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บทคัดย่อ  
งานวิจัยน้ีมีวัตถุประสงค์เพื่อศึกษาปริมาณสารพฤกษเคมี ฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ และฤทธิ์ต้านการอักเสบของสารสกัดผักเสี้ยนผี 

การเตรียมสารสกัดผักเสี้ยนผีทำโดยการแช่ผงผักเสี้ยนผีในเอทานอลร้อยละ 70 จากการตรวจสอบสารพฤกษเคมีเบ้ืองต้น พบว่าผักเสี้ยนผี
มีแอลคาลอยด์ ฟลาโวนอยด์ แทนนิน ซาโปนิน และคูมาริน การวิเคราะห์ปริมาณฟีนอลิกรวมทำโดยวิธี Folin Ciocalteu reagent 
method และการวิเคราะห์ปริมาณฟลาโวนอยด์รวมทำโดยวิธี aluminum chloride colorimetric assay ผลการศึกษาพบว่าสารสกัด
ผักเสี้ยนผีมีปริมาณฟีนอลิกรวม และปริมาณฟลาโวนอยด์รวมเท่ากับ 48.11±0.17 มิลลิกรัมสมมูลของกรดแกลลิกต่อกรัมสารสกัด และ 
22.31±0.05 มิลลิกรัมสมมูลของเควอซิทินต่อกรัมสารสกัด ตามลำดับ การทดสอบฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระโดยวิธี 2,2-diphenyl-1-
picrylhydrazyl radial scavenging capacity assay (DPPH assay), ABTS radical cation decolorization assay (ABTS assay) 
และ ferric ion reducing antioxidant power (FRAP) assay แสดงให้เห็นว่าสารสกัดผักเสี้ยนผีมีฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ โดยมีค่า   
half-maximum inhibitory concentration (IC50) value เท่ากับ 106.93±3.58 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ค่า vitamin C equivalent 
antioxidant capacity (VEAC) value เท่ากับ 32.62±0.07 มิลลิกรัมสมมูลของกรดแอสคอร์บิกต่อกรัมสารสกัด และค่า FRAP value 
เท่ากับ 750.97±3.38 มิลลิโมลาร์สมมูลของเฟอร์รัสซัลเฟตต่อกรัมสารสกัด ตามลำดับ การทดสอบฤทธิ์ต้านการอักเสบของสารสกัด
ผักเสี้ยนผีทำโดยการศึกษาความสามารถของสารสกัดผักเสี้ยนผีในการยับยั้งการผลิตสารชักนำการอักเสบ ได้แก่ prostaglandin E2 
(PGE2), tumor necrosis factor alpha (TNF-alpha) และ nitric oxide (NO) ของเซลล์มาโครฟาจ Raw 264.7 ท่ีถูกกระตุ้นการ
อักเสบด้วยไลโพพอลิแซกคาร์ไรด์ ซ่ึงผลการทดสอบพบว่าสารสกัดผักเสี้ยนผีท่ีความเข้มข้น 250, 500, 1000 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร
สามารถลดการสร้าง PGE2, TNF-alpha และ NO โดยเซลล์มาโครฟาจ Raw 264.7 ท่ีถูกกระตุ้นการอักเสบได้อย่างมีนัยสำคัญ 
งานวิจัยน้ีแสดงให้เห็นถึงฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ และฤทธิ์ต้านการอักเสบของผักเสี้ยนผี ซ่ึงอาจใช้เป็นสมุนไพรในการรักษาโรคท่ีเกิดจาก
อนุมูลอิสระ และการอักเสบได้ 
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Abstract 
This research aimed to study phytochemical content, antioxidant activity and anti-inflammatory activity of 

Cleome viscosa L. extract. The C. viscosa extract was prepared by macerating C. viscosa powder in 70% ethanol. 
From phytochemical screening, it was found that C. viscosa contained alkaloids, flavonoids, tannins, saponins and 
coumarins. Total phenolic content was analyzed by the Folin Ciocalteu reagent method and total flavonoid 
content was analyzed by the aluminum chloride colorimetric assay. The results revealed that total phenolic 
content and total flavonoid content of the C. viscosa extract were 48.11±0.17 mg gallic acid equivalent/g extract 
and 22.31±0.05 mg quercetin equivalent/g extract, respectively. The antioxidant activity examination by 2,2-diphenyl-
1-picrylhydrazyl radial scavenging capacity assay (DPPH assay), ABTS radical cation decolorization assay (ABTS 
assay) and ferric ion reducing antioxidant power (FRAP) assay revealed that the C. viscosa extract had antioxidant 
activity with the half-maximum inhibitory concentration (IC50) value of 106.93±3.58 µg/mL, vitamin C equivalent 
antioxidant capacity (VEAC) value of 32.62±0.07 mg ascorbic acid equivalent/g extract and FRAP value of 
750.97±3.38 mM FeSO4 equivalent/g extract, respectively. The anti-inflammatory activity of C. viscosa extract was 
examined by studying ability of the extract to inhibit the production of inflammatory chemical mediators including 
prostaglandin E2 (PGE2), tumor necrosis factor alpha (TNF-alpha) and nitric oxide (NO) of Raw 264.7 macrophages 
undergone inflammation induction by lipopolysaccharide. The results demonstrated that the C. viscosa extract at 
the concentrations of 250, 500 and 1,000 µg/mL significantly reduced the production of PGE2, TNF-alpha and NO 
by the inflammation induced Raw 264.7 macrophages. This research presents antioxidant activity and anti-inflammatory 
activity of C. viscosa which may be used as an herb to treat diseases caused by free radicals and inflammation. 
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1. บทนำ  

ผักเสี้ยนผี (wild mustard) (Figure 1) มีชื่อวิทยาศาสตร์
ว่า Cleome viscosa L. อยู่ในวงศ์ Cleomaceae เป็นวัชพืชท่ี
พบได้ง่ายท่ัวทุกภูมิภาคของประเทศไทย ทางการแพทย์แผนไทย
ใช้ ต้น ใบ ดอก ราก ผล และเมล็ด ในการทำเป็นยารักษาโรค
ทั้งภายนอกและภายใน  ทั้งต้นของผักเสี ้ยนผีมีรสขม  มี
สรรพคุณ แก้โรคผิวหนัง แก้อาการปวดท้อง ท้องเสีย ลดภาวะ
สิวอักเสบ [1] บรรเทาอาการปวดกล้ามเน้ือหลังส่วนบน [2] 
บรรเทาอาการท้องเสียในหนูทดลอง [3] มีฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ 
ต้านเชื้อไวรัส ต้านเชื้อจุลินทรีย์ [4] ต้านเชื้อแบคทีเรีย ท้ัง      
แกรมบวก และแกรมลบ เช่น Staphylococcus saprophyticus, 
Shigella sonnei, Vibrio cholera, Streptococcus epidermidis, 
Shigella flexneri และ Staphylococcus aureus [5] ช่วย
ลดการอักเสบบริเวณขาในหนูทดลอง [6] ใบนำมาบดกับเกลือ 
ใช้แก้อาการปวดหลัง เมล็ดนำมาต้มหรือชงดื่มเพื่อขับเสมหะ 
และขับปัสสาวะ [7] นอกจากน้ียังพบสาร cleomiscosin D 
ในเมล็ด ซ่ึงเป็นสารพฤกษเคมี (Phytochemical compound) 
ท่ีสำคัญ  [8] และมี น้ ำมันร้อยละ 18.3 ซ่ึ งประกอบด้วย    
กรดอะมิโน 7 ชนิด กรดไขมัน 5 ชนิด น้ำมันในเมล็ดอุดมไป

ด้วยกรดไลโนเลอิก (Linoleic acid) กรดสเตียริก (Steric acid) 
และกรดโอเลอิก (Oleic acid) [9]  

จากรายงานผลการวิจัยที่ผ่านมา พบว่ามีการนำ      
สารสกัดด้วยเอทานอล (ethanol) [10] เมทานอล (methanol) 
[11] อะซีโตน (acetone) [12] จากใบ เมล็ด และลำต้นของ
ผักเสี้ยนผีมาทดสอบฤทธ์ิต้านอนุมูลอิสระ และฤทธิ์ทางชีวภาพ 
เช่น ฤทธิ์ต้านการอักเสบ ซ่ึงการใช้เมทานอล และอะซีโตน 
เป็นตัวทำละลายในการสกัด  จะได้สารสกัดท่ีมีฤทธิ์ต้าน    
อนุมูลอิสระ และฤทธิ์ทางชีวภาพมากกว่าการใช้เอทานอล 
เป็นตัวทำละลายในการสกัด อย่างไรก็ตามการใช้เอทานอล
เป็นตัวทำละลาย มีความเหมาะสมกับการนำสารสกัดไป
พัฒนาต่อเพื่อใช้เป็นผลิตภัณฑ์สำหรับมนุษย์ เน่ืองจากมีความ
เป็นพิษน้อย และสามารถแยกตัวทำละลายออกจากสารสกัด
ได้ง่าย  

ดังน้ันงานวิจัยน้ีมีวัตถุประสงค์เพื่อศึกษาปริมาณ
สารพฤกษเคมี ฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ และฤทธิ์ต้านการอักเสบ
ของสารสกัดเอทานอลของผักเสี้ยนผี ข้อมูลท่ีได้จากงานวิจัยน้ี
อาจมีประโยชน์ต่อการนำผักเสี้ยนผีไปใช้เป็นสมุนไพรในการ
รักษาโรคท่ีเกิดจากอนุมูลอิสระ และการอักเสบได้ 
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Figure 1 Cleome viscosa L. 
 
 

2. วัสดุ อุปกรณ์และวิธีการวิจัย 
2.1. การเตรียมสารสกัดผักเสี้ยนผี 
การศึกษาน้ีใช้ผักเสี้ยนผีท้ังต้นท่ีมีระยะเวลาในการ

ปลูก 3 เดือน โดยเก็บตัวอย่างจากพื้นที่จังหวัดสกลนคร       
ส่งระบุลักษณะทางพฤกษอนุกรมวิธาน เพื่อใช้ในการจัดทำ
ตัวอย่างพรรณไม้แห้งสำหรับอ้างอิงในงานวิจัย ณ พิพิธภัณฑ์
สมุนไพร กรมการแพทย์แผนไทยและการแพทย์ทางเลือก 
กรุงเทพมหานคร ได้รับหมายเลข Voucher specimen คือ 
TTM No.0005458   

การเตรียมสารสกัดหยาบผักเสี้ยนผีทำโดยนำผักเสี้ยนผี
มาล้างทำความสะอาด ผึ่งให้แห้ง แล้วนำไปอบท่ีอุณหภูมิ 50 
องศาเซลเซียส เป็นเวลา 7 วัน เมื่อแห้งแล้วนำมาสับเป็นชิ้น
ขนาด 2 เซนติเมตร จากน้ันนำไปบดให้ละเอียดด้วยเครื่องบด
สมุนไพร นำผงสมุนไพรท่ีได้ไปร่อน ผ่านตะแกรงเบอร์ 60 
เพื่อให้ได้ผงผักเสี้ยนผีท่ีมีขนาดอนุภาคใกล้เคียงกัน นำผง
ผักเสี้ยนผีท่ีได้ไปหมักด้วยเอทานอลร้อยละ 70 ท้ิงไว้เป็นเวลา 
5 วัน กรองสารสกัดท่ีได้ด้วยกระดาษกรองเบอร์ 1 แล้วจึงไป
ระเหยตัวทำละลายออกโดยการระเหยสุญญากาศแบบหมุน 
ด้ วย เครื่ อ ง  Rotary evaporator (รุ่ น  Base Hei-VAP HL) 
และนำไปทำให้แห้งแบบแช่เยือกแข็ง (freeze drying) จะได้
สารสกัดหยาบผักเสี้ยนผี จากน้ันคำนวณหาร้อยละของผลผลิต
โดยน้ำหนัก (% yield) ตามสมการ [13] 

 

% yield = 
น้ำหนักสารสกัด (กรัม) 

× 100 
น้ำหนักสมุนไพร (กรัม) 

 

2.2. การตรวจสอบสารพฤกษเคมีเบื้องต้นของ
ผักเสี้ยนผี  

การทดลอ ง นี ้เป ็นก ารตรวจสอบสารทุต ิยภ ูม ิ  
(secondary metabolites) 7 กลุ่ม ของผักเสี้ยนผี ซ่ึงได้แก่ 
แอลคาลอยด์ (alkaloids) ฟลาโวนอยด์ (flavonoids)       
แอนทราควิโนน (anthraquinones) แทนนิน (tannins)   
คาร์ดิแอกไกลโคไซด์ (cardiac glycosides) ซาโปนิน (saponins) 
และคูมาริน (coumarins) โดยอาศัยปฏิกิริยาการเกิดสีหรือ
ตะกอน [14], [15] ดังน้ี 

 
2.2.1. สารกลุ่มแอลคาลอยด์ 
นำผงผักเสี้ยนผี 3 กรัม ใส่ในหลอดทดลอง เติม  

เอทานอล ปริมาตร 20 มิลลิลิตร นำไป sonicate ใน sonicator 
15  นาท ี ด ูดส ่วน เอทานอล  โดยก รองผ ่านสำลีใส ่ใน           
ถ้วยกระเบื้อง จนกระท่ังสารสกัดแห้ง เติม dilute H2SO4      
3 มิลลิลิตร ในถ้วยกระเบื้อง คนให้ละลาย (ใช้แท่งแก้วคน) 
จากน้ันกรองผ่านสำลีนำสารละลายใส่ในถาดหลุมกระเบื้อง 
(test plate) หยด Dragendorff’s reagent 3-4 หยด ลงใน
สารละลาย หากให้ผลบวกจะให้ตะกอนสีส้ม [15] 
 

2.2.2. สารกลุ่มฟลาโวนอยด์ 
นำผงผักเสี้ยนผี 3 กรัม ใส่ในหลอดทดลอง เติม  

เอทานอล ปริมาตร 20 มิลลิลิตร นำไป sonicate ใน sonicator 
15 นาที ดูดส่วนเอทานอล 1 มิลลิลิตร โดยกรองผ่านสำลี ใส่
ลงในถาดหลุมกระเบื้อง (Test plate) เติม magnesium ribbon 
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2-3 ชิ้น แล้วเติม concentrated HCl 2-3 หยด สังเกตสีท่ี
เกิดขึ้น ผลบวกของการทดสอบคือ สีส้ม ชมพู แดง ถึงม่วงแดง
ซ่ึงเกิดขึ้นภายใน 2-5 นาที [15] 
 

2.2.3. สารกลุ่มแอนทราควิโนน  
นำผงผักเสี้ยนผี 1 กรัม ใส่บีกเกอร์ขนาด 50 

มิลลิลิตร เติม 2N HCl 20 มิลลิลิตร วางให้ความร้อนบน 
water bath อุณหภูมิประมาณ 90-100 องศาเซลเซียส 15 
นาที วางท้ิงไว้ให้เย็น กรองด้วยสำลี ดูดสารสกัดใส่ในหลอด
ทดลอง จากน้ันเติม dichloromethane ปริมาตร 5 มิลลิลิตร 
ปิดฝา เขย่า โดยเปิดฝาเป็นระยะ ตั้งท้ิงไว้ให้แยกชั้น จากน้ัน
แยกสารสกัดในชั้น dichloromethane มาใส่ในหลอดทดลอง
หลอดใหม่ เติม NH4OH TS ปริมาตร 1 มิลลิลิตร เขย่า สังเกต
สีในชั้นด่าง [15] 
 

2.2.4. สารกลุ่มแทนนิน 
นำผงผักเสี้ยนผี 2 กรัม ต้มกับน้ำให้เดือด นาน 5 

นาที กรองเอาส่วนใส แบ่งใส่หลอดทดลอง 3 หลอด หลอดละ 
2 มิลลิลิตร นำตัวอย่างในแต่ละหลอดไปทดสอบและสังเกตผล
ท่ีเกิดขึ้น หลอดท่ี 1 เติม gelatin solution 2-3 หยด ตะกอน
ขุ่น (tannins) หลอดท่ี 2 เติม 1% ferric chloride 1-2 หยด 
สีน้ำเงินถึงน้ำเงินดำ (hydrolysable tannins) สี เขียวคล้ำ 
(condensed tannins) หลอดท่ี 3 เติม lime water 5 มิลลิลิตร 
ตะกอนสีออกน้ำเงินเทา (hydrolysable tannins) [15] 
 

2.2.5. สารกลุ่มคาร์ดิแอคไกลโคไซต์ 
แบ่งการทดสอบออกเป็น 3 ส่วนตามโครงสร้าง

พื้นฐานของสารคาร์ดิแอกไกลโคไซด์ โดยการทดสอบปฏิกิริยา
การเกิดสีน้ันต้องให้ผลการทดสอบท้ังสามส่วน ดังน้ี คือ ส่วน
สเตอรอยด์ (steroid nucleus) ส่วนวงแหวนแล็กโทนไม่อิ่มตัว 
(unsaturated lactone ring) และส่วนน้ำตาลดีออกซี (deoxy 
sugar) การทดสอบทำได้ดังนี้  

ชั่งผงผักเสี้ยนผี 2 กรัม สกัดด้วยเอทานอลร้อยละ 
95 ปริมาตรต่อปริมาตร 10 มิลลิลิตร เป็นเวลา 24 ชั่วโมง 
กรองแล้วนำไประเหยแยกตัวทำละลายออก จากนั้นนำสารสกัด
มาเติมน้ำกลั่น 5 มิลลิลิตร แล้วสกัดด้วย dichloromethane   
2-3 ครั้ง ครั้งละ 5 มิลลิลิตร ในกรวยแยก ทำการรวมสารสกัด
ชั้น dichloromethane เพื่อมาใช้ในการทดสอบโดยแบ่งใส่
หลอดทดลองจำนวน 3 หลอด โดยหลอดท่ี 1 นำไปตรวจสอบ 
steroid nucleus ด้วยวิธี Liebermann-Burchard test โดย

นำสารสกัดชั้น dichloromethane มาระเหยแยกตัวทำละลาย
ออก จากน้ันนำสารสกัดมาเติม acetic anhydride จำนวน   
1-2 หยด และ หยดกรดกำมะถันเข้มข้น (concentrated 
H2SO4 ) จำนวน 1-2 หยด ถ้าปรากฏสีเขียว น้ำเงิน ม่วง     
ถึงม่วงแดง แสดงว่าพบส่วน steroid nucleus หลอดท่ี 2    
ทดสอบส่วนวงแหวนแล็กโทนไม่อิ่มตัว โดยนำสารสกัดชั้น 
dichloromethane มาระเหยแยกตัวทำละลายออก จากน้ันนำ
สารสกัดมาเติม kedde’s reagents จำนวน 2-3 หยด และ
เติมสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด์เข้มข้น (concentrated 
sodium hydroxide) 1 โมลต่อลิตร จำนวน 4 หยด สังเกต
สารละลายจะให้สีม่วงแดงทันที แสดงว่ามีวงแหวนแล็กโทน   
ไม่อิ่มตัว และหลอดท่ี 3 ทดสอบส่วนน้ำตาลดีออกซีด้วยวิธี 
Keller-Kiliani test โดยการเติมสารละลาย FeCl3 reagent 
(0.079 FeCl3 ใน glacial acetic acid) ประมาณ 3 มิลลิลิตร 
เขย่าให้เข้ากัน และเติม กรดซัลฟิวริกเข้มข้น (concentrated 
sulfuric acid) ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ถ้าปรากฏวงแหวนสี
น้ำตาลเขียวตรงรอยต่อระหว่างสารสกัดกับกรดซัลฟิวริก 
แสดงว่าพบน้ำตาลดีออกซ ี[15] 
 

2.2.6. สารกลุ่มซาโปนิน 
การตรวจสอบสมบัติการเกิดฟองของซาโปนิน 

(foam test or froth test) ใช้ผงผักเสี้ยนผี 0.5 กรัม ใส่ลงใน
หลอดทดลองขนาด 20 มิลลิลิตร เติมน้ำกลั่น 5 มิลลิลิตร 
เขย่าหลอดอย่างแรง 3 นาที สังเกตลักษณะของฟองท่ีเกิดขึ้น 
จากน้ัน ตั้งท้ิงไว้ 10 นาที ถ้าปรากฏฟองถาวรเกิดขึ้นแสดงว่า 
พบซาโปนิน [15] 
 

2.2.7. สารกลุ่มคูมาริน 
นำผงผักเสี้ยนผี 1 กรัม ใส่ในหลอดทดลองจากนั้น

เติมน้ำกลั่น 2-3 หยด ปิดปากหลอดทดลองด้วยจุกคอร์ก 
(cork) ท่ีมีกระดาษกรองชุบสารละลายเจือจางของ sodium 
hydroxide แขวนอยู่โดยระวังอย่าให้กระดาษกรองติดข้าง
หลอด (เตรียมกระดาษกรองโดยนำไปหยดด้วยสารละลาย   
เจือจางของ sodium hydroxide 1 หยด ท้ิงให้แห้งแล้วจึง
นำมาใช้) จากน้ันนำหลอดทดลองไปแช่ใน water bath ท่ี
อุณหภูมิ 100 องศาเซลเซียส นาน 5 นาที แล้วนำกระดาษ
กรองมาส่องภายใต้แสง ultraviolet ท่ีความยาวคลื่น 360   
นาโนเมตร สังเกตการเรืองแสงท่ีเกิดขึ้นใน 2-3 นาที ถ้ามีสาร
กลุ่มคูมาริน จะสังเกตเห็นการเรื่องแสงสีต่าง ๆ ขึ้นกับชนิด
ของสารท่ีเป็นองค์ประกอบ เช่น คูมารินจะให้การเรืองแสง    
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สีเขียวอมเหลือง อนุพันธ์ของคูมารินบางชนิด เช่น aesculetin, 
umbelliferone และ scopoletin จะเรืองแสงสีฟ้า [15] 
 

2.3. การวิเคราะห์ปริมาณฟลาโวนอยด์รวม 
การวิเคราะห์ปริมาณฟลาโวนอยด์รวม  (Total 

flavonoid content) ท ำโดย ว ิธ ี aluminum chloride 
colorimetric assay ซ่ึงมีขั้ นตอนดังน้ี  เตรียมสารละลาย
มาตรฐานเควอซิทิน (quercetin) [16], [17] เข้มข้น 100 
ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร  (stock solution) เจือจางให้ ได้
สารละลายความเข้มข้น 10, 20, 30, 40 และ 45 ไมโครกรัม
ต่อมิลลิลิตร นำสารสกัดตัวอย่างหรือสารมาตรฐาน 100 
ไมโครลิตร เติม 2% AlCl3 100 ไมโครลิตร และเติมเอทานอล 
100 ไมโครลิตร ท้ิงไว้อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 10 นาที นำไปวัด
ค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคลื่น 415 นาโนเมตร ด้วยเครื่อง 
microplate reader ทำการทดลองซ้ำ  3 ครั้ง  นำค่าการ
ดูดกลืนแสงท่ีไปคำนวณหาปริมาณจากกราฟสารละลาย
มาตรฐานของเควอซิทิน รายงานผลในหน่วยมิลลิกรัมสมมูล
ของเควอซิทินต่อกรัมสารสกัด (mg quercetin equivalent 
(QE)/g extract) 
 

2.4. การวิเคราะห์ปริมาณฟีนอลิกรวม  
การวิเคราะห์ปริมาณฟีนอลิกรวม (Total phenolic 

content) ท ำ โดย วิ ธี  Folin Ciocalteu reagent method 
และใช้กรดแกลลิก (gallic acid) เป็นสารมาตรฐาน [18] โดย
เตรียมสารสกัดท่ีความเข้มข้นต่าง ๆ จากนั้นนำสารสกัดมา 20 
ไมโครลิตรใส่ลงใน 96-well plate แล้วเติมสารละลาย 10% 
Folin-Ciocalteu reagent 60 ไมโครลิตร ตั้ งท้ิงไว้ 3 นาที 
แล้วเติม 7.5% sodium carbonate 80 ไมโครลิตร แล้วตั้ง
ท้ิงไว้ในท่ีมืดเป็นเวลา 30 นาที จากน้ันนำไปวัดค่าดูดกลืนแสง
ท่ีความยาวคลื่น 765 นาโนเมตร โดยเครื่อง microplate 
reader ทำการทดลองซ้ำ 3 ครั้ง แล้วนำค่าการดูดกลืนแสง    
ท่ีได้มาทำการวิเคราะห์หาปริมาณฟีนอลิกรวมในสารสกัด   
โดยเทียบจากกราฟมาตรฐานกรดแกลลิก รายงานผลในหน่วย
มิลลิกรัมสมมูลของกรดแกลลิกต่อกรัมสารสกัด (Gallic acid 
equivalent (GAE)/g extract) 
 

2.5. การวิเคราะห์ฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ 
การศึกษาน้ีใช้วิธีการในการวิเคราะห์ฤทธิ์ต้านอนุมูล

อิสระของสารสกัดผักเสี้ยนผี 3 วิธี คือ DPPH assay, ABTS 
assay และ FRAP assay 

2.5.1. การวิเคราะห์ฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระด้วย
วิธี DPPH assay  

ใช้วิตามินซีหรือกรดแอสคอร์บิก (ascorbic acid) 
เป็นสารมาตรฐาน โดยเตรียมสารละลายของสารสกัดท่ี    
ความเข้มข้นต่าง ๆ จากน้ันนำมาทำปฏิกิริยา โดยใช้สารสกัด
ปริมาตร 100 ไมโครลิตร และเติมสารละลาย methanolic 
DPPH ความเข้มข้น 152 ไมโครโมลาร์ ปริมาตร 100 ไมโครลิตร 
จากน้ันเก็บไว้ในท่ีมืดเป็นเวลา 30 นาที แล้วนำไปวัดค่า
ดูดกลืนแสงท่ีความยาวคลื่น 517 นาโนเมตร ด้วยเครื่อง 
microplate reader ทำการทดลองซ้ำ 3 ครั้ง นำผลท่ีได้มา
หาความเข้มข้นของสารสกัดท่ีสามารถลดปริมาณอนุมูลอิสระ
ในหลอดทดลอง [14], [15] ดังสมการ ฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระถูก
แสดงเป็ น ค่ า half-maximum inhibitory concentration 
(IC50)  
 

% Inhibition = 
(Ac - Abc) - (As - Abs) × 100 

(Ac - Abc) 
 
เมื่อ  
Ac = ค่าการดูดกลืนแสงของ control 
Abc  = ค่าการดูดกลืนแสงของ blank control 
As  = ค่าการดูดกลืนแสงของ sample  
Abs  = ค่าการดูดกลืนแสงของ blank sample 
 

2.5.2. การวิเคราะห์ฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระด้วย
วิธี ABTS assy 

เตรียมสารละลาย  ABTS.+ (สารอนุมูลอิสระ) 
ความเข้มข้น 7 ไมโครโมลาร์ และสารละลาย potassium 
persulfate ความเข้มข้น 2.45 ไมโครโมลาร์ ผสมสารท้ังสอง 
ในอัตราส่วน 1:0.5 ตั้งท้ิงไว้ท่ีมืดเป็นเวลาประมาณ 12-16 
ชั่วโมง ก่อนนำไปใช้ หลังจากน้ันเจือจางสารละลาย ABTS.+ 
ด้วยเอทานอล ให้มีค่าการดูดกลืนแสงอยู่ในช่วง 0.70±0.02 ท่ี
ความยาวคลื่น 734 นาโนเมตร [19] 

เตรียมสารตัวอย่างท่ีความเข้มข้น 1 มิลลิกรัมต่อ
มิลลิลิตร ในเอทานอล ผสมสารตัวอย่าง 100 ไมโครลิตรกับ
สารละลาย ABTS.+ 10 ไมโครลิตร เขย่าให้เข้ากัน ตั้งท้ิงไว้ 6 
นาที นำไปวัดค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคลื่น 734 นาโนเมตร 
ทำการทดลองซ้ำ 3 ครั้ง คำนวณฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ ABTS.+ 
โดยเปรียบเทียบค่าท่ีได้กับกราฟมาตรฐานของวิตามินซีหรือ
กรดแอสคอร์บิก (ascorbic acid) รายงานผลเป็นค่า vitamin C 
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equivalent antioxidant capacity (VEAC) value ในหน่วย
มิลลิกรัมสมมูลของกรดแอสคอร์บิกต่อกรัมสารสกัด (mg 
ascorbic acid equivalent/g extract) 

 
2.5.3. การวิเคราะห์ฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระด้วย

วิธี FRAP assay 
เตรียมสารละลาย FRAP reagent ด้วยการผสม

สารละลาย  acetate buffer (pH 3.6) 300 มิลลิโมลาร์ 
สารละลาย FeCl3 20 มิลลิโมลาร์  และสารละลาย TPTZ 10 
มิลลิโมลาร์ ท่ีละลายใน HCl 40 มิลลิโมลาร์ แล้วนำสารท่ีได้
ท้ัง 3 ชนิด มาผสมกันท่ีอัตราส่วน 10:1:1 ตามลำดับ 

เตรียมสารตัวอย่างที่ความเข้มข้น 100 ไมโครกรัม
ต่อมิลลิลิตรในเอทานอล นำสารละลายตัวอย่าง 20 ไมโครลิตร
มาผสมกับ FRAP reagent 180 ไมโครลิตร เขย่าให้เข้ากัน ตั้ง
ท้ิงไว้ 4 นาที นำไปวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 593 
นาโนเมตร คำนวณค่าการดูดกลืนแสงจากสมการ 

 
Absorbance = A - B - C 

เมื่อ  
A = ค่าการดูดกลืนแสงของ sample 
      (sample 20 uL + FRAP reagent 180 uL) 
B = ค่าการดูดกลืนแสงของ blank  
      (sample 20 uL + acetatte buffer (pH 3.6) 180 uL) 
C = ค่าการดูดกลืนแสงของ control  
      (ethanol 20 uL + FRAP reagent 180 uL) 
 

นำค่าท่ีคำนวณได้ไปเปรียบเทียบกับกราฟมาตรฐาน
ของเฟอร์รัสซัลเฟต (ferrous sulfate) รายงานผลเป็นค่า 
FRAP value ในหน่วยมิลลิโมลาร์สมมูลของเฟอร์รัสซัลเฟตต่อ
กรัมสารสกัด (mM FeSO4 equivalent/g extract) 

 
2.6. การเพาะเลี้ยงเซลล์ 
รหัสของเซลล์มาโครฟาจ (macrophage) Raw 264.7 

ท่ีนำมาทำการศึกษาในครั้งน้ีคือ ATCC TIB 71 เพาะเลี้ยง
เซลลม์าโครฟาจ Raw 264.7 ในอาหารเลี้ยงเซลล์ชนิด DMEM 
[20] เติม fetal bovine serum (FBS) เข้มข้น 10 เปอร์เซ็นต์ 
และ penicillin-streptomycin ท่ี ความเข้มข้น 1 เปอร์เซ็นต์ 
ทำการเพาะเลี้ยงเซลล์ในภาชนะเพาะเลี้ยงเซลล์ขนาด 25 
ตารางเซนติเมตร นำเซลล์บ่มในตู้เพาะเลี้ยงเซลล์ท่ีอุณหภูมิ 
37 องศาเซลเซียส ปริมาณคาร์บอนไดออกไซด์ 5 เปอร์เซ็นต์ 

และความชื้นระหว่าง 80-90 เปอร์เซ็นต์ ทำการ subculture 
ทุก ๆ 3 วัน ตรวจสอบการเจริญของเซลล์ภายใต้กล้องจุลทรรศน์
ชนิดภาพหัวกลบั (inverted microscope)  

 
2.7. การศึกษาความเป็นพิษของสารสกัดผักเสี้ยนผี  
การทดลองน้ีเป็นการศึกษาความเป็นพิษของสารสกัด

ผักเสี้ยนผีต่อเซลล์เพาะเลี้ยงมาโครฟาจ (Raw 264.7) ด้วยวิธี 
MTT assay ซ่ึงมีขั้นตอนดังน้ี นำเซลล์มาโครฟาจ Raw 264.7 
1x104 เซลล์ต่อมิลลิลิตร ปริมาตร 200 ไมโครลิตร ใส่ลงใน 
96-well plate บ่มเซลล์ในตู้บ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 
ท่ีมีคาร์บอนไดออกไซด์ 5 เปอร์เซ็นต์ นาน 24 ชั่วโมง จากน้ัน
ทดสอบเซลล์กับสารสกัดผักเสี้ยนผีท่ีความเข้มข้นตั้งแต่ 250, 
500 และ 1,000 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ในการทดลองน้ี 
กําหนดให้กลุ่มเซลล์ท่ีไม่ได้รับสารใด ๆ เป็นเซลล์ชุดควบคุมลบ 
(negative control) จากน้ันนำเซลล์ไปบ่มในตู้บ่มท่ีสภาวะ
เดิมนาน 24 ชั่วโมง เมื่อครบเวลาดูดสารทดสอบออกแล้วเติม
สารละลาย MTT ท่ีเจือจางด้วยอาหารเลี้ยงเซลล์ชนิด DMEM 
ความเข้มข้น 5 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ปริมาตร 100 ไมโครลิตร 
ลงในแต่ละหลุม นำเซลล์กลับไปบ่มต่อในสภาวะเดิมเป็น
เวลานาน 3 ชั่วโมง [21] จากน้ันนำไปอ่านค่าดูดกลืนแสงท่ี 
550 นาโนเมตร ด้ วย เครื่อ ง microplate reader ทำการ
ทดลองซ้ำ 3 ครั้ง คำนวณหาร้อยละการรอดชีวิตของเซลล์  
(% cell viability) ดังสมการ 
 

% cell viability = 
AT  × 100 
AC  

 
เมื่อ  
AT = ค่าการดูดกลืนแสงของเซลล์ท่ีได้รับสารทดสอบ  
AC  = ค่าการดูดกลืนแสงของเซลล์ท่ีไม่ได้รับสารทดสอบ 
 

สารท่ีทดสอบจะถือว่ามีความเป็นพิษต่อเซลล์เมื่อ   
ร้อยละการมีชีวิตรอดของเซลล์น้อยกว่าร้อยละ 80 เมื่อเทียบ
กับกลุ่มควบคุม   

 
2.8. การทดสอบการยับยั้งการผลิตสารชักนำการ

อักเสบ 
การทดลองน้ีเป็นการทดสอบฤทธิ์ต้านการอักเสบของ

สารสกัดผักเสี้ยนผี ซ่ึงทำโดยการศึกษาความสามารถของสารสกัด
ผักเสี้ยนผใีนการยับยั้งการผลิตสารชักนำการอักเสบ (inflammatory 
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chemical mediators) ได้แก่ prostaglandin E2 (PGE2), tumor 
necrosis factor alpha (TNF-alpha) และ  nitric oxide (NO) 
ของเซลล์มาโครฟาจ Raw 264.7 ท่ีถูกกระตุ้นการอักเสบ
ด้วยไลโพพอลิแซกคาร์ไรด ์(lipopolysaccharide, LPS) 

การทดลองน้ีมีขั้นตอนดังน้ี เลี้ยงเซลล์มาโครฟาจ 
Raw 264.7 [22] ความเข้มข้น 1x104 เซลล์ต่อมิลลิลิตร 
ปริมาตร 200 ไมโครลิตรใน 96-well plate นำเซลล์ไปบ่มใน
ตู้บ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ท่ีมีคาร์บอนไดออกไซด์    
5 เปอร์เซ็นต์ นาน 24 ชั่วโมง เมื่อครบเวลาดูดอาหารเก่าท้ิง 
เติม LPS ความเข้มข้น 10 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ปริมาตร 
200 ไมโครลิตรต่อหลุม จากน้ันนำเซลล์ไปบ่มในสภาวะเดิม
เป็นเวลา 24 ชั่วโมง เพื่อกระตุ้นให้เกิดการอักเสบ ดูดอาหาร
เก่าท้ิง เติมสารสกัดผักเสี้ยนผี ปริมาตร 200 ไมโครลิตรต่อ
หลุม นำเซลล์ไปบ่มในสภาวะเดิมเป็นเวลา 24 ชั่วโมง เมื่อครบ
เวลาดูดสารทดสอบออกเพื่อนำไปทดสอบหาปริมาณสารชักนำ
การอักเสบ โดยวัดปริมาณของ NO ท่ีเกิดขึ้นในอาหารเลี้ยงเซลล์
ในรูปของ nitrite โดยนำอาหารเลี้ยงเซลล์มาทำปฏิกิริยากับ 
Griess reagent จากน้ันนำไปวัดค่าการดูดกลืนแสงท่ีความ
ยาวคลื่น 540 นาโนเมตร โดยใช้เครื่อง microplate reader 
ส่วนการวัดปริมาณของ PGE2 ใช้ PGE2 assay kit ของบริษัท 
Cayman Lot No. 0699836 และก ารว ัดป ร ิม าณ ของ      
TNF-alpha ใช้วิธี sandwich enzyme-linked immunosorbent 
assay [22]  

 
2.9. การวิเคราะห์ข้อมูล 
ข้อมูลจากการทดลองท้ังหมดแสดงในรูปของค่าเฉลี่ย 

± ส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐาน (n=3) และวิเคราะห์ด้วยโปรแกรม 
SPSS Statistics version 26 ท่ีระดับความเชื่อมั่นร้อยละ 95 
โดยใช้สถิติการวิเคราะห์ความแปรปรวนทางเดียว (One way 
ANOVA) และทดสอบความแตกต่างระหว่างคู่ ด ้วยวิธี  
Duncan’s test  

 
3. ผลการวิจัย 

3.1. สารสกัดผักเสี้ยนผี 
จากการนำสมุนไพรผักเสี้ยนผีมาเตรียมเป็นสารสกัด

โดยสกัดด้วยตัวทำละลายเอทานอลร้อยละ 70 ท่ีอัตราส่วน 
1:10 เป็นเวลา 5 วัน พบว่า สารสกัดท่ีได้มีสีเขียว เมื่อนำไป  
ทำให้แห้งด้วยเครื่องทำแห้งเยือกแข็งแบบสุญญากาศ ผลการ
สกัด พบว่า สารสกัดเอทานอลร้อยละ 70 มีร้อยละของผลผลิต
เท่ากับ 5.13±0.20 ดังแสดงใน Table 1 

3.2. สารพฤกษเคมีเบ้ืองต้นของผักเสี้ยนผี 
การตรวจสอบสารพฤกษเคมีเบื้องต้น 7 ชนิด ได้แก่ 

แอลคาลอยด์ ฟลาโวนอยด์ แอนทราควิโนน แทนนิน        
คาร์ดิแอกไกลโคไซด์ ซาโปนิน และคูมารินของผักเสี้ยนผี ซ่ึงใช้
วิธีการท่ีง่าย ใช้ระยะเวลาท่ีสั้น และใช้เครื่องมือน้อย โดยใช้
ปฏิกิริยาทางเคมีแบบง่าย และตรวจสอบผลจากสีท่ีแตกต่างกัน 
หรือการตกตะกอน เพื่อบอกถึงกลุ่มสารสำคัญ การตรวจสอบ
สารพฤกษเคมีเบื้องต้น พบว่า ผักเสี้ยนผี มีสารพฤกษเคมี 5 
ชนิดคือ แอลคาลอยด์ ฟลาโวนอยด์ แทนนิน ซาโปนิน และ    
คูมาริน ดังแสดงใน Table 2 

 
3.3. ปริมาณฟลาโวนอยด์รวม และปริมาณฟีนอลิกรวม

ของสารสกัดผักเสี้ยนผี 
จากการวิเคราะห์ปริมาณฟลาโวนอยด์รวมของสารสกัด

ผักเสี้ยนผี โดยเปรียบเทียบกับกราฟมาตรฐานเควอซิทิน 
(quercetin) ท่ีมีสมการเส้นตรง คือ y=11.779x-0.0835 (R2=
0.9997) พบว่า สารสกัดผักเสี้ยนผีมีปริมาณฟลาโวนอยด์รวม
เท่ากับ 22.31±0.05 มิลลิกรัมสมมูลของเควอซิทินต่อกรัม
สารสกัด (Table 3) 

จากการวิเคราะห์ปริมาณฟีนอลิกรวมของสารสกัด
ผักเสี้ยนผี โดยเปรียบเทียบกับกราฟมาตรฐานกรดแกลลิก 
(gallic acid) ท่ีมีสมการเส้นตรง คือ y=5.9823x-0.0168 
(R2=0.9997) พบว่า สารสกัดผักเสี้ยนผีมีปริมาณฟีนอลิกรวม
เท่ากับ 48.11±0.17 มิลลิกรัมสมมูลของกรดแกลลิกต่อกรัม
สารสกัด (Table 3) 

 
3.4. ฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระของสารสกัดผักเสี้ยนผี 
จากการศึกษาฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระของสารสกัด

ผักเสี้ยนผีด้วยวิธี DPPH assay พบว่า สารสกัดผักเสี้ยนผี มีค่า 
IC50 เท่ากับ 106.93±3.58 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร และเมื่อ
เปรียบเทียบฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระของสารสกัดผักเสี้ยนผีกับ
สารมาตรฐานวิตามินซี พบว่า สารสกัดผักเสี้ยนผีแสดงฤทธิ์
ต้านอนุมูลอิสระได้น้อยกว่าสารมาตรฐานวิตามินซี (Table 4) 

จากการวิเคราะห์ฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระของสารสกัด
ผักเสี้ยนผีด้วยวิธี ABTS assay โดยเปรียบเทียบกับกราฟ
มาตรฐานกรดแอสคอร์บิก (ascorbic acid) ท่ีมีสมการเส้นตรง 
คือ y=1.1741x+15.177 (R2=0.999) พบว่า สารสกัดผักเสี้ยนผี
มีค่า vitamin C equivalent antioxidant capacity (VEAC) 
value เท่ากับ 32.62±0.07 มิลลิกรัมสมมูลกรดแอสคอร์บิก
ต่อกรัมสารสกัด (Table 4) 
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จากการวิเคราะห์ฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระของสารสกัด
ผักเสี้ยนผีด้วยวิธี FRAP assay โดยเปรียบเทียบกับกราฟ
มาตรฐานของเฟอร์รัสซัลเฟต (FeSO4) ท่ีมีสมการเส้นตรง คือ 

y=0.6164x–0.0629 (R2=0.9996) พบว่า สารสกัดผักเสี้ยนผี
มีค่า FRAP value เท่ากับ 750.97±3.38 มิลลิโมลาร์สมมูล
ของเฟอร์รัสซัลเฟตต่อกรัมสารสกัด (Table 4) 

 
Table 1 Percent yield of the Cleome viscosa L. extract 
Trial Plant powder 

weight (g) 
Extract weight  

(g) 
Percent yield 

(%) 
Average ± SD 

 
1 200 10.69 5.35 

5.13±0.201 2 200 9.89 4.95 
3 200 10.22 5.11 

 
Table 2 Qualitative phytochemicals screening of Cleome viscosa L. 
Phytochemicals Detection in C. viscosa 
Alkaloids + 
Flavonoids + 
Anthraquinones - 
Tannins + 
Cardiac glycosides - 
Saponins + 
Coumarins + 

+ = Present; - = Absent 
 

Table 3 Total flavonoid content (TFC) and total phenolic content (TPC) of C. viscosa extract 
Phytochemical 
content 

Standard Standard curve 
(Equation and R2) 

Concentration 

TFC  Quercetin 
y=11.779x-0.0835 

R2 = 0.9997 
22.31±0.05  

mg QE/g extract 

TPC Gallic acid 
y= 5.9823x-0.0168 

R2 = 0.9997 
48.11±0.17 

mg GAE/g extract 
 Concentrations are presented as mean ± SD (n = 3). 
 QE = quercetin equivalent; GAE = gallic acid equivalent 

 
Table 4 Antioxidant activity analyzed by DPPH, ABTS and FRAP assays of C. viscosa extract 

Samples IC50 of DPPH  
(µg/mL) 

VEAC Value  
(mg AAE/g extract) 

FRAP assay 
(mM FeSO4 equivalent/g extract) 

C. viscosa extract 106.93±3.58 32.62±0.07 750.97±3.378 

Ascorbic acid 2.41±0.11 - - 

Data are presented as mean ± SD (n = 3). 
VEAC = vitamin C equivalent antioxidant capacity; AAE = ascorbic acid equivalent 
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3.5. ความเป็นพิษของสารสกัดจากผักเสี้ยนผี 
ผลการทดสอบความเป็นพิษของสารสกัดจากผักเสี้ยนผี

ต่อเซลล์มาโครฟาจ Raw 264.7 พบว่าความเข้มข้น 250, 500 
และ 1000 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ไม่มีความเป็นพิษต่อเซลล์ 
โดยมีอัตราการรอดชีวิตมากกว่าร้อยละ 80 ดังแสดงใน Figure 2 
ดังน้ันจึงนำสารสกัดผักเสี้ยนผีในช่วงความเข้มข้นดังกล่าวไป
ทดสอบในขั้นตอนต่อไป  

 
3.6. การยับยั้งการผลิต PGE2 โดยสารสกัดผักเสี้ยนผี 
จากการทดสอบความสามารถของสารสกัดผักเสี้ยนผี

ในการยับยั้งการผลิต PGE2 ของเซลล์มาโครฟาจ Raw 264.7 
ท่ีถูกกระตุ้นการอักเสบด้วยสารละลาย LPS หลังได้รับสารสกัด
ผักเสี้ยนผี เป็นเวลา 24 ชั่วโมง พบว่าสารสกัดผักเสี้ยนผีท่ี
ระดับความเข้มข้น 250, 500 และ 1000 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร 

มีฤทธิ์ในการยับยั้งการผลิต PGE2 ได้อย่างมีนัยสำคัญทางสถิติ 
เมื่อเทียบกับชุดการทดลองท่ีไม่มีสารสกัดผักเสี้ยนผี (Figure 3) 
โดยชุดการทดลองท่ีมีสารสกัดผักเสี้ยนผีท่ีระดับความเข้มข้น 
250, 500 และ 1000 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร มีปริมาณ PGE2 
เท่ากับ 20.85±2.79, 12.63±2.96 และ 6.17±2.53 พิโกกรัมต่อ
มิลลิลิตร ตามลำดับ  

เมื่อนำปริมาณ PGE2 ของชุดการทดลองท่ีมีสารสกัด
ผักเสี้ยนผีท่ีระดับความเข้มข้น 250, 500 และ 1000 ไมโครกรัม
ต่อมิลลิลิตรมาเทียบกับปริมาณ PGE2 ของชุดควบคุมท่ีไม่มี
สารสกัดผักเสี้ยนผี แล้วคำนวณเป็นร้อยละการยับยั้งการผลิต 
PGE2 (% inhibition) พบว่าชุดการทดลองท่ีมีสารสกัดผักเสี้ยนผี
ท่ีระดับความเข้มข้น 250, 500 และ 1000 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร
มีร้อยละการยับยั้งการผลิต PGE2 เท่ากับร้อยละ 48.21±9.18, 
72.63±7.94 และ 79.93±15.17 ตามลำดับ (Table 5) 

 

 
 

Figure 2 Cytotoxicity of C. viscosa extract against Raw 264.7 macrophage assessed by MTT assay  
(M = Raw 264.7 macrophage; E250, E500 and E1000 = C. viscosa extract with concentrations of  

250, 500 and 1,000 µg/mL, respectively) 
Data are presented as mean ± SD (n = 3). 

 
 

Table 5 Inhibition of PGE2 production of Raw 264.7 macrophage by C. viscosa extract 
Treatment Concentration of  

C. viscosa extract 
(µg/mL) 

PGE2 production 
(pg/mL) 

Inhibition of  
PGE2 production  

(%) 
Macrophage (Negative control) - 3.66±3.17 - 
Macrophage + LPS (Positive control) - 40.51±2.45 - 
Macrophage + LPS + C. viscosa extract 250 20.85±2.79*** 48.21±9.18 

500 12.63±2.96*** 72.63±7.94 
1000 6.17±2.53*** 79.93±15.17 

Data are presented as mean ± SD (n = 3). 
*** p<0.001 compared to the mean of positive control 
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Figure 3 Inhibition of PGE2 production of Raw 264.7 macrophage by C. viscosa extract 
(M = Raw 264.7 macrophage; L = Lipopolysaccharide;  

E250, E500 and E1000 = C. viscosa extract with concentrations of 250, 500 and 1,000 µg/mL, respectively) 
Data are presented as mean ± SD (n = 3). 

*** p<0.001 compared to the mean of M+L 
 
 

3.7. การยับยั้งการผลิต TNF-alpha โดยสารสกัด
ผักเสี้ยนผี 

จากการทดสอบความสามารถของสารสกัดผักเสี้ยนผี
ในการยับยั้งการผลิต TNF-alpha ของเซลล์มาโครฟาจ Raw 
264.7 ท่ีถูกกระตุ้นการอักเสบด้วยสารละลาย LPS หลังได้รับ
สารสกัดผักเสี้ยนผี เป็นเวลา 24 ชั่วโมง พบว่าสารสกัดผักเสี้ยนผี
ท่ีระดับความเข้มข้น 250, 500 และ 1000 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร 
มีฤทธิ์ในการยับยั้งการผลิต TNF-alpha ได้อย่างมีนัยสำคัญ
ทางสถิติ เมื่อเทียบกับชุดการทดลองท่ีไม่มีสารสกัดผักเสี้ยนผี 
(Figure 4) โดยชุดการทดลองท่ีมีสารสกัดผักเสี้ยนผีท่ีระดับ
ความเข้มข้น 250, 500 และ 1000 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร มี
ปริมาณ TNF-alpha เท่ากับ 668.26±3.59, 597.58±11.12 
และ 477.49±15.31 พิโกกรัมต่อมิลลิลิตร ตามลำดับ  

เมื่อนำปริมาณ TNF-alpha ของชุดการทดลองท่ีมี
สารสกัดผักเสี้ยนผีท่ีระดับความเข้มข้น 250, 500 และ 1000 
ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตรมาเทียบกับปริมาณ TNF-alpha ของ
ชุดควบคุมท่ีไม่มีสารสกัดผักเสี้ยนผี แล้วคำนวณเป็นร้อยละ
การยับยั้งการผลิต TNF-alpha (% inhibition) พบว่าชุดการ
ทดลองท่ีมีสารสกัดผักเสี้ยนผีท่ีระดับความเข้มข้น 250 , 500 
และ 1000 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตรมีร้อยละการยับยั้งการผลิต 
TNF-alpha เท่ากับร้อยละ 4.24±1.23, 14.38±0.90 และ 
31.57±2.58 ตามลำดับ (Table 6) 

3.8. การยับยั้งการผลิต NO โดยสารสกัดผักเสี้ยนผี 
จากการทดสอบความสามารถของสารสกัดผักเสี้ยนผี

ในการยับยั้งการผลิต NO ของเซลล์มาโครฟาจ Raw 264.7 ท่ี
ถูกกระตุ้นการอักเสบด้วยสารละลาย LPS หลังได้รับสารสกัด
ผักเสี้ยนผี เป็นเวลา 24 ชั่วโมง พบว่าสารสกัดผักเสี้ยนผีท่ี
ระดับความเข้มข้น 250, 500 และ 1000 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร 
มีฤทธิ์ในการยับยั้งการผลิต NO ได้อย่างมีนัยสำคัญทางสถิติ 
เมื่อเทียบกับชุดการทดลองท่ีไม่มีสารสกัดผักเสี้ยนผี (Figure 5) 
โดยชุดการทดลองท่ีมีสารสกัดผักเสี้ยนผีท่ีระดับความเข้มข้น 
250, 500 และ 1000 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร มีปริมาณ NO 
เท่ากับ 13.95±0.31, 8.95±0.40และ 6.48±0.50 ไมโครโมลาร์ 
ตามลำดับ  

เมื่อนำปริมาณ NO ของชุดการทดลองท่ีมีสารสกัด
ผักเสี้ยนผีท่ีระดับความเข้มข้น 250, 500 และ 1000 ไมโครกรัม
ต่อมิลลิลิตรมาเทียบกับปริมาณ NO ของชุดควบคุมท่ีไม่มีสาร
สกัดผักเสี้ยนผี แล้วคำนวณเป็นร้อยละการยับยั้งการผลิต NO 
(% inhibition) พบว่าชุดการทดลองท่ีมีสารสกัดผักเสี้ยนผีท่ี
ระดับความเข้มข้น 250, 500 และ 1000 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร
มีร้อยละการยับยั้งการผลิต NO เท่ากับร้อยละ 29.08±3.67, 
47.83±1.85 และ 57.04±2.95 ตามลำดับ (Table 7) 
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Table 6 Inhibition of TNF-alpha production of Raw 264.7 macrophage by C. viscosa extract 
Treatment Concentration of  

C. viscosa extract 
(µg/mL) 

TNF-alpha 
production 

(pg/mL) 

Inhibition of  
TNF-alpha production 

(%) 
Macrophage (Negative control) - 573.59±15.79 - 
Macrophage + LPS (Positive control) - 698.00±5.94 - 
Macrophage + LPS + C. viscosa extract 250 668.26±3.59* 4.24±1.23 

500 597.58±11.12*** 14.38±0.90 
1000 477.49±15.31*** 31.57±2.58 

Data are presented as mean ± SD (n = 3). 
* p<0.05; *** p<0.001 compared to the mean of positive control 
 
 

Table 7 Inhibition of NO production of Raw 264.7 macrophage by C. viscosa extract 
Treatment Concentration of  

C. viscosa extract 
(µg/mL) 

NO 
production 

(µM) 

Inhibition of  
NO production  

(%) 
Macrophage (Negative control) - 1.55±0.10 - 
Macrophage + LPS (Positive control) - 21.78±1.44 - 
Macrophage + LPS + C. viscosa extract 250 13.95±0.31*** 29.08±3.67 

500 8.95±0.40*** 47.83±1.85 
1000 6.48±0.50*** 57.04±2.95 

Data are presented as mean ± SD (n = 3). 
*** p<0.001 compared to the mean of positive control 

 
 

 
 

Figure 4 Inhibition of TNF-alpha production of Raw 264.7 macrophage by C. viscosa extract 
(M = Raw 264.7 macrophage; L = Lipopolysaccharide;  

E250, E500 and E1000 = C. viscosa extract with concentrations of 250, 500 and 1,000 µg/mL, respectively) 
Data are presented as mean ± SD (n = 3). 

* p<0.05; *** p<0.001 compared to the mean of M+L 
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Figure 5 Inhibition of NO production of Raw 264.7 macrophage by C. viscosa extract 
(M = Raw 264.7 macrophage; L = Lipopolysaccharide;  

E250, E500 and E1000 = C. viscosa extract with concentrations of 250, 500 and 1,000 µg/mL, respectively) 
Data are presented as mean ± SD (n = 3). 

*** p<0.001 compared to the mean of M+L 
 
4. อภิปรายผลการวิจัย 

การศึกษาน้ีใช้เอทานอลร้อยละ 70 เป็นตัวทำละลาย
ในการสกัดสารสกัดจากผักเสี้ยนผี เน่ืองจากตัวทำละลาย
ดังกล่าวมีความเหมาะสมกับการนำสารสกัดไปพัฒนาเป็น
ผลิตภัณฑ์สำหรับมนุษย์ มีความเป็นพิษน้อย และสามารถ
แยกตัวทำละลายออกจากสารสกัดได้ง่าย ด้วยเหตุท่ีเอทานอล
ร้อยละ 70 เป็นตัวทำละลายท่ีมีขั้วปานกลาง ดังน้ันสารส่วนใหญ่
ท่ีสกัดได้จึงเป็นสารกลุ่มท่ีมีขั้ว ละลายน้ำและแอลกอฮอล์ได้ดี  

การศึกษาน้ีใช้วิธีในการวิเคราะห์ฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ
ของสารสกัดผักเสี้ยนผี 3 วิธี คือ DPPH assay, ABTS assay 
และ FRAP assay เน่ืองจากเป็นวิธีท่ีทำได้ง่าย สะดวก รวดเร็ว 
และนิยมใช้กันท่ัวไปในการวิเคราะห์ฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระของ
สารสกัดสมุนไพร การทดสอบฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระด้วยวิธี 
DPPH assay เป็นการทดสอบความสามารถของสารสกัด    
ในการให้ไฮโดรเจนอะตอมแก่อนุมูลอิสระ ซ่ึงมีความจำเพาะ
ต่อสารต้านอนุมูลอิสระในกลุ่มท่ีละลายได้ดีในสารละลายขั้ว    
ปานกลาง เช่น ตัวทำละลายในกลุ่มแอลกอฮอล์ ดังน้ันสารท่ี
ออกฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระด้วยวิธี DPPH assay จึงมักเป็นสาร
ต้านอนุมูลอิสระท่ีเน้นการให้ไฮโดรเจนอะตอมแก่อนุมูลอิสระ 
เช่น สาร Kaempferol ซ่ึงเป็นสารกลุ่มฟลาโวนอยด์ มีฤทธิ์
ต้านอนุมูลอิสระ [23] ส่วนการทดสอบฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ
ด้วยวิธี FRAP assay เป็นการทดสอบความสามารถของสาร
ต้านอนุมูลอิสระในการรีดิวซ์ (reduce) อนุมูลอิสระสังเคราะห์ 
(ferric-tripyridyltriazine; Fe3+-TPTZ) เพื่อเป็นตัวแทนของ

อนุมูลอิสระท่ีเกิดขึ้นเองตามธรรมชาติ ซ่ึงเป็นสาเหตุสำคัญใน
การทำลายสารชีวโมเลกุลภายในเซลล์ [24] การทดสอบฤทธิ์
ต้านอนุมูลอิสระด้วยวิธี ABTS assay เป็นวิธีท่ีใช้ทดสอบฤทธิ์
ในการยับยั้งการเกิดกระบวนการออกซิเดชั่น (oxidation) ใน
ร่างกาย เป็นการทดสอบฤทธิ์ในการกำจัดอนุมูลอิสระเปอร์ออกซี 
(peroxy) ยับยั้งการเกิดลิปิดเปอร์ออกซิเดชั่น (lipid oxidation) 
ซ่ึงเป็นภาวะท่ีบ่งบอกว่าร่างกายถูกออกซิไดซ์โดยอนุมูลอิสระ 
[25] การทดสอบฤทธ์ิต้านอนุมูลอิสระด้วยวิธี ABTS assay มัก
ใช้กับสารต้านอนุมูลอิสระท่ีสามารถละลายน้ำ และตัวทำละลาย
อินทรีย์ เช่น เอทานอล ได้ดี [23]  

จากการตรวจสอบสารพฤกษเคมีเบื้องต้นของผักเสี้ยนผี
พบว่าผักเสี้ยนผีมีแอลคาลอยด์ ฟลาโวนอยด์ แทนนิน ซาโปนิน 
และคูมาริน ผลท่ีได้น้ีเสริมข้อมูลจากงานวิจัยท่ีผ่านมาท่ีพบว่า
ท้ังต้นของผักเสี้ยนผีมีสารกลุ่ม flavone ได้แก่ naringenin 
glycoside เป็นองค์ประกอบ [26] ส่วนใบ พบสารกลุ่ม flavonol 
glycosides [27] นอกจากนี้การศึกษาในครั้งน้ียังพบว่าสารสกัด
ผักเสี้ยนผีมีสารประกอบฟีนอลิก และสารประกอลฟลาโวนอยด์ 
ทำให้สารสกัดผักเสี้ยนผีแสดงความสามารถในการต้านอนุมูล
อิสระได้ดี ซ่ึงอาจเป็นไปได้ว่าสารออกฤทธ์ิต้านอนุมูลอิสระของ
สารสกัดจากผักเสี้ยนผีจะเป็นสารประกอบฟีนอลิก และสาร
ประกอลฟลาโวนอยด์ เนื่องจากสารทั้ง 2 กลุ่ม สามารถละลาย
ในตัวทำละลายอินทรีย์ท่ีมีขั้วต่ำกว่าน้ำ เช่น เอทานอล ได้ดี 
สารประกอบฟีนอลิกเป็นสารต้านอนุมูลอิสระจากธรรมชาติ
จำพวกที่มีฟีนอล (phenol) เป็นโครงสร้างหลัก โดยฟีนอลเป็น
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สารท่ีมี aromatic ring ท่ีแทนท่ีด้วย hydroxy group ซ่ึงมี
ความสามารถในการให้อิเล็กตรอนแก่อนุมูลอิสระได้ ทำให้มี
ฤทธ์ิในการต้านอนุมูลอิสระได้ ส่วนสารประกอลฟลาโวนอยด์มี
ฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ โดยการให้ไฮโดรเจน และเปลี่ยนเป็น 
phenoxyl radical ซ่ึง phenoxyl radical สามารถทำปฏิกิริยา
กับอนุมูลอิสระได ้[23]  

การศึกษาแสดงให้เห็นว่าสารสกัดผักเสี้ยนผีมีฤทธ์ิต้าน
การอักเสบ โดยมีประสิทธิภาพในการยับยั้งการสร้าง NO ซ่ึง 
NO จัดเป็นอนุมูลอิสระชนิดหน่ึงท่ีมีคุณสมบัติเป็นสารชักนำ
การอักเสบ NO สังเคราะห์ขึ้นจาก larginine และโมเลกุลของ
ออกซิเจนโดยการเร่งปฏิกิริยาของเอนไซม์  nitric oxide 
synthase (NOS) โดย NO ท่ีสร้างขึ้นจากกระบวนการดังกล่าว 
มีความสัมพันธ์กับการเกิดพยาธิสภาพของการอักเสบ  [28] 
ดังน้ันอาจเป็นไปได้ว่าสารที่ออกฤทธิ์ในการยับยั้งการสร้าง NO 
อาจเป็นสารประกอบฟีนอลิก และสารประกอลฟลาโวนอยด์ท่ีมี
คุณสมบัติในการต้านอนุมูลอิสระ นอกจากน้ียังพบว่าสารสกัด
ผักเสี้ยนผีมีประสิทธิภาพในการยับยั้งการผลิต PGE2 และ 
TNF-alpha ซ่ึงสารท้ังสองชนิดน้ีก็เป็นสารชักนำการอักเสบ 
การท่ีสารสกัดผักเสี้ยนผีสามารถยับยั้งการผลิต PGE2 และ 
TNF-alpha ได้ จึงชี้ให้เห็นว่าสารสกัดดังกล่าวน่าท่ีจะมีฤทธิ์
ต้านการอักเสบได้  

 
5. บทสรุป 

การศึกษาน้ีชี้ ให้ เห็นว่าผักเสี้ยนผีมีสารพฤกษเคมี    
หลากหลายชนิด ได้แก่ แอลคาลอยด์ ฟลาโวนอยด์ แทนนิน         
ซาโปนิน และคูมาริน นอกจากน้ีสารสกัดของผักเสี้ยนผียังมี
สารประกอบฟีนอลิก สารประกอบฟลาโวนอยด์ ฤทธิ์ต้าน
อนุมูลอิสระ และฤทธิ์ต้านการอักเสบ โดยมีประสิทธิภาพใน
การยับยั้งการผลิต NO, PGE2 และ TNF-alpha ซ่ึงเป็นสารท่ี
สามารถชักนำให้เกิดการอักเสบได้  อย่างไรก็ตามการจะนำ  
สารสกัดผักเสี้ยนผีไปใช้ประโยชน์จำเป็นต้องมีการศึกษา
เพิ่มเติมในเชิงลึกต่อไป เพื่อเป็นข้อมูลในการยืนยันถึงฤทธิ์ต้าน
การอักเสบของผักเสี้ยนผี และเพื่อเป็นข้อมูลในการพัฒนา
ผักเสี้ยนผีเป็นสมุนไพรในการรักษาโรคท่ีเกิดจากอนุมูลอิสระ 
และการอักเสบต่อไป เช่น การศึกษากลไกการยับยั้งการ
อักเสบอื่น ๆ ในระดับโมเลกุล เช่น ความสามารถของผักเสี้ยนผี
ในการยับยั้งการแสดงออกของยีน iNOS และ COX-2 ซ่ึงเป็น
ยีนท่ีเกี่ยวข้องกับการอักเสบ และความสามารถของผักเสี้ยนผี
ในการยับยั้งการทํางานของ NF-κB ซ่ึงเป็น transcription 
factor ท่ีเกี่ยวข้องกับกลไกการอักเสบ 

6. กิตติกรรมประกาศ  
ขอขอบคุณสาขาแพทย์แผนไทย มหาวิทยาลัยราชภัฏ

บ้านสมเด็จเจ้าพระยา และสาขาแพทย์แผนไทย มหาวิทยาลัย
เทคโนโลยีราชมงคลอีสาน วิทยาเขตสกลนคร ท่ีเอื้อเฟื้อสถานท่ี
ในการทำงานวิจัย 
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