - - - - - - - - - - - - - BR - - BR - 

9 68-69 - - - - - - - - - - - - BR BR BR BR BR - 
10 59-61 - - - - - - BL BL - - - - - - - - - - 

11 72-75 - - - - - - - - - - - - - - P P P - 
12 77-78 - - - - G - - - - - - - - - P P P - 
13 78-80 G G G G G - R Y R R R - - GR - GR GR - 

14 84-86 G G G G G - R R R R R - GR GR GR GR GR - 

หมายเหตุ G=grey, GR=green, BL=blue, BR=brown, R=red, Y=yellow, P=Pink 
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ภาพประกอบ  18  เปรียบเทียบรอยพิมพ์โครมาโตกราฟีของสารสกัดกะเม็งตัวเมีย authentic (1) ,
กะเม็งตัวเมียจากร้านขายเครื่องยา (2) ,กะเม็งตัวผู้ authentic (3), กะเม็งตัวผู้จากร้านขายเครื่องยา 
(4), กระดุมทองเลื้อย (5) และ apigenin (6) ด้วยระบบตัวทำละลาย chloroform : benzene : 
ethanol : methanol (5:3:1.5:0.5) ตรวจสอบภายใต้ UV 254 นาโนเมตร (A), 366 นาโนเมตร (B) 
และสเปรย์ anisaldehyde/H2SO4 (C) 
 
ตาราง  11  ค่า hRf และลักษณะ spot ของสารสกัด ethanol กะเม็งตัวเมีย กะเม็งตัวผู้ กระดุมทอง
เลื้อย และ apigenin ด้วยระบบตัวทำละลาย chloroform : benzene : ethanol : methanol 
(5:3:1.5:0.5) 

ลำ 
ดับ 

hRf 
UV 254 UV 366 Anisaldehyde/H2SO4 

1 2 3 4 5 6 1 2 3 4 5 6 1 2 3 4 5 6 
1 3-4 G G G G - - - - - - - - BR BR BR BR BR - 
2 35-36 G - - - - - BL BL BL BL - - BR BR - - - - 

3 53-55 G G - - - - BL BL - - - - BR - - - BR - 
4 58-59 - - - - G - - - - R R - - - - - GR - 

5 60-61 G G - - - G - - - R R G BR BR BR BR BR Y 
6 64-65 - - - G G - - R - R R - - - - GR GR - 
8 70-71 - - - - - - - - - - - - BR BR BR BR BR - 
9 72-73 - - - - - - BL BL - - - - - - - - - - 
10 79-80 - - - - - - - - - - - - P P P P P - 
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ลำ 
ดับ 

hRf 
UV 254 UV 366 Anisaldehyde/H2SO4 

1 2 3 4 5 6 1 2 3 4 5 6 1 2 3 4 5 6 
11 82-83 - - - - G - - - - - - - - - P P P - 

12 88-91 G G G G G - R Y R R R - - GR - GR GR - 

หมายเหตุ G=grey, GR=green, BL=blue, BR=brown, R=red, Y=yellow, P=Pink 
 

ภาพประกอบ  19  เปรียบเทียบรอยพิมพ์โครมาโตกราฟีของสารสกัดกะเม็งตัวเมีย authentic (1) ,
กะเม็งตัวเมียจากร้านขายเครื่องยา (2) ,กะเม็งตัวผู้ authentic (3), กะเม็งตัวผู้จากร้านขายเครื่องยา 
(4), กระดุมทองเลื้อย (5) และ apigenin (6) ด้วยระบบตัวทำละลาย petroleum ether : 
chloroform : methanol (2:7.5:0.5)  ตรวจสอบภายใต้ UV 254 นาโนเมตร (A), 366 นาโนเมตร 
(B) และสเปรย์ anisaldehyde/H2SO4 (C) 
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ตาราง  12  ค่า hRf และลักษณะ spot ของสารสกัด ethanol กะเม็งตัวเมีย กะเม็งตัวผู้ กระดุมทอง
เลื้อย และ apigenin ด้วยระบบตัวทำละลาย petroleum ether : chloroform : methanol (2:7.5:0.5) 
ลำ 
ดับ 

hRf 
UV 254 UV 366 Anisaldehyde/H2SO4 

1 2 3 4 5 6 1 2 3 4 5 6 1 2 3 4 5 6 
1 3-4 G G G G - - BL BL BL BL - - BR BR - - - - 
2 5-6 - - - - - - - - - - - - BR BR BR BR BR - 
3 12-14 G G - - - - BL BL - - - - BR - - - BR - 
4 16-17 - - - - G - - - - R R - - - - - GR - 
5 20-21 G G - - - G - - - R R G BR BR BR BR BR Y 
6 27-28 - - - G G - R R R R R - - BR - GR GR - 
7 30-31 - - - - - - - - - - - - - BR - - BR - 
8 42-43 - - - - - - - - - - - - BR BR BR BR BR - 
9 52-54 - - - - - - BL BL - - - - - - - - - - 
10 59-62 - - - - - - - - - - - - P P P P P - 
11 67-69 - - - - G - - - - - - - - - P P P - 
12 75-77 G G G G G - R Y R R R - - GR - GR GR - 
13 86-87 G G G G G - R R R R R - GR GR GR GR GR - 

หมายเหตุ G=grey, GR=green, BL=blue, BR=brown, R=red, Y=yellow, P=Pink 
 
   ผลการศึกษาเอกลักษณ์ทางเคมีด้วยวิธี thin layer chromatography (TLC) พบว่ากะเม็ง
ตัวเมียและกะเม็งตัวผู้ที่จัดซื้อจากร้านขายเครื่องยาสมุนไพรมีลักษณะแถบสารรอยพิมพ์โครมาโต  
กราฟีตรงกับสมุนไพร authentic แตกต่างกันเพียงความเข้มของแถบสาร และพืชทั้ง 3 ชนิด มีรอย
พิมพ์โครมาโตกราฟีที่แตกต่างกัน ระบบตัวทำละลายที่แยกพืชทั้ง 3 ชนิดออกจากกันได้ดีที่สุด คือ 
chloroform : hexane : ethanol (6:3:1) โดยสามารถแยกรายละเอียดได้ดังนี้ 

- แยกกะเม็งตัวเมียและกะเม็งตัวผู้ออกจากกระดุมทองเลื้อยโดยแถบเรืองแสงสีฟ้าลำดับที่ 1  
hRf  7-11 ภายใต้ UV 366 

- แยกกะเม็งตัวเมียออกจากกะเม็งตัวผู้โดยแถบเรืองแสงสีฟ้าลำดับที่ 4 hRf  29-31 ภายใต้  
UV 366 นาโนเมตร  

- แยกกระดุมทองเลื้อยออกจากกะเม็งตัวผู้โดยแถบสีเขียวลำดับที่ 7 hRf 47-48 และแถบสี 
ชมพูเข้มลำดับที่ 11 hRf 72-75 หลัง spray anisaldehyde/H2SO4 ซึ่งกระดุมทองเลื้อยจะมีความ
เข้มของแถบสีมากกว่ากะเม็งตัวผู้ 

- รอยพิมพ์โครมาโตกราฟีไม่สามารถระบุแถบสารที่ตรงกับสารมาตรฐาน apigenin ได ้
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บทที่ 5 
สรุปผล อภิปรายผล และข้อเสนอแนะ 

5.1 สรุปผลการทดลอง 
   การศึกษาฤทธิ์ทางชีวภาพ ได้แก่ ฤทธิ์ต้านเชื้อจุลชีพ ฤทธิ์ต้านการอักเสบ และฤทธิ์ต้าน
อนุมูลอิสระ ศึกษาปริมาณฟีนอลิกรวม และศึกษาเอกลักษณ์ทางเคมี ของสารสกัดน้ำและสารสกัด  
ethanol จากส่วนทั้งต้นของกะเม็งตัวเมีย กะเม็งตัวผู้ และกระดุมทองเลื้อย ผลการศึกษาฤทธิ์ต้าน
เชื้อจุลชีพ S. aureus, P. aeruginosa และ MRSA พบว่าทั้งสารสกัดน้ำและสารสกัด ethanol ของ
พืชทั้งสาม มีฤทธิ์ต้านเชื้อ S. aureus และ P. aeruginosa ได้ และมีฤทธิ์ฆ่าเชื้อ S. aureus โดยสาร
สกัดน้ำของกะเม็งตัวเมียและกะเม็งตัวผู้มีฤทธิ์ดีที่สุด ส่วนฤทธิ์ต่อเชื้อ MRSA พบว่าสารสกัดส่วนใหญ่
มีฤทธิ์ต้านเชื้อ MRSA แต่มีเพียงสารสกัดน้ำของกะเม็งตัวเมียที่มีฤทธิ์ฆ่าเชื้อดังกล่าว  
   การทดสอบฤทธิ์ต้านอักเสบด้วยวิธีการยับยั้งการหลั่ง NO ในเซลล์ RAW 264.7 ที่ถูก
เหนี่ยวนำโดย LPS พบว่าสารสกัด ethanol ของพืชทั้งสามมีฤทธิ์ต้านอักเสบดีกว่าสารสกัดน้ำรวมถึง
ยามาตรฐาน diclofenac อย่างมีนัยสำคัญทางสถิติ โดยกระดุมทองเลื้อยมีฤทธิ์ดีที่สุด รองลงมาเป็น
กะเม็งตัวเมีย และกะเม็งตัวผู้ ส่วนสารสกัดน้ำของพืชทั้งสามมีฤทธิ์ยับยั้งการหลั่ง NO น้อย มีค่า IC50 
มากกว่า 100 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ผลการศึกษาความเป็นพิษต่อเซลล์ของสารสกัดด้วยเทคนิค 
MTT ไม่พบความเป็นพิษของสารสกัดท้ังสามต่อเซลล์ RAW 264.7 
   การทดสอบฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระด้วยวิธี DPPH radical scavenging assay พบว่ามีเพียง
กะเม็งตัวผู้ที่มีฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระที่ดี โดยสารสกัด ethanol มีฤทธิ์ดีกว่าสารสกัดน้ำอย่างมีนัยสำคัญ
ทางสถิติ ส่วนสารสกัดอ่ืนๆ มีฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระน้อย มีค่า EC50 มากกว่า 100 ไมโครกรัมต่อ
มิลลิลิตร 
   การวิเคราะห์หาปริมาณฟีนอลิกรวมด้วยวิธี Folin-Ciocalteu assay พบว่าสารสกัด 
ethanol ของพืชทั้งสามมีปริมาณฟีนอลิกรวมมากกว่าสารสกัดน้ำ และสารสกัดท้ังสองของกะเม็งตัวผู้
มีปริมาณฟีนอลิกรวมมากกว่ากะเม็งตัวเมียและกระดุมทองเลื้อยอย่างมีนัยสำคัญทางสถิติ 
   การศึกษาเอกลักษณ์ทางเคมีด้วยวิธี thin layer chromatography (TLC) โดยจัดทำรอย
พิมพ์โครมาโตกราฟี (TLC fingerprint) ของสารสกัด ethanol กะเม็งตัวเมียและกะเม็งตัวผู้ที่เป็น 
authentic กะเม็งตัวเมียและกะเม็งตัวผู้ที่จัดซื้อจากร้านขายเครื่องยาสมุนไพร กระดุมทองเลื้อย และ
สารมาตรฐาน apigenin โดยใช้ระบบตัวทำละลายที่แตกต่างกัน 3 ระบบ ผลการศึกษาพบว่ากะเม็ง
ตัวเมียและกะเม็งตัวผู้ที่จัดซื้อจากร้านขายเครื่องยาสมุนไพรมีลักษณะแถบสารรอยพิมพ์โครมา      
โตกราฟีตรงกับสมุนไพร authentic แตกต่างกันเพียงความเข้มของแถบสาร และพืชทั้ง 3 ชนิด มีรอย
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พิมพ์โครมาโตกราฟีที่แตกต่างกัน เทคนิค TLC ในการศึกษาครั้งนี้ไม่สามารถระบุแถบสารที่ตรงกับ
สารมาตรฐาน apigenin ได ้
 
5.2 อภิปรายผลการทดลอง  
   ในการเก็บตัวอย่างพืชเพ่ือทำการวิจัยนั้น ผู้วิจัยเก็บตัวอย่างกะเม็งตัวเมีย (authentic) ได้
ปริมาณน้อย จึงจัดซื้อตัวอย่างสมุนไพรจากร้านจำหน่ายเครื่องยาสมุนไพรมาใช้ในการสกัดเพ่ือทำการ
ทดสอบฤทธิ์ต่างๆ ในขณะที่กระดุมทองเลื้อยสามารถพบตัวอย่างได้ทั่วไปในธรรมชาติ จึงสามารถใช้
พืช authentic ในการทดลองได้ ส่วนกะเม็งตัวผู้ ในระยะแรกของการศึกษา ผู้วิจัยได้สอบถามหมอ
พ้ืนบ้านและร้านจำหน่ายเครื่องยาสมุนไพรในพ้ืนที่ต่างๆ แต่ไม่สามารถหาตัวอย่างกะ เม็งตัวผู้ได้ 
เช่นเดียวกับการศึกษาของวิภัสราและคณะ, 2561 ที่รายงานผลการสำรวจในงานวิจัยว่าไม่พบกะเม็ง
ตัวผู้ในธรรมชาติ และไม่พบว่ามีการจำหน่ายกะเม็งตัวผู้ในร้านขายยาสมุนไพร และปัจจุบันอาจไม่มี
การนำไปใช้เป็นสมุนไพรเนื่องจากไม่สามารถหาตัวอย่างพืชได้ทั่วไป ดังนั้นผู้วิจัยจึงสอบถามไปยังร้าน
ขายเครื่องยาสมุนไพรในประเทศจีน โดยสืบค้นชื่อภาษาจีนจากชื่อวิทยาศาสตร์ Sphagneticola 
calendulacea (L.) Pruski และจัดซื้อเครื่องยาสมุนไพรกะเม็งตัวผู้ ภายใต้ชื่อภาษาจีนว่า “peng qi 
ju” (Shu et al., 2011) จากร้านขายเครื่องยาสมุนไพรในประเทศจีนมาเพ่ือใช้ในการทดลอง โดย
ได้รับความอนุเคราะห์จากอาจารย์เภสัชกรณัฐพงษ์ วิชัย อาจารย์ประจำคณะเภสัชศาสตร์ 
มหาวิทยาลัยมหาสารคาม ในการจัดซื้อตัวอย่างสมุนไพรดังกล่าวจากประเทศจีนให้ ต่อมาเมื่อใกล้
เสร็จสิ้นการศึกษาวิจัย ผู้วิจัยได้ค้นพบสมุนไพรกะเม็งตัวผู้ ณ อุทยานธรรมชาติวิทยาสิรีรุกขชาติ 
มหาวิทยาลัยมหิดล จ.นครปฐม จึงเก็บตัวอย่างนำมาจัดทำรอยพิมพ์โครมาโตกราฟี เพ่ือเปรียบเทียบ
เอกลักษณ์ทางเคมีกับพืชที่จัดซื้อจากประเทศจีน  

การศึกษาฤทธิ์ต้านเชื้อจุลชีพพบว่าทั้งกะเม็งตัวเมีย และกะเม็งตัวผู้ มีฤทธิ์ต้านเชื้อจุลชีพทั้ง 
S. aureus และ P. aeruginosa ได้ดี เช่นเดียวกับงานวิจัยก่อนหน้าที่พบว่ากะเม็งตัวเมียและกะเม็ง
ตัวผู้มีฤทธิ์ในการต้านเชื้อจุลชีพอย่างกว้างขวาง (Darah et al., 2013; Karthikumar et al., 2007; 
Jehan et al., 2011; Selvamani et al., 2014) สอดคล้องกับการใช้กะเม็งตัวเมียในการแพทย์
พ้ืนบ้านเพ่ือรักษาบาดแผลและโรคผิวหนังในประเทศอินเดีย (Jahan et al., 2014) และการใช้ใน
ประเทศไทยที่มีการนำกะเม็งตัวเมียมาพัฒนาเป็นตำรับยาสมุนไพรครีมกะเม็งเพ่ือใช้ในการรักษาแผล
เรื้อรังในโรงพยาบาลในจังหวัดบุรีรัมย์ เช่นเดียวกับกะเม็งตัวผู้ที่มีสรรพคุณในการแก้โรคผิวหนัง แม้ว่า
ปัจจุบันจะยังไม่พบการใช้ผลิตภัณฑ์ที่มีส่วนผสมของกะเม็งตัวผู้ก็ตาม นอกจากนี้ยังพบว่าสารสกัดน้ำ
ของกะเม็งตัวเมียมีฤทธิ์ฆ่าเชื้อ MRSA ซึ่งยังไม่เคยมีรายงานการศึกษาฤทธิ์ต้านจุลชีพของกะเม็งตัว
เมียต่อเชื้อ MRSA มาก่อน เชื้อ MRSA คือ S. aureus สายพันธุ์ที่ดื้อต่อยาปฏิชีวนะกลุ่ม β-lactams  
ซึ่งปัจจุบันยาหลักที่ใช้รักษาคือ vancomycin แต่ปัจจุบันในหลายประเทศ มีรายงาน เชื้อ MRSA ดื้อ
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ต่อยา vancomycin เพ่ิมขึ้น สําหรับประเทศไทย ศูนย์เฝ้าระวังเชื้อดื้อยาต้านจุลชีพแห่งชาติ  
กรมวิทยาศาสตร์การแพทย์ ได้รวบรวมและวิเคราะห์ข้อมูลผลการทดสอบความไวของเชื้อต่อยาต้าน
จุลชีพ ของโรงพยาบาล 46 แห่ง พบว่า ใน ปี พ .ศ . 2556 เชื้อ MRSA มีความไวต่อยา vancomycin 
ร้อยละ 98 หมายถึง ผู้ป่วยร้อยละ 2 มีแนวโน้มการรักษาด้วยยา vancomycin จะไม่ ได้ผล 
(สถาบันวิจัยวิทยาศาสตร์สาธารณสุข กรมวิทยาศาสตร์การแพทย์ กระทรวงสาธารณสุข,2564) ผล
การศึกษาครั้งนี้ แสดงให้เห็นถึงประสิทธิภาพของกะเม็งตัวเมียในการพัฒนาเป็นยาสมุนไพรที่ใช้รักษา
แผลที่มีการติดเชื้อ MRSA ซึ่งมักพบได้บ่อยจากการติดเชื้อในชุมชน โดยเฉพาะในผู้ป่วยเบาหวานที่มัก
เกิดแผลที่เท้าและเสี่ยงต่อการติดเชื้อ MRSA ได้ง่าย แม้ว่าค่า MBC ในการศึกษาครั้งนี้จะค่อนข้างสูง 
แต่อาจเพ่ิมประสิทธิภาพของสารสกัดกะเม็งตัวเมียได้โดยการพัฒนาวิธีการสกัด การพัฒนาระบบ
นำส่งยาทางผิวหนัง หรือการใช้สมุนไพรกะเม็งตัวเมียร่วมกับสมุนไพรอ่ืนๆ ที่มีฤทธิ์ต้านเชื้อ MRSA 
เช่น น้ำมันอบเชย (วนิดา และคณะ, 2020) ขมิ้นชัน (พีรพัฒน์, วีรพงศ์, สุบัณฑิต, 2553) เป็นต้น 
ส่วนฤทธิ์ต้านจุลชีพของกระดุมทองเลื้อยในงานวิจัยก่อนหน้านี้พบว่ากระดุมทองเลื้อยสามารถยับยั้ง 
S. aureus แบคทีเรียแกรมบวกและแกรมลบอ่ืนๆ ได้หลายชนิด (Taddei and Rosas, 1999; 
Balekar et al., 2012) มีการแยกสารจากสารสกัดใบด้วย ethanol พบสารที่มีฤทธิ์ต้านเชื้อจุลชีพ 
คือ ent-kaura-9(11),16-dien-19-oic acid (Balekar et al., 2012) ผลการศึกษาสอดคล้องกับ
สรรพคุณของกระดุมทองเลื้อยที่ใช้ในการแพทย์พ้ืนบ้านเพ่ือรักษาแผลเรื้อรังในประเทศเบลีซ 
(Neelam et al., 2014) แต่ในประเทศไทย ยังไม่พบการใช้กระดุมทองเลื้อยในทางการแพทย์พ้ืนบ้าน 
อาจเนื่องมาจากกระดุมทองเลื้อยมีถิ่นกำเนิดในต่างประเทศ (กลุ่มงานพฤกษศาสตร์ป่าไม้ สำนักวิจัย
การอนุรักษ์ป่าไม้และพันธุ์พืช, 2564)  
 การทดสอบฤทธิ์ต้านการอักเสบด้วยวิธียับยั้งการสร้าง nitric oxide (NO) ผลการศึกษา
พบว่าสารสกัด ethanol ของพืชทั้ง 3 ชนิดมีฤทธิ์ต้านอาการอักเสบด้วยวิธียับยั้งการสร้าง NO ดีกว่า
สารสกัดน้ำและยา diclofenac สอดคล้องกับการใช้กะเม็งตัวเมียและกะเม็งตัวผู้ในการแพทย์พื้นบ้าน
ของประเทศอินเดียเพื่อรักษาแผลและลดอาการบวม (Jahan et al., 2014) และงานวิจัยก่อนหน้านี้ที่
พบว่าสารสกัดกะเม็งตัวเมียมีฤทธิ์ต้านการอักเสบในสัตว์ทดลองได้ดี  (Patrao et al., 2013; 
Sureshkumar et al., 2005) เช่นเดียวกับสารสกัดกะเม็งตัวผู้ (Lin et al., 2015; Manjamalai et 
al., 2011) ซึ่งงานวิจัยที่ผ่านมาพบว่าสารสำคัญที่มีฤทธิ์ต้านการอักเสบของกะเม็งตัวเมียคือ orobol 
โดยมีการยับยั้งการสร้าง nitric oxide ได้ดี (Tewtrakul et al., 2011) ส่วนกะเม็งตัวผู้ มีรายงานว่า
สาร wedelolactone ออกฤทธิ์ต้านการอักเสบได้ (Yuan et al., 2013) สำหรับกระดุมทองเลื้อยซึ่ง
แสดงฤทธิ์ยับยั้งการสร้าง NO ได้ดีที่สุด แม้จะยังมีรายงานการวิจัยด้านการต้านการอักเสบไม่มากนัก 
แต่ก็มีฤทธิ์สอดคล้องกับงานวิจัยในครั้งนี้ โดยพบฤทธิ์ต้านการอักเสบทั้งใน in vitro (Chung et al., 
2009; Govindappa et al., 2011) และในสัตว์ทดลอง (Maldini et al., 2009) อย่างไรก็ตาม ยังไม่
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มีรายงานการแยกสารสำคัญที่ออกฤทธิ์ต้านการอักเสบจากกระดุมทองเลื้อยมาก่อน แต่สาร 
wedelolactone ซึ่งมีรายงานว่าพบในกะเม็งตัวเมีย (Jahan et al., 2014) และกระดุมทองเลื้อย 
(Balekar et al., 2014) ด้วยเช่นกัน ดังนั้น wedelolactone จึงน่าจะเป็นสารตัวหนึ่งที่ออกฤทธิ์ต้าน
การอักเสบในกะเม็งตัวเมียและกระดุมทองเลื้อย แต่การที่กระดุมทองเลื้อยมีฤทธิ์ยับยั้งการสร้าง NO 
ที่โดดเด่นกว่าพืชอีก 2 ชนิด แสดงให้เห็นว่าน่าจะยังมีสารสำคัญอ่ืนๆ ที่ร่วมออกฤทธิ์ในการต้านการ
อักเสบที่ควรศึกษาวิจัยเพ่ิมเติม เมื่อนำสารสกัด ethanol กระดุมทองเลื้อยมาเปรียบเทียบกับพืช
สมุนไพรที่มีความโดดเด่นด้านการต้านอักเสบ คือ ไพล พบว่าไพลมีค่า IC50 ในการยับยั้งการหลั่ง NO 
ต่ำกว่าเล็กน้อย คือ 20.32 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร (อินทัช และคณะ, 2557)  ในขณะที่กระดุมทอง
เลื้อยมีค่า IC50 เท่ากับ 33.43±4.76 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร การที่พืชทั้ง 3 ชนิดแสดงฤทธิ์ยับยั้งการ
หลั่ ง  NO ได้ ดี กว่ าย า diclofenac ซึ่ ง เป็ น ย ากลุ่ ม  nonsteroidal anti-inflammatory drugs 
(NSAIDs) อาจเนื่องมาจากการหลั่ง NO เป็นเพียงกลไกหนึ่งในกระบวนการอักเสบ ยังมีกลไกอ่ืนๆ ที่
เกี่ยวข้องกับการอักเสบ อาทิเช่น การหลั่งสาร cytokine ต่างๆ ดังนั้นการสรุปว่าสารสกัดพืชใดมีฤทธิ์
ต้านการอักเสบที่ดีหรือไม่ จำเป็นต้องใช้วิธีการทดสอบฤทธิ์ต้านการอักเสบที่หลากหลายเพื่อยืนยันผล
ต่อไป เช่น ฤทธิ์ยับยั้งสารที่ เกี่ยวข้องกับกระบวนการอักเสบได้แก่ prostaglandin E2 (PGE2), 
tumor necrosis factor-alpha (TNF-α) แ ล ะ  interleukin (IL-1β, IL-6 แ ล ะ  IL-10) เป็ น ต้ น 
รวมถึงการทดสอบฤทธิ์ต้านการอักเสบในสัตว์ทดลอง เพ่ือเป็นข้อมูลสนับสนุนในการพัฒนาสมุนไพร
ทั้ง 3 ชนิดไปใช้เพ่ือรักษาหรือบรรเทาอาการที่มีสาเหตุมาจากกระบวนการอักเสบต่อไป 

การทดสอบฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระพบว่ามีเพียงสารสกัด ethanol กะเม็งตัวผู้ที่แสดงฤทธิ์ต้าน

อนุมูลอิสระ DPPH โดดเด่นโดยมีฤทธิ์ดีกว่าสารสกัดน้ำ ส่วนสารสกัดกะเม็งตัวเมียและกระดุมทอง

เลื้อย มีฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ DPPH ค่อนข้างต่ำ คือมีค่า EC50 มากกว่า 100 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร 

สอดคล้องกับงานวิจัยก่อนหน้านี้ ที่รายงานว่าสารสกัดกะเม็งตัวเมียด้วย 70% และ 99% ethanol มี

ค่า EC50 มากกว่า 100 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร (กรกนก และคณะ, 2020) ในขณะที่งานวิจัยของ

กระดุมทองเลื้อยที่สกัดด้วย methanol และ chloroform มีค่า EC50 68.0± 0.36 และ 75.0 ± 

0.31 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ตามลำดับ (Poornima et al., 2021) ผลการเปรียบเทียบค่า EC50 ของ

กระดุมทองเลื้อยที่ใช้ตัวทำละลายที่แตกต่างกันในงานวิจัยครั้งนี้กับงานวิจัยก่อนหน้า แสดงให้เห็นว่า

การใช้ตัวทำละลายอินทรีย์ที่ไม่มีน้ำเป็นส่วนประกอบ จะได้สารสกัดที่มีฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระดีกว่า 

อาจเนื่องมาจากน้ำเป็นตัวทำละลายที่สามารถสกัดและละลายสารต่าง ๆ ออกมาได้หลากหลายรวมถึง

องค์ประกอบของแป้ง น้ำตาลและอ่ืน ๆ โดยเฉพาะสารที่มีขั้วสูง เพราะน้ำเป็นตัวทําละลายที่มีขั้วสูง 

ในขณะที่การใช้สารอินทรีย์ที่ ไม่มีน้ำหรือมีน้ำเป็นส่วนประกอบที่น้อยกว่าเป็นตัวสกัดจะมี
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ความจำเพาะเจาะจงต่อสารมากกว่า ทำให้สารสกัดที่ได้เป็นสารสกัดเฉพาะกลุ่ม มีขนาดโมเลกุลเล็ก

กว่า รวมถึงมีสภาพขั้วเป็นกลางมากกว่าน้ำ ทำให้สกัดสารที่มีฤทธิ์ทางชีวภาพที่มีขั้วปานกลางออกมา

ได้ดีกว่า (Dai, 2010)  

   การวิเคราะห์หาปริมาณฟีนอลิกรวมด้วยวิธี Folin-Ciocalteu assay พบว่าสารสกัด 
ethanol ของพืชแต่ละชนิดมีปริมาณฟีนอลิกรวมมากกว่าสารสกัดน้ำ โดยสารสกัดกะเม็งตัวผู้มี
ปริมาณฟีนอลิกรวมมากกว่าสารสกัดของพืชอ่ืนอย่างมีนัยสำคัญทางสถิติ ปริมาณฟีนอลิกรวมที่
วิเคราะห์ได้มีความสัมพันธ์แปรผันตรงกับฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ DPPH โดยสารสกัด ethanol ของ
กะเม็งตัวผู้ที่มีปริมาณฟีนอลิกรวมสูงที่สุดก็มีฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ DPPH ดีที่สุด และค่ารองลงมาคือ
สารสกัดน้ำของกะเม็งตัวผู้ ส่วนสารสกัดกะเม็งตัวเมียและกระดุมทองเลื้อยที่รายงานปริมาณฟีนอลิ
กรวม ระหว่าง 12.88 - 25.63 มิลลิกรัม GAE/สารสกัด 1 กรัมนั้น ในการศึกษาฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ 
DPPH ผู้วิจัยกำหนดความเข้มข้นสูงสุดในการทดลองท่ี 100 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร จึงไม่สามารถระบุ
ความสัมพันธ์ของค่าดังกล่าวได้ แต่ก็สามารถคาดการณ์ได้ว่าค่า EC50 จะมีความสัมพันธ์แปรผันตรง
กับปริมาณฟีนอลิกรวมเช่นกัน ปริมาณฟีนอลิกรวมที่มีความสัมพันธ์แปรผันตรงกับฤทธิ์ต้านอนุมูล
อิสระ DPPH นี้ สอดคล้องกับงานวิจัยอ่ืนๆ ที่ระบุว่าสารสกัดที่มี total polyphenolic สูงจะมีฤทธิ์
ต้านอนุมูลอิสระสูงเช่นกันโดยมีความสัมพันธ์เป็นกราฟเส้นตรง (Shrestha et al., 2006; Aryal et 
al., 2019) 
   การศึกษาเอกลักษณ์ทางเคมีด้วยวิธี thin layer chromatography (TLC) วิเคราะห์ผลที่
ความยาวคลื่น 254 nm, 366 nm และ spray anisaldehyde/H2SO4 พบว่าพืชทั้ง 3 ชนิด มีรอย
พิมพ์โครมาโตกราฟีที่แตกต่างกัน โดยกะเม็งตัวเมียและกะเม็งตัวผู้ที่จัดซื้อจากร้านขายเครื่องยา
สมุนไพรมีลักษณะแถบสารรอยพิมพ์โครมาโตกราฟีตรงกับสมุนไพร authentic แตกต่างกันเพียง
ความเข้มของแถบสาร อาจคาดการณ์ได้ว่าน่าจะมีสารบางตัวที่มีปริมาณสารที่แตกต่างกัน ระบบตัว
ทำละลายที่แยกพืชทั้ง 3 ชนิดออกจากกันได้ชัดเจนที่สุดคือ chloroform : hexane : ethanol 
(6:3:1) โดยมีแถบสารที่แตกต่างกันอย่างน้อย 1 จุด อย่างไรก็ตามรอยพิมพ์โครมาโตกราฟีของพืชทั้ง 
3 ชนิด ปรากฏแถบสารที่มีสีและค่า hRf ตรงกันหลายจุด ซึ่งอาจหมายถึงการมีสารชนิดเดียวกัน 
เนื่องจากพืชทั้ง 3 อยู่ในวงศ์ Asteraceae เช่นเดียวกัน และโดยเฉพาะอย่างยิ่งแถบสารของกะเม็งตัว
ผู้และกระดุมทองเลื้อย ที่หลัง spray anisaldehyde/ H2SO4 แล้ว ให้แถบสารที่มีสีและค่า hRf 
ตรงกันทุกจุด แตกต่างเพียงความเข้มของแถบสาร เนื่องจากพืชทั้ง 2 อยู่ในสกุลเดียวกัน คือ สกุล 
Sphagneticola และมีความใกล้ชิดทางอนุกรมวิธานมาก จึงเป็นไปได้ว่านอกจากลักษณะทาง
พฤกษศาสตร์ที่มีความใกล้เคียงกันมากแล้ว องค์ประกอบสารเคมีในพืชทั้ง 2 ก็อาจมีความใกล้เคียง
กันมากด้วย การใช้ spray anisaldehyde/ H2SO4 จะสามารถตรวจสอบสารกลุ่ม terpenes และ 
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steroids ได้ดี  โดย  monoterpenes จะให้สี ฟ้า  triterpenes ให้สีม่วง และ  steroids ให้สี เทา 

(Gerlach et al, 2018) เทคนิค TLC ในการศึกษาครั้งนี้ ไม่สามารถระบุแถบสารที่ตรงกับสาร
มาตรฐาน apigenin อาจเนื่องมากจาก apigenin มีปริมาณน้อยจนไม่ปรากฎเป็นแถบสารที่ชัดเจน 
หรืออาจเกิดจากมีสารอ่ืนที่มีค่า hRf ใกล้เคียงกัน และบดบังแถบสาร apigenin ดังนั้น หากต้องการ
ระบุ ส ารบ่ งชี้  (marker) apigenin ซึ่ ง เป็ นสารกลุ่ ม  flavonoids อาจใช้  spray reagent ที่ มี
ความจำเพาะต่อสารกลุ่ม flavonoids เช่น aluminium chloride, antimony (III) chloride เป็น
ต้น (Ghosh et al., 1987) หรืออาจวิเคราะห์ด้วยเทคนิค HPLC จัดทำเป็น HPLC fingerprint ซึ่งวิธี
นี้มีความสามารถในการแยกสารได้มากขึ้น peak จะถูกแยกด้วยความละเอียดที่สูงขึ้น และพ้ืนที่ใต้ 
peak สามารถบอกถึงปริมาณของสารได้  
   การศึกษาครั้งนี้ สามารถสรุปได้ว่ากะเม็งตัวเมีย กะเม็งตัวผู้ และกระดุมทองเลื้อย มีความ
แตกต่างกันทั้งเอกลักษณ์ทางเคมีและฤทธิ์ทางชีวภาพ โดยการทำรอยพิมพ์โครมาโตกราฟีสามารถ
แยกพืชทั้ง 3 ชนิดออกจากกันได้ ส่วนฤทธิ์ทางชีวภาพตามการใช้ทางการแพทย์พ้ืนบ้านที่เก่ียวข้องกับ
การรักษาแผล และลดอาการอักเสบ บวม พบว่า กะเม็งตัวเมียและกะเม็งตัวผู้มีฤทธิ์ต้านจุลชีพ
ใกล้เคียงกัน กะเม็งตัวผู้มีฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระและปริมาณสารฟีนอลิกรวมสูง และแม้ว่ากระดุมทอง
เลื้อยจะมีฤทธิ์ต้านการอักเสบที่โดดเด่น แต่กะเม็งตัวเมียและกะเม็งตัวผู้ก็มีฤทธิ์ต้านการอักเสบที่ดี
เช่นกัน โดยมีค่า IC50 ดีกว่ายามาตรฐาน diclofenac ดังนั้น กะเม็งตัวผู้จึงเป็นสมุนไพรที่มีศักยภาพที่
ควรศึกษาวิจัยเพ่ิมเติมในด้านอ่ืนๆ และที่สำคัญคือการขยายพันธุ์เนื่องจากไม่สามารถพบได้ทั่วไปใน
ธรรมชาติและไม่มีจำหน่ายในร้ายขายสมุนไพรในประเทศไทย และเนื่องจากกะเม็งตัวผู้และกระดุม
ทองเลื้อยมีฤทธิ์ทางชีวภาพที่แตกต่างกัน หากเกิดความเข้าใจผิดจากลักษณะทางพฤกษศาสตร์ที่
ใกล้เคียงกันและการเผยแพร่ข้อมูลรูปภาพกระดุมทองเลื้อยในชื่อกะเม็งตัวผู้ในสื่อต่างๆ อย่างไม่
ถูกต้องทำให้นำพืชมาใช้ไม่ถูกต้น ก็อาจส่งผลต่อประสิทธิภาพในการใช้สมุนไพรทั้ง 2 ต้นได้ 
   สารสำคัญที่พบเหมือนกันในพืชทั้ง 3 ชนิดที่มีการศึกษาฤทธิ์ทางชีวภาพหลายด้าน คือสาร 
wedelolactone ซึ่งงานวิจัยส่วนใหญ่จะเป็นการศึกษาสารจากกะเม็งตัวเมีย สาร wedelolactone 
มีรายงานว่าสามารถต้านเชื้อจุลชีพได้กว้างขวาง (Dalal et al., 2010; Lenza et al., 2009) และยังมี
ฤทธิ์ต้านการอักเสบ (Shen et al., 2017; Yuan et al., 2013) ต้านมะเร็ง (Xu et al., 2014) ต้าน
เบาหวาน  (Shahab et al., 2018) การศึกษาเพ่ิ ม เติม เกี่ ยวกับการแยกสกัด ให้ ได้ สารสกัด 
wedelolactone rich fraction จึงอาจนำไปสู่การพัฒนาสารสกัดพืชทั้ง 3 ชนิด โดยเฉพาะกระดุม
ทองเลื้อยที่เป็นพืชที่หาได้ง่าย และขยายพันธุ์ได้รวดเร็ว เพ่ือเพ่ิมศักยภาพการใช้พืชสมุนไพรเหล่านี้
ต่อไปในอนาคตได้ 

 
 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Shen%20P%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=28559966
https://jbiomedsci.biomedcentral.com/articles/10.1186/1423-0127-20-84#auth-Fang-Yuan
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Shahab+U&cauthor_id=29624857
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ภาคผนวก 
การเตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อ tryptic soy broth (TSB)  

1. ชั่ง TSB 15 กรัม ใส่ในขวดรูปชมพู่ ขนาด 500 มิลลิลิตร เติม DI water 500 มิลลิลิตร นำไป
ต้มจนอาหารเลี้ยงเชื้อใส  

2. ปิเปตอาหาร TSB ใส่ลงในหลอดทดลอง หลอดละ 1 มิลลิลิตร จำนวน 10 หลอด 
3. นำไปฆ่าเชื้อด้วยหม้อนึ่งไอน้ำ (autoclave) ที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส นาน 15 นาที  
4. แบ่ง TSB ลงในหลอดทดลองจำนวน 3 หลอด ปริมาตรหลอดละ 10 มิลลิลิตร เขี่ยเชื้อ 

S. aureus, P. aeruginosa และ MRSA จาก slant agar มา 1 โคโลนี จุ่มเชื้อลงในหลอด
ทดลองที่มีอาหาร TSB  

5. นำไปบ่มในตู้บ่มเชื้ออุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส นาน 18-24 ชั่วโมง 
 
การเตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อ Mueller-Hinton agar (MHA) 

1. ชั่ง MHA 38 กรัม ใส่ในขวดรูปชมพู่ ขนาด 1,000 มิลลิลิตร เติม DI water 1,000 มิลลิลิตร 
นำไปต้มจนอาหารเลี้ยงเชื้อใส ระหว่างรอต้องใช้แท่งแก้วคนตลอดเวลา  

2. นำไปฆ่าเชื้อด้วยหม้อนึ่งไอน้ำ (autoclave) ที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส นาน 15 นาที 
ปล่อยไว้ให้อุณหภูมิลดลงเหลือประมาณ  45 องศาเซลเซียส เทลงplate 

3. ทิ้งไว้ให้อาหารแข็งแล้วเก็บในอุณหภูมิ 2-8 องศาเซลเซียส 
 
การเตรียมสารละลาย DPPH (2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl) ที่ความเข้มข้น 0.1 mM ใน 
methanol  

1. ชั่ง DPPH 1.972 มิลลิกรัม ใส่ลงใน volumetric flask ขนาด 50 มิลลิลิตร 
2. เติม methanol analytical grade ประมาณครึ่งหนึ่งของ volumetric flask เขย่าให้เข้ากัน 
3. ปรับปริมาตรจนถึงขีดที่กำหนด ให้มีความเข้มข้น 0.1 mM 

 
การเตรียมสารสเปรย์ anisaldehyde/H2SO4 

1. เติม anisaldehyde 0.5 มิลลิลิตร, acetic acid 50 มิลลิลติร กรดซัลฟิวริก 1 มิลลิลิตร 
ลงในบีกเกอร์ คนให้เข้ากัน 
2. เก็บใส่ขวดสเปรย์ 
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การเตรียม 0.04 M HCl ใน isopropanol 
1. ตวง concentrated HCL (38%) 3.31 มิลลิลิตร  
2. ค่อยๆ รินผสมลงใน isopropanol 996.69 มิลลิลิตร 
3. เก็บในขวดแก้วที่อุณหภูมิห้อง 

 
การเตรียม MTT 

1. ชั่ง MTT ปริมาณ 50 มิลลิกรัม 
2. ละลายด้วย PBS 10 มิลลิลิตร เก็บในขวดกันแสง อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 
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ประวัติผู้เขียน 
 

ประวัติผู้เขียน 
 

ชื่อ นางสาวนิศารัตน์ สังคะรัมย์ 
วันเกิด 4 พฤศจิกายน 2533 
สถานที่เกิด อำเภอเมือง จังหวัดบุรีรัมย์ 
สถานที่อยู่ปัจจุบัน บ้านเลขท่ี 58 หมู่ 6 ตำบลลำปลายมาศ อำเภอลำปลายมาศ จังหวัดบุรีรัมย์   

รหัสไปรษณีย์ 31130 
ตำแหน่งหน้าที่การงาน แพทย์แผนไทย 
สถานที่ทำงานปัจจุบัน โรงพยาบาลบุรีรัมย์ เลขที่ 10/1 ตำบลในเมือง อำเภอเมือง จังหวัดบุรีรัมย์ 

รหัสไปรษณีย์ 31000 
ประวัติการศึกษา พ.ศ. 2548  มัธยมศึกษาตอนต้น  โรงเรียนลำปลายมาศ   

                    อำเภอลำปลายมาศ จังหวัดบุรีรัมย์  
พ.ศ. 2552  มัธยมศึกษาตอนปลาย  โรงเรียนลำปลายมาศ   
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พ.ศ. 2556  (พท.บ.) สาขาวิชาการแพทย์แผนไทย   
                     มหาวิทยาลยัราชภัฏบ้านสมเด็จเจ้าพระยา  
พ.ศ.2564 วิทยาศาสตรมหาบัณฑิต (วท.ม.)   
                     สาขาสมุนไพรและผลิตภัณฑ์ธรรมชาติ   
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ทุนวิจัย ทุนสนับสนุนการทำวิทยานิพนธ์ สำหรับนิสิตบัณฑิตศึกษา  
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