
202 ธรรมศาสตร์เวชสาร ปีที่ ๑๓ ฉบับที่ ๒ ประจำ�เดือนเมษายน-มิถุนายน ๒๕๕๖

นิพนธ์ต้นฉบับ

ฤทธิ์ต้านการอักเสบ ฤทธิ์ต้านเชื้อแบคทีเรีย และเชื้อราของสารสกัด 
และสารที่แยกได้จากหัวข้าวเย็นสายพันธุ์  

Dioscorea birmanica Prain and Burkill
นวลจันทร์ ใจอารีย์, อรุณพร อิฐรัตน์, สุมาลี ปานทอง, ผกากรอง ทองดียิ่ง

บทคัดย่อ

บทน�ำ:	 หวัข้าวเยน็ เป็นสมนุไพรทีม่กีารใช้ในการรกัษามะเรง็ ฝีหนอง ลดปวด ลดอกัเสบ และเป็นสมนุไพรท่ีมใีช้มาก 
	 ในต�ำรับยารักษามะเร็ง วัตถุประสงค์ในการวิจัยนี้เพื่อศึกษาฤทธิ์ต้านการอักเสบ ฤทธิ์ต้านเชื้อแบคทีเรีย และ 
	 เชื้อราของสารสกัดหัวข้าวเย็นชนิด Dioscorea birmanica และสารที่แยกได้ 
วิธีการศึกษา:	 การเตรียมวัตถุดิบสมุนไพร สารสกัด และการแยกสารบริสุทธิ์ ด้วยวิธีการ bioassay guide fractionation  
	 การพิสูจน์สูตรโครงสร้างใช้เทคนิคทินแลร์โครมาโตกราฟี (thin layer chloromatography, TLC) และสเปค 
	 โตรสโคปี (spectrophotometry) การทดสอบฤทธิ์ต้านการอักเสบ (inhibitory effect on PGE2 production)  
	 ตามวิธีของ Copeland ฤทธิ์ต้านเชื้อแบคทีเรียและเชื้อราท�ำการทดสอบเบื้องต้นด้วยวิธี agar diffusion
ผลการศึกษา:	 ผลการศึกษาพบว่า หัวข้าวเย็นที่ถูกน�ำมาสกัดด้วย เอทานอล ร้อยละ ๙๕ และแยกต่อด้วย vacuum  
	 chromatography โดยการเรียงล�ำดับความมีขั้วของตัวท�ำละลาย ได้สารสกัดที่เป็นแต่ละส่วน ที่มีรหัสเป็น  
	 DB-Fr1 จนถึง DB-Fr4 ตามล�ำดับ พบว่า สารสกัดหัวข้าวเย็นด้วย ชั้น chloroform : methanol, ๑:๑ มีค่า  
	 ปริมาณสารสกัดสูงที่สุดเท่ากับร้อยละ ๕๐.๐๒ (๑๐.๖๔๖ กรัม) สารสกัดทั้งหมดถูกน�ำไปทดสอบ ฤทธิ์ต้าน 
	 การอักเสบ (inhibitory effect on PGE2 production) และฤทธิ์ต้านแบคทีเรีย ฤทธิ์ต้านเชื้อรา ผลการศึกษา  
	 พบว่า สารสกัด DB-Fr2 จากช้ัน CHCl

3
 มีฤทธิ์ต้านการอักเสบดีที่สุดคือ ค่า IC

50
 เท่ากับ ๕.o๒ ± o.๓๑  

	 ไมโครกรมั / มลิลลิติร รองลงมาคอื สารสกดั DB-Fr 3 จากชัน้ CHCL
3
 : MeoH, ๘ : ๒ และสารสกดั DB-Fr 1  

	 จากชั้น Hexane : CHCL
3
, ๒:๘, มีฤทธิ์ต้านการอักเสบโดยมี IC

50
 เท่ากับ ๖.๙๖ ± o.o๔ ไมโครกรัม/มิลลิลิตร  

	 และ ๑๑.o๔ ± ๑.๒๓ ไมโครกรัม/มิลลิลิตร ตามล�ำดับ แต่มีฤทธิ์น้อยกว่าสารมาตรฐานคือ indomethacin  
	 ซึง่มค่ีา IC

50
 เท่ากบั ๑ ไมโครกรมั/มลิลลิติร เมือ่ทดสอบฤทธิต้์านเชือ้จลุชพีพบว่า สารสกดัทกุตวัไม่มฤีทธิต้์าน 

	 เชื้อแบคทีเรียแกรมลบ ได้แก่ Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Salmonella typhi, Shigella  
	 dysenteriae ส�ำหรับกลุ ่มแบคทีเรียแกรมบวก สารสกัดชั้น ๖ ตัวอย่างจาก ๘ ตัวอย่าง มีฤทธิ์ยับย้ัง  
	 เชื้อ Staphylococcus aureus และ Bacillus subtilis อยู่ในระดับต�่ำกว่าสารมาตรฐาน (ขนาดของการยับยั้งเชื้อ 
	 อยู่ในช่วง ๗-๘ มิลลิเมตร) การแยกสารบริสุทธิ์ท�ำโดยวิธี bioassay-guided fractionation ได้สาร DB-Fr2-P1,  
	 DB-Fr2-P2 และ DB-Fr4-P1 และสารทีแ่ยกได้มฤีทธิต้์านการอกัเสบโดยมค่ีา IC

50
 เท่ากับ ๔.๘๐ ± ๐.๐๕, ๑๐.๑๘ ± ๑.๔๗  

	 และ ๒๙.๑๑ ± ๑.๑๕ ไมโครกรมั/มิลลิลิตร ตามล�ำดับ (indomethacin มีค่า IC
50
 เท่ากับ ๑ ไมโครกรมั/มลิลลิติร)  

	 ในขณะทีส่าร DB-Fr4-P1 มค่ีาการยบัยัง้เชือ้ Candida albicans โดยม ีclear zone เท่ากบั ๑๐ ± ๐.๑๗ มลิลเิมตร  
	 MIC = ๑๒.๕ ไมโครกรมั/มลิลิลิตร เม่ือพจิารณาเปรยีบเทยีบกับสารมาตรฐานคอื Amphotericin B ซึง่มค่ีา MIC  
	 เท่ากบั ๑ ไมโครกรมั/มลิลลิติร แสดงให้เหน็ว่า DB-Fr4-P1 มฤีทธิต้์านเชือ้ราชนดิ Candida albicans ได้ระดบักลาง 
วิจารณ์และ	 ฤทธิ์ต้านการอักเสบ และฤทธิ์ต้านเชื้อจุลชีพของการศึกษาน้ีมีความสอดคล้องกับองค์ความรู้แพทย์แผนไทย 
สรุปผลการศึกษา:	ที่ใช้หัวข้าวเย็น ในการรักษาและลดการอักเสบในกลุ่มผู้ป่วย มะเร็ง หนองฝี และโรคทางระบบสืบพันธุ์ 

ค�ำส�ำคัญ:  หัวข้าวเย็น ชนิด Dioscorea birmanica, ฤทธิ์ต้านการอักเสบ, ฤทธิ์ต้านเชื้อจุลชีพ

วันที่รับบทความ: ๒๑ พฤศจิกายน ๒๕๕๕	 วันที่อนุญาตให้ตีพิมพ์: ๑๘ เมษายน ๒๕๕๖

สาขาวิชาการแพทย์แผนไทยประยุกต์ คณะแพทยศาสตร์ มหาวิทยาลัยธรรมศาสตร์
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บทน�ำ
	 หัวข้าวเย็น เป็นสมุนไพรไทย ที่มีประวัติการใช้มา

ยาวนานในกลุม่แพทย์แผนไทยโบราณมานานกว่า ๗๐๐ ปี๑, ๒, ๓  

และพบมีการใช ้ในต�ำรับยาสูงสุดถึง ๒,๔๔๙ ต�ำรับ๓, ๔  

โดยมีการใช้ในการรักษาและลดการอักเสบในกลุ่มโรคเรื้อน  

โรคทางผวิหนงั โรคระบบทางเดนิหายใจ ระบบทางเดินปัสสาวะ  

ระบบตา หู  คอ จมูก ระบบกล ้ ามเนื้ อและกระดูก  

โรคระบบทางเดินปัสสาวะและต�ำรับโรคมะเร็ง๑-๖ จากการ

ศึกษาวิจัยเชิงคุณภาพโดยการสอบถามแพทย์แผนไทย  

ภาคใต้พบว่า มีการใช้หัวข้าวเย็นเป็นส่วนประกอบส�ำคัญใน

ต�ำรับยาสูงถึง ร้อยละ ๖๐ จาก ๓๐ ต�ำรับ๓, ๔ หัวข้าวเย็นแบ่ง

เป็น หัวข้าวเย็นเหนือ และหัวข้าวเย็นใต้ เมื่อพิจารณาตาม

ลกัษณะทางพฤกษศาสตร์ในประเทศไทยพบว่า ม ี๕ สายพนัธุ ์ 

โดยมีชื่อวิทยาศาสตร์ดังนี้ Dioscorea birmanica prain & 

burkill, Dioscorea membranacea, Pygmaeo premnaherbacea,  

Smilax corbularia และ Smilax glabra โดยที่ Dioscorea 

birmanica มีการใช้ในการรักษามะเร็งสูงสุดในกลุ่มแพทย์ 

พื้นบ้าน ถึงร้อยละ ๕๒.๒๓, ๔ ร่วมกับมีงานวิจัยว่าพบสาร sa-

pogenin (diosgenin) ในหวัข้าวเยน็สายพนัธุน์ีด้้วย๖-๘ ซึง่มคีวาม 

สอดคล้องกบังานวจิยัทางวทิยาศาสตร์การแพทย์ว่า สารสกดั

ชั้นเอทานอล จากหัวข้าวเย็น สายพันธุ์ D. birmanica แสดง

ฤทธิค์วามเป็นพษิต่อเซลล์มะเรง็ปอด มะเรง็เต้านม และมะเรง็

ล�ำไส้๔, ๗, ๘ แต่ยังไม่พบงานวิจัยสนับสนุนกลไกการลดความ

เสี่ยงในการเกิดความเสียหายของเซลล์ เช่น ฤทธิ์ต้านเช้ือ

แบคทีเรีย ฤทธิ์ต้านการอักเสบ (COX-2 inhibitor) ของสารที่

พบในหัวข้าวเย็นสายพันธุ์นี้และสารบริสุทธิ์ที่แยกได้ มีเพียง

การทดสอบฤทธิ์ต้านการอักเสบ โดยดูการยับยั้งการสร้าง 

ไนตรกิออกไซด์จากเซลล์ RAW 264.7 ของหวัข้าวเยน็สายพนัธุน้ี์  

ซึ่งพบว่า สารสกัดชั้นเอทานอล มีฤทธิ์ต้านการอักเสบด้วยวิธี

การยับยั้งการสร้างไนตริกออกไซด์๗, ๘ ดังนั้น สารสกัดและ 

สารที่แยกได้ ยังไม่ได้ทดสอบฤทธิ์ต ้านการอักเสบของ 

หัวข้าวเย็นชนิดนี้ ด้วยการยับยั้ง cyclooxygenase นอกจากนี้ 

ยังไม่มีการทดสอบฤทธิ์ต้านเช้ือจุลชีพของสารที่แยกได้ ด้วย

เหตุผลดังกล่าว จึงเห็นสมควรศึกษาวิจัยเพ่ิมเติมเพื่อพัฒนา

ต่อยอดองค์ความรู้ท่ีใช้หัวข้าวเย็นในการศึกษาฤทธิ์ต้านการ

อักเสบและต้านเช้ือจุลชีพ เพ่ือใช้สนับสนุนการใช้หัวข้าวเย็น

ในการรักษาโรคและลดการอักเสบในกลุ่มโรคเรื้อน โรคทาง

ผิวหนัง และต�ำรับโรคมะเร็ง ต่อไป โดยมีวัตถุประสงค์ คือ 

	 ๑. เพ่ือศึกษาฤทธิ์การต้านการอักเสบของสารสกัด

หัวข้าวเย็นสายพันธุ์ D. birmanica และสารที่แยกได้

	 ๒. เพื่อศึกษาฤทธิ์ต้านเชื้อแบคทีเรียและเชื้อราของ

สารสกัดหัวข้าวเย็นสายพันธุ์ D. birmanica และสารที่แยกได้ 

วิธีการศึกษา
	 การเตรียมวัตถุดิบสมุนไพร การสกัดและการแยก	

สารบริสุทธิ์ด้วย วิธี bioassay guided fractionation 

	 หัวข้าวเย็นสายพันธุ์ D. birmanica เก็บจากกรม

วิทยาศาสตร์การแพทย์ จังหวัดจันทบุรี ซึ่งได้รับการพิสูจน์

สายพันธุ ์จากกรมป่าไม้เรียบร้อยแล้วน�ำมาล้าง หั่น อบ

ที่อุณหภูมิ ๕๐ องศาเซลเซียส และบดหยาบ สมุนไพร

บดหยาบจ�ำนวน ๑ กิโลกรัม หมักด้วยเอทานอล ร้อยละ  

๙๕ นาน ๓ วนั กรองและท�ำให้แห้ง ด้วยเครือ่ง evaporator หลงั

จากน้ันจงึน�ำไปแยกต่อด้วยวธิ ีvacuum liquid chromatography  

(VLC) ตามสัดส ่วนความมีขั้ วของสารละลาย น�ำสาร

สกัดที่ได้มาทดสอบฤทธิ์ต ้านการอักเสบและฤทธิ์ฆ ่าเชื้อ

จุลชีพ และน�ำสารสกัดใน fraction ที่มีฤทธิ์ดี ท่ีสุดแยก

สารบริสุทธิ์โดยวิธี column chromatography สารท่ีแยก

ได้น�ำมาพิสูจน์เอกลักษณ์ของสารด้วย spectroscopy โดย

ใช้ nuclear magnetic resonance spectroscopy (NMR),  

infrared spectroscopy (IR), mass spectrometry spectroscopy 

(MS) และ ultraviolet spectroscopy (UV) แล้วจึงน�ำสารสกัด

ที่แยกได้ไปทดสอบฤทธิ์ต้านการอักเสบและฤทธิ์ฆ่าเชื้อจุลชีพ

ต่อไป

	 การทดสอบฤทธิ์ต้านการอักเสบ (COX-2 inhibitor)

	 หลกัการของการทดสอบฤทธิต้์านการอกัเสบ (COX-2 

inhibitor)

	 เอนไซม์ cyclooxygenase ท�ำหน้าที่เปล่ียน arachi-

donic acid ให้เป็น prostaglandin G
2
 (PGG2) และ ผ่าน peroxi-

dase activity กลายเป็น prostaglandin H
2
 (PGH2) ซึ่งเป็นสาร

ตั้งต้นของ prostaglandins thromboxane และ prostacyclines 

เอนไซม์ cyclooxygenase ม ี๒ ชนดิคอื COX-1 ซึง่ท�ำหน้าทีด่แูล 

สภาวะปรกติของร่างกาย (house keeping) มีผลต่อการสร้าง

เยื่อเมือก ลดการหลั่งกรดในกระเพาะ การปรับสมดุลของ

หลอดเลือด การท�ำงานของเกล็ดเลือด การท�ำงานของไต ซึ่ง 

COX-1 จะถกูกระตุน้โดย hormone และ growth factor ต่างๆ 

ส่วนเอนไซม์ COX-2 จะอยู่ในรูป inducible และอยู่ชั่วคราวไม่

พบในเน้ือเยือ่ปรกติ พบมากในเซลล์ทีเ่ก่ียวข้องกับการอกัเสบ 

เช่น macrophages และ monocytes ซึง่ถูกกระตุ้นให้สร้างมาก

ขึ้นเมื่อร่างกายเกิดการอักเสบ

	 ในงานวิจัยครั้งน้ีใช้หลักการทดสอบเอนไซม์ตามวิธี

ของ Copeland๙ และวดัเฉพาะเอนไซม์ COX-2 โดยใช้ปฏกิริยิา 
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oxidation ของ N,N,N,N,-tetra methyl-p-phenylenediamine 

(TMPD) ที่ท�ำให้ PGG2 เปลี่ยนเป็น PGH2 วิธีการโดยผสม 

100 mM tris–HCl buffer, pH 8.0, 15 μM hematin และ  

3 μM EDTA, 100 μg CoX-2 enzyme และสารที่ท�ำการ

ทดสอบเก็บที่ ๒๕ องศาเซลเซียส นาน ๑๕ นาที หลังจากนั้น

เติม arachidonic acid และ TMPD วัด enzyme activity จาก

การเกิด TMPD oxidation ใน ๒๕ นาทีแรก โดยวัดที่ค่าการ

ดูดกลืนคลื่นแสง ท่ีความยาวคลื่น ๖๐๓ นาโนเมตรค�ำนวณ

เปรยีบเทยีบกบัทีไ่ม่เตมิสารสกดั ค�ำนวณหาค่าเปอร์เซน็ต์การ

ยับยั้ง และ IC
50

	 การทดสอบฤทธิ์ต้านเชื้อแบคทีเรีย

	 การทดสอบฤทธิต้์านแบคทเีรยี๑๐ ในการทดสอบฤทธิ ์

ต้านเชือ้แบคทเีรยีในครัง้นี ้ใช้เชือ้ทัง้หมด ๖ ชนดิ (ATCC-regis-

tered strains) ได้แก่ แบคทเีรยีแกรมลบ (E. coli ATCC 25922, 

P. aeruginosa ATCC 27853, S. typhi ATCC 13311, S. dys-

enteriae ATCC 13313) แบคทเีรยีแกรมบวก (S. aureus ATCC 

25923 และ B. subtilis ATCC 6633) ในการทดลองครั้งนี้ยา

มาตรฐาน คอื Norfloxacin ๑๐ ไมโครกรมั/มลิลลิติร, Tetracycline 

๓๐ ไมโครกรมั/มิลลิลิตร, Ampicillin ๑๐ ไมโครกรมั/มิลลิลิตร 

และ Gentamycin ๑๐ ไมโครกรมั/มลิลลิติร การเตรยีมเชือ้จลุชพี 

จะใช้แบคทีเรียท่ีมีอายุไม่เกิน ๒๔ ช่ัวโมง และความเข้มข้น 

ของเชื้อที่ใช้ต้องในปริมาณที่เหมาะสม ซึ่งโดยทั่วไปจะนิยมใช้

เชื้อปริมาณ ๑๐๕- ๑๐๗ เซลล์ต่อมิลลิลิตร เริ่มโดยเขี่ยโคโลนี 

ของเชือ้ทีต้่องการทดสอบทีเ่พาะเลีย้งไว้ในจานอาหารเลีย้งเชือ้ 

ที่มีอายุประมาณ ๒๔ ชั่วโมง ประมาณ ๒ - ๓ โคโลนี  

น�ำมาใส่ในอาหารส�ำหรับเลี้ยงเชื้อที่ เตรียมไว้ในหลอด

ทดสอบปริมาตรหลอดละ ๕ มิลลิลิตร น�ำหลอดอาหาร

เลี้ยงเชื้อ ไปเพาะเลี้ยงท่ีอุณหภูมิ ๓๗ องศาเซลเซียส 

เป็นเวลา ๒ ช่ัวโมง แล้วน�ำมาเจือจางให้ได้แบคทีเรียความ

เข้มข้นประมาณ ๑๐๕- ๑๐๗ เซลล์ต่อมิลลิลิตร โดยเทียบกับ 

McFarland’s standard No. 0.5 ใช้ส�ำลพีนัปลายไม้ทีป่ราศจาก

เชื้อชุบแบคทีเรียน�ำไปเลี้ยงบนอาหารเลี้ยงเชื้อ Mueller  

Hinton agar, MHA (oxoid, England) แล้วน�ำแผ่น paper disc 

(เส้นผ่านศูนย์กลาง ๖ มิลลิเมตร) ชุบสารสกัดความเข้มข้น 

๑ ไมโครกรัม/แผ่น วางลงบนอาหารเลี้ยงเช้ือ เพาะเล้ียงที ่

๓๕ องศาเซลเซียส นาน ๑๘ ชั่วโมง แล้ววัดขนาดเส้นผ่าน

ศูนย์กลางของ inhibition zone ท่ีเกิดข้ึนรอบแผ่น disc ด้วย

ไม้บรรทัด แล้วแปรผลตามตารางแปลผล National commit-

tee for clinical laboratory standards (NCCLS/CLSI) สารสกัด

ที่ให้ inhibition zone มากกว่า ๖ มิลลิเมตร จะน�ำไปทดสอบ

หาค่าความเข้มข้นต�่ำสุดในการยับยั้งการเจริญเติบโตของ

เชื้อจุลชีพ (minimum inhibitory concentration; MIC) ต่อไป  

การทดสอบหาค่า MIC ท�ำโดยวิธี resazurin microtiter  

assay plate method๑๑ โดยเจือจางสารสกัดในอาหารเหลว 

(microdilution) แบบล�ำดับสอง (2-fold serial dilution) ใน 

microtiter plate ประมาณ ๑๐ ความเข้มข้นๆ ละ ๓ ซ�้ำ ความ

เข้มข้นสูงสุดที่ทดสอบ คือ ๑,๐๐๐ ไมโครกรัม/มิลลิเมตร 

แล้วเติมเชื้อจุลชีพที่ผ่านการปรับความเข้มข้นแล้ว (bacterial  

suspension) ลงไปทุกหลุม (96 well plate) น�ำไปเพาะเลี้ยงที่  

๓๕ องศาเซลเซียส นาน ๑๘ ชั่วโมง แล้วจึงวัดค่าการ

เปล่ียนแปลงสีของ resazurin (7-Hydroxy-3H-phenoxazin-

3-one10-oxide) ถ้าเปลี่ยนจากสีน�้ำเงินม่วงเป็นสีชมพู จะแปล

ผลได้ว่ามีเชื้อจุลชีพรอดชีวิต (cell viability)

	 การทดสอบฤทธิ์ต้านเชื้อรา

	 เชื้อที่ทดสอบ ได้แก่ C. albicans (ATCC 90028) 

ท�ำการทดสอบแบบ disc diffusion และหาค่า MIC เช่นเดียว

กับการทดสอบฤทธิ์ต้านเชื้อแบคทีเรีย โดยใช้ Sabouraud’s  

agar (SDA) เป็นอาหารเล้ียงเชื้อและใช้ยามาตรฐานคือ  

Amphotericin B ๑๐ ไมโครกรมั/ มิลลิลิตร

	 การวิเคราะห์ข้อมูลและสถิติ

	 ในแต่ละการทดสอบฤทธิ์ทางชีวภาพ และในแต่ละ

ตัวท�ำละลาย รวมทั้งน�้ำหนักของสารตัวอย่างที่แตกต่างกัน  

จะท�ำการทดสอบ ๓ ครั้ง (3n) ค�ำนวนเปอร์เซ็นต์การยับยั้ง 

IC
50
 ด้วยโปรแกรม prism และแสดงผลเป็นค่าเฉลี่ยและค่า

ส่วนเบีย่งเบนมาตรฐาน (standard deviation, SD) และค�ำนวณ

ค่าความแตกต่างทางสถิติ (ค่าพี < ๐.๐๕) ด้วย independent 

t-test โปรแกรม SPSS

ผลการศึกษา
	 ผลการแยกสกัดสารด้วยวิธี bioassay guided 

fractionation และผลการสกัดแยกสารบริสุทธิ์ ด้วยเทคนิค 

chromatography technique 

	 น�้ำหนักสารสกัดแห้งและเปอร์เซ็นต์น�้ำหนักเมื่อ

เปรียบเทียบกับน�้ำหนักสมุนไพรแห้ง (%yield) แสดงผลใน

ตารางที่ ๑ ตามล�ำดับ ดังน้ี ร้อยละ ๑๑.๓ (๑๑๑.๓๔ กรัม)  

ร้อยละ ๐.๖๓ (๐.๖๑๔ กรัม) ร้อยละ ๒.๘๕ (๑.๖๑๕ กรัม)  

ร้อยละ ๙.๗๗ (๔.๗๗ กรัม) และร้อยละ ๕๐.๐๒ (๑๐.๖๔๖ 

กรัม ) ตามล�ำ ดับ โดยให ้ร หัสสารดัง น้ี DBE (95%  

Ethanol extract), DB-Fr1 (Hexane : CHCl
3
 , 2:8), DB- 

Fr2 (CHCl
3
), DB-Fr3 (CHCl

3
 : MeoH, 8:2), DB-Fr4 (CHCl

3
  

: MeoH,1:1) โดย fraction ที่มี %yield เรียงล�ำดับจากมาก

ไปน้อย, DB-Fr4, DB-Fr3 และ DB-Fr2 ตามล�ำดับ จากการ
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พิจารณา DB-Fr4 และ DB-Fr2 มีน�้ำหนักสารสกัดสูงสุด  

มีความเหมาะสมเบ้ืองต้นในการแยกเป็นสารบริสุทธิ์ต่อไป 

จากการแยกสารสกัด DB-Fr4 และ DB-Fr2 พบว่า ได้สาร

สกัดบริสุทธิ์ DB-FR4-P1 จาก DB-Fr4 และได้สารบริสุทธิ ์ 

DB-Fr2-P1, DB-Fr2-P2 จาก DB-FR2 โดย DB-FR4-P1 มนี�ำ้หนกั 

สารบริสุทธิ์ เท่ากับ ๙ มิลลิกรัม (%w/w) และ DB-FR2-P1  

มนี�ำ้หนกัสารบรสิทุธิ ์เท่ากบั ๑๐ มลิลกิรมั (%w/w) DB-FR2-P2  

มีน�้ำหนักสารบริสุทธิ์ เท่ากับ ๘ มิลลิกรัม (%w/w) สาร  

DB-FR4-P1 เมื่อถูก identify ด้วยการใช้ 1H NMR, 13C NMR 

และการเทียบกับ authentic sample๔ สรุปว่าเป็นสารที่มีสูตร

ดังรูปที่ ๑ และตารางที่ ๒

รูปที่ ๑ แสดง Diosgenin 3-O-α-L-rhamnopyranosyl (1→2)- β-D glucopyranoside (DB-FR4-P1)

	 สมุนไพร	 %yield และน�้ำหนักหลังสกัด

	 DBE (95% Ethanol extract)	 ร้อยละ ๑๑.๓ (๑๑๑.๓๔ กรัม)

	 DB-Fr1 (Hexane : CHCl
3
, 2:8)	 ร้อยละ ๐.๖๓ (๐.๖๑๔ กรัม)

	 DB-Fr2 (CHCl
3
 )	 ร้อยละ ๒.๘๕ (๑.๖๑๕ กรัม)

	 DB-Fr3 (CHCl
3
 : MeoH, 8:2)	 ร้อยละ ๙.๗๗ (๔.๗๗ กรัม)

	 DB-Fr4 (CHCl
3
 : MeoH,1:1)	 ร้อยละ ๕๐.๐๒ (๑๐.๖๔๖ กรัม)

ตารางที่ ๑ แสดงผลการแยกสารสกัดด้วยวิธี bioassay guided fractionation

	 สมุนไพร	 น�้ำหนักสารบริสุทธิ์ (%w/w)

	 สารบริสุทธิ์ DB-FR4-P1 (แยกจาก DB-FR4)	 ๙ มิลลิกรัม

	 สารบริสุทธิ์ DB-Fr2-P1 (แยกจาก DB-FR2)	 ๑๐ มิลลิกรัม

	 สารบริสุทธิ์ DB-Fr2-P2 (แยกจาก DB-FR2)	 ๘ มิลลิกรัม

ตารางที่ ๒ แสดงผลการสกัดแยกสารบริสุทธิ์ ด้วยเทคนิค chromatography technique
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	 ผลการทดสอบฤทธิท์างชวีภาพของสารสกดัสมนุไพร

	 ผลการศึกษาฤทธิ์ต้านการอักเสบ (COX-2 inhibitor)

	 สารสกัดชั้นแอลกอฮอล์ (95% EtoH) และสารสกัด

ที่แยกชั้นได้ด้วยตัวท�ำละลายตามหลักการแยกสารด้วยวิธี 

bioassay guided fractionation ได้ท�ำการทดสอบฤทธิ์ต้าน

การอักเสบตามวิธีของ Copeland๙ โดยยับยั้งการท�ำงานของ

เอนไซม์ไซโคออกซีจีเนส-ทู (COX-2 inhibitor) ให้ผลแสดงดัง

ตารางที่ ๓ พบว่า มีฤทธิ์ COX-2 inhibitor ตามล�ำดับดังนี้ 

สารบริสุทธิ์ DB-Fr2-P1 มีฤทธิ์ต้านการอักเสบผ่านกลไก

ยับยั้งการท�ำงานของเอนไซม์ COX-2 หรือยับยั้งกระบวนการ

ผลิต prostaglandin โดยมีค่า IC
50
 เท่ากับ ๔.๘๐ ± ๐.๐๕ 

ไมโครกรัม/มิลลิลิตร สารสกัด DB-Fr2 มีค่ารองลงมาโดยมี

ค่า IC
50
 เท่ากบั ๕.๐๒ ± ๐.๓๑ ไมโครกรมั/มลิลลิติร สารสกดั  

DB-Fr3 มีค่า IC
50
 เท่ากับ ๖.๙๖ ± ๐.๐๔ ไมโครกรัม/

มิลลิลิตร สารบริสุทธิ์ DB-Fr2-P2 มีค่า IC
50
 เท่ากับ ๑๐.๑๗๙ 

± ๑.๔๗ ไมโครกรัม/มิลลิลิตร สารสกัด DB-Fr1 มีค่า IC
50 

เท่ากับ ๑๑.๐๔ ± ๑.๒๓ ไมโครกรัม/มิลลิลิตร สารสกัด  

DB-Fr4 มีค่า IC
50
 เท่ากับ ๑๗.๒๓ ± ๑.๑ ไมโครกรัม/ 

มิลลิลิตร สารบริสุทธิ์ DB-Fr4-P1 ที่แยกได้สารสกัดชั้น  

DB-Fr4 (CHCL3 : MeoH,1:1) มีค่า IC
50
 เท่ากับ ๒๙.๑๑ ± ๑.๑๕  

ไมโครกรัม/มิลลิลิตร และสารสกัดหยาบ DBE มีค่า IC
50 

เท ่ากับ ๖๒.๓๙ ± ๓.๐๑ ไมโครกรัม/มิลลิลิตร ขณะที่ 

indomethacin ซึ่งเป็นสารมาตรฐาน มีค่า IC
50
 เท่ากับ  

๑ ± ๑.๐๒ ไมโครกรัม/มิลลิลิตร 

	 สารสกัดสมุนไพร	 Anti-inflamatory activity

	 และสารมาตรฐาน	 (COX-2 inhibitor)	

	 	 (Mean ± SEM) IC
50
 (ไมโครกรัม/มิลลิลิตร )

	 Indomethacin	 ๑ ± ๑.๐๒**

	 สารบริสุทธิ์ DB-Fr4-P1 	 ๒๙.๑๑ ± ๑.๑๕**

	 สารบริสุทธิ์ DB-Fr2-P1 	 ๔.๘๐ ± ๐.๐๕*, **

	 สารบริสุทธิ์ DB-Fr2-P2 	 ๑๐.๑๗๙ ± ๑.๔๗**

	 DBE 	 ๖๒.๓๙ ± ๓.๐๑

	 DB-Fr1 	 ๑๑.๐๔ ± ๑.๒๓**

	 DB-Fr2	 ๕.๐๒ ± ๐.๓๑*, **

	 DB-Fr3	 ๖.๙๖ ± ๐.๐๔**

	 DB-Fr4	 ๑๗.๒๓ ± ๑.๑**

ตารางที่ ๓	แสดงฤทธิ์ต้านอักเสบของสารสกัดจากสมุนไพรหัวข้าวเย็น (inhibitory effect on PGE2 production) IC
50
 (ไมโครกรัม/ 

	 มิลลิลิตร) ± SEM

	**	 ค่าพ ี< ๐.๐๕ แสดงความแตกต่างอย่างมนียัส�ำคญัทางสถติ ิทีค่วามเชือ่มัน่ ร้อยละ ๙๕ ระหว่างสารสกดัสมนุไพรและสารมาตรฐาน indomethacin

	 *	 คือ ผลของสารสกัดที่มีฤทธิ์ COX-2 inhibitor ใกล้เคียงกับสารมาตรฐานคือ indomethacin

	 ผลการศึกษาฤทธิ์ต้านเชื้อแบคทีเรีย และฤทธิ์ต้าน

เชื้อรา (Antibacterial and antifungal activities)

	 ในการทดสอบฤทธิ์ต ้านเชื้อแบคทีเรียในครั้งน้ี  

ใช้เชื้อทั้งหมด ๖ ชนิด (แบคทีเรียแกรมลบ แบคทีเรียแกรม

บวก) ผลการศึกษาดังแสดงในตารางที่ ๔, ๕ และรูปที่ ๒ คือ 

สารสกัดทั้ง ๘ ตัวอย่างไม่มีฤทธิ์ต่อแบคทีเรียกลุ่มแกรมลบ 

(P. aeruginosa, S. dysenteriae, S. typhi, E. coli) ผลการ

ศึกษาของแบคทีเรียแกรมบวก (S. aureus และ B. subtilis) 

พบว่า มีสารสกัด ๖ ตัวอย่าง จากสารสกัดทั้ง ๘ ตัวอย่าง ที่

มีฤทธิ์ต่อ S. aureus แต่ไม่เท่ากับยามาตรฐาน (Norfloxacin 

๑๐ ไมโครกรมั/มลิลลิติร, Tetracycline ๓๐ ไมโครกรมั/มลิลลิติร,  

Ampicillin ๑๐ ไมโครกรัม/มิลลิลิตร และ Gentamycin  

๑๐ ไมโครกรมั/มิลลิลิตร) คือสารบริสุทธิ์ DB-Fr4-P1 มีฤทธิ์

ยบัยัง้เชือ้เท่ากับ ๘ ± ๐.๐๕ มิลลิเมตร สารบรสุิทธิ ์DB-Fr2-P1  

มีฤทธิ์ยับยั้งเช้ือเท่ากับ ๗ ± ๐.๔๐ มิลลิเมตร สารบริสุทธิ์  

DB-Fr2-P2 มีฤทธิ์ยับยั้งเชื้อเท่ากับ ๘ ± ๐.๗๐ มิลลิเมตร สาร

สกัดหยาบ DBE มีฤทธิย์บัยัง้เชือ้เท่ากับ ๘ ± ๐.๑๐ มลิลเิมตร  

สารสกดั DB-Fr2 มฤีทธิย์บัยัง้เชือ้เท่ากบั ๘ ± ๐.๗๐ มลิลเิมตร  
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และ สารสกดั DB-Fr3 มฤีทธิย์บัยัง้เชือ้เท่ากบั ๘ ± ๑.๑๕ มลิลเิมตร  

สารสกัด ๖ ตัวอย่างจากสารสกัดทั้ง ๘ ตัวอย่าง มีฤทธิ์ต่อ  

B. subtilis แต่ไม่เท่ากับยามาตรฐาน คือ สารบริสุทธิ ์

DB-Fr4-P1 มีฤทธิ์ยับยั้งเช้ือ เท่ากับ ๗ ± ๐.๑๐ มิลลิเมตร  

สารบริสุทธิ์ DB-Fr2-P1 เท่ากับ ๘ ± ๐.๒๓ มิลลิเมตร  

สารบริสทุธ์ิ DB-Fr2-P2 มฤีทธิย์บัยัง้เชือ้ เท่ากบั ๗ ± ๐.๔๔ มลิลเิมตร  

สารสกดัหยาบ DBE มฤีทธิย์บัยัง้เชือ้ เท่ากบั ๗ ± ๐.๑๔ มลิลเิมตร  

สารสกัด DB-Fr2 มีฤทธิ์ยับยั้งเชื้อ เท่ากับ ๘ ± ๐.๒๓ 

มิลลิเมตร และ สารสกัด DB-Fr3 มีฤทธิ์ยับยั้งเชื้อ เท่ากับ 

๗ ± ๐.๘๗ มิลลิเมตร และต่อเชื้อ C. albicans ผลวิจัย 

พบว่ามีเพียงสารสกัด ๒ ตัวอย่างจากสารสกัดทั้ง ๘ ตัวอย่าง  

ที่มีฤทธิ์ต ่อ C. albicans แต ่ไม ่ เท ่ากับ ยามาตรฐาน 

คือ Amphotericin B ๑๐ ไมโครกรัม/มิลลิลิตร ที่มีค ่า

เท่ากับ ๒๑ มิลลิเมตร โดยมีค่า minimum inhibitory 

concentrations (MIC = ๑ ไมโครกรัม/มิลลิลิตร) ดัง 

รายละเอียดตามตารางที่ ๕ คือ สารบริสุทธิ์ DB-Fr4-P1  

มีฤทธิย์บัยัง้เชือ้ เท่ากับ ๑๐ ± ๐.๑๗, MIC = ๑๒.๕ ไมโครกรมั/

มิลลิลิตร และสารสกัด DB-Fr4 มีฤทธิ์ยับยั้งเชื้อ เท่ากับ  

๑๐ ± ๐.๕๘, MIC = ๑๒๕ ไมโครกรัม/มิลลิลิตร 

	 สารสกัดและสารบริสุทธิ์	 P. aeruginosa	 S. dysenteriae	 S. typhi	 E. coli	 S. aureus	 B. subtilis
	 DBE	 	 - a	 - a	 - a	 - a	 ๘ ± ๐.๑๐	 ๗ ± ๐.๑๔
	 	 	 	 	 	 	 MIC> 	 MIC> 
	 	 	 	 	 	 	 5mg/ml.	 5mg/ml.
	 DB-Fr1	 	 - a	 - a	 - a	 - a	 - a	 - a

	 DB-Fr2	 	 - a	 - a	 - a	 - a	 ๘ ± ๐.๗๐	 ๘ ± ๐.๒๓
	 	 	 	 	 	 	 MIC> 	 MIC> 
	 	 	 	 	 	 	 5mg/ml.	 5mg/ml.
	 DB-Fr3	 	 - a	 - a	 - a	 - a	 ๘ ± ๑.๑๕	 ๗ ± ๐.๘๗
	 	 	 	 	 	 	 MIC> 	 MIC>
	 	 	 	 	 	 	 5mg/ml.	 5mg/ml.
	 DB-Fr4	 	 - a	 - a	 - a	 - a	 - a	 - a

	 DB-Fr4-P1	 	 - a	 - a	 - a	 - a	 ๘ ± ๐.๐๕	 ๗ ± ๐.๑๐
	 	 	 	 	 	 	 MIC> 	 MIC> 
	 	 	 	 	 	 	 5mg/ml.	 5mg/ml.
	 DB-Fr2-P1	 	 - a	 - a	 - a	 - a	 ๗ ± ๐.๔๐	 ๘ ± ๐.๒๓
	 	 	 	 	 	 	 MIC>	 MIC> 
	 	 	 	 	 	 	 5mg/ml.	 5mg/ml.
	 DB-Fr2-P2	 	 - a	 - a	 - a	 - a	 ๘ ± ๐.๗๐	 ๗ ± ๐.๔๔
	 	 	 	 	 	 	 MIC>	 MIC> 
	 	 	 	 	 	 	 5mg/ml.	 5mg/ml.
	 Norfloxacin
	 10 μg/ml	 	 NT	 NT	 NT	 ๒๓	 ๓๗	 ๓๕
	 Tetracycline
	 30 μg/ml	 	 NT	 NT	 NT	 ๓๐	 ๓๗	 ๒๗
	 Ampicillin 10 μg/ml	 NT	 NT	 NT	 ๓๑	 ๓๕	 ๑๙
	 Gentamycin 10 μg/ml 	 NT	 NT	 NT	 ๒๕	 ๓๓	 ๒๓

ตารางที่ ๔	 แสดงฤทธิ์ต้านเช้ือแบคทีเรียของสารสกัดหัวข้าวเย็น (inhibition diameter, mm ± SD และ minimum inhibitory  

	 concentrations (MIC, μg/ml.)

aขนาดของ diameter น้อยกว่า ๖ มิลลิเมตรซึ่งถือว่าไม่มีฤทธิ์ต้านเชื้อแบคทีเรีย 

สารสกัดที่ให้ inhibition zone > ๖ มิลลิเมตร จะน�ำไปทดสอบหาค่า minimum inhibitory concentration
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วิจารณ์ และสรุปผลการศึกษา
	 จากองค์ความรู้แพทย์แผนไทยในการใช้หัวข้าวเย็น  

สมุนไพรหัวข้าวเย็นถูกน�ำไปใช้ในการรักษาโรคหลายระบบ

ของร่างกาย หลายกลุ ่มอาการ แต่ที่พบใช้บ่อยมากคือ  

การอักเสบ ลดปวดในร่างกาย มะเร็ง ไข้ หนองฝี แผลเน่า

เปื่อยพุพอง อ่อนเพลีย ปอดบวม ท้องโต ตับโต โดยเฉพาะ

โรคทางระบบสบืพนัธุ ์เช่น ระดขูาว กามโรค ลดปวด ส�ำหรบั

หญิงอยู่ไฟหลังคลอดบุตร๑-๘ พบว่า มีความสอดคล้องกับ 

ผลการศกึษาในคร้ังนี ้กล่าวคือสารสกัดจากหวัข้าวเยน็ สายพนัธุ์  

D. birmanica สามารถยับยั้งการท�ำงานของเอนไซม ์ 

ไซโคออกซจีเีนส-ทู (COX-2 inhibitor) ได้ผลด ีจากผลการศกึษาครัง้นี ้

พบว่า สารสกัด DB-Fr2-P1 มีฤทธิ์ที่ดีที่สุดคือ IC
50
 เท่ากับ  

๔.๘๐ ± ๐.๐๕ ไมโครกรัม/มิลลิลิตร รองลงมาคือ สารสกัด  

DB-Fr2 มี IC
50
 เท่ากับ ๕.๐๒ ± ๐.๓๑ ไมโครกรัม/มิลลิลิตร 

และ สารสกัด DB-Fr3 มี IC
50
 เท่ากับ ๖.๙๖ ± ๐.๐๔ 

ไมโครกรัม/มิลลิลิตร ทั้ง ๓ ค่า นี้ มีค่าใกล้เคียงกับ indo-

methacin ทีมี่ค่า IC
50
 เท่ากับ ๑.๐๐ ไมโครกรมั/มิลลลิติร จาก

ผลการศึกษาครั้งนี้พบว่า ค่า IC
50
 ของสารสกัด DB-Fr2 และ 

DB-Fr4 มค่ีาต�ำ่กว่า สารบรสิทุธิท์ีแ่ยกได้ ซึง่สามารถพบได้ใน

งานวิจัยด้านสมุนไพรที่ฤทธิ์ทางชีวภาพในสารสกัดหยาบ จะ

ให้ฤทธิ์ทางชีวภาพที่ดีกว่าสารสกัดบริสุทธิ์ และเมื่อพิจารณา

ถงึรายงานวจิยัของ Jaiarree๗, ๘ ถงึฤทธิด้์านอืน่ๆ ของสมนุไพร

หวัข้าวเยน็ (ในสารสกดัชัน้เดยีวกนั) ทีส่ามารถน�ำมาประกอบ

aขนาดของ diameter น้อยกว่า ๖ มิลลิเมตรซึ่งถือว่าไม่มีฤทธิ์ต้านเชื้อรา

สารสกัดที่ให้ Inhibition zone > ๖ มิลลิเมตรจะน�ำไปทดสอบหาค่า minimum inhibitory concentration

ตารางที่ ๕	 แสดงฤทธิ์ต้านเชื้อราของสารสกัดหัวข้าวเย็น (inhibition diameter, mm ± SD และ minimum inhibitory  

	 concentrations (MIC, μg/ml.)

	 สารสกัด	 C. albicans

	 	 (Inhibition diameter, mm ± SD )

	 สารบริสุทธิ์ DB-Fr4-P1 	 ๑๐ ± ๐.๑๗, MIC = ๑๒.๕ μg/ml.

	 สารบริสุทธิ์ DB-Fr2-P1	 - a

	 สารบริสุทธิ์ DB-Fr2-P2	 - a

	 DBE 	 - a

	 DB-Fr1	 - a

	 DB-Fr2	 - a	

	 DB-Fr3	 - a

	 DB-Fr4	 ๑๐ ± ๐.๕๘ , MIC = ๑๒๕ ไมโครกรัม/มิลลิเมตร

	 Amphotericin B10 μg/ml	 ๒๑, MIC = ๑ ไมโครกรมั/มิลลิลิตร

รูปที่ ๒	 แสดงผลการทดสอบฤทธิต้์านเชือ้ Candida albicans (ซ้าย) และการทดสอบหาค่า minimum inhibitory concentration (MIC)  

	 ของสารที่ต้านเชื้อ Candida albicans (ขวา)
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ในการรักษาโรคอีกมากมาย เช่น ฤทธิ์ต้านการอักเสบ (nitric 

oxide) ฤทธิต้์านอนมุลูอสิระ (DPPH method) ฤทธิย์บัยัง้เซลล์

มะเร็ง (SRB assay) ที่พบว่า สารสกัดชั้นเอทานอล (ethanol) 

ของหัวข้าวเย็น ชนิด D. birmanica มีฤทธิ์ต้านเซลล์มะเร็ง

ปอดชนิด A 549 และ COR-L23 (IC
50
= ๗.๔๕ ± ๐.๓๑ และ 

๘.๗๑ ± ๐.๒๙ ไมโครกรมั/มลิลลิติร) แต่ไม่มพีษิต่อเซลล์ปรกติ

ของปอด ชนิด MRC-5 (IC
50
= ๙๔.๗๖ ± ๑.๒๕ ไมโครกรัม/

มิลลิลิตร) และยังพบฤทธิ์ที่สนับสนุนให้การรักษากลุ่มอาการ

ต่างๆ ดขีึน้อกี เช่น ฤทธิต้์านอนมุลูอสิระ EC
50
= ๙.๓๕ ± ๐.๖๒ 

ไมโครกรัม/มิลลิลิตร ฤทธิ์ต้านการอักเสบ ด้วยวิธีการยับยั้ง

การสร้างไนตริกออกไซด์ ของสารสกัดชั้นคลอโรฟอร์มมีค่า 

IC
50
 เท่ากับ ๓๐.๘๑ ± ๑.๑๕ ไมโครกรัม/ มิลลิลิตร และไม่มี

พิษต่อเซลล์ RAW 264.7 (IC
50
 > 100 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร) 

ฤทธิ์ต้านเชื้อพบว่า สารสกัดช้ันเอทานอลมีฤทธิ์ต่อแกรมบวก 

S. aureus โดยมค่ีา MIC = ๒.๕ ไมโครกรมัต่อมลิลลิติร ดงันัน้ 

ท�ำให้สรุปว่าสารสกัดชั้นเอทานอล ออกฤทธิ์ต้านการอักเสบ

ด้วยการออกฤทธิ์ผ่านทางไนตริกออกไซด์มากกว่าฤทธิ์ต้าน

การอักเสบเฉียบพลัน คือ ผ่าน COX-2 inhibitor แต่อย่างไร

ก็ตามสารส�ำคัญคือ สารสกัด DB-Fr4-P1 ซ่ึงรู้สูตรโครงสร้าง

แล้วว่าเป็น Diosgenin 3-O-α-L-rhamnopyranosyl (1→2)- β-D 
glucopyranoside และออกฤทธิ์ผ่าน COX-2 inhibitor โดยมีค่า 

IC
50
= ๒๙.๑๑ ไมโครกรัม/มิลลิลิตร 

	 ส�ำหรับความสัมพันธ์ระหว่างผลการศึกษาครั้งนี้

และองค์ความรู้แพทย์แผนไทยในการใช้หัวข้าวเย็น รักษา

กลุ่มอาการติดเชื้อ วิเคราะห์ได้ดังนี้ สารสกัดทั้ง ๘ ตัวอย่าง

ไม่มฤีทธิต่์อ P. aeruginosa ซึง่เป็นเชือ้โรคฉวยโอกาสจะมกีาร

ติดเชื้อกับผู้ที่ภูมิคุ้มกันต�่ำหรือป่วยมากๆ๑๑-๑๒ สารสกัดทั้ง ๘ 

ตัวอย่าง ไม่มีฤทธิ์ต่อ S. dysenteriae ซึ่งเป็นแบคทีเรียกลุ่ม

ก่อโรคทางเดินอาหารชนิดหนึ่งโดยเฉพาะโรคท้องร่วงที่ส่ง

ผ่านจากคนสู่คนได้โดยไม่ตั้งใจ๑๓ สารสกัดทั้ง ๘ ตัวอย่าง

ไม่มีฤทธิ์ต่อ S. typhi ซ่ึงก่อให้เกิดโรคไข้รากสาดน้อยหรือไข้

ไทฟอยด์ (typhoid fever, enteric fever) และโรคไข้รากสาด

เทียม (paratyphoid) ในคน๑๒, ๑๓ สารสกัดทั้ง ๘ ตัวอย่าง

ไม่มีฤทธิ์ต่อ E. coli ซึ่งเป็นเชื้อที่พบบ่อยมาก และเป็นเชื้อ

ก่อโรคระบบทางเดินอาหาร๑๔ วิจารณ์ได้ว่า สารสกัดจาก

หัวข้าวเย็นในงานวิจัยครั้งนี้ ไม่มีผลยับยั้งเช้ือกลุ่มโรคทาง

เดินอาหารที่ก่ออาการถ่ายเหลวจากการติดเชื้อโรคกลุ่ม  

E. coli, P. aeruginosa, S. typhi และ S. dysenteriae ซึ่งตรง

กับองค์ความรู้ของแพทย์แผนไทย ที่ไม่นิยมใช้หัวข้าวเย็นเพื่อ

การรักษาท้องเสียที่เกิดจากพฤติกรรมการกินอาหารบูดเสีย

	 สารสกัด ๖ ตัวอย่างจากสารสกัดทั้ง ๘ ตัวอย่าง ที่

มีฤทธิ์ต่อ S. aureus แต่ไม่เท่ากับยามาตรฐาน จากผลวิจัย 

วจิารณ์ได้ว่า สารสกัดจากหัวข้าวเยน็ในงานวจิยัคร้ังนี ้มคีวาม

สัมพันธ์กันกับกลุ่มอาการที่แพทย์แผนไทยใช้มากคือ กลุ่ม

อาการฝีหนองทีผ่วิหนงั (ระบบผวิหนงั) คลืน่ไส้ อาเจยีน ปวด

ท้อง อ่อนเพลีย (ระบบทางเดินอาหาร) ซ่ึงปรกติ S. aureus  

เป็นสาเหตุหนึ่งของกลุ่มอาการดังกล่าว สารสกัด ๖ ตัวอย่าง 

จากสารสกัดทั้ง ๘ ตัวอย่าง มีฤทธิ์ต่อ B. subtilis แต ่

ไม่เท่ากับยามาตรฐาน ซึ่งปรกติ B. subtilis ไม่ก่อให้เกิด

โรคโดยตรง ยกเว้นในผู้ป่วยที่มีภูมิคุ้มกันบกพร่อง ดังนั้น  

สารสกัดจากหัวข้าวเย็นในงานวิจัยครั้งน้ี มีความสัมพันธ์กัน

กับกลุ่มอาการที่แพทย์แผนไทยใช้มากคือ ผู้ป่วยอ่อนเพลีย

มาก C. albicans จัดเป็นยีสต์ที่สามารถก่อโรคตามส่วน

ต่างๆ ของร่างกายหลายส่วนด้วยกันคือ การติดเชื้อบริเวณ

เยื่อเมือกในช่องปากและล�ำคอ บริเวณช่องคลอด บริเวณ

ผิวหนัง๑๕, ๑๖ ผลวิจัยพบว่ามีสารสกัด ๒ ตัวอย่างจากสาร

สกัดทั้ง ๘ ตัวอย่าง ที่มีฤทธิ์ต่อ C. albicans แต่ไม่เท่ากับยา

มาตรฐานคือ Amphotericin B ที่มีค่าเท่ากับ ๒๑ มิลลิเมตร 

โดยมีค่า MIC = ๑ ไมโครกรัม/มิลลิลิตร คือ สารบริสุทธิ ์ 

DB-Fr4-P1 มฤีทธิย์บัยัง้เชือ้ เท่ากบั ๑๐ ± ๐.๑๗, MIC = ๑๒.๕ 

ไมโครกรัม/มิลลิลิตร และ สารสกัด DB-Fr4 มีฤทธิ์ยับยั้งเชื้อ 

เท่ากับ ๑๐ ± ๐.๕๘, MIC = ๑๒๕ ไมโครกรัม/มิลลิลิตร จาก

ผลวิจัยวิจารณ์ได้ว่า สารสกัด ๒ ตัวอย่าง จากหัวข้าวเย็นใน

งานวิจัยครั้งน้ี มีความสัมพันธ์กันกับกลุ่มอาการที่แพทย์แผน

ไทยใช้มาก คือ โรคทางระบบสืบพันธุ์ในสตรี เช่น ตกขาว  

มีกล่ินเหม็น โดยเฉพาะในคัมภีร์มุจฉาปักขันธิกา ที่มีการใช ้

หวัข้าวเยน็ในกลุม่อาการตกขาว มกีลิน่ ร่วมกบัปวดท้องน้อย๑, ๑๖  

และยังสัมพันธ์กับการใช้หัวข้าวเย็นรักษาซางคือ การมี 

ฝ้าขาวที่ปาก ลิ้น กระพุ้งแก้ม หรือเหลืองอ่อน ในคัมภีร ์

ปฐมจินดา๑, ๑๗ และการรักษาฝีต่างๆ ในคัมภีร์ทิพมาลา และ

ในพระคัมภีร์วิถีกุฏฐโรค เช่น เรื้อนบอน เรื้อนมูลนก๑๘, ๑๙  

ซ่ึงในปัจจุบันพบว่าเช้ือ C. albicans เป็นสาเหตุหนึ่งของทั้ง  

๓ กลุ่มอาการ

ข้อเสนอแนะ
	 ควรวิจัยต่อยอดเรื่องเพิ่มขึ้น โดยเฉพาะในสารสกัด

ชัน้คลอโรฟอร์ม ทีม่ฤีทธิด์ต่ีอการยบัยัง้การท�ำงานของเอนไซม์

ไซโคออกซีจีเนส-ทู (COX-2 inhibitor) ควรท�ำการทดสอบ

ฤทธิ์ TNF- α (tumor necrosis factor) การวิจัยเพื่อสร้าง 

ลายพมิพ์น้ิวมือของสารสกัดทีมี่ฤทธิดี์ต่อการยบัยัง้การท�ำงาน

เอนไซม์ไซโคออกซีจีเนส-ทู (COX-2 inhibitor) ส�ำหรับใช้เป็น
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ข้อมูลส�ำคัญในการทดสอบทางคลินิก และการพัฒนายา 

โดยเฉพาะการหายาทดแทนกลุ่มยาลดการอักเสบที่ไม่ใช่ 

สเตียรอยด์ (non-steroidal-antiinflammatory-drugs;NSAIDs)

	 ปรกติผลการรักษาของยา NSAIDs นั้นมาจากการ

ยบัยัง้ COX-2 แต่ยา NSAIDs กม็ผีลยบัยัง้ COX-1 เช่นเดยีวกนั 

ยา NSAIDs จึงมีผลต่อภาวะสรีรวิทยาของร่างกายด้วย โดย

เฉพาะที่ระบบทางเดินอาหาร ไต การท�ำงานของเกล็ดเลือด 

เพื่อลดอาการข้างเคียงดังกล่าวจึงมีการผลิตยาที่มีคุณสมบัติ

ที่เฉพาะเจาะจง กับ COX-2 มากกว่า COX-1 ที่เรียกว่า COX-

2 inhibitors ซึ่งส่งผลกระทบต่อระบบทางเดินอาหารน้อย

กว่า traditional NSAIDs จากผลการศึกษาในครั้งนี้ สมุนไพร 

หัวข้าวเย็นมีฤทธิ์ต้านการอักเสบผ่านกลไกยับยั้งการท�ำงาน

ของเอนไซม์ COX-2 ซึ่งสามารถพัฒนาเพื่อใช้เป็นยาในกลุ่ม 

COX-2 inhibitors นอกจากฤทธิ์ต้านการอักเสบแล้ว ฤทธิ์ต้าน 

เชื้อราก็เป็นอีกหนึ่งทางเลือกส�ำหรับการพัฒนายารักษา 

เชื้อราต่อไป
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Abstract

Anti-inflammatory, antibacterial and antifungal activities of Dioscorea birmanica Prain and Burkill extract and its ingredients	
Nuanjan Jaiarree, Arunporn Itharat, Sumalee Panthong, Pakakrong Thongdeeying
Department of Applied Thai Traditional Medicine, Faculty of Medicine, Thammasat University

Introduction:	 Hau-Khao-Yen (Dioscorea birmanica Prain and Burkill) is a herb that was used to treat inflammatory  
	 condition, reduce pain, abscess and cancer, etc. The objective of this research was to investigate the  
	 anti-inflammatory, antibacterial and antifungal activities of D. birmanica Prain & Burkill extract (DBE)  
	 and its ingredients. 
Method:	 Bioassay guided fractionation was used for isolating compounds. The structure elucidation of active  
	 ingredients was proven by thin layer chloromatography (TLC) and spectrophotometry techniques.  
	 Anti-inflammatory activity was test by inhibitory effect on PGE2 production as followed the method of  
	 Copeland. Agar diffusion and minimum inhibitory concentration (MIC) was used for antibacterial and  
	 antifungal activities. 
Result:	 Four fractions from DBE were isolated using vacuum liquid chromatography (VLC) with ordering polarity  
	 of solvents and were coded as DB-Fr1 to DB-Fr4, respectively. The results showed the chloroform :  
	 methanol (1:1) fraction of D. birmanica Prain & Burkill (DB-Fr4) showed the highest percentage of yield  
	 (50.02%,10.646 g.). All fractions showed anti-inflammatory activity by inhibitory effect on PGE2 production.  
	 The antifungal and antibacterial activities were also tested by disc diffusion method. The results showed  
	 that the fraction DB-Fr2 (CHCL

3
), DB-Fr3 (CHCL

3
 : MeoH, 8:2) and DB-Fr1 (Hexane : CHCL

3
, 2:8)  

	 exhibited high inhibitory effect on PGE2 production (IC
50
 = 5.02 ± 0.31 μg/ml, 6.96 ± 0.04 μg/ml and  

	 11.04 ± 1.23 μg/ml respectively) (IC
50
 of indomethacin or positive control as 1 μg/ml). All of extract  

	 had no antibacterial activity against gram negative bacteria such as Escherichia coli, Pseudomonas  
	 aeruginosa, Salmonella typhi, Shigella dysenteriae but showed less antibacterial against gram positive  
	 bacteria such as Staphylococcus aureus and Bacillus subtilis (clear zone diameter = 7-8 mm.) DB-Fr2-P1,  
	 DB-Fr2-P2 and DB-Fr4-P1 were isolated by bioassay guided fractionation and showed the highest inhibitory  
	 effect on PGE2 production (IC

50
= 4.80 ± 0.05, 10.18 ± 1.47 and 29.11 ± 1.15 μg/ml, respectively).  

	 For the antifungal activity, DB-Fr4-P1 showed the highest activity against Candida albicans (clear zone was  
	 equal to 10 ± 0.17 mm. and MIC value as 12.5 μg/ml). It was compared with the standard antibiotics  
	 such as Amphotericin B (MIC=1 μg/ml). It was considered as moderate antifungal activity against  
	 C. albicans. 
Discussion and	 It can conclude that the results on antiinflammatory and antimicrobial activities of Hua-Khao-Yen (Dioscorea  
Conclusion:	 birmanica) related with the local wisdom using as inflammatory condition such as abscess, cancer and  
	 vagina discharge.

Key words:  Dioscorea birmanica Prain and Burkill, Anti-inflammation, Antimicrobial activity
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