
 
 

บทที่ 3 

ระเบียบวธีิวจิัย 

 
สารเคมี 

Acetic acid (Carlo, Italy), Acetone (Carlo, Italy), Ammonium hydroxide (Carlo, Italy), 

2,2'-azino-bis (3-ethylbenzthiazoline-6-sulphonic) (ABTS) (Wako, Japan), Bismuth nitrate 

(Carlo, Italy), Benzene (Carlo, Italy), Butanol (Carlo, Italy), Calcium hydrochloride (Carlo, 

Italy), Chloroform (Carlo, Italy), Diethyl ether (Carlo, Italy), Dimethyl sulfoxide (DMSO) 

(Sigma, USA), 3-[4,5-dimethylthiazol-2-yl]-2,5-diphenyl-tetrazolium bromide 98% (MTT) 

(Sigma, USA), Dulbecco’ Modified Eagle Medium (DMEM) (Gibco, USA), Ethanol (Merck, 

Germany), Ethyl acetate(Merck, Germany), Fetal Bovine Serum (Gibco, USA), Folin-

Ciocalteu reagent (Carlo, Italy), Formic acid (Merck, Germany), Gallic acid (Carlo, Italy), 

Ethyl acetate (Merck, Germany), Hexane(Merck, Germany), Hydrogen peroxide (Merck, 

Germany), L-DOPA 98% (Sigma, USA), L-tyrosine (Sigma, USA), Methanol (Merck, 

Germany), Melanin synthesis (Sigma, USA), Mushroom tyrosinase (Sigma, USA), Nitric acid 

(Carlo, Italy), Penicillin/streptomycin solution (Gibco, USA), Potassium hydroxide (Sigma, 

USA), Potassium iodide (Ajex, Australia), Sodium hydroxide (Merck, Germany), Sulfuric acid 

(Merck, Germany), 2,4,6-Tri(2-pyridyl)-1,3,5-triazine (TPTZ) (Sigma, USA), Trolox (Sigma, 

USA), Trypan Blue Stain 0.4% (Gibco, USA), 0.25% Trypsin EDTA (Gibco, USA), Vitamin C 

(Fluka, Switzerland) 

 

วัสดุและอุปกรณ์ 

Autoclave (Kokusan Enshinkimod H-88LL: Tomy Seiko co., LTD; Japan), Incubator 

CO2 (Shellab Automatic CO2 23237C: Gibthai; USA), Laminar air flow (Holten Mod. HBB 

2460: Scientific Promotion Co, LTD; USA), Microplate (Eliza Reader)(Biotek/ELX-808 IU; 

USA), Microscope (Nikon/Alphaphot 2: Ioledo; Switzerland), pH meter (Mettler: Ioledo; 

Switzerland), Refrigerated Centrifuge (Labofug 200 S Hettich / zentrifugen: Becthai; 

Germany), Rotary evaporator (Buchi, Switzerland), Spectrophotometer (Novaspec II: P 

harmacia LKB Biochrom; England), Thin Layer Chromatography (TLC) plate (silica gel 

GF254)alumina sheet 20x20 cm (Merck, Germany), TLC tank, Vortex mixer (Thermolyne 
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USA: Scientific industries, INC BO HEMIA; USA), UV cabinet for inspecting chromatogram 

(Camag: Germany) 

 

พืชสมุนไพร 

 พืชสมนุไพรท่ีนํามาทดสอบฤทธ์ิชีวภาพสําหรับกระตุ้นการสร้างเม็ดสีเพ่ือใช้สําหรับผม

หงอกก่อนวัยจํานวน 5 ชนิด คือ อญัชนั ย่านาง บวับก หมอ่น และกวาวเครือขาว รายละเอียดแสดงใน

ตารางท่ี 1 

 

ตารางท่ี 1 รายละเอียดพืชสมนุไพรทดสอบ 

ท่ี  พืช ช่ือวิทยาศาสตร์ ส่วนท่ีใช้ 

1 

2 

3 

4 

5 

อญัชนั 

ยา่นาง 

บวับก 

หมอ่น 

กวาวเครือขาว 

Clitoria ternatea 

Tiliacora triandra (Colebr.) Diels 

Centella asiatica (L.) Urb 

Morus alba L. 

Pueraria candollei Graham ex Benth. 

Varmirifica(Airy Shaw et Suvat.) Niyomdham. 

ใบ 

ใบ 

ใบ 

ใบ 

หวัใต้ดนิ 

 

 

เซลล์เพาะเลีย้ง 

เซลล์เพาะเลีย้งเมลาโนไซท์ชนิด mouse melanoma cell lines (B16F10) ท่ีได้จากหน ูmice 

สายพนัธุ์ C57BL6 เซลล์เพาะเลีย้งได้จาก คณะเภสชัศาสตร์ มหาวิทยาลยัเชียงใหม ่

การเพาะเลีย้งเซลล์เมลาโนไซท์ B16F10ทําโดยเพาะเลีย้งในอาหารเพาะเลีย้งเซลล์ชนิด 

Dulbecco’ Modified Eagle Medium (DMEM) ท่ีเติม 1% penicillin/streptomycin solution และ 

10% FBS บ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ในสภาวะท่ีมีก๊าซคาร์บอนไดออกไซด์ 5% และเปล่ียน

อาหารใหมท่กุ ๆ 3 วนั 

 

สัตว์ทดลอง 

หน ูmice พนัธุ์ C3H/HeJ Jel เพศผู้และเพศเมีย อาย ุ4 สปัดาห์ นํา้หนกัประมาณ 20-25 g 

จํานวน 40 ตวั จากศนูย์สตัว์ทดลองแหง่ชาต ิมหาวิทยาลยัมหิดล  

การเลีย้งสตัว์ทดลอง ทําโดยเลีย้งท่ีห้องเลีย้งสตัว์ทดลองของคณะเภสชัศาสตร์ มหาวิทยาลยั

อบุลราชธานี อยา่งน้อย 1 สปัดาห์ก่อนการทดลอง ให้อาหารสําเร็จรูปตามมาตรฐานของสํานกั
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สตัว์ทดลอง และด่ืมนํา้ตลอดเวลา เปล่ียนอาหารและนํา้ด่ืมทกุ 2 วนั เปล่ียนวสัดรุองนอนทกุ 3 วนั 

สภาวะท่ีใช้ในการเลีย้ง คือ อณุหภมูิ 23 ± 2°C ความชืน้สมัพทัธ์ 55-60% ระยะเวลาท่ีสมัผสัแสง คือ มี

แสง 12 ชัว่โมง และปิดไฟ 12 ชัว่โมง (Mangal et al., 2011)โดยการวิจยัในสตัว์ทดลองได้รับอนมุตัิการ

ใช้สตัว์ทดลองจากคณะกรรมการกํากบัดแูลการเลีย้งและใช้สตัว์ทดลอง มหาวิทยาลยัอบุลราชธานี 

(Ethics committee) เลขท่ี09/ 2550/ Research 

 

วิธีดาํเนินการวิจัย 
 

1. การสกัดพืชสมุนไพร 

สกดัพืชสมนุไพรให้เป็นสารสกดัหยาบ (crude extract) ด้วยตวัทําละลายนํา้ เมทธานอล เอ

ทธิลอะซิเตท และเฮกเซน ดงันี ้

- ชัง่ผงพืชสมนุไพรแห้งท่ีบดละเอียดเตมิสารละลายเฮกเซนแล้วสกดัพืชสมนุไพรด้วยเคร่ือง 

soxhlet apparatus เป็นเวลา 12 ชัว่โมง 

- กรองสารสกดัหยาบ แล้วระเหยแห้งด้วยเคร่ือง Rotary evaporator โดยใช้ความร้อนท่ี

อณุหภมูิ50-70 องศาเซลเซียส จนสารสกดัหยาบแห้ง บรรจลุงในขวดแก้ว 

- บนัทกึนํา้หนกัสารสกดัหยาบท่ีแห้งสนิทแล้ว เก็บในตู้ เย็น 

- สกดักากผงพืชสมนุไพรตอ่ด้วยสารละลายเอทิลอะซิเตทด้วยวิธีเดียวกบัการสกดัด้วย

สารละลายเฮกเซน 

- สกดักากผงพืชสมนุไพรตอ่ด้วยสารละลายเมทานอลด้วยวิธีเดียวกบัการสกดัด้วยสารละลาย

เอทิลอะซิเตต 

- สกดักากผงพืชสมนุไพรตอ่ด้วยนํา้กลัน่ แตเ่ม่ือระเหยแห้งไปจนสารสกดัด้วยนํา้ไม่สามารถ

ระเหยได้ ให้ใช้วิธีการระเหยแห้งด้วยเคร่ือง Freeze dry เป็นเวลา 2 วนัเก็บสารสกดัหยาบพืชสมนุไพร

ทกุชนิดไว้ในตู้ เย็น 
 

หมายเหตุ ผลการสกดัสมนุไพรอยูใ่นโครงการวิจยัท่ี 1 เร่ือง การสกดั แยกบริสทุธ์ิ และศกึษาความคง

ตวัทางเคมีของสารสกดัสมนุไพรพืน้บ้านไทยเพ่ือใช้สําหรับผมหงอก ภายใต้แผนงานวิจยั เร่ือง การ

วิจยัและพฒันาเพ่ือให้ได้เวชสําอางจากสารสกัดสมุนไพรพืน้บ้านไทยท่ีกักเก็บในอนุภาคนาโน เพ่ือ

ใช้สําหรับผมหงอก 
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2. การทดสอบฤทธ์ิชีวภาพของสารสกัดสมุนไพร 
 

2.1 การทดสอบฤทธ์ิต้านออกซิเดชัน (antioxidant activity) 

2.1.1 DPPH assay (DPPH radical scavenging assay)  

วิธีทดสอบดดัแปลงจาก Kriengsak et al (2006) โดยอาศยัหลกัความสามารถของสารสกัด

สมนุไพรในการกําจดัสารอนมุลูอิสระ DPPH ทําโดย 

- เตรียมสารละลายของ DPPH (2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl) solution ท่ีความเข้มข้น 100 

µM ในสารละลายเมทธานอล เก็บในท่ีปราศจากแสง  

- เตรียมสารสกดัตวัอย่างให้ได้ความเข้มข้น 5 - 100 µg/ml ด้วยตวัทําละลายแตล่ะชนิด โดยใช้ 

DMSO ชว่ยในการละลาย 

- นําสารละลาย DPPH ปริมาตร 1600 µl และสารสกดัแตล่ะตวัอย่างปริมาตร400 µl ผสมให้

เข้ากนั ตัง้ทิง้ไว้ในท่ีปราศจากแสงเป็นเวลา 20 นาที จากนัน้นําไปวดัค่าการดดูกลืนแสงท่ีความยาว

คล่ืน 517 nm ทําการทดลอง 3 ซํา้โดยใช้ vitamin C และ Trolox ความเข้มข้น 0.25 – 4 µg/ml เป็น

สารมาตรฐาน คํานวณหาคา่ % inhibition จากสมการ  
 

% inhibition = Absorbance of control – Absorbance of sample × 100 

                                            Absorbance of control 

 

เม่ือ   Absorbance of control คือ คา่การดดูกลืนแสงของกลุม่ควบคมุ  

 Absorbance of sample คือ คา่การดดูกลืนแสงของสารสกดัตวัอยา่ง หรือสารมาตรฐาน 
 

- แสดงผลเป็นคา่ Effective Concentration (EC50) หรือคา่ความเข้มข้นของสารสกดัท่ีสามารถ

ทําให้ความเข้มข้นของ DPPH ลดลง 50%โดยคํานวณจากกราฟแสดงความสัมพนัธ์ระหว่างความ

เข้มข้นของสารสกดั กบั % inhibition 

 

2.1.2 ABTS assay (ABTS radical scavenging assay)   

 วิธีทดสอบดดัแปลงจาก Robertaet al (1999) โดยอาศยัหลกัการคล้ายกบัวิธี DPPH assay 

คือ สารสกดัท่ีมีฤทธ์ิต้านออกซิเดชนัท่ีดี จะสามารถกําจดัอนมุลูอิสระ ABTS ได้ทําโดย 

- เตรียมสารละลาย ABTS solution (ผสม 7 mM ABTS กบั 2.45 mM K2S2O8 (dipotassium 

peroxodisulphate) แล้วเจือจางด้วยนํา้ ให้มีค่าการดูดกลืนแสงอยู่ในช่วง 0.7-0.9 โดยใช้อตัราส่วน

ของ ABTS ตอ่ นํา้ เทา่กบั1:4.2 ml นําไปวดัคา่การดดูกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 734 nm 
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- เตรียมสารสกดัตวัอยา่งให้ได้ความเข้มข้นเทา่กบั 1 mg/ml ด้วยตวัทําละลายแตล่ะชนิด โดยใช้ 

DMSO ชว่ยในการละลาย 

- ผสมสารละลาย ABTS ท่ีเจือจางแล้ว 2 ml กับสารสกดัตวัอย่างปริมาตร 20 µl และตวัทํา

ละลายแตล่ะชนิดปริมาตร 100 µl ให้เข้ากนั นําไปวดัคา่การดดูกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 734 nm ทํา

การทดลอง 3 ซํา้ โดยมี vitamin C และ Trolox เป็นสารมาตรฐาน  

- แสดงผลเป็นค่า Trolox equivalent antioxidant capacity (TEAC) และค่า Vitamin C 

equivalent antioxidant capacity (VEAC) ท่ีคํานวณจากกราฟมาตรฐานท่ีแสดงความสมัพันธ์

ระหว่างความเข้มข้นของสาร (mM) กบัคา่ Absorbance ของ vitamin C และ Trolox ในหน่วย mM

ของ vitamin C equivalents/ Trolox equivalents ตอ่สารสกดัตวัอยา่ง 1 mg  

 

2.1.3 FRAP assay (Ferric reducing antioxidant power)  

วิธีทดสอบดดัแปลงจาก Ronald et al. (2005) โดยอาศยัปฏิกิริยารีดอกซ์ของสาร หากเป็น

สารต้านออกซิเดชนัท่ีดี จะเห็นเป็นสีมว่งอมนํา้เงิน ทําโดย 

- เตรียม FRAP reagent จาก 300 mM acetate buffer (pH 3.6) ปริมาตร 50 µl ผสมกบั 20 

mM ferric chloride solution ปริมาตร 5 ml และ10 mM TPTZ (2,4,6-Tris(2-pyridyl)-1,3,5-

triazine)solution ปริมาตร 5 ml ผสมให้เข้ากนั เก็บในท่ีปราศจากแสง 

- เตรียมสารสกัดตัวอย่างให้มีความเข้มข้น 1 mg/ml ด้วยตัวทําละลายแต่ละชนิด โดยใช้ 

DMSO ชว่ยในการละลาย 

- ผสมสารสกัดตวัอย่างปริมาตร 60 µl กับ FRAP reagent  ปริมาตร 1800µl และนํา้กลัน่

ปริมาตร 180 µl ให้เข้ากนั ตัง้ทิง้ไว้ท่ีอณุหภูมิห้องเป็นเวลา 4 นาที นําไปวดัคา่การดดูกลืนแสงท่ีความ

ยาวคล่ืน 593 nm ทําการทดลอง 3 ซํา้ โดยเปรียบเทียบกบัสารละลายมาตรฐาน ferrous sulfate 

- แสดงผลเป็นคา่ Relative antioxidant activity (FRAP value) ซึ่งคํานวณจากกราฟท่ีแสดง

ความสมัพนัธ์ระหวา่งคา่ Absorbance ของ FeSO4และความเข้มข้นของสารสกดัตวัอยา่ง (µg/ml) 

 

2.2 การหาปริมาณ Total phenolic compound  

 วิธีทดสอบดดัแปลงจาก Onanong et al (2011) โดยหาปริมาณ Total phenolic compound 

ด้วยวิธี Folin-ciocalteu ดงันี ้

- เตรียมสารละลาย 2N Folin-ciocalteu reagent ด้วยนํา้กลัน่ในอตัราสว่น 1:1  

- เตรียม 20% sodium carbonate (Na2CO3) ในนํา้กลัน่ปริมาตร 100 ml  
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- เตรียมสารสกดัตวัอย่างให้ได้ความเข้มข้นเท่ากบั 1 mg/ml ด้วยตวัทําละลายแตล่ะชนิด โดย

ใช้ DMSO ชว่ยในการละลาย  

- เตรียมสารมาตรฐาน Gallic acid ความเข้มข้น เทา่กบั 2, 4, 6, 8 และ 10 µg/ml  

- ผสมสารสกดัตวัอย่างปริมาตรหรือ สารมาตรฐาน ปริมาตร 30 µl กบันํา้กลัน่ปริมาตร 470 µl

แล้วผสมกบั Folin-ciocalteu reagent ปริมาตร 250 µl และ Na2CO3 ปริมาตร 1250µl ตัง้ทิง้ไว้ในท่ี

ปราศจากแสงเป็นเวลา 40 นาที นําไปวดัคา่การดดูกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 725 nm 

- ปริมาณ Total phenolic compound แสดงคา่ในหน่วยของµg GAE /mg dry mass ท่ีได้จาก

กราฟมาตรฐานระหวา่งความเข้มข้นของ Gallic acid และคา่การดดูกลืนแสงของสารสกดัสมนุไพร 

 

2.3 การทดสอบฤทธ์ิป้องกันเซลล์เมลาโนไซท์จากสารอนุมูลอิสระชนิดไฮโดรเจน

เปอร์ออกไซด์ (H2O2)(Protective activity of melanocyte from free radical of hydrogen 

peroxide) 

2.3.1 การหาความเข้มข้นท่ีเหมาะสมของสารอนุมูลอิสระ 

คดัเลือกความเข้มข้นของสารอนุมูลอิสระไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ (H2O2) ท่ีทําให้เซลล์ลด

จํานวนลง 50% ด้วยวิธี MTT assay (ดดัแปลงจาก Petra et al., 2006) ทําโดย 

- เพาะเลีย้งเซลล์ B16F10ใน 96 well plate ให้ความหนาแนน่เทา่กบั1.5 x 103 cells/well บม่ใน

สภาวะท่ีมีก๊าซคาร์บอนไดออกไซด์ 5% ท่ีอณุหภมูิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชัว่โมง เพ่ือให้เซลล์

เกาะติดกบัภาชนะ 

- เติม H2O2 ท่ีมีความเข้มข้นตา่งๆ กนั คือ 3× 10-3, 2× 10-3, 1× 10-3, 0.5× 10-3และ 0.25× 10-3 

M บม่เซลล์เป็นเวลา 72 ชัว่โมง ท่ีอณุหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ในสภาวะท่ีมีก๊าซคาร์บอนไดออกไซด์ 

5% 

- เตมิ MTT ท่ีมีความเข้มข้น 1 mg/ml หลมุละ 50 µl บม่ตอ่เป็นเวลา 4-6 ชัว่โมง นําไปป่ันเหว่ียง

เพ่ือแยกเซลล์ท่ีความเร็วรอบ 2,500 rpm อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที ดูด 

supernatant ทิง้ ละลาย formazan crystal ท่ีเกิดขึน้ด้วย DMSO ปริมาตร 100 µl วดัคา่การดดูกลืน

แสงท่ีความยาวคล่ืน 570 nm 
 

2.3.2 การทดสอบฤทธ์ิป้องกันเซลล์เมลาโนไซท์จากสารอนุมูลอิสระ 

 วิธีทดสอบฤทธ์ิป้องกนัเซลล์เมลาโนไซท์จากสารอนุมลูอิสระไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ (H2O2) 

ด้วยวิธี MTT assay ดดัแปลงจาก Celia et al. (2001) ดงันี ้
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- เพาะเลีย้งเซลล์ B16F10 ใน 96 well plate ให้ความหนาแน่นเท่ากบั 1.5 x 103 cells/well บม่ใน

สภาวะท่ีมีก๊าซคาร์บอนไดออกไซด์ 5% ท่ีอณุหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชัว่โมง เพ่ือให้เซลล์

เกาะตดิกบัภาชนะ 

- เจือจางสารสกดัตวัอย่างด้วย Completed Medium DMEM (DMEM, 10% FBS และ 1% 

penicillin/streptomycin solution) แบบ2-fold dilution ให้ได้สารสกดัท่ีมีความเข้มข้น 800, 400, 200, 

100, 50, 25, 12.5 และ 0.75 µg/ml 

- เติมสารสกัดตวัอย่างลงใน plate หลุมละ 100 µl แต่ละความเข้มข้นทํา 3 ซํา้ บ่มเซลล์ท่ี

อณุหภมูิ 37 องศาเซลเซียส ในสภาวะท่ีมีก๊าซคาร์บอนไดออกไซด์ 5% เป็นเวลา 24 ชัว่โมง  

- เติม H2O2 (ความเข้มข้นท่ีเหมาะสมจากการทดลองท่ี 2.3.2) หลมุละ 100 µl บม่ตอ่เป็นเวลา 

48 ชัว่โมง  

- เตมิ MTT ท่ีมีความเข้มข้น 1 mg/ml หลมุละ 50 µl บม่ตอ่เป็นเวลา 4-6 ชัว่โมง นําไปป่ันเหว่ียง

เพ่ือแยกเซลล์ ท่ีความเร็วรอบ 2,500 rpm อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที ดูด 

supernatant ทิง้ ละลาย formazan crystal ท่ีเกิดขึน้ด้วย DMSO ปริมาตร 100 µl วดัคา่การดดูกลืน

แสงท่ีความยาวคล่ืน 570 nm 

 

2.4  การทดสอบฤทธ์ิกระตุ้นการเพิ่มจาํนวนของเซลล์เมลาโนไซท์ (melanocyte 

proliferation activity)   

การทดสอบฤทธ์ิกระตุ้นการเพิ่มจํานวนของเซลล์เมลาโนไซท์ (melanocyte proliferation) 

ด้วยวิธี MTT assay ดดัแปลงจาก Gi et al., 2001; Itoh and Furuichi (2005) ทําโดย 

- เพาะเลีย้งเซลล์ B16F10ใน 96 well plate ให้ความหนาแน่นเท่ากบั 1.5 x 103 cells/well บม่ใน

สภาวะท่ีมีก๊าซคาร์บอนไดออกไซด์ 5% ท่ีอณุหภมูิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชัว่โมง เพ่ือให้เซลล์

เกาะตดิกบัภาชนะ  

- เจือจางสารสกดัตวัอย่างด้วย Completed medium DMEM (DMEM, 10% FBS และ 1%  

penicillin/streptomycin solution) แบบ2-fold dilution ให้ได้สารสกัดท่ีมีความเข้มข้น 800, 400, 

200, 100, 50, 25, 12.5 และ 0.75µg/ml 

- เติมสารสกัดตวัอย่างลงใน plate หลุมละ 100 µl แต่ละความเข้มข้นทําซํา้ 3 ครัง้โดยใช้ 

theophylline (Th) ความเข้มข้น10 µg/ml เป็นสารมาตรฐาน  บม่เซลล์และสารสกดัตวัอย่าง เป็นเวลา 

72 ชัว่โมง  

- เตมิ MTT ท่ีมีความเข้มข้น 1 mg/ml หลมุละ 50 µl บม่ตอ่เป็นเวลา 4-6 ชัว่โมง นําไปป่ันเหว่ียง 

เพ่ือแยกเซลล์ท่ีความเร็วรอบ 2500 rpm อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที ดูด 
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supernatant ทิง้ ละลาย formazan crystal ท่ีเกิดขึน้ด้วย DMSO ปริมาตร 100 µl วดัคา่การดดูกลืน

แสงท่ีความยาวคล่ืน 570 nm แสดงผลเป็นคา่ Proliferation Index (P.I.) ท่ีคํานวณได้จากสมการ  
 

Proliferation index (P.I.) =  mean absorbance of sample 

                                           mean absorbance of control 
 

เม่ือ mean absorbance of sample คือ คา่เฉล่ียของคา่การดดูกลืนแสงของสารสกดัตวัอย่าง 

หรือสารมาตรฐาน และ mean absorbance of control คือ คา่เฉล่ียของคา่การดดูกลืนแสงของกลุ่ม

ควบคมุ ซึง่ไมมี่สารสกดั หรือสารมาตรฐาน 

 

2.5 การทดสอบฤทธ์ิกระตุ้นเอนไซม์ไทโรซิเนส (tyrosinase stimulating activity) 
 

2.5.1 การทดสอบฤทธ์ิกระตุ้นเอนไซม์ไทโรซิเนสในหลอดทดลอง  

การทดสอบฤทธ์ิกระตุ้นเอนไซม์ไทโรซิเนสในหลอดทดลอง ด้วยวิธี tyrosinase activity assay     

ดดัแปลงจาก Ji et al. (2010) ทําโดย 

- เตรียม 2  mM L-tyrosine ใน phosphate buffer solution (PBS) pH 6.8 

- เตรียมเอนไซม์ mushroom tyrosinase ให้มีความเข้มข้น 100 unit/ml ใน PBS pH 6.8 

-  ละลายสารสกดัตวัอยา่งด้วยตวัทําละลายชนิดตา่งๆ แล้วเจือจางด้วย PBS pH 6.8 ให้มีความ

เข้มข้น 50, 25, 12.5, 6.25, 3.125, 1.56  และ 0.75mg/ml  สว่น vitamin C และ Trolox เจือจางให้มี

ความเข้มข้น 5, 2.5, 1.25, 0.625, 0.3125, 0.156 และ 0.078 mg/ml  

- เตรียมสารละลาย A, B และ C โดยเตมิสารสกดัตวัอยา่ง สารละลายL-tyrosine เอนไซม์ 

mushroom tyrosinase และ PBS ตามชนิดและปริมาตรท่ีกําหนดในตารางท่ี 2 
 

ตารางท่ี 2  สว่นประกอบของสารละลาย A, B และ C 

                 A                B                  C 

Sample                70    µl 

Enzyme                30    µl 

PBS                    70    µl 

Enzyme              30    µl 

Sample                70    µl 

PBS                     30    µl 

L-tyrosine            110   µl L-tyrosine          110   µl L-tyrosine           110   µl 

 

- เตมิสารละลาย A, B และ C ลงในแตล่ะหลมุของ 96 – well plate (ทําซํา้ 3 ครัง้) เขยา่ให้

สารละลายเข้ากนั บม่ท่ีอณุหภมูิ 25 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 40 นาที วดัคา่ดดูกลืนแสงท่ีความยาว

คล่ืน 450 นาโนเมตร คํานวณหาคา่ stimulation index จากสมการ  
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Stimulation index (SI) = Absorbance of A – Absorbance of C 

                                                     Absorbance of B 
 

เม่ือ   Absorbance of  A  คือ  คา่การดดูกลืนแสงของหลมุท่ีเตมิสารสกดัตวัอยา่ง tyrosinase 

  และ tyrosine   

Absorbance of  B   คือคา่การดดูกลืนแสงของหลมุท่ีเตมิ tyrosinase กบั tyrosine   

Absorbance of  C  คือ คา่การดดูกลืนแสงของหลมุท่ีเตมิสารสกดัตวัอยา่ง และ tyrosine 

 

2.5.2 การทดสอบฤทธ์ิกระตุ้นเอนไซม์ไทโรซิเนสในเซลล์เพาะเลีย้ง  

การทดสอบฤทธ์ิกระตุ้นเอนไซม์ไทโรซิเนสในเซล์เพาะเลีย้ง ด้วยวิธี DOPA oxidase activity 

assay ดดัแปลงจาก Ji et al.(2010), Matsuda et al.(2006) และJeon et al.( 2007) ทําโดย 

- เพาะเลีย้งเซลล์ B16F10 ใน 6 - well plate ให้มีความหนาแนน่เทา่กบั 5 x 106 cells/well  บม่ท่ี

อณุหภมูิ 37 องศาเซลเซียส ในสภาวะท่ีมีก๊าซคาร์บอนไดออกไซด์ 5% เป็นเวลา 24 ชัว่โมง เพ่ือให้

เซลล์เกาะตดิกบัภาชนะ 

- เจือจางสารสกดัตวัอย่างด้วย Completed medium DMEM (DMEM, 10% FBS และ 1%  

penicillin/streptomycin solution) แบบ 2-fold dilution ให้ได้สารสกดัท่ีมีความเข้มข้น 800, 400, 

200, 100, 50, 25, 12.5 และ 0.75 µg/ml  

- เตมิสารสกดัตวัอย่างลงใน plate หลมุละ 100 µl แตล่ะความเข้มข้นทํา 3 ซํา้ โดยใช้ 

theophylline (Th) ความเข้มข้น 10 µg/ml เป็นสารมาตรฐานบม่ท่ีอณุหภมูิ 37 องศาเซลเซียส ใน

สภาวะท่ีมีก๊าซคาร์บอนไดออกไซด์ 5% เป็นเวลา 72 ชัว่โมง  

- ดดูอาหารเลีย้งเซลล์ออก ล้างด้วย cool PBS ( pH 6.8) 2 ครัง้ และทําการ trypsinization ด้วย

การเตมิ trypsin EDTA เพ่ือให้เซลล์หลดุจากการยึดเกาะบนภาชนะ เตมิ cool PBS (pH 6.8) แล้ว

นําไปป่ันเหว่ียงท่ีความเร็วรอบ 1500 rpm อณุหภมูิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที 

- ดดู supernatant ออก ล้างด้วย cool PBS (pH 6.8) และนําไปป่ันเหว่ียงอีกครัง้ เก็บเซลล์

สําหรับการทดลองท่ี 2.6.1 เพ่ือวิเคราะห์หาปริมาณเมลานิน  

- นําสว่น supernatant เตมิลงใน 96-well plate หลมุละ 50 µl 

- เติม 0.15 % L-DOPA ปริมาตรหลุมละ 100 µl บม่สารทดสอบท่ีอณุหภูมิห้องเป็นเวลา 2 

ชัว่โมง วดัคา่การดดูกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 490 nm 
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2.6 การทดสอบฤทธ์ิกระตุ้นการสร้างเมลานิน (melanin synthesis stimulating activity) 
 

2.6.1 การทดสอบฤทธ์ิกระตุ้นการสร้างเมลานินในเซลล์เพาะเลีย้ง 

การทดสอบฤทธ์ิกระตุ้นการสร้างเมลานินในเซลล์เพาะเลีย้งโดยวดัปริมาณเมลานิน (melanin 

content) ด้วยวิธี melanincontent measurement assay ดดัแปลงจาก Ji et al.(2010), Matsuda et 

al.(2006),  Jeon et al.(2007), Ohguchi et al.(2006), Yang et al.(2006) ทําโดย 

ละลายตะกอนเซลล์เพาะเลีย้งเมลาโนไซท์ท่ีได้จากการทดลองท่ี 2.5.2 ด้วย 2N NaOH

ปริมาตร 2 ml โดยใช้ melanin synthesis เป็นสารมาตรฐาน  

- บม่เซลล์ใน  water bath ท่ีอณุหภมูิ 60 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 ชัว่โมง วดัคา่การดดูกลืน

แสงท่ีความยาวคล่ืน 409 nm 
 

2.6.2 การทดสอบฤทธ์ิกระตุ้นการสร้างเมลานินในสัตว์ทดลอง 

การทดสอบฤทธ์ิกระตุ้นการสร้างเมลานินในสตัว์ทดลองโดยวดัปริมาณเมลานิน (melanin 

content)ในขนของสตัว์ทดลองท่ีให้สารสกดัสมนุไพร ด้วยวิธี melanin content measurement assay 

ทําโดย 

- คดัเลือกสารสกดัสมนุไพรท่ีมีฤทธ์ิชีวภาพท่ีดีท่ีสดุ จํานวน 7 ชนิดจากการทดสอบท่ี 2.1-2.6 

ทัง้ฤทธ์ิต้านออกซิเดชนั ฤทธ์ิป้องกนัเซลล์เมลาโนไซท์จากสารอนมุลูอิสระชนิดไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ 

ฤทธ์ิกระตุ้นการเพิ่มจํานวนของเซลล์เมลาโนไซท์ และฤทธ์ิกระตุ้นเอนไซม์ไทโรซิเนสเพ่ือทดสอบใน

สตัว์ทดลอง 

- แบง่กลุม่หน ู mice สายพนัธุ์ C3H/HeJ Jel เป็น 8 กลุม่ กลุม่ละ 5 ตวั ดมสลบหนดู้วย 

ketamine  โกนขนบริเวณหลงั และหน้าท้อง ให้มีขนาดพืน้ท่ี 2x2 cm 

- ป้อนสารสกดัสมนุไพรท่ีมีความเข้มข้น 100 mg/ml ปริมาตร 0.2 cc ทางปากทกุวนัในเวลา

เดียวกนัอยา่งตอ่เน่ือง เป็นเวลา 12 สปัดาห์ดงันี ้

กลุม่ท่ี 1 –กลุม่ควบคมุ 

กลุม่ท่ี 2 –ได้รับสารสกดัด้วยนํา้ของใบบวับก 

กลุม่ท่ี 3 – ได้รับสารสกดัด้วยเมธานอลของใบบวับก 

กลุม่ท่ี 4– ได้รับสารสกดัด้วยนํา้ของยา่นาง 

กลุม่ท่ี 5 – ได้รับสารสกดัด้วยเมธานอลของยา่นาง 

กลุม่ท่ี 6 – ได้รับสารสกดัด้วยนํา้ของอญัชนั 

กลุม่ท่ี 7 – ได้รับสารสกดัด้วยเมธานอลของอญัชนั 

กลุม่ท่ี 8 – ได้รับสารสกดัด้วยเอธิลอะซิเตตของอญัชนั 
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- สงัเกตการเปล่ียนแปลงของสีขนท่ีขึน้ใหมท่กุสปัดาห์ เม่ือครบเวลาให้โกนขนบริเวณหลงั และ

ท้องแยกกนั 

- นําขนนํา้หนกั 50  มิลลิกรัม มาละลายด้วย 1N NaOHปริมาตร 2 มิลลิลิตร ต้มใน water bath 

อณุหภมูิ 60 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 ชัว่โมง นําไปวดัคา่การดดูกลืนแสงท่ี 475 nm  

- คํานวณปริมาณ melanin content (ug/ml/mg mouse hair) จากกราฟมาตรฐานของสาร

standard synthesis melanin แสดงผลเป็นคา่ % increasement of melanin content เทียบกบักลุม่

ควบคมุ  คํานวณจากสตูร 
 

% increasement =  melanin content of sample - melanin content of control x 100 

melanin content of control 

 

3. การตรวจสอบพฤกษเคมีเบือ้งต้น (Phytochemical screening) 
 

3.1 การตรวจสอบด้วยปฏิกิริยาเคมี (Chemical reaction) 

เป็นการทดสอบเบือ้งต้นโดยใช้ปฏิกิริยาเคมีเพ่ือหาสารสําคญัในพืชจํานวน 6 ชนิด คือ 

anthraquinone, xanthrone, tannin, carotenoid, flavones และ alkaloid ดงันี ้
 

3.1.1 Anthraquinone 

นําสารสกดัตวัอย่าง 0.05 กรัม ไปต้มกบั 0.5 N KOH ปริมาตร 0.5 ml เป็นเวลาประมาณ 30 

นาที จากนัน้เติม acetic acid 100 µl นําสารสกดัท่ีได้มาสกดัด้วย benzene ปริมาตร 1 ml แล้วนําชัน้

ของ benzene มาเตมิ 25% NH4OH ปริมาตร 1 ml 

การแปลผล : ชัน้ของ 25% NH4OH จะเปล่ียนเป็นสีชมพถึูงแดง 
 

3.1.2 Xanthone 

สกัดสารสกัดตวัอย่าง 0.05 กรัมด้วยการเติมเมทธานอล ปริมาตร 2 ml โดยการอุ่นในอ่าง

นํา้อุน่ เป็นเวลา 10 นาที นําสารสกดัไปป่ันเหว่ียงด้วยเคร่ือง centrifuge แยกสารละลายส่วนใสออกมา 

เตมิ 5% KOH ปริมาตร 100 µl 

การแปลผล : เกิดตะกอนสีเหลือง 
 

3.1.3 Tannin 

สกดัสารสกดัตวัอย่าง 0.05 กรัมด้วยการเติมเอทธิลอะซิเตท ปริมาตร 2 ml โดยการอุ่นในอ่าง

นํา้อุน่ เป็นเวลา 10 นาที นําสารสกดัไปป่ันเหว่ียงด้วยเคร่ือง centrifuge แยกสารละลายส่วนใสออกมา 

เตมิ Ca(OH)2 (sat.)  
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การแปลผล : เกิดตะกอนสีเหลืองเทานํา้เงิน 
 

3.1.4 Carotenoid 

สกดัสารสกดัตวัอย่าง 0.05 กรัม ด้วย chloroform ปริมาตร 2 ml นําสารสกดัไปป่ันเหว่ียงด้วย

เคร่ือง centrifuge แยกสารละลายสว่นใสออกมา เตมิ sulfuric acid เข้มข้น ปริมาตร 100µl 

การแปลผล : สารละลายเปล่ียนเป็นสีนํา้เงิน หรือสีเขียวอมนํา้เงิน 
 

3.1.5 Flavone 

สกัดสารสกดัตวัอย่าง 0.05 กรัม ด้วยเมทธานอล ปริมาตร 2 ml โดยการอุ่นในอ่างนํา้อุ่นเป็น

เวลา 10 นาที นําสารสกดัไปป่ันเหว่ียงด้วยเคร่ือง centrifuge แยกสารละลายส่วนใสออกมา ใส่ลวด 

Magnesium ลงไปในสว่นใสของสารสกดั แล้วเตมิ conc. HCl ปริมาตร 100 µl 

การแปลผล : Flavone จะปรากฏเป็นสีเหลือง Flavonol จะปรากฏเป็นสีแดงจนถึงแดงเข้ม 

Flavanone จะปรากฏเป็นสีแดงเข้มไปจนถึงสีแดงอมมว่ง Flavanonol จะปรากฏเป็นสีแดง 
 

3.1.6 Alkaloid 

สกัดสารสกัด 0.05 กรัม ด้วย 2N HCl ปริมาตร 2 ml โดยการอุ่นในอ่างนํา้อุ่น เป็นเวลา 10 

นาทีนําสารสกัดไปป่ันเหว่ียงด้วยเคร่ือง centrifuge แยกสารละลายส่วนใสออกมา เติมสาร 

Dragendroff’s reagent ปริมาตร 100 µl 

การแปลผล : เกิดตะกอนสีส้ม 

 

3.2 การทาํThin Layer Chromatography fingerprint (TLC fingerprint) 

การทํา TLC fingerprint เพ่ือใช้ในการเปรียบเทียบในการศกึษาครัง้ตอ่ไป โดยเตรียมสารสกดั

ตวัอย่างให้มีความเข้มข้น 1 g/ml ด้วยเมทธานอล เขย่าเป็นเวลา 5-10 นาที กรองนําส่วนใสมาใช้ใน

การทํา TLC เตรียมสารละลาย Developing จาก toluene : ethyl acetate : acetone : formic acid 

อตัราส่วน 20 : 4 : 2 : 1 v/v  และเตรียม spray reagent โดย reagent ท่ีใช้ คือ 0.5% anisaldehyde 

in sulfuric acid reagent, 10% ethanolic KOH reagent, Kedde’s reagent  และ dragendorff’s 

reagent นําสารสกดัท่ีได้มา spot ลงแผ่น TLC plate ท่ีมีขนาด 10 x 10 cm ปริมาตร 5 µl นําแผ่น 

TLC plate ท่ี spot แล้วใส่ใน tank ท่ีมี mobile phase อ่ิมตวั เม่ือ mobile phase ถึงระดบั solvent 

front แล้วนําแผ่นออกมาทําให้แห้ง พร้อมถ่ายภาพด้วยเคร่ือง TLC plate video store densitometer

ภายใต้แสง UV 366, UV 254 และแสงปกติ spray แผ่น TLC plate ด้วย reagent ชนิดตา่งๆ นําไปอบ

ท่ีอณุหภูมิ 100-110 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5-10 นาที นํามาถ่ายภาพด้วยเคร่ือง TLC plate video 
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store densitometer เพ่ือเปรียบเทียบความแตกตา่งของแผ่น TLC ก่อนใช้ spray reagent และหลงั

การใช้ spray reagentภายใต้แสง UV 366, UV 254 และแสงปกต ิ

 

4.สถติท่ีิใช้ในการวิเคราะห์ข้อมูล 

แสดงผลการทดลองในรูปแบบ mean ± standard deviation (S.D.)และวิเคราะห์คา่ทางสถิติ

โดยใช้ Student t test คา่  p value ≤ 0.01 : p value ≤ 0.05 ถือว่าข้อมลูมีความแตกตา่งอย่างมี

นยัสําคญัทางสถิต ิ

  

 


