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º·¹íา: ต�ำรับยำสหัศธำรำเป็นยำไทยในบัญชียำหลักแห่งชำติ พ.ศ. ๒๕๕๔ ประกอบด้วยสมุนไพร ๒๑ ชนิด ใช้ใน

	 การบรรเทาอาการปวดอักเสบของกล้ามเนื้อและกระดูก	การผลิตยาทุกต�ารับต้องมีการควบคมุมาตรฐานของ

	 ผงยาในต�ารับโดยเฉพาะฤทธิ์ทางเภสัชวิทยา	และสารส�าคัญ	ดังนั้น	วัตถุประสงค์เพื่อศึกษาวิธีการน�าไปใช้

	 ส�าหรับการวิเคราะห์และควบคุมมาตรฐานผงยาต�ารับสหัศธารา	รวมไปถึงความคงตัวของฤทธิ์ทางชีวภาพ	

ÇÔ¸Õการศึกษา:	 เตรียมผงยาสหัศธาราตามสูตรต�ารับที่ระบุในบัญชียาหลักแห่งชาติ	พ.ศ.	๒๕๕๔	น�าไปแช่สกัดด้วย	๙๕%	

	 เอทานอลในระยะเวลาที่ต่างกันคือ	๑,	๓,	๕,	๗,	๙	และ	๑๑	วัน	ตามล�าดับ	น�าไปทดสอบฤทธิ์ต้านการอักเสบ

	 โดยการตรวจวัดฤทธิ์ยับยั้งการหล่ังไนตริกออกไซด์ในเซลล์	RAW	264.7	ด้วยการวัดปริมาณไนตริกออกไซด์

	 โดยวธิ	ีGriess	reagent	และทดสอบฤทธิต้์านอนมุลูอสิระโดยวธิ	ีDPPH	assay	พร้อมหาค่าสารประกอบฟีนอลรวม

	 โดยวิธี	Folin-Ciocalteu	ระยะเวลาการสกัดที่มีฤทธิ์ดีที่สุด	น�าไปใช้สกัดผงยาสหัศธารา	เพื่อศึกษาความคงตัว

	 ทางชีวภาพเมื่อเก็บสภาวะเร่งที่อุณหภูมิ	๔๕	องศาเซลเซียส	ความชื้นสัมพัทธ์ร้อยละ	๗๕	โดยเก็บผงยาไว้เป็น

	 เวลา	๐,	๑๕,	๓๐,	๖๐,	๙๐	และ	๑๒๐	วันตามล�าดับ	น�ามาสกัดและทดสอบฤทธิ์การต้านการอักเสบ	

ผลการศึกษา:	 ฤทธิ์ต้านการอักเสบและฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระในระยะเวลาการสกัดที่ต่างกันไม่มีความแตกต่างกันทางสถิติ	

	 (p	>	๐.๐๕)	โดยสารสกดัทีใ่ช้เวลาการแช่สกดัเป็นเวลา	๓	วนั	มฤีทธิต้์านการอกัเสบดทีีส่ดุ	(IC
50
	=	๑๗.๒๒	±	๒.๑๖

	 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร)	มีฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระเป็นอันดับที่	๒	(EC
50
 = ๑๘.๐๐ ±	๓.๔๗	ไมโครกรัม/มิลลิลิตร)	

	 และมค่ีาสารประกอบฟีนอลรวมเป็น	๓๑.๕๑	±	๓.๗๐	มิลลิกรมัแกลลิคแอซดิ/กรมัสารสกัด	และการศกึษาความ

	 คงตัวทางชีวภาพ	พบว่า	ฤทธิ์ต้านการอักเสบโดยการยับยั้งการหลั่งไนตริกออกไซด์เมื่อเปรียบเทียบรายคู่กับ	

	 Day	0	ไม่มีความแตกต่างอย่างมีนัยส�าคัญทางสถิติ	(p	>	๐.๐๕)	

วิจารณ์ และ	 สารสกัดต�ารับสหัศธารา	ที่ได้จากการแช่สกัดนาน	๓	วัน	เป็นการสกัดที่ใช้เวลาส้ันที่สุดและมีฤทธิ์ต้าน

สรุปผลการศึกษา:	การอกัเสบโดยการยบัยัง้การหล่ังไนตรกิออกไซด์ดีทีสุ่ด	ระยะเวลาน้ี	น�าไปใช้สกัดเพือ่การวเิคราะห์และควบคมุ

	 มาตรฐานของผงยาต�ารับสหัศธารา	และผงยาสหัศธารามีความคงตัวสามารถเก็บไว้ได้นาน	๒	ปี	

	 โดยมีฤทธิ์ต้านการอักเสบคงเดิม
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	 ในทางการแพทย์แผนไทย พบว่า ผู้ป่วยส่วนใหญ่ที่

เข้ารับการรักษานั้นเป็นผู้ป่วยท่ีมาด้วยกลุ่มอาการกล้ามเนื้อ 

และกระดกู นอกจากการรกัษาด้วยการหตัถบ�ำบดั และประคบ

สมุนไพรแล้ว ยังมีการใช้ยาที่เกี่ยวข้องกับระบบกล้ามเนื้อ 

และกระดู กหลายต� ำ รั บ  หนึ่ ง ในนั้ น  คื อ  ยาต� ำ รั บ  

“สหัศธารา” เป็นยาท่ีใช้ในการรักษาโรคกลุ่มกล้ามเน้ือและ

กระดูกมาเป็นระยะเวลานาน โดยเป็นยาท่ีใช้ในการบรรเทา

อาการปวดลดการอักเสบ และเมื่อวันที่ ๒๘ มิถุนายน  

พ.ศ. ๒๕๕๔ มีประกาศจากคณะกรรมการพัฒนาระบบยาแห่ง

ชาติ ที่อนุมัติให้ ยาสหัศธารา เป็นยาในบัญชียาหลักแห่งชาติ 

พ.ศ. ๒๕๕๔ โดยส่วนประกอบของต�ำรบัประกอบด้วยสมนุไพร

จ�ำนวน ๒๑ ชนดิ ได้แก่ พรกิไทย รากเจตมลูเพลงิแดง ผลดปีลี  

หศัคณุเทศ เนือ้ลกูสมอไทย รากตองแตก เหง้าว่านน�ำ้ การบรู 

ดอกจันทน์ เทียนแดง ลูกจันทน์ เทียนตาตั๊กแตน มหาหิงคุ ์

เทียนสัตตบุษย์ เทียนขาว รากจิงจ้อ เทียนด�ำ โกฐกักกรา 

โกฐก้านพร้าว โกฐเขมา และโกฐพุงปลา การประกาศให้  

ยาสหศัธาราเป็นยาต�ำรบัในบญัชยีาหลกัแห่งชาตนิัน้ แสดงว่า 

ยาต�ำรับนี้ เป็นยาต�ำรับที่มีประสิทธิผลและความปลอดภัยใน

การใช้กบัมนษุย์มากกว่า ๑,๐๐๐ รายขึน้ไป นอกจากนีย้งัมงีาน

วจิยัทีส่นบัสนนุว่า สารสกดัต�ำรบัยาสหศัธารามคีวามสามารถ

ในการต้านการอักเสบโดยไปยับยั้งการหลั่งไนตริกออกไซด์ 

และ ยบัยัง้ COX-2 ในเซลล์ RAW 264.7 โดยมค่ีา IC
50
 = ๒.๘๑  

ไมโครกรัม/มิลลิลิตร และ ๑๖.๙๗ ± ๑.๑๖ ไมโครกรัม/

มิลลิลิตร ตามล�ำดับ๑ ซึ่งลักษณะกลไกการออกฤทธิ์ของ 

ยาสหัศธารานี้มีความคล้ายคลึงกับยา NSAIDs นอกจากนี้

ยังพบอีกว่าสารสกัดสหัศธารา ไม่มีฤทธิ์การก่อกลายพันธุ์

ต่อเชื้อ Salmonella typhimurium TA98 และ TA100 ทั้งใน 

ภาวะที่มีและไม่มีการกระตุ ้นด้วยเอนไซม์จากตับหนู แต่

กลับพบว่า สารสกัดมีฤทธิ์ต้านการกลายพันธุ์ของ AF2 และ 

2-AA ทั้งใน TA98, TA100 และ 4-NQO ใน TA98 มีค่า IC
50
= 

๓.๙, ๔.๓ และ ๓.๗ มิลลิกรัม/มิลลิลิตร ตามล�ำดับ อีกทั้งยัง 

ต้านการกลายพันธุ์ของ 2-AA ทั้งใน TA98 และ TA100 มีค่า 

IC
50
 = ๒.๐ และ ๒.๓ มิลลิกรัม/มิลลิลิตร๒ 

	 การผลิตยาในรูปแบบยา (dosage form) เพื่อน�ำมา

ใช้ในคนจ�ำเป็นต้องมีการควบคุมมาตรฐานของยา เพื่อให้เกิด

ประสิทธิผลที่เท่าเทียมกันทุกครั้งที่ใช้ยา ดังนั้นวัตถุประสงค์

การศกึษานีค้อื การหาความสมัพนัธ์ระหว่างระยะเวลาการสกัด

ผงยาต�ำรบัสหศัธาราทีม่ฤีทธิต้์านการอกัเสบ (anti-inflammatory  

activity) ฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ (free radical scavenging  

activity) และสารประกอบฟีนอลรวม (total phenolic compound)  

ที่ดีที่สุดโดยเฉพาะอย่างยิ่งคือ ฤทธิ์ต้านการอักเสบ เพื่อน�ำ

มาใช้ในการสกดัผงยาในการศกึษาความคงตวัทางชวีภาพของ 

ผงยาต�ำรับสหัศธาราและควบคุมมาตรฐานของยาต่อไป

วิธีการศึกษา
การเตรียมผงยาสหัศธารา 

	 สมุนไพรที่น�ำมาศึกษาเก็บจากหลายแหล่งทั่ว

ประเทศไทยรวมไปถึงสมุนไพรน�ำเข้าที่ส่ังซื้อจากร้านขายยา

สมุนไพรและมีการตรวจสอบเอกลักษณ์สมุนไพรเพื่อใช้เป็น 

การอ้างอิงด้วยการท�ำ Herbarium specimens เก็บไว ้ 

ชัง่สมุนไพรตามสูตรต�ำรบัยาสหัศธาราในบญัชยีาหลกัแห่งชาติ 

พ.ศ. ๒๕๕๔ ซึ่งประกอบด้วยสมุนไพรจ�ำนวน ๒๑ ชนิด ใน

สดัส่วนทีต่่างกนั (ตารางที ่๑) น�ำวตัถดุบิทัง้หมดบดให้ละเอยีด 

โดยร่อนผ่านตะแกรงเบอร์ ๘๐ 

การสกัดผงยาสหัศธารา

	 น�ำผงยาสหัศธาราน�้ำหนัก ๑๘๐ กรัม แบ่งออกเป็น 

๖ ส่วนๆ ละ ๓๐ กรัม น�ำมาสกัดโดยใช้ ๙๕% เอทานอล  

แช่สกัดในระยะเวลาต่างๆ กัน คือ ๑, ๓, ๕, ๗, ๙ และ ๑๑ 

วนั (แทนด้วยรหสั Day 1, Day 3, Day 5, Day 7, Day 9 และ 

Day 11 ตามล�ำดับ) น�ำไปค�ำนวณหาร้อยละสารสกัดท่ีได้ต่อ

น�้ำหนักผงยา (% yield)

การทดสอบฤทธิ์ทางชีวภาพ (Biological activity test)

	 การทดสอบฤทธิ์ทางชีวภาพจะน�ำสารสกัดใน 

ระยะเวลาต่างๆ ทดสอบฤทธิ์ทางชีวภาพดังนี้ คือ 

	 การทดสอบฤทธิ์ต้านการอักเสบโดยวิธีการยับย้ัง 

การหลั่ง Nitric oxide๓, ๔

	 เล้ียงเซลล์ RAW 264.7 ใน 96-wells plates 

(เซลล์มีความเข้มข้น ๑ × ๑๐๕ เซลล์/หลุม) โดยอาหารท่ี

ใช้เลี้ยงเซลล์ คือ RPMI-1640 ที่ประกอบด้วย ๑๐% fetal  

bovine serum (FBS), penicillin (๑๐๐ หน่วย/มิลลิลิตร) และ 

streptomycin (๑๐๐ ไมโครกรัม/มิลลิลิตร) โดยเพาะเลี้ยง

เซลล์ในตู้คาร์บอนไดออกไซด์ (CO
2
 incubator) ที่อุณหภูมิ  

๓๗ องศาเซลเซยีส เป็นเวลา ๑ ชัว่โมง หลงัจากนัน้ดดูสารละลาย

เก่าออก เติม LPS (lipopolysaccharide) ๑๐๐ ไมโครกรัม/ 

มิลลิลิตรลงไปหลุมละ ๑๐๐ ไมโครลิตร เฉพาะหลุม control 

และ sample ส่วน blank จะใส่ RPMI จากนั้นเติมสารสกัด

สมุนไพร (sample solution) จ�ำนวน ๑๐๐ ไมโครลิตร ใน

หลุมของ sample และ blank of sample ส่วนหลุม control 

และ blank of control ให้เติม RPMI แล้วน�ำไปบ่มเพาะท่ี

อุณหภูมิ ๓๗ องศาเซลเซียส เป็นเวลา ๔๘ ชั่วโมง หลังจาก

นั้นดูด supernatant แต่ละหลุมมา ๑๐๐ ไมโครลิตร ใส่ใน 
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96-wells plates เตมิ Griess reagent หลมุละ ๑๐๐ ไมโครลติร  

วัดค่าดูดกลืนแสง (optical density; OD) ที่ ๕๗๐ นาโนเมตร 

ส่วน supernatant ท่ีเหลือใน plate แรก เติม MTT หลุมละ  

๑๐ ไมโครลติร แล้วน�ำไปบ่มเพาะ ทีอ่ณุหภมู ิ๓๗ องศาเซลเซยีส  

เป็นเวลา ๒ ชัว่โมง ดดู supernatant ออกทกุหลมุ เตมิ isopro-

panol ใน ๐.๐๔ M HCl ปริมาตร ๑๐๐ ไมโครลิตร เขย่าแล้ว

วัดค่าดูดกลืนแสงที่ ๕๗๐ นาโนเมตร เพื่อดูความเป็นพิษของ

เซลล์ถ้าเซลล์รอดมากกว่าร้อยละ ๗๐ ในความเข้มข้นนั้นจึง

จะวิเคราะห์ฤทธิ์ต้านการอักเสบ การทดสอบใช้อินโดเมทาซิน 

(indomethacin) เป็นสารมาตรฐาน และ piperine ที่พบมากใน

เมลด็พรกิไทยและดปีลเีป็นสารทีเ่ป็น marker ในการวเิคราะห์ 

การค�ำนวณ % inhibition of NO production มีดังนี้

โดยที่	 A – C: NO
2
- concentration (µM)

	 A: LPS (+), sample (-)

	 B: LPS (+), sample (+)

	 C: LPS (-), sample (-)

	 การทดสอบฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ วิธี DPPH๕ เป็น 

วิธีการใช้ปฏิกิริยาเคมี๖

	 น�ำสารสกดัทัง้ ๖ ส่วนมาละลายใน absolute ethanol  

ที่ ระดับความเข ้มข ้นต ่างๆ ดังนี้  ๑๐๐, ๕๐, ๑๐, ๕  

และ ๑ ไมโครกรมั/มลิลลิติร และน�ำมาทดสอบด้วย วธิ ีDPPH 

assay วดัค่าดดูกลนืแสดง (optical density) ที ่๕๒๐ นาโนเมตร 

โดยใช้ BHT (butylated hydroxytoluene) เป็นสารมาตรฐาน  

น�ำค่าที่ได้มาค�ำนวณ ค่า radical scavenging activity (EC
50
)  

ซึ่งเป็นตัวบ่งชี้ฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ (antioxidant activity)  

ถ้าค่า EC
50
 มีค่าต�่ำกว่า ๒๐ ไมโครกรัม/มิลลิลิตร แสดงว่า  

มีฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ

	 การศึกษาวิธีการวิเคราะห์ หาปริมาณสารประกอบ 

ฟีนอลรวม (total phenolic compound) ในสารสกัดเพื่อใช้ใน

การวิเคราะห์ปริมาณสารส�ำคัญ๗

	 การวิเคราะห์หาสารประกอบฟีนอลรวม (total  

phenolic compound) ในสารสกัดจากผงยาต�ำรับสหัศธารา 

ด้วย Folin-Ciocalteu’s reagent ตามวิธีของ Slinkard and 

Singleton (1997) โดยใช้ gallic acid เป็นสารมาตรฐาน  

การทดลองจะเตรียมสารสกัดตัวอย่างและสารมาตรฐาน  

gallic acid ๑ มิลลิกรัม/มิลลิลิตร ละลายใน absolute ethanol  

จากนั้นดูดสารตัวอย่าง ๒๐ ไมโครลิตร ลงใน 96-wells 

plate เติม Folin-Ciocalteu’s reagent ๑๐๐ ไมโครลิตร จาก

นั้นเติมโซเดียมคาร์บอเนต (Sodium carbonate: Na
2
CO

3
)  

๘๐ ไมโครลิตร ทิง้ไว้ทีอุ่ณหภมิูห้อง ๓๐ นาท ีและน�ำไปวดัค่า

การดูดกลืนแสงที่ ๗๖๕ นาโนเมตร

 

การทดสอบความคงตัวทางชีวภาพ (Stability test)

	 น�ำผงยาสหัศธาราน�้ำหนัก ๑,๒๐๐ กรัม แบ่งออก

เป็น ๖ ส่วนๆ ละ ๒๐๐ กรัม เม่ือเริ่มการทดลองให้เก็บ 

ผงยาส่วนที่หนึ่งไว้ในตู้ -๒๐ องศาเซลเซียส เป็น Day 0  

จากนั้นน�ำผงยาส่วนที่เหลือเก็บที่อุณหภูมิ ๔๕ องศาเซลเซียส 

และความชื้นสัมพัทธ์ร้อยละ ๗๕ เป็นเวลา ๑๕, ๓๐, ๖๐, ๙๐ 

และ ๑๒๐ วัน ตามล�ำดับ (Day 15, Day 30, Day 60, Day 90 

และ Day 120 ตามล�ำดบั) เมือ่ครบก�ำหนดเวลาของผงยาแต่ละ

ส่วน ให้น�ำออกมาเก็บไว้ที่ตู้ -๒๐ องศาเซลเซียส เช่นเดียวกับ 

ผงยา Day 0 เพื่อรอท�ำการแช่สกัดและระเหยแห้งพร้อม

กัน เมื่อน�ำผงยาส่วนสุดท้ายคือ Day 120 ออกจากอุณหภูมิ  

๔๕ องศาเซลเซียส ความชื้นสัมพัทธ์ร้อยละ ๗๕ น�ำผงยา

ทุกส่วน มาแช่สกัดและสกัดด้วย ๙๕% เอทานอล พร้อมกัน  

โดยใช้ระยะเวลาการสกัดที่ดีที่สุดจากผลการศึกษา จากนั้น

น�ำไปทดสอบฤทธิ์ต้านการอักเสบด้วยการยับยั้งการหลั่ง 

ไนตริกออกไซด์

การวิเคราะห์ทางสถิติ

	 ในการศึกษาฤทธิ์ต้านการอักเสบ ฤทธิ์ต้านอนุมูล

อิสระ และสารประกอบฟีนอลรวม ท�ำการทดสอบตวัอย่างละ  

๓ ครัง้ (n = ๓) และน�ำผลทีไ่ด้มาคดิหาค่าเฉล่ียความเข้มข้นที่

สามารถต้านการอกัเสบด้วยการยบัยัง้การหลัง่ไนตรกิออกไซด์ 

ได้ร้อยละ ๕๐ ค่าเฉลี่ยความเข้มข้นที่ให้ฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ 

ร้อยละ ๕๐ และค่าเฉลี่ยสารประกอบฟีนอลรวม และ 

ค่าความคลาดเคลื่อนมาตรฐาน (IC
50
 ± SEM, EC

50
 ± SEM, 

GAE ± SEM ตามล�ำดับ) จากนั้นเปรียบเทียบความแตกต่าง

ของฤทธิท์างชวีภาพเมือ่สกดัในระยะเวลาต่างกนัโดย one way 

ANOVA และมคีวามแตกต่างในระหว่างวนัทีส่กดัตามนยัส�ำคัญ

ทางสถิติ (p < ๐.๐๕)

	 ในการศกึษาความคงตวัทางชวีภาพทดสอบตวัอย่างละ  

๓ ครั้ง (n = ๓) และน�ำผลที่ได้มาคิดหาค่าเฉลี่ยความเข้มข้นที่

สามารถต้านการอักเสบด้วยการยับยั้งการหลั่งไนตริกออกไซด์

ได้ร้อยละ ๕๐ และค่าความคลาดเคลือ่นมาตรฐาน (IC
50
 ± SEM)  

จากน้ันเปรียบเทียบความแตกต่างของฤทธิ์ทางชีวภาพเป็น

รายคู่กับ Day 0 ด้วย paired t- test และมีความแตกต่างใน

ระหว่างวันที่จัดเก็บตามนัยส�ำคัญทางสถิติ (p < ๐.๐๕)

% inhibition =	 A - B × 100

	 A - C
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ตารางที่ ๑	 แสดงชือ่สามญั ชือ่วทิยาศาสตร์ และน�ำ้หนกัของพชืในต�ำรบัผงยาสหศัธารา ๑,๐๐๐ กรมั ตามบญัชยีาหลักแห่งชาติ  

	 พ.ศ. ๒๕๕๔ และแหล่งที่เก็บยา

		  ชื่อสามัญ/ส่วนที่ใช้	 ชื่อวิทยาศาสตร์	 แหล่งที่เก็บ	 ตัวอย่างพรรณไม้หมายเลข	 น�้ำหนัก (กรัม)	

	 พริกไทย (ล่อน)/ผล	 Piper nigrum Linn.	 จันทบุรี	 SKP146161401	 ๒๔๐

	 เจตมูลเพลิงแดง/ราก	 Plumbago indica Linn.	 ลาว	 SKP148160901	 ๒๒๔

	 ดีปลี/ผล	 	 Piper retrofractum Vahl.	 จันทบุรี	 SKP146160301	 ๙๖

	 หัศคุณเทศ/ราก	 Kleinhovia hospita Linn.	 กาญจนบุรี	 SKP183110801	 ๔๘

	 สมอไทย/เนื้อผล	 Terminalia chebula Retz.	 สระแก้ว	 SKP049200301	 ๑๐๔

	 ตองแตก/ราก	 Baliospermum montanum Muell.A.	 กาญจนบุรี	 SKP121021301	 ๘๐

	 ว่านน�้ำ/เหง้า	 Acorus calamus Linn.	 นนทบุรี	 SKP015010301	 ๘๘

	 การบูร		  Cinnamomum camphora Linn.	 จีน	 SKP096030301	 ๑๔

	 ดอกจันทน์/รก	 Myristica fragrans Houtt.	 จีน	 SKP121130601	 ๑๓

	 เทียนแดง/เมล็ด	 Lepidium sativum Linn.	 อินเดีย	 SKP057121901	 ๑๑

	 ลูกจันทน์/เมล็ด	 Myristica fragrans Houtt.	 จีน	 SKP121130601	 ๑๒

	 เทียนตาตั๊กแตน/ผล	 Anethum graveolens Linn.	 อินเดีย	 SKP199010701	 ๑๐

	 มหาหิงคุ์/ยางและเรซิน	 Ferula assafoetida Linn.	 อินเดีย	 SKP199060101	 ๑๐

	 เทียนสัตตบุษย์/ผล	 Pimpinella anisum Linn.	 จีน	 SKP199160101	 ๙

	 เทียนขาว/ผล	 Cuminum cyminum Linn.	 อินเดีย	 SKP199030301	 ๘

	 จิงจ้อ/ราก		 Merremia vitifolia (Burm.f.) Hallier f.	 กาญจนบุรี	 SKP054132201	 ๘

	 เทียนด�ำ/เมล็ด	 Nigella sativa Linn.	 จีน	 SKP160141901	 ๗

	 โกฐกักกรา/ราก	 Anacyclus pyrethrum (L.) DC.	 จีน	 SKP051011601	 ๖

	 โกฐเขมา/เหง้า	 Atractylodes lancea (Thunb) DC.	 จีน	 SKP051011201	 ๕

	 โกฐก้านพร้าว/ราก	 Picrorhiza kurroa Benth.	 อินเดีย	 SKP177161101	 ๔

	 โกฐพุงปลา/ปูดบนต้น	 Terminalia chebula Retz. (gall)	 อินเดีย	 SKP019200301	 ๓

 

ผลการศึกษา
	 จากการสกัดผงยาสหัศธารา พบว่า สารสกัด 

สหัศธาราที่ระเหยแห้งแล ้วมีลักษณะเป็นสีน�้ำตาลเข ้ม  

มคีวามข้นเหนยีว และม ี% yield ในระยะเวลาการสกดัทีต่่างกนั  

ดังตารางที่ ๒ 

		 ระยะเวลาแช่สกัด	 ตัวท�ำละลาย	 % yield	 % เทียบกับ Day 11

	 Day 1	 	 ๙๕% เอทานอล	 ๓.๕๐	 ๔๐.๒

	 Day 3	 	 ๙๕% เอทานอล	 ๔.๒๐	 ๔๘.๓

	 Day 5	 	 ๙๕% เอทานอล	 ๕.๕๐	 ๖๓.๒

	 Day 7	 	 ๙๕% เอทานอล	 ๖.๗๓	 ๗๗.๔

	 Day 9	 	 ๙๕% เอทานอล	 ๕.๙๗	 ๖๘.๖

	 Day 11	 	 ๙๕% เอทานอล	 ๘.๗๐	 ๑๐๐

ตารางที่ ๒ แสดงร้อยละสารสกัดที่ได้ต่อน�้ำหนักผงยาสหัศธารา (% yield) ในระยะเวลาที่ต่างกัน



500 ธรรมศาสตร์เวชสาร ปีที่ ๑๓ ฉบับที่ ๔ ประจำาเดือนตุลาคม-ธันวาคม ๒๕๕๖

การศึกษาฤทธิ์ทางชีวภาพ

ตารางที่ ๓	 สรุปค่าการทดสอบฤทธิ์ยับยั้งการหล่ังไนตริกออกไซด์	ฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ	และปริมาณสารประกอบฟีนอลรวม	

	 ของสารสกัดสหัศธาราในเวลาต่างกัน	(n	=	๓)

   NO inhibition DPPH reduction Total phenolic compound

 ระยะเวลาแช่สกัด n IC
50  

EC
50  

GAE

   (µg/ml) ± SEM (µg/ml) ± SEM (mg/g) ± SEM

	 Day	1	 ๓	 ๒๓.๕๙	 ๒.๕๒	 ๑๕.๐๒	 ๐.๔๑	 ๔๐.๗๘	 ๖.๕๒

	 Day	3	 ๓	 ๑๗.๒๒	 ๒.๑๖	 ๑๘.๐๐	 ๓.๔๗	 ๓๑.๕๑	 ๓.๗๐

	 Day	5	 ๓	 ๑๗.๕๑	 ๔.๖๒	 ๑๘.๒๙	 ๓.๒๐	 ๔๑.๒๙	 ๖.๓๕

	 Day	7	 ๓	 ๒๓.๒๙	 ๓.๕๐	 ๒๓.๘๗	 ๒.๑๒	 ๔๒.๒๐	 ๖.๗๕

	 Day	9	 ๓	 ๒๐.๑๘	 ๑.๑๘	 ๑๘.๙๕	 ๒.๘๑	 ๓๘.๘๗	 ๖.๐๙

	 Day	11	 ๓	 ๒๘.๑๘	 ๕.๕๑	 ๒๐.๓๙	 ๒.๐๖	 ๓๙.๘๘	 ๕.๑๑

	 Indomethacin	 	 ๒๐.๓๒	 ๓.๒๘	 	 	 	

	 piperine	 	 ๑๗.๐๐	 ๑.๒๓	 	 	 	

	 BHT	 	 	 	 ๑๓.๗๓	 ๑.๗๙

การทดสอบความคงตัวทางชีวภาพของผงยาสหัศธารา (Stability test)

รูปที่ ๑	แสดงฤทธิ์ยับยั้งการหลั่งไนตริกออกไซด์ของสารสกัดผงยาสหัศธาราในการทดสอบความคงตัวทางชีวภาพ	(p	>	๐.๐๕)
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วิจารณ์ และสรุปผลการศึกษา
การวิจารณ์ผลการศึกษา

	 จากผลการศึกษาเมือ่ท�ำการสกัดด้วย ๙๕% เอทานอล  

ในเวลาที่แตกต่างกัน พบว่า ร้อยละสารสกัดที่ได้ต่อน�้ำหนัก 

ผงยาสหัศธารา (%yield) ที่มากที่สุดคือ สารสกัด Day 11 

(๘.๗) จะพบว่า มีแนวโน้มเพิ่มขึ้นตามระยะเวลาที่ท�ำการสกัด 

จะมีเพียง Day 9 ที่ค่า %yield ลดลงเล็กน้อยเท่านั้น เมื่อคิด

เทยีบร้อยละของการสกดั พบว่า วนัที ่๓ สามารถสกดัสารได้  

ร้อยละ ๔๘.๓ ซึ่งเกือบครึ่งของการสกัดที่ต้องใช้เวลาแช่นาน 

๑๑ วนัและเมือ่วนัที ่๕ สกดัได้ ร้อยละ ๖๓.๒ แสดงว่า การใช้วนั

ในการแช่สกดัเพยีง ๓ วนัจะได้สารสกดัประมาณครึง่หนึง่ของ

การแช่สกดันานถงึ ๑๑ วนัซึง่นบัว่า การแช่สกดันาน ๑๑ วนั จะ 

เสยีเวลาถ้าจะต้องแช่สกดัเพือ่ท�ำการวเิคราะห์ ซึง่สอดคล้องกบั

หลักการสกัดสมุนไพรที่อาศัยหลักการแพร่ (diffusion) เพราะ

การสกัดนานมากเกินไปไม่ท�ำให้ได้ปริมาณสารมากขึ้น เพราะ

สารทีถ่กูสกดัมคีวามอ่ิมตวัจงึไม่สามารถสกัดออกมาได้มากขึน้ 

	 เมื่อศึกษาฤทธิ์ต้านการอักเสบและฤทธ์ิต้านอนุมูล

อิสระในระยะเวลาการสกัดที่แตกต่างกัน พบว่า ค่าความ

สามารถในการต้านการอกัเสบและต้านอนมุลูอสิระในระยะเวลา 

๑ ถงึ ๑๑ วนัไม่มคีวามแตกต่างกนัทางสถติ ิ(p > ๐.๐๕) ดงันัน้

จึงพิจารณาจากระยะเวลาที่ดีที่สุดในการสกัดที่ท�ำให้ฤทธิ์ทาง

ชีวภาพโดยเฉพาะฤทธิ์ต้านการอักเสบดีที่สุด พบว่า สารสกัด

ทีไ่ด้จากการแช่สกดั ๓ วนัหรอื Day 3 (IC
50
 = ๑๗.๒๒ ± ๒.๑๖ 

ไมโครกรมั/มลิลลิติร) มฤีทธิต้์านการอกัเสบทีด่ทีีส่ดุ รองลงมา

คอื Day 5 (IC
50
 = ๑๗.๕๑ ± ๔.๖๒ ไมโครกรมั/มลิลิลิตร) ซึง่มี

ฤทธิด์กีว่า indomethacin (IC
50
 = ๒๐.๓๒ ± ๓.๒๘ ไมโครกรมั/

มลิลลิติร) และมฤีทธิต้์านการอกัเสบใกล้เคยีงกบัสารประกอบ

หลักที่อยู ่ ในเมล็ดพริกไทย และผลดีปลีที่ มีปริมาณถึง 

ร้อยละ ๓๓.๖ ของต�ำรบั คอื piperine (IC
50
 = ๑๗.๐๐ ± ๑.๒๓ 

ไมโครกรัม/มิลลิลิตร) และเมื่อใช้เวลาการสกัดนาน ท�ำให้
ฤทธิ์ต้านการอักเสบลดลงหรือมีค่า IC

50
 สูงข้ึน ทั้งนี้อาจเป็น

เพราะสารเปลี่ยนแปลงไปในขณะแช่สกัด หรือมีสารอื่นที่
ออกมามากขึ้นโดยเฉพาะสารที่มีความเป็นขั้วมาก ซ่ึงสังเกต
จากปริมาณสารท่ีแช่สกัด ๑๑ วันปริมาณมากกว่า แสดงว่า
สารที่ออกมาครั้งหลังมีฤทธิ์ต้านการอักเสบน้อยลง ดังนั้น 
การสกัดเพื่อต้องการสารออกฤทธิ์ต้านการอักเสบของต�ำรับ
สหัศธาราไม่ควรแช่สกัดนานเกิน ๓ วัน ซึ่งอาจเป็นเพราะ
สารออกฤทธิ์ต้านการอักเสบเป็นสารที่มีความเป็นขั้วน้อย 
เช่น piperine ซึ่งเป็นสารประกอบหลักในพริกไทยที่มีปริมาณ
มากที่สุด ในต�ำรับสหัศธารา เป็นสารอัลคาลอยด์มีฤทธิ์ต้าน 
การอกัเสบทีม่ผีลต่อ mediator IL-β๘ ทีม่ผีลต่อการอกัเสบของ

เนื้อเยื่อกระดูก และมีผลต่อการยับยั้ง COX-2๑ 

	 ในขณะที่ฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระของสารสกัด Day 3 

(EC
50
 = ๑๘.๐๐ ± ๓.๔๗ ไมโครกรัม/มิลลิลิตร) เป็นสารสกัด 

ที่มีฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระเป็นอันดับที่ ๒ รองจาก Day 1 

(EC
50 
= ๑๕.๐๒ ± ๐.๔๑ ไมโครกรัม/มิลลิลิตร) ซึ่งมีฤทธิ ์

ใกล้เคยีงกับ BHT (EC
50
= ๑๓.๗๓ ± ๑.๗๙ ไมโครกรมั/มลิลลิติร)  

ดังน้ัน จะเห็นว่าถ้าต้องการฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระของต�ำรับ 

สหศัธารากค็วรแช่เพยีง ๑ วนั สารทีอ่อกฤทธิต้์านอนมุลูอสิระ  

จะออกมากทีส่ดุ แต่อย่างไรกต็ามการแช่นาน ๓ วนั ฤทธิต้์าน 

อนุมูลอิสระไม่แตกต่างกับการแช่สกัด ๑ วัน เมื่อศึกษา

ความสัมพันธ์ระหว่างฤทธิ์ต ้านการอักเสบและฤทธิ์ต ้าน

อนุมูลอิสระ ในระยะเวลาต่างกันไม่พบว่า มีความสัมพันธ์กัน  

(r = ๐.๒๘๑, p > ๐.๐๕) ส�ำหรบัการหาค่าสารประกอบฟีนอลรวม  

(total phenolic compound) พบว่า สารประกอบฟีนอลรวม

ไม่มีความแตกต่างอย่างมีนัยส�ำคัญทางสถิติ (p > ๐.๐๕)  

เมื่อสกัดในระยะเวลาที่แตกต่างกัน โดยสารสกัด Day 7  

(๔๒.๒๐ ± ๖.๗๕ มิลลิกรัมแกลิคแอซิด/กรัมสารสกัด) มีค่า

สารประกอบฟีนอลสูงสุด รองลงมาคือ Day 5 (๔๑.๒๙ ±  

๖.๓๕ มิลลิกรัมแกลิคแอซิด/กรัมสารสกัด) ในขณะท่ี Day 3 

มีค่าสารประกอบฟีนอลเท่ากับ ๓๑.๕๑ ± ๓.๗๐ มิลลิกรัม

แกลิคแอซิด/กรัมสารสกัด จากการหาปริมาณของสาร

ประกอบฟีนอลรวม พบว่า ค่าที่ได ้อยู ่ในช ่วง ๓๑.๕๑ 

ถึง ๔๒.๒๐ มิลลิกรัมแกลิคแอซิด/กรัมสารสกัด เมื่อหา 

ค่าสัมประสิทธิ์ของความสัมพันธ์ระหว่าง ฤทธิ์ต้านการอักเสบ

กับปริมาณสารฟีนอลรวม ได้ค่า r = ๐.๔๗๓ (p > ๐.๐๕)  

ดังน้ัน การหามาตรฐานของผงยาค่าของฤทธิ์ต้านการอักเสบ

ไม่มีความสัมพนัธ์กับค่าสารประกอบฟีนอลรวม (total phenolic 

compound) การวิเคราะห์ปริมาณสารต้านการอักเสบน่าจะ

เป็น piperine ซึง่พบจากงานวจิยัของนรนิทร์ กากะทุม่๑ พบว่า  

สารสกัดสหัศธารามีฤทธิ์ต ้านการอักเสบ และ piperine 

เป็นสารส�ำคัญที่ออกฤทธิ์ต้านการอักเสบด้วยวิธีการยับย้ัง 

ไนตริกออกไซด์

	 จากการน�ำค่าการออกฤทธิ์ต้านการอักเสบหรือ 

ฤทธิต้์านอนมุลูอสิระของวนัที ่๓ มาเปรยีบเทยีบรายคูก่บัค่าของ

วันที่ ๑ พบว่า ฤทธิ์ทางชีวภาพทั้งสองฤทธิ์ไม่มีความแตกต่าง 

กันทางสถิติ (p > ๐.๐๕) เมื่อแช่สกัดเพื่อสกัดสารในระยะ

เวลาของการแช่สกัดที่แตกต่างกัน ดังนั้น การสกัดให้เกิด

ประโยชน์สูงสุด คือ การสกัดที่ใช้ระยะเวลาที่น้อยที่สุดและ

ยังคงมีฤทธิ์ทางชีวภาพที่ดีอยู่ด้วย ส�ำหรับผงยาสหัศธารา

เป็นยาที่มีสรรพคุณในการบรรเทาปวดลดอักเสบ จึงต้องให้ 

ความส�ำคัญกับฤทธิ์ต้านการอักเสบมากที่สุด ดังนั้นสารสกัด 

ผงยาสหัศธาราด้วยการแช่สกัด ๓ วนั ได้สารสกัดสหศัธาราทีม่ี

ฤทธิต้์านการอกัเสบดทีีส่ดุ อกีทัง้ยงัมฤีทธิต้์านอนมุลูอสิระเป็น
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อันดับที่ ๒ ดังนั้น การเลือกการสกัดเพียง ๓ วันจึงเหมาะสม 

ส�ำหรับในการใช้น�ำไปวิเคราะห์และควบคุมมาตรฐานของ 

ผงยาต�ำรับสหัศธาราต่อไป

	 การศกึษาความคงตวัทางชวีภาพของผงยาสหศัธารา 

ที่ใช้ในการวิจัย พบว่า เมื่อเก็บผงยาสหัศธาราไว้ในที่อุณหภูมิ 

๔๕ องศาเซลเซียส ความช้ืนสัมพัทธ์ร้อยละ ๗๕ เป็นเวลา 

๐, ๑๕, ๓๐, ๖๐, ๙๐ และ ๑๒๐ วัน ตามล�ำดับ และน�ำมา 

สกัดโดยใช้ระยะเวลาในการแช่สกัด ๓ วัน ซึ่งเป็นระยะเวลา

ที่ได้ท�ำการศึกษาแล้วว่าเป็นระยะเวลาที่ดีที่สุด จากน้ันน�ำ

ไปทดสอบฤทธิ์การยับยั้งการหลั่งไนตริกออกไซด์ จะเห็นว่า 

เมื่อเปรียบเทียบค่า IC
50
 เป็นรายคู่กับ Day 0 พบว่า ไม่ม ี

ความแตกต่างอย ่างมีนัยส�ำคัญทางสถิติ (p > ๐.๐๕) 

หมายความว่า ยาสหัศธาราสามารถเก็บอยู่ในอุณหภูมิปรกติ

และยงัคงมฤีทธิต้์านการอกัเสบได้นาน ๒ ปี๙ ทัง้น้ี อาจเน่ืองจาก

สารทีพ่บมากทีส่ดุทีเ่ป็นส่วนประกอบของสหศัธาราคอื piperine  

ที่ เป ็นส่วนประกอบหลักของพริกไทย และผลดีปลี ซึ่ง 

ค่อนข้างคงตัว และได้เคยศึกษามาแล้วในวิทยานิพนธ์ของ

นรนิทร์ กากะทุม่๑ ซึง่พบว่า piperine ในสารสกดัต�ำรบัสหศัธารา 

มีความคงตัวในสภาวะเร่ง อย่างไรก็ตามในการศึกษาครั้งน้ี  

ไม่ได้ท�ำวเิคราะห์ปรมิาณ piperine ของผงยาสหศัธาราทีเ่กบ็ใน

ช่วงเวลาต่างๆ ในสภาวะเร่ง เปรยีบเทยีบกบั ปรมิาณ piperine 

สารสกัดต�ำรับสหัศธารา ที่การเก็บในลักษณะในสภาวะเร่ง

เช่นกนั ว่ามปีรมิาณของ piperine ทีม่คีวามแตกต่างกนัหรอืไม่  

แต่อย่างไรก็ตามการศึกษาครั้งนี้เป็นการยืนยันว่า ผงยา

มีความคงตัวในฤทธิ์ต้านการอักเสบนานกว่า ๒ ปี๙ ดังนั้น 

การใช้ผงยาสหัศธาราในรูปแบบ capsule ก็น่าจะมีอายุ

มากกว่า ๒ ปีทั้งนี้ เพราะเมื่อเก็บนานเกิน ๔ เดือนยังคงมี

ฤทธิ์ต้านการอักเสบ และมีค่าของฤทธิ์ต้านการอักเสบโดย

การยับยั้งไนตริกออกไซด์ไม่แตกต่างกันทางสถิติ (p > ๐.๐๕)

 

สรุปผลการศึกษา

	 สารสกัดต�ำรับสหัศธารา ที่ได้จากการแช่สกัดนาน 

๓ วนั เป็นการสกดัทีใ่ช้เวลาสัน้ทีส่ดุและมฤีทธิต้์านการอกัเสบ

โดยการยับยั้งการหลั่งไนตริกออกไซด์ดีท่ีสุด ในการน�ำไปใช้

สกัดเพื่อการวิเคราะห์และควบคุมมาตรฐานของผงยาต�ำรับ 

สหัศธารา และผงยาสหัศธารายังเก็บไว้ได้นาน ๒ ปี โดย 

มีฤทธิ์ต้านการอักเสบคงเดิม อย่างไรก็ตามการศึกษาความ

สัมพันธ์ระหว่างการทดสอบฤทธิ์ต้านการอักเสบ ฤทธิ์ต้าน

อนุมูลอิสระและสารประกอบฟีนอลรวม ไม่พบความสัมพันธ์

กัน จึงไม่สามารถใช้ทดแทนกันได้โดยตรง ดังนั้น การศึกษา

ครั้งนี้ท�ำให้ทราบระยะเวลาการสกัดที่เหมาะสมที่จะท�ำให ้

สารออกฤทธิ์ออกมาได้มากที่สุด ท�ำให้สามารถใช้ประโยชน์

ในการสกัดสารสกัดจากสหัศธาราเพื่อเตรียมเป็นยาที่ได้จาก

สารสกัดต่อไป หรือจะใช้ในการท�ำมาตรฐานของผงยาในการ

วจิยัทางคลนิกิว่า ผงยาจะต้องมฤีทธิต้์านการอกัเสบอยูใ่นช่วง 

IC
50
 ไม่เกิน ๓๐ ไมโครกรมั/มิลลิลิตรจงึจะผ่านเกณฑ์มาตรฐาน 

หรอืหากใช้ค่าเคมขีองผงยากอ็าจใช้ค่าสารประกอบฟีนอลรวม 

(total phenolic compound) ในการก�ำหนดเป็นเกณฑ์มาตรฐาน

โดยควรไม่ต�่ำกว่า ๓๐ มิลลิกรัมแกลิคแอซิด/กรัมสารสกัด
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Introduction:	 Sahastara remedy is a Thai traditional medicine used for analgesic and anti-inflammation in the musculoskeletal  

	 system. It is also a remedy which was published in Thailand National List of Essential Medicine in 2011.  

	 It is composed of twenty one plants. There is no report for quality control by testing pharmacology activity  

	 especially, anti-inflammatory activity of this preparation. Thus, the aim of this study was to investigate the best  

	 extraction time for being standardization analysis method of Sahastara remedy and also to study in stability test. 

Method: 	 Sahastara remedy was extracted with 95% ethanol in 6 different durations that they were Day 1, 3, 5, 7, 9  

	 and 11 respectively. All of extracts were tested for anti-inflammatory activity by examining nitric oxide  

	 releasing inhibitory activity and determination of NO content by Griess reagent assay. Free radical scavenging  

	 activity was also tested by DPPH radical assay. Total phenolic compound was determined by Folin-Ciocalteu.  

	 The day of extraction which showed the highest anti-inflammatory activity was used for studying on  

	 stability of Sahastara powder drug. The stability study by an accelerated condition (45 °C and 75% RH)  

	 of crude Sahastara remedy were studied by keeping in 6 different durations (Day 0, 15, 30, 60, 90 and 120  

	 respectively). Then, Sahastara remedy was extracted and tested anti-inflammatory activity.

Results: 	 The statistically analysis showed that anti-inflammatory and free radical scavenging activities were not  

	 significantly different for extraction in different durations (p > 0.05). However, the extract at Day 3 showed the  

	 best anti-inflammatory activity (IC
50
=17.22 ± 2.16 µg/ml) and the second of antioxidant activity by DPPH  

	 radical assay (EC
50
 = 18.00 ± 3.47 µg/ml). The total phenolic content of the Day 3 extract was 31.51 ± 3.70  

	 mg GAE/g. The stability of pharmacology activity showed that anti-inflammatory activity at every day were  

	 not significantly different when compared with Day 0 (p > 0.05).

Discussion	 The best duration for extraction of Sahastara remedy which was appropriate for quality control on  

and conclusion:	 anti-inflammatory activity was three days. Sahastara remedy powder was stable in 2 years with  

	 anti-inflammatory activity.

Key words:  Sahastara remedy, Anti-inflammatory, Antioxidant, Total phenolic content, Extraction time, Stability test 
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