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บทคัดย่อ 

การศึกษานี ้มีว ัตถุประสงค์เพื ่อศึกษาปัจจัยที ่มีผลต่อฤทธิ ์ทางชีวภาพของสารสกัดจากใบ
สัก (Tectona grandis) ระหว่างใบสดและใบร่วง ชนิดของแม่ไม้จำนวน 5 แม่ไม้ ได้แก่ เชียงใหม่ แพร่ ลำปาง 
สุโขทัย และขอนแก่น และสถานที่เพาะปลูกที่แตกต่างกันจำนวน 2 แหล่ง คือ สถานีวนวัฒนวิจัยทองผาภูมิ
และสถานีวนวัฒนวิจัยพิษณุโลก รวมทั้งการนำเทคนิค sequence related amplified polymorphism 
(SRAP) มาศึกษาความหลากหลายทางพันธุกรรมของสักจำนวน 28 ตัวอย่าง พบว่า ชนิดแม่ไม้และสถานท่ี
เพาะปลูกเป็นปัจจัยที่มีผลต่อฤทธิ์การยับยั้งแบคทีเรีย โดยแม่ไม้แพร่จากสถานีวนวัฒนวิจัยทองผาภูมิมี
ความสามารถในการยับยั้งเช้ือแบคทีเรียท่ีนำมาทดสอบดีท่ีสุด สำหรับฤทธิ์การยับยั้งเอนไซม์ไทโรซิเนสพบว่า 
ชนิดของแม่ไม้เท่านั้นที่มีผลต่อการยับยั้งเอนไซม์ไทโรซิเนส โดยสารสกัดจากใบสดและใบร่วงของแม่ไม้
เชียงใหม่ จากทั้ง 2 สถานที่เพาะปลูกมีฤทธิ์การยับยั้งเอนไซม์ไทโรซิเนสดีที่สุด มีค่าการยับยั้งอยู่ระหว่าง   
ร้อยละ 68.97-73.65 สำหรับฤทธิ์ต้านการอักเสบพบว่า ทั้งแม่ไม้และสถานที่ไม่มีผลต่อฤทธิ์ต้านการอักเสบ 
อย่างไรก็ตามใบร่วงสามารถยับยั้งไนตริกออกไซด์ได้ดีกว่าใบสด ได้นำสารสกัดจากแม่ไม้แพร่ใบสดและใบร่วง
จากท้ังสถานีวนวัฒนวิจัยทองผาภูมิและสถานีวนวัฒนวิจัยพิษณุโลก (PTF, PTD, PPF และ PPD) มาสกัดสาร
ด้วยวิธี liquid–liquid extraction ด้วยตัวทำละลาย 5 ชนิด ได้แก่ เฮกเซน ไดคลอโรมีเทน เอทิลอะซิเตท    
บิวทานอล และน้ำ พบว่า สารสกัดแม่ไม้แพร่ใบสดและใบร่วงจากสถานีวนวัฒนวิจัยทองผาภูมิที่สกัดด้วย        
ตัวทำละลายเฮกเซนและไดคลอโรมีเทนสามารถยับยั้งเชื้อแบคทีเรียที่นำมาทดสอบได้ดีที่สุด เมื่อนำมาแยก
สารด้วยเทคนิค column chromatography พบว่า สารสกัดส่วนย่อยท่ี 3 และ 4 ของตัวทำละลายท้ัง 2 ชนิด
มีความสามารถยับยั้งแบคทีเรียได้ดี ซึ่งสารสกัดส่วนย่อยนี้มีศักยภาพในการนำไปพัฒนาเป็นสารที่ใช้ในการ
ยับยั้งแบคทีเรีย สำหรับการศึกษาความหลากหลายทางพันธุกรรมนำเทคนิค SRAP มาใช้ในการประเมินความ
หลากหลายและความสัมพันธ์ทางพันธุกรรมของสักจำนวน 28 ตัวอย่าง โดยพบค่าสัมประสิทธิ์ความเหมือน
อยู่ระหว่าง 0.59-0.96 แสดงให้เห็นว่าสักมีความหลากหลายทางพันธุกรรมค่อนข้างต่ำ  
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Abstract 
The purpose of the study was to evaluate factors that influence to biological activity in 

the crude extract of the teak (Tectona grandis) leaves. The present study was examined the 

effect of fresh and fallen leaves, five plus trees: Chiang Mai (C), Phrae (P), Sukhothai (S), Lampang 

(L) and KhonKaen (K) as well as the different location that planted at two locations in 

Thongphaphum and Phitsanulok silviculture research station. Including, sequence related 

amplified polymorphism (SRAP) markers were used to evaluate genetic diversity among 28 

samples of teak. The resulted of this study plus trees and the different location of teak are the 

major factors influencing antibacterial activity. The methanol extract of the Phrae plus tree leaves 

were collected from Thongphaphum silviculture research station exhibited a potential 

antibacterial activity against the tested microorganisms. For anti-tyrosinase activity, plus tree was 

only affected on anti-tyrosinase activity. The Chiang Mai plus tree extract that collected from 

Thongphaphum and Phitsanulok silviculture research station were exhibited the highest anti-

tyrosinase activity with percentage inhibition values 68.97-73.65 %. For anti-inflammatory, both 

of the plus trees and the planted location of teak were not correlated with the anti-inflammatory 

activity. However, the fallen leaf extracts had a potential to nitric oxide inhibition than fresh leaf. 

The extracts of fresh and fallen leaf of Phrae plus tree from both from Thongphaphum and 

Phitsanulok silviculture research station (PTF, PTD, PPF and PPD) were taken and extracted with 

hexane, dichloromethane, ethyl acetate, butanol and aqueous by liquid–liquid extraction. The 

extractability of hexane and dichloromethane obtained from the fresh and fallen leaf of 

Thongphaphum silviculture research station were exhibited the best inhibition against all tested. 

Fractions obtained from those extracts by column chromatography, the third and fourth fractions 
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had strong antibacterial activity. So, these fractions have the potential to be developed as new 

antibacterial agents. For genetic diversity, the SRAP technique was used to evaluate the genetic 

diversity and relationship among the 28 samples of teak. The ranges of the genetic similarity 

coefficient were 0.59-0.96 which the results of this study showed low genetic variation.  

 

Keywords : Teak leaf extract, anti-tyrosinase, anti-inflammatory, Genetic diversity 
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4.13 แถบดีเอ็นเอของสักท่ีได้จากการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอด้วยเทคนิค SRAP จำนวน 6 ตัวอย่าง 

เปรียบเทียบกับดีเอ็นเอมาตรฐานขนาด 100 คู่เบส โดย (ก) คู่ไพรเมอร์ ME1/EM3 และ 
(ข) คู่ไพรเมอร์ ME2/EM4………………………………………………………………………………………… 
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รูปที่ หน้า 
4.14 แถบดีเอ็นเอของสักที่ได้จากการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอด้วยเทคนิค  SRAP จำนวน 6 

ตัวอย่าง เปรียบเทียบกับดีเอ็นเอมาตรฐานขนาด 100 คู ่เบส โดย (ก) คู ่ไพรเมอร์ 
ME2/EM5 และ (ข) คู่ไพรเมอร์ ME3/EM2………………………………………………………………. 
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4.15 แถบดีเอ็นเอของสักที่ได้จากการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอด้วยเทคนิค  SRAP จำนวน 6 

ตัวอย่าง เปรียบเทียบกับดีเอ็นเอมาตรฐานขนาด 100 คู ่เบส โดย (ก) คู ่ไพรเมอร์ 
ME5/EM1 และ (ข) คู่ไพรเมอร์ ME5/EM5……………………………………………………..……….. 
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คำย่อ/สัญลักษณ์ 

1D-NMR One-dimensional nuclear magnetic resonance spectroscopy 
2D-NMR  Two-dimensional nuclear magnetic resonance spectroscopy 
ABTS  2,2’-azinobis-(3-ethyl-benzothiazoline-6-sulfonic acid) 
AFLP  Amplified Fragment Length Polymorphism 
BHI agar Brain heart infusion agar  
BHI Broth Brain heart infusion broth  
BHT Butylated hydroxytoluene 
CTAB Cetyltrimethylammonium bromide 
dATP Deoxyadenosine triphosphate  
dCTP Deoxycytidine triphosphate  
dGTP Deoxy guanosine triphosphate  
dNTP Deoxynucleotide triphosphate  
dTTP Deoxythymidine triphosphate 
DMSO Dimethyl sulfoxide  
DPPH 2,2-diphenyl-1-picryl-hydrazyl-hydrate 
eNOS endothelial NOS 
EDTA Ethylenediaminetetraacetic acid  
FBS Fetal bovine serum  
FRAP Ferric reducing antioxidant power 
GC-MS Gas chromatograph-mass spectrometer  
HPLC High performance liquid chromatography  
IC50 50% inhibitory concentration 
iNOS Inducible NOS 
ISSR Inter Simple Sequence Repeat 
L-DOPA L-3,4-dihydroxyphenylalanine 
LPS Lipopolysaccharide  
MAE Microwave Assisted Extraction 
MHA Mueller hinton agar 
MHB Mueller hinton broth 
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คำย่อ/สัญลักษณ์ (ต่อ) 

 

 

 

 

 

 

 

NaCl 0.85% Sodium chloride solution 0.85% 
nNOS neuronal NOS  
NO Nitric oxide 
NA  Nutrient agar  
NB Nutrient broth 
ORFs Open reading frames  
PAL Phenylalanine ammonia lyase 
PCR Polymerase chain reaction 
PBS Phosphate buffer saline  
RAPD Random amplified polymorphic DNA 
RPMI 1640 Roswell park memorial institute 1640 medium 
RP-HPLC Reverse phase high performance liquid chromatography  
SNP Sodium nitroprusside 
SRAP Sequence-related amplified polymorphism 
SSR Simple sequence repeat 
TBE buffer Tris-borate-EDTA 
TFPGA Tools for population genetic analyses 
TLC Thin layer chromatography 
UPGMA Unweighted pair-group method with arithmetic mean  
µS/cm Micro siemens per centimeter 
mg CE milligrams of catechin equivalents 
mg GAE milligrams of gallic acid equivalents 
  



บทที่ 1 

บทนำ 

1.1  ความเป็นมาและความสำคัญของงานวิจัย 
  พืชและสมุนไพรถูกนำมาใช้ประโยชน์ต้ังแต่สมัยโบราณจนถึงปัจจุบัน เป็นการนำองค์ความรู้จาก

ภูมิปัญญาชาวบ้านที่มีการสืบทอดกันมา เพื่อนำมาใช้ประโยชน์ในการรักษาโรคและส่งเสริมสุขภาพ 
และในปัจจุบันยังมีบทบาทสำคัญท่ีนำมาใช้ประโยชน์ด้านความงาม ผิวพรรณ และเส้นผม แม้ว่าจะมี
การใช้สารเคมีและยาปฏิชีวนะ แต่ปัจจุบันมีการนิยมใช้ผลิตภัณฑ์จากพืชและสมุนไพรเพิ่มมากขึ้น 
เนื่องจากมีความปลอดภัยสูงกว่าการใช้สารเคมี  โดยนำสารที่สกัดได้จากพืชและสมุนไพรมาแปรรูป
เป็นผลิตภัณฑ์ได้หลากหลายรูปแบบ เช่น ยารักษาโรค ผลิตภัณฑ์เสริมอาหาร และเครื่องสำอาง      
เป็นต้น มีรายงานการศึกษาวิจัยเพื่อนำพืชและสมุนไพรมาใช้อย่างกว้างขวาง ทั้งการสกัดสารสำคัญ
เพื่อให้ได้สารท่ีบริสุทธิ์ การศึกษาคุณสมบัติทางด้านเคมีและฟิสิกส์ของสารสำคัญเพื่อให้ทราบว่าเป็น
สารชนิดใด นอกจากนี้ยังมีการตรวจสอบฤทธิ์ด้านเภสัชวิทยาเพื่อให้ได้ผลดีในการรักษา ศึกษาความ
เป็นพิษและผลข้างเคียง เมื่อพบว่าสารชนิดใดให้ผลในการรักษาท่ีดี ไม่มีพิษหรือมีพิษข้างเคียงท่ีน้อย 
จึงนำมาเป็นข้อมูลเบื้องต้น และเป็นแนวทางในการพัฒนาเป็นผลิตภัณฑ์ต่อไปในอนาคต (อัมพร, 
2541) 

สัก (Tectona grandis) เป็นไม้ที ่ขึ ้นในป่าผลัดใบเขตร้อน อยู่ในวงศ์ Verbenaceae มีถิ่น
กำเนิดในประเทศอินโดนีเซีย พม่า ลาว ไทย และทางตอนใต้ของประเทศอินเดีย (กรมป่าไม้, 2556) 
นอกจากส่วนของเนื้อไม้ท่ีสามารถนำมาใช้ประโยชน์ ทุกส่วนของสักยังมีสรรพคุณทางยา ไม่ว่าจะเป็น
เปลือกไม้ เนื ้อไม้ ดอก ผล และใบ มีการศึกษาฤทธิ์ทางชีวภาพของสารสกัดจากสักในการยับยั้ง
แบคทีเร ีย (Purushotham และ Sankar, 2013; Lanka และ Parimala, 2017) ฤทธิ์การยับยั้ง  
อนุมูลอิสระ (Mosad และคณะ, 2014) ฤทธิ์ต้านการอักเสบ แก้ปวด และลดการบวม (Nayeem และ 
Karvekar, 2009) และลดระดับน้ำตาลในเลือด (Varma และ Jaybhaye, 2010) นอกจากนี้ยังมีการ
รายงานสารสำคัญของสารสกัดจากใบสักท่ีสกัดด้วยเมทานอล พบสารกลุ่มฟีนอลิก ได้แก่ gallic acid 
และ ellagic acid และสารในกลุ่มฟลาวโวนอยด์ ได้แก ่rutin และ quercetin ซึ่งสารท้ัง 2 กลุ่มนี้พบ
ตามธรรมชาติในพืชหลายชนิด และมีฤทธิ์การยับยั้งแบคทีเรียและอนุมูลอิสระ (Nayeem และ 
Karvekar, 2010; 2011) ทั้งนี้สารสกัดจากพืชมีปัจจัยหลายด้านที่ส่งผลต่อฤทธิ์ทางชีวภาพไม่ว่าจะ
เป็นสถานท่ีเพาะปลูก สายพันธุ์ หรือฤดูกาล ตามที่มีรายงานพบว่า สารสกัดจากใบมะกอก (Olea 
europaea) ที่สกัดด้วยเอทิลอะซิเตทและเมทานอลท่ีเก็บในเดือนกุมภาพันธ์มีปริมาณสารฟีนอลิก 
และฤทธิ์การยับยั ้งอนุมูลอิสระสูงกว่าในเดือนตุลาคม (Brahmi และคณะ, 2015) นอกจากนี้       
สถานท่ีเพาะปลูกของพืชมีผลทำให้เกิดความต่างกันของฤทธิ์ทางชีวภาพ โดยมีรายงานเกี่ยวกับ                
สารสกัดใบมะรุม (Moringa oleifera) จากเมือง Mardaan, Balakot, Chakwal, Jamshoro และ 
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Nawabshah ในประเทศปากีสถานพบว่า สารสกัดของใบมะรุมจากเมือง Mardaan ที่เก็บในช่วง
เดือนมีนาคม มีฤทธิ์การยับยั้งอนุมูลอิสระและมีปริมาณสารฟีนอลิกสูงที่สุด (Iqbal และ Bhenger, 
2006) นอกจากนี้ยังมีการศึกษาฤทธิ์ทางชีวภาพระหว่างใบอ่อนของต้น Aronia ที่มีปริมาณสาร       
โพลีฟีนอล สารฟลาวโวนอยด์ และมีฤทธิ์การยับยั้งอนุมูลอิสระมากกว่าใบแก่ (Nhuan และ Hwang, 
2014)  

ส่วนใหญ่สักจะถูกนำเนื ้อไม้มาใช้ประโยชน์ ดังนั้นจึงมีการปรับปรุงพันธุ ์สัก เพื่อพัฒนา
คุณลักษณะต่าง ๆ ให้เหมาะแก่การนำมาใช้ประโยชน์ (กรมป่าไม้, 2556) ดังนั้นงานวิจัยนี้จึงสนใจ
ศึกษาความหลากหลายทางพันธุกรรมของสัก โดยท่ีผ่านมามีการศึกษาความหลากหลายทาง
พันธุกรรมของสักในประเทศไทยและในต่างประเทศด้วยเทคนิคทางโมเลกุลหลายชนิด ได้แก่ RAPD 
(random amplified polymorphic DNA), ISSR (inter simple sequence repeat) แ ละ  SRAP 
(sequence-related amplified polymorphism)  (สุจิตรา และ Alfred, 2544; กานตรัตน์, 2554; 
อังสุมา, 2555; Narayanan และคณะ, 2007; Murukan และ Murukan, 2015; Thakor และคณะ, 
2019) สำหรับในการวิจัยนี้จะศึกษาความหลายหลายทางพันธุกรรมด้วยเทคนิค SRAP (sequence-
related amplified polymorphism) ที่ถูกคิดค้นและพัฒนาโดย Li และ Quiros (2001) เนื่องจาก
เป็นเทคนิคที่สามารถศึกษาความหลากหลายทางพันธุกรรมได้ สามารถทำได้ง่ายและรวดเร็ว ไม่ต้อง
ทราบข้อมูลลำดับเบสของส่ิงมีชีวิตท่ีต้องการศึกษา และยังสามารถตรวจสอบดีเอ็นเอได้ครั้งละหลาย
ตำแหน่งพร้อมกันสามารถทำซ้ำได้ (สุรินทร์ 2545) จากข้อมูลข้างต้นจะเห็นว่าปริมาณ และคุณภาพ
ของผลิตภัณฑ์จากสารสกัดท่ีได้จะขึ้นอยู่กับแหล่งท่ีมาของพืชและสมุนไพร ฤดูกาล และสายพันธุ์ 
 ดังนั้นในการศึกษานี้จึงมีวัตถุประสงค์เพื่อศึกษาฤทธิ์ทางชีวภาพในการยับยั้งแบคทีเรียฤทธิ์การ
ยับย้ังเอนไซม์ไทโรซิเนส ฤทธิ์ต้านการอักเสบ และปริมาณสารสำคัญของสารสกัดของใบสักจากใบสด
และใบร่วง ชนิดของแม่ไม้ และสถานที่ในการเพาะปลูกของต้นสัก ศึกษาปัจจัยที่มีผลต่อฤทธิ ์ทาง
ชีวภาพของสารสกัดจากใบสักของใบสดและใบร่วง ชนิดของแม่ไม้สัก สถานท่ีในการเพาะปลูกต้นสัก 
และศึกษาความหลากหลายทางพันธุกรรมของสัก ข้อมูลที่ได้จากการวิจัยเพื่อใช้ในการพิจารณาหรือ
ใช้ในการเลือกพัฒนาเป็นผลิตภัณฑ์จากสารสกัดใบสักต่อไปในอนาคต 

1.2  วัตถุประสงคข์องงานวิจัย 
      1.2.1  เพื่อสนองพระราชดำริในโครงการอนุรักษ์พันธุกรรมพืชอันเนื่องมาจากพระราชดำริ

สมเด็จพระเทพรัตนราชสุดาฯ สยามบรมราชกุมารี  
1.2.2  ศึกษาฤทธิ์ทางชีวภาพจากสารสกัดใบสักในด้านฤทธิ์การยับย้ังแบคทีเรีย ฤทธิ์การยับย้ัง

เอนไซม์ไทโรซิเนส ฤทธิ์ต้านการอักเสบ และปริมาณสารสำคัญ   
        1.2.3  ศึกษาปัจจัยท่ีมีผลต่อฤทธิ์ทางชีวภาพของสารสกัดใบสักของใบสดและใบร่วง ชนิดของ

แม่ไม้สัก และสถานท่ีในการเพาะปลูกต้นสัก 
1.2.4  ศึกษาความหลากหลายทางพันธุกรรมของสักด้วยเทคนิค SRAP 
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1.2.5  พัฒนาผลิตภัณฑ์จากสารสกัดใบสัก  

1.3  ขอบเขตของงานวิจัย 
       1.3.1  การเก็บตัวอย่างใบสัก 
                 เก็บตัวอย่างใบสดโดยการตัดกิ่ง และเก็บใบที่มีสีเขียว สำหรับใบร่วงจะเก็บใบที ่มีสี
น้ำตาล และร่วงตามธรรมชาติ จำนวน 5 แม่ไม้ ได้แก่ เชียงใหม่ แพร่ ลำปาง สุโขทัย และขอนแก่น ท่ี
รวบรวมปลูกไว้ที่สถานีวนวัฒนวิจัยทองผาภูมิ และสถานีวนวัฒนวิจัยพิษณุโลก โดยต้นสักมีอายุ 10 ปี 

1.3.2  ศึกษาฤทธิ์ทางชีวภาพของสารสกัดใบสัก 
                 สกัดสารจากใบสดและใบร่วงของใบสัก จำนวน 5 แม่ไม้ ได้แก่ เชียงใหม่ แพร่ ลำปาง 
สุโขทัย และขอนแก่น ที่รวบรวมปลูกไว้ที ่สถานีวนวัฒนวิจัยทองผาภูมิ และสถานีวนวัฒนวิจัย
พิษณุโลก ด้วยวิธีการหมัก (maceration) โดยใช้เมทานอลเป็นตัวทำละลาย นำมาศึกษาฤทธิ ์ทาง
ชีวภาพ ดังนี ้ ฤทธิ ์การยับยั ้งแบคทีเร ียด้วยวิธ ี paper disc diffusion ฤทธิ ์การยับยั ้งเอนไซม์            
ไทโรซิเนสด้วยวิธี dopa-chrome ฤทธิ์การยับยั้งไนตริกออกไซด์ และฤทธิ์ต้านการอักเสบ คัดเลือก
สารสกัดท่ีมีฤทธิ์ดีท่ีสุดมาสกัดสารด้วยวิธี liquid-liquid extraction และนำมาแยกให้บริสุทธิ์ด้วยวิธี 
column chromatography นำมาศึกษาฤทธิ์ทางชีวภาพของสารสกัดอีกครั้ง จากนั้นเลือกตัวอย่าง
สารสกัดท่ีมีฤทธิ์ทางชีวภาพท่ีดีท่ีสุดมาพัฒนาเป็นผลิตภัณฑ์ 

1.3.3  ศึกษาปริมาณสารสำคัญ 
         ศึกษาปริมาณสารสำคัญของสารสกัดใบสักจากตัวทำละลายเมทานอลด้วยเทคนิค high 

performance liquid chromatography (HPLC) เปรียบเทียบกับสารมารตฐานคือ gallic acid, 
quercetin และ salicylic acid  

1.3.4  ตรวจสอบองค์ประกอบทางเคมี 
นำสารสกัดที ่ได้จากการแยกสารด้วยวิธ ี column chromatography ตรวจสอบ

องค์ประกอบทางเคมีด้วยเทคนิค gas chromatography-mass spectrometry (GC-MS) 

1.3.5  ศึกษาปริมาณแร่ธาตุในดิน 
วิเคราะห์แร่ธาตุในดินจากแปลงปลูกสักของแหล่งปลูกจากสถานีวนวัฒนวิจัยทองผาภูมิ 

และสถานีวนวัฒนวิจัยพิษณุโลก 

1.3.6  พัฒนาผลิตภัณฑ์จากสารสกัดใบสัก 
พัฒนาผลิตภัณฑ์จากสารสกัดใบสัก จากตัวอย่างของสารสกัดท่ีแสดงฤทธิ์ทางชีวภาพดี

ท่ีสุดมาพัฒนาเป็นผลิตภัณฑ์เซรั่มแต้มสิว 
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1.3.7  ศึกษาความหลากหลายทางพันธุกรรม 
         เก็บตัวอย่างใบสัก จากสถานีวนวัฒนวิจัยทองผาภูมิและสถานีวนวัฒนวิจัยพิษณุโลก 

เปรียบเทียบกับตัวอย่างใบสักท่ีทราบสายต้น คือ สยามินทร์และมเหสักข์ และตัวอย่างใบสักท่ีไม่ทราบ
สายต้นจากสถานที่ต่าง ๆ นำมาวิเคราะห์ความหลากหลายทางพันธุกรรมด้วยเทคนิค sequence 
related amplified polymorphism (SRAP) 

1.4  ประโยชน์ท่ีคาดว่าจะได้รับ 
1.4.1  ทราบถึงฤทธิ์ทางชีวภาพจากสารสกัดใบสักของใบสดและใบร่วงที่มีผลต่อการยับยั้ง

แบคทีเรีย ฤทธิ์ยับยั้งเอนไซม์ไทโรซิเนส ฤทธิ์ต้านการอักเสบ และปริมาณสารสำคัญ 
1.4.2  ได้ขอมูลพื้นฐานเพื่อใช้ในการพิจารณาและสามารถนำไปต่อยอดงานวิจัยเพื่อพัฒนาเป็น

ผลิตภัณฑ์จากสารสกัดใบสัก 
1.4.3  สามารถพัฒนาเป็นผลิตภัณฑ์จากสารสกัดใบสัก 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



บทที่ 2 

ทฤษฎีและงานวิจัยที่เกี่ยวข้อง 

2.1  สัก (Tectona grandis)  
  2.1.1  ถ่ินกำเนิดและการกระจายพันธุ์  

 สักมีชื่อภาษาอังกฤษว่า Teak และมีชื่อทางวิทยาศาสตร์ว่า Tectona grandis อยู่ใน
วงศ์ Verbenaceae มีถิ ่นกำเนิดอยู่ทางตอนใต้ของประเทศอินเดีย พม่า ไทย และบางส่วนของ
อินโดนีเซีย สำหรับในประเทศไทยต้นสักจะขึ้นอยู่ตามธรรมชาติ โดยเฉพาะทางตอนเหนือของประเทศ   
ซึ่งจะเรียกต้นพันธุ์ที่นำมาจากแหล่งธรรมชาติว่า “แม่ไม้” โดยมีทั้งในจังหวัดแม่ฮ่องสอน เชียงใหม่ 
ลำพูน เชียงราย ลำปาง แพร่ น่าน ตาก กำแพงเพชร อุตรดิตถ์ พิษณุโลก สุโขทัย เพชรบูรณ์ พิจิตร 
นครสวรรค์ อุทัยธานี และบางส่วนในแถบตะวันตกของจังหวัดกาญจนบุรี นอกจากนี้ยังพบในทาง 
ตอนใต้ เช่น จังหวัดชุมพร สุราษฎร์ธานี และปัตตานี 

2.1.2  ลักษณะทั่วไปของสัก  
ลักษณะลำต้นของต้นสักเป็นไม้ผลัดใบขนาดใหญ่ เมื่อโตเต็มที่จะมีความสูง 20 เมตร 

ขึ้นไป เปลือกมีลักษณะหนา 0.30-1.70 เซนติเมตร มีสีน้ำตาลปนเทา มีลักษณะเรียบ หรืออาจแตก
เป็นร่องตื้นไปตามทางยาวของลำต้น (รูปที่ 2.1ก) เปลือกนอกหนาประมาณ 1-2 เซนติเมตร เปลือก
ในมีสีน้ำตาลและเขียวอ่อน เนื้อไม้มีสีน้ำตาลทองเห็นเส้นวงปี ซึ่งลายของวงปีจะบอกอายุของตน้สัก 
โดยความโต 1 วง จะใช้ระยะเวลา 1 ปี ลักษณะของใบเป็นใบแบบเดี่ยวแตกออกตามกิ่งก้านเป็นคู่ 
ยาวประมาณ 25-30 เซนติเมตร และกว้างประมาณ 30-40 เซนติเมตร (รูปท่ี 2.1ข) เมื่อต้นสักมีอายุ
มากขึ้นขนาดของใบจะลดลง รูปใบรีมนหรือเป็นรูปไข่ ผิวใบสากเนื่องจากมีขนแข็งเล็กและละเอียด
ตลอดท้ังใบ หลังใบมีสีเขียวเข้ม ท้องใบจะมีสีเขียวอ่อน ใบอ่อนท่ีเพิ่งแตกจะมีสีน้ำตาลแดง มีขนอ่อน
นุ่ม ใบจะเริ่มเปล่ียนเป็นสีเหลืองน้ำตาลและแดง ในช่วงเดือนพฤศจิกายนถึงธันวาคม และในช่วงเดือน
มกราคมถึงมีนาคม ใบสักจะร่วงหมดทั้งต้นคล้ายต้นสักตายแห้ง เมื ่อเริ่มมีฝนในเดือนเมษายนถึง
พฤษภาคมก็จะแตกใบอ่อนใหม่ ใบอ่อนที่แตกจะเจริญเติบโตอย่างรวดเร็วและโตเต็มที่ในเดือน
กรกฎาคม ลักษณะของดอก หลังจากท่ีใบเจริญเติบโตเต็มท่ี ช่อดอกจะเริ่มแทงออกและดอกจะทยอย
บานในช่วงเดือนกันยายน ดอกมีสีขาวนวลแต้มม่วง ออกเป็นช่อใหญ่ ใช้เวลาประมาณ 3-4 สัปดาห์ 
จึงจะบานหมดช่อ แต่ละดอกจะมีขนาดประมาณ 6-8 มิลลิเมตร (รูปที่ 2.1ค) เมล็ดมีลักษณะเป็น   
รูปไข่ ขนาดยาวประมาณ 0.6 เซนติเมตร และกว้างประมาณ 0.4 เซนติเมตร แต่ละเมล็ดจะห่อหุ้ม
ด้วยเปลือกหุ้มเมล็ด (รูปที่ 2.1ง) และลักษณะของผลจะเจริญเต็มที่ในเดือนมกราคม ผลแก่จัดจะมสีี
น้ำตาลและร่วงหล่นตามธรรมชาติ ผลค่อนข้างกลม ขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 1-2 เซนติเมตร มีเมล็ด
ภายใน 1-4 เมล็ด เปลือกแข็งมีขนส้ัน (รูปท่ี 2.1จ) (สุทัศน,์ 2536) 
 



6 
 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 2.1 ส่วนประกอบต่าง ๆ ของต้นสัก (ก) ลำต้น (ข) ใบ (ค) ดอก (ง) ผล (จ) เมล็ด 

ท่ีมา กรมป่าไม้ (2556) 

2.1.3  ฤทธิ์ทางชีวภาพและสารออกฤทธิ์จากส่วนต่าง ๆ ของสัก 
จากงานวิจัยที่ผ่านมามีการรายงานเกี่ยวกับฤทธิ์ทางชีวภาพของของสารสกัดจากส่วน

ต่าง ๆ ของสักไว้หลายด้าน ได้แก่ ฤทธิ์การสมานแผล (Varma และ Giri, 2013) ฤทธิ์การยับยั้ง
แบคทีเร ีย (Didry และคณะ , 1994; Neamatallah และคณะ, 2005; Krishna และ Nair, 2011; 
Purushotham และคณะ, 2010) ฤทธิ์การยับยั้งไวรัส (Sangeetha และคณะ, 2017) ความเป็นพิษ
ต่อเซลล์ (Khan และ Mlungwana, 1999; Krishna และ Nair, 2010) ฤทธิ์การยับยั้งอนุมูลอิสระ 
(Jagetia และ Baliga, 1984; Krishna และ Nair, 2011; Rao และคณะ, 2011) ฤทธิ์การลดระดับ
น้ำตาลในเลือด (Ghaisas และคณะ, 2009; Pooja และคณะ, 2010) ฤทธิ์ต้านการอักเสบและระงับ
อาการปวด (Ramachandran และคณะ, 2011; Giri และ Varma, 2015) ฤทธิ์การยับยั้งเชื ้อรา 
(Sumthong และคณะ, 2006; Shalini และ Srivastava, 2009; Niamke และคณะ, 2012) ฤทธิ์การ
ต้านมาลาเรีย (Kopa และคณะ, 2014)  

นอกจากนี้ยังมีการศึกษาสารสำคัญจากส่วนต่าง ๆ ของสัก โดยมีการแยกสารสำคัญจาก
สารสกัดใบสักที่สกัดด้วยเมทานอลด้วยเทคนิค NMR (nuclear magnetic resonance) พบสารใน
กลุ่มฟีนอลิก ได้แก่ gallic acid และ ellagic acid และสารในกลุ่มฟลาวโวนอยด์ ได้แก่ rutin และ 
quercetin ซึ่งสารท้ังสองกลุ่มนี้มีฤทธิ์การยับยั้งแบคทีเรีย และฤทธิ์การยับยั้งอนุมูลอิสระ (Nayeem 
และ Karvekar, 2010; 2011) นอกจากนั้นยังมีการรายงานสารสำคัญชนิดใหม่ 2 ชนิด ท่ีแยกได้จาก
สารสกัดใบสักคือ Tectonoelin A และ Tectonoelin B (Rodney และคณะ, 2012) โดยมีรายงาน
เกี่ยวกับสารสำคัญจากส่วนต่าง ๆ ของต้นสัก ดังตารางท่ี 2.1  
 
 

ก 

ข ค 

ง จ 
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ตารางที่ 2.1  สารสำคัญและองค์ประกอบของสารเมแทบอไลต์จากส่วนต่าง ๆ ของสัก (Remesh 
และ Mahalakshim, 2014) 

ส่วนของพืช สารสำคัญ องค์ประกอบของสารเมแทบอไลต์ 
ใบ ฟีนอลและกรดฟีนอลิก TG1, 2, 3 and 4, gallic acid, ellagic acid, 

acetovanillone, E-isofuraldehyde, 3-
hydroxy-1-(4-hydroxy-3,5-
dimethoxyphenyl) propan-1- one, 
evofolin A, และ syringaresinol 

ใบ ฟลาวโวนอยด์ rutin และ quercetin 
ใบ แอนทราควิโนน anthraquinone 

ใบและเมล็ด 
เปลือกไม้ 

ไกลโคไซม์ apocarotenoids: Tectonoelin A และ B 
steroidal glycoside: beta-sitosterol-beta-
D-[4'-linolenyl-6'-(tridecan-4'''-one-1'''-
oxy)] glucuranopyranoside 

เนื้อไม ้
และใบ 

อัลคาลอยด์ quinones: 9,10-dimethoxy-2-methyl 
anthra-1,4- quinone. 1,4-anthraquinone, 
tectoquinone, lapachol, dehydro-a-
lapachone, tecomaquinone I, 
naphthoquinone, anthraquinone, 
naphthotectone และ anthratectone 

เนื้อไม ้ สเตอรอยด์ steroidal, squalene, polylsoprene,  
cr-tolylmethyl ether และ betulinic acid 

เปลือกไม้ กรดไขมัน 7'-hydroxy-n-octacosanoyl n-decanoate, 
20'-hydroxy eicosanyl linolenate และ 
18'-hydroxy n-hexacosanyl n-decanoate 

 
เนื่องจากสักเป็นไม้ที่ใช้ประโยชน์ด้านเนื้อไม้เป็นหลัก และใบเป็นส่วนที่ไม่ถูกนำมาใช้

ประโยชน์ ในงานวิจัยนี้จึงสนใจศึกษาฤทธิ์ทางชีวภาพของส่วนใบ ซึ่งมีการรายงานฤทธิ์ทางชีวภาพ
ของสารสกัดจากใบสักดังหัวข้อท่ี 2.2  
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2.2  ฤทธิ์ทางชีวภาพของสารสกัดจากใบสัก 
2.2.1  ฤทธิ์การยับยั้งจุลินทรีย์ 

ฤทธิ์การยับยั้งจุลินทรีย์ คือ ความสามารถในการยับยั้งการเจริญและความสามารถใน
การฆ่าเช้ือจุลินทรีย์ ซึ่งการทดสอบฤทธิ์การยับย้ังจุลินทรีย์ของพืชและสมุนไพร ปัจจุบันมีวิธีการศึกษา
หลายวิธี เช่น disc diffusion, broth dilution และ agar dilution โดยวิธีดังกล่าวเป็นวิธีมาตรฐาน
ท่ีใช้กันอย่างกว้างขวาง เป็นการประเมินผลจากบริเวณยับย้ังท่ีเกิดขึ้น ซึ่งในแต่ละวิธีมีข้อดีและข้อเสีย
ท่ีแตกต่างกัน (ประสาทพร และคณะ, 2551; Mounyr และคณะ, 2016) 

2.2.1.1  วิธี Dilution susceptibility test 
การทดสอบฤทธิ์การยับยั้งจุลินทรีย์ด้วยวิธี  dilution susceptibility test 

เป็นการทดสอบในเชิงปริมาณ เนื่องจากเป็นวิธีที่สามารถทราบค่าความเข้มข้นของสารสกัดที่ยับยั้ง
จุลินทรีย์ได้ โดยจะมีวิธ ีการทดสอบ broth และ agar dilution susceptibility test ซึ ่งจะต้อง     
เจือจางสารสกัดใน medium ให้ได้ความเข้มข้นต่าง ๆ จากนั้นจึงใส่เช้ือจุลินทรีย์ลงใน medium ท่ีมี
สารสกัด หลังจากการบ่มจะดูค่าความเข้มข้นที่ต่ำที่สุดของสารสกัดที่สามารถยับยั้งจุลินทรีย์ได้ ทั้งนี้
จะสังเกตความขุ่นหรือใสของ broth และมีหรือไม่มีการเจริญของจุลินทรีย์บน agar (ประสาทพร 
และคณะ, 2551)  

2.2.1.2  วิธี Agar diffusion test 
 การทดสอบวิธี agar diffusion test เป็นวิธีที ่นิยมใช้แพร่หลายมากที่สุด 

เนื่องจากสะดวก ประหยัด และใช้เวลาน้อยกว่าวิธีอื่น ๆ วิธีนี้เป็นการทดสอบในเชิงคุณภาพ หลักการ
ของวิธีนี้ คือ การใช้สารสกัดในแผ่นกระดาษกรอง (paper disc) ที่เตรียมไว้ เมื่อสารสกัดซึมไปใน
อาหารเลี้ยงเชื้อท่ีมีการกระจายเชื้อไว้ในปริมาณที่เหมาะสม และนำไปเพาะเลี้ยงให้เชื้อเจริญเติบโต 
อ่านผลโดยการวัดขนาดของเส้นผ่านศูนย์กลาง ( inhibition zone) ที่เป็นวงใสไม่มีเชื้อรอบ ๆ แผ่น 
disc วิธีนี้นิยมใช้ทดสอบกับสารสกัดเพียงความเข้มข้นเดียว หรืออาจใช้วิธีการเจาะหลุมอาหารเลี้ยง
เช้ือ หยดสารสกัดไปประมาณ 40 ไมโครลิตรต่อหลุม แล้ววัดขนาดของเส้นผ่านศูนย์กลาง (inhibition 
zone) และเทียบกับยาปฏิชีวนะที่ทราบปริมาณและความเข้มข้นที่แน่นอน (ประสาทพร และคณะ, 
2551) โดยการศึกษานี้จะใช้วิธี paper disc diffusion ในการทดสอบฤทธิ์การยับยั้งแบคทีเรียของ
สารสกัดจากใบสัก  

มีการรายงานฤทธิ์การยับย้ังแบคทีเรียของสารสกัดจากใบสักพบว่า สามารถยับยั้งได้ท้ัง

แบคทีเรียแกรมบวก และแกรมลบ โดยการศึกษาฤทธิ์การยับย้ังแบคทีเรียของสารสกัดจากใบสักความ

เข้มข้น 125 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ร่วมกับยาปฏิชีวนะ tetracyclines ที ่ความเข้มข้น 6.25 

ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ด้วยวิธี antibiotics-cup plate method ทดสอบกับแบคทีเรียแกรมบวก 2 

สายพันธุ์ ได้แก่ Pichia pastoris และ Streptococcus sp. และแบคทีเรียแกรมลบ 7 สายพันธุ์ 
ได้แก่ Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa, Proteus mirabilis, Escherichia 
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coli, Salmonella typhimurium, Serratia marcescens และ Citrobacter freundii โดยสามารถ

ยับยั้งเชื ้อ K. pneumoniae และ S. typhimurium ได้ดีที ่สุด มีบริเวณยับยั้งเท่ากัน คือ 36.00 

มิลลิเมตร เมื่อเปรียบเทียบกับยาปฏิชีวนะ tetracyclines เพียงอย่างเดียวมีบริเวณยับยั้งอยู่ในช่วง 

21.00-29.00 มิลลิเมตร และสารสกัดจากใบสักเพียงอย่างเดียวมีบริเวณยับย้ังอยู่ในช่วง 15.00-26.00 

มิลลิเมตร (Purushotham และคณะ, 2010) และยังมีการรายงานฤทธิ์การยับย้ังแบคทีเรียจากน้ำมัน

ท่ีสกัดจากใบสักด้วยวิธี agar well diffusion ท่ีความเข้มข้น 30 ไมโครกรัม พบว่า สามารถยับยั้งเช้ือ 

E. coli, Proteus sp., Bacillus subtilis, Staphylococcus aureus แ ล ะ Staphylococcus 

epidermidis โดยมีบริเวณยับยั ้งเท่ากับ 29.00, 25.50, 22.50, 21.00 และ 20.00 มิลลิเมตร 

ตามลำดับ แต่ไม่สามารถยับยั้งเช้ือ P. aeruginosa ได้ (Aboaba และคณะ, 2013) และมีการรายงาน

ฤทธิ์การยับยั้งแบคทีเรียของสารสกัดจากใบสักที่เก็บในช่วงเดือนกรกฎาคม -สิงหาคม ปี 2007 และ

นำมาสกัดด้วยตัวทำละลายท่ีแตกต่างกัน ด้วยวิธี disc diffusion โดยสารสกัดของใบสักท่ีทำการสกัด

ด้วยตัวทำละลาย 4 ชนิด คือ เฮกเซน คลอโรฟอร์ม เอทิลอะซิเตท และเมทานอล ท่ีความเข้มข้น 500 

ไมโครกรัมต่อดิสก์ ทดสอบกับเชื ้อ S. aureus, K. pneumoniae, Salmonella paratyphi  และ  

P. mirabilis พบว่า ฤทธิ ์การยับยั ้งแบคทีเร ียขึ ้นอยู ่ก ับตัวทำละลาย โดยสารสกัดที ่สกัดด้วย

คลอโรฟอร์มสามารถยับยั้งเชื ้อ S. aureus และ K. pneumoniae ได้ดีที ่สุด โดยมีบริเวณยับยั้ง

เท่ากับ 14.00 และ 8.00 มิลลิเมตร ตามลำดับ (Krishna และ Nair,  2011) นอกจากนี้ยังมีการ

รายงานฤทธิ์การยับยั้งแบคทีเรียและเชื้อราของสารสกัดจากใบสักที่สกัดด้วยตัวทำละลายชนิดอื่น ๆ 

ได้แก่ เอทานอล เมทานอล เอทิลอะซิเตท และน้ำ ด้วยวิธี disc diffusion นำมาทดสอบกับแบคทีเรีย 

3 สายพันธุ์ ได้แก่ P. aeruginosa, S. aureus และ Bacillus subtilis พบว่า สารสกัดที่สกัดด้วย     

เอทานอลสามารถยับยั้งแบคทีเรียได้ท้ัง 3 สายพันธุ์ได้ดีท่ีสุด โดยมีบริเวณยับย้ังเท่ากับ 18.00, 16.00 

และ 21.00 มิลลิเมตร ตามลำดับ และสามารถยับยั้งเชื ้อราที่นำมาทดสอบทั้ง 3 สายพันธุ์ ได้แก่ 

Aspergillus flavus, Aspergillus niger และ  Trichoderma viride โดยม ีบริ เวณย ับย ั ้ ง เท ่ากับ 

15.00, 17.00 และ 19.00 มิลลิเมตร ตามลำดับ (Lanka และ Parimala, 2017) และยังมีการรายงาน

ฤทธิ์การยับยั้งแบคทีเรียของสารสกัดจากใบสักจากสายต้น และสถานที่ที่แตกต่างกัน โดยฤทธิ์การ

ยับยั้งแบคทีเรียของสารสกัดจากใบสักสายต้นสยามินทร์ (SM) และมเหสักข์ (MS) ที่เก็บตัวอย่างมา

จากเขื่อนสิริกิต์ิ (D) อำเภอท่าปลา และค่ายพระศรีพนมมาศ (C) อำเภอลับแล จังหวัดอุตรดิตถ์ 

จำนวน 4  ตัวอย่าง ได้แก่ SM-D, SM-C, MS-D และ MS-C ด้วยวิธี disc diffusion ที่ความเข้มข้น

ของสารสกัด 500 ไมโครกรัมต่อดิสก์ นำมาทดสอบกับแบคทีเรียทั้งหมด 8 สายพันธุ์ คือ Bacillus 

cereus, B. subtilis, Micrococcus luteus, S. aureus และ S. epidermidis ซ ึ ่ ง เป ็นแบคที เรีย    

แกรมบวกและแบคที เร ียแกรมลบ คือ  E. coli, P. aeruginosa และ S. typhimurium พบว่า        
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สารสกัดของใบสัก SM-C สามารถยับยั ้งแบคทีเร ียแกรมบวกดีที ่ส ุด  และสามารถยับยั ้ง เ ช้ือ                     

S. epidermidis ได้ดีท่ีสุด โดยมีบริเวณยับย้ังเท่ากับ 22.46 มิลลิเมตร โดยมียาปฏิชีวนะ gentamicin 

เป็นตัวควบคุมเชิงบวก (สุพัตรา และคณะ, 2560) 

2.2.2  ฤทธิ์การยับยั้งเอนไซม์ไทโรซิเนส 
   เอนไซม์ไทโรซิเนสเป็นเอนไซม์ท่ีถูกสร้างขึ้นโดยเซลล์เมลาโนไซต์ (melanocyte) ท่ีอยู่

บริเวณชั้นล่างสุดของหนังกำพร้า เอนไซม์นี้มีบทบาทสำคัญในการควบคุมการสร้างเม็ดสีเมลานิน      
ทำหน้าที ่เร ่งการเปลี ่ยนกรดอะมิโนไทโรซีน (tyrosine) เป็นสารโดปา (dopa) ด้วยปฏิกิร ิยา             
ไฮดรอกซิเลชัน (hydroxylation) และเปลี่ยนโดปาเป็นโดปาควิโนน (dopaquinone) ด้วยปฏิกิริยา
ออกซิเดชัน จนเกิดเป็นเม็ดสีเมลานิน 2 ชนิด โดยชนิดสีดำ หรือ สีน้ำตาล เรียกว่า ยูเมลานิน 
(eumelanin) และชนิดสีเหลือง หรือ สีแดง เรียกว่า ฟีโอเมลานิน (phaeomelanin) (รูปที่ 2.2)   
การทำงานของเม็ดสีที่มากกว่าปกตินั้นเป็นผลมาจากปัจจัยจากการกระตุ้นในด้านต่าง ๆ ที่ทำให้เกิด
การเพิ่มของเม็ดสี จนปรากฏบนผิวในรูปของจุดสีน้ำตาล เช่น กรรมพันธุ์ เชื้อชาติ ระดับฮอร์โมน          
ในร่างกาย กระบวนการเผาผลาญ กระบวนการออกซิเดชัน และการอักเสบภายในเซลล์ผิว นอกจากนี้
ยังมีสาเหตุภายนอก เช่น แสงแดด รังสียูวี มลพิษ และความเครียด ซึ่งในปัจจุบันมีผลิตภัณฑ์ทำให้ผิว
ขาวที่มักใช้สารเคมีท่ีมีฤทธิ์ในการยับยั้งการสร้างเมลานิน เช่น สารประกอบของปรอท สารประกอบ
เมอคิวริกคลอไรด์ สารเคมีเหล่านี้มีฤทธิ์ในการยับยั้งเอนไซม์ไทโรซิเนส แต่ทำให้เกิดการอาการแพ้ 
และการระคายเคือง นอกจากนี้ยังทำให้เกิดการกลายพันธุ์ และเป็นพิษต่อเซลล์ ดังนั้นจึงมีการนำสาร
จากธรรมชาติมาใช้ ได้แก่ อาบูติน กลูต้าไทโอน ซึ่งพบมากในพืชและสมุนไพร โดยการยับยั้งการ
ทำงานของเอนไซม์ไทโรซิเนสเกิดจากการท่ีเอนไซม์จับกับสารท่ีเป็น active site คือส่วนท่ีเป็น Cu2+ 
ซึ่งจะขัดขวางการเข้าจับกันระหว่างสารต้ังต้นกับเอนไซม์ ทำให้เอนไซม์ไม่สามารถทำงานได้ สารท่ี
สามารถยับยั้งการทำงานของเอนไซม์ไทโรซิเนสได้จะเป็นสารประกอบประเภท aromatic acid, 
aromatic aldehyde, tropolone, kojic acid และ salicylic acid โดยโครงสร ้างที ่ม ีความเป็น 
hydrophobic จะสามารถยับยั้งการทำงานของเอนไซม์ไทโรซิเนสได้ดี (นริศา, 2551; พลอยขวัญ, 
2557)  

การทดสอบฤทธิ์การยับยั้งเอนไซม์ไทโรซิเนส แบ่งเป็น 2 วิธี ได้แก่ การทดสอบในหลอด
ทดลอง (In vitro) และการทดสอบในสัตว์ทดลอง (In vivo) สำหรับวิธีทดสอบ  In vitro เช่น วิธี 
mushroom tyrosinase inhibitory assay และ  cellular tyrosinase inhibitory assay สำหรับ
การทดสอบ In vivo เป็นการทดสอบด้วยวิธี depigmenting activity ในส่ิงมีชีวิต เช่น ในหนูทดลอง 
ปลาม้าลายและในผิวหนังคน เป็นต้น (ทักษอร, 2557) 
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รูปที่ 2.2 กระบวนการสร้างเม็ดสีเมลานิน 
ท่ีมา http://dogsandcountry.it/2017/05/04/own-a-dark-dog-read-this/ 

สำหรับในการศึกษานี้จะใช้วิธีการทดสอบฤทธิ์การยับย้ังการทำงานของเอนไซม์ไทโรซิเนสด้วย
วิธี dopa-chrome เป็นการทดสอบฤทธิ์การยับยั้งเอนไซม์ไทโรซิเนส โดยการเปลี่ยนโดปาไปเป็น         
โดปาควิโนน เนื่องจากเป็นวิธีท่ีง่าย รวดเร็ว และสามารถทดสอบได้หลายตัวอย่างพร้อมกัน ซึ่งท่ีผ่าน
มายังไม่มีการรายงานเกี่ยวกับฤทธิ์การยับย้ังเอนไซม์ไทโรซิเนสของสารสกัดจากใบสักและพืชใกล้เคียง
ท่ีอยู่ในวงศ์เดียวกัน แต่สำหรับในพืชอื่นมีการรายงานฤทธิ์การยับยั้งเอนไซม์ไทโรซิเนส เช่น สารสกัด
ส่วนย่อยจากใบกระดังงาจีน (Artabotrys hexapetalus) โดยนำสารสกัดส่วนย่อย A1, A2, A3, A4, 
A5, A6 และ A7 ที่ความเข้มข้น 1 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ทดสอบด้วยวิธี dopa-chrome พบว่า      
สารสกัดส่วนย่อย A5 และ A6 แสดงฤทธิ์การยับย้ังเอนไซม์ไทโรซิเนสได้สูงท่ีสุด มีค่าการยับยั้งเท่ากับ  
ร้อยละ 40.51±4.81 และ 43.61±7.49 ตามลำดับ โดยเทียบกับกรดโคจิก (kojic acid) ซึ่งมีค่าการ
ยับยั้งเอนไซม์ไทโรซิเนสเท่ากับร้อยละ 76.14±1.30 และเมื่อนำสารสกัดส่วนย่อย A5 และ A6 มา
แยกเพื่อหาสารประกอบและพิสูจน์เอกลักษณ์ของสารที่แยกได้ด้วยเทคนิค mass spectrometry, 
1D และ 2D NMR ได้สารประกอบท้ังหมด 3 ชนิด เมื่อนำมาทดสอบฤทธิ์การยับยั้งเอนไซม์ไทโรซิเนส 
พบว่า สารประกอบชนิดที่ 2 สามารถยับยั้งเอนไซม์ไทโรซิเนสได้ดีที ่สุด มีค่า IC50 เท่ากับ 23.15      
ไมโครโมลาร์ รองลงมาคือสารประกอบชนิดที่ 1 และ 3 โดยมีค่า IC50 เท่ากับ 38.52 และ 42.91     
ไมโครโมลาร์ ตามลำดับ (นุตติยา และ รวิวรรณ, 2555) นอกจากนี้ยังมีการรายงานฤทธิ์การยับยั้ง
เอนไซม์ไทโรซิเนสของสารสกัดเมทานอลจากใบลองกอง (Lansium domesticum Corr.) ด้วยวิธี 
dopa-chrome พบว่า สารสกัดใบลองกองแสดงฤทธิ์ยับยั้งเอนไซม์ไทโรซิเนสโดยมีค่า IC50 เท่ากับ 

http://dogsandcountry.it/2017/05/04/own-a-dark-dog-read-this/
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0.034 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร เมื่อเปรียบเทียบกับกรดโคจิก ซึ่งมีค่า IC50 เท่ากับ 0.020 มิลลิกรัมต่อ
มิลลิลิตร (Itsarasook, 2015) รวมทั้งการรายงานฤทธิ์การยับยั้งเอนไซม์ไทโรซิเนสของสารสกัดจาก
ใบราชพฤกษ์ท่ีสกัดด้วยตัวทำละลายท่ีแตกต่างกัน ดังนี้ เมทานอล เฮกเซน เอทิลอะซิเตท บิวทานอล 
และน้ำ โดยทำการทดสอบด้วยวิธี dopa-chrome พบว่า สารสกัดท่ีสกัดด้วยน้ำแสดงฤทธิ์การยับยั้ง
เอนไซม์ไทโรซิเนสได้ดีท่ีสุด โดยมีค่า IC50 เท่ากับ 153.031±0.027 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร รองลงมา
คือสารสกัดที ่สกัดด้วยเฮกเซน บิวทานอล เมทานอล และเอทิลอะซิเตท ซึ่ งมีค่า IC50 เท่ากับ 
190.375±0.026, 347.281±0.008, 392.764±0.008 และ 535.973±0.010 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร 
ตามลำดับ โดยมีกรดแอสคอร์บ ิกและกรดโคจิก เป็นตัวเปร ียบเทียบ ซ ึ ่งม ีค ่า IC50 เท่ากับ 
6.879±0.010 และ 2.094±0.010 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ตามลำดับ (Wijaya และคณะ, 2018) และ
ยังมีการศึกษาเปรียบเทียบฤทธิ ์การยับยั้งเอนไซม์ไทโรซิเนสจากดอกโสนสดและดอกโสนแห้ง 
(Sesbania javiaca Mig.) ที ่สกัดด้วยตัวทำละลาย 2 ชนิด คือ เอทานอลและปิโตเลียมอีเทอร์ 
ทดสอบด้วยวิธี dopa-chrome พบว่า สารสกัดจากดอกโสนสดและแห้งที่สกัดด้วยเอทานอลแสดง
ฤทธิ์ในการยับยั้งเอนไซม์ไทโรซิเนสร้อยละ 43.13 และ 28.54 ตามลำดับ ซึ่งมีฤทธิ์การยับยั้งเอนไซม์      
ไทโรซิเนสสูงกว่าสารสกัดที่สกัดด้วยปิโตเลียมอีเทอร์ โดยมีค่าการยับยั้งเอนไซม์ไทโรซิเนสเท่ากับ   
ร้อยละ19.68 และ 12.35 ตามลำดับ และดอกโสนสดที่สกัดด้วยตัวทำละลายทั้ง 2 ชนิด มีค่าการ
ยับย้ังเอนไซม์ไทโรซิเนสมากว่าสารสกัดจากดอกโสนแห้ง (ประนอม, 2557)  

จากการรายงานฤทธิ์ของสารสกัดจากพืชหลายชนิดท่ีมีฤทธิ์การยับยั้งเอนไซม์ไทโรซิเนส ซึ่ง
เป็นเอนไซม์ที่สังเคราะห์เม็ดสีเมลานิน ที่ทำให้เกิดจุดด่างดำขึ้นบนผิวหนัง จึงมีการศึกษาเพื่อนำพืช
นั้น ๆ มาเป็นวัตถุดิบหลักในการพัฒนาเครื่องสำอาง เช่น ผลิตภัณฑ์ทำให้ผิวขาว ลดฝ้า และจุดด่างดำ 
ในปัจจุบันมีผลิตภัณฑ์ที่นำออกวางจำหน่ายโดยใช้ชื ่อผลิตภัณฑ์ว่า “จุฬาเฮิร์บ เซรั่มทาฝ้าลำไย” 
เช่นเดียวกับสารสกัดจากว่านตาลเดี่ยว โดยพัฒนาเป็นครีมบำรุงผิวสูตรกลางวัน กลางคืน และการ
พัฒนาเป็นเซรั่มบำรุงผิว ท่ีมีคุณสมบัติในการยับยั้งเอนไซม์ไทโรซิเนส และการยับย้ังอนุมูลอิสระ ซึ่งใช้
ช่ือผลิตภัณฑ์ว่า “ลิโอบราส” 

2.2.3  ฤทธิ์ต้านการอักเสบ 
การอักเสบ (inflammation) เป็นกลไกการป้องกันสิ่งแปลกปลอมที่เกิดกับเซลล์หรือ

เนื้อเยื่อที่ได้รับบาดเจ็บ ทำให้เกิดการเปลี่ยนแปลงของเนื้อเยื่อบริเวณที่เกิดอาการบาดเจ็บ ส่งผลให้
เกิดอาการปวด บวม แดง และร้อน (พีรยุทธ, 2554; Libby, 2007) ในขณะที่เกิดการอักเสบเซลล์       
แมคโครฟาจซึ่งเป็นเซลล์เม็ดเลือดขาวชนิดหนึ่งจะหลั่งสารสื่อกลางในการอักเสบชนิดต่าง  ๆ เช่น     
ไนตร ิกออกไซด์ (nitric oxide) พรอสตาแกลนด ิน  E2 (prostaglandins E2 ) และไซโตไคน์  
(cytokine) เป็นต้น ดังรูปที่ 2.3 เพื่อกำจัดสิ่งแปลกปลอมเหล่านั้นออกจากร่างกาย และส่งเสริมให้
เกิดการซ่อมแซม หากมีการหลั่งสารสื่อกลางการอักเสบในปริมาณมากเกินไปจะทำให้มีการทำลาย
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เนื้อเยื ่อ และอาจเกิดการทำงานของเนื้อเยื ่อผิดปกติได้ (Vliet และคณะ, 2000; Jung และคณะ, 
2009) 

รูปที่ 2.3 กระบวนการอักเสบ 
(ท่ีมา ดัดแปลงจาก Ruslan, 2010) 

 
ไนตริกออกไซด์ (nitric oxide, NO) เป็นอนุมูลอิสระท่ีถูกผลิตจากกระบวนการเปล่ียน          

L-arginine เป็น L-citrulline ซึ่งไนตริกออกไซด์ (nitric oxide synthase : NOS) มีทั้งหมด 3 แบบ 
ได้แก่ neuronal NOS (nNOS), endothelial NOS (eNOS) และ inducible NOS (iNOS) ในสภาวะ
ปกติไนตริกออกไซด์ถูกผลิตจากการทำงานของเอนไซม์ nNOS และ eNOS ซึ่งจะมีปริมาณไม่มาก แต่
ระหว่างเก ิดการอักเสบจากการกระตุ ้นของสิ ่งแปลกปลอม เช่น แบคทีเร ีย รา และไวรัส                  
ไนตริกออกไซด์จะถูกผลิตออกมาในปริมาณมาก โดยการทำงานของเอนไซม์ iNOS ซึ่งอาจก่อให้เกิด
โรคต่าง ๆ เช่น สภาวะการอักเสบเรื้อรัง อัลไซเมอร์ พาร์กินสัน ภาวะหลอดเลือดแข็ง และโรคมะเร็ง 
นอกจากนี้ปริมาณไนตริกออกไซด์ท่ีมากขึ้นสามารถทำปฏิกิริยากับอนุมูลอิสระ superoxide anion 
เกิดเป็น peroxynitrite (ONOO-) ที่สามารถทำลายเซลล์เนื้อเยื่อบริเวณที่บาดเจ็บ เกิดการอักเสบ
เพิ่มมากขึ้นอย่างรุนแรงอาจทำลายสารพันธุกรรม (DNA) และโปรตีน (Sautebin, 2000; เพ็ญพรรณ, 
2555) 

สำหรับฤทธิ์ต้านการอักเสบมีวิธีการทดสอบ 2 วิธี ได้แก่ การทดสอบในหลอดทดลอง     
(In vitro) และการทดสอบในสัตว์ทดลอง (In vivo) โดยการทดสอบแบบ In vitro เป็นการทดสอบ
ปริมาณของสารส่ือกลางในการอักเสบชนิดต่าง ๆ เช่น การประเมินฤทธิ์การยับย้ังไนตริกออกไซด์ของ
สารสกัดด้วยวิธี nitric oxide scavenging assay (NOA) และการศึกษากับเซลล์แมคโครฟาจ RAW 
264.7 ท่ีถูกชักนำด้วย lipopolysaccharide (LPS) ซึ่งเป็นองค์ประกอบของผนังเซลล์แบคทีเรีย เพื่อ
ทำหน้าที ่เป็นตัวกระตุ้นให้มีการหลั ่งสารสื ่อกลางการอักเสบต่าง ๆ ดังนั ้นการยับยั ้งการผลิต                
ไนตริกออกไซด์และพรอสตาแกลนดิน E2 จึงใช้เป็นดัชนีท่ีแสดงถึงความสามารถในการลดการอักเสบ
ของสารทดสอบ ยังไม่พบรายงานฤทธิ์ต้านการอักเสบด้วยการยับยั้งไนตริกออกไซด์ของสารสกัดจาก
ใบสัก แต่มีรายงานจากสารสกัดส่วนอื่น และในพืชบางชนิด เช่น พืชและสมุนไพรต่าง ๆ โดยมีรายงาน
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ฤทธิ์การยับยั้งไนตริกออกไซด์ด้วยวิธี nitric oxide scavenging assay (NOA) ของสารสกัดจากราก
ต้นสักที ่สกัดด้วยเมทานอลพบว่า มีค่า IC50 เท่ากับ 507.89 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร โดยมีสาร
มาตรฐาน rutin เป็นตัวเปรียบเทียบมีค่า IC50 เท่ากับ 62.50 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร (Pooja และ
คณะ, 2010) สำหรับการศึกษาฤทธิ์ต้านการอักเสบโดยการยับยั้งไนตริกออกไซด์ของพืชสมุนไพรบาง
ชนิดในโครงการพัฒนาป่าชุมชนบ้านอ่างเอ็ด  จังหวัดจันทบุร ี 15 ชนิด ท่ีสกัดด้วยเอทานอล           
และน้ำ ทดสอบกับเซลล ์แมคโครฟาจ RAW 264.7 เหนี ่ยวนำให ้เก ิดการอักเสบด้วยสาร 
lipopolysaccharides (LPS) พบว่า สารสกัดที่ความเข้มข้น 50 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร สามารถ
ยับยั้งการผลิตไนตริกออกไซด์เกินร้อยละ 50 คือ รากดีงูต้น มีค่าการยับยั้งไนตริกออกไซด์ร้อยละ 
99.9±2.4 รองลงมา คือ ใบราชดัดและใบสาบแร้งสาบกา มีค่าการยับยั้งไนตริกออกไซด์ร้อยละ 
97.6±5.5 และ 85.3±2.4 ตามลำดับ ในขณะท่ี aminoguanidine เป็นสารท่ีสามารถยับยั ้งการ
ทำงานของไนตริกออกไซด์ ความเข้มข้น 50 ไมโครโมลาร์ สามารถยับยั้งการผลิตไนตริกออกไซด์ได้
ร้อยละ 64.7±9.3 (กล่าวขวัญ และคณะ, 2557) รวมทั้งมีการรายงานฤทธิ์ต้านการอักเสบของสาร
สกัดจากเมล็ดลำไยเถาที่สกัดด้วยเอทิลอะซิเตท เอทานอล และน้ำ ทดสอบกับเซลล์แมคโครฟาจ 
RAW 264.7 ที่เหนี่ยวนำให้เกิดการอักเสบด้วยสาร lipopolysaccharides (LPS) พบว่า สารสกัด
เมล็ดลำไยเถาที่สกัดด้วยน้ำสามารถยับยั้งการสร้างไนตริกออกไซด์ โดยมีค่าความเข้มข้นที่สามารถ
ยับยั้งไนตริกออกไซด์ได้ร้อยละ 50 (IC50) เท่ากับ 465.94±15.67 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร รองลงมา 
คือสารสกัดเมล็ดลำไยเถาจากตัวทำละลายเอทานอล ซึ่งมีค่า IC50 เท่ากับ 638.20±15.73 ไมโครกรัม
ต่อมิลลิลิตร และสารสกัดเมล็ดลำไยเถาจากเอทิลอะซิเตทมีค่า IC50 เท่ากับ 957.84±49.88 
ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร (วิริยา , 2560) สำหรับการศึกษาครั ้งนี ้จะเลือกวิธ ีทดสอบแบบ In vitro 
เนื ่องจากเป็นวิธีที ่ง ่ายและสะดวกกว่าการทดสอบด้วยวิธีการทดสอบในสัตว์ทดลอง ( In vivo) 
นอกจากนี้ยังมีการรายงานฤทธิ์ต้านการอักเสบด้วยวิธี carrageenan induced paw edema โดยดู
ความสามารถในการยับยั้งการบวมของอุ้งเท้าหนูแรทหลังจากฉีดสารท่ีทำให้เกิดการระคายเคือง เช่น 
ยีสต์ คาราจีแนน เข้าไปบริเวณใต้ฝ่าเท้า (ปฐวีณ์กร, 2554) อย่างไรก็ตามมีการรายงานฤทธิ์ต้านการ
อักเสบของสารสกัดจากเนื้อไม้สักท่ีสกัดด้วยน้ำความเข้มข้น 100, 200 และ 400 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม 
โดยการเหนี่ยวนำให้เกิดการอักเสบที่อุ้งเท้าหนูด้วยคาราจีแนน เมื่อผ่านไป 6 ชั่วโมงหลังจากการฉีด
คาราจีแนนพบว่า ที่ความเข้มข้น 200 และ 400 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม สามารถลดการบวมได้ร้อยละ 
48.57 และ 68.83 ตามลำดับ โดยใช้ไดโคลฟีแนค โซเดียม (diclofenac sodium) ความเข้มข้น 10 
มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม เป็นตัวควบคุมเชิงบวก สามารถลดการบวมได้ร้อยละ 76.36 (Bhangale และ
คณะ, 2010) เช่นเดียวกับการศึกษาฤทธิ์ต้านการอักเสบของสารสกัดจากใบสักที่สกัดด้วยเมทานอล
ความเข้มข้น 250 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม เมื ่อเวลาผ่านไป 2 ชั่วโมง วัดค่าการบวมโดยใช้เครื ่อง 
plethysmograph วัดปริมาตรของเท้าหนูที่ทดสอบ พบว่าเท้าหนูมีการบวมลดลงเมื่อเทียบกับชุด
ควบคุม (Nayeem และ Karvekar, 2012) 
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จากฤทธิ์ทางชีวภาพและสารออกฤทธิ์ของสารสกัดจากส่วนต่าง ๆ ของสักพบว่ามี
คุณสมบัติหลายด้านท่ีสามารถนำมาพัฒนา และใช้ประโยชน์อย่างมาก แต่การนำมาใช้ประโยชน์อาจ
ต้องใช้ในปริมาณมาก ซึ่งพืชอาจสังเคราะห์ได้ปริมาณน้อยและไม่เพียงพอต่อการนำไปใช้ประโยชน์ 
อีกท้ังยังมีข้อจำกัดอีกหลายปัจจัยท่ีมีผลต่อฤทธิ์ทางชีวภาพ เช่น ปัจจัยด้านฤดูกาล อายุของพืช หรือ
สิ่งแวดล้อมของพื้นที่ในการเพาะการปลูก เป็นต้น โดยมีการรายงานผลที่มีต่อปัจจัยดังกล่าวของสาร
สกัดจากใบสักและในพืชอื่น ดังนี้ มีการรายงานปริมาณสารฟีนอลิกและฤทธิ์การยับยั้งอนุมูลอิสระ
จากสารสกัดใบสักจากสถานท่ีท่ีแตกต่าง คือ เมือง Madiun, Blitar และ Cepu ในประเทศอินโดนีเซีย 
โดยสกัดสารด้วยวิธี microwave assisted extraction (MAE) พบว่า สารสกัดจากใบสักจากเมือง 
Blitar และ Cepu มีปริมาณสารฟีนอลิกที่เท่ากัน คือ 60.09 ไมโครกรัมกรดแกลลิคต่อมิลลิลิตร (µg 
GAE/ml) มากกว่าเมือง Madiun มีค่าเท่ากับ 59.75 ไมโครกรัมกรดแกลลิคต่อมิลลิล ิตร (µg 
GAE/ml) ซึ่งไม่แตกต่างกันในทางสถิติ และเมื่อทดสอบฤทธิ์การยับยั้งอนุมูลอิสระด้วยวิธี DPPH 
พบว่า สารสกัดใบสักจากเมือง Madiun สามารถยับยั้งอนุมูลอิสระได้สูงท่ีสุด รองลงมาคือ Cepu และ 
Blitar โดยมีค่าการยับยั้งอนุมูลอิสระเท่ากับ 58.61, 57.49 และ 57.35 ไมโครกรัมโทรล็อกซ์ต่อ
มิลลิลิตร (µg TE/ml) ตามลำดับ ซึ่งผู้วิจัยได้อธิบายเกี่ยวกับปัจจัยท่ีอาจส่งผลต่อปริมาณสารฟีนอลิก 
และฤทธิ์การยับยั้งอนุมูลอิสระว่าสารสำคัญ เช่น สารฟีนอลิก และสารที่สามารถยับยั้งอนุมูลอิสระท่ี
สำคัญในใบสักจะถูกผลิตเพิ่มมากขึ้นเมื่ออยู่ในสภาวะเครียด ซึ่งเมือง Cepu เป็นเมืองที่มีความอุดม
สมบูรณ์ของดินต่ำ มีฤดูแล้งที่ยาวนาน และมีปริมาณน้ำฝนต่อปีสูงกว่าเล็กน้อย เมื่อเทียบกับเมือง 
Madiun และ Blitar ซึ่งปัจจัยด้านสภาพแวดล้อมเหล่านี้อาจมีผลต่อปริมาณสารฟีนอลิก และฤทธิ์
ยับย้ังอนุมูลอิสระของสารสกัดจากใบสัก (Joni และคณะ, 2016) เช่นเดียวกับปัจจัยของฤดูกาล และ
สถานที่การเจริญเติบโตที่มีผลต่อปริมาณสารฟีนอลิกฤทธิ์การยับยั้งอนุมูลอิสระของสารสกัดจาก     
ใบมะร ุม (Moringa oleifera) โดยเก ็บตัวอย่างที ่ เจร ิญเติบโตจากเม ือง Mardaan, Balakot, 
Chakwal, Jamshoro และ Nawabshah ในประเทศปากีสถาน ในช่วงเดือนมีนาคม มิถุนายน 
กันยายน และธันวาคม พบว่า สารสกัดจากใบของต้นมะรุมที่เก็บในช่วงเดือนมีนาคมมีปริมาณสาร   
ฟีนอลิกสูงที่สุด รองลงมาคือเดือนธันวาคม กันยายน และมิถุนายน โดยมีค่าเท่ากับ 13.56±0.11, 
13.09±0.38, 12.68±0.36 และ 11.82±0.31 กรัมต่อหนึ่งร้อยกรัมของสารสกัด (g/100g) ตามลำดับ 
ซึ่งสอดคล้องกับฤทธิ์การยับยั้งอนุมูลอิสระพบว่า สารสกัดจากใบของต้นมะรุมที่สกัดด้วยเมทานอล
ความเข้มข้น 1 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร สามารถยับยั้งอนุมูลอิสระชนิดซุปเปอร์ออกไซด์ได้ โดยสารสกัด
ใบของต้นมะรุมจากเมือง Mardann มีค่าการยับยั้งอนุมูลอิสระมากกว่าร้อยละ 95 แต่สารสกัด      
ใบมะรุมที่เก็บในช่วงเดือนมิถุนายนและธันวาคม มีค่าการยับยั้งอนุมูลอิสระมากกว่าร้อยละ 96 ซึ่ง
สามารถยับยั้งอนุมูลอิสระได้มากกว่าสารสกัดใบมะรุมท่ีเก็บในช่วงเดือนมีนาคมและกันยายน โดยมีค่า
การยับยั้งอนุมูลอิสระประมาณร้อยละ 94-95 ซึ่งท้ังนี้ผู้วิจัยได้อธิบายถึงสภาพแวดล้อม เช่น ลักษณะ
ดินของสถานท่ีการเจริญเติบโต สภาพอากาศ และอุณหภูมิของช่วงเดือนท่ีเก็บตัวอย่างของใบมะรุมท่ี
อาจส่งผลต่อฤทธิ์การยับย้ังอนุมูลอิสระ และปริมาณของสารฟีนอลิก (Iqbal และ Bhenger, 2006)  
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อายุของใบของพืชนั้นมีผลต่อฤทธิ์ทางชีวภาพและปริมาณสารสำคัญ โดยมีการรายงานไว้
ดังนี้ มีการศึกษาสารสกัดของใบ Aronia melanocarpa ระหว่างใบอ่อนที่มีอายุใบ 2 เดือน และ   
ใบแก่ที่มีอายุใบ 4 เดือน มาสกัดด้วยน้ำร้อนอุณหภูมิ 100 องศาเซลเซียส และสกัดด้วยเอทานอล  
ร้อยละ 80 พบว่า สารสกัดจากใบอ่อนท่ีสกัดด้วยน้ำร้อนและเอทานอลร้อยละ 80 มีปริมาณของสาร
โพลีฟีนอลเท่ากับ 141.6±0.9 และ 250.8±2.4 มิลลิกรัมกรดแกลลิกต่อกรัมน้ำหนักแห้ง (mg GAE/g 
dry weight) ตามลำดับ ซึ่งมีปริมาณสูงกว่าใบแก่ท่ีมีค่าเท่ากับ 69.6±2.7 และ 139.3±2.1 มิลลิกรัม
กรดแกลลิกต่อกรัมน้ำหนักแห้ง (mg GAE/g dry weight) ตามลำดับ เช่นเดียวกับปริมาณของ         
ฟลาวโวนอยด์ของใบอ่อนมีค่าเท่ากับ 110.7±1.5 และ 163.7±1.0 มิลลิกรัมคาเทชินต่อกรัมน้ำหนัก
แห้ง (mg CE/g dry weight) ตามลำดับ ส่วนใบแก่มีค่าเท่ากับ 56.4±0.9 และ 103.6±1.8 มิลลิกรัม
คาเทชินต่อกรัมน้ำหนักแห้ง (mg CE/g dry weight) ตามลำดับ (Nhuan และ Hwang, 2014)     
และม ีการรายงานเก ี ่ยวก ับปร ิมาณสารสำค ัญของสารกลุ ่มฟ ีนอล ิกระหว ่างใบอ ่อนและ                    
ใบแก่ของสารสกัดเมทานอลจากใบสักด้วยเทคนิค reverse phase high performance liquid 
chromatography (RP-HPLC) จำนวน 10 ชนิด ได้แก่ sinapic acid, phloroglucinol, chlorogenic 
acid, catechol, ferulic acid, vanillic acid, cinnamic acid, gallic acid, coumaric acid แ ละ 
p-hydroxybenzoic acid พบว ่ า  สารสก ั ด ใบอ ่ อนและ ใบแก ่ม ี ปร ิ มาณสาร  sinapic acid, 
phloroglucinol cinnamic acid และ gallic acid สูงท่ีสุด และสารสกัดใบอ่อนมีปริมาณสาร เท่ากับ 
62.70, 64.78, 64.55 และ 60.68 มิลลิกรัมต่อกรัม ตามลำดับ ซึ่งมีปริมาณสูงกว่าสารสกัดใบแกที่่มี
ค่าเท่ากับ 38.60, 44.97, 42.19 และ 36.08 มิลลิกรัมต่อกรัม ตามลำดับ (Murukan และ Murukan, 
2018) 

2.3  ความหลากหลายทางพันธุกรรม 
       การศึกษาความหลากหลายทางพันธุกรรมสามารถทำได้หลายวิธี ตามที่สุรินทร์ (2545) แบ่ง
ออกได้ 3 ว ิธ ี ค ือระดับสัณฐานวิทยา (morphological marker) ระดับชีวเคมี (biochemical 
marker) และระดับโมเลกุล (molecular marker) โดยการใช้เครื ่องหมายโมเลกุลเพื ่อหาความ
แตกต่างในส่ิงมีชีวิตเป็นการศึกษาในระดับโมเลกุล (molecular marker) เป็นเครื่องหมายท่ีสร้างมา
จากช้ินส่วนดีเอ็นเอ ซึ่งเครื่องหมายชนิดนี้มีข้อได้เปรียบ คือสภาพแวดล้อม และระยะการเจริญเติบโต
ของพืชจะไม่มีผลต่อการแสดงออกของเครื่องหมายชนิดนี้ สำหรับการใช้เครื่องหมายในการตรวจสอบ
ระดับยีนหรือดีเอ็นเอนั้นมีประโยชน์ สามารถใช้เป็นเครื่องหมายในการคัดเลือก การจำแนกสายพันธุ์
พืชเพื่อตรวจสอบความบริสุทธิ์ของสายพันธุ์ และยังสามารถศึกษาความสัมพันธ์ทางพันธุกรรมระหว่าง
สายพันธุ์เพื่อทำแผนที่ทางพันธุกรรม (genetic mapping) การหาตำแหน่งยีน (gene tagging) โดย
เครื่องหมายโมเลกุลที่นิยมใช้ศึกษาหาความสัมพันธ์ทางพันธุกรรมมีหลายเทคนิคตามที่ สุรินทร์ 
(2545) ได้กล่าว ดังนี้ 

 



17 
 

 
 

2.3.1  RFLP (Restriction fragment length polymorphism) 
RFLP เป็นเทคนิคท่ีใช้เพื่อจำแนกความแตกต่างหรือความหลากหลายของขนาดดีเอ็นเอ

ที่เกิดจากการตัดด้วยเอนไซม์ตัดจำเพาะ (restriction enzyme) ข้อดี คือ เป็นเทคนิคที่มีการข่ม
ร่วมกัน (codominant marker) แต่มีข้อด้อย คือ ต้องใช้ดีเอ็นเอปริมาณมากและมีคุณภาพดี มีวิธีการ
ท่ียุ่งยาก ใช้เวลานาน และต้องเตรียมโพรบ (probe) ก่อน 

2.3.2  RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA)  
RAPD เป็นเทคนิคเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอแบบสุ่มโดยใช้ไพรเมอร์สายสั้น ๆ ความยาว

ประมาณ 10 นิวคลีโอไทด์ ข้อดี คือ สะดวก รวดเร็ว ไม่จำเป็นต้องใช้ข้อมูลจากลำดับเบส และใช้
ปริมาณดีเอ็นเอต้ังต้นน้อย แต่เครื่องหมายดีเอ็นเอจากเทคนิคนี้จะเป็นแบบสุ่มจับกับดีเอ็นเอเป้าหมาย 
เมื่อทำซ้ำแล้วได้ผลไม่เหมือนเดิม 

2.3.3  AFLP (Amplified Fragment Length Polymorphism)  
AFLP เป็นเทคนิคที่รวบรวมหลักการของ RFLP และ RAPD เข้าด้วยกัน โดยจะมีการ

ตัดด้วยเอนไซม์ตัดจําเพาะ 2 ชนิด ต่อเข้ากับ adapter ของเอนไซม์ทั้ง 2 ชนิด และเพิ่มปริมาณดว้ย
ไพรเมอร์ท่ีจําเพาะกับ adapter นั้น ๆ ข้อดี คือ สามารถตรวจสอบความแตกต่างได้สูง และเป็นได้ท้ัง 
codominant และ Dominant marker แต่มีข้อด้อย คือ ยุ่งยาก และซับซ้อน   

2.3.4  SSR (Simple Sequence Repeat)  
SSR คือ ลำดับเบสท่ีมีลักษณะเป็นชุดซ้ำกันส้ัน ๆ ประมาณ 1-6 คู่เบส มีการกระจาย

ตัวของเบสซ้ำอยู่ทั่วจีโนม โดยลำดับเบสนี้มักเป็นลำดับเบสเฉพาะ ดังนั้นเมื่อเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอจะ
เป็นการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอในตำแหน่งท่ีจำเพาะเพียงตำแหน่งเดียว ซึ่งจะพบความแตกต่างของแถบ
ดีเอ็นเอเนื่องจากการมีจุดซ้ำไม่เท่ากัน ข้อดีของเทคนิคนี้  คือ จะได้ codominant marker และมี
ความจําเพาะเจาะจงบนจีโนม จำนวนเบสซ้ำของ SSR มีความแตกต่างกันในพืชหรือสัตว์ต่างสายพันธุ์
หรือในชนิดเดียวกัน 

2.3.5  ISSR (Inter Simple Sequence Repeat)  
ISSR ใช้หลักการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอที่อยู่ระหว่าง SSR โดยใช้ไพรเมอร์ที่เป็นคู่สมกัน

กับลำดับเบสของ SSR เนื่องจาก SSR มีลำดับเบสที่เหมือนกันอยู่หลายแห่ง จึงสามารถเพิ่มปริมาณ   
ดีเอ็นเอพร้อมกันได้หลายตำแหน่งในจีโนม เมื่อนำมาแยกขนาดจะพบจำนวนและขนาดของแถบ      
ดีเอ็นเอที่ต่างกัน สามารถใช้จำแนกความแตกต่างของสิ่งมีชีวิตได้ดี เนื่องจากมีความแปรปรวนของ
จำนวนซ้ำสูง มีความจำเพาะสูง และสามารถทำซ้ำได้ 

2.3.6  SRAP (Sequence-related amplified polymorphism) 
SRAP คือ เทคนิคที่ออกแบบไพรเมอร์ 2 ชนิด คือ forward primer มีขนาด 17 เบส 

และ reverse primer มีขนาด 18 เบส จากไพรเมอร์ท่ีออกแบบทำให้ตำแหน่งท่ีสามารถเพิ่มปริมาณ
ได้ในจีโนมเป็นส่วนของยีนมากกว่าเครื่องหมายดีเอ็นเอแบบสุ่มชนิดอื่น ข้อดีของเทคนิค SRAP คือทำ
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ได้ง่ายและรวดเร็ว ไม่ต้องทราบข้อมูลลำดับเบสของสิ ่งมีชีวิตที่ต้องการศึกษา และยังสามารถ
ตรวจสอบดีเอ็นเอครั้งละหลายตำแหน่งพร้อมกันสามารถทำซ้ำได้ 

จากงานวิจัยที่ผ่านมามีการศึกษาความหลายหลายทางพันธุกรรมของสักสามารถใช้เทคนิคทาง
โมเลกุลได้หลายชนิด ซึ่งในงานวิจัยนี้เลือกเทคนิค SRAP โดย Li และ Quiros (2001) ได้คิดค้นและ
พ ัฒนา เทคน ิ ค  sequence related amplified polymorphism (SRAP)  โ ดยอาศ ั ย เทคนิ ค 
polymerase chain reaction (PCR) เป็นการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอ เพื่อจับกับลำดับเบสในบริเวณ 
open reading frames (ORFs) โดยใช้ไพรเมอร์ 2 ชนิดได้แก่ forward primer ที่มีขนาด 17 เบส 
ประกอบด้วยส่วนท่ีเรียกว่า core sequence 14 เบส โดยช่วงแรกเป็นลำดับเบสท่ีไม่มีอะไรเป็นพิเศษ
จำนวน 10 เบส เรียกว่า filler sequence ตามด้วยเบส CCGG และเบสท่ีเปล่ียนแปลงได้ อีก 3 เบส
ต่อมาทางปลาย 3’ และ reverse primer มีขนาด 18 เบส ประกอบด้วยส่วนที ่เร ียกว่า core 
sequence มี 15 เบส โดย 11 เบสแรก เริ่มต้นจากปลาย 5’ เรียกว่า filler sequence ตามด้วยเบส 
AATT และเบสท่ีเลือกได้อีก 3 เบสด้านปลาย 3’ เมื่อไพรเมอร์ท่ีออกแบบไว้จับกับลำดับเบสในบริเวณ
ที่เป็น ORFs จะถูกเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอด้วยเทคนิค PCR จากไพรเมอร์ที่ออกแบบทำให้ตำแหน่งท่ี
สามารถเพิ ่มปริมาณได้ในจีโนมเป็นส่วนของยีนมากกว่าเครื ่องหมายดีเอ็นเอแบบสุ ่มชนิดอื่น            
(รูปที่ 2.4ก) การเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอใช้วิธี step up PCR คือ ใช้อุณหภูมิ annealing ต่ำกว่า 35 
องศาเซลเซียส 5 รอบ เรียกว่า early cycles เพื่อให้ไพรเมอร์จับกับดีเอ็นเอเป้าหมายได้ดี แล้วจึงเพิ่ม
อุณหภูมิให้สูงขึ ้นตามปกติอีก 30-35 รอบ เรียกว่า late cycles เพื่อให้เกิดการเพิ่มปริมาณดีเอ็เอ
เฉพาะส่วนท่ีมาจาก 5 รอบแรกเท่านั้นทำให้ผลท่ีได้มีความคงท่ี (รูปท่ี 2.4ข) (สุรินทร์, 2552) 

เทคนิคนี้ถูกพัฒนาจากการหาลำดับเบสในลูกผสมของ Brassica oleracea L. ระหว่างสายพันธุ์
ดั้งเดิมและสายพันธุ์ที่เป็น double haploid หลังจากการศึกษาลำดับเบส ประมาณ 45 เปอร์เซ็นต์
ของลำดับเบสท่ีหาได้จะมีความคล้ายคลึงกับลำดับเบสของยีนใน GenBank และ 20 เปอร์เซ็นต์ ของ
เทคนิค SRAP จึงตรวจสอบในรูปของการมีหรือไม่มีแถบดีเอ็นเอที่ตำแหน่งตรงกัน นอกจากนี้ยังนำ
เทคนิค Sequence related amplified polymorphism (SRAP) ไปใช้ในการสร้างลายพิมพ์ดีเอ็นเอ
ในพืชอื่น ๆ อีก เช่น มันฝรั่ง ข้าว กระเทียม แอปเป้ิล กะหล่ำปลีจีน (Brassica rapa L.) ผักกาดก้าน
ขาว (Brassica napus L.) (Li และ Quiros, 2001) 
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รูปที่ 2.4  แสดงลักษณะของไพรเมอร์ (ก) องค์ประกอบ forward และ reverse primer ของเทคนิค 
SRAP (ข) และการเข้าจับดีเอ็นเอเป้าหมายของคู่ไพรเมอร์แบบไม่จำเพาะ (early cycles) 
และแบบจำเพาะ (late cycles) ของเทคนิค SRAP 

ท่ีมา Li และคณะ (2013) 
 

ปัจจุบันมีการหาความหลากหลายทางพันธุกรรมของสักด้วยเทคนิคต่าง ๆ โดยในประเทศไทยมี
การศึกษาความหลากหลายทางพันธุกรรมของสักด้วยเทคนิค RAPD ในตัวอย่างสักจากป่าธรรมชาติ 
ในประเทศไทย 15 แหล่ง พบความแตกต่างทางพันธุกรรมของไม้สักแต่ละแหล่งเท่ากับร้อยละ 23 
โดยมีค่า polymorphic loci ตั ้งแต่ร ้อยละ 27.4-92.2 (สุจ ิตรา และ Alfred, 2544) และยังมี
การศึกษาความหลากหลายทางพันธุกรรมด้วยเทคนิค ISSR โดยเก็บตัวอย่างจากพื้นท่ีลุ่มน้ำ 5 แหล่ง 
ได้แก่ ลุ่มน้ำสาละวิน ลุ่มน้ำปิง ลุ่มน้ำวัง ลุ่มน้ำยม และลุ่มน้ำน่าน และเมื่อนำมาหาค่าความสัมพันธ์
ทางพันธุกรรมของแต่ละพื้นท่ี ด้วยโปรแกรม TFPGA (Tools For Population Genetic Analyses) 
พบว่า ตัวอย่างจากลุ่มน้ำยมและลุ่มน้ำวังมีพันธุกรรมใกล้เคียงกันมากท่ีสุดโดยมีค่าสัมประสิทธิ์ความ
เหมือนเท่ากับ 0.9797 และตัวอย่างจากลุ่มน้ำสาละวินกับลุ่มน้ำปิงมีความคล้ายคลึงกันน้อยท่ีสุด โดย
มีค่าสัมประสิทธิ ์ความเหมือนเท่ากับ 0.9585 (กานตรัตน์, 2554) เช่นเดียวกับการศึกษาความ
หลากหลายทางพันธุกรรมของสักในพื้นที่ลุ่มน้ำปาย ที่ระดับความสูงต่าง ๆ ด้วยเทคนิค ISSR นำมา
ศึกษาความหลากหลายทางพันธุกรรม หาความสัมพันธ์ด้วยโปรแกรม POPGENE และโปรแกรม 
TFPGA พบว่าสามารถแบ่งกลุ่มของตัวอย่างสักได้ 3 กลุ่ม ได้แก่ที ่ระดับความสูง 300-900 เมตร      
ที่ระดับความสูงของพื้นที่ตั้งแต่ 900 เมตร ขึ้นไป และที่ระดับความสูงมากว่า 1100 เมตร มีความ
หลากหลายทางพันธุกรรมมากที่สุด โดยมีค่า polymorphic band เท่ากับร้อยละ 78.46 (อังสุมา, 
2555) 

ก 

ข 
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นอกจากการศึกษาความหลากหลายทางพันธุกรรมของสักในประเทศไทยแล้ว ยังมีการศึกษา
ความหลากหลายทางพันธุกรรมของสักในประเทศอินเดียด้วยเทคนิค RAPD และ ISSR จากตัวอย่าง
ของแม่ไม้สักจำนวน 48 ตัวอย่าง จาก 11 แหล่งของการเจริญเติบโตพบว่า ค่าสัมประสิทธิ์ความ
เหมือนของ Jaccard มีค่าต้ังแต่ 0.31-0.85 ในการทดสอบด้วยเทคนิค RAPD และ 0.27-0.88 ในการ
ทดสอบเทคนิค ISSR มีค่าสัมประสิทธิ์ความเหมือนระหว่างเทคนิค RAPD และ ISSR เท่ากับ 0.36 ซึ่ง
ไม่สามารถแบ่งกลุ่มตามการกระจายของพื้นที่ได้ (Narayanan และคณะ, 2007) และยังมีการศึกษา
ความหลากหลายทางพันธุกรรมของสักด้วยเทคนิค RAPD โดยเก็บตัวอย่างใบสักจากทั้งหมด 6 
สถานที่ในประเทศอินเดียพบว่า สามารถแยกความหลากหลายทางพันธุกรรมได้ 2 กลุ่ม ตามระดับ
ความสูงจากระดับน้ำทะเลในการเจริญเติบโตของสัก ได้แก่เมือง Munnar, Palakkad และ Idukki 
จัดอยู ่ในกลุ ่มแรก และในกลุ ่มที ่  2 ได้แก่ เม ือง Kochi, Kollam และ Trivandrum โดยความ
หลากหลายทางพ ันธ ุกรรมม ีค ่า Polymorphic band เท ่าก ับ 56% และ 52.5% ตามลำดับ 
(Murukan และ Murukan, 2015) นอกจากนี้ยังมีการศึกษาความหลากหลายทางพันธุกรรมของสัก
ด้วยเทคนิค SRAP จากตัวอย่างของสักจำนวน 32 ตัวอย่าง จาก 6 เมือง ในรัฐ Gujarat ของประเทศ
อินเดีย โดยใช้คู ่ไพรเมอร ์ในการศึกษาทั ้งหมด 11 คู ่ไพรเมอร์ ได้แก่ ME3/EM2, ME3/EM3, 
ME2/EM4, ME3/EM6, ME5/EM2, ME5/EM3, ME2/EM3, ME2/EM5, ME2/EM6, ME3/EM5 และ 
ME5/EM1 โดยทุกคู่ไพรเมอร์มีค่า polymorphism เท่ากับร้อยละ 100 ยกเว้นคู่ไพรเมอร์ ME2/EM3 
มีค่า polymorphism เท่ากับร้อยละ 80 ขนาดของแถบดีเอ็นที่พบอยู่ระหว่าง 98-1005 คู่เบส มี
จำนวนแถบดีเอ็นเอทั้งหมด 40 แถบ เป็นแถบดีเอ็นที่แสดงความแตกต่าง (polymorphic bands) 
จำนวน 39 แถบ และมีค่าสัมประสิทธิ์ความเหมือนระหว่าง 0.11-0.92 โดยท่ีค่า 0.47 สามารถจัดกลุ่ม
ของตัวอย่างได้ท้ังหมด 7 กลุ่ม ซึ่งเทคนิค SRAP สามารถหาความหลากหลายทางพันธุกรรมของสักใน
รัฐ Gujarat ของประเทศอินเดียได้ (Thakor และคณะ, 2019) 
 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

บทที่ 3 

วิธีการดำเนินงานวิจัย 

 

3.1  ตัวอย่างพืช  
ในการศึกษาฤทธิ์ทางชีวภาพ และปัจจัยที่มีผลต่อฤทธิ์ทางชีวภาพ คือ ชนิดของแม่ไม้ ระยะ   

ของใบ และสถานที่ปลูก โดยประกอบด้วย 5 แม่ไม้ คือ แม่ไม้เชียงใหม่ (C) แพร่ (P) ลำปาง (L) 
สุโขทัย (S) และขอนแก่น (K) จากแหล่งปลูก 2 สถานที่ คือ สถานีวนวัฒนวิจัยทองผาภูมิ (T) และ
สถานีวนวัฒนวิจัยพิษณุโลก (P) และระยะใบ 2 ลักษณะ คือ ใบสด (F) และใบร่วง (D) โดยใบสดจะ
เก็บจากส่วนยอดลักษณะใบมีสีเขียว ในช่วงเดือนธันวาคม พ.ศ. 2560 และใบร่วงจะเก็บใบท่ีร่วงตาม
ธรรมชาติลักษณะใบมีสีน้ำตาล โดยวางสแลนใต้ต้นสักป้องกันการตกจากพื้นเพื่อไม่ให้ปนกับใบรว่ง
ของแม่ไม้อื่น เก็บใบร่วงในช่วงเดือนมีนาคม พ.ศ. 2561 จาก ที่รวบรวมปลูกไว้ท่ี โดยมีรหัสตัวอยา่ง 
ดังตารางท่ี 3.1  

ตารางที่  3.1 รหัส แม่ไม้ ระยะใบ และสถานท่ีของตัวอย่างใบสัก ท่ีใช้ศึกษาฤทธิ์ทางชีวภาพ 
 

หมายเหตุ D: ใบร่วง, F: ใบสด, P: สถานีวนวัฒนวิจัยพิษณุโลก, T: สถานีวนวัฒนวิจัยทองผาภูมิ, 
    C: เชียงใหม่, K: ขอนแก่น, L: ลำปาง, P: แพร่ และ S: สุโขทัย 
 

สำหรับการศึกษาความหลากหลายทางพันธุกรรมของสักด้วยเครื่องหมายโมเลกุล sequence 
related amplified polymorphism (SRAP) มีตัวอย่างทั้งหมด 28 ตัวอย่าง โดยมีรหัส แม่ไม้/    
สายต้น และแหล่งท่ีมาดังตารางท่ี 3.2 

สถานที่ แม่ไม้ ระยะใบ 
ใบสด (F) ใบร่วง (D) 

 
สถานีวนวัฒน
วิจัยทองผาภูมิ 

(T) 
 

เชียงใหม่ (C) CTF CTD 
แพร่ (P) PTF PTD 

ลำปาง (L) LTF LTD 
สุโขทัย (S) STF STD 

ขอนแก่น (K) KTF KTD 
 

สถานีวนวัฒน
วิจัยพิษณุโลก 

(P) 
 

เชียงใหม่ (C) CPF CPD 
แพร่ (P) PPF PPD 

ลำปาง (L) LPF LPD 
สุโขทัย (S) SPF SPD 

ขอนแก่น (K) KPF KPD 
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ตารางที่ 3.2 รหัสตัวอย่าง แม่ไม้/สายต้น และแหล่งท่ีมาของตัวอย่างใบสัก ท่ีใช้ศึกษาความ
หลากหลายทางพันธุกรรม 

รหัสตัวอย่าง แม่ไม้/สายต้น แหล่งที่มาของตัวอย่าง 
TGJP01 สยามินทร์ สวนจิตรลดา (อพ.สธ.) 
TGJP02 มเหสักข์ สวนจิตรลดา (อพ.สธ.) 
TGJP03 สุโขทัย สถานีวนวัฒนวิจัยทองผาภูมิ 
TGJP04 สุโขทัย สถานีวนวัฒนวิจัยพิษณุโลก 
TGJP05 ลำปาง สถานีวนวัฒนวิจัยทองผาภูมิ 
TGJP06 ลำปาง สถานีวนวัฒนวิจัยพิษณุโลก 
TGJP07 เชียงใหม่ สถานีวนวัฒนวิจัยทองผาภูมิ 
TGJP08 เชียงใหม่ สถานีวนวัฒนวิจัยพิษณุโลก 
TGJP09 แพร่ สถานีวนวัฒนวิจัยทองผาภูมิ 
TGJP10 แพร่ สถานีวนวัฒนวิจัยพิษณุโลก 
TGJP11 ขอนแก่น สถานีวนวัฒนวิจัยทองผาภูมิ 
TGJP12 ขอนแก่น สถานีวนวัฒนวิจัยพิษณุโลก 
TGJP13 เชียงราย สถานีวนวัฒนวิจัยทองผาภูมิ 
TGJP14 เชียงราย สถานีวนวัฒนวิจัยพิษณุโลก 
TGJP15 เชียงแสน สถานีวนวัฒนวิจัยทองผาภูมิ 
TGJP16 เชียงแสน สถานีวนวัฒนวิจัยพิษณุโลก 
TGJP17 แม่ฮ่องสอน สถานีวนวัฒนวิจัยทองผาภูมิ 
TGJP18 แม่ฮ่องสอน สถานีวนวัฒนวิจัยพิษณุโลก 
TGJP19 ตาก สถานีวนวัฒนวิจัยทองผาภูมิ 
TGJP20 ตาก สถานีวนวัฒนวิจัยพิษณุโลก 
TGJP21 สยามินทร์ อ. ด่านช้าง จ. สุพรรณบุรี 
TGJP22 มเหสักข์ อ. ด่านช้าง จ. สุพรรณบุรี 
TGJP23 สยามินทร์ สวนจิตรลดา (อพ.สธ.) 
TGJP24 ไม่ทราบสายต้น ลาดกระบัง กรุงเทพฯ 
TGJP25 ไม่ทราบสายต้น ลาดกระบัง กรุงเทพฯ 
TGJP26 ไม่ทราบสายต้น  โรงเรียนพรตพิทยพยัต กรุงเทพฯ 
TGJP27 ไม่ทราบสายต้น อ. เมือง จ. กำแพงเพชร 
TGJP28 ไม่ทราบสายต้น อ. เมือง จ. สุโขทัย 
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 3.2  แบคทีเรีย 
       3.2.1  Propionibacterium acnes  DMST14916  
       3.2.2  Staphylococcus aureus TISTR 1466 
       3.2.3  Staphylococcus epidermidis ATCC 12228 

3.3  เซลล์ไลน ์
       3.3.1  RAW 264.7 

3.4  อุปกรณ์และเครื่องมือ 
       3.4.1  กรวยแยกสาร (Separatory funnel)  
       3.4.2  กรวยกรองแบบบุชเนอร์ (Buchner funnel) 
       3.4.3  กระดาษกรอง Whatman เบอร์ 1 (Whatman filter papers No.1) 

3.4.4  กระบอกตวง (Cylinder) 
3.4.5  กล้องจุลทรรศน์เชิงซ้อน (Compound light microscope) 
3.4.6  กล้องจุลทรรศน์หัวกลับ (Inverted microscope) 
3.4.7  โกร่งบด (Mortar) 
3.4.8  ขวดแก้วดูแรน (Duran bottle)  
3.4.9  ขวดปรับปริมาตร (Volumetric flask) 
3.4.10  ขวดรูปชมพู่ (Erlenmeyer flask) 
3.4.11  คิวเวตท์ควอตซ์ (cuvette quartz) 
3.4.12  เครื่องกวนสาร (Hotplate stirrer) 
3.4.13  เครื่องนับจำนวน (Counter) 
3.4.14  เครื่องปั่น (Blender) 
3.4.15  เครื่องปั่นเหวี่ยง (Centrifuge) 
3.4.16  เครื่องปั่นเหวี่ยงสารขนาดเล็ก (Spin down) 
3.4.17  เครื่องผสมสาร (Vortex mixer) 
3.4.18  เครื่องไมโครเพลท รีดเดอร์ (Microplate reader) 
3.4.19  เครื่องเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอ (Thermal cycler) 
3.4.20  เครื่องให้ความร้อนหลอดทดลอง (Heat box) 
3.4.21  เครื่องถ่ายภาพเจล (Gel document system) 
3.4.22  เครื่องระเหยสุญญากาศ (Rotary evaporator) 
3.4.23  เครื่องรันเจล (Gel electrophoresis) 
3.4.24  เครื่องสเปกโตโฟโตมิเตอร์ (Spectrophotometer) 
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3.4.25  เครื่องทำแห้งแบบสุญญากาศ (Vacuum drier) 
3.4.26  จานเพาะเช้ือ (Petri dishes) 
3.4.27  ตู้บ่ม (Incubator) 
3.4.28  ตู้ปลอดเช้ือ (Laminar air flow) 
3.4.29  ตู้อบความร้อน (Hot air oven) 
3.4.30  โถดูดความช้ืน (Desiccator) 
3.4.31  โถเพาะเช้ือแบคทีเรียแบบไร้ออกซิเจน (Anaerobic jar) 
3.4.32  บีกเกอร์ (Beaker) 
3.4.33  ปั๊มสุญญากาศ (Vacuum pump) 
3.4.34  แผ่นดิสก์ (Paper disc) 
3.4.35  ไมโครปิเปต (Micropipette) 
3.4.36  ไมโครปิเปตต์ทิป (Micropipette tip) 
3.4.37  ไมโครเพลท 96 หลุม (96-well plates) 
3.4.38  ไมโครเวฟ (Microwave oven) 
3.4.39  ไม้พันสำลี (Cotton swab) 
3.4.40  หลอดไมโครเซนติฟิวก์ (Micro Centrifuge Tube) 
3.4.41  ห่วงเข่ียเช้ือ (Loop) 
3.4.42  สไลด์นับจำนวนเซลล์ (Hemacytometer) 
3.4.43  อ่างน้ำควบคุมอุณหภูมิ (Water bath) 
3.4.44  Aluminum sheets 20 x 20 cm TLC Silica gel 
3.4.45  TLC tank 
3.4.46  UV box 

3.5  สารเคม ี
       3.5.1  สารเคมีที่ใช้ในการสกัดสารและแยกสาร 

3.5.1.1  p-Anisaldehyde 
3.5.1.2  n-Butanol 
3.5.1.3  Chloroform 
3.5.1.4  Dichloromethane 
3.5.1.5  Ethyl acetate 
3.5.1.6  Hexane 
3.5.1.7  Methanol 
3.5.1.8  Silica gel 60A, 40-63 µm 
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3.5.1.9  Sodium sulphate anhydrous 

3.5.2  สารเคมีที่ใช้ในการศึกษาฤทธิ์การยับยั้งแบคทีเรีย  
 3.5.2.1  Brain heart infusion agar (BHI agar) 
 3.5.2.2  Brain heart infusion broth (BHI broth) 
 3.5.2.3  Gentamicin 
 3.5.2.4  Methanol 
 3.5.2.5  Mueller hinton agar (MHA) 
 3.5.2.6  Normal saline solution 0.85% (NSS) 
 3.5.3.7  Nutrient agar (NA) 

3.5.3  สารเคมีที่ใช้ในการศึกษาฤทธิ์การยับยั้งเอนไซม์ไทโรซิเนส 
3.5.3.1  Ascorbic acid 
3.5.3.2  Deionized water (DI) 
3.5.3.3  L-3,4-dihydroxyphenylalanine (L-dopa) 
3.5.3.4  Methanol 
3.5.3.5  Phosphate buffer pH 6.8 
3.5.3.6  Tyrosinase enzyme 

3.5.4  สารเคมีที่ใช้ในการศึกษาฤทธิ์การยับยั้งไนตริกออกไซด์ 
3.5.4.1  Ascorbic acid 
3.5.4.2  Deionized water (DI) 
3.5.4.3  Griess reagent 
3.5.4.4  Phosphate buffer saline pH 7.4 (PBS) 
3.5.4.5  Sodium nitroprusside (SNP) 

3.5.5  สารเคมีที่ใช้ในการศึกษาฤทธิ์ต้านการอักเสบในเซลล์แมคโครฟาจชนิด RAW 264.7 
3.5.5.1  10% fetal bovine serum (FBS) 
3.5.5.2  Griess reagent  
3.5.5.3  Lipopolysaccharide (LPS) 
3.5.5.4  Phosphate buffer saline pH 7.4 (PBS) 
3.5.5.5  Roswell park memorial institute (RPMI) 1640 medium 
3.5.5.6  Sodium bicarbonate 
3.5.5.7  Trypan blue  
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3.5.6  สารเคมีที่ใช้ในการหาปริมาณสารสำคัญด้วยเทคนิค HPLC 
3.5.6.1  Gallic acid  
3.5.6.2  Quercetin 
3.5.6.3  Salicylic acid 

3.5.7  สารเคมีที่ใช้ในการพัฒนาผลิตภัณฑ์เซร่ัมแต้มสิวจากสารสกัดใบสัก 

3.5.7.1  เบสเซรั่ม (ตารางท่ี 3.3) 

ตารางที่ 3.3 ช่ือสาร และปริมาณของเบสเซรั่มท่ีใช้ในการพัฒนาผลิตภัณฑ์เซรั่มแต้มสิวจากสารสกัด     

ใบสัก 

ชื่อสาร ปริมาณ (%) 

Aqua 67.70 

Sodium acrylate 7 

Chamomilla recutita extract 5 

Centella asiatica extract 5 

Aloe barbadensis leaf extract 5 

DMDM hydantoin 

Alcohol 

0.3 

5 

 

3.5.8  สารเคมีที่ใช้ในการสกัดดีเอ็นเอ 

3.5.8.1  3X CTAB 
3.5.8.2  10% CTAB 
3.5.8.3  Chloroform 
3.5.8.4  Ethanol 
3.5.8.5  70% Ethanol 
3.5.8.6  Liquid nitrogen 
3.5.8.7  ß-mercaptonethanol  
3.5.8.8  Isoamyl alcohol 
3.5.8.9  Isopropanol 
3.5.8.10  RNase A 
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3.5.9  สารเคมีที่ใช้ในการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอด้วยเทคนิค SRAP 
 3.5.9.1  10X Standard Taq reaction buffer 
 3.5.9.2  Deoxyadenosine triphosphate (dATP) 
 3.5.9.3  Deoxycytidine triphosphate (dCTP) 
 3.5.9.4  Deoxy guanosine triphosphate (dGTP) 
 3.5.9.5  Deoxythymidine triphosphate (dTTP) 
 3.5.9.6  Magnesium chloride 
 3.5.9.7  Taq DNA polymerase  
 3.5.9.8  SRAP primers (ดังตารางท่ี 3.4) 

ตารางที่ 3.4 ชนิด ช่ือ และลำดับนิวคลีโอไทด์ของไพรเมอร์ในเทคนิค SRAP (Li และ Quiros 2001) 

ชนิดไพรเมอร์ ชื่อไพรเมอร์ ลำดับนิวคลีโอไทด์ 

Forward primer ME1 5’-TGA GTC CAA ACC GGA TA-3’ 
ME2 5’-TGA GTC CAA ACC GGA GC-3’ 
ME3 5’-TGA GTC CAA ACC GGA AT-3’ 
ME4 5’-TGA GTC CAA ACC GGA CC-3’ 
ME5 5’-TGA GTC CAA ACC GGA AG-3’ 

Reverse primer EM1 5’-GAC TGC GTA CGA ATT AAT-3’ 
EM2 5’-GAC TGC GTA CGA ATT TGC-3’ 
EM3 5’-GAC TGC GTA CGA ATT GAC-3’ 
EM4 5’-GAC TGC GTA CGA ATT TGA-3’ 
EM5 5’-GAC TGC GTA CGA ATT AAC-3’ 
EM6 5’-GAC TGC GTA CGA ATT GCA-3’ 

 
3.5.10  สารเคมีที่ใช้ในเทคนิคอะกาโรสเจลอิเลก็โทรโฟรีซิส 

3.5.10.1  1kb DNA ladder 
3.5.10.2  100bp DNA ladder 
3.5.10.3  6x Loading dye 
3.5.10.4  1X TBE buffer 
3.5.10.5  Agarose  
3.5.10.6  Ethidium bromide 
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3.6  โปรแกรม 
3.6.1  GraphPad Prism 8 
3.6.2  IBM SPSS Statistics 23 
3.6.3  NTSYSpc Version 2.1 

3.7  วิธีการทดลอง 
3.7.1  การสกัดสารและการแยกสาร 

3.7.1.1  การสกัดสารด้วยเมทานอล 
 การสกัดสารด้วยเมทานอลดัดแปลงจาก Mosad และคณะ (2014) นำ

ตัวอย่างใบสดมาทำความสะอาด ล้างด้วยน้ำประปา ตากให้แห้ง ส่วนใบร่วงจะใช้ผ้าสะอาดชุบน้ำพอ
หมาดแล้วเช็ดทำความสะอาด และตัดเป็นช้ินเล็ก ๆ ขนาดประมาณ 1×1 เซนติเมตร จากนั้นนำไปอบ
ที่อุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียส และนำตัวอย่างใบที่อบแล้วไปปั่นพอหยาบ โดยใช้ใบสัก 50 กรัม ห่อ
ด้วยผ้าขาวบาง และหมักด้วยเมทานอล 250 มิลลิลิตร ที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 7 วัน กรองสารด้วย
กระดาษกรอง Whatman No. 1 จากนั้นนำสารละลายที่ได้ไประเหยตัวทำละลายด้วยเครื่องระเหย
แบบสุญญากาศ (rotary evaporator) ได้เป็นสารสกัดหยาบเมทานอลจากใบสัก นำมาหาน้ำหนัก 
ร้อยละผลได้ และบันทึกสีของสารสกัดท่ีได้ 

3.7.1.2  การสกัดสารด้วยเทคนิค liquid-liquid extraction 
 นำสารสกัดหยาบเมทานอลจากใบสักมาละลายด้วยน้ำกลั่นที่ผ่านการฆ่าเช้ือ

จนกว่าสารจะละลายหมด โดยกวนด้วยเครื่องกวนสาร (stirrer) จนสารสกัดละลายเป็นเนื้อเดียวกัน 
จากนั้นเติมตัวทำละลายผสมกับสารสกัดท่ีละลายเป็นเนื้อเดียวกัน อัตราส่วน 1 : 1 โดยปริมาตร โดย
สารละลายท่ีเติมลงไปจะเติมตามลำดับความมีขั้ว จากขั้วต่ำไปยังตัวทำละลายท่ีมีข้ัวสูง ดังนี้ เฮกเซน 
(H) ไดคลอโรมีเทน (D) เอทิลอะซิเตท (E) และบิวทานอล (B) จากนั้นนำสารละลายลงในกรวยแยก 
เขย่าให้เข้ากัน และท้ิงไว้จนสารสะลายแยกเป็น 2 ช้ัน และไขสารละลายแต่ละช้ัน ซึ่งสารละลายจะอยู่
ด้านล่าง ยกเว้นช้ันไดคลอโรมีเทนท่ีสารละลายจะอยู่ด้านบน จากนั้นนำมาดึงน้ำออกด้วยสารละลาย
น้ำเกลืออิ่มตัว ด้วยอัตราส่วน 1 : 1 ยกเว้นสารสกัดช้ันน้ำ (W) และนำไปใส่กรวยแยก เขย่าให้เข้ากัน 
ตั้งทิ้งไว้ให้สารละลายแยกชั้น และไขเฉพาะส่วนที่เป็นสารละลายของแต่ละขั้วตัวทำละลายมาเติม
โซเดียมซัลเฟตแอนไฮดรัส (Na2SO4) และนำมากรอง จากนั้นนำไประเหยตัวทำละลายออกด้วยเครื่อง
ระเหยแบบสุญญากาศ จะได้สารสกัดในช้ันตัวทำละลายต่าง ๆ บันทึกน้ำหนัก ร้อยละผลได้ และสีของ
สารสกัดท่ีได้ และนำไปใช้ทดสอบฤทธิ์ทางชีวภาพต่อไป  

3.7.1.3  การแยกสารด้วยเทคนิค column chromatography 
 การแยกสารให้บร ิส ุทธ ิ ์ด ้วยเทคนิค  column chromatography โดยมี

ขั้นตอนดังนี้ หาระบบตัวทำละลายที่ใช้เป็นเฟสเคลื่อนท่ี ที่เหมาะสำหรับในการแยกสารด้วยเทคนิค 
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column chromatography โดยตรวจสอบด้วยเทคนิค TLC ดังวิธีการในหัวข้อที่ 3.7.1.4 ถ้าระบบ
ตัวทำลายสามารถพาสารขึ้นไปยังเส้น front line ได้หมดจึงเลือกระบบตัวทำละลายนั้นมาใช้เป็น   
เฟสเคลื่อนท่ี โดยการศึกษาครั้งนี ้พบว่าระบบตัวทำละลายที่เหมาะสำหรับใช้ในการแยกสารคือ 
คลอโรฟอร์ม : เมทานอล ในอัตราส่วน 9 : 1 จากนั้นจึงนำซิลิกามาละลายด้วยคลอโรฟอร์ม :           
เมทานอล ในอัตราส่วน 9 : 1 ให้มีลักษณะเหลวข้น แล้วเทลงคอลัมน์ และไขตัวทำละลายออกมาเป็น
ระยะ ใช้ลูกยางเคาะรอบคอลัมน์เพื่อให้ซิลากาท่ีเป็นเฟสคงท่ีบรรจุตัวกันแน่น และคอยระวังไม่ให้เกิด
ฟองอากาศ และนำตัวอย่างของสารสกัดปริมาณ 1 กรัม มาละลายด้วยตัวทำละลายคลอโรฟอร์ม :   
เมทานอล ในอัตราส่วน 9 : 1 ละลายจนเป็นเนื้อเดียวกัน และนำสารสกัดดังกล่าวใส่ลงในคอลัมน์ 
พร้อมทั้งไขให้สารละลายลงมายังเฟสคงที่ จากนั้นเติมตัวทำละลายที่เป็นเฟสเคลื่อนที่เพื่อชะให้สาร
สกัดลงมายังด้านล่างคอลัมน์โดยการเพิ่มความมีขั ้วให้กับเฟสเคลื ่อนท่ี  โดยลดอัตราส่วนของ
คลอโรฟอร์ม และเพิ่มอัตราส่วนของเมทานอลลงทีละ 1 ส่วน เช่น 8 : 2 และ 7 : 3 เป็นต้น จน
อัตราส่วนของคลอโรฟอร์ม : เมทานอล เท่ากับ 1 : 9 และเก็บตัวอย่างท่ีไหลออกจากคอลัมน์ใส่หลอด
ทดลอง หลอดละประมาณ 15 มิลลิลิตร เพื่อนำไปตรวจสอบสารด้วยเทคนิคโครมาโตกราฟีแบบช้ัน
บาง (Thin layer chromatography : TLC) ต่อไป 

3.7.1.4  การตรวจสอบสารด ้ วยเทคน ิคโครมาโตกราฟ ี แบบช ั ้ นบาง (Thin layer 
chromatography : TLC) 

นำตัวอย่างแต่ละหลอดมาหยดลงบนแผ่น normal phase TLC ขนาด 5×2 
เซนติเมตร บริเวณเส้น base line รอจนสารแห้ง และใส่ลงใน chamber ที่มีตัวทำละลายของคลอโรฟอร์ม : 
เมทานอล ในอัตราส่วน 9 : 1 ที่อิ ่มตัวเพื่อให้ตัวทำละลายพาตัวอย่างขึ้นไปจนถึง front line (รูปที่ 3.1) 
จากนั้นนำมาตรวจผลภายใต้แสงอัลตร้าไวโอเลตท่ีความยาวคล่ืน 254 และ 366    นาโนเมตร จากนั้นสเปรย์
ด้วย p-Anisaldehyde reagent และให้ความร้อนบน hot plate จะเห็นจุดบนแผ่น TLC ทำการรวมตัวอย่าง
แต่ละหลอดท่ีเหมือนเข้าด้วยกันจะได้เป็นสารสกัดส่วนย่อย (fraction) จากนั้นนำสารสกัดส่วนย่อยไประเหย
ตัวทำละลายออก และนำไปทดสอบฤทธิ์ทางชีวภาพต่อไป  

 

 

 

 
 

รูปที่ 3.1  ขนาดของแผ่น normal phase TLC ท่ีมเีส้น base line และ front line ในการตรวจสอบสารด้วย
เทคนิค TLC 
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3.7.2  การศึกษาฤทธิ์ทางชีวภาพของสารสกัดจากใบสัก 
         3.7.2.1  การศึกษาฤทธิ์การยับย้ังแบคทีเรีย 

 ศึกษาฤทธิ์การยับยั้งเช้ือแบคทีเรียของสารสกัดจากใบสักด้วยวิธี paper disc 
diffusion (CLSI, 2018) ทดสอบกับเชื ้อแบคทีเรีย 3 สายพันธุ์ ดังนี ้ Propionibacterium acnes 
DMST14916, Staphylococcus aureus TISTR1466 แ ล ะ Staphylococcus epidermidis 
ATCC12228 โดยเลี้ยงเชื ้อที่จะนำมาทดสอบในอาหารเลี้ยงเชื ้อ  Mueller-Hinton Broth (MHB) 
ปริมาตร 2 มิลลิลิตร ในหลอดทดลองขนาด 15 มิลลิลิตร บ่มที่อุณภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 
18-24 ช่ัวโมง สำหรับเช้ือ P. acnes จะใช้อาหารเล้ียงเช้ือ Brain Heart Infusion (BHI) บ่มท่ีอุณภูมิ 
37 องศาเซลเซียส ใน anaerobic jar เป็นเวลา 48 ช่ัวโมง และปรับความเข้มข้นของเช้ือแบคทีเรียท่ี
จะใช้ทดสอบด้วยน้ำเกลือ 0.85% (Normal saline solution) และวัดด้วยเครื ่องสเปกโตรโฟ-        
โตมิเตอร์ที่ความยาวคลื่น 625 นาโนเมตร ให้ได้ค่าการดูกลืนแสงอยู่ในช่วง 0.08-0.13 สำหรับเช้ือ   
P. acnes ปรับให้ค่าการดูกลืนแสงอยู่ในช่วง 0.50-0.60 จากนั้นใช้ไม้พันสำลีปลอดเชื้อ (sterile 
cotton swab) จุ่มในสารละลายเช้ือแบคทีเรียมา swab ลงบนอาหาร Mueller Hinton agar (MHA) 
สำหรับเชื้อ P. acnes ใช้อาหาร Brain Heart Infusion (BHI) ให้ทั่วผิวหน้าอาหาร ใช้คีมคีบปลอด
เชื้อ (sterile forceps) คีบ paper disc ท่ีหยดสารสกัดความเข้มข้น 500 ไมโครกรัมต่อดิสก์ โดยใช้
ตัวควบคุมเชิงบวกเป็นยาปฏิชีวนะ gentamicin ความเข้มข้น 10 ไมโครกรัมต่อดิสก์ และเมทานอล
เป็นตัวควบคุมเชิงลบ วางให้แนบกับผิวหน้า นำไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นระยะเวลา 24 
ชั่วโมง ยกเว้นเชื ้อ P. acnes ทำบ่มที่อุณภูมิ 37 องศาเซลเซียส ใน anaerobic jar เป็นเวลา 48 
ชั่วโมง ทำการทดลอง 3 ซ้ำ บันทึกข้อมูลขนาดเส้นผ่านศูนย์กลางของวงใส (clear zone) ที่เกิดขึ้น
หน่วยเป็นมิลลิเมตร 

3.7.2.2  การศึกษาฤทธิ์การยับย้ังเอนไซม์ไทโรซิเนส 
ศึกษาฤทธิ ์การยับยั ้งเอนไซม์ไทโรซิเนสด้วยวิธี dopa-chrome เป็นวิธีท่ี

ดัดแปลงจาก Chang และ Tseng (2006) โดยผสมสารตัวอย่างท่ีต้องการทดสอบ (C) ท่ีความเข้มข้น 
1500 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ปริมาตร 60 ไมโครลิตร กับสารละลายเอนไซม์ไทโรซิเนสความเขม้ข้น 
25 ยูนิตต่อมิลลิลิตร ปริมาตร 20 ไมโครลิตร และสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร์ (pH 6.8) ปริมาตร 80 
ไมโครลิตร สำหรับชุดควบคุม (A) ผสมสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร์ (pH 6.8) ปริมาตร 140 
ไมโครลิตร กับสารละลายเอนไซม์ไทโรซิเนสความเข้มข้น 25 ยูนิตต่อมิลลิลิตร ปริมาตร 20 ไมโครลิตร 
ชุดควบคุม (B) ใส่สารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร์ (pH 6.8) ปริมาตร 140 ไมโครลิตร และชุดควบคุม 
(D) สารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร์ (pH 6.8) ปริมาตร 100 ไมโครลิตร ผสมกับสารสกัดที่ต้องการ
ทดสอบปริมาตร 60 ไมโครลิตร (ตารางที่ 3.5) ลงใน 96-well plate บ่มในที่มืดที ่อุณหภูมิ 25     
องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที จากนั้นเติมสารละลาย L-dopa ความเข้มข้น 2.5 มิลลิโมลาร์ 
ปริมาตร 40 ไมโครลิตร จากนั้นบ่มในท่ีมืด อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 20 นาที แล้ววัดค่า
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การดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 475 นาโนเมตร ด้วยเครื่อง microplate reader จากนั้นคำนวณหา
ร้อยละของการยับยั้งเอนไซม์ไทโรซิเนส  จากสูตร 

% Inhibition =  
(𝐴−𝐵)−(𝐶−𝐷)

(𝐴−𝐵)
  × 100 

 
เมือ่  A คือ control ค่าการดูดกลืนแสงของเอนไซม์และสารละลายฟอสเฟตบฟัเฟอร์ 

 B คือ blank control ค่าการดูดกลืนแสงของสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร์ 
 C คือ sample ค่าการดูดกลืนแสงของสารสกัดท่ีทำการทดสอบ  
D คือ blank sample ค่าการดูดกลืนแสงของสารสกัดท่ีทดสอบกับสารละลายฟอตเฟตบฟัเฟอร์ 

ตารางที่ 3.5  แสดงปริมาตรของสารผสมสำหรับทดสอบฤทธิ์การยับย้ังเอนไซม์ไทโรซิเนส 

 
3.7.2.3  การศึกษาฤทธิ์ต้านการอักเสบด้วยวิธีการยับย้ังไนตริกออกไซด์ 

 การศึกษาฤทธิ์ต้านการอักเสบด้วยวิธีการประเมินฤทธิ์การยับยั้งไนตริกออก-
ไซด์ (nitric oxide scavenging assay) : NOA คือการตรวจวัดปริมาณไนตริกออกไซด์ ซึ่งวิธีนี้เป็นวิธี
ที่ง่ายและไม่ซับซ้อน เป็นการวัดปริมาณไนตริกออกไซด์ทางอ้อม ดัดแปลงจากวิธีของ Aktas และ
คณะ (2013) โดยใช้สารละลาย sodium nitroprusside (SNP) จนสลายตัวให้ไนตริกออกไซด์ และ
ทำปฏิกิริยากับออกซิเจนเกิดเป็นไนไตรท์ ซึ่งสามารถตรวจวัดในสารละลาย Griess reagent สารสกัด
ท่ีมีฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระและฤทธิ์ต้านการอักเสบจะแข่งขันกับออกซิเจนทำให้ปริมาณไนไตรท์ลดลง มี
วิธีการทดสอบโดยนำสารสกัด (B) ที่ความเข้มข้นต่าง ๆ 50 ไมโครลิตร ชุดควบคุม A ใส่ ฟอสเฟต
บัฟเฟอร์ (pH 7.4) ปริมาตร 50 ไมโครลิตร และชุดควบคุม C ใส่สารสกัดปริมาตร 50 ไมโครลิตร ลง
ใน 96-well plate เติมสารละลาย sodium nitroprusside 10 มิลลิโมลาร์ (ละลายในฟอสเฟต
บัฟเฟอร์ pH 7.4) ปริมาตร 50 ไมโครลิตร แล้วบ่มที ่อ ุณหภูมิห้องเป็นเวลา 30 นาที และเติม
สารละลาย Griess reagent (sulphanilamide 1%+N-1-napthlenediamine hydrochloride 
0.1%+ phosphoric acid 2.5% ในอัตราส่วน 1:1:1) ลงไปหลุมละ 100 ไมโครลิตร (ตารางที่ 3.6) 

 
ชุดควบคุม/สารสกัด 

 

ฟอสเฟต
บัฟเฟอร์ 

(pH 6.8) (µl) 
 

Tyrosinase 
enzyme 
25 U/ml 

(µl) 

สารสกัด 
(µl) 

L-dopa 
2.5 mM 

(µl) 

A (control) 140 20 - 40 
B (blank control) 160 - - 40 
C (sample) 80 20 60 40 
D (blank sample) 100 - 60 40 
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ผสมสารให้เข้ากัน บ่ม 10 นาที วัดค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 546 นาโนเมตร โดยมีกรด
แอสคอร์บิคเป็นสารมาตรฐาน ทำการทดสอบ 3 ซ้ำ แล้วนําไปคํานวณค่าร้อยละการยับยั้งไนตริก-
ออกไซด์ (% nitric oxide inhibition) 

% nitric oxide inhibition =  
𝐴−(𝐵−𝐶)

𝐴
  × 100 

 
เมื่อ A คือ control ค่าการดูดกลืนแสงของ sodium nitroprusside (SNP) ท่ีไม่เติมสารสกัด  

B คือ sample ค่าการดูดกลืนแสงของ sodium nitroprusside (SNP) ท่ีเติมสารสกัด  
C คือ blank sample ค่าการดูดกลืนแสงสารสกัดท่ีไม่เติม sodium nitroprusside (SNP) 

ตารางที่ 3.6  แสดงปริมาตรของสารผสมสำหรับทดสอบฤทธิ์การยับย้ังไนตริกออกไซด์ 

 
3.7.2.4  การศึกษาฤทธิ์ต้านการอักเสบในเซลล์แมคโครฟาจชนิด RAW 264.7 

 ความเข้มข้นของไนไตรท์ในอาหารเล้ียงเซลล์ สามารถบอกถึงปริมาณการผลิต 
ไนตริกออกไซด์ เนื่องจากไนไตรท์เป็นผลิตภัณฑ์ของการออกซิเดชันของไนตริกออกไซด์ ทำได้โดยการ
วิเคราะห์ความเข้มข้นของไนไตรท์โดยปฏิกิริยา Griess reagent ในเซลล์แมคโครฟาจ RAW 264.7 
โดยเพาะเลี้ยงเซลล์ที่ความเข้มข้นเซลล์ 1.5X105 เซลล์ต่อหลุม ใน 96-well plate ด้วยอาหารเลี้ยง
เซลล์ชนิด 5% FBS-RPMI 1640 และบ่มเซลล์ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ที่มีคาร์บอนไดออกไซด์ 
5% นาน 24 ช่ัวโมง จากนั้นเติมอาหารเล้ียงเซลล์ท่ีมีส่วนผสมของสารสกัดความเข้มข้น 6.25, 12.50 
50, 25, และ 100 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ปริมาตร 100 ไมโครลิตร (วิธีการเตรียม ภาคผนวก ก) และ
เติมอาหารเล้ียงเซลล์ท่ีมี lipopolysaccharide (LPS) ความเข้มข้นสุดท้ายเท่ากับ 100 ไมโครกรัมต่อ
มิลลิลิตร ปริมาตร 100 ไมโครลิตร (วิธีการเตรียม ภาคผนวก ก) สำหรับชุดควบคุมเติม LPS เพียง
อย่างเดียว และ blank sample จะไม่เติม LPS นำไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ในบรรยากาศ
ที ่มีคาร ์บอนไดออกไซด์ 5% นาน 48 ชั ่วโมง โดยมีสารมาตรฐานที ่ใช ้ต ้านการอักเสบคือ 
indomethacin สามารถตรวจหาปริมาณไนตริกออกไซด์โดยนำอาหารเล้ียงเซลล์แต่ละหลุมปริมาตร 
100 ไมโครลิตร ผสมกับสารละลาย Griess reagent ปริมาตร 100 ไมโครลิตร ใส่ใน 96-well plate 
ผสมให้เข้ากัน บ่มที่อุณหภูมิห้องนาน 10 นาที วัดค่าการดูดกลืนแสงที่ 546 นาโนเมตร (กล่าวขวัญ 
และคณะ, 2011) คำนวณเปอร์เซ็นต์การยับยั้งการผลิตไนตริกออกไซด์ (% nitric oxide Inhibition)  

 

ชุดควบคุม/ 
สารสกัด 

SNP 10 mM 
(µl) 

สารสกัด 
(µl) 

DI/PBS (pH 7.4) 
(µl) 

Griess Reagent 
(µl) 

A (control) 50 - 50 100 
B (sample) 50 50 - 100 
C (blank sample) - 50 50 100 
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% nitric oxide inhibition =  
𝐴−(𝐵−𝐶)

𝐴
  × 100 

 
โดยท่ี A คือค่าการดูดกลืนแสงชุดควบคุมท่ีใส่ LPS เพียงอย่างเดียว 

B คือค่าการดูดกลืนแสงของสารสกัดท่ีใส่ LPS 
C คือการดูดกลืนแสงของ blank สารสกัด 

3.7.3  การหาปริมาณสารสำคัญด้วยเทคนิค HPLC  
หาปริมาณสารสำค ัญด้วยเทคนิค high performance liquid chromatography 

(HPLC) โดยใช้สารมาตรฐาน gallic acid, quercetin และ salicylic acid เนื่องจากมีรายงานว่าพบ
สารสำคัญดังกล่าวของสารสกัดจากใบสัก สารดังกล่าวเป็นสารในกลุ่มฟีนอลิก และฟลาวโวนอยด์ ซึ่ง
มีฤทธิ ์ทางชีวภาพ (Nayeem และ Karvekar, 2010; 2011) โดยส่งวิเคราะห์ท่ีศูนย์เครื ่องมือ
วิทยาศาสตร์ คณะวิทยาศาสตร์ สถาบันเทคโนโลยีพระจอมเกล้าเจ้าคุณทหารลาดกระบัง  และสร้าง
กราฟมาตรฐานระหว่างความเข้มข้นของสารมาตรฐานกับพื้นท่ีใต้กราฟ เพื่อคำนวณหาปริมาณสารใน
สารสกัดใบสัก  

3.7.4  การวิเคราะห์องค์ประกอบทางเคมีด้วยเทคนิค GC-MS 
การวิเคราะห์องค์ประกอบทางเคมีด้วยเทคนิค GC-MS โดยส่งวิเคราะห์ท่ีศูนย์เครื่องมือ

วิทยาศาสตร์ คณะวิทยาศาสตร์ สถาบันเทคโนโลยีพระจอมเกล้าเจ้าคุณทหารลาดกระบัง 

3.7.5  การพัฒนาผลิตภัณฑ์เซร่ัมแต้มสิวจากสารสกัดใบสัก 
ผสมเบสเซรั่ม (ตารางที่ 3.3) และสารสกัดจากใบสักที่ความเข้มข้นร้อยละ 2.5 และ 5 

จากนั้นนำไปทดสอบฤทธิ์การยับย้ังแบคทีเรีย  

3.7.6  การวิเคราะห์ข้อมูลทางสถิติ 
นำข้อมูลมาวิเคราะห์ความแปรปรวนของข้อมูล (Analysis of variance : ANOVA) 

และเปรียบเทียบความแตกต่างของค่าเฉลี่ยด้วยวิธี Duncan’s Multiple Range Test at P<0.05 
วิเคราะห์ด้วยโปรแกรม IBM SPSS Statistic 23 

3.7.7  การศึกษาความหลากหลายทางพันธุกรรมของสักด้วยเทคนิค SRAP 
3.7.7.1  การสกัดดีเอ็นเอ 
           สกัดด้วยวิธี CTAB ดัดแปลงจาก Doyle และ Doyle (1987) โดยตัดใบสักให้

มีขนาดเล็ก และนำไปบดกับไนโตรเจนเหลวจนละเอียด จากนั้นเติม 3X CTAB (วิธีการเตรียม 3X 
CTAB แสดงในภาคผนวก ก) ปริมาตร 700 ไมโครลิตร บดจนเป็นเนื้อเดียวกัน และใส่ในหลอดทดลอง 
2 มิลลิลิตร และเติม ß-mercaptonethanol ปริมาตร 2 ไมโครลิตร จากนั้นนำไปบ่มในอ่างควบคุม
อุณหภูมิ 65 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 3 ชั่วโมง กลับหลอดเบาๆทุก 15 นาที เมื ่อครบเวลาเติม 
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chloroform : isoamyl alcohol (24:1) ปริมาตร 700 ไมโครลิตร กลับหลอดไปมาเบาๆ นำไปปั่น
เหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 14000 รอบต่อนาที นาน 10 นาที ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส ดูดส่วนใส
ด้านบนปริมาตร 400-500 ไมโครลิตร ใส่หลอดทดลองใหม่ขนาด 1.5 มิลลิลิตร และเติม RNase A 
ความเข้มข้น 20 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ปริมาตร 2 ไมโครลิตร บ่มในตู้บ่ม 37 องศาเซลเซียส นาน 1 
ช่ัวโมง เมื่อครบเวลาจึงเติม 10% CTAB ปริมาตร 50 ไมโครลิตร จากนั้นเติม chloroform : isoamyl 
alcohol (24:1) ปริมาตร 700 ไมโครลิตร กลับหลอดไปมาเบาๆ ปั่นเหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 14000 
รอบต่อนาที นาน 10 นาทีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส ดูดส่วนใสด้านบนปริมาตร 400-500 ไมโครลิตร 
ใส่หลอดทดลองใหม่ ขนาด 1.5 มิลลิลิตร และเติม isopropanol ที่เย็น อัตราส่วน 1:1 กับส่วนใส 
กลับหลอดไปมา และเก็บท่ีอุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส ข้ามคืนเพื่อตกตะกอนดีเอ็นเอ เมื่อครบเวลา
นำไปปั ่นเหวี่ยงที ่ความเร็วรอบ 14000 รอบต่อนาที นาน 30 นาที อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส         
เทสารละลายส่วนใสด้านบนทิ้งและคว่ำหลอดทดลองบนกระดาษทิชชู ประมาณ 1-2 นาที ให้แห้ง 
และเติม 70% ethanol ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ปั่นเหวี่ยงท่ีความเร็วรอบ 14000 รอบต่อนาที นาน 10 
นาที เทสารละลายส่วนใสด้านบนทิ้งและคว่ำหลอดทดลองบนกระดาษทิชชู ประมาณ 1-2 นาที และ
เติม absolute ethanol ปริมาตร 1 มิลลิลิตร นำไปปั่นเหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 14000 รอบต่อนาที 
นาน 10 นาที ท้ิงไว้ให้แห้ง และละลายตะกอนดีเอ็นเอด้วย TE buffer (วิธีเตรียม TE buffer แสดงใน
ภาคผนวก ก) ที่บ่มไว้ที่อุณหภูมิ 65 องศาเซลเซียส ปริมาตร 30-50 ไมโครลิตร ซึ่งขึ้นอยู่กับปริมาณ  
ดีเอ็นเอที่ได้ นำไปบ่มในตู้บ่ม 37 องศาเซลเซียส จนกว่าตะกอนดีเอ็นเอจะละลาย จึงนำไปเก็บท่ี
อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส และนำไปตรวจสอบคุณภาพและปริมาณดีเอ็นเอด้วยวิธีอิเล็กโทรโฟรีซิส
ต่อไป 

3.7.7.2  การตรวจสอบคุณภาพและปริมาณดีเอ็นเอ 
           การตรวจสอบคุณภาพและปริมาณดีเอ็นเอด้วยด้วยวิธีอิเล็กโทรโฟรีซิสโดย

ใช้อะกาโรสความเข้มข้น 1% ในสารละลาย 1X TBE buffer (วิธีเตรียม 1X TBE buffer แสดงใน
ภาคผนวก ก) เตรียมถาดสำหรับใสเจลโดยทำการเช็ดทำความสะอาด นําถาดเจลมาวางแลวเสียบหวี
ลงบนด้านปลายของแผ่นเจล เทสารละลายอะกาโรสลงในถาด ระวังอย่าให้มีฟองอากาศ เมื่อ
สารละลายอะกาโรสแข็งดึงหวีออกอย่างระมัดระวัง นำเจลมาวางในเครื่องรันเจล เท 1X TBE buffer 
ให้ท่วมผิวหน้าเจล ผสมสารละลายดีเอ็นเอกับ loading dye หยอดตัวอย่างที่ผสมแล้วลงไปใน well 
โดยใช้ความต่างศักย์ 100 โวลล์ เป็นเวลา 30 นาที และใช้ Marker ขนาด 1 Kb เป็นขนาดดีเอ็นเอ
มาตรฐาน นําแผ่นเจลไปยอมในสารละลายเอธิเดียมโบรไมด์ ประมาณ 10 นาที แล้วนำไปล้างใน    
น้ำกลั ่น ประมาณ 5 นาที จากนั ้นนำไปส่องภายใต้แสง UV ด้วยเครื ่อง gel document แล้ว         
บันทึกภาพ สำหรับการวัดปริมาณของดีเอ็นเอใช้สเปกโตรโฟโตมิเตอร์เพื่อวัดค่าการดูดกลืนแสง โดย
ดูดสารละลายดีเอ็นเอที่ปริมาตร 5 ไมโครลิตร ใส่ลงในหลอดทดลองขนาด 1.5 มิลลิลิตร ที่มีน้ำกล่ัน
ปลอดเชื้อ 495 ไมโครลิตร (dilution factor เท่ากับ 100) นำไปวัดค่าการดูดกลืนแสงด้วยเครื่อง
สเปกโตรโฟโตมิเตอร์ วัดค่าการดูดกลืนแสงหรือค่า optical density (OD) ทีความยาวคล่ืน 260 และ 
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280 นาโนเมตร แล้นำมาคำนวณอัตราส่วนระหว่างค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 260 และ 280 
นาโนเมตร และปริมาณดีเอ็นเอในหน่วยนาโนกรัมต่อไมโครลิตร (ng/µl) 

3.7.7.3  การเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอด้วยเทคนิค SRAP  
           การศึกษาศึกษาความหลากหลายพทางพันธุกรรมของสักด้วยเทคนิค SRAP 

ดัดแปลงจากวิธ ีของ Li และ Quiros (2001) โดยใช้ไพรเมอร์ ตามตารางท่ี 3.4 นำมาศึกษากับ  
ตัวอย่างสัก และนำไปเพิ ่มปร ิมาณดีเอ ็นเอด้วยเทคนิค polymerase chain reaction (PCR) 
ส่วนประกอบของสารเคมีในการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอด้วยเทคนิค SRAP แสดงตารางที่ 3.7 และเพิ่ม
ปริมาณดีเอ็นเอ โดยใช้ขั้นตอน เวลา อุณหภูมิ และจำนวนรอบ ดังตารางท่ี 3.8  

ตารางที่ 3.7  สารเคมีท่ีใช้ในการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอด้วยเทคนิค SRAP สำหรับ 1 ตัวอย่าง (ดัดแปลง
จาก Zhang และคณะ, 2013) 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

สารเคมี 
ความเข้มข้น

เร่ิมต้น 
ปริมาตร 

(ไมโครลิตร) 
ความเข้มข้น

สุดท้าย 
Standard Taq reaction buffer 10X 2 1X 
dNTPs 1.25 mM 4 250 µM 
MgCl2 50 mM 1 2.5 mM 
Forward primer 
Reverse primer 

20 pmol 
20 pmol 

1 
1 

1 pmol 
1 pmol 

Taq DNA Polymerase 5000 unit/ml 0.2 1 unit 
DNA template 
DI water 

100 ng/µl 
- 

2 
8.8 

200 ng/µl 
- 

ปริมาตรรวม - 20 - 
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ตารางที่ 3.8  ขั้นตอน อุณหภูมิ เวลา และจำนวนรอบในการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอด้วยเทคนิค SRAP 
(ดัดแปลงจาก Li และ Quiros, 2001)  

ขั้นตอน 
อุณหภูมิ 

(องศาเซลเซียส) 
เวลา (นาท)ี จำนวนรอบ 

Initiation denaturation 94 5 1 
Denaturation 94 1  
Annealing 35 1 5 
Extension 72 1  
Denaturation 
Annealing 

94 
50 

1 
1 
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Extension 72 1  
Final extension 72 10 1 
Cool down 4   

 
 

 จากนั้นตรวจสอบผลิตภัณฑ์ด้วยเทคนิคเจลอิเล็กโทรโฟรีซิส โดยใช้อะกาโรสความ
เข้มข้นร้อยละ 2 ละลายด้วยสารละลาย 1X TBE buffer เป็นเวลาประมาณ 35 นาที โดยเทียบกับ   
ดีเอ็นเอมาตรฐานขนาด 100 bp DNA ladder และนำไปแปลแถบดีเอ็นเอจากการวิเคราะห์ด้วย
เทคนิค SRAP เมื่อเกิดแถบดีเอ็นเอจะให้คะแนนเป็น 1 และเมื่อไม่เกิดแถบดีเอ็นเอจะให้คะแนนเป็น 
0 จากนั้นนำคะแนนมาคิดค่าสัมประสิทธิ์ความเหมือน (similarity coefficient) และวิเคราะห์ความ
หลายหลายทางพันธ ุกรรมด้วยว ิธ ี unweighted pair group method with arithmetic mean 
(UPGMA) โดยการสร้างแผนภูมิความสัมพันธ์ในรูปแบบเดนโดรแกรม (dendrogram) โดยใช้
โปรแกรม NTSYSpc Version 2.1



 
 

 
 

บทที่ 4 

ผลการทดลองและการอภิปรายผล 

4.1  ผลการสกัดสารด้วยเมทานอลจากใบสัก 
จากการสกัดสารด้วยเมทานอลจากใบสัก โดยนำใบสด (F) และใบร่วง (D) จำนวน 5 แม่ไม้ 

ได้แก่ เชียงใหม่ (C) แพร่ (P) ลำปาง (L) สุโขทัย (S) และขอนแก่น (K) จากแหล่งเพาะปลูก 2 แหล่ง 

ได้แก่ สถานีวนวัฒนวิจัยทองผาภูมิ (T) และสถานีวนวัฒนวิจัยพิษณุโลก (P) จำนวนรวม 20 สารสกัด

หยาบ โดยน้ำหนัก ร้อยละผลได้ของสารสกัด และสีของสารสกัดโดยเทียบรหัสสีจาก RHS mini color 

chart แสดงดังตารางที่ 4.1 ซึ่งจะเห็นว่าโดยรวมแล้วน้ำหนักของสารสกัดจากใบสดจะมีปริมาณ

มากกว่าสารสกัดจากใบร่วง และสีของสารสกัดจากใบสดจะมีตั้งแต่สีเขียว สีน้ำตาล จนถึงสีแดงเข้ม 

แต่สีของสารสกัดจากใบร่วงจะมีสีส้ม  

4.2  ผลการศึกษาฤทธิ์ทางชีวภาพของสารสกัดหยาบเมทานอลจากใบสัก 
จากการศึกษาฤทธิ์ทางชีวภาพ และปัจจัยที่มีผลต่อฤทธิ์ทางชีวภาพ คือ ชนิดของแม่ไม้ ระยะ   

ของใบ และสถานที่ปลูก โดยประกอบด้วย 5 แม่ไม้ คือ แม่ไม้เชียงใหม่ (C) แพร่ (P) ลำปาง (L) 

สุโขทัย (S) และขอนแก่น (K) จากแหล่งปลูก 2 สถานที่ คือ สถานีวนวัฒนวิจัยทองผาภูมิ (T) และ

สถานีวนวัฒนวิจัยพิษณุโลก (P) และระยะใบ 2 ลักษณะ คือ สด (F) และใบร่วง (D) มีผลการศึกษา

ดังนี้ 

4.2.1  ผลการศึกษาฤทธิ์การยับยั้งแบคทีเรีย 

 จากการสกัดสารด้วยเมทานอลจากใบสักได้สารสกัดหยาบเมทานอลจากใบสัก จำนวน 

20 สารสกัดหยาบ นำมาทดสอบฤทธิ์การยับย้ังแบคทีเรียแกรมบวกจำนวน 3 สายพันธุ์ คือ P. acnes 

DMST14916, S. aureus TISTR 1466 และ S. epidermidis ATCC 12228 ด้วยว ิธ ี paper disc 

diffusion ที่ความเข้มข้นสารสกัด 500 ไมโครกรัมต่อดิสก์ โดยใช้ยาปฏิชีวนะ gentamicin ความ

เข้มข้น 10 ไมโครกรัมต่อดิสก์ เป็นตัวควบคุมเชิงบวกพบว่า สารสกัดหยาบเมทานอลจากใบสัก

สามารถยับยั้งการเจริญของเช้ือแบคทีเรียท้ัง 3 สายพันธุ์ได้ โดยฤทธิ์การยับย้ังแบคทีเรียของ 5 แม่ไม้

ของทั้ง 2 สถานท่ี พบว่า มีทั้งสารสกัดที่ไม่เกิดบริเวณยับยั้ง และเกิดบริเวณยับยั้งสูงที่สุดเท่ากับ 

14.31 มิลลิเมตร และสารสกัดที่มีบริเวณยับยั้งต่ำที่สุดมีค่าเท่ากับ 8.45 มิลลิเมตร โดยแม่ไม้แพร่

สามารถยับยั้งเช้ือแบคทีเรียท้ัง 3 สายพันธุ์ได้ดีท่ีสุด (รูปท่ี 4.1) มีบริเวณยับย้ังสูงท่ีสุดเท่ากับ 14.31 

มิลลิเมตร รองลงมาคือแม่ไม้ลำปาง และแม่ไม้สุโขทัย มีบริเวณยับยั้งเท่ากับ 13.78 และ 12.45 

มิลลิเมตร ตามลำดับ ซึ ่งสามารถยับยั ้งเชื ้อ P. acnes มีบริเวณยับยั ้งอยู ่ระหว่าง 8.76-14.01 
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มิลลิเมตร โดยมีสารสกัดจากใบสดของแม่ไม้แพร่ PTF จากสถานีวนวัฒนวิจัยทองผาภูมิ มีบริเวณ

ยับยั้งเชื้อมากที่สุด มีค่าเท่ากับ 14.01 มิลลิเมตร รองลงมาคือ สารสกัดใบร่วงของแม่ไม้ลำปาง LPD 

จากสถานีวนวัฒนวิจัยพิษณุโลก และสารสกัดใบสดของแม่ไม้สุโขทัย STF จากสถานีวนวัฒนวิจัย  

ทองผาภูมิ มีบริเวณยับยั้งเท่ากับ 13.32 และ 12.11 มิลลิเมตร ตามลำดับ สำหรับเชื้อ S. aureus 

TISTR 1466 มีบริเวณยับย้ังอยู่ในช่วง 8.45-13.90 มิลลิเมตร โดยมีสารสกัดใบสดของแม่ไม้แพร่ PTF 

จากสถานีวนวัฒนวิจัยทองผาภูมิ มีบริเวณยับยั้งสูงที่สุด คือ 13.90 มิลลิเมตร รองลงมาคือสารสกัด  

ใบร่วงจากแม่ไม้แพร่ PTD จากสถานีวนวัฒนวิจัยทองผาภูมิ และสารสกัดใบสดของแม่ไม้สุโขทัย STF 

จากสถานีวนวัฒนวิจัยทองผาภูมิ มีบริเวณยับยั้งเท่ากับ 13.45 และ 12.45 มิลลิเมตร ตามลำดับ  

และเชื้อ S. epidermidis ATCC 12228 มีบริเวณยับยั้งอยู่ในช่วง 9.94-14.31 มิลลิเมตร โดยสาร

สกัดใบร่วงของแม่ไม้แพร่ PTD จากสถานีวนวัฒนวิจัยทองผาภูมิ มีบริเวณยับยั้งสูงที่สุด คือ 14.31 

มิลลิเมตร รองลงมาคือสารสกัดใบร่วงของแม่ไม้ลำปาง LTD จากสถานีวนวัฒนวิจัยทองผาภูมิ และ

สารสกัดใบสดของแม่ไม้แพร่ PTF จากสถานีวนวัฒนวิจัยทองผาภูมิ โดยมีบริเวณยับย้ังเท่ากับ 13.78 

และ 13.11 มิลลิเมตร ตามลำดับ เมื่อเปรียบเทียบฤทธิ์การยับยั้งแบคทีเรียระหว่างใบสดและใบร่วง 

พบว่า ใบสดมีบริเวณยับยั้งอยู่ระหว่าง 8.76-14.01 มิลลิเมตร และใบร่วงมีบริเวณยับยั้งอยู่ระหว่าง 

8.45-14.31 มิลลิเมตร จะเห็นว่าใบสดและใบร่วงมีฤทธิ์การยับยั้งแบคทีเรียทั้ง 3 สายพันธุ์ใกล้เคียง

กัน และเมื่อเปรียบเทียบฤทธิ์การยับยั้งแบคทีเรียจากแหล่งเพาะปลูก 2 สถานที่ พบว่า สถานี    

วนว ัฒนว ิจ ัยทองผาภ ูมิ  ม ีบร ิ เวณย ับย ั ้ งอย ู ่ ระหว ่าง  9.09-14.31 ม ิลล ิ เมตร และสถานี                  

วนวัฒนวิจัยพิษณุโลกมีบริเวณยับยั้งอยู่ระหว่าง 8.45-13.32 มิลลิเมตร แต่สารสกัดทั้ง 5 แม่ไม้ไม่

สามารถยับยั้งเช้ือ S. epidermidis ATCC 12228 ได้ (ตารางท่ี 4.2) อาจสรุปได้ว่าสารสกัดจากสถานี

วนวัฒนวิจัยทองผาภูมิมีฤทธิ์การยับยั้งแบคทีเรียดีกว่าสถานีวนวัฒนวิจัยพิษณุโลก เมื่อพิจารณา

รายงานฤทธิ์การยับยั้งแบคทีเรียของสารสกัดจากใบสักสามารถยับยั้งได้ทั้งแบคทีเรียแกรมบวก และ

แกรมลบ ดังรายงานของ สุพัตรา และคณะ (2560) พบว่าสารสกัดหยาบเมทานอลจากใบสัก ท่ีความ

เข้มข้น 500 ไมโครกรัมต่อดิสก์ สามารถยับยั้งแบคทีเรียแกรมบวกได้ คือ B. cereus,  B. subtilis,  

M. luteus, S. aureus และ S. epidermidis และสามารถยับยั้งเชื้อ S. epidermidis ได้ดีที่สุด โดย

มีบริเวณยับยั้งเท่ากับ 22.46 มิลลิเมตร ซึ่งสอดคล้องกับผลการทดลองในครั้งนี้ที่สามารถยับยั้งเช้ือ  

แกรมบวกได้ แต่มีบริเวณการยับยั้งกว้างกว่าการศึกษาครั้งนี้ นอกจากนี้ยังสอดคล้องกับรายงานการ

ยับย้ังแบคทีเรียในสายพันธุ์  อื่น ๆ โดย Purushotham และคณะ (2010) พบว่า สารสกัดจากใบสัก

ร่วมกับยาปฏิชีวนะ tetracycline สามารถยับยั้งเชื้อแบคทีเรียแกรมบวก 2 สายพันธุ์ คือ Pichia 

pastoris และ Streptococcus sp. จากผลการศึกษาสามารถสรุปได้ว่าชนิดของแม่ไม้ และสถานท่ี มี

ผลต่อฤทธิ์การยับยั้งแบคทีเรีย โดยแม่ไม้แพร่จากสถานวนวัฒนวิจัยทองผาภูมิ สามารถยับยั้ง
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แบคทีเรียท่ีนำมาทดสอบได้ดีท่ีสุด ซึ่งใบสดและใบร่วงมีฤทธิ์ใกล้เคียงกันในการยับยั้งเช้ือ S. aureus 

และ S. epidermidis ยกเว้นใบร่วงท่ีไม่สามารถยับยั้งเช้ือ P. acnes ได้ 

 

 

 

 
 

 

 

 

 

รูปที่ 4.1  ผลการยับยั้งเชื้อแบคทีเรีย (ก) P. acnes (ข) S. aureus (ค) S. epidermidis ของสาร 

สกัดใบสักจากแม่ไม้แพร่ โดย P คือ ตัวควบคุมเชิงบวก gentamicin ความเข้มข้น 10 

ไมโครกรัมต่อดิสก์ และ N คือ ตัวควบคุมเชิงลบหรือเมทานอล 

4.2.2  ผลการศึกษาฤทธิ์การยับยั้งเอนไซม์ไทโรซิเนส 

 เมื่อนำสารสกัดหยาบเมทานอลท้ัง 20 สารสกัด มาทดสอบฤทธิ์การยับย้ังเอนไซม์

ไทโรซิเนสด้วยวิธี dopa-chrome โดยทดสอบกับเอนไซม์ไทโรซิเนสที่ความเข้มข้น 25 ยูนิตต่อ

มิลลิลิตร ที่ระดับความเข้มข้นของสารสกัด 1500 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร เทียบกับสารมาตรฐาน    

กรดแอสคอร์บิก ที ่แสดงความสามารถในการยับยั ้งเอนไซม์ไทโรซิเนส ดังกราฟมาตรฐาน คือ                   

y = 0.19117x (รูปภาคผนวกที่ ข-1) พบว่า สารสกัดจากใบสักมีค่าการยับยั้งเอนไซม์ไทโรซิเนสอยู่

ระหว่างร้อยละ 35.45-73.65 โดยสารสกัดใบร่วงของแม่ไม้เชียงใหม่ CPD จากสถานีวนวัฒนวิจัย

พิษณุโลก สามารถยับยั้งเอนไซม์ไทโรซิเนสได้สูงที ่สุด โดยมีค่าการยับยั้งเท่ากับ ร้อยละ 73.65 

รองลงมาคือสารสกัดใบร่วงของแม่ไม้เชียงใหม่ CPF จากสถานีวนวัฒนวิจัยพิษณุโลก และสารสกัดใบ

ร่วงของแม่ไม้เชียงใหม่ CTD จากสถานีวนวัฒนวิจัยทองผาภูมิ มีค่าการยับยั้งร้อยละ 71.73 และ 

71.66 ตามลำดับและสารสกัดใบสดของแม่ไม้ขอนแก่นแสดงฤทธิ์การยับยั้งเอนไซม์ไทโรซิเนสต่ำสุด มี

ค่าการยับยั้งร้อยละ 35.45 (ตารางที่ 4.3) แสดงให้เห็นว่าแม่ไม้มีผลต่อฤทธิ์การยับยั้งเอนไซม์         

ไทโรซิเนส และเมื่อเปรียบเทียบระหว่างชนิดของใบ คือ ใบสดและใบร่วง พบว่า มีฤทธิ์ใกล้เคียงกัน 

เช่นเดียวกับสถานที่เพาะปลูกทั้ง 2 สถานท่ี ท่ีแสดงฤทธิ์การยับยั้งเอนไซม์ไทโรซิเนสใกล้เคียงกัน    

ดังรูปที่ 4.2 เมื่อพิจารณาจากรายงานฤทธิ์การยับยั้งเอนไซม์ไทโรซิเนสของสารสกัดใบกระดังงาจีน 

(Artabotrys hexapetalus) ด้วยวิธี dopa-chrome ความเข้มข้น 1 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร สามารถ
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ยับยั้งเอนไซม์ไทโรซิเนสได้สูงสุดร้อยละ 43.61 (นุตติยา และ รวิวรรณ, 2555) และในการทดสอบ

ฤทธิ์การยับยั้งเอนไซม์ไทโรซิเนสของใบลองกอง (Lansium domesticum Corr.) ด้วยวิธี dopa-

chrome พบว่า มีค่า IC50 เท่ากับ 0.034 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร (Itsarasook, 2015) จะเห็นว่าฤทธิ์

การยับยั้งเอนไซม์ไทโรซิเนสจะมีค่าแตกต่างกันในพืชแต่ละชนิด เช่นเดียวกับตัวทำละลายท่ีใช้ในการ

สกัดสารตามท่ี Wijaya และคณะ (2018) ได้ทำการรายงานฤทธิ์การยับยั้งเอนไซม์ไทโรซิเนสของสาร

สกัดจากใบราชพฤกษ์ที่สกัดด้วยตัวทำละลายที่แตกต่างกัน ดังนี้ เมทานอล เฮกเซน เอทิลอะซิเตท        

บิวทานอล และน้ำ ด้วยวิธี dopa-chrome พบว่า สารสกัดท่ีสกัดด้วยน้ำแสดงฤทธิ์การยับยั้งเอนไซม์               

ไทโรซิเนสได้ดีที่สุด โดยมีค่า IC50 เท่ากับ 153.031±0.027 ไมโครกรัมต่อมิลลิตร ดังนั้นการยับยั้ง

เอนไซม์ไทโรซิเนสของสารสกัดหยาบเมทานอลจากใบสักอาจจะมาจากสารกลุ ่มไฮดรอกซิล             

(-OH group) ของสารประกอบฟีนอลิกในสารสกัดเกิดพันธะไฮโดรเจน (hydrogen bond) กับ

บริเวณเร่ง (active site) ของเอนไซม์ ส่งผลให้การทำงานของเอนไซม์ลดลง (ขวัญจิตร , 2558) ซึ่ง

สารประกอบฟีนอลที่พบจากพืช เช่น kojic acid, kaempferol และ quercetin จัดเป็นสารยับยั้ง

เอนไซม์ไทโรซิเนสท่ีสำคัญ (Kim และ Uyama, 2005; Solano และคณะ, 2006) 

นอกจากนี้ยังมีการศึกษาองค์ประกอบทางเคมีของสารสกัดจากใบหนาดที่สกัด

ด้วยเอทิลอะซิเตท และสามารถแยกสารประเภทฟลาโวนอยด์ได้ 9 ชนิด คือ quercetin, rhamnetin, 

tamarixetin, luteolin, luteolin-7-methyl ether, dihydroquercetin-4’-methyl ether, 

dihydroquercetin-7,4’-dimethyl ether, 5,7,3′,5′-tetrahydroxyflavanone แ ละ  blumeatin 

เมื่อนำมาทดสอบฤทธิ์การยับยั้งเอนไซม์ไทโรซิเนสด้วยวิธี dopa-chrome พบว่า สาร quercetin 

สามารถยับยั้งเอนไซม์ไทโรซิเนสได้ดีที่สุด รองลงมาคือ rhamnetin และ tamarixetin ตามลำดับ    

(นิศากร, 2554) ซึ่งสอดคล้องกับการศึกษาในครั้งนี ้ที ่ศึกษาปริมาณสารสำคัญของสารสกัดหยาบ     

เมทานอลจากใบสักด้วยเทคนิค HPLC และพบสาร salicylic acid, quercetin และ gallic acid ดัง

ตารางท่ี 4.6 ดังนั้นฤทธิ์ในการยับยั้งเอนไซม์ไทโรซิเนสในการศึกษานี้อาจมาจากสารดังกล่าว 

 



 
 

 

ตารางที่ 4.1 น้ำหนัก ร้อยละผลได้ สี และรหัสสีของการสกัดสารด้วยเมทานอลจากใบสัก 

 
 
 

 
สถานที่ 

 
แม่ไม้ 

ใบสด ใบร่วง 

รหัส 
น้ำหนัก 
สารสกัด 
(กรัม) 

ผลได้ 
(ร้อยละ) 

สีสารสกัด 
รหัสสี 

สารสกัด 
รหัส 

น้ำหนัก 
สารสกัด 
(กรัม) 

ผลได้ 
(ร้อยละ) 

สีสารสกัด 
รหัสสี 

สารสกัด 

 
สถานี

วนวัฒนวิจัย
ทองผาภูมิ 

 

เชียงใหม่ CTF 4.60 9.20  RHS165A CTD 2.89 5.78  RHS163A 
แพร่ PTF 3.71 7.42  RHS183A PTD 4.18 8.36  RHS19B 

ลำปาง LTF 2.82 5.64  RHS166A LTD 3.10 6.20  RHS172A 
สุโขทัย STF 3.18 6.36  RHSN77A STD 2.51 5.02  RHS172A 

ขอนแก่น KTF 5.96 11.92  RHS183A KTD 2.53 5.06  RHS172A 

สถานี
วนวัฒนวิจัย 
พิษณุโลก 

เชียงใหม่ CPF 6.80 13.60  RHS200C CPD 1.73 3.46  RHS172A 
แพร่ PPF 6.55 13.10  RHS199A PPD 4.36 8.72  RHS173C 

ลำปาง LPF 8.23 16.46  RHS199C LPD 2.62 5.24  RHS171A 
สุโขทัย SPF 2.89 5.78  RHS183A SPD 3.08 6.16  RHS173D 

ขอนแก่น KPF 8.46 16.92  RHS152D KPD 2.83 5.66  RHS34C 
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ตารางท่ี 4.2  ฤทธิ์การยับย้ังเช้ือ P. acnes, S. aureus และ S. epidermidis ของสารสกัดหยาบเมทานอลจากใบสักความเข้มข้น 500 ไมโครกรัมต่อดิสก์ และ             
ยาปฏิชีวนะ gentamicin ความเข้มข้น 10 ไมโครกรัมต่อดิสก์ 

หมายเหตุ  ตัวเลขในตารางแสดงค่าเฉลี่ย±ส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐานของบริเวณยับยั้งเชื้อแบคทีเรีย โดยตัวอักษร a-d ในตารางแสดงค่าความแตกต่างทางสถิติด้วยวิธี 
Duncan’s Multiple Range Test (DMRT) p<0.05 และ NC = ไม่เกิดบริเวณยับย้ังเช้ือแบคทีเรีย 

 
สถานที่ 

 
แม่ไม้ 

บริเวณยับยั้ง (มิลลิเมตร) 
P. acnes S. aureus S. epidermidis 

ใบสด ใบร่วง ใบสด ใบร่วง ใบสด ใบร่วง 

สถานีวนวัฒนวิจัย 
ทองผาภูมิ 

เชียงใหม่ 9.82c±0.15 0.00 11.23b±0.97 9.09d±1.38 0.00 0.00 
แพร่ 14.01a±0.22 0.00 13.90a±0.91 13.45a±0.70 13.11a±0.50 14.31a±0.61 

ลำปาง 0.00 0.00 0.00 11.68b±0.73 0.00 13.78b±0.51 
สุโขทัย 12.11b±0.05 10.51b±0.91 12.45b±0.30 11.26b±0.25 9.94b±0.54 9.79d±0.01 

ขอนแก่น 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 12.11c±0.05 

 
สถานีวนวัฒนวิจัย 

พิษณุโลก 
 

เชียงใหม่ 0.00 0.00 10.26c±0.90 8.99d±0.12 0.00 0.00 
แพร่ 0.00 0.00 9.80d±0.67 9.87c±0.59 0.00 0.00 

ลำปาง 0.00 13.32a±0.82 0.00 0.00 0.00 0.00 
สุโขทัย 8.76d±1.83 0.00 0.00 8.45d±0.22 0.00 0.00 

ขอนแก่น 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 
ตัวควบคุมเชิงบวก gentamicin  28.82±1.37 27.75±0.73 31.99±0.71 
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รูปที่ 4.2  กราฟแสดงฤทธิ์การยับย้ังเอนไซม์ไทโรซิเนสของสารสกัดหยาบเมทานอลจากใบสัก            

ท่ีความเข้มข้น 1500 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร 

ตารางที่ 4.3  ฤทธิ์การยับยั้งเอนไซม์ไทโรซิเนสของสารสกัดหยาบเมทานอลจากใบสัก ความเข้มข้น 

        1500 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร 

หมายเหตุ  ตัวเลขในตารางแสดงค่าเฉลี่ย±ส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐานของการยับยั้งเอนไซม์ไทโรซิเนส 

โดยตัวอักษร a-g  ในตารางแสดงค่าความแตกต่างทางสถิติด้วยวิธี Duncan’s Multiple 

Range Test (DMRT) p<0.05 
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ยั้ง
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ซม์

ไท
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ซิเ
นส

แม่ไม้

กราฟแสดงฤทธิ์การยับยั้งเอนไซม์ไทโรซิเนส
ทองผาภูมิ (T) ใบสด (F)

ทองผาภูมิ (T) ใบร่วง (D)

พิษณุโลก (P) ใบสด (F)

พิษณุโลก (P) ใบร่วง (D)

สถานที่ แม่ไม้ 
ร้อยละการยับยั้งเอนไซม์ไทโรซิเนส 
ใบสด ใบร่วง 

สถานีวนวัฒน 
วิจัยทองผาภูมิ 

เชียงใหม่ 68.97ab ±2.83  71.66ab ±3.25 

แพร่ 42.02fg ±3.41 49.68ef ±1.52 

สุโขทัย 57.22cde ±3.98 53.39de ±5.45 

ลำปาง 53.77de ±1.34 63.41bc ±1.06 

ขอนแก่น 35.45g ± 1.86 37.32g ±4.32 

สถานีวนวัฒน 
วิจัยพิษณุโลก 

เชียงใหม่ 71.73ab ±3.53 73.65a ±0.81 

แพร่ 41.09g ±1.13 56.54c ±3.43 

สุโขทัย 56.14cde ±0.95 59.85cd ±0.72 

ลำปาง 59.47cd ±2.98 37.63g ±3.46 

ขอนแก่น 40.12g ±0.93 37.01g ±1.87 
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4.2.3  ผลการศึกษาฤทธิ์ต้านการอักเสบ 

เมื ่อนำสารสกัดหยาบเมทานอลทั้ง 20 สารสกัด มาทดสอบฤทธิ์ต้านการอักเสบด้วย

วิธีการยับยั้งไนตริกออกไซด์ (nitric oxide scavenging assay : NOA) เพื่อประเมินความสามารถใน

การยับยั้งไนตริกออกไซด์ของสารสกัดจากใบสัก จากนั้นนำสารสกัดท่ีสามารถยับยั้งไนตริกออกไซด์ท่ี

ดีที่สุด มาทดสอบฤทธิ์การยับยั้งไนตริกออกไซด์กับเซลล์ไลน์แมคโครฟาจชนิด 264.7 ที่เหนี่ยวนำให้

เกิดการอักเสบด้วยสาร lipopolysaccharides (LPS)   

4.2.3.1  ผลการศึกษาฤทธิ์ต้านการอักเสบด้วยวิธ ีการยับยั ้งไนตริกออกไซด์ (Nitric 

oxide scavenging assay) 

การทดสอบฤทธิ์ต้านการอักเสบด้วยวิธีการยับยั้งไนตริกออกไซด์ (nitric oxide 

scavenging assay) โดยทดสอบกับ Sodium nitroprusside (SNP) ความเข้มข้น 10 มิลลิโมลาร์ 

กับสารสกัดหยาบเมทานอลจากใบสักความเข้มข้น 100, 125, 250, และ 500  ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร 

โดยเทียบกับสารมาตรฐานกรดแอสคอร์บิก แสดงค่ามาตรฐานร้อยละการยับยั้งไนตริกออกไซด์ ดัง

กราฟ y = 0.191x (รูปภาคผนวกที่ ข-2) พบว่า สารสกัดหยาบเมทานอลจากใบสักสามารถยับยั้ง    

ไนตริกออกไซด์ได้ และความเข้มข้นท่ีสามารถยับยั้งไนตริกออกไซด์ร้อยละ 50 (IC50) มีค่าอยู่ระหว่าง 

59.06-214.21 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร (รูปที่ 4.3) โดยแม่ไม้ลำปางจากทั้ง 2 สถานที่มีค่าการยับยั้ง 

ไนตริกออกไซด์อยู่ระหว่าง 67.07-110.11 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร สามารถยับยั้งไนตริกออกไซด์ได้ดี

ที่สุด รองลงมาคือแม่ไม้แพร่และเชียงใหม่ มีค่าการยับยั้งไนตริกออกไซด์อยู่ระหว่าง 59.06-130.31 

และ 71.07-136.14 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร จะเห็นว่าแม่ไม้ของสารสกัดจากใบสักไม่มีผลต่อฤทธิ์การ

ยับยั้งไนตริกออกไซด์ เมื่อเปรียบเทียบระหว่างใบสดและใบร่วง จากแหล่งปลูกสถานีวนวัฒนวิจัย  

ทองผาภูมิ พบว่า ใบร่วงของแม่ไม้แพร่ (PTD) สุโขทัย (STD) และขอนแก่น (KTD) สามารถยับยั้งไน

ตริกออกไซด์ได้ดีกว่าใบสด โดยมีค่า IC50 เท่ากับ 59.06, 114.11 และ 112.11 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร 

ตามลำดับ ยกเว้นใบร่วงของแม่ไม้เชียงใหม่ (CTD) และลำปาง (LTD) สามารถยับยั้งไนตริกออกไซด์

ได้น้อยกว่าใบสด โดยมีค่า IC50 เท่ากับ 98.09 และ 92.09 ไมโครกรัมต่อมิลลิตร ตามลำดับ ซึ่ง

สามารถยับยั้งไนตริกออกไซด์ได้ดีกว่าสารมาตรฐานกรดแอสคอร์บิกท่ีมีค่า IC50 เท่ากับ 221.72 

ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร สำหรับสารสกัดจากสถานีวนวัฒนวิจัยพิษณุโลกพบว่า ใบร่วงของแม่ไม้

เชียงใหม่ (CPD) ลำปาง (LPD) สุโขทัย (SPD) และขอนแก่น (KPD) สามารถยับยั้งไนตริกออกไซด์ได้

ดีกว่าใบสด โดยมีค่า IC50 เท่ากับ 126.30, 76.08, 106.10 และ 61.06 ยกเว้นใบร่วงของแม่ไม้แพร่ท่ี

มีค่า IC50 เท่ากับ 130.13 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร เมื่อเปรียบเทียบระหว่างสถานท่ีจะเห็นได้ว่าสถานท่ี

ไม่มีผลต่อฤทธิ์การยับยั้งไนตริกออกไซด์ และเมื่อพิจารณาจากค่า IC50 จะเห็นว่าทุกสารสกัดสามารถ

ยับย้ังไนตริกออกไซด์ได้ดีกว่าสารมาตรฐานกรดแอสคอร์บิก ดังตารางท่ี 4.4  
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ตารางที่ 4.4  ค่าความเข้มข้นที่สามารถยับยั้งไนตริกออกไซด์ได้ร้อยละ 50 (IC50) ของสารสกัดหยาบ   

เมทานอลจากใบสัก 

 

รูปที่ 4.3  กราฟแสดงความสัมพันธ์ระหว่างค่าความเข้มข้นที่ร้อยละ 50 (IC50) ของสารสกัดหยาบ     

เมทานอลจากใบสักกับฤทธิ์การยับย้ังไนตริกออกไซด์ของท้ัง 5 แม่ไม้ 

 

สถานที่ แม่ไม้ 
IC50 (ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร) 

ใบสด (F) ใบร่วง (D) 
 

สถานีวนวัฒน
วิจัยทองผาภูมิ 

(T) 
 

เชียงใหม ่(C) 71.07 98.09 

แพร่ (P) 124.12 59.06 

สุโขทัย (S) 214.21 114.11 

ลำปาง (L) 67.07 92.09 

ขอนแก่น (K) 174.17 112.11 

 
สถานีวนวัฒน
วิจัยพิษณุโลก 

(P) 

เชียงใหม ่(C) 136.14 126.13 

แพร่ (P) 70.07 130.13 

สุโขทัย (S) 111.11 106.10 

ลำปาง (L) 110.11 76.08 

ขอนแก่น (K) 104.10 61.06 

สารมาตรฐาน กรดแอสคอร์บิก 221.72 
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พิษณุโลก (P) ใบสด (F)

พิษณุโลก (P) ใบร่วง (D)
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จากผลการทดลองดังกล่าวอาจสรุปได้ว่าสารสกัดหยาบเมทานอลจากใบสักมีฤทธิ์การ

ยับย้ังไนตริกออกไซด์ ซึ่งเป็นสารส่ือกลางในการอักเสบเมื่อเซลล์หรือเนื้อเย่ือได้รับบาดเจ็บทำให้เซลล์

แมคโครฟาจซึ่งเป็นเซลล์เม็ดเลือดขาวชนิดนี้จะหลังไนตริกออกไซด์ออกมา ดังนั้นจึงเลือกตัวอย่า ง   

ใบสดและใบร่วงของแม่ไม้แพร่ และลำปาง จากแหล่งปลูกท้ัง 2 แหล่ง รวมเป็นจำนวน 8 สารสกัด ท่ี

สามารถยับยั้งไนตริกออกไซด์ได้ดีท่ีสุด นำมาทดสอบฤทธิ์ต้านการอักเสบกับเซลล์แมคโครฟาจ RAW 

264.7 ท่ีเหนี่ยวนำให้เกิดการอักเสบด้วยสาร lipopolysaccharides (LPS) ต่อไป 

4.2.3.2  ฤทธิ์ต้านการอักเสบในเซลล์แมคโครฟาจชนิด RAW 264.7 
จากการศึกษาฤทธิ์การยับยั้งไนตริกออกไซด์ของสารสกัดหยาบเมทานอลจาก

ใบสักพบว่า แม่ไม้แพร่และลำปาง จากทั้ง 2 สถานที่ คือ สถานีวนวัฒนวิจัยทองผาภูมิและพิษณุโลก
แสดงฤทธิ์ในการยับยั้งไนตริกออกไซด์ด้วยวิธี nitric oxide scavenging assay (NOA) ดีที ่สุด จึง
นำมาทดสอบฤทธิ์ต้านการอักเสบในเซลล์ไลน์ชนิดแมคโครฟาจ RAW 264.7 ที่เหนี่ยวนำให้เกิดการ
อักเสบด้วยสาร lipopolysaccharides (LPS) ความเข้มข้น 100 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร กับสารสกัด
ที่ความเข้มข้น 6.25, 12.50 50, 25, และ 100 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร พบว่า ทั้ง 2 แม่ไม้มีฤทธิ์ต้าน
การอักเสบ โดยมีค่าความเข้มข้นที่สามารถยับยั้งไนตริกออกไซด์ในเซลล์ไลน์ชนิดแมคโครฟาจ RAW 
264.7 ได้ร้อยละ 50 (IC50) อยู่ระหว่าง <6.25-24.82 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร โดยแม่ไม้แพร่ใบสด 
PTF ใบร่วง PTD และแม่ไม้ลำปางใบสด LTF จากสถานีวนวัฒนวิจัยทองผาภูมิ และแม่ไม้แพร่        
ใบสด PPF ใบร่วง PPD และแม่ไม้ลำปางใบสด LPF จากสถานีวนวัฒนวิจัยพิษณุโลก มีค่าความ
เข้มข้นท่ีสามารถยับยั้งไนตริกออกไซด์ได้ดีท่ีสุดเท่ากับ <6.25 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร รองลงมาคือแม่
ไม้ลำปางใบร่วง LTD จากสถานีวนวัฒนวิจัยทองผาภูมิ และแม่ไม้ลำปางใบร่วง LPD จากสถานี
วนวัฒนวิจัยพิษณุโลก มีค่าเท่ากับ 10.32 และ 24.82 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ตารางที่ 4.5 จากค่า
ความเข้มข้นท่ีสามารถยับยั้งไนตริกออกไซด์ที่ร้อยละ 50 (IC50) ของสารสกัดจากใบสัก มีฤทธิ์การ
ยับยั้งดีกว่าสารสกัดจากเมล็ดลำไยเถาด้วยตัวทำละลายเอทานอล เอทิลอะซิเตท และน้ำ ที่มีค่าอยู่
ระหว่าง 456.94-957.84 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร (วิริยา, 2560) แต่เมื่อเปรียบเทียบท่ีความเข้มข้น 50 
ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร สารสกัดจากใบสักมีค่าการยับยั้งไนตริกออกไซด์อยู่ระหว่างร้อยละ 64.52-
91.87 (รูปที่ 4.4) (ร้อยละการยับยั้งไนตริกออกไซด์ที่ความเข้มข้น 6.25, 12.5, 25, 50 และ 100 
ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร แสดงในตารางภาคผนวก ข-5) ซึ่งน้อยกว่าสารสกัดจากรากดีงูต้น ใบราชดัด 
และใบสาบแร้งสาบกา มีค่าการยับยั้งไนตริกออกไซด์อยู่ระหว่างร้อยละ 85.30-99.90 (กล่าวขวัญ 
และคณะ, 2557) ดังนั้นพืชแต่ละชนิดมีฤทธิ์การยับย้ังไนตริกออกไซด์ท่ีแตกต่างกัน 
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ตารางที่ 4.5  ค่าความเข้มข้นที่สามารถยับยั้งไนตริกออกไซด์ได้ร้อยละ 50 (IC50) ของสารสกัดหยาบ

เมทานอลจากแม่ไม้แพร่ และลำปาง 

 

รูปที่ 4.4  กราฟแสดงความสัมพันธ์ระหว่างค่าร้อยละการยับยั้งไนตริกออกไซด์กับความเข้มข้นต่าง ๆ 

ของสารสกัดจากแม่ไม้แพร่ และลำปาง 

 

4.2.4  ผลการวิเคราะห์ปริมาณสารด้วยเทคนิค HPLC 

การศ ึกษาปร ิมาณสารสำค ัญของสารสก ัดหยาบเมทานอลจากใบสัก 

เปรียบเทียบกับสารมาตรฐาน 3 ชนิด คือ gallic acid, quercetin และ salicylic acid ด้วยเทคนิค 

HPLC พบว่าปริมาณสารสำคัญของสารสกัดหยาบเมทานอลจากใบสักทั้ง 20 สารสกัดหยาบ พบสาร 

salicylic acid มากท่ีสุด อยู่ระหว่าง 6.08-75.96 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร รองลงมาคือ quercetin มี

ปริมาณสารอยู่ระหว่าง 0.11-14.56 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร และ gallic acid ท่ีพบเพียงบางสารสกัด

เท่านั้น โดยมีปริมาณสารอยู่ระหว่าง 0-4.88 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร จากปริมาณสาร salicylic acid 

สถานที่ แม่ไม้ 
ค่า IC50 การยับยั้งไนตริกออกไซด์ (µg/ml) 

ใบสด (F) ใบร่วง (D) 
สถานีวนวัฒนวิจัย

ทองผาภูมิ (T) 
แพร่ (P) <6.25 <6.25 

ลำปาง (L) <6.25 10.32 
สถานีวนวัฒนวิจัย

พิษณุโลก (P) 
แพร่ (P) <6.25 <6.25 

ลำปาง (L) <6.25 24.82 
สารมาตฐาน Indomethacin <6.25 
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ที่พบในสารสกัดใบสดของแม่ไม้ลำปางจากสถานีวนวัฒนวิจัยพิษณุโลก LPF มีปริมาณสูงที่สุด โดยมี

ปริมาณสารเท่ากับ 75.96 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร รองลงมา คือ สารสกัดใบสดแม่ไม้ขอนแก่นจาก

สถานีวนวัฒนวิจัยทองผาภูมิ KTF และสารสกัดใบสดของแม่ไม้เชียงใหม่จากสถานีวนวัฒนวิจัย

พิษณุโลก CPF มีปริมาณสารเท่ากับ 61.88 และ 53.51 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ตามลำดับ (ตารางท่ี 

4.6) สำหรับปริมาณสาร quercetin พบว่า สารสกัดใบสดของแม่ไม้แพร่จากสถานีวนวัฒนวิจัย

พิษณุโลก PPF มีปริมาณสูงท่ีสุดมีค่าเท่ากับ 14.56 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร รองลงมาคือสารสกัดใบสด

ของแม่ไม้เชียงใหม่จากสถานีวนวัฒนวิจัยทองผาภูมิ CTF และสารสกัดใบร่วงของแม่ไม้แพร่จากสถานี

วนวัฒนวิจัยทองผาภูมิ โดยมีปริมาณเท่ากับ 11.06 และ 9.69 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ตามลำดับ และ

ปริมาณของสาร gallic acid พบว่า ใบสดของแม่ไม้แพร่จากสถานีวนวัฒนวิจัยพิษณุโลก PPF มี

ปริมาณมากท่ีสุด รองลงมาคือ สารสกัดใบสดของแม่ไม้เชียงใหม่จากสถานีวนวัฒนวิจัยพิษณุโลก CPF 

และสารสกัดใบสดของแม่ไม้สุโขทัยจากสถานีวนวัฒนวิจัยพิษณุโลก SPF โดยมีปริมาณสารเท่ากับ 

4.88, 4.65 และ 0.75 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ตามลำดับ จากการศึกษาครั ้งนี ้พบปริมาณสาร 

salicylic acid ของสารสกัดหยาบเมทานอลจากใบสักสูงที ่สุด ซึ ่งสอดคล้องกับ  Kole และคณะ 

(2016) ได้รายงานปริมาณสารสำคัญของสารสกัดจากใบสักพบปริมาณของสาร salicylic acid สูง

ที่สุด คือ 12.99 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ซึ ่งการศึกษาในครั้งนี ้มีปริมาณสารมากกว่าถึง 6 เท่า 

นอกจากนี้ยังพบปริมาณของสาร gallic acid มีค่าอยู่ระหว่าง 0.20-10.78 ไมโครกรัมต่อมิลลิตร แต่

ในการศึกษาในครั้งนี้มีค่าน้อยกว่าโดยมีค่าอยู่ในช่วง 0-4.88 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร  

เมื ่อเปรียบเทียบปริมาณสารสำคัญระหว่างแม่ไม้พบว่า แม่ไม้สุโขทัย มีปริมาณสาร 

salicylic acid สูงที ่ส ุด รองลงมา คือ แม่ไม ้ขอนแก่นและแม่ไม้ลำปาง โดยมีค่าอยู ่ระหว่าง          

9.19-75.96, 9.37-61.88 และ 9.81-53.51 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ตามลำดับ สำหรับแม่ไม้แพร่มี

ปริมาณสาร quercetin สูงที่สุด รองลงมา คือ แม่ไม้เชียงใหม่และแม่ไม้สุโขทัย มีค่าอยู่ระหว่าง   

7.55-14.56, 7.55-11.06 และ 0.30-2.38 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ตามลำดับ เช่นเดียวกับสาร gallic 

acid พบว่า แม่ไม้แพร่มีปริมาณสูงที่สุด รองลงมา คือ แม่ไม้เชียงใหม่และแม่ไม้สุโขทัย โดยมีค่าอยู่

ระหว่าง 0-4.88, 0-4.65 และ 0-0.75 ไมโครกรัมต่อมิลลิเมตร ตามลำดับ 

เม ื ่อเปร ียบเทียบปริมาณสารสำคัญระหว่างสถานที ่พบว ่า สารสกัดจากสถานี        

วนวัฒนวิจัยทองผาภูมิมีปริมาณสาร salicylic acid อยู่ระหว่าง 6.08-61.88 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร 

ซึ่งน้อยกว่าสารสกัดจากสถานีวันวัฒนวิจัยพิษณุโลกที่มีค่าอยู่ระหว่าง 9.37-75.96 ไมโครกรัมต่อ

มิลลิลิตร สำหรับสาร quercetin พบว่า สารสกัดจากสถานีวนวัฒนวิจัยทองผาภูมิมีค่าอยู่ระหว่าง 

0.11-11.06 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ซึ่งน้อยกว่าสารสกัดจากสถานีวันวัฒนวิจัยพิษณุโลกที่มีค่าอยู่

ระหว่าง 0.20-14.56 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร และปริมาณสาร gallic acid พบว่าสารสกัดจากสถานี
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วนวัฒนวิจัยทองผาภูมิมีค่าอยู่ระหว่าง 0-0.57 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ซึ่งน้อยกว่าสารสกัดจากสถานี

วนวัฒนวิจัยพิษณุโลกที่มีค่าอยู่ระหว่าง 0-4.88 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ดังนั้นสามารถสรุปได้ว่า

ปริมาณของสารสำคัญ ได้แก่ gallic acid, quercetin และ salicylic acid ของสารสกัดจากสถานี

วนวัฒนวิจัยพิษณุโลกมีปริมาณสูงกว่าสารสกัดจากสถานีวนวัฒนวิจัยทองผาภูมิ 

หากเปรียบเทียบปริมาณสารสำคัญของสารสกัดใบสักระหว่างใบสดและใบร่วง พบว่า 

สารสกัดจากใบสดมีปริมาณสาร salicylic acid อยู่ระหว่าง 6.08-75.96 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ซึ่ง

มากกว่าสารสกัดของใบร่วงมีปริมาณสารอยู ่ระหว ่าง 9.81-16.89 ไมโครกร ัมตต่อมิลลิลิตร 

เช่นเดียวกับสารสกัดใบสดที่มีปริมาณของสาร quercetin และ gallic acid อยู่ระหว่าง 0.37-15.56 

และ 0-4.88 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ตามลำดับ โดยใบร่วงมีปริมาณสารอยู่ระหว่าง 0.11-9.69 และ 

0-0.58 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ตามลำดับ จากผลการวิเคราะห์ปริมาณสารสำคัญสามารถสรุปได้ว่า

สารสกัดใบสดมีปริมาณสารมากกว่าสารสกัดจากใบร่วง สอดคล้องกับการรายงานปริมาณสารสำคัญ

ในกลุ่มของสารฟีนอลิกระหว่างใบสดและใบแก่จากสารสกัดใบสักด้วยเทคนิค reverse phase high 

performance liquid chromatography (RP-HPLC) พบว่า สารสกัดใบอ่อนมีปริมาณสูงกว่าสาร

สกัดจากใบแก่ (Murukan และ Murukan, 2018) 

จากการศึกษาฤทธิ์ทางชีวภาพของสารสกัดหยาบเมทานอลจากใบสักพบว่า สารสกัด

จากสถานีวนวัฒนวิจัยทองผาภูมิและพิษณุโลกมีผลไม่แตกต่างกัน ยกเว้นฤทธิ์การยับยั้งแบคทีเรีย ท่ี

ผลการทดลองพบว่า ตัวอย่างของสารสกัดจากสถานีวนวัฒนวิจัยทองผาภูมิแสดงฤทธิ์ดีกว่าสถานี

วนวัฒนวิจัยพิษณุโลก นอกจากนี้ยังพบว่า ตัวอย่างใบสดและใบร่วง แสดงฤทธิ์ทางชีวภาพในด้าน   

ต่าง ๆ ท่ีแตกต่างกัน โดยตัวอย่างของใบร่วงแสดงฤทธิ์ในการยับยั้งเอนไซม์ไทโรซิเนส และฤทธิ์ต้าน

การอักเสบได้ดีกว่าใบสด ยกเว้นฤทธิ์การยับยั้งแบคทีเรียที่ตัวอย่างใบสดแสดงฤทธิ์ดีกว่าใบร่วง และ

สำหรับตัวอย่างสารสกัดทั้ง 5 แม่ไม้ แสดงฤทธิ์ที่แตกต่างกัน ทั้งฤทธิ์การยับยั้งแบคทีเรีย ฤทธิ์การ

ยับย้ังเอนไซม์ไทโรซิเนส และฤทธิ์ต้านการอักเสบ ดังนั้นจะนำสารสกัดหยาบเมทานอลจากใบสักของ

แม่ไม้แพร่ ที่แสดงฤทธิ์ในการยับยั้งแบคทีเรียดีที่สุด มาแยกให้มีความบริสุทธิ์โดยการนำมาสกัดดว้ย

ตัวทำละลายต่าง ๆ ด้วยเทคนิค liquid-liquid extraction 

4.3  ผลการสกัดสารจากใบสักด้วยเทคนิค liquid-liquid extraction 
จากการศึกษาฤทธิ์การยับยั้งแบคทีเรียของสารสกัดหยาบเมทานอลจากใบสักพบว่า แม่ไม้แพร่ 

สามารถยับยั้งแบคทีเรียที่นำมาทดสอบได้ดีที่สุด ดังนั้นจึงนำตัวอย่างแม่ไม้แพร่ใบสด (PTF) ใบร่วง 

(PTD) จากแหล่งปลูกสถานีวนวัฒนวิจัยทองผาภูมิ และแม่ไม้แพร่ใบสด (PPF) ใบร่วง (PPD) จาก

แหล่งปลูกสถานีวนวัฒนวิจัยพิษณุโลก จำนวน 4 สารสกัด มาสกัดสารด้วยเทคนิค liquid-liquid 

extraction โดยใช้ตัวทำละลาย 5 ชนิด ได้แก่ เฮกเซน (H)  ไดคลอโรมีเทน (D) เอทิลอะซิเตท (E)      
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บิวทานอล (B) และน้ำ (W) ได้สารสกัดจากตัวทำละลายต่าง ๆ ท้ังหมดจำนวน 20 สารสกัดย่อย จาก

การสกัดสารพบว่า สารสกัดส่วนใหญ่เป็นสารขั้วสูง เนื ่องจากมีน้ำหนัก และร้อยละผลได้ของ            

ตัวทำละลายในช้ันบิวทานอล (B) สูงท่ีสุด โดยมีน้ำหนักอยู่ระหว่าง 2.59-5.61 กรัม รองลงมาคือสาร

สกัดในชั้นตัวทำละลาย เฮกเซน (H) และไดคลอโรมีเทน (D) ซึ่งเป็นสารขั้วต่ำ มีน้ำหนักอยู่ระหว่าง 

0.99-2.19 และ 0.57-1.66 กรัม เมื่อพิจารณาสีของสารสกัดพบว่า มีตั้งแต่สีน้ำตาล แดงเข้ม เขียว 

และเหลือง โดยแต่ตัวทำละลายมีสีที่แตกต่างกัน แสดงดังตารางที่ 4.7 และสารสกัดทั้ง 20 สารสกัด

ย่อยจะนำมาทดสอบฤทธิ์การยับย้ังแบคทีเรียต่อไป 

4.4  การศึกษาการศึกษาฤทธิ ์การยับยั ้งแบคทีเรียของสารสกัดใบสักด้วยเทคนิค  

liquid-liquid extraction 
เมื่อนำสารสกัดทั้ง 20 สารสกัดย่อยที่สกัดด้วยเทคนิค liquid-liquid extraction มาทดสอบ

ฤทธิ์การยับย้ังแบคทีเรียจำนวน 3 สายพันธุ์ คือ P. acnes, S. aureus และ S. epidermidis ด้วยวิธี 

paper disc diffusion ที่ระดับความเข้มข้นของสารสกัด 500 ไมโครกรัมต่อดิสก์ โดยใช้ยาปฏิชวีนะ 

gentamicin ความเข้มข้น 10 ไมโครกรัมต่อดิสก์ เป็นตัวควบคุมเชิงบวก พบว่า ตัวทำละลายเฮกเซน 

(H) และไดคลอโรมีเทน (D) สามารถยับยั้งเช้ือ P. acnes, S. aureus และ S. epidermidis ได้ โดยมี

บริเวณยับยั้งอยู่ในระหว่าง 0.00-14.72 มิลลิเมตร ยกเว้นตัวทำละลายเอทิลอะซิเตท (E) สามารถ

ยับยั้งได้เพียงเชื ้อ P. acnes และ S. aureus เท่านั้น โดยมีบริเวณยับยั ้งอยู ่ระหว่าง 0.00-9.50 

มิลลิเมตร แต่ตัวทำละลายบิวทานอล (B) และน้ำ (W) ไม่สามารถยับยั้งเช้ือแบคทีเรียทั้ง 3 สายพันธุ์

ได้ (ตารางที่ 4.8) แสดงว่าสารขั้วสูงไม่มีฤทธิ์การยับยั้งแบคทีเรีย โดยสารสกัดไดคลอโรมีเทนแม่ไม้

แพร ่ใบสดจากสถานีวนว ัฒนวิจ ัยทองผาภูม ิ DPTF สามารถยับยั ้งเช ื ้อ  S. epidermidis และ              

S. aureus ได้ดีที่สุด มีบริเวณยับยั้งเท่ากับ 14.72 และ 12.52 มิลลิเมตร ตามลำดับ และสารสกัด   

เฮกเซนแม่ไม้แพร่ใบสดจากสถานีวนวัฒนวิจัยทองผาภูมิ HPTF สามารถยับยั้งเชื้อ P. acnes ได้ดี

ท่ีสุด มีบริเวณยับย้ังเท่ากับ 13.95 มิลลิเมตร  

เมื่อพิจารณาฤทธิ์การยับยั้งแบคทีเรียในแต่ละตัวทำละลาย พบว่าไดคลอโรมีเทน (D) สามารถ

ยับยั้งเชื ้อได้ดีที่สุด โดยมีบริเวณยับยั้งอยู่ระหว่าง 0.00-14.72 มิลลิเมตร รองลงมาคือตัวทำลาย      

เฮกเซน (H) และเอทิลอะซิเตท (E) มีบริเวณยับยั้งระหว่าง 0.00-13.95 และ 0.00-9.50 มิลลิเมตร 

ตามลำดับ การศึกษาในครั้งนี้สอดคล้องกับการศึกษาของ Krishna และ Nair (2011) ที่ทำการสกัด

ด้วยตัวทำละลาย 4 ชนิด คือ เฮกเซน คลอโรฟอร์ม เอทิลอะซิเตท และเมทานอลพบว่า คลอโรฟอร์ม

แสดงฤทธิ์การยับย้ังแบคทีเรีย S. aureus และ K. pneumoniae ได้ 



 

 
 

ตารางที่ 4.6  ปริมาณสารสำคัญของสารสกัดหยาบเมทานอลจากใบสักโดยการวิเคราะห์ด้วยเทคนิค HPLC 

 

  

 

 

สถานที่ แม่ไม้ 
ใบสด ใบร่วง 

รหัส 
Gallic acid  

(µg/ml) 
Quercetin 
(µg/ml) 

Salicylic acid 
(µg/ml) 

รหัส 
Gallic acid 

(µg/ml) 
Quercetin 
(µg/ml) 

Salicylic acid 
(µg/ml) 

 
สถานีวนวัฒนวิจัย 

ทองผาภูมิ 
(T) 

เชียงใหม่ CTF 0 11.06 31.95 CTD 0 7.64 9.81 
แพร่ PTF 0 7.55 6.08 PTD 0 9.69 15.71 
ลำปาง LTF 0.33 0.78 9.19 LTD 0 0.11 11.74 
สุโขทัย STF 0.21 2.38 20.30 STD 0 0.16 14.10 
ขอนแก่น KTF 0.46 1.36 61.88 KTD 0.57 0.28 10.62 

 
สถานีวนวัฒนวิจัย 

พิษณุโลก 
(P) 

เชียงใหม่ CPF 4.65 7.55 53.51 CPD 0 8.66 13.18 
แพร่ PPF 4.88 14.56 48.89 PPD 0 7.94 10.56 
ลำปาง LPF 0.23 1.24 75.96 LPD 0.58 0.32 15.68 
สุโขทัย SPF 0.75 0.37 16.96 SPD 0 0.30 16.89 
ขอนแก่น KPF 0.31 1.74 9.37 KPD 0 0.20 10.38 
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ตารางที่ 4.7  น้ำหนัก ร้อยละผลได้ สี และรหัสสีของสารสกัดในตัวทำละลายต่าง ๆ ของสารสกัดแม่ไม้แพร่จากสารสกัดใบสักท่ีสกัดด้วยเทคนิค liquid-liquid extraction 

หมายเหตุ  รหัสของสารสกัดจะใช้ช่ือย่อแทนสารสกัด เป็น 4 ตัวอักษร โดยตัวอักษรแรกแทนตัวทำละลายเฮกเซน (H) ไดคลอโรมีเทน (D) เอทิลอะซิเตท  

(E) บิวทานอล (B) และน้ำ (W) ตัวอักษรท่ี 2 แทนแม่ไม้แพร่ (P) ตัวอักษรท่ี 3 แทนสถานท่ีเพาะปลูกสถานีวนวัฒนวิจัยทองผาภูมิ (T) และสถานีวนวัฒนวิจัย

พิษณุโลก (P) และตัวอักษรท่ี 4 แทนชนิดของของใบ ใบสด (F) และใบร่วง (D) 

สถานที่ ตัวทำละลาย 

ใบสด ใบร่วง 
รหัส น้ำหนัก 

สารสกัด 
(กรัม) 

ผลได้ 
(ร้อยละ) 

สีสารสกัด รหัสสี 
สารสกัด 

รหัส น้ำหนัก 
สารสกัด 
(กรัม) 

ผลได้ 
(ร้อยละ) 

สีสารสกัด รหัสสี 
สารสกัด 

 
สถานี

วนวัฒนวิจัย
ทองผาภูมิ 

 

เฮกเซน HPTF 1.56 15.55  RHSN200C HPTD 1.31 16.34  RHS160B 
ไดคลอโรมีเทน DPTF 0.59 5.87  RHS166A DPTD 1.66 20.76  RHS199C 
เอทิลอะซิเตท EPTF 0.41 4.05  RHS187A EPTD 0.13 1.64  RHSN187D 
บิวทานอล BPTF 5.61 56.87  RHS85B BPTD 2.59 32.38  RHSN155A 
น้ำ WPTF 0.39 10.16  RHS202C WPTD 0.71 8.89  RHS165A 

 
สถานี

วนวัฒนวิจัย 
พิษณุโลก 

เฮกเซน HPPF 2.19 21.90  RHS146C HPPD 0.99 12.38  RHSN187D 
ไดคลอโรมีเทน DPPF 0.57 5.70  RHS199A DPPD 1.03 12.88  RHS92C 
เอทิลอะซิเตท EPPF 1.05 10.50  RHS202C EPPD 0.46 5.75  RHSN187D 
บิวทานอล BPPF 4.35 43.50  RHS155A BPPD 2.98 37.25  RHS100D 
น้ำ WPPF 1.19 11.90  RHS199C WPPD 0.45 5.63  RHS202C 
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เฮกเซน ไดคลอโรมีเทน และคลอโรฟอร์มเป็นตัวทำละลายที่มีขั ้วต่ำเหมือนกัน ซึ่งต่างจาก

การศึกษาของ Lanka และ Parimala (2017) ท่ีศึกษาสารสกัดจากใบสักด้วยตัวทำละลาย เอทานอล 

เมทานอล เอทิลอะซิเตท และน้ำ พบว่า สารสกัดจากใบสักที่สกัดด้วยเอทานอลสามารถยับยั้ง

แบคทีเร ียได้ 3 สายพันธุ ์ คือ P. aeruginosa, S. aureus และ Bacillus subtilis ได้ดีที ่สุด เมื่อ

พิจารณาฤทธิ์การยับยั้งแบคทีเรียระหว่างใบสดและใบร่วง พบว่า ใบสดของตัวทำละลายเฮกเซน (H) 

และไดคลอโรมีเทน (D) สามารถยับย้ังเช้ือได้ดีกว่าใบร่วง มีบริเวณยับย้ังอยู่ระหว่าง 7.39-13.95 และ

0.00-13.26 มิลลิเมตร ตามลำดับ ยกเว้นตัวทำละลายเอทิลอะซิเตท (E) พบว่า ใบร่วงสามารถยับยั้ง

เช้ือได้ดีกว่าใบสด โดยมีบริเวณยับย้ังอยู่ระหว่าง 0.00-9.50 และ 0.00-7.21 มิลลิเมตร ตามลำดับ 

เมื่อเปรียบเทียบฤทธิ์การยับยั้งแบคทีเรียระหว่างสถานที่พบว่า สถานีวนวัฒนวิจัยทองผาภูมิ 

สามารถยับยั้งแบคทีเรียได้ดีกว่า สถานีวนวัฒนวิจัยพิษณุโลก มีบริเวณยับย้ังอยู่ระหว่าง 0.00-14.72 

และ 0.00-10.04 มิลลิเมตร ตามลำดับ (รูปท่ี 4.5 ก-ค และ 4.6 ก-ค) 

 

 

 

รูปที่ 4.5  ผลการยับยั้งเชื้อแบคทีเรีย (ก) P. acnes (ข) S. aureus (ค) S. epidermidis ของสาร

สกัดจากใบสักด้วยเทคนิค liquid-liquid extraction ด้วยตัวทำละลายเฮกเซนของแม่ไม้

แพร่ โดยตัวอักษร P คือ ตัวควบคุมเชิงบวก gentamicin ความเข้มข้น 10 ไมโครกรัมต่อ

ดิสก์ และ N คือ ตัวควบคุมเชิงลบหรือเมทานอล 

 

 

 

           ก                                     ข                                      ค 

PTF PTD 

PPF PPD 
N 

P 

PTF PTD 

PPF PPD 

N 

P 

PTF PTD 

PPF 
PPD 

N 

P 
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รูปที่ 4.6  ผลการยับยั้งเชื ้อแบคทีเรีย (ก) P. acnes (ข) S. aureus (ค) S. epidermidis ของสาร

สกัดจากใบสักด้วยเทคนิค liquid-liquid extraction ด้วยตัวทำละลายไดคลอโรมีเทน

ของแม่ไม้แพร่ โดยตัวอักษร P คือ ตัวควบคุมเชิงบวก gentamicin ความเข้มข้น 10 

ไมโครกรัมต่อดิสก์ และ N คือ ตัวควบคุมเชิงลบหรือเมทานอล 

4.5  ผลการแยกสารจากใบสักด้วยเทคนิค column chromatography 
 จากการศึกษาฤทธิ์การยับยั้งแบคทีเรียของสารสกัดใบสักที่สกัดด้วยเทคนิค  liquid-liquid 

extraction พบว่า ตัวอย่างใบสด (PTF) และใบร่วง (PTD) ของแม่ไม้แพร่จากสถานีวนวัฒนวิจัย    

ทองผาภูมิ ที่สกัดด้วยตัวทำละลายเฮกเซน (H) และไดคลอโรมีเทน (D) สามารถยับยั้งแบคทีเรียท่ี

นำมาทดสอบได้ดีท่ีสุด จึงนำมาการแยกสารด้วยเทคนิค column chromatography และจากการหา

ระบบตัวทำละลายเป็นเฟสเคลื่อนท่ี ที่สามารถแยกองค์ประกอบของสารได้ดี พบว่า ระบบตัวทำ

ละลายที่สามารถแยกองค์ประกอบของสารสกัดจากใบสักได้ คือ คลอโรฟอร์มต่อเมทานอลใน

อัตราส่วน 9 : 1 สามารถแยกสารได้ดีท่ีสุด เมื่อสเปรย์ด้วย anisaldehyde reagent ส่องภายใต้ยูวีท่ี

ความยาวคลื่น 254 เพื่อสังเกตการเคลื่อนที่ของสาร (รูป 4.7ก) และเมื่อส่องด้วยยูวีที่ความยาวคล่ืน 

366 นาโนเมตร จะปรากฏแถบของสารเรืองแสง แสดงว่ามีสารท่ีมีฤทธิ์ทางชีวภาพ (รูปท่ี 4.7ข) จาก

รูป 4.7ก จะเห็นว่ายังมีสารติดอยู่ด้านล่าง base line ของแผ่น TLC ท่ีไม่เกิดการแยกไปด้านบน สาร

ดังกล่าวอาจเป็นสารขั้วสูงทำให้จับกับซิลิกาเจลของแผ่น TLC และเมื่อลองเพิ่มอัตราส่วนของ        

ตัวทำละลายเมทานอลซึ่งเป็นตัวทำละลายท่ีมีขั้วสูง จากอัตราส่วนของคลอโรฟอร์มต่อเมทานอล 9 : 

1 เป็น 8 : 2, 7 : 3 และ 6 : 4 พบว่า สารท่ีเคยติดอยู่ด้านล่าง base line ของแผ่น TLC เกิดการแยก

เพิ่มขึ้นไปยังด้านบนของแผ่น TLC ได้ดี (รูปท่ี 4.8 ก-ค) 

 

 

           ก                                     ข                                      ค 

PTF 
PTD 

PPF 
PPD N 

P 

PTF PTD 

PPF PPD 
N 

P 

PTF PTD 

PPF PPD 
N 

P 



55 
 

 
 

ตารางที่ 4.8  ฤทธิ์การยับย้ังเช้ือ P. acnes, S. aureus และ S. epidermidis ของสารสกัดจากใบสัก

ด้วยเทคนิค liquid-liquid extraction ความเข้มข้น 500 ไมโครกรัมต่อดิสก์ และ     

ยาปฏิชีวนะ gentamicin ความเข้มข้น 10 ไมโครกรัมต่อดิสก์ 

หมายเหตุ ตัวเลขในตารางแสดงค่าเฉลี่ย±ส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐานของบริเวณยับยั้งเชื้อแบคทีเรีย โดย
ตัวอักษร a-f ในตารางแสดงค่าความแตกต่างทางสถิติด้วยวิธี Duncan’s Multiple Range 
Test (DMRT) p<0.05  

 
 

แบคทีเรีย 
สาร
สกัด 

บริเวณยับยั้ง (มิลลิเมตร) 

เฮกเซน 
(H) 

ไดคลอโร-
มีเทน (D) 

เอทิล  
อะซิเตท

(E)  

บิวทา-
นอล 
(B) 

น้ำ 
(W) 

gentamicin 

P. acnes 

PTF 13.95a±0.40 13.86ab±0.50 7.21bc±0.44 0.00 0.00  
14.50±0.46 PTD 8.46d±0.11 7.90f±0.44 8.68a±0.92 0.00 0.00 

PPF 7.66e±0.35 8.19f±0.77 0.00 0.00 0.00 
PPD 0.00 7.55f±0.57 9.50a±0.91 0.00 0.00 

S. aureus 

PTF 11.86b±0.09 12.52cd±0.93 0.00 0.00 0.00  
22.78±0.60 PTD 10.13c±1.46 11.36d±0.37 7.64b±0.23 0.00 0.00 

PPF 7.66e±0.35 7.39f±0.89 0.00 0.00 0.00 
PPD 7.34e±0.28 0.00 6.79c±0.08 0.00 0.00 

S. 
epidermidis 

PTF 12.14b±0.78 14.72a±1.61 0.00 0.00 0.00  
33.04±0.10 PTD 11.19b±0.52 13.26bc±0.95 0.00 0.00 0.00 

PPF 7.97de±0.23 10.04e±0.49 0.00 0.00 0.00 
PPD 0.00 7.59f±0.53 0.00 0.00 0.00 



56 
 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 4.7  องค์ประกอบและการเคลื่อนท่ีของสารที่แยกบนแผ่นซิลิกาเจล normal phase TLC ใน

ระบบตัวทำละลายคลอโรฟอร์มต่อเมทานอลในอัตราส่วน 9 : 1 เมื่อส่องภายใต้ยูวีความ

ยาวคล่ืน (ก) 254 และ (ข) 366 นาโนเมตร โดย A, B คือสารสกัดช้ันเฮกเซนของแม่ไม้แพร่

ใบสด (PTF) และใบร่วง (PTD) C และ D คือสารสกัดชั้นไดคลอโรมีเทนของแม่ไม้แพร่     

ใบสด (PTF) และใบร่วง (PTD) ตามลำดับ 

 

 

 

 

 

รูปที่ 4.8  องค์ประกอบและการเคลื่อนท่ีของสารที่แยกบนแผ่นซิลิกาเจล normal phase TLC ใน

ระบบตัวทำละลายคลอโรฟอร์มต่อเมทานอลในอัตราส่วน (ก) 8 : 2 (ข) 7 : 3 และ (ค)  6 : 

4 เมื่อส่องภายใต้ยูวีความยาวคลื่น 254 นาโนเมตร โดย A, B คือสารสกัดชั้นเฮกเซนของ

แม่ไม้แพร่ใบสด (PTF) และใบร่วง (PTD) C และ D คือสารสกัดชั้นไดคลอโรมีเทนของแม่

ไม้แพร่ใบสด (PTF) และใบร่วง (PTD) ตามลำดับ 

จากผลการทดลองเมื ่อนำสารสกัดแม่ไม ้แพร่ใบสด (PTF) และใบร ่วง (PTD) ของ            

ตัวทำละลายเอกเซน (H) และไดคลอโรมีเทน (D) มาละลายด้วยคลอโรฟอร์มต่อเมทานอลใน

อัตราส่วน 9 :1 และแยกด้วย column chromatography เมื่อเก็บสารที่ชะลงมาจากคอลัมน์ และ

นำสารดังกล่าวไปตรวจสอบองค์ประกอบของสารด้วยแผ่นซิลิกาเจล normal phase TLC โดยใช้

ระบบตัวทำละลายคลอโรฟอร์มต่อเมทานอลในอัตราส่วน 9 :1 นำมาสเปรย์ด้วย anisaldehyde 

reagent และนำมาส่องภายใต้ยูวีความยาวคลื่น 254 และ 366 นาโนเมตร เพื่อรวมสารที่เหมือนกัน

เป็นสารสกัดส่วนย่อยเดียวกัน พบว่า สามารถแยกสารสกัดส่วนย่อยของสารสกัด HPTF, HPTD, 

A    B     C    D      A   B     C   D 

          ก                  ข 

A    B      C    D     A   B     C   D    A   B      C   D 

          ก                  ข                    ค 
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DPTF และ DPTD คือ 12, 6, 7, และ 8 สารสกัดส่วนย่อย ตามลำดับ โดยน้ำหนัก และร้อยละผลได้

ของสารสกัดส่วนย่อยดังกล่าวแสดงดังตารางท่ี 4.9 โดยน้ำหนักรวมของสารสกัดส่วนย่อย HPTF1-12 

HPTD1-6, DPTF1-7 และ DPTD1-8 เท่ากับ 0.627, 0.726, 0.55 และ 1.225 กรัม คิดเป็นผลได้  

ร้อยละ 62.70, 72.60, 55.00 และ 92.00 ตามลำดับ และนำสารสกัดส่วนย่อยดังกล่าวไปทดสอบ

ฤทธิ์การยับย้ังแบคทีเรียต่อไป 

4.6  ผลการศึกษาฤทธิ์การยับยั้งแบคทีเรียของสารสกัดจากใบสักโดยการแยกสารด้วย

เทคนิค column chromatography 
จากการแยกสารด้วยเทคนิค column chromatography จากสารสกัดใบสดของแม่ไม้แพร่

ด้วยตัวทำละลายเฮกเซน HPTF ใบร่วงของแม่ไม้แพร่ด้วยตัวทำละลายเฮกเซน HPTD และจากสาร

สกัดใบสดของแม่ไม้แพร่ด้วยตัวทำละลายไดคลอโรมีเทน DPTF และใบร่วงด้วยตัวทำละลาย          

ไดคลอโรมีเทน DPTD จากสถานีวนวัฒนวิจัยทองผาภูมิ นำมาทดสอบฤทธิ์การยับยั้งแบคทีเรีย 3 สาย

พันธุ์ คือ P. acnes, S. aureus และ S. epidermidis ด้วยวิธี paper disc diffusion ที่ระดับความ

เข้มข้นของสารสกัด 500 ไมโครกรัมต่อดิสก์ โดยใช้ยาปฏิชีวนะ gentamicin ความเข้มข้น 10 

ไมโครกรัมต่อดิสก์ เป็นตัวควบคุมเชิงบวก พบว่า สามารถยับยั้งเช้ือแบคทีเรียท้ัง 3 สายพันธุ์ได้ โดยมี

บริเวณยับยั้งอยู่ระหว่าง 6.45-16.63 มิลลิเมตร โดยสามารถยับยั้งเชื ้อ S. epidermidis ได้ดีที่สุด 

รองลงมาค ือเช ื ้อ S. aureus และ P. acnes ม ีบร ิ เวณย ับบย ั ้ งอย ู ่ระหว ่าง 7.22-14.97 และ           

8.55-12.78 มิลลิเมตร ตามลำดับ โดยสารสกัดส่วนย่อยท่ี 3 และ 4 สามารถยับยั้งเช้ือแบคทีเรียได้ดี

ท่ีสุดโดยมีบริเวณยับยั้งอยู่ระหว่าง 8.55-16.02 และ 8.14-16.63 มิลลิเมตร ตามลำดับ โดยสารสกัด

ส่วนย่อยที ่ 4 ของตัวทำละลายไดคลอโรมีเทนจากสารสกัดใบสด DPTF4 สามารถยับยั ้ง เ ช้ือ             

S. epidermidis ได้ดีท่ีสุด มีบริเวณยับย้ังเท่ากับ 16.63 มิลลิเมตร รองลงมาคือสารสกัดส่วนย่อยท่ี 3 

ของตัวทำละลายเฮกเซนจากสารสกัดใบร่วง HPTD3 และสารสกัดส่วนย่อยที่ 3 ของตัวทำละลาย     

ไดคลอโรมีเทนจากสารสกัดใบร่วง DPTD3 มีบริเวณยับยั้งเท่ากับ 16.02 และ 15.69 มิลลิเมตร 

ตามลำดับ สำหรับสารสกัดส่วนย่อยท่ี 3 ของตัวทำละลายเฮกเซนจากสารสกัดใบร่วง HPTD3 

สามารถยับยั้งเช้ือ S. aureus ได้ดีท่ีสุด มีบริเวณยับย้ังเท่ากับ 14.97 มิลลิเมตร รองลงมาคือสารสกัด

ส่วนย่อยที่ 3 และ 4 ของตัวทำละลายไดคลอโรมีเทนจากสารสกัดใบร่วง DPTD3 และ DPTD4 มี

บริเวณยับยั ้งเท่ากับ 13.27 และ 13.03 มิลลิเมตร ตามลำดับ และสารสกัดส่วนย่อยที ่ 3 ของ          

ตัวทำละลายไดคลอโรมีเทนจากสารสกัดใบสด DPTF3 สามารถยับยั้งเชื้อได้ดีที่สุด รองลงมาคือสาร

สกัดส่วนย่อยที่ 4 ของตัวทำละลายเฮกเซนจากสารสกัดใบสด HPTF4 และ สารสกัดส่วนย่อยที่ 5 

ของตัวทำละลายเฮกเซนจากสารสกัดใบสด HPTF5 มีบริเวณยับยั้งเท่ากับ 12.78, 10.60 และ 9.98 

มิลลิเมตร ตามลำดับ จากผลการศึกษาจะเห็นว่าสารสกัดส่วนย่อยท่ี 3 และ 4 ของตัวทำละลายท้ัง 2 



58 
 

 
 

ชนิดสามารถยับยั้งเชื้อแบคทีเรียที่นำมาทดสอบได้ดีที่สุด เมื ่อพิจารณาฤทธิ์การยับยั้งแบคทีเรีย

ระหว่างใบสดและใบร่วง พบว่า ใบร่วงสามารถยับยั้งเชื้อ S. aureus และ S. epidermidis ได้ดีกว่า  

ใบสด แต่ไม่สามารถยับยั้งเช้ือ P. acnes ได้ (ตารางท่ี 4.10-11) 

ตารางที่ 4.9  น้ำหนัก และร้อยละผลได้ของสารสกัดส่วนย่อยที่ทำการแยกด้วยเทคนิค column 

chromatography ของสารสก ัดแม ่ไม ้แพร่ช ั ้นต ัวทำละลายเฮกเซน (H) และ              

ไดคลอโรมีเทน (D) จากใบสัก PTF และ PTD จากสถานีวนวัฒนวิจัยทองผาภูมิ 

 

ตัวทำละลาย 

ใบสด ใบร่วง 

รหัส 
น้ำหนัก 
สารสกัด 
(กรัม) 

ผลได้ 
(ร้อยละ) 

รหัส 
น้ำหนัก 
สารสกัด 
(กรัม) 

ผลได้ 
(ร้อยละ) 

 
 
 
 

 
เฮกเซน 

 (H) 

HPTF1 0.154 15.40 HPTD1 0.171 17.10 
HPTF2 0.169 16.90 HPTD2 0.146 14.60 
HPTF3 0.020 2.00 HPTD3 0.271 27.10 
HPTF4 0.025 2.50 HPTD4 0.007 0.70 
HPTF5 0.027 2.70 HPTD5 0.002 0.20 
HPTF6 0.014 1.40 HPTD6 0.129 12.90 
HPTF7 0.063 6.30    
HPTF8 0.006 0.60    
HPTF9 0.016 1.60    
HPTF10 0.013 1.30    
HPTF11 0.007 0.70    
HPTF12 0.113 11.30    

 
 
 

ไดคลอโรมีเทน 
(D) 

DPTF1 0.033 6.60 DPTD1 0.040 4.00 
DPTF2 0.074 14.80 DPTD2 0.099 9.90 
DPTF3 0.100 20.00 DPTD3 0.291 29.10 
DPTF4 0.097 19.40 DPTD4 0.256 25.60 
DPTF5 0.070 14.00 DPTD5 0.001 0.10 
DPTF6 0.029 5.80 DPTD6 0.128 12.80 
DPTF7 0.047 9.40 DPTD7 0.104 10.40 

   DPTD8 0.106 10.60 
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ตารางที่ 4.10  ฤทธิ์การยับยั้งแบคทีเรียของเชื้อ P. acnes, S. aureus และ S. epidermidis ของ
แม่ไม้แพร่จากสารสกัดใบสัก ที่เก็บจากสถานีวนวัฒนวิจัยทองผาภูมิ สกัดด้วยตัวทำ
ละลายเฮกเซน แยกสารด้วยเทคนิค column chromatography ที ่ระดับความ
เข้มข้น 500 ไมโครกรัมต่อดิสก์ และยาปฏิชีวนะ gentamicin ความเข้มข้น 10 
ไมโครกรัมต่อดิสก์ 

หมายเหตุ  ND = Not detected และ ตัวเลขในตารางแสดงค่าเฉล่ีย±ส่วนเบ่ียงเบนมาตรฐานของ 
บริเวณ ยับย้ังเช้ือแบคทีเรีย โดยตัวอักษร a-d ในตารางแสดงค่าความแตกต่างทางสถิติ
ด้วยวิธี Duncan’s Multiple Range Test (DMRT) p<0.05 

 
 
 
 
 
 
 
 

สารสกัด
ส่วนย่อย 

เฮกเซน (H) 

บริเวณยับยั้ง (มิลลิเมตร) 
P. acnes S. aureus S. epidermidis 

PTF PTD PTF PTD PTF PTD 
F1 0.00 0.00 0.00 0.00 6.45d±0.65 0.00 

F2 0.00 0.00 11.20b±0.31 0.00 11.46b±1.81 0.00 

F3 8.55b±0.61 0.00 12.47a±0.86 14.97a±1.46 15.14a±2.01 16.02a±2.25 
F4 10.60a±0.65 0.00 12.23a±0.30 9.29b±1.35 15.32a±0.24 11.52b±1.05 
F5 9.98a±0.25 ND 11.14b±0.17 ND 11.03b±0.71 ND 

F6 0.00 ND 0.00 ND 0.00 ND 

F7 9.95a±0.63  0.00  0.00  

F8 0.00  0.00  0.00  

F9 ND  ND  ND  

F10 0.00  0.00  0.00  

F11 0.00  7.47c±0.00  8.48c±0.00  

F12 ND  ND  ND  

gentamicin 15.70±0.01 24.14±0.06 30.42±0.41 



60 
 

 
 

ตารางที่ 4.11 ฤทธิ์การยับยั้งแบคทีเรียของเช้ือ P. acnes, S. aureus และ S. epidermidis ของแม่
ไม้แพร่จากสารสกัดใบสัก ที่เก็บจากสถานีวนวัฒนวิจัยทองผาภูมิ สกัดด้วยตัวทำ
ละลายไดคลอโรมีเทน ที่แยกสารด้วยเทคนิค column chromatography ที่ระดับ
ความเข้มข้น 500 ไมโครกรัมต่อดิสก์ และยาปฏิชีวนะ gentamicin ความเข้มข้น 10 
ไมโครกรัมต่อดิสก์ 

หมายเหตุ  ND = Not detected และ ตัวเลขในตารางแสดงค่าเฉล่ีย±ส่วนเบ่ียงเบนมาตรฐานของ
บริเวณยับย้ังเช้ือแบคทีเรีย โดยตัวอักษร a-d ในตารางแสดงค่าความแตกต่างทางสถิติ
ด้วยวิธี Duncan’s Multiple Range Test (DMRT) p<0.05 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

สารสกัด
ส่วนย่อย 
ไดคลอโร-
มีเทน (D) 

บริเวณยับยั้ง 
P. acnes S. aureus S. epidermidis 

PTF PTD PTF PTD PTF PTD 

F1 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 

F2 8.99b±0.15 0.00 10.39b±0.81 10.41c±0.04 11.65b±0.71 8.66c±0.70 

F3 12.78a±0.40 0.00 10.04b±0.34 13.27a±0.27 12.72b±1.18 15.69a±1.56 
F4 8.14c±0.38 0.00 11.69a±0.68 13.03b±0.13 16.63a±0.80 13.97b±1.82 
F5 0.00 0.00 7.90c±0.17 7.73d±0.24 0.00 0.00 

F6 0.00 0.00 7.22c±0.70 0.00 7.71c±0.70 0.00 

F7 ND 0.00 ND 0.00 ND 0.00 

F8  0.00  0.00  0.00 

Gentamicin 15.18±0.11 23.64±0.34 30.76±0.1 



61 
 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

รูปที่ 4.9  ผลการยับยั้งเช้ือแบคทีเรีย P. acnes (ก-ข) สารสกัด HPTF1-6 และ (ค-ง) DPTF1-6 ด้วย

เทคนิค column chromatography โดยตัวอักษร P คือ ตัวควบคุมเชิงบวก gentamicin 

ความเข้มข้น 10 ไมโครกรัมต่อดิสก์ และ N คือ ตัวควบคุมเชิงลบ หรือเมทานอล 
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รูปที่ 4.10  ผลการยับยั้งเชื ้อแบคทีเรีย S. aureus (ก-ข) สารสกัด HPTF1-6 (ค) HPTD1-4 (ง-จ) 

DPTF1-6 และ (ฉ) DPTD1-4 ด้วยเทคนิค column chromatography โดยตัวอักษร P 

คือ ตัวควบคุมเชิงบวก gentamicin ความเข้มข้น 10 ไมโครกรัมต่อดิสก์ และ N คือ ตัว

ควบคุมเชิงลบ หรือเมทานอล 
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รูปที่ 4.11  ผลการยับยั้งเชื ้อแบคทีเรีย S. epidermidis (ก-ข) สารสกัด HPTF1-6 (ค) HPTD1-4   

(ง -จ) DPTF1-6 และ (ฉ) DPTD1-4 ด้วยเทคน ิค column chromatography โดย

ตัวอักษร P คือ ตัวควบคุมเชิงบวก gentamicin ความเข้มข้น 10 ไมโครกรัมต่อดิสก์ 

และ N คือ ตัวควบคุมเชิงลบ หรือเมทานอล 

4.7  ผลการวิเคราะห์องค์ประกอบทางเคมีด้วยเทคนิค GC-MS 
การวิเคราะห์ด้วยเทคนิค GC-MS จะเลือกสารสกัดส่วนย่อยที่ 3 และ 4 ของตัวทำละลาย      

เฮกเซนของแม่ไม้แพร่ใบสด HPTF3-4 และใบร่วง HPTD3-4 และสารสกัดส่วนย่อยที่ 3 และ 4 ของ

ตัวทำละลายไดคลอโรมีเทนของแม่ไม ้แพร่ใบสด DPTF3-4 และใบร ่วง DPTD3-4 จากสถานี     

วนวัฒนวิจัยทองผาภูมิ มาวิเคราะห์องค์ประกอบทางเคมีด้วยเทคนิค GC-MS ผลการวิเคราะห์ พบว่า

สารสกัดส่วนย่อยท่ี 3 และ 4 ของตัวทำละลายเฮกเซนของแม่ไม้แพร่ใบสด HPTF3 และ HPTF4 พบ

องค์ประกอบทางเคมีที ่ทราบโครงสร้างทางเคมีจำนวน 8 และ 6 ชนิด ตามลำดับ และสารสกัด

ส่วนย่อยที่ 3 และ 4 ของตัวทำละลายเฮกเซนของแม่ไม้แพร่ใบร่วง HPTD3 และ HPTD 4 พบ

องค์ประกอบทางเคมีท่ีทราบโครงสร้างทางเคมีจำนวน 21 และ 7 ชนิด ตามลำดับ (ภาคผนวก ค) 
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สำหรับผลการวิเคราะห์องค์ประกอบทางเคมีของสารสกัดส่วนย่อยที ่ 3 และ 4 ของตัว         

ทำละลายไดคลอโรมีเทนของแม่ไม้แพร่ใบสด DPTF3 และ DPTF4 พบองค์ประกอบทางเคมีที่ทราบ

โครงสร้างทางเคมีจำนวน 3 และ 13 ชนิด ตามลำดับ และสารสกัดส่วนย่อยที่ 3 และ 4 ของตัว         

ทำละลายไดคลอโรมีเทนของแม่ไม้แพร่ใบร่วง DPTD3 และ DPTD4 พบองค์ประกอบทางเคมีท่ีทราบ

โครงสร้างทางเคมีจำนวน 5 และ 8 ชนิด ตามลำดับ (ภาคผนวก ค) 

เมื่อพิจารณาฤทธิ์ทางชีวภาพขององค์ประกอบทางเคมีของสารสกัดส่วนย่อยที่ 3 และ 4 ของ

ตัวทำละลายเฮกเซนของแม่ไม้แพร่ใบสด HPTF3-4 และใบร่วง HPTD3-4 และสารสกัดส่วนย่อยท่ี 3 

และ 4 ของตัวทำละลายไดคลอโรมีเทนของแม่ไม้แพร่ใบสด DPTF3-4 และใบร่วง DPTD3-4 จาก

สถานีวนวัฒนวิจัยทองผาภูมิ พบสารที่น่าสนใจ และอาจมีฤทธิ์การยับยั้งแบคทีเรีย จำนวน 5 ชนิด 

ได้แก่ Hexadecanoic acid methyl ester, Phenol, 2,4-bis-(1,-dimethylethyl), Stigmasterol, 

Spathulenol และ Loliolide (ตารางที่ 4.12) โดยปริมาณของสาร Hexadecanoic acid methyl 

ester มีค่าอยู่ระหว่าง 3.037-14.171 โดยสารสกัดส่วนย่อยที่ 4 ของตัวทำละลายเฮกเซนของแมไ่ม้

แพร่ใบสด HPTF4 จากสถานีวนวัฒนวิจัยทองผาภูมิ มีปริมาณเท่ากับร้อยละ 14.171 ซึ่งสอดคล้องกับ

ผลการยับยั้งแบคทีเรียทั้ง 3 สายพันธุ์ที่นำมาทดสอบ พบว่า สารสกัดส่วนย่อยดังกล่าวมีฤทธิ์ในการ

ยับยั้งแบคทีเรียได้ดีกว่าสารสกัดส่วนย่อยที่ 4 ของตัวทำละลายเฮกเซนของแม่ไม้แพร่ใบร่วง HPTD 

จากสถานีวนวัฒนวิจัยทองผาภูมิ ท่ีไม่พบสาร Hexadecanoic acid methyl ester และยังสอดคล้อง

กับสาร Phenol, 2,4-bis- (1,1-dimethylethyl) ท่ีมีปริมาณสารร้อยละ 14.799 พบในสารสกัด

ส่วนย่อยที่ 4 ของตัวทำละลายเฮกเซนของแม่ไม้แพร่ใบสด HPTF4 และพบในสารสกัดส่วนย่อยที่ 3 

ของตัวทำละลายไดคลอโรมีเทนของแม่ไม้แพร่ใบร่วง DPTD4 จากสถานีวนวัฒนวิจัยทองผาภูมิ ที่มี

ปริมาณเท่ากับ 15.388 ซึ่งสอดคล้องกับฤทธิ์การยับยั้งแบคทีเรียจากสารสกัดส่วนย่อยดังกล่าว

สามารถยับยั้งเช้ือ S. aureus และ S. epidermidis ได้ดีกว่าสารสกัดส่วนย่อยท่ี 3 ของตัวทำละลาย

ไดคลอโรมีเทนของแม่ไม้แพร่ใบสด DPTF3 ที่มีปริมาณน้อยกว่า โดยมีค่าเท่ากับร้อยละ 4.877 

เช่นเดียวกับสารสกัดส่วนย่อยที่ 4 ของตัวทำละลายไดคลอโรมีเทนของแม่ไม้แพร่ใบสด DPTF4 ที่มี

ปริมาณเท่ากับร้อยละ 0.469 ซึ่งน้อยกว่าสารสกัดส่วนย่อยที่ 4 ของตัวทำละลายไดคลอโรมีเทนของ

แม่ไม้แพร่ใบร่วง DPTD4 ที่มีค่าเท่ากับร้อยละ 9.166 ดังนั้นฤทธิ์การยับยั้งแบคทีเรียอาจจะมาจาก

สารดังกล่าว ซึ่งท่ีผ่านมามีการรายงานฤทธิ์ทางชีวภาพของสารไว้ดังนี้ 

 

 

 

 



 
 

 
 

ตารางที่ 4.12  ผลการวิเคราะห์องค์ประกอบของสารสกัดจากใบสักแม่ไม้แพร่ สารสกัดส่วนย่อยท่ี 3 และ 4 ของตัวทำละลายเฮกเซนใบสด HPTF3-4 และใบร่วง HPTD3-

4 และสารสกัดส่วนย่อยท่ี 3 และ 4 ของตัวทำละลายไดคลอโรมีเทนใบสด DPTF3-4 และใบร่วง DPTD3-4 จากสถานีวนวัฒนวิจัยทองผาภูมิ ด้วยเทคนิค 

GC-MS 

สารสกัด
ส่วนย่อย 

HPTF 
% of 
total 

HPTD 
% of 
total 

DPTF 
% of 
total 

DPTD 
% of 
total 

F3 

Phenol, 2,4-bis- 
(1,1-dimethylethyl) 
Hexadecanoic acid 
methyl ester 

1.755 
 

3.037 

Phenol, 2,4-bis-
(1,1-dimethylethyl) 
Hexadecanoic acid 
methyl ester 
Hexadecanoic acid 
Stigmasterol 

0.818 
 

4.048 
 

3.848 
1.491 

Phenol, 2,4-bis-
(1,1-dimethylethyl) 
Hexadecanoic acid 
methyl ester 

4.877 
 

12.879 
 
 

Phenol, 2,4-bis-(1,1-
dimethylethyl) 

15.388 

F4 

Phenol, 2,4-bis- 
(1,1-dimethylethyl) 
Hexadecanoic acid 
methyl ester 

14.799 
 

14.171 

Spathulenol 10.160 Phenol, 2,4-bis-
(1,1-dimethylethyl) 

0.469 
 

Phenol, 2,4-bis-(1,1-
dimethylethyl) 
Loliolide 

9.166 
 

12.872 
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Hexadecanoic acid methyl ester 

Hexadecanoic acid methyl ester หร ื อ  Palmitic acid methyl ester เป ็ นกรด

ไขมันท่ีพบได้ท้ังในพืช และสัตว์ นอกจากนี้ยังใช้เป็นสารต้ังต้นในการผลิตสบู่และเครื่องสำอาง และมี

ฤทธิ์การยับยั้งอนุมูลอิสระ (Farina และคณะ, 2014) และยังมีรายงานฤทธิ์การยับยั้งแบคทีเรียและ

การยับยั้งเช้ือรา โดย Manivachagam และคณะ (2007) ได้แยกสาร Hexadecanoic acid methyl 

ester จากพ ื ชทน เค ็ ม  4 ชน ิด  ค ื อ  Arthrocnemum indicum, Salicornia brachiata Roxb, 

Suaeda maritima (L.) Dumort และ Suaeda monoica ที่อยู ่ในวงศ์ Chenopodiaceae และ

นำมาทดสอบฤทธิ์การยับยั้งแบคทีเรียและเชื้อราด้วยวิธี agar diffusion พบว่าสามารถยับยั้งเชื้อ S. 

aureus ได้ดีที ่สุด โดยมีบริเวณยับยั้งเท่ากับ 17.5±1.3, 20.3±1.5, 18.5±1.3 และ 18.5±1.3 

มิลลิเมตร ตามลำดับ Krishnan และคณะ (2016) แยกสาร Hexadecanoic acid จากสารสกัดของ

ใบ Canthium parviflorum และนำมาทดสอบฤทธิ์การยับยั้งแบคทีเรียและเชื้อรา พบว่าสามารถ

ยับยั้งเชื ้อ S. aureus และ B. subtilis ซึ่งเป็นแบคทีเร ียแกรมบวก และแบคทีเรียแกรมลบ คือ         

E. coli และเช้ือรา Candida albicans 

Phenol, 2,4-bis-(1,1-dimethylethyl)  

Phenol, 2,4-bis-(1,1-dimethylethyl) เป็นสารกลุ่ม Phenolic ซึ่งสารกลุ่มนี้เป็นสาร

ท่ีพบตามธรรมชาติในพืชหลายชนิด สามารถยับยั้งแบคทีเรีย ยับย้ังอนุมูลอิสระ และสามารถต้านการ

อักเสบได้ (Salem และคณะ, 2018)  

Stigmasterol 

 Stigmasterol เป็นอนุพันธุ์ของสาร Phytosterols ซึ่งเป็นสารธรรมชาติในกลุ่มไตรเทอร์

พีนมีโครงสร้างคล้ายกับคอเลสเตอรอล มีรายงานฤทธิ์การยับยั้งแบคทีเรีย โดยสามารถยับยั้งเช้ือ      

S. aureus (MRSA) (Mesfin และคณะ, 2016; Adnan และคณะ, 2016)  

Spathulenol 

Spathulenol เป็นส่วนประกอบ sesquiterpene ของน้ำมันหอมระเหยในพืชที่มีกล่ิน

หอม (Flora Fและคณะ, 2017) และมีรายงานฤทธิ์ในการยับยั้งแบคทีเรีย (Tan และคณะ, 2016) 

และฤทธิ์ต้านการอักเสบและภูมิคุ ้มกัน (Martins และคณะ, 2010) โดยมีรายงานการแยกสาร 

Spathulenol จากดอกของ Baccharis dracunculifolia สามารถยับยั้งเช้ือ S. aureus, B. cereus 

และ P. aeruginosa (Luciane และคณะ, 2019) 

Loliolide 

Loliolide พบได้ท้ังพืช และสัตว์ มีการศึกษาฤทธิ์ทางชีวภาพในด้านต่าง ๆ เช่น ฤทธิ์การ

ยับยั้งแบคทีเรียและเชื้อรา ฤทธิ์การยับยั้งอนุมูลอิสระ และการยับยั้งเซลล์มะเร็ง (Grabarczyk      
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และคณะ, 2015) โดยมีการศึกษาฤทธิ์การยับยั้งแบคทีเรียจากสาร Loliolide ที่แยกจากใบของ 

Sonchus oleraceus L. และนำมาศึกษาฤทธิ์การยับยั้งแบคทีเรียด้วยวิธี paper disc diffusion 

พบว่า สามารถยับยั้งเช้ือ B. subtilis, S. aureus, E. coli และ Neisseria gonorrhoeae 

4.8  ผลการพัฒนาผลิตภัณฑ์เซร่ัมแต้มสิวจากสารสกัดใบสัก 

จากการนำสารสกัดของแม่ไม้แพร่ของตัวทำละลายเฮกเซน (H) และไดคลอโรมีเทน (D) จาก

สถานีวนวัฒนวิจัยทองผาภูมิ นำมาแยกสารด้วยเทคนิค  Column chromatography และนำไป

ทดสอบฤทธิ์การยับยั้งแบคทีเรีย พบว่า สารสกัดส่วนย่อยที่ 3 และ 4 คือ HPTF3, HPTF4, HPTD3, 

HPTD4, DPTF3, DPTF4, DPTD3 และ DPTD4 สามารถยับยั้งแบคทีเรียได้ดีที่สุด จึงนำมาพัฒนา

เป็นเซรั่มแต้มสิว จากนั้นนำไปทดสอบฤทธิ์การยับยั้งแบคทีเรียด้วยวิธี paper disc diffusion พบว่า

เซรั่มแต้มสิวจากสารสกัดท่ีความเข้มข้นร้อยละ 2.5 และ 5 ไม่สามารถยับยั้งเช้ือ P. acnes ได้ 

จากการศึกษาฤทธิ์ทางชีวภาพของสารสกัดจากใบสักระหว่างใบสดและใบร่วง ของแม่ไม้

จำนวน 5 ชนิด คือ เชียงใหม่ แพร่ ลำปาง สุโขทัย และขอนแก่น จากสถานีวนวัฒนวิจัยทองผาภูมิ 

และพิษณุโลก พบว่า ปัจจัยระหว่างใบสดและใบร่วงมีผลต่อฤทธิ์ต้านการอักเสบ และปริมาณ

สารสำคัญ สำหรับปัจจัยด้านชนิดของแม่ไม้มีผลต่อฤทธิ์การยับยั้งแบคทีเรีย ฤทธิ์การยับยั้งเอนไซม์    

ไทโรซิเนส และปริมาณสารสำคัญ นอกจากนี้ปัจจัยของสถานท่ีเพาะปลูก พบว่ามีผลต่อฤทธิ์การยับยั้ง

แบคทีเรีย และปริมาณสารสำคัญ จะเห็นได้ว่าระยะของใบ ชนิดของแม่ไม้ และสถานที่นั้นอาจส่งผล

ต่อฤทธิ์ทางชีวภาพ และปริมาณของสารสำคัญนั้นแตกต่างกัน ดังนั้นจึงทำการยืนยันความหลากหลาย

ทางพันธุกรรมของสักด้วยเทคนิคทางโมเลกุล หากมีความแตกต่างกัน ก็จะสามารถนำแม่ไม้สัก

ดังกล่าวนั้นมาพัฒนา เพื่อเป็นทางเลือกในการนำไปใช้ประโยชน์ เช่นการขยายยพันธุ์ของแม่ไม้สัก

ชนิดนั้น ๆ หรือการนำมาสกัดสารเพื่อให้ได้สารในปริมาณท่ีมาก  

4.9  ผลการศึกษาความหลากหลายทางพันธุกรรมด้วยเทคนิค SRAP 
4.9.1  การคัดเลือกคู่ไพรเมอร์ที่เหมาะสม 

การศึกษานี้นำตัวอย่างสักจำนวน 6 ตัวอย่าง โดยมีตัวแทนของตัวอย่างท่ีทราบสายต้น

คือ สยามินทร์ และมเหสักข์ จำนวน 2 ตัวอย่างได้แก่ TGJP01 และ TGJP02 ตัวอย่างของแม่ไม้

สุโขทัย จากสถานีวนวัฒนวิจัยทองผาภูมิ และสถานีวนวัฒนวิจัยพิษณุโลกจำนวน 2 ตัวอย่าง ได้แก่ 

TGJP03 และ TGJP04 และตัวอย่างของแม่ไม้ลำปาง จากสถานีวนวัฒนวิจัยทองผาภูมิ และสถานี

วนวัฒนวิจัยพิษณุโลกจำนวน 2 ตัวอย่าง ได้แก่ TGJP05 และ TGJP06 มาคัดเลือกคู่ไพรเมอร์ท่ี

เหมาะสมจากท้ังหมดจำนวน 30 คู่ไพรเมอร์ (Li และ Quiros 2001) พบว่า แต่ละคู่ไพรเมอร์สามารถ

เพิ่มปริมาณดีเอ็นเอได้ และปรากฏแถบดีเอนเอหลายลักษณะ แถบดีเอ็นเอที่ไม่แตกต่างกันในทุก
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ตัวอย่าง (monomorphic band) (ลูกศรสีแดงที่แสดงในรูปที่ 4.12) จะไม่นำมาศึกษา แต่จะเลือกคู่

ไพรเมอร์ที่แสดงความแตกต่างของแถบดีเอ็นเอในตำแหน่งเดียวกัน (polymorphic band) (ลูกศรสี

ขาวที่แสดงในรูปท่ี 4.12) โดยมีคู ่ไพรเมอร์ที ่เหมาะสมจำนวน 6 คู่ไพรเมอร์ ได้แก่ ME1/EM3, 

ME2/EM4, ME2/EM5, ME3/EM2, ME5/EM1 และ ME5/EM5 (รูปท่ี 4.13-4.15) ท่ีให้แถบดีเอ็นเอ

ท่ีชัดเจน มีแถบดีเอ็นเอเข้ม สามารถนับจำนวนได้ มาวิเคราะห์ความหลากหลายทางพันธุกรรมของสัก

จำนวน 28 ตัวอย่าง 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 4.12  แถบดีเอ็นเอของสักจากการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอด้วยเทคนิค SRAP จำนวน 6 ตัวอย่าง 

เปรียบเทียบกับดีเอ็นเอมาตรฐานขนาด 100 คู่เบส โดย ลูกศรสีขาวแสดงแถบดีเอ็นเอท่ี

แตกต่างกัน (polymorphic band) และลูกศรสีแดงแสดงแถบดีเอ็นเอที่ไม่แตกต่างกัน 

(monomorphic band) 
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รูปที่ 4.13  แถบดีเอ็นเอของสักท่ีได้จากการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอด้วยเทคนิค SRAP จำนวน 6 ตัวอย่าง 

เปรียบเทียบกับดีเอ็นเอมาตรฐานขนาด 100 คู่เบส โดย (ก) คู่ไพรเมอร์ ME1/EM3 (ข) 

คู่ไพรเมอร์ ME2/EM4  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 4.14  แถบดีเอ็นเอของสักท่ีได้จากการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอด้วยเทคนิค SRAP จำนวน 6 ตัวอย่าง 

เปรียบเทียบกับดีเอ็นเอมาตรฐานขนาด 100 คู่เบส โดย (ก) คู่ไพรเมอร์ ME2/EM5 (ข) 

คู่ไพรเมอร์ ME3/EM2  
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รูปที่ 4.15  แถบดีเอ็นเอของสักท่ีได้จากการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอด้วยเทคนิค SRAP จำนวน 6 ตัวอย่าง 

เปรียบเทียบกับดีเอ็นเอมาตรฐานขนาด 100 คู่เบส โดย (ก) คู่ไพรเมอร์ ME5/EM1 (ข) 

คู่ไพรเมอร์ ME5/EM5 

4.9.2  การวิเคราะห์ความหลากหลายทางพันธกุรรม 

จากการวิเคราะห์ความหลากหลายทางพันธุกรรมด้วยเทคนิค SRAP ของสัก จำนวน 28 

ตัวอย่าง จาก 6 คู ่ไพรเมอร์ที ่เหมาะสม หลังจากการตรวจสอบลักษณะแถบดีเอ็นเอด้วยเทคนิค       

อะกาโรสเจลอิเล็กโทรโฟรีซิส ปรากฎแถบดีเอ็นเอได้อยู่ในระหว่าง 100-1500 คู่เบส ให้แถบดีเอ็นเอ

ทั้งหมดจำนวน 67 แถบ ซึ่งเป็นแถบดีเอ็นเอที่แตกต่าง (polymorphic band) จำนวน 55 แถบ คิด

เป็นร้อยละ 82.39 โดยคู่ไพรเมอร์ ME2/EM5 ให้แถบดีเอ็นเอมากที่สุด คือ 14 แถบ และคู่ไพรเมอร์ 

ME5/EM5 ให้แถบดีเอ็นเอน้อยที่สุด คือ 9 แถบ ซึ่งเป็นคู่ไพรเมอร์ที่ให้จำนวนแถบดีเอ็นเอที่ต่างกัน

มากท่ีสุด มีจำนวน 9 แถบ คิดเป็นร้อยละ 100 (รูปท่ี 4.16) ส่วนคู่ไพรเมอร์ท่ีให้จำนวนแถบดีเอ็นเอท่ี

ต่างกันน้อยท่ีสุด คือ ME2/EM5 มีจำนวน 7 แถบ คิดเป็นร้อยละ 70 (ตารางท่ี 4.13) เมื่อพิจารณาค่า

แถบดีเอ็นเอท่ีแสดงความแตกต่าง (polymorphic band) เฉล่ียในการศึกษานี้มีค่าน้อยกว่า Thakor 

และคณะ (2019) ท่ีศึกษาความหลากหลายทางพันธุกรรมของสักจากสถานท่ีต่าง ๆ ในประเทศอินเดีย

ด้วยเทคนิคเดียวกัน ได้แถบดีเอ็นเอที่แตกต่าง (Polymorphic band) คิดเป็นร้อยละ 98.18 และมี

ขนาดแถบดีเอ็นเออยู่ระหว่าง 98-1005 คู่เบส  
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ตารางที่ 4.13  ชนิดของไพรเมอร์ จำนวนแถบดีเอ็นเอทั้งหมด จำนวนแถบดีเอ็นเอที่แสดงความ

แตกต่าง และร้อยละของแถบดีเอ็นเอที ่แสดงความแตกต่างของสักจำนวน 28 

ตัวอย่างจากการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอด้วยเทคนิค SRAP 

  

จากการแปลผลของแถบดีเอ็นเอจากเทคนิค SRAP ด้วยโปรแกรม NTSYSpc version 2.11 

โดยใช้วิธี unweighted pair-group method with arithmetic mean (UPGMA) แสดงผลดังรูปท่ี 

4.17 เมื่อนำมาหาค่าสัมประสิทธิ์ความเหมือน (similarity coefficient) อยู่ระหว่าง 0.59-0.96 โดยท่ี

ค่า 0.79 สามารถแบ่งกลุ่มสักเป็น 5 กลุ่ม โดยกลุ่ม 1 สามารถแบ่งได้เป็น 2 กลุ่มย่อย ได้แก่ กลุ่มย่อย

ที่ 1.1 ประกอบด้วยตัวอย่าง TGJP01 (สยามินทร์ สวนจิตรลดา อพ.สธ.) TGJP14 (แม่ไม้เชียงราย 

พิษณุโลก) TGJP25 (ไม่ทราบสายต้น ลาดกระบัง กรุงเทพฯ) และ TGJP26 (ไม่ทราบสายต้น โรงเรียน

พรตพิทยพยัต กรุงเทพฯ) กลุ่มย่อยที่ 1.2 ได้แก่ TGJP06 (แม่ไม้ลำปาง พิษณุโลก) TGJP08 (แม่ไม้

เชียงใหม่ พิษณุโลก) TGJP09 (แม่ไม้แพร่ ทองผาภูมิ) TGJP13 (แม่ไม้เชียงราย ทองผาภูมิ)TGJP07 

(แม่ไม้เชียงใหม่ ทองผาภูมิ) TGJP11 (แม่ไม้ขอนแก่น ทองผาภูมิ) TGJP16 (แม่ไม้เชียงแสน พิษณุโลก) 

กลุ่มที่ 2 ได้แก่ TGJP28 (ไม่ทราบสายต้น อ. เมือง จ. สุโขทัย) กลุ่มที่ 3 แบ่งเป็น 2 กลุ่มย่อย โดย

กลุ ่มย่อยที ่ 3.1 ได้แก่ TGJP02 (มเหสักข์ สวนจิตรลดา อพ .สธ.) TGJP17 (แม่ไม้แม่ฮ่องสอน         

ทองผาภูมิ) TGJP05 (แม่ไม้ลำปาง ทองผาภูมิ) TGJP18 (แม่ไม้แม่ฮ่องสอน พิษณุโลก) TGJP19 (แม่

ไม้ตาก ทองผาภูมิ) TGJP12 (แม่ไม้ขอนแก่น พิษณุโลก) TGJP04 (แม่ไม้สุโขทัย พิษณุโลก) TGJP10 

(แม่ไม้แพร่ พิษณุโลก) TGJP24 (ไม่ทราบสายต้น ลาดกระบัง กรุงเทพฯ) กลุ่มย่อยที่ 3.2 ได้แก่ 

คู่ไพรเมอร์ 
ขนาดแถบดี
เอ็นเอ(bp) 

จำนวนแถบ 
ดีเอ็นเอทั้งหมด 

จำนวนแถบดีเอน็เอ 
ที่แสดงความ

แตกต่าง 

ร้อยละของแถบ 
ดีเอ็นเอที่แสดง
ความแตกต่าง  

ME1/EM3 100-1500 11 9 81.82 

ME2/EM4 100-1000 10 7 70.00 

ME2/EM5 100-900 14 12 85.71 

ME3/EM2 180-1200 11 9 81.82 

ME5/EM1 100-1200 9 9 100 

ME5/EM5 100-1000 12 9 75 

รวม - 67 55 494.35 

จำนวนเฉลี่ย  11.17 9.17 82.39 



72 
 

 
 

TGJP20 (แม่ไม้ตาก พิษณุโลก) TGJP23 (สยามินทร์ สวนจิตรลดา อพ.สธ) TGJP21 (สยามินทร์ อ. 

ด่านช้าง จ. สุพรรณบุรี) TGJP22 (มเหสักข์ อ. ด่านช้าง จ. สุพรรณบุรี) TGJP27 (ไม่ทราบสายต้น อ. 

เมือง จ. กำแพงเพชร) กลุ่มที่ 4 ได้แก่ TGJP15 (แม่ไม้เชียงแสน ทองผาภูมิ) และกลุ่มที่ 5 ได้แก่ 

TGJP03 (แม่ไม้สุโขทัย ทองผาภูมิ) แสดงผลในรูปแผนภาพแสดงความสัมพันธ์ทางพันธุกรรม ดังรูปท่ี 

4.17 จะเห็นว่าในแต่กลุ่มไม่สามารถแยกความสัมพันธ์ระหว่างแม่ไม้และสถานท่ีออกจากกันได้อย่าง

ชัดเจน แสดงว่าความหลากหลายทางพันธุกรรมของสักไม่สัมพันธ์กับแม่ไม้ และสถานที่ และเมื่อ

เปรียบเทียบความสัมพันธ์ระหว่างตัวอย่างของแม่ไม้สัก และสักที่ทราบสายต้น คือ สยามินทร์ และ

มเหสักข์ พบว่ามีความสัมพันธ์ใกล้ชิดกัน ซึ่งต่างจากการศึกษาความหลากหลายทางพันธุกรรมของสัก

ด้วยเทคนิค SRAP จากตัวอย่างของสักจำนวน 32 ตัวอย่าง จาก 6 เมือง ในรัฐ Gujarat ของประเทศ

อินเดีย มีค่าสัมประสิทธิ์ความเหมือนอยู่ระหว่าง 0.11-0.92 โดยที่ค่า 0.47 สามารถจัดกลุ่มของ

ตัวอย่างได้ทั้งหมด 7 กลุ่ม ซึ่งสามารถหาความหลากหลายทางพันธุกรรมของสักในรัฐ Gujarat ของ

ประเทศอินเดียจากสถานที่ในแต่ละเมืองได้ (Thakor และคณะ, 2019) เช่นเดียวกับการศึกษาความ

หลากหลายทางพันธุกรรมด้วยเทคนิค ISSR โดยเก็บตัวอย่างจากพื้นที่ลุ่มน้ำ 5 แหล่ง ได้แก่ ลุ่มน้ำ

สาละวิน ลุ่มน้ำปิง ลุ่มน้ำวัง ลุ่มน้ำยม และลุ่มน้ำน่าน พบว่า สามารถแบ่งกลุ่มความสัมพันธ์ของสัก

ตามลุ่มน้ำได้อย่างชัดเจน (กานตรัตน์, 2554) เช่นเดียวกับการศึกษาความหลากหลายทางพันธุกรรม

ของสักในพื้นที่ลุ ่มน้ำปาย ที่ระดับความสูงต่าง ๆ ด้วยเทคนิค ISSR พบว่า สามารถแบ่งกลุ่มของ

ตัวอย่างสักได้ตามระดับความสูง (อังสุมา, 2555) และการศึกษาความหลากหลายทางพันธุกรรมของ

สักด้วยเทคนิค RAPD โดยเก็บตัวอย่างใบสักจากทั้งหมด 6 สถานที่ในประเทศอินเดียพบว่าสามารถ

แยกความหลากหลายทางพันธุกรรมได้ 2 กลุ ่ม ตามระดับความสูงจากระดับน้ำทะเลในการ

เจร ิญเติบโตของสักได้ (Murukan และ Murukan, 2015) การศึกษานี ้ไม่สามารถแยกความ

หลากหลายทางพันธุกรรมได้ จากข้อมูลของกรมป่าไม้ได้มีการพัฒนาคุณลักษณะต่าง ๆ ของสักท่ีใช้ใน

เชิงพาณิชย์ จึงมีการคัดเลือกแม่ไม้สักมาขยายพันธุ์เพื่อการปลูกสร้างสวนป่า เมื่อได้พันธุ์ที่ดีจึงนำไป

ขยายพันธุ์ และนำไปปลูกตามสถานท่ีต่าง ๆ เพื่อสร้างสวนป่าไม้สัก โดยในปี 2551 มีการปลูกทดสอบ

สายพันธุ์ของแม่ไม้สัก ที่สถานีวนวัฒนวิจัยดงลาน จังหวัดขอนแก่น สถานีวนวัฒนวิจัยพิษณุโลก 

จังหวัดพิษณุโลก และสถานีวนวัฒนวิจัยทองผาภูมิ จังหวัดกาญจนบุรี โดยใช้คู่ผสมระหว่างแม่ไม้

เชียงใหม่เป็นแม่พันธุ ์ ส่วนพ่อพันธุ์เป็นแม่ไม้ลำปาง จึงเป็นไปได้ว่าแม่ไม้สักจึงมีความสัมพันธ์ท่ี

ใกล้เคียงกัน ซึ่งสอดคล้องกับการศึกษานี้ได้เก็บตัวอย่างจากสถานีวนวัฒนวิจัยทองผาภูมิ และสถานี

วนวัฒนวิจัยพิษณุโลกท่ีทำการปลูกในปี 2551 (กรมป่าไม้, 2556) 

 

 



 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 4.16  ลักษณะแถบดีเอ็นเอที่ได้จากการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอด้วยเทคนิค SRAP ของคู่ไพรเมอร์ ME5/EM1 เปรียบเทียบกับดีเอ็นเอมาตรฐานขนาด 100 คู่เบส จาก

ตัวอย่างสักจำนวน 28 ตัวอย่าง 
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รูปที่ 4.17  แผนภาพแสดงความสัมพันธ์ทางพันธุกรรมของสักจำนวน 28 ตัวอย่าง โดยวิเคราะห์ด้วยเทคนิค SRAP โดยการจัดกลุ่มแบบ UPGMA

 

กลุ่ม 1.1 

กลุ่ม 1.2 

กลุ่ม 1 

กลุ่ม 2 

กลุ่ม 3.2 

กลุ่ม 3.1 

กลุ่ม 3 

กลุ่ม 4 
กลุ่ม 5 
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ดังนั้นความหลากหลายทางพันธุกรรมของแม่ไม้สักในประเทศไทย เมื่อศึกษาด้วยเทคนิค 

SRAP พบว่า มีความหลากหลายทางพันธุกรรมต่ำ รวมกลุ่มกันโดยมีค่าสัมประสิทธิ์ ความเหมือน 

เท่ากับ 0.59 จึงมีความเป็นไปได้ว่าฤทธิ์ทางชีวภาพ และสารสำคัญท่ีพบจากสารสกัดใบสักในแต่ละแม่

ไม้นั้นเหมือนกัน แต่อาจอาจมีปริมาณสารที่แตกต่างกัน อาจขึ้นกับแหล่งเพาะปลูก เนื่องจากแหล่ง

เพาะปลูกแต่ละสถานท่ีอยู่ต่างภูมิภาค ทำให้มีสภาพแวดล้อม สภาพภูมิอากาศ อุณหภูมิ ปริมาณแสง 

ปริมาณน้ำฝน และแร่ธาตุในดินท่ีต่างกัน ซึ่งอาจเป็นปัจจัยท่ีทำให้มีผลทำให้ฤทธิ์ทางชีวภาพของในแต่

ละแม่ไม้ ของทั้ง 2 สถานที่มีความแตกต่างกัน ในการศึกษานี้ได้รวบรวมข้อมูลสภาพภูมิอากาศ 

อุณหภูมิ ปริมาณแสง ปริมาณน้ำฝน และแร่ธาตุในดินของแหล่งเพาะปลูกจากสถานีวนวัฒนวิจัย  

ทองผาภูมิ และพิษณุโลก ที่อาจส่งผลต่อการเจริญเติบโต ทำให้ปริมาณสารสำคัญ และฤทธิ์ทาง

ชีวภาพของสารสกัดจากใบสักในแต่ละสถานท่ี และแต่ละแม่ไม้แตกต่างกัน โดยท่ีผ่านมามีการรายงาน

ข้อมูลของสภาพแวดล้อมท่ีเหมาะสมต่อการเจริญเติบโตของต้นสัก โดยต้นสักสามารถเจริญได้ดีในท่ีมี

แสงมาก ความเข้มของแสงท่ีเหมาะสม คือ 75-95 เปอร์เซ็นต์ อุณหภูมิระหว่าง 25-35 องศาเซลเซียส 

ปริมาณน้ำฝนท่ีเหมาะแก่การเจริญเติบโตอยู่ระหว่าง 1,000–2,000 มิลลิเมตรต่อปี ดินร่วนปนทราย

หรือดินท่ีเกิดจากการผุสลายของหินปูน มีปริมาณแคลเซียมสูง และมีค่า pH ประมาณ 6.5-7.5 (กรม

ป่าไม้, 2553) และจากการเก็บข้อมูลของเจ้าหน้าที่จากสถานีวนวัฒนวิจัยที่ได้ทำการบันทึก โดย

อ้างอิงจากปี 2561 พบว่า อุณหภูมิเฉล่ียในปี 2561 ของสถานีวนวัฒนวิจัยทองผาภูมิ  มีอุณหภูมเิฉล่ีย

ประมาณ 26.5 องศาเซลเซียส และพิษณุโลกประมาณ 24 องศาเซลเซียส ส่วนปริมาณน้ำฝนต่อปี 

พบว่า สถานีวนวัฒนวนวิจัยทองผาภูมิ มีปริมาณเฉลี ่ย 2126 มิลลิเมตรต่อปี มากกว่าสถานี       

วนวัฒนวิจัยพิษณุโลกมีปริมาณเฉลี่ย 1436.5 มิลลิเมตรต่อปี ค่าแสดงดังตารางที่ 4.14 จากข้อมูล

ดังกล่าวสภาพภูมิอากาศ อุณหภูมิ รวมถึงปริมาณน้ำฝนต่อปีของสถานีวนวัฒนวิจัยทองผาภูมิมีความ

เหมาะสมต่อการเจริญเติบโตของต้นสักมากกกว่าสถานีวนวัฒนวิจัยพิษณุโลก นอกจากนี้ได้เก็บ

ตัวอย่างดินจากแปลงเพาะปลูกสักของทั้ง 2 แหล่ง มาวิเคราะห์แร่ธาตุในดิน ได้ผลการวิเคราะห์ดัง

ตารางที่ 4.21 โดยแปลงเพาะปลูกของสถานีวนวัฒนวิจัยทองผาภูมิ แปลง 1 เป็นแปลงเพาะปลูกแม่

ไม้แพร่ และสุโขทัย แปลง 2 เป็นแปลงเพาะปลูกแม่ไม้ลำปาง แปลง 3 เป็นแปลงเพาะปลูกแม่ไม้

เชียงใหม่ และขอนแก่น ส่วนแปลงเพาะปลูกของสถานีวนวัฒนวิจัยพิษณุโลก แปลง 1 เป็นแปลง

เพาะปลูกแม่ไม้แพร่ สุโขทัย และลำปาง แปลง 2 เป็นแปลงเพาะปลูกแม่ไม้เชียงใหม่ และขอนแก่น 
จากข้อมูลพบว่า แปลงเพาะปลูกของสถานีวนวัฒนวิจัยทองผาภูมิ แปลง 1 เป็นแปลงเพาะปลูกแม่ไม้

แพร่ และสุโขทัย มีปริมาณแร่ธาติในดินสูงกว่าแปลงอื ่น ๆ ปัจจัยดังกล่าวนี ้ อาจส่งผลต่อการ

เจริญเติบโตของสัก ทำให้แต่ละแม่ไม้ จากทั้ง 2 สถานที่แสดงฤทธิ์ทางชีวภาพ และปริมาณสารท่ี

ต่างกันออกไป โดยสอดคล้องกับการายงานปริมาณสารฟีนอลิก และฤทธิ์การยับยั้งอนุมูลอิสระจาก
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สารสกัดใบสักจากสถานท่ีการเจริญเติบโตท่ีแตกต่างในประเทศอินโดนีเซียพบว่า ปริมาณสารฟีนอลิก 

และฤทธิ์การยับยั้งอนุมูลอิสระของสารสกัดจากแต่ละสถานที่นั้นแตกต่างกัน ความอุดมสมบูรณ์ของ

ดิน ลักษณะของดินของสถานท่ีการเจริญเติบโต สภาพอากาศ และอุณหภูมิและปริมาณน้ำฝนต่อปี มี

ผลต่อปริมาณสารฟีนอลิก และฤทธิ์ยับยั้งอนุมูลอิสระของสารสกัดจากใบสัก (Joni และคณะ, 2016 ; 

Iqbal และ Bhenger, 2006) จากผลการศึกษาฤทธิ์การยับย้ังแบคทีเรียพบว่า สารสกัดจากแหล่งปลูก

สถานีวนวัฒนวิจัยทองผาภูมิแสดงฤทธิ์การยับยั้งแบคทีเรียดีกว่าสารสกัดจากแหล่งปลูกส ถานี  

วนวัฒนวิจัยพิษณุโลก โดยแม่ไม้แพร่สามารถแสดงฤทธิ์การยับยั้งแบคทีเรียได้ดีท่ีสุด รองลงมาคือแม่

ไม้สุโขทัย ซึ่งสอดคล้องกับผลการวิเคราะห์แร่ธาตุในดินท่ีพบว่าแปลงปลูก 1 ท่ีเป็นแปลกปลูกของแม่

ไม้แพร่ และสุโขทัย มีปริมาณของแร่ธาตุในดินมากกว่าแปลงอื่น ๆ ที่อาจส่งผลต่อฤทธิ์การยับยั้ง

แบคทีเรีย จากตารางที่ 4.15 พบว่า แปลงที่ 1 ของสถานีวนวัฒนวิจัยทองผาภูมิ มีค่า pH เท่ากับ 

7.17 ซึ ่งมีสภาพเป็นกลาง เหมาะกับการเจริญของต้นสัก ต่างจากแปลง 2 และ 3 ของสถานี    

วนวัฒนวิจัยทองผาภูมิ ส่วนแปลง 1 และ 2 ของสถานีวนวัฒนวิจัยพิษณุโลก มีค่า pH อยู่ระหว่าง 

4.34-4.84 ซึ่งมีสภาพค่อนข้างเป็นกรด เช่นเดียวกับปริมาณแคลเซียมที่พบในแปลง 1 ของสถานี

วนวัฒนวิจัยทองผาภูมิมากที่สุด และปริมาณแคลเซียมน้อยที่สุดในแปลง 2 ของสถานีวนวัฒนวิจัย

พิษณุโลก ซึ่งสัมพันธ์กับปริมาณสาร salicylic acid ท่ีพบในปริมาณมาก เนื่องจากกระบวนการสร้าง

สาร salicylic acid โดยการทำงานของ salicylic acid เกิดจาก methyl salicylic จะเปลี่ยนเป็น 

salicylic acid เมื ่อพืชอยู่ในสภาวะเครียดจากสิ ่งมีชีวิต เช่น เช้ือรา แบคทีเร ีย และไวรัส และ

ผลกระทบจากสภาพเครียดที่ถูกกระตุ้นจากสิ่งไม่มีชีวิต ได้แก่ น้ำ แสงอัลตราไวโอเลต อุณหภูมิสูง

และต่ํา สารกําจัดวัชพืชและแมลง โลหะหนัก และความเค็ม เพื่อเป็นการกระตุ้นระบบป้องกันตนเอง

ของพืช (สุรัสวดี, 2555) ซึ ่งสัมพันธ์กับปริมาณสารสำคัญกับการศึกษาในครั้งนี้ เมื่อเปรียบเทียบ

ปริมาณสารสำคัญระหว่างสถานที่พบว่า สารสกัดจากสถานีวนวัฒนวิจัยพิษณุโลกที่มีค่าอยู่ระหว่าง 

9.37-75.96 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ซึ่งมากกว่าสารสกัดจากสถานีวนวัฒนวิจัยทองผาภูมิมีปริมาณ

สาร salicylic acid อยู่ระหว่าง 6.08-61.88 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ดังนั้น salicylic acid อาจไม่ใช่

สารสำคัญที่มีผลทำให้แม่ไม้แพร่จากสถานีวนวัฒนวิจัยทองผาภูมิมีฤทธิ์ในการยับยั้งแบคทีเรียดีที่สุด 

ซึ่งอาจมีสารชนิดอื่นนอกจากสาร 3 ชนิด ท่ีได้ทดสอบในการศึกษาครั้งนี้ 

นอกจากนี้ปัจจัยในด้านระยะใบพบว่า ฤทธิ์ทางชีวภาพและชนิดของสารที่พบระหว่างใบสด

และใบร่วงแสดงฤทธิ์ท่ีใกล้เคียงกัน ยกเว้นปริมาณของสารสำคัญท่ีพบ โดยรวมแล้วใบสดพบปริมาณ

สารที่มากกว่าในใบร่วง เนื่องจากสักเป็นไม้ผลัดใบ ในการเกิดใบร่วงเป็นการลดการสูญเสียจากการ

คายน้ำที่ปากใบ พืชจะหยุดการเจริญเติบโตชั่วคราว ทำให้ไม่มีการสร้างสารหรือผลิตสารออกมาจึง 

ทำให้ปริมาณสารท่ีพบในใบร่วงมีปริมาณน้อยกว่าในใบสด (Sawangpro, 2018) ดังนั้นใบร่วงของสัก
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อาจเป็นทางเลือกหนึ่งที่จะสามารถนำมาใช้ประโยชน์ และพัฒนาเพื่อผลิตสารสำคัญที่มีฤทธิ์ทาง

ชีวภาพแทนใบสดได้  

ตารางที่ 4.14  ข้อมูลสภาพภูมิอากาศของสถานีวนวัฒนวิจัยทองผาภูมิ และสถานีวนวัฒนวิจัย

พิษณุโลก ปี 2561 

 

ตารางที่ 4.15  ผลการวิเคราะห์แร่ธาตุในดินสถานีวนวัฒนวิจัยทองผาภูมิ และสถานีวนวัฒนวิจัย

พิษณุโลก 

 

 

  

 
รายการวิเคราะห์ 

ผลการวิเคราะห์ 

หน่วย 
สถานีวนวัฒนวิจัย 

ทองผาภูมิ 

สถานีวนวัฒนวิจัย

พิษณุโลก 

แปลง1 แปลง2 แปลง3 แปลง1 แปลง2 

ค่า pH 7.17 4.78 4.84 4.34 4.59 - 

ค่าการนำไฟฟ้า 127 35.3 26.3 15.1 21.2 µS/cm 

อินทรีย์วัตถุ 7.43 5.72 5.20 1.53 1.65 % 

ฟอสฟอรัส 6.27 2.41 2.69 1.23 4.10 ppm 

โพแทสเซียม 34.0 21.7 26.1 50.1 50.0 ppm 

แคลเซียม 5336 748 805 374 310 ppm 

แมกนีเซียม 244 165 226 106 155 ppm 

เหล็ก 14.0 26.3 26.5 64.6 73.6 ppm 

แมงกานีส 66.0 54.8 89.6 58.0 34.3 ppm 

ทองแดง 1.31 0.74 0.94 0.49 0.48 ppm 

สังกะสี 0.93 0.81 0.75 0.29 0.40 ppm 

ข้อมูลสภาพภูมิอากาศ 

ปี 2561 

สถานที ่

สถานีวนวัฒนวิจัยทองผาภูมิ สถานีวนวัฒนวิจัยพิษณุโลก 

ปริมาณน้ำฝน (มม.) 2126 1436.5 

อุณหภูมิ °C (เฉล่ีย) 26.5 24.0 



 

 
 

บทที่ 5 

สรุปผลการวิจัยและข้อเสนอแนะ 

5.1  สรุปผลการวิจัย 
ผลการศึกษาฤทธิ์ทางชีวภาพของสารสกัดหยาบเมทานอลจากใบสัก ทดสอบฤทธิ์การยับยั้ง

แบคทีเรียด้วยวิธี paper disc diffusion พบว่า แม่ไม้แพร่สามารถยับยั้งแบคทีเรียท่ีนำมาทดสอบได้ดี

ที่สุดมีบริเวณยับยั้งสูงที่สุดเท่ากับ 14.31 มิลลิเมตร โดยสารสกัดจากใบสดของแม่ไม้แพร่ จากสถานี

วนวัฒนวิจัยทองผาภูมิ PTF มีบริเวณยับยั้งเชื้อ P. acnes, และ S. aureus มีค่าเท่ากับ 14.01 และ 

13.90 มิลลิเมตร ตามลำดับ และสารสกัดใบร่วงของแม่ไม้แพร่ จากสถานีวนวัฒนวิจัยทองผาภูมิ PTD 

สามารถยับยั้งเชื้อ S. epidermidis ได้สูงที่สุดมีค่าเท่ากับ 14.31 มิลลิเมตร จากนั้นทดสอบฤทธิ์การ

ยับยั้งเอนไซม์ไทโรซิเนสด้วยวิธี Dopa-chrome พบว่า สารสกัดจากใบสักมีค่าการยับยั้งเอนไซม์          

ไทโรซิเนสอยู่ระหว่างร้อยละ 35.45-73.65 โดยสารสกัดใบร่วงของแม่ไม้เชียงใหม่ จากสถานี     

วนวัฒนวิจัยพิษณุโลก CPD สามารถยับยั้งเอนไซม์ไทโรซิเนสได้สูงที่สุด โดยมีค่าการยับยั้งเท่ากับ   

ร้อยละ 73.65 และเมื่อทดสอบฤทธิ์การยับยั้งไนตริกออกไซด์ด้วยวิธี nitric oxide scavenging 

assay (NOA) พบว่า แม่ไม้ลำปางจากท้ัง 2 สถานท่ี มีค่า IC50 อยู่ระหว่าง 67.07-110.11 ไมโครกรัม

ต่อมิลลิลิตร สามารถยับยั้งไนตริกออกไซด์ได้ดีที่สุด รองลงมาคือแม่ไม้แพร่ มีค่า IC50 อยู่ระหว่าง 

59.06-130.31 ไมโครกรัมต่อมิลลิล ิตร และเมื ่อนำมาทดสอบฤทธิ ์ต ้านการอักเสบกับ เซลล์            

แมคโครฟาจ RAW 264.7 ท่ีเหนี่ยวนำให้เกิดการอักเสบด้วยสาร lipopolysaccharides (LPS) พบว่า

มีค่า IC50 อยู่ระหว่าง <6.25-24.82 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร สำหรับการวิเคราะห์ปริมาณสารสำคัญ

พบสาร salicylic acid มากที ่สุด อยู ่ระหว่าง 6.08-75.96 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร รองลงมาคือ 

quercetin มีปริมาณสารอยู่ระหว่าง 0.11-14.56 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร และ gallic acid มีปริมาณ

สารอยู่ระหว่าง 0-4.88 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร จากการศึกษาฤทธิ์การยับยั้งแบคทีเรียของสารสกัด

หยาบเมทานอลจากใบสัก พบว่าแม่ไม้แพร่สามารถยับยั้งแบคทีเรียท่ีนำมาทดสอบได้ดีท่ีสุด ดังนั้นจึง

นำตัวอย่างแม่ไม้แพร่ใบสด (PTF) ใบร่วง (PTD) จากแหล่งปลูกสถานีวนวัฒนวิจัยทองผาภูมิ และแม่

ไม้แพร่ใบสด (PPF) ใบร่วง (PPD) จากแหล่งปลูกสถานีวนวัฒนวิจัยพิษณุโลก จำนวน 4 สารสกัด มา

สกัดสารด้วยเทคนิค liquid-liquid extraction โดยใช้ตัวทำละลาย 5 ชนิด ได้แก่ เฮกเซน (H)        

ไดคลอโรมีเทน (D) เอทิลอะซิเตท (E) บิวทานอล (B) และน้ำ (W) นำมาทดสอบฤทธิ์การยับยั้ง

แบคทีเรียด้วยวิธี paper disc diffusion พบว่า ตัวทำละลายไดคลอโรมีเทน (D) สามารถยับยั้งเช้ือได้

ดีท่ีสุด โดยมีบริเวณยับย้ังอยู่ระหว่าง 0.00-14.72 มิลลิเมตร รองลงมาคือตัวทำลายเฮกเซน (H) และ    

เอทิลอะซิเตท (E) มีบริเวณยับย้ัง 0.00-13.95 และ 0.00-9.50 มิลลิเมตร ตามลำดับ จึงเลือกสารสกัด
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ของตัวทำลายเฮกเซน (H) และไดคลอโรมีเทน (D) นำมาแยกสารด้วยด้วยเทคนิค column 

chromatography สามารถแยกสารสกัดส่วนย่อยของตัวทำละลายเฮกเซน (H) จากสารสกัดแม่ไม้

แพร่ใบสด HPTF และแม่ไม้แพร่ใบร่วง HPTD จากสถานีวนวัฒนวิจัยทองผาภูมิ ได้ 12 และ 6 สาร

สกัดส่วนย่อย ตามลำดับ และสามารถแยกสารสกัดส่วนย่อยของตัวทำละลายไดคลอโรมีเทน (D) จาก

สารสกัดแม่ไม้แพร ่ใบสด DPTF และแม่ไม้แพร่ใบร่วง DPTD ได้ 7 และ 8 สารสกัดส่วนย่อย 

ตามลำดับ นำมาทดสอบฤทธิ์การยับยั้งแบคทีเรียด้วยวิธี paper disc diffusion พบว่า สารสกัด

ส่วนย่อยท่ี 3 และ 4 สามารถยับยั้งเช้ือแบคทีเรียได้ดีท่ีสุดโดยมีบริเวณยับยั้งอยู่ระหว่าง 8.55-16.02 

และ 8.14-16.63 มิลลิเมตร ตามลำดับ และเมื่อนำสารสกัดส่วนย่อยที่ 3 และ 4 ของตัวทำละลาย   

เฮกเซนจากแม่ไม้แพร่ใบสด HPTF3-4 และใบร่วง HPTD3-4 และสารสกัดส่วนย่อยที่ 3 และ 4 ของ

ตัวทำละลายไดคลอโรมีเทนของแม่ไม้แพร่ใบสด DPTF3-4 และใบร่วง DPTD3-4 จากสถานีวนวัฒน

วิจัยทองผาภูมิไปหาสารสำคัญด้วยเทคนิค GC-MS พบสารที่น่าสนใจ และอาจมีฤทธิ์การยับยั้ง

แบคที เร ีย จำนวน 5 ชน ิด ได ้แก ่  Hexadecanoic acid methyl ester, Phenol, 2 ,4-bis-(1 ,-

dimethylethyl), Stigmasterol, Spathulenol และ Loliolide 

จากการศึกษาพบว่าชนิดของแม่ไม้มีผลต่อฤทธิ์ทางชีวภาพ และปริมาณสารสำคัญท่ีแตกต่างกัน 

จึงนำมาศึกษาความหลากหลายทางพันธุกรรมของสักด้วยเทคนิค SRAP แสดงให้เห็นว่าสักมีความ

หลากหลายทางพันธุกรรมค่อนข้างต่ำ มีค่าสัมประสิทธิ์ความเหมือน (similarity coefficient) อยู่

ระหว่าง 0.59-0.96 ไม่สามารถแยกความสัมพันธ์ระหว่างแม่ไม้และสถานท่ีออกจากกันได้อย่างชัดเจน 

จึงมีความเป็นไปได้ว่าฤทธิ์ทางชีวภาพ และสารสำคัญที่พบจากสารสกัดใบสักในแม่ไม้แต่ละชนิดนั้น

เหมือนกัน แต่อาจอาจมีปริมาณท่ีแตกต่างกัน อาจขึ้นกับสถานท่ีของแหล่งเพาะปลูก เนื่องจากแหล่ง

เพาะปลูกของแต่ละสถานท่ีอยู่ต่างภูมิภาคกัน ทำให้สภาพแวดล้อม สภาพภูมิอากาศ อุณหภูมิ 

ปริมาณแสง ปริมาณน้ำฝน และแร่ธาตุในดินต่างกัน   

5.2  ข้อเสนอแนะ 
นอกจากฤทธิ์ทางชีวภาพที่ศึกษาในครั้งนี้ ยังมีฤทธิ์ทางชีวภาพด้านอื่น ที่น่าสนใจนำมาศึกษา

เพิ่มเติม เช่น ฤทธิ์การยับย้ังเช้ือรา ฤทธิ์การต้านอนุมูลอิสระ และความเป็นพิษต่อเซลล์ ระหว่างใบสด 

และใบร่วง เป็นต้น เนื่องจากในการศึกษาครั้งนี้เป็นการศึกษาในระดับ In vitro ควรมีการศึกษาใน

ระดับ In vivo เพิ่มเติม และควรทำการแยกสาร และวิเคราะห์องค์ประกอบของสารสกัดด้วยวิธี       

GC-MS ของสารสกัดท่ีแสดงฤทธิ์การยับยั้งเอนไซม์ไทโรซิเนส และฤทธิ์ต้านการอักเสบได้ดี เนื่องจาก

อาจพบสารท่ีน่าสนใจมากกว่าท่ีตรวจพบในการศึกษาครั้งนี้ เพื่อให้มีศักยภาพสำหรับการนำไปพัฒนา

เป็นผลิตภัณฑ์  
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การศึกษาความหลากหลายทางพันธุกรรม อาจมีการศึกษาด้วยเทคนิคอื่น ๆ เพิ่มเติม หรืออาจ

เพิ่มจำนวนตัวอย่างพืชให้มากขึ้น และศึกษาลำดับนิวคลีโอไทด์ในบริเวณตำแหน่งยีนต่าง ๆ เพื่อเพิ่ม

ความถูกต้องและแม่นยำของข้อมูล  
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การเตรียมอาหารเลี้ยงเช้ือและสารเคมี 
       1.  การเตรียมอาหาร Brain heart infusion agar (BHI agar)  

ช่ังอาหารสำเร็จ Brain heart infusion 37 กรัม และผงวุ้น 15 กรัม เติมน้ำกล่ันปริมาตร 

1000 มิลลิลิตร ผสมให้เข้ากัน นำไปฆ่าเช้ือท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส นาน 15 นาที 

 2.  การเตรียมอาหาร Brain heart infusion Broth (BHI Broth) 

ช่ังอาหารสำเร็จ Brain heart infusion 1.85 กรัม ละลายด้วยน้ำกล่ัน 50 มิลลิลิตร นำไป

ละลายให้เป็นเนื้อเดียวกันด้วยไมโครเวฟ แบ่งใส่หลอดทดลองหลอดละ 3 มิลลิลิตร นำไปฆ่าเชื้อท่ี

อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส นาน 15 นาที 

3.  การเตรียมอาหาร Mueller hinton agar (MHA) 

ช่ังอาหารสำเร็จ Mueller hinton 38 กรัม และผงวุ้น 15 กรัม เติมน้ำกล่ันปริมาตร 1000 

มิลลิลิตร ผสมให้เข้ากัน นำไปฆ่าเช้ือท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส นาน 15 นาที 

4.  การเตรียมอาหาร Mueller hinton broth (MHB) 

ชั่งอาหารสำเร็จ Mueller hinton 1.90 กรัม ละลายด้วยน้ำกลั่น 50 มิลลิลิตร นำไป

ละลายให้เป็นเนื้อเดียวกันด้วยไมโครเวฟ แบ่งใส่หลอดทดลองหลอดละ 3 มิลลิลิตร นำไปฆ่าเชื้อท่ี

อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส นาน 15 นาที 

5.  การเตรียมอาหาร Nutrient agar (NA) 

 ชั ่งอาหารสำเร็จ Nutrient broth 13 กรัม และผงวุ้น 15 กรัม เติมน้ำกลั่นปริมาตร 

1000 มิลลิลิตร ผสมให้เข้ากัน นำไปฆ่าเช้ือท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส นาน 15 นาที 

6.  การเตรียมอาหาร Nutrient broth (NB) 

ชั่งอาหารสำเร็จ Nutrient broth 0.65 กรัม ละลายด้วยน้ำกลั่น 50 มิลลิลิตร นำไป

ละลายให้เป็นเนื้อเดียวกันด้วยไมโครเวฟ แบ่งใส่หลอดทดลองหลอดละ 3 มิลลิตร นำไปฆ่าเชื้อท่ี

อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส นาน 15 นาที 
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7.  การเตรียมสารละลายโซเดียมคลอไรด์ (NaCl) 0.85% 

ชั่ง NaCl 0.85 กรัม ละลายด้วยน้ำกลั่นปริมาตร 100 มิลลิลิตร นำไปฆ่าเชื้อที่อุณหภูมิ 

121 องศาเซลเซียส นาน 15 นาที 

8.  การเตรียมสารในการทดสอบฤทธิ์การยับยั้งเอนไซม์ไทโรซิเนส 

 การเตรียมสารละลาย Phosphate buffer pH 6.8 ปริมาตร 1000 มิลลิลิตร  

 การเตรียมสารละลาย Phosphate buffer pH 6.8 อ้างอิงตามวิธีของ Gomori (1995) 

เตรียมสารละลาย A ความเข้มข้น 0.05 โมลาร์ โดยชั ่งสาร Na2HPO4.2H20 ปริมาณ 7.80 กรัม 

ละลายในน้ำกลั่น 1000 มิลลิลิตร และเตรียมสารละลาย B ความเข้มข้น 0.05 โมลาร์ โดยชั่งสาร 

NaH2PO4.2H20 ปริมาณ 8.90 กรัม ละลายในน้ำกลั่น 1000 มิลลิลิตร จากนั้นผสมสารละลาย A 

ปริมาตร 24.50 มิลลิลิตร กับสารละลาย B ปริมาตร 25.50 มิลลิลิตร ปรับ pH ให้ได้ 6.8 จากนั้นปรับ

ปริมาตรเป็น 1000 มิลลิลิตร ด้วยน้ำกล่ัน นำไปฆ่าเช้ือท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส นาน 15 นาที  

การเตรียมสารละลาย L-DOPA (L-3,4-dihydroxyphenylalanine) 

การเตรียมสารละลาย L-DOPA ความเข้มข้น 2.5 มิลลิโมลาร์ ปริมาตร 10 มิลลิลิตร โดย

ชั่งสาร L-DOPA 4.93 มิลลิกรัม ละลายด้วยสารละลาย Phosphate buffer pH 6.8 ปริมาตร 10 

มิลลิลิตร และเก็บไว้ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 

 การเตรียมเอนไซม์ไทโรซิเนส  

การเตรียมเอนไซม์ไทโรซิเนส ความเข้มข้น 25 ยูนิตต่อมิลลิลิตร ปริมาตร 1 มิลลิลิตร โดย

ทำการเจือจางสารละลายจาก Stock ของเอนไซม์ไทโรซิเนสจากความเข้มข้น 1000 ยูนิตต่อมิลลิลิตร 

โดยดูดสารละลายจาก Stock มาปริมาตร 100 ไมโครลิตร ผสมกับสารละลาย Phosphate buffer 

pH 6.8 ปริมาตร 900 ไมโครลิตร และเก็บไว้ที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส 

 9.  การเตรียมสารในการทดสอบฤทธิ์การยับยั้งเอนไนตริกออกไซด์ 

 การเตรียม Phosphate buffer saline (PBS)  

 การเตรียม Phosphate buffer saline (PBS) ปริมาตร 100 มิลลิลิตร โดยนำ PBS 

สำเร็จรูป 1 เม็ด ใส่ลงในบีกเกอร์ จากนั้นเติมน้ำกลั่น 100 มิลลิลิตร ละลายให้เป็นเนื้อเดียวกันด้วย 

Magnetic stirrer และนำไปฆ่าเช้ือท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส นาน 15 นาที 

การเตรียม Sodium nitroprusside (SNP) 

 การเตรียม Sodium nitroprusside (SNP) ความเข้มข้น 10 มิลลิโมลาร์ ปริมาตร 1

มิลลิลิตร โดยช่ัง SNP 2.9795 มิลลิกรัม ละลายด้วย Phosphate buffer saline (PBS) 



93 
 

 

การเตรียม lipopolysaccharide (LPS) 

การเตรียม Stock ของ lipopolysaccharide (LPS) ความเข้มข้น 1 มิลลิกรัมต่อ

มิลลิลิตร โดยช่ัง LPS 1 มิลลิกรัม ละลายด้วย Phosphate buffer saline (PBS) ปริมาตร 1 มิลลิลิตร 

จากนั้นกรองด้วยกระดาษกรองขนาด 0.22 ไมโครเมตร และเจือจางจาก Stock ของ LPS ให้ได้ความ

เข้มข้น 1 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ในอาหารเล้ียงเซลล์ RPMI 1640  

การเตรียม Indomethacin 

การเตรียม stock ของ Indomethacin ความเข้มข้น 25 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ละลาย

ด้วย Phosphate buffer saline (PBS) ปริมาตร 1 มิลลิลิตร จากนั้นกรองด้วยกระดาษกรองขนาด 

0.22 ไมโครเมตร และเจือจางจาก Stock ของ Indomethacin ให้ได้ความเข้มข้น 100, 50, 25, 

12.5, 6.25 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ในอาหารเล้ียงเซลล์ RPMI 1640 

การเตรียม Stock สารสกัดจากใบสัก 

การเตรียม Stock สารสกัดจากใบสัก ความเข้มข้น 5 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ละลายด้วย 

Dimethyl sulfoxide (DMSO) ความเข้มข้นไม่เกินร้อยละ 2 และ Phosphate buffer saline (PBS)   

จากนั้นกรองด้วยกระดาษกรอง ขนาด 0.22 ไมโครเมตร และเจือจางจาก stock ของสารสกัดใบสัก 

ให้ได้ความเข้มข้นสุดท้ายเท่ากับ 100, 50, 25, 12.5, 6.25 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ในอาหารเลี้ยง

เซลล์ RPMI 1640 

10.  การเตรียมสารละลาย Anisaldehyde reagent  

 การเตรียมสารละลาย Anisaldehyde reagent ปริมาตร 100 มิลลิลิตร โดยผสม 

Absolute ethanol ปริมาตร 90 มิลลิลิตร p-Anisaldehyde ปริมาตร 2 มิลลิลิตร กรดซัลฟิวริก 

ปริมาตร 3 มิลลิลิตร และน้ำกล่ันท่ีปราศจากเช้ือ ปริมาตร 5 มิลลิลิตร ให้เข้ากัน และเก็บในขวดสีชา

เพื่อป้องกันแสง 

11.  การเตรียมอาหารเลี้ยงเซลล์ RPMI 1640  

      การเตรียมอาหารเลี้ยงเซลล์ RPMI 1640 ปริมาตร 1000 มิลลิลิตร โดยละลายอาหาร 

RPMI 1640 ด้วยน้ำกล่ันปราศจากเช้ือ ปริมาตร 900 มิลลิลิตร ผสมให้เข้ากันด้วย Magnetic  stirrer 

จากนั้นเติม NaHCO3 ปริมาณ 2 กรัม และผสมให้เข้ากันจนกว่า NaHCO3 จะละลายหมด จากนั้น

ปรับปริมาตรให้ได้ 1000 มิลลิลิตร กรองด้วยกระดาษกรองขนนาด 0.22 ไมโครเมตร ใส่ในขวดแก้ว

ปราศจากเช้ือ ภายในในตู้ Laminar air flow และเก็บไว้ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 
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12.  การเตรียม Fetal bovine serum (FBS) 

 การเตรียม Fetal bovine serum (FBS) โดย Inactivate ในอ่างควบคุมอุณหภูมิ และ

เมื่ออุณหภูมิถึง 56 องศาเซลเซียส ให้บ่มต่ออีกเป็นเวลา 30 นาที และเขย่าทุก ๆ 10 นาที จากนั้น

แบ่งใส่ขวดท่ีปราศจากเช้ือขนาด 100 มิลลิลิตร แล้วเก็บท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 

13.  การเตรียมอาหาร Complete media 

การเตรียม Complete media ปริมาตร 100 มิลลิลิตร โดยผสม RPMI 1640 กับ    

ร้อยละ 8 ของ FBS แล้วเติมยาปฏิชีวนะ Gentamicin ความเข้มข้น 100 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร 

ปริมาตร 100 ไมโครลิตร กรองด้วยกระดาษกรองขนาด 0.22 ไมโครเมตร ใส่ในขวดแก้วที่ปราศเช้ือ

ภายในในตู้ Laminar air flow และเก็บไว้ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 

14.  การเตรียมสารละลาย 3X CTAB buffer 

การเตรียมสารละลาย 3X CTAB buffer ปริมาตร 100 มิลลิลิตร โดยช่ัง CTAB ปริมาณ

3 กรัม Polyvinylpyrrolidone (PVP) ปริมาณ 1 กรัม ลงในบีกเกอร์ ละลายด้วยสารละลาย Tris-

HCl ความเข้มข้น 1 โมลาร์ pH 8.0 ปริมาตร 10 มิลลิลิตร สารละลาย NaCl ความเข้มข้น 5 โมลาร์ 

ปริมาตร 28 มิลลิลิตร และสารละลาย EDTA ความเข้มข้น 0.5 โมลาร์ pH 8.0 ปริมาตร 4 มิลลิลิตร 

ผสมให้เข้ากันด้วย Magnetic  stirrer จากนั้นปรับปริมาตรด้วยน้ำกล่ันจนปริมาตรครบ 100 มิลลิลิตร 

และนำไปฆ่าเช้ือท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส นาน 15 นาที 

15.  การเตรียมสารละลาย 10% CTAB buffer 

การเตรียมสารละลาย 10% CTAB buffer ปริมาตร 100 มิลลิลิตร โดยชั่งสาร CTAB 

ปริมาณ 10 กรัม ละลายด้วย NaCl ความเข้มข้น 0.7 โมลาร์ ปริมาตร 100 มิลลิลิตร ผสมให้เข้ากัน

ด้วย Magnetic  stirrer และนำไปฆ่าเช้ือท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส นาน 15 นาที 

16.  การเตรียมสารละลาย Tris-EDTA (TE) buffer 

การเตร ียมสารละลาย  TE buffer ความเข้มข้น 10 มิลลิโมลาร ์ ปร ิมาตร 100 

ไมโครลิตร ทำโดยการผสมสารละลาย Tris-HCl ความเข้มข้น 1 โมลาร์ (pH 8.0) ปริมาตร 1000 

ไมโครลิตร กับสารละลาย EDTA ความเข้มข้น 0.5 โมลาร์ (pH 8.0) ปริมาตร 200 ไมโครลิตร จากนั้น

ปรับปริมาตรสุดท้ายให้ได้เท่ากับ 100 มิลลิลิตร ด้วยน้ำกลั่น และนำไปฆ่าเชื้อที่อุณหภูมิ 121 องศา

เซลเซียส นาน 15 นาที 
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17.  การเตรียมสารละลาย 10X Tris-borate-EDTA (TBE) buffer 

      การเตรียมสารละลาย 10X TBE buffer ปริมาตร 1000 มิลลิลิตร โดยทำการชั่งสาร 

Tris-base ปริมาณ 108 กรัม Boric acid ปริมาณ 61.83 กรัม และ EDTA ปริมาณ 9.305 กรัม 

ละลายด้วยน้ำกลั่นปราศจากไอออน 900 มิลลิลิตร จากนั้นปรับ pH ให้ได้ 8.0 ปรับปริมาตรให้ได้ 

1000 มิลลิลิตร ด้วยน้ำกลั่นปราศจากไอออน และนำไปฆ่าเชื้อที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส นาน 

15 นาที 

18.  การเตรียมสารละลาย dNTPs  

การเตรียมสารละลาย dNTPs ความเข้มข้น 1.25 มิลลิโมลาร์ ปริมาตร 100 ไมโครลิตร 

สำหรับใช้ในการศึกษาความหลากหลายทางพันธุกรรมด้วยเทคนิค PCR โดยผสมสารละลาย dATP, 

dTTP, dGTP และ dCTP ความเข้มข้น 100 มิลลิโมลาร ์ ปร ิมาตร 1.25 ไมโครลิตร ผสมกับ 

Nuclease free water ปริมาตร 95 ไมโครลิตร ใส่ลงในหลอดทดลองปราศจากเชื ้อขนาด 1.5 

ไมโครลิตร และเก็บไว้ที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส 
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ภาคผนวก ข 

1.  การคำนวณค่าความสามารถในการยับยั้งเอนไซม์ไทโรซิเนส 

นำค่าร้อยละการยับยั้งเอนไซม์ไทโรซิเนสของสารมาตรฐานกรดแอสคอร์บิกท่ีความเข้มข้น 25-

100 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ตารางภาคผนวกท่ี ข-1 มาสร้างกราฟมาตรฐานกรดแอสคอร์บิกกับค่า

ร้อยละการยับยั้งเอนไซม์ไทโรซิเนสดังรูปภาคผนวกท่ี ข-1 

ตารางภาคผนวกที่ ข-1 สารมาตรฐานกรดแอสคอร์บิกท่ีความเข้มข้นต่าง ๆ  และค่าเฉล่ียร้อยละการ

ยับย้ังเอนไซมไ์ทโรซิเนส 

 

 

 

 

 

 

 

รูปภาคผนวกที่ ข-1 กราฟมาตรฐานกรดแอสคอร์บิกความเข้มข้นต่าง ๆ และค่าเฉล่ียร้อยละการ

ยับย้ังเอนไซมไ์ทโรซิเนส 

จากกราฟมาตรฐานดังรูปภาคผนวกท่ี ข-1 ได้สมการดังนี ้

 Y = 0.9117x      (ข-1)  

โดย Y คือ ร้อยละการยับยั้งเอนไซม์ไทโรซิเนส 

      X คือ ความเข้มข้นของสารมาตรฐานกรดแอสคอร์บิก (ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร) 

และจากสมการ (ข-1) เมื่อหาค่า X จะได้  X = y/0.9117  (ข-2)  

ถ้าหาค่า IC50 ของสารมาตรฐานจากสมการโดยแทนค่า y เท่ากบ ร้อยละ 50 ในสมการท่ี (ข-2) ได้

ดังนี ้

ความเข้มข้นของสาร
มาตรฐานกรดแอสคอร์บิก 

(µg/ml) 

ค่าร้อยละการยับยั้ง 
เอนไซม์ไทโรซิเนส ค่าเฉลี่ย 

1 2 3 
25 20.12 23.26 22.08 21.82 
50 48.68 45.54 54.91 49.71 
75 74.23 78.64 73.69 75.52 
100 81.73 84.58 85.69 84.00 

y = 0.9117x
R² = 0.9923
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X = 50/0.9117 

X = 54.84 

ค่า IC50 ของสารมาตรฐานกรดแอสคอร์บิกที่ได้จากการคำนวณ เท่ากับ 54.84 ไมโครกรัมต่อ

มิลลิลิตร และค่า IC50 ของสารมาตรฐานแอสคอร์บิกที่ได้จากโปรแกรม GraphPad 8.4.2 เท่ากับ 

50.25 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร โดยในบทท่ี 4 ได้รายงานค่าของ IC50 ของสารมาตรฐานแอสคอร์บิกท่ี

ได้จากโปรแกรม GraphPad 8.4.2 คือ 50.25 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร 

ตารางภาคผนวกที่ ข-2 ค่าเฉล่ียร้อยละของการยับยั้งเอนไซมไ์ทโรซิเนสของสารสกัดหยาบเมทานอล

จากใบสักท่ีความเข้มข้น 1500 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร 

สารสกัด ค่าร้อยละการยับยั้ง 
เอนไซม์ไทโรซิเนส 

ค่าเฉลี่ย ส่วนเบี่ยงเบน
มาตรฐาน 

1 2 3 
CTF 67.42 65.03 74.47 68.97 2.83 
CTD 69.89 77.97 67.13 71.66 3.25 
CPF 75.67 74.83 64.96 71.73 3.53 
CPD 74.43 72.03 74.48 73.65 0.81 
PTF 38.37 41.56 40.42 40.12 3.41 
PTD 37.99 33.40 39.65 37.01 1.52 
PPF 38.83 42.13 42.32 41.09 1.13 
PPD 61.59 50.00 58.03 56.54 3.43 
STF 63.26 58.69 49.71 57.22 3.98 
STD 45.52 50.8 63.86 53.39 5.45 
SPF 55.12 55.26 58.03 56.14 0.95 
SPD 60.80 60.31 58.45 59.85 0.72 
LTF 55.53 54.63 51.15 53.77 1.34 
LTD 
LPF 
LPD 
KTF 
KTD 
KPF 
KPD         

63.04 
54.69 
41.34 
33.19 
45.56 
38.37 
37.99 

65.41 
58.79 
40.92 
39.13 
30.90 
41.56 
33.40 

61.79 
64.93 
30.79 
34.03 
35.48 
40.42 
39.65 

63.41 
59.47 
37.68 
35.45 
37.32 
40.12 
37.01 

1.06 
2.98 
3.46 
1.86 
4.32 
0.93 
1.87 
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ภาคผนวกที่ ข-3 สารมาตรฐานกรดแอสคอร์บิกท่ีความเข้มข้นต่าง ๆ และค่าเฉล่ียร้อยละการยับยั้ง

ไนตริกออกไซด์ 

นำค่าร้อยละการยับยั้งไนตริกออกไซด์ของสารมาตรฐานกรดแอสคอร์บิกท่ีความเข้มข้น 100-500 

ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ตารางภาคผนวกท่ี ข-3 มาสร้างกราฟมาตรฐานกรดแอสคอร์บิกกับค่าร้อยละ

การยับยั้งไนตริกออกไซด์ดังรูปภาคผนวกท่ี ข-2 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปภาคผนวกที่ ข-2 กราฟมาตรฐานกรดแอสคอร์บิกความเข้มข้นต่าง ๆ และค่าเฉล่ียร้อยละการ

ยับย้ังไนตริกออกไซด์ 

จากกราฟมาตรฐานดังรูปภาคผนวกท่ี ข-2 ได้สมการดังนี ้

 Y = 0.191x       (ข-3)  

โดย Y คือ ร้อยละการยับยั้งไนตริกออกไซด์ 

      X คือ ความเข้มข้นของสารมาตรฐานกรดแอสคอร์บิก (ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร) 

และจากสมการ (ข-3) เมื่อหาค่า X จะได้  X = y/0.191  (ข-4)  

ถ้าหาค่า IC50 ของสารมาตรฐานจากสมการโดยแทนค่า y เท่ากบ ร้อยละ 50 ในสมการท่ี (ข-4) ได้

ดังนี ้

X = 50/0.191 

X = 261.78 

ความเข้มข้นของสาร
มาตรฐานกรดแอสคอร์บิก 

(µg/ml) 

ค่าร้อยละการยับยั้ง 
ไนตริกออกไซด์ ค่าเฉลี่ย 

1 2 3 
100 19.08 18.78 19.67 19.16 
125 28.26 26.09 29.12 27.82 
250 53.98 55.03 53.90 54.30 
500 93.87 90.11 89.76 91.21 

y = 0.191x
R² = 0.9846

0

20

40

60

80

100

0 100 200 300 400 500%
  N

itr
ico

xid
e 

In
hi

bi
tio

n 
 

Ascorbic acid



99 
 

 

ค่า IC50 ของสารมาตรฐานกรดแอสคอร์บิกที่ได้จากการคำนวณ เท่ากับ 261.78 ไมโครกรัมต่อ

มิลลิลิตร และค่า IC50 ของสารมาตรฐานแอสคอร์บิกที่ได้จากโปรแกรม GraphPad 8.4.2 เท่ากับ 

221.72 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร โดยในบทท่ี 4 ได้รายงานค่าของ IC50 ของสารมาตรฐานแอสคอร์บิกท่ี

ได้จากโปรแกรม GraphPad 8.4.2 คือ 221.72 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร 

ตารางภาคผนวก ข-4 ค่าเฉล่ียของร้อยละการยับยั้งไนตริกออกไซด์ด้วยวิธี NOA ของสารสกัดหยาบ

เมทานอลจากใบส ักท ี ่ ความเข ้มข ้น 100, 125, 250, 500 และ 1000 

ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร 

 
 

 

 

 

 

 

 

 
สถานที่ 

 
แม่ไม้ 

ค่าเฉลี่ยของร้อยละการยับยั้งไนตริกออกไซด์ 
ใบสด ใบร่วง 

100 125 250 500 1000 100 125 250 500 1000 

 
ทองผาภูม ิ

เชียงใหม ่ 60.94 64.07 67.97 80.47 82.03 50.33 51.31 53.35 64.76 65.00 

แพร่ 32.20 50.86 64.87 74.15 86.03 69.53 71.87 77.34 89.06 92.96 

สุโขทัย 35.02 40.55 51.21 53.33 77.18 44.73 53.94 56.57 57.89 63.83 

ลำปาง 65.06 69.17 84.93 84.24 89.97 54.10 65.75 74.42 77.17 80.13 

ขอนแก่น 44.59 47.30 52.70 62.16 67.57 42.79 57.43 59.45 64.18 71.62 

พิษณุโลก 

เชียงใหม ่ 36.24 46.64 53.35 54.36 56.37 40.00 50.00 50.00 55.00 58.00 

แพร่ 62.29 65.74 67.59 87.96 90.74 42.59 49.07 64.81 76.85 86.38 

สุโขทัย 40.78 61.18 69.07 77.63 92.10 48.06 55.91 67.75 70.39 73.68 

ลำปาง 42.46 61.64 70.23 71.91 74.65 59.18 63.01 72.79 76.02 83.56 

ขอนแก่น 47.29 68.24 74.99 80.40 92.56 68.92 73.17 86.48 91.44 97.97 
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ตารางภาคผนวก ข-5 ค่าเฉล่ียของการยับยั้งไนตริกออกไซด์ของเซลล์แมคโครฟาจชนิด RAW 264.7 

ของสารสกัดหยาบเมทานอลจากใบสักของแม่ไม้แพร่ และลำปาง ที่ความ

เข้มข้น 6.25, 12.50, 25, 50 และ 100 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร กับยาปฏิชีวนะ

อินโดเมททาซิน 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
สถานที่ 

 
แม่ไม้ 

ค่าเฉลี่ยของร้อยละการยับยั้งไนตริกออกไซด์ 
ใบสด ใบร่วง 

6.25 12.50 25 50 100 6.25 12.50 25 50 100 

ทองผาภูมิ 
แพร่ 57.14 67.85 70.23 83.33 96.43 59.52 72.61 79.76 88.09 92.85 

ลำปาง 76.25 77.5 86.88 91.87 93.75 45.16 51.51 58.06 64.52 80.64 

พิษณุโลก 
แพร่ 54.76 60.24 70.24 80.95 89.29 55.00 70.62 79.37 83.13 91.87 

ลำปาง 76.25 81.87 84.37 88.13 93.13 33.65 40.38 58.06 70.97 79.41 
อินโดเมทาซิน 53.57 58.33 61.9 79.76 84.52      
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ภาคผนวก ค 

ผลการวิเคราะห์องค์ประกอบของสารสกัดจากใบสักด้วยเทคนิค GC-MS  
ตารางภาคผนวก ค-1 ผลการวิเคราะห์องค์ประกอบของสารสกัดจากใบสักของ HPTF จากสารสกัด

ส่วนย่อยท่ี 3 ด้วยเทคนิค GC-MS  
ลำดับ RT 

(min) 
องค์ประกอบของสาร 

สูตร
โมเลกุล 

มวล
โมเลกุล 

% of 
total 

1 12.975 Undecane C11H24 156.31 0.521 
2 21.375 Phenol, 2,4-bis-(1,1-dimethylethyl) C17H30OSi 278.50 1.755 
3 23.745 6,8-Nonadien-2-one, 6-methyl-5-(1-

methylethylidene)- 
C13H20O 192.30 1.701 

4 27.030 3-Homoadamantanecarboxylic acid C12H18O2 194.27 0.710 
5 27.802 Hexadecanoic acid methyl ester C17H34O2 270.40 3.037 
6 28.374 Dibutyl phthalate C16H22O4 278.34 0.937 
7 35.874 Gamma-Sitosterol C29H50O 414.70 76.925 
8 38.318 1,3-Bis (trimethylsilyl) benzene C6H4[Si 

(CH3)3] 
222.47 14.414 

 RT = Retention time 

ตารางภาคผนวก ค-2 ผลการวิเคราะห์องค์ประกอบของสารสกัดจากใบสักของ HPTF จากสารสกัด

ส่วนย่อยท่ี 4 ด้วยเทคนิค GC-MS 

RT = Retention time 

ลำดับ 
RT 

(min) 
องค์ประกอบของสาร สูตรโมเลกุล 

มวล
โมเลกุล 

% of 
total 

1 12.964 Undecane C11H24 156.31 8.252 
2 21.365 Phenol, 2,4-bis-(1,1-

dimethylethyl) 
C17H30OSi 278.50 14.799 

3 27.791 Hexadecanoic acid methyl 
ester 

C17H34O2 270.40 14.171 

4 28.363 Dibutyl phthalate C16H22O4 278.34 15.688 
5 34.498 Hexanedioic acid C6H10O4 146.14 23.226 
6 35.998 Octasiloxane C18H54O7Si8 607.30 16.198 

https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/#query=C29H50O
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ตารางภาคผนวก ค-3 ผลการวิเคราะห์องค์ประกอบของสารสกัดจากใบสักของ HPTD จากสารสกัด

ส่วนย่อยท่ี 3 ด้วยเทคนิค GC-MS 

RT = Retention time 

 

 

 

 

ลำดับ 
RT 

(min) 
องค์ประกอบของสาร สูตรโมเลกุล 

มวล
โมเลกุล 

% of 
total 

1 12.959 Undecane C11H24 156.31 0.189 
2 19.623 Alpha-Campholenal C10H16O 152.23 0.611 
3 21.360 Phenol, 2,4-bis (1,1-

dimethylethyl) 
C17H30OSi 21.360 0.818 

4 23.518 Carveol 1 C10H16O 152.23 0.970 
5 23.907 Ledene C15H24 204.35 1.389 
6 24.592 Spiro [4.5] decane, 6-methylene C11H18 150.26 1.304 
7 24.867 2-Cyclohexen-1-one, 3-(3-

hydroxybutyl)-2,4,4-trimethyl 
C13H22O2 210.31 1.516 

8 25.660 Bicyclo [3.1.0] hexan-2-one,3,3,6-
trimethyl- 

C9H14O 138.21 5.652 

9 27.387 2-Heptanone, 6-methyl-6-[3-
methyl-3-(1-methylethenyl)-1-
cyclopropen-1-yl]- 

C15H24O 220.35 2.146 

10 27.791 Hexadecanoic acid, methyl ester C17H34O2 270.40 4.048 
11 28.342 Hexadecanoic acid C6H10O4 146.14 3.848 
12 29.151 Isopropyl Palmitate C19H38O2 298.50 2.306 
13 30.176 9-Octadecenoic acid, methyl 

ester 
C19H36O2 296.50 2.561 

14 30.500 Octadecanoic acid, methyl ester C19H38O2 298.50 1.052 

https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/#query=C11H18
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/#query=C9H14O
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/#query=C19H38O2
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ตารางภาคผนวก ค-3 ผลการวิเคราะห์องค์ประกอบของสารสกัดจากใบสักของ HPTD จากสารสกัด

ส่วนย่อยท่ี 3 ด้วยเทคนิค GC-MS (ต่อ) 

RT = Retention time 

ตารางภาคผนวก ค-4 ผลการวิเคราะห์องค์ประกอบของสารสกัดจากใบสักของ HPTD จากสารสกัด

ส่วนย่อยท่ี 4 ด้วยเทคนิค GC-MS 

RT = Retention time 

 

 

 

ลำดับ 
RT 

(min) 
องค์ประกอบของสาร สูตรโมเลกุล 

มวล
โมเลกุล 

% of 
total 

15 32.119 3’ ,5’-Bis (trifluoromethyl) 
acetophenone 

C10H6F6O 256.14 3.926 

16 32.281 Tetradecanoic acid, 2-hydroxy- C14H28O3 244.37 4.344 
17 34.498 Hexanedioic acid, bis (2-

ethylhexyl) ester 
C22H42O4 370.60 3.268 

18 36.289 Bis (2-ethylhexyl) phthalate C24H38O4 390.60 2.293 
19 39.079 9,10-Methanoanthracen-11-ol, 

9,10-dihydro-9,10,11-trimethyl- 
C18H18O 250.30 2.819 

20 44.113 Stigmasterol C29H48O 412.70 1.491 
21 45.106 Gamma. -Sitosterol C29H50O 414.70 3.510 

ลำดับ RT 
(min) 

องค์ประกอบของสาร สูตรโมเลกุล มวล
โมเลกุล 

% of 
total 

1 12.959 Undecane C11H24 156.31 3.847 
2 23.863 Alloocimene C10H16 136.23 4.877 
3 25.293 (-) -Spathulenol C15H24O 220.35 10.160 
4 26.378 2-Dimethylguanosine C12H17N5O5 311.29 5.769 
5 28.363 Butyl 2-ethylhexyl phthalate C20H30O4 334.40 5.683 
6 34.498 Di (2-ethylhexyl) adipate C22H42O4 370.60 14.284 
7 36.289 Bis (2-ethylhexyl) phthalate C24H38O4 390.60 7.755 

https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/#query=C29H50O
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/#query=C11H24
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/#query=C10H16
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/#query=C15H24O
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/#query=C20H30O4
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/#query=C22H42O4
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/#query=C24H38O4
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ตารางภาคผนวก ค-5 ผลการวิเคราะห์องค์ประกอบของสารสกัดจากใบสักของ DPTF จากสารสกัด

ส่วนย่อยท่ี 3 ด้วยเทคนิค GC-MS 

RT = Retention time 

ตารางภาคผนวก ค-6 ผลการวิเคราะห์องค์ประกอบของสารสกัดจากใบสักของ DPTF จากสารสกัด

ส่วนย่อยท่ี 4 ด้วยเทคนิค GC-MS 

RT = Retention time 

ลำดับ 
RT 

(min) 
องค์ประกอบของสาร สูตรโมเลกุล 

มวล
โมเลกุล 

% of 
total 

1 12.964 Undecane C11H24 156.31 12.155 
2 21.360 Phenol, 2,4-bis (1,1-

dimethylethyl)- 
C17H30OSi 21.360 4.877 

3 27.786 Hexadecanoic acid, methyl 
ester 

C17H34O2 270.40 12.879 

ลำดับ 
RT 

(min) 
องค์ประกอบของสาร สูตรโมเลกุล 

มวล
โมเลกุล 

% of 
total 

1 12.964 Undecane C11H24 156.31 0.326 
2 21.360 Phenol, 2,4-bis (1,1-

dimethylethyl)- 
C17H30OSi 21.360 0.469 

3 28.358 Dibutyl phthalate C16H22O4  278.34 0.725 
4 29.151 Isopropyl palmitate C19H38O2 298.50 0.394 
5 30.171 9-octadecenoic acid, methyl 

ester 
C19H34O3 310.50 0.434 

6 34.482 Octadecane C18H38 254.50 4.196 
7 35.696 Pentacosane C25H52 352.70 7.148 
8 36.284 Bis (2-ethylhexyl) phthalate C24H38O4  390.60 1.290 
9 36.769 Eicosane C20H42 282.5 12.181 
10 37.730 Docosane C22H46 310.60 16.251 
11 38.599 Tetracosane C24H50 338.70 18.785 
12 39.462 Pentacosane C25H52 352.7 19.733 
13 40.438 Triacontane C30H62 422.8 18.067 

67 

https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/#query=C11H24
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/#query=C11H24
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/#query=C16H22O4
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/#query=C19H38O2
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/#query=C19H34O3
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/#query=C18H38
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/#query=C25H52
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/#query=C24H38O4
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/#query=C20H42
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/#query=C22H46
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/#query=C24H50
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/#query=C25H52
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/#query=C30H62
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ตารางภาคผนวก ค-7 ผลการวิเคราะห์องค์ประกอบของสารสกัดจากใบสักของ DPTD จากสารสกัด 

ส่วนย่อยท่ี 3 ด้วยเทคนิค GC-MS 

RT = Retention time 

ตารางภาคผนวก ค-8 ผลการวิเคราะห์องค์ประกอบของสารสกัดจากใบสักของ DPTD จากสารสกัด

ส่วนย่อยท่ี 4 ด้วยเทคนิค GC-MS 

RT = Retention time 

 

ลำดับ 
RT 

(min) 
องค์ประกอบของสาร สูตรโมเลกุล 

มวล
โมเลกุล 

% of 
total 

1 12.959 Undecane C11H24 156.31 10.019 
2 21.354 Phenol, 2,4-bis (1,1-

dimethylethyl)- 
C10H16 136.23 15.388 

3 28.363 Dibutyl phthalate   C16H22O4 278.34 7.480 
4 32.097 Dibenzo (B, def) carbazole C18H11N 241.30 17.447 
5 34.493 Hexanedioic acid, bis (2-

ethylhexyl) ester 
C22H42O4 370.60 19.971 

ลำดับ 
RT 

(min) 
องค์ประกอบของสาร สูตรโมเลกุล 

มวล
โมเลกุล 

% of 
total 

1 4.099 Cyclopentanol, 1-methyl- C6H12O 100.16 22.505 
2 12.959 Undecane C11H24 156.31 5.620 
3 21.360 Phenol, 2,4-bis (1,1-

dimethylethyl)- 
C10H16 136.23 9.166 

4 25.617 Loliolide C11H16O3 196.24 12.872 
5 27.786 Glycinamide hydrochloride C2H7ClN2O 110.54 4.737 
6 28.358 Phthalic acid, butyl 2-

ethylhexyl ester 
C20H30O4 334.40 6.421 

7 29.146 1-Dodecanamine C12H27N 185.35 5.636 
8 33.327 6H-Pyrazolo [1,2-a] [1,2,4,5] 

tetrazine, hexahydro-2,3-
dimethyl- 

C7H16N4 156.23 3.683 

https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/#query=C11H24
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/#query=C10H16
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/#query=C18H11N
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/#query=C22H42O4
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/#query=C6H12O
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/#query=C11H24
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/#query=C10H16
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/#query=C20H30O4
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Abstract The antibacterial and anti-tyrosinase activities of methanolic extracts from fresh and 

fallen leaves of Tectona grandis (Teak) was studied. Fresh and fallen of teak leaves were 

collected from Thongphaphum and Phitsanulok silviculture research station. Antibacterial 

activity was determined by disc diffusion method with concentration at 500 µg/disc. Fresh and 

fallen of teak leaves extracts showed a good activity against Staphylococcus aureus and 

Staphylococcus epidermidis. In the other hand, fresh teak leaves inhibited growth of 

Propionibacterium acnes better than fallen teak leaves. The anti-tyrosinase activity was 

determined by Dopachrome method with concentration at 1500 µg/ml, inhibitory power of 

tyrosinase enzyme from fresh and fallen leaves extracts value were detected in the percentage 

between 35.45%-73.65%.  

 

Keywords: Antibacterial, Anti-tyrosinase, Tectona grandis, Teak 

 

Introduction 

 

The plants have been used as medicine for a long time and apply 

effectively for to develop a natural product. Tectona grandis or Teak is a plant 

in the Verbenaceae family found most in South-East Asian countries, including 

Thailand, Myanmar and Indonesia. The extracts from different parts of T. 

grandis can used as the medical properties such as hair growth activity, 

antioxidant activity, cytotoxic, anti-inflammatory, anti-hyperglycemic and 

diuretic (Nidavani and Am, 2014).  

In the previous reports that the methanolic extracts from leaves of                  

T. grandis with tetracycline and essential oils had the antibacterial activity. 

(Purushotham et al., 2010; Aboaba et al., 2013). The antibiotic is powerful 

medicines that resistant bacterial infection, the development of new drugs from 

plants for the antibacterial activity (Cushnie and Lamb, 2005; Farjana et al., 

2014; Wikaningtyas and Sukandar, 2016). 
                                                           
*
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Malanin is pigment produced by melanocyte in skin, the factors that 

stimulate the melanin product, including ultraviolet radiation, sunlight, etc. The 

action of ultraviolet radiation light stimulating the tyrosinase enzyme. The 

tyrosinase enzyme is involved in the oxidation and reduction process in the 

epidermis for controlling the production of melanin, this enzyme responsible 

for color change to browning (Stacey et al., 2016). In the previous reports the 

antioxidant and anti-tyrosinase activities indicate for inhibition of melanin (Sun 

et al., 2017; Haliloglu et al., 2017). Whereas, the anti-tyrosinase activity of T. 

grandis not have been reported.  

In addition, have reported a comparison of biological activity age of 

leaves from the first stage and second stage of Olea europaea extracts and the 

ethanol extract from young and old leaves extracts of Aronia melanocarpa 

antioxidant activity (Brahmi et al., 2013; Do Thi and Hwang 2014). While most 

of the literature in fresh leaves of T. grandis. The purpose of this study was 

compared antibacterial and anti-tyrosinase activity of methanolic extracts from 

fresh and fallen leaves of Tectona grandis (Teak). 

 

Materials and methods 

 

Plant material and extraction 

 

The fresh and fallen leaves of 20 samples from 5 Plus tree are Chaingmai 

(CM), Phrae (PH), Sukhothai (ST), Lampang (LP) and Khonkaen (KK) of   T. 

grandis were collected from Thongphaphum and Phitsanulok silviculture 

research station, Thailand showed in Figure 1. The sample of T. grandis leaves 

were blean to powder (50 g) after that soaked in methanol (250 ml) in dark 

room at room temperature for 7 days. Finally, the solvent was evaporating by 

rotary vacuum evaporator and the crude extracts keep to study. 

 

Antibacterial activity 

 

 The antibacterial activity was performed by disc diffusion method were 

checked against Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis and 

Propionibacterium acnes was modified by Tendencia (2004). Bacterial were 

culture in Mueller-Hinton Broth, MHB (2 ml) and incubated at 37°C for 18-24 

hours. Adjust turbidity by normal saline solution (0.85%) and determine by 

spectrophotometry the optical absorbance to 0.08-0.13 at 625 nm. Then, swab 

culture on Mueller-Hinton Agar (MHA) and dry the surface for 3-5 minutes. 

The crude extracts were dissolved in methanol and solutions were dropped on 

paper disc (500 µg/disc), place paper disc on MHA and incubated for 18-24 
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hours. After that measure the diameter of inhibition zone and gentamicin was 

used as a positive control and methanol was used as a negative control. 
 

 
 

Figure 1. Different location, where the plus trees of T. grandis was collected 

from Thongphaphum and Phitsanulok silviculture research station, Thailand  

 

Anti-tyrosinase activity 

 

 In the present study, the anti-tyrosinase activity follow the protocol to 

Chang and Tseng (2006) with few modifications. 20 µl of tyrosinase enzyme 

(25 Unit/ml) mixed with 80 µl of phosphate buffer (pH 6.8) and added 60 µl of 

the sample (1500 µg/ml), added into 96 well plate was incubated at 25°C in the 

dark room for 10 minutes. After added 40 µl of of L-Dopachrome (2.5 mM) 

and incubated in the dark room for 20 minutes. The Dopachrome was checked 

in the absorbance at 475 nm with microplate reader. Inhibition the percentage of 

tyrosinase activity was calculated according to the equation. 

 

% Inhibition = [(A – B) – (C– D)/ (A – B)] ×100 

 

A is the absorbance at 475 nm with control, B is the absorbance at 475 

nm with blank control, C is the the absorbance at 475 nm with sample and D is 

the absorbance at 475 nm with blank sample. 

 

Statistical Analysis 

  

For all the experiments, the results of antibacterial and anti-tyrosinase 

activites are presented as mean values ± standard deviation (SD) using IBM 



 

 

 

 

1614 

SPSS Statistics version 25.0. The differences between the samples were 

analyzed using one-way analysis of variance (ANOVA) followed by Duncan’s 

Multiple Range Test at P < 0.05 were considered significantly.   

 

Results 

 

Antibacterial activity 

  

 The antibacterial activity from fresh and fallen leaves extracts by disc 

diffusion method against S. aureus, S. epidermidis and P. acnes with 

concentration at 500 µg/disc. The diameter of inhibition zone showed that fresh 

(13.90±0.91mm) and fallen (13.45±0.70 mm) leaves extracts from Phrae, fresh 

leaves (12.45±0.30 mm) from Sukhothai, fresh leaves from Chaingmai 

(11.23±0.79 mm) and fallen (11.68±0.73 mm) leaves from Lampang at 

Thongphaphum silviculture research station good activity against S. aureus. 

Fresh (13.11±0.51 mm) and fallen (14.31±0.6 mm) leaves extract from Phrae, 

fallen (13.78±0.51 mm) leaves extract from Lampang and fallen (11.62±0.43 

mm) leaves extract from Khonkaen at Thongphaphum silviculture research 

station inhibited growth of S. epidermidis. Fresh (14.01±0.22 mm) leaves 

extract at Thongphaphum silviculture research station, fallen (13.32±0.82 mm) 

leaves extract from Lampang at Pitsanulok, silviculture research station, fresh 

leaves extract from Sukhothai at Thongphaphum silviculture research station 

inhibited growth of P. acnes reported in Table 1 and Figure 2. 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

                

S.aureus                       S. epidermidis                      P. acnes 

Figure 2. Inhibition zone of S. aureus, S. epidermidis and P. acnes of T. 

grandis leaves extract from Phrae (1) Fresh leaves (2) fallen leaves at 

Thongphaphum silviculture research station, (3) Fresh leaves (4) fallen 

leaves at Phitsanulok silviculture research, (5) Positive control is gentamicin 

and (6) Negative control is methanol 
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Table 1. Inhibition zone of the methanolic extracts from leaves of T. grandis 
B

a
ct

er
ia

l 

st
ra

in
s 

 

 

Location 

Age 

of 

leave

s 

Mean diameter of inhibition zone (mm) 

at concentration 500 µg/disc 

CM PH ST LP KK 

s.
 a

u
re

u
s  

 

Thongphap

hum 

F 11.23±0.79b

c 
13.90±0.91a 12.45±0.30a

b 
- - 

D 9.09±1.38ef 13.45±0.70a 11.26±0.25c

d 
11.68±0.73b

c 
- 

 

Phitsanulok 

 

F 10.26±0.69d

e 
9.80±0.67ef - - - 

D 8.99±0.12ef 9.87±0.59ef - 8.45±0.22f - 

Gentamicin 26.54±0.36 28.42±1.03 27.01±0.30 28.18±0.45 28.07±0.3

1 

s.
 e

p
id

er
m

id
is

 

 

Thongphap

hum 

F - 13.11±0.51ab 9.94±0.54d - - 

D - 14.31±0.61a 9.79±0.01d 13.78±0.51a 11.62±0.4

3c 

 

Phitsanulok 

F - - - - - 

D - - - - - 

Gentamicin 31.40±1.64 32.93±0.20 32.62±0.18 31.35±0.63 31.41±0.9

6 

P
. 

a
cn

es
 

 

Thongphap

hum 

F 9.82±0.15d 14.01±0.22a 12.11±0.05c - - 

D - - 10.51±0.91d - - 

 

Phitsanulok 

F - - 8.76±1.83e - - 

D 7.88±0.27e - - 13.32±0.82b - 

Gentamicin 29.44±0.65 30.59±0.27 28.24±0.55 28.52±1.49 29.41±0.4

8 

(F) fresh leaves extract, (D) fallen leaves extract, (CM) Chaingmai , (PH) Phrae , (ST) 

Sukhothai, (LP) Lanmpang, (KK) Khonkaen and (-) not inhibition zone 
a-f

 Values followed by the same letters in the same column are not significantly different 

 according to the Duncan’s Multiple Range Test at P < 0.05 

 

Anti-tyrosinase activity 

 

 The effect of T. grandis leaves extracts on tyrosinase activity by 

Dopachrome method was used ascorbic acid as standard. The results showed 

that percentage of inhibition of tyrosinase with concentration at 1.5 mg/ml. 

Fresh and fallen leaves from Chaingmai, Sukhothai of plus tree from 

Thonhphaphum and Pitsanulok silviculture research station inhibition 

tyrosinase enzyme greater than fifty percentage the values between 68.79%-

73.65% and 57.22%-59.85%, respectively showed in Table 2 and Figure 3. 
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Table 2. The effect of T. grandis leaves extract on tyrosinase activity 
Location Age  

of 

leaves 

% Inhibition of tyrosinase 

CM PH ST LP KK 

 

Thongphaphum 

F 68.97±2.83ab 42.02±3.41f 57.22±3.98cde 53.77±1.34de 35.45± 

1.86g 

D 71.66±3.25ab 49.68±1.52ef 53.39±5.45de 63.41±1.06bc 37.32±4.32g 

 

Pitsanulok 

F 71.73±3.53ab 41.09±1.13g 56.14±0.95cde 59.47±2.98cd 40.12±0.93g 

D 73.65±0.81a 56.54±3.43cde 59.85±0.72cd 37.63±3.46g 37.01±1.87g 

(F) fresh leaves extract, (D) fallen leaves extract, (CM) Chaingmai, (PH) Phrae, (ST) Sukhothai, (LP) 

Lanmpang, (KK) Khonkaen  
a-g Values followed by the same letters in the same column are not significantly different 

 according to the Duncan’s Multiple Range Test at P < 0.05 

 

 
 
 

Figure 3. Percentage of Inhibition of tyrosinase activity from T. grandis leaves 

extract (T) Thongphaphum silviculture research station, (P) Pitsanulok 

silviculture research station, (K) Khonkaen, (L) Lampang, (S) Sukhothai, (P) 

Phrae, (C) Chaingmai, (1) Fresh leaves, (2) Fallen leaves 
 

Discussion 
 

The study focused on the comparison the methanolic extracts of fresh and 

fallen leaves from T. grandis, the results showed that against S. aureus, S. 

epidermidis and P. acnes similar to the report that the methanolic extracts of 

leaves from T. grandis had a good activity against  S. aureus (14.00 mm) by 

disc diffusion method concentration at 500 µg/disc (Krishna and Nari, 2010). In 

addition, reported that essential oil extract of T. grandis against gram negative 

and gram positive as Escherichia coli (29.00 mm) and S. epidermidis (20.00 

mm) (Aboaba et al., 2013).  

Plant and herbs that presence of bioactive compounds and extensive 

phytochemical can break on structures and cell membranes of bacteria are 

possible antibacterial activity (Ghasemzadeh et al., 2016). It has been reported 
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that the phenolic compounds such as anthraquinones can antibacterial activity 

(Tamokou et al., 2009). A similar study Krishna et al. (2011) reported the 

compound from T. grandis leaves extract as anthraquinones and activity against 

S. aureus and K. pneumoniae.  

The anti-tyrosinase activity fromleaves extract of T. grandis showed that 

the fallen leaves extract highest percentage of inhibitory tyrosinase activity. The 

research was found the compounds such as gallic acid, rutin, quercitin, ellagic 

acid and sitosterol of the methanolic leaves extract of T. grandis (Nayeem and 

MD, 2011). According, the previous study the phenolic compounds as gallic 

acid effect inhibition tyrosinase enzyme (Alam et al., 2012). However, this 

compound increased amount of stress on teak and different soil-weather have 

effects on the total phenolic content and antioxidant activity (Kusnadi et al., 

2016).  

T. grandis leaves extract indicated to be a valuable bioactive source, and 

to be applied for the health and medical purpose. These natural compounds may 

also prove to have free radicals, antibacterial and anti-tyrosinase.  

 It concluded that the methanol extract from leaves of T. grandis showed 

that the fresh and fallen leaves from Phrae of plus tree at Thongphaphum 

silviculture research station inhibited S. aureus, S. epidermidis and P. acnes. 

Fresh and fallen leaves from Chaingmai, Sukhothai of plus tree from 

Thonhphaphum and Pitsanulok silviculture research station inhibition 

tyrosinase enzyme greater than fifty percentage. Further investigations are 

needed to identify the bioactive compounds of fractions for developed in the 

future. 
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ประวัติผู้เขียน 

ช่ือ นางสาวจุฑาภรณ์ ผลมะขาม 
วัน เดือน ปีเกิด 25 ธันวาคม 2533 
ท่ีอยู่ปัจจุบัน 19 หมู่ 3 ต.คลองควาย อ.สามโคก จ.ปทุมธานี 12160 
ประวัติการศึกษา 
 
 
 

(2556) วิทยาศาสตรบัณฑิต สาขาชีววิทยา เกรดเฉล่ีย 2.65 
มหาวิทยาลัยบูรพา 
(2563) วิทยาศาสตรมหาบัณฑิต สาขาวิชาเทคโนโลยีชีวภาพ 
สถาบันเทคโนโลยีพระจอมเกล้าเจ้าคุณทหารลาดกระบัง 

ผลงานทางวิชาการ Phonmakham, J. Wattanasuksakul, S. and Poeaim, S. 2018. 
“Antibacterial and anti-tyrosinase activities of the 
methanolic extracts from leaves of Tectona grandis” 
International Journal of Agricultural Technology 14(7) :  
1611-1618. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 


