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บทคัดย่อ  
 ทองอุไร (Tecoma stans (L.) Juss. ex Kunth) เป็นพืชที่นิยมปลูกเป็นไม้ประดับ พบได้ในเขตร้อนรวมถึงประเทศ
ไทย พืชชนิดนี้มีศักยภาพใช้เป็นยารักษาโรคได้ เนื่องจากมีสารออกฤทธิ์ชีวภาพหลายชนิดที่มีผลทางชีวภาพหลายด้าน เช่น 
ฤทธิ์ต้านมะเร็ง ต้านเบาหวาน ต้านเชื้อแบคทีเรีย และต้านอนุมูลอิสระ อย่างไรก็ตามยังไม่มีรายงานการศึกษาฤทธิ ์ของ  
สารสกัดทองอุไรต่อการยับยั้งการสร้างเม็ดสีเมลานินและยับยั้งการท างานของเอนไซม์ไทโรซิเนสมาก่อน ในการศึกษานี้ได้  
ท าการประเมินความเป็นพิษระดับเซลล์ของสารสกัดดอกทองอุไรที่สกัดด้วยเอธิลอะซีเตทต่อเซลล์เพาะเลี้ยงเมลาโนมาชนิด 
B16F10 ที่มาจากผิวหนังหนูด้วยวิธี MTT นอกจากน้ียังทดสอบฤทธ์ิยับยั้งการสร้างเมลานินในเซลล์ B16F10 เปรียบเทียบกับ 
Kojic acid ท าการวัดกิจกรรมของเอนไซม์ไทโรซิเนสด้วยวิธี Depachrome โดยใช้สาร L-tyrosine เป็นสารตั้งต้นใน 
การทดสอบ หลังจากท่ีน าสารสกัดดอกทองอุไร ความเข้มข้น 0.05 – 3.2 mg/ml มาทดสอบกับเซลล์ B16F10 เป็นระยะเวลา 
48 ชั่วโมง พบว่าความมีชีวิตของเซลล์ B16F10 มีค่าสูงมากกว่า 90% เมื่อทดสอบกับสารสกัดที่ความเข้มข้น 0.05 – 0.8 
mg/ml แสดงว่าสารสกัดในความเข้มข้นดังกล่าวไม่แสดงความเป็นพิษอย่างมีนัยส าคัญเมื่อเปรียบเทียบกับเซลล์กลุ่มควบคุม 
สารสกัดจากดอกทองอุไรที่ความเข้มข้น 0.8 mg/ml ยังแสดงประสิทธิภาพในการลดปริมาณเมลานินภายนอกเซลล์และ 
เมลานินภายในเซลล์ B16F10 และออกฤทธิ์ยับยั้งการท างานของเอนไซม์ไทโรซิเนสในหลอดทดลองได้ประมาณ 60% เมื่อ
เทียบกับชุดควบคุม การศึกษานี้เป็นรายงานครั้งแรกท่ีแสดงให้เห็นว่าสารสกัดดอกทองอุไรมีฤทธิ์ยับยั้งการสร้างเม็ดสีเมลานิน
โดยที่ไม่แสดงผลเป็นพิษในระดับเซลล์ ดังนั้น สารสกัดดอกทองอุไรจึงมีศักยภาพในการน ามาพัฒนาเป็นสารท าให้ผิวกระจ่างใส
ต่อไป 
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ABSTRACT 
 Yellow bells ( Tecoma stans ( L. )  Juss.  ex Kunth)  is a widespread ornamental plant extensively 
cultivated in tropical regions, including Thailand. It has potential therapeutic properties due to the presence 
of various bioactive compounds with many biological effects, such as anticancer, antidiabetic, antibacterial, 
and antioxidative activities.  However, anti- melanogenic and anti- tyrosinase activities of yellow bell plant 
extract have not been previously explored. In this study, cytotoxicity of ethyl acetate extract of yellow bell 
flower towards murine B16F10 skin melanoma cell line was assessed using MTT assay. The flower extracts 
were also tested for their inhibitory effect on melanogenesis in B16F10 cells compared with kojic acid. 
Tyrosinase inhibition activity was evaluated using the dopachrome method with L- tyrosine as a substrate. 
After treatment with 0.05 – 3.2 mg/ml yellow bell flower extracts for 48 h, the viability of B16F10 cells was 
found to be higher than the 90% viability at 0.05 – 0.8 mg/ml, indicating that these concentrations showed 
no significant toxicity as compared with the control group.  The yellow flower extract at 0. 8 mg/ ml also 
effectively decreased both extracellular and intracellular melanin contents in B16F10 cells and could inhibit 
mushroom tyrosinase activity in vitro by 60% compared with the control. This work has shown for the first 
time that yellow bell flower extract have anti- melanogenic properties without causing cytotoxicity.  Thus, 
yellow bell flower extract can potentially be used as a source for the development of skin whitening agents 
in the future. 

 

ค าส าคัญ: การยับยั้งการสร้างเมลานิน  การยับยั้งกิจกรรมเอนไซม์ไทโรซิเนส  เซลล์เมลาโนไซต์  ทองอุไร 
Keywords: Anti-melanogenesis, Anti-tyrosinase Activity, Melanocytes, Tecoma stans 
 

บทน า 
เมลานิน (Melanin) เป็นเม็ดสี (pigments) ที่พบในสิ่งมีชีวิตหลากหลายชนิด พบเมลานินในเซลล์แบคทีเรีย  

พืช และสัตว์ (Nishi et al., 2020)  ในมนุษย์เม็ดสีเมลานินก าหนดลักษณะสีตา ผม และผิว โดยพบว่าการสร้างเม็ดสีผิว  
(Skin pigmentation) เป็นกลไกการป้องกันทางสรีรวิทยาที่ส าคัญของเซลล์ผิวเพื่อปกป้องผิวหนังจากอันตรายจากรังสี
อัลตราไวโอเลต (รังสียูวี) โดยเฉพาะช่วยป้องกันไม่ให้ดีเอ็นเอถูกท าลายเนื่องจากรังสียูวี (Kim et al., 2015; Kooltheat  
et al., 2023) อีกทั้งยังช่วยปกป้องเซลล์จากภาวะเครียดออกซิเดชัน (oxidative stress) ได้ด้วย (Kooltheat et al., 2023) 
กระบวนการสร้างเมลานิน (melanogenesis) เป็นการสร้างเม็ดสีเมลานินในออร์แกเนลชื่อเมลาโนโซม (Melanosomes)  
ที่อยู่ภายในเซลล์เมลาโนไซต์ (Melanocytes) ซึ ่งเป็นเซลล์ที่พบอยู่ในช้ันในสุดหรือช้ันฐาน (basal layer หรือ stratum 
basale) ของผิวชั้นหนังก าพร้า (epidermis) ในชั้นฐานของผิวชั้นหนังก าพร้า ยังพบเซลล์เคราติโนไซต์ (Keratinocytes)  
เรียงติดกันกับเมลาโนไซต์ โดยเซลล์เมลาโนไซต์จะมีแขนง (dendrite) ยื่นออกไปชิดกับเซลล์เคราติโนไซต์ (Ando et al., 
2012) นักวิจัยพบว่าทั้งเซลล์เมลาโนไซต์และเคราติโนไซต์ ล้วนเกิดปฏิกิริยาตอบสนองต่อรังสียูวี โดยรังสียูวีสามารถกระตุ้นให้
เซลล์เคราติโนไซต์ ผลิตฮอร์โมน α-melanocyte-stimulating hormone (α-MSH) เพิ่มสูงขึ้น จากนั้นฮอร์โมน α-MSH  
ที่ถูกผลิตขึ้นมาจะไปจับกับ Melanocortin 1 receptor (MC1R) ซึ่งเป็นรีเซปเตอร์ที่อยู่บนผิวพลาสมาเมมเบรนของเซลล์ 
เมลาโนไซต์ จากนั้นจะเกิดวิถีส่งสัญญาณ (cell signaling) เพื่อไปกระตุ้นให้เกิดการแสดงออกของยีนที่เกี่ยวข้องกับวิถีการ
สังเคราะห์เมลานิน เป็นผลท าให้เมลาโนโซมที่อยู่ภายในเซลล์เมลาโนไซต์ เกิดการสังเคราะห์และสะสมเมลานินเพิ่มสูงขึ้น 
(Nguyen and Fisher, 2018)  
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ในขั้นตอนการขนส่งเมลานินที่อยู่ภายในเมลาโนโซม เกิดขึ้นได้ด้วยกระบวนการห่อหุ้ม (packaging) เมลาโนโซมให้
เป็นทรงกลม (globule) ด้วยพลาสมาเมมเบรนของเซลล์เมลาโนไซต์ จากนั้นเมลาโนโซมที่ถูกห่อหุ้มนี้จะถูกปล่อยออกมาทาง
แขนงของเซลล์เมลาโนไซต์ เข้าไปสู่ช่องว่างระหว่างเซลล์ (extracellular space) ที่อยู่รอบ ๆ แขนงของเซลล์เมลาโนไซต์และ
เซลล์เคราติโนไซต์ จากนั้นเซลล์เคราติโนไซต์จะน าเอาเมลาโนโซมเข้ามาข้า งในเซลล์ด้วยวิธีการกลืนกิน (Phagocytosis)  
เมลาโนโซมที่เข้ามาในเซลล์เคราติโนไซด์จะแพร่กระจายตัวรอบ ๆ บริเวณเพอรินิวเคลียร์ (Perinuclear area) ของนิวเคลียส 
ท าให้เมลานินช่วยปกป้องเซลล์เคราติโนไซด์จากการถูกท าลายด้วยรังสียูวีได้ ( Ando et al., 2012) อย่างไรก็ดี หากเซลล์
ผิวหนังผลิตเมลานินมากเกินไป จะท าให้ เกิดอาการผิดปกติของการสร้างเม็ดสีมากเกินไป (Hyperpigmented  
skin disorders) เช่น ฝ้า (melasma) กระ (freckles หรือ ephelides) จุดด่างด าแห่งวัย (age spots) เมลาโนเดอร์มา 
(melanoderma) กระแดด (solar lentigo) และการสร้างเม็ดสีที่มากขึ้นเนื่องมาจากกระบวนการอักเสบของร่างกาย  
(Post-inflammatory hyperpigmentation) ซึ่งอาจจะเกิดบนใบหน้าหรือร่างกาย โดยปัญหาผิวหนังสร้างเม็ดสีมากเกินไปที่
เกิดขึ้นกับใบหน้า มักท าให้ผู้ที่ประสบปัญหามีอาการวิตกกังวล บางรายมีความมั่นใจในตัวเองต ่าลง และมีอาการซึมเศร้าได้  
(Neto et al., 2022)  

ในวิถีการสังเคราะห์เมลานินที่ เกิดขึ้นในเซลล์ (Melanin biosynthesis) อาศัยเอนไซม์ส าคัญ (key enzymes)  
3 ชนิด คือ ไทโรซิเนส (Tyrosinase)  Tyrosinase-related protein-1 (TRP-1) และ Dopachrome tautomerase (DCT) 
โดยเอนไซม์หลักที่นักวิจัยสนใจค่อนข้างมาก คือ ไทโรซิเนส (EC 1.14.18.1) เพราะมีบทบาทส าคัญในการควบคุมการ
สังเคราะห์เมลานินใน 2 ปฏิกิริยาแรกของวิถีการสั งเคราะห์เมลานิน โดยไทโรซิเนสจะช่วยเร่งปฏิกริยาไฮดรอกซิเลชัน 
(Hydroxylation) ของกรดอะมิโน L-tyrosine ให้กลายเป็นสารผลิตภัณฑ์ชื่อ L-3,4-dihydroxyphenylalanine (L-DOPA) 
ไม่เพียงเท่านั้น เอนไซม์ไทโรซิเนสยังสามารถเร่งปฏิกริยาการเกิดปฏิกิริยาออกซิเดชันของ L-DOPA ให้กลายเป็นสาร 
DOPAquinone (Nishi et al., 2020) ดังนั้น นักวิจัยจึงเชื่อว่าหากสามารถหาสารยับยั้งการท างานของเอนไซม์ไทโรซิเนส 
(Tyrosinase inhibitor) ได้ จะช่วยควบคุมให้เซลล์เมลาโนไซต์ลดการสังเคราะห์เมลานินได้ด้วยเช่นกัน (Zolghadri et al., 
2019) จึงเป็นที่มาของการค้นหาสารยับยั้งกิจกรรมของเอนไซม์ไทโรซิเนส (anti-tyrosinase activity) เพื่อน ามาพัฒนาเป็น
สารยับยั้งการสร้างเมลานินหรือใช้เป็นส่วนผสมของเครื่องส าอาง ส าหรับแก้ไขปัญหาจุดด่างด าบนผิวหนังและช่วยลดปัญหา
ผิวหนังสร้างเม็ดสีมากผิดปกติ (Panzella and Napolitano, 2019) 

ในช่วงหลายปีที่ผ่านมา ได้มีการน าเอาสารเคมีบางชนิดมาใช้เป็นสารลดการสร้างเมลานินบนผิวหนัง เช่น อาร์บูทิน 
(Artutin) กรดโคจิก (Kojic acid) และไฮโดรควิโนน (Hydroquinone) แม้สารเคมีเหล่านี้จะมีประสิทธิภาพที่ดี แต่กลับมี
ผลข้างเคียงต่อผิวหนังด้วยเช่นกัน โดยมีรายงานว่าสารเคมีเหล่านี้ท าให้เกิดความเป็นพิษในระดับเซลล์ (Cellular toxicity) 
บางรายผิวเกิดผื่นแดง (Erythema) ผื่นแพ้สัมผัส (Contact dermatitis) หรือผิวเกิดสภาวะไวแสง (Photosensitization) 
และหากใช้ต่อเนื่องเป็นระยะเวลายาวนาน อาจจะส่งผลให้เซลล์ผิวหนังเกิดการกลายพันธุ์ (mutation) ได้ (Alam et al., 
2018; Neto et al., 2022; Petrillo et al., 2016) เช่น Kojic acid หากใช้ในระยะยาว อาจจะเสี่ยงกระตุ้นให้เกิดมะเร็ง และ
การเกิดผื่นแพ้ผิวหนัง (El-Nashar et al., 2021) ส่วนสารอาร์บูตินโดยธรรมชาติแล้วเป็นสารที่ไม่เสถียรเมื่ออยู่ในสภาวะมแีสง
เมื่อเปลี่ยนรูปจะปลดปล่อยสารไฮโดรควิโนนซึ่ งมีศักยภาพที่จะเป็นสารพิษต่อไขกระดูก (Güven et al., 2023) ข้อด้อย 
อีกบางประการของสารเคมีเหล่านี้ คือ พบว่าเมื่อน ามาเป็นส่วนผสมกับครีมหรือเครื่องส าอางแล้ว ท าให้สารเคมีเกิด 
ความไม่เสถียร ละลายตัวได้ไม่ดี และความสามารถในดูดซึมเข้าไปสู่เซลล์ (bioavailability) ได้น้อย (Neto et al., 2022; 
Pillaiyar et al, 2017) ด้วยเหตุนี้นักวิจัยจึงพยายามค้นหาสารผลิตภัณฑ์ธรรมชาติ (natural products) เช่น สารสกัดจากพืช
มาใช้เป็นทางเลือกในการแก้ปัญหาผิวหนังสร้างเม็ดสีมากเกินไป เพราะมีรายงานว่าสารสกัดจากพืชบางชนิดมีสารพฤกษเคมี 
(phytochemicals) เช่น ฟลาโวนอยด์ (flavonoids) และโพลีฟีนอล (polyphenols) ที่มีคุณสมบัติเป็นสารยับยั้งกิจกรรม
เอนไซม์ไทโรซิเนสและยับยั้งการสร้างเมลานินได้ดี (Kim et al., 2015; Petrillo et al., 2016) โดยที่ไม่มีผลข้างเคียงหรือ 
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มีผลข้างเคียงต่อเซลล์ผิวหนังต ่ามาก จึงเหมาะที่จะน ามาพัฒนาเป็นส่วนผสมครีมหรือเครือ่งส าอางเพื่อท าให้ผิวกระจ่างใส และ
ลดเลือนจุดด่างด าให้จางลงไป (Neto et al., 2022) 

ทองอุไร มีชื่อวิทยาศาสตร์ว่า Tecoma stans (L.) Juss. ex Kunth จัดอยู่ในวงศ์ Bignoniaceae ทองอุไรจัดเป็น
ไม้ดอกไม้ประดับที่มีสรรพคุณทางการแพทย์ สารพฤกษเคมีส าคัญที่พบในส่วนต่าง ๆ (ใบ ล าต้น ราก ดอก และผล) ของ
ทองอุไร มีรายงานรวมกันแล้วมากกว่า 120 ชนิด (Anand and Basavaraju, 2021) โดยแบ่งเป็นสารพฤกษเคมีกลุ่มใหญ่ที่
ส าคัญ ได้แก่ โพลีฟีนอล  ฟลาโวนอยด์  อัลคาลอยด์ (alkaloids)  ไฟโทสเตียรอล (phytosterols)  ไกลโคไซด์ (glycosides)  
ซาโพนิน (saponins) และแทนนิน (tannins) (Al-Azzawi et al., 2012; Bakr et al., 2019; Larbie et al., 2019; Anand 
and Basavaraju, 2021; Silva et al., 2023) ในส่วนของดอกทองอุไร มีรายงานพบสารพฤกษเคมีที่เด่น ได้แก่ ฟลาโวนอยด์  
กลุ่มย่อยฟลาโวน (flavones) และฟลาโวนอล (flavonol)  โมโนเทอร์พีนอัลคาลอยด์ (monoterpene alkaloids) และ  
ฟีนิลเอทานอยด์ไกลโคไซด์ (phenylethanoid glycosides) เป็นต้น (Goncalves et al., 2022; Narayanan et al., 2023) 
โดยพบว่าสารออกฤทธิ์ชีวภาพจากดอกทองอุไร เช่น ฟลาโวนอยด์ ฟีนิลเอทานอยด์ และโมโนเทอร์พีนอัลคาลอยด์ แสดงผล
ฤทธิ์ต้านแบคทีเรีย (Al-Azzawi et al., 2012; Goncalves et al., 2022) ฤทธิ์ต้านออกซิเดชัน (Marzouk et al., 2006; 
Goncalves et al., 2022; Narayanan et al., 2023) และฤทธิ์ต้านการแบ่งตัวและยับยั้งเซลล์มะเร็งเพาะเลี ้ยงในหลอด
ทดลอง (Marzouk et al., 2006; Narayanan et al., 2023) นอกจากนี้เมื่อไม่นานมานี้มีรายงานพบว่าเปปไทด์ธรรมชาติ 
(natural peptide) ที่สกัดจากดอกทองอุไรด้วยวิธีการสกัดด้วยน ้าร้อนความดันสูง (Pressurized hot water extraction)  
มีฤทธ์ิต้านการแบ่งตัว (anti-proliferative activity) ต้านการเคลื่อนที่ (anti-migration) และต้านการรุกราน (anti-invasion) 
ของเซลล์เยื่อบุผิวมะเร็งปอดชนิด A549 ที่เพาะเลี้ยงในสภาวะหลอดทดลอง โดยคาดว่าเปปไทด์ธรรมชาติไปยับยั้งการท างาน
ของโปรตีนที่กระตุ้นให้เกิดเซลล์มะเร็ง ไม่เพียงเท่านี้เปปไทด์ธรรมชาติที่สกัดจากดอกทองอุไรยังแสดงฤทธิ์ต้านออกซิเดชัน  
ท าให้ลดระดับสารอนุมูลอิสระ (reactive oxygen species) ในเซลล์เยื่อบุผิวมะเร็งปอดชนิด A549 ได้อีกด้วย (Krobthong  
et al., 2022) 

จากข้อมูลข้างต้นแสดงให้เห็นว่าทองอุไรอุดมไปด้วยสารพฤกษเคมีที่มีฤทธิ์ชีวภาพที่ดี จึงเหมาะที่จะน ามาทดสอบ
ฤทธิ์ทางชีวภาพในการยับยั้งการสร้างเมลานิน และยับยั้งกิจกรรมของเอนไซม์ไทโรซิเนส เพราะจากการสืบค้ นข้อมูลใน
ฐานข้อมูลงานวิจัยต่าง ๆ ยังไม่พบมีรายงานวิจัยที่เกี่ยวข้องกับการใช้สารสกัดดอกทองอุไรเป็นสารยับยั้งการสร้างเมลานิน 
และยับยั้งกิจกรรมของเอนไซม์ไทโรซิเนส นอกจากนี้เมื่อพิจารณาถึงในแง่ต้นทุนการผลิต พืชชนิดนี้เป็นไม้ประดับที่หาได้ง่าย
ในท้องถิ่น ปลูกได้ง่าย และเติบโตเร็ว จึงเหมาะที่จะน ามาปลูกและสกัดเอาสารส าคัญ ดังนั้น ในงานวิจัยนี้ จึงมุ่งเน้นน าเอาสาร
สกัดดอกทองอุไรที่สกัดด้วยสารละลายเอทิลอะซิเตทมาใช้ทดสอบฤทธิ์ต้านกิจกรรมของเอนไซม์ไทโรซิเนส และต้านการสร้าง
เมลานิน     
 

วิธีการด าเนินการวิจัย 

1. การเตรียมสารสกัดหยาบดอกทองอุไร  
           ท าการเตรียมสารสกัดหยาบจากดอกทองอุไร เริ่มจากน าดอกทองอุไรทั้งดอก (รวมกลีบดอกและกลีบเลี้ยง) มาท า
ล้างความสะอาดด้วยน ้ากลั่นอย่างน้อย 3 ครั้ง จากนั้นจึงน าดอกทองอุไรไปซับน ้าออกด้วยกระดาษทิชชูแบบหนา ก่อนน ามา
แช่ในตัวท าละลาย (solvent) Ethyl acetate (EtOAc) โดยใช้อัตราส่วนระหว่างตัวอย่างพืชต่อตัวท าละลาย คือ 1:1 (w/v) 
(สารละลายท่วมตัวอย่าง) ปล่อยให้ตัวท าละลายย่อยตัวอย่างพืชเป็นเวลา 2 - 3 วัน แล้วจึงน าสารสกัดที่ได้ไปท าให้ระเหย 
โดยใช้เครื่อง Rotary evaporator จากนั ้นจึงน าเอาสารสกัดที่ท าให้ระเหยแล้วไปท าให้แห้งด้วยเครื่อง Freeze dryer 
(LaboGene) 
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 2. การตรวจหาสารพฤกษเคมีกลุ่มฟลาโวนอยด์ในสารสกัดดอกทองอุไรด้วยวิธีเชิงคุณภาพ  
 น าสารสกัดจากดอกทองอุไรมาตรวจวัดหาสารพฤกษเคมี กลุ่มฟลาโวนอยด์ อัลคาลอยด์ แทนนิน เทอร์พีนอยด์ และ
ซาโพนินด้วยวิธีเชิงคุณภาพ (Qualitative screening of phytochemicals) โดยท าตามวิธีการของ Mahakham et al. 
(2016) โดยมีวิธีการ ดังน้ี 
 ทดสอบหาสารพฤกษเคมีกลุ่มฟลาโวนอยด์ ด้วยวิธี Shinoda’s test และ Pew’s test โดยการทดสอบด้วยวิธี 
Shinoda’s test ให้น าสารสกัดดอกทองอุไรมา 2 ml เติมลงในหลอดทดลอง จากนั ้นเติมกรดไฮโดรคลอริกเข้มข้น  
(conc. HCl) ลงไป 0.5 ml จากนั้นจึงเติมผง Mg ลงไปเล็กน้อย ถ้าสารละลายเปลี่ยนเป็นสีชมพู หรือแดงมะเขือเทศแสดงว่า
มีฟลาโวนอยด์ ส่วนการทดสอบด้วยวิธี Pew’s test ท าโดยการเติมสารสกัดดอกทองอุไร 2 ml ลงไปในหลอดทดลอง จากนั้น
เติมผงสังกะสี (Zinc) ลงไป 0.1 g จากนั้นเติมกรดซัลฟูริกเข้มข้น (conc. Sulphuric acid) ลงไป 3 ml ถ้าสารละลาย
เปลี่ยนเป็นสีแดงแสดงว่ามีฟลาโวนอยด์ 

การตรวจหาอัลคาลอยด์ใช้วิธี Wagner’s test โดยการเติมสารสกัดดอกทองอุไร 1 ml ลงไปในหลอดทดลอง 
จากนั้นค่อย ๆ เติม Wagner’s reagent ลงไป 1 ml ถ้าสารละลายมีตะกอนสีเหลือง หรือสีน ้าตาลเกดขึ ้น แสดงว่ ามี 
อัลคาลอยด์  

การทดสอบหาแทนนิน ท าโดยการเติมสารสกัดดอกทองอุไร 1 ml ลงไปในหลอดทดลอง จากนั้นเติม 5% Ferric 
chloride ลงไป 2 ml เขย่าหลอดให้เข้ากัน ถ้าสารละลายเปลี่ยนสีเป็นสีน ้าเงินเข้มหรือมีสีด าปนเขียว แสดงว่ามีแทนนิน 

การทดสอบหาเทอร์พีนอยด์ ท าโดยเติมสารสกัดดอกทองอุไร 2 ml ลงในหลอดทดลอง แล้วเติมคลอโรฟอร์ม 
(Chloroform) ลงไป 3 ml เขย่าให้เข้ากัน จากนั้นค่อย ๆ เติมกรดซัลฟูริกเข้มข้น อีก 3 ml สังเกตเห็นการแยกชั้นของ
สารละลาย และมีสีน ้าตาลแดงเกิดขึ้น แสดงว่ามีเทอร์พีนอยด์ 

การทดสอบหาซาโพนิน ท าโดยการเติมสารสกัดดอกทองอุไร 2 ml ลงไปในกระบอกตวง จากนั้นเติมน ้ากลั่นลงไป  
2 ml น ากระดาษอะลูมินัมฟอยปิดฝากระบอกตวงให้แน่น เขย่ากระบอกตวงไปมาให้แรง ๆ เพื่อให้สารละลายกระจายตัวเป็น
เวลา 5 นาที จากนั้นจึงตั้งกระบอกตวงทิ้งไว้ประมาณ 30 นาที ถ้าเกิดชั้นโฟมขึ้นมาประมาณ 1 เซนติเมตร แสดงว่ามีซาโพนิน
ในสารสกัดพืช  

3. การเพาะเลี้ยงเซลล์เมลาโนไซต์ของหนูที่เกิดมะเร็งผิวหนังชนิด B16F10 
เซลล์เพาะเลี้ยงเมลาโนมาชนิด B16F10 ที่มาจากผิวหนังหนู (murine melanoma B16F10 CRL-6475™) ที่ใช้ใน

การทดลองได้รับตัวอย่างและผ่านการเซ็นสัญญาการแลกเปลี่ยนตัวอย่าง (Material Transfer Agreement: MTA) ระหว่าง
สถาบัน American Type Culture Collection (ATCC) ประเทศสหรัฐอเมริกากับผู้วิจัย ท าการเพาะเลี้ยงเซลล์ B16F10  
ในอาหารส ูตร Dulbecco’s modified eagle medium (DMEM) ที ่มี  10% FBS และ 1% Penicillin/Streptomycin  
เพาะเซลล์ในตู้เพาะเลี้ยงเซลล์ที่มีแหล่งให้คาร์บอนไดออกไซด์ (CO2 incubator) 5% และอุณหภูมิในการเพาะเลี้ยง 37  
องศาเซลเซียส (Freshney, 2010) 

4. การวัดความมีชีวิตของเซลล์ B16F10  
          ท าการเตรียมสารสกัดดอกทองอุไรเพื่อทดสอบความมีชีวิตของเซลล์ ( cell viability) โดยน าเอาสารสกัดดอก
ทองอุไรที่ผ่านการท าให้แห้งด้วยวิธี  Freeze drying มาละลายด้วย DMSO ให้ได้ความเข้มข้นของสารสกัดดอกทองอุไรที่  
ความเข้มข้น 0.05 – 3.2 mg/L โดยในการใช้งานทดสอบความมีชีวิตของเซลล์ต้องเจือจางให้ DMSO ให้มีความเข้มข้นสุดท้าย 
(final concentration) เป็น 0.1% (v/v)  
 ขั้นตอนการเพาะเลี้ยงเซลล์และทดสอบความมีชีวิตของเซลล์ท าภายใต้ตู้ปลอดเชื้อชีวนิรภัยระดับ 2 พร้อมกับ 
เทคนิคปลอดเช้ือ ท าการเพาะเลี้ยงเซลล์ B16F10 ใน culture flask แบบ T75 ให้ได้ 80% confluency จึงท าขั ้นตอน 
Trypsinization โดยใช้ Dissociation reagent TrypLE™ Express Enzyme (Gibco™) เพื่อเอาเซลล์ออกมาจาก culture 
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flask ภายในระยะเวลาไม่เกิน 10 นาที หยุดปฏิกิริยาของเอนไซม์ด้วย Complete DMEM จากนั้นจึงย้ายเซลล์ลงหลอด Snap 
tube ปริมาตร 15 ml ท าการตกตะกอนเซลล์ด้วยแรงเหวี่ยงไม่เกิน 200 x g  จากนั้น resuspend เซลล์ด้วย DMEM แล้วท า
การตรวจสอบการมีชีวิตของเซลล์ด้วยสารละลายสี Trypan blue ร่วมกับการใช้ Neubauer Haemacytometer Cell 
Counting Chamber เพื่อนับจ านวนเซลล์ที ่มีชีวิตและไม่มีชีวิต โดยจะต้องใช้เซลล์เพาะเลี ้ยงที ่มี ชีวิตอย่างน้อย 95%  
จึงน ามาใช้ในการทดลอง ท าการ seed เซลล์ให้ได้ 1 x 104 cell/ml ต่อช่อง 96-well plate โดยให้มีปริมาตร 100 µl  
บ่ม plate ทิ้งไว้ 48 ชั่วโมง ในตู้เพาะเลี้ยงเซลล์ที่มีแหล่งให้คาร์บอนไดออกไซด์ เพื่อให้เกิด Cell adhesion เมื่อครบเวลาดูด
เอาอาหารเพาะเลี้ยงเก่าออก แล้วล้างเซลล์ด้วย Phosphate-buffered saline (PBS) จึงท าการเติมสารสกัดดอกทองอุไรที่  
เจือจางในความเข้มข้นต่าง ๆ (0.05 – 3.2 mg/ml) ในอาหารเพาะเลี้ยงเซลล์ DMEM ปริมาตร 100 µl จากนั้นน า plate  
ไปบ่มต่ออีก 24 ช่ัวโมง เมื่อครบเวลา ท าการล้างเซลล์ด้วย PBS โดยระมัดระวังการดูดเอาเซลล์ออกไป จากนั้นเติมสารละลาย  
3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide (MTT) (Sigma) ความเข้มข้น 0.5 mg/ml ที่อยู ่ใน
อาหารเพาะเลี ้ยงเซลล์ แล้วน า plate ไปบ่มต่ออีก 4 ชั ่วโมง เมื ่อครบเวลาที่ก าหนดท าการละลาย Formazan crystal  
ตามคู่มือของ Freshney (2010) และน าไปวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 570 nm และ 630 nm โดยใช้เครื ่อง 
Microplate reader (SpectraMax M5) ค านวณหาเปอร์เซ็นต์ความมีชีวิตของเซลล์เปรียบเทียบกับเซลล์  B16F10 กลุ่ม
ควบคุม ซึ่งเพาะเลี้ยงในอาหารสูตร DMEM ที่ไม่ได้เติมสารสกัดจากดอกทองอุไร  

5. การวัดปริมาณเมลานินภายนอก และเมลานินภายในเซลล์  
       ท าการวัดปริมาณเมลานินภายนอกเซลล์ (extracellular melanin) และเมลานินภายในเซลล์ (intracellular 
melanin) ที ่ผลิตโดยเซลล์ B16F10 โดยท าตามวิธีการของ Junlatat et al. (2018) เริ ่มต้นโดยการน าเซลล์ B16F10 มา 
seed ลงบน 12 well-plate ให้ได้เซลล์ 1 x 104 cell/well เพาะเลี้ยงเซลล์ที่มีแหล่งให้คาร์บอนไดออกไซด์ 5% และอุณหภูมิ
ในการเพาะเลี้ยง 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชั่วโมง จากนั้นเติมสารสกัดดอกทองอุไรที่มีความเข้มข้นต่าง ๆ ตั้งแต่ 0.05 
– 0.8 mg/ml และ Kojic acid (Sigma) ความเข้มข้น 0.1 mg/ml (หลุมสารมาตรฐานเพื่อใช้อ้างอิง) ส่วนกลุ่มควบคุมใช้ 
DMEM ที่ไม่เติมสารสกัดจากพืชหรือ Kojic acid น า plate ไปบ่มที่ตู้เพาะเลี้ยงต่อ 48 ช่ัวโมง จากนั้นท าการดูดเอาอาหารที่ใช้
เพาะเลี้ยงเซลล์ออกมาใส่ 96 well plate อย่างระมัดระวังและไม่ให้กระทบกระเทือนเซลล์ที่ยังอยู่ใน 12-well plate ใน
ขั้นตอนนี้เป็นการวัดปริมาณเมลานินภายนอกเซลล์ (extracellular melanin) โดยจะน า 96-well plate ที่มีสารละลาย
อาหารที่เจือปนด้วยเมลานินภายนอกเซลล์ไปอ่านค่าดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 405 nm ด้วยเครื่อง Microplate reader 
(SpectraMax M5) 

ส าหรับการวัดปริมาณเมลานินภายในเซลล์ หลังบ่มเซลล์ร่วมกับสารสกัดดอกทองอุไรหรือ Kojic acid เป็นเวลา  
48 ชั ่วโมง แล้วท าการล้างเซลล์ด้วย PBS จากนั ้นจึงน าเซลล์ออกจาก 12-well plate ด้วยวิธี Trypsinization โดยใช้ 
Dissociation reagent TrypLE™ Express Enzyme (Gibco™) เป็นเวลา 5 นาที เมื่อย้ายเซลล์ออกมาแล้ว ท าให้เซลล์แตก 
(Cell lysis) ด้วยสารละลาย 1 N NaOH ใน 10% DMSO ปริมาตร 800 µl น าไปบ่มที่อุณหภูมิ 80 องศาเซลเซียส เป็นเวลา  
1 ชั่วโมง เมื่อครบเวลาบ่มให้น าไปปั่นเหวี่ยงที่ 14,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 15 นาที เพื่อแยกเอาส่วนสารละลายด้านบน 
(Supernatant) ออกจากเศษเซลล์ ดูดเอา Supernatant ปริมาตร 100 µl ไปเติมลงใน 96-well plate แล้วน าไปวัดค่าการ
ดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 405 nm โดยใช้เครื่อง Microplate reader (SpectraMax M5) 

6. การวัดกิจกรรมของเอนไซม์ไทโรซิเนส 
วัดกิจกรรมของเอนไซม์ไทโรซิเนสโดยดัดแปลงจากวิธีการของ Rangkadilok et al. (2007) ที่อาศัยอัตราการ

เกิดปฏิกิริยาออกซิเดซันของสาร L-tyrosine โดยมีสารเคมีที่ใช้ในปฏิกิริยาในหลุมตัวอย่าง (sample) มีดังนี้ Tyrosinase 
solution (Sigma) 200 units/ml ปริมาตร 40 µl สารละลาย Phosphate buffer (pH 6.8) ปริมาตร 80 µl สารสกัด 
ดอกทองอุไรความเข้มข้นต่าง ๆ ปริมาตร 40 µl และ 10 mM L-tyrosine 40 µl เติมสารต่าง ๆ ลงใน 96 well plate และ
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ผสมให้เข้ากัน บ่มไว้ท่ีอุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 30 นาที จากนั้นท าการวัดการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 490 nm ด้วยเครื่อง 
Microplate reader (SpectraMax M5) การทดลองนี้ใช้ Kojic acid ความเข้มข้น 0.1 mg/L เป็นกลุ่ม positive control 
เพื่อใช้เปรียบเทียบกับกลุ่มตัวอย่าง  

นอกจากการเตรียมปฏิกิริยาการวัดกิจกรรมของเอนไซม์ไทโรซิเนสในหลุมตัวอย่างแล้ว จ าเป็นต้องเตรียมปฏิกิริยา
ของหลุมควบคุม (control)  หลุม blank control และ blank sample ควบคู่กันไปด้วย โดยปฏิกริยาของหลุม control  
ท าเช่นเดียวกับหลุมตัวอย่าง (sample) แต่ใช้สารละลาย DMSO ปริมาตร 40 µl แทนตัวอย่างสารสกัดดอกทองอุไร  
ส่วนปฏิกิริยาของหลุม blank control ท าคล้ายกับหลุม control แต่ไม่เติมสารตั้งต้น L-tyrosine ลงไป จึงเพิ่มปริมาตรของ 
Phosphate buffer เป็น 120 µL ส าหรับปฏิกิร ิยาของ blank sample ท าคล้ายกับหลุม sample แต่ไม่เติมเอนไซม์  
Tyrosinase ลงไป ให้เพิ่มปริมาตรของ phosphate buffer เป็น 120 µl แทน  

ค านวณหาเปอร์เซ็นต์ยับยั้งการท างานของเอนไซม์ไทโรซิเนส ด้วยสูตรด้านล่างนี้ 
 

  
                                                     
 

7. การวิเคราะห์ผลข้อมูลทางสถิติ 
 การทดสอบความเป็นพิษระดับเซลล์ การวิเคราะห์หาปริมาณเมลานิน และกิจกรรมของเอนไซม์ไทโรซิเนส ได้ท าการ
ทดสอบ 3 ซ ้า แบบ Independent experiment จากนั้นน ามาวิเคราะห์ข้อมูลสถิติเพื ่อแสดงร้อยละ (percentage) ของ
ข้อมูล ค่าเฉลี่ย (mean) และส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐาน (SD) และเปรียบเทียบความแตกต่างระหว่างกลุ่มทดลองด้วยวิธี  
One-Way ANOVA และ Duncan Post hoc test ด้วยโปรแกรม SPSS ver.20 
 

ผลการวิจัย 
1. การตรวจสอบหาสารพฤกษเคมีของสารสกัดหยาบดอกทองอุไรด้วยวิธีเชิงคุณภาพ 
จากการตรวจสอบหาสารพฤกษเคมีของสารสกัดหยาบจากดอกทองอุไรที่สกัดด้วยตัวท าละลาย EtOAc ด้วยวิธีเชิง

คุณภาพ พบสารพฤกษเคมีกลุ่มฟลาโวนอยด์  อัลคาลอยด์ และแนนิน แต่ไม่พบสารพฤกษเคมีกลุ่มเทอร์พีนอยด์ และซาโพนิน  
2. การประเมินความเป็นพิษระดับเซลล์  

การประเมินความเป็นพิษระดับเซลล์ของสารสกัดดอกทองอุไรที่สกัดด้วย EtOAc ในระดับความเข้มข้นต่าง ๆ  

(0.05 – 3.2 mg/L) เป็นเวลา 48 ช่ัวโมง ต่อเซลล์เพาะเลี้ยงเมลาโนมา B16F10 ด้วยวิธีการ MTT พบว่าสารสกัดดอกทองอุไร

ที่ความเข้มข้นตั้งแต่ 0.05 – 0.8 mg/ml มีเปอร์เซ็นต์ความมีชีวิตสูงต ่ากว่ากลุ่มควบคุม (มีเฉพาะ DMEM medium)  

อย่างมีนัยส าคัญ (p ≤ 0.05) แต่ไม่มีความแตกต่างจากกลุ่มที่บ่มร่วมกับ Kojic acid ที่ความเข้มข้น 0.1 mg/ml (p ≥ 0.05) 

(รูปที่ 1) ในขณะที่กลุ่มที่บ่มร่วมกับสารสกัดดอกทองอุไรที่ความเข้มข้น 1.6 และ 3.2 mg/ml เริ่มแสดงความเป็นพิษต่อเซลล์ 

B16F10 โดยมีเปอร์เซ็นต์ความมีชีวิตของเซลล์น้อยกว่า 85% และแตกต่างจากกลุ่มทดลองอื่น ๆ อย่างมีนัยส าคัญ  

จากข้อมูลเปอร์เซ็นต์การมีชีวิตของเซลล์เพาะเลี ้ยงเมลาโนมา B16F10 ที่บ่มร่วมกับสารสกัดดอกทองอุไรที่ 

ความเข้มข้น 0.05 – 0.8 mg/ml ไม่แตกต่างทางสถิติจากกลุ่มที่บ่มร่วมกับ Kojic acid อีกทั้งยังมีเปอร์เซ็นต์การรอดชีวิตของ

เซลล์สูงมากกว่า 95% จึงเลือกใช้สารสกัดดอกทองอุไรที่ความเข้มข้น ตั้งแต่ 0.05 - 0.8 mg/ml ส าหรับทดสอบผลของสาร

สกัดดอกทองอุไรต่อการสร้างเมลานินในเซลล์ B16F10  

[(control – blank control) – (sample – blank sample)] 
% inhibition  =            

(control – blank control) 
 

X 100 
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รูปที่ 1 เปอร์เซ็นต์การมีชีวิตของเซลล์เพาะเลี้ยงเมลาโนมาชนิด B16F10 เมื่อบ่มร่วมกับสารสกัดดอกทองอุไร ที่ความเข้มข้น 
0.05 – 3.2 mg/ml เปรียบเทียบกับเซลล์เพาะเลี้ยงกลุ่มควบคุม (control) กลุ่มที่บ่มร่วมกับ 0.1% DMSO และกลุ่มที่ได้รับ 
Kojic acid ความเข้มข้น 0.1 mg/ml เป็นเวลา 48 ชั่วโมง ข้อมูลที่แสดงในกราฟเป็นค่าเฉลี่ย ± ค่าเบี่ยงเบนมาตรฐาน จาก
การทดลองทั้งหมด 3 ซ ้า แบบ Independent experiment ตัวอักษรภาษาอังกฤษที่แตกต่างกันบนกราฟรูปแท่ง หมายถึง 
กลุ่มทดสอบมีความแตกต่างทางสถิติอย่างมีนัยส าคัญ (p < 0.05) เมื่อทดสอบด้วย Duncan's multiple-range test  
 

3. ผลของสารสกัดดอกทองอุไรต่อการสร้างเมลานินภายนอกเซลล์เพาะเลี้ยงเมลาโนมาชนิด B16F10  
เมื่อน าเอาสารสกัดดอกทองอุไร ความเข้มข้น 0.05  0.1  0.2  0.4 และ 0.8 mg/ml มาบ่มร่วมกับเซลล์เพาะเลี้ยง 

B16F10 เป็นเวลา 48 ชั่วโมง เปรียบเทียบกับ Kojic acid ซึ่งเป็นสารมาตรฐานที่ใช้ยับยั้งการสร้างเมลานิน ในความเข้มข้น
เท่ากัน  ผลการศึกษาพบว่าสารสกัดดอกทองอุไรที่ความเข้มข้น 0.8 mg/ml เท่านั้นท่ีแสดงผลยับยั้งการสร้างเมลานินแตกต่าง
จากชุดควบคุมอย่างมีนัยส าคัญ (p < 0.05)  โดยยับยั้งได้ประมาณ 25% ในขณะที่สารสกัดดอกทองอุไร ความเข้มข้น 0.05 – 
0.4 mg/ml ให้ผลกระตุ้นการสร้างเมลานินภายนอกมากกว่าชุดควบคุม (รูปที่ 2) ในทางตรงกันข้าม Kojic acid ความเข้มข้น 
0.1 mg/ml แสดงผลยับยั้งการสร้างเมลานินภายนอกแตกต่างจากทุกกลุ่มทดลองอย่างมีนัยส าคัญ (p < 0.05) 

4. ผลของสารสกัดดอกทองอุไรต่อการสร้างเมลานินภายในเซลล์เพาะเลี้ยงเมลาโนมาชนิด B16F10 
ผลการวัดปริมาณเมลานินภายในเซลล์ของเซลล์เพาะเลี้ยงเมลาโนมาชนิด B16F10 หลังจากที่ให้สารสกัดดอก

ทองอุไรที่สกัดด้วย EtOAc เป็นเวลา 48 ชั่วโมง พบว่าสารสกัดดอกทองอุไรที่ความเข้มข้น 0.8 mg/ml และ 0.4 mg/ml 
สามารถยับยั้งการสร้างเมลานินภายในเซลล์ได้ประมาณ 35.10% และ 17.87% ซึ่งแตกต่างจากกลุ่มควบคุมอย่างมีนยัส าคัญ 
ส่วน Kojic acid ที่ความเข้มข้น 0.1 mg/ml แสดงผลยับยั้งการสร้างเมลานินได้ดีกว่าทุกกลุ่มทดลอง (46.11%) (รูปที่ 3) 
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รูปที่ 2 ปริมาณเมลานินภายนอกเซลล์เพาะเลี้ยงชนิด B16F10 เมื่อได้รับสารสกัดดอกทองอุไรความเข้มข้น 0.05 – 0.8 

mg/ml เป็นเวลา 48 ช่ัวโมง เปรียบเทียบกับ Kojic acid ที่ความเข้มข้น 0.1 mg/ml และกลุ่มควบคุมที่ไม่ได้รับสารสกัดดอก

ทองอุไร ข้อมูลที่แสดงในกราฟเป็นค่าเฉลี่ย ± ค่าเบี่ยงเบนมาตรฐาน จากการทดลองทั้งหมด 3 ซ ้า แบบ Independent 

experiment ตัวอักษรภาษาอังกฤษที่แตกต่างกันบนกราฟรูปแท่ง หมายถึง กลุ่มทดสอบมีความแตกต่างทางสถิติอย่าง  

มีนัยส าคัญ (p < 0.05) เมื่อทดสอบด้วย Duncan's multiple-range test 

 

 

รูปที่ 3 ปริมาณเมลานินภายในเซลล์เพาะเลี้ยงชนิด B16F10 เมื่อได้รับสารสกัดดอกทองอุไรความเข้มข้น 0.05 – 0.8 mg/ml 

เป็นเวลา 48 ช่ัวโมง เปรียบเทียบกับ Kojic acid ที่ความเข้มข้น 0.1 mg/ml และกลุ่มควบคุมที่ไม่ได้รับสารสกัดดอกทองอุไร 

ข้อมูลที่แสดงในกราฟเป็นค่าเฉลี่ย ± ค่าเบี่ยงเบนมาตรฐาน จากการทดลองทั้งหมด 3 ซ ้า แบบ Independent experiment 

ตัวอักษรภาษาอังกฤษที่แตกต่างกันบนกราฟรูปแท่ง หมายถึง กลุ่มทดสอบมีความแตกต่างทางสถิติอย่างมีนัยส าคัญ 

(p < 0.05) เมื่อทดสอบด้วย Duncan's multiple-range test 
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5. ผลของสารสกัดดอกทองอุไรต่อการยับย้ังการท างานของเอนไซม์ไทโรซิเนสในหลอดทดลอง  
เมื่อทดสอบฤทธิ์ยับยั้งกิจกรรมของเอนไซม์ไทโรซิเนสของสารสกัดดอกทองอุไรที่ความเข้มข้นตั้งแต่ 0.05 – 0.8 

mg/ml โดยใช้สาร L-tyrosine เป็นสารตั้งต้นในปฏิกิริยา พบว่าฤทธ์ิการยับยั้งการท างานของเอนไซม์ไทโรซิเนสนั้นมีแนวโน้ม
ขึ้นอยู่กับความเข้มข้นของสารสกัดดอกทองอุไร (dose-dependent manner) โดยสารสกัดดอกทองอุไรที่ความเข้มข้น 0.05 
และ 0.1 mg/ml ให้ผลยับยั้งการท างานของเอนไซม์ไทโรซิเนสน้อยที่สุด (ประมาณ 20%) (รูปที่ 4) เมื่อเพิ่มความเข้มข้นของ
สารสกัดดอกทองอุไร เป็น 0.2 – 0.4 mg/ml พบว่าสามารถยับยั้งการท างานของเอนไซม์ไทโรซิเนสเพิ่มขึ้น และแตกต่างจาก
กลุ่มที่บ่มร่วมกับสารสกัดดอกทองอุไรที่ความเข้มข้น 0.05 และ 0.1 mg/ml อย่างมีนัยส าคัญ (p < 0.05) แต่ยังได้ผลยับยั้ง
น้อยกว่ากลุ่มที่บ่มร่วมกับ Kojic acid ในขณะที่สารสกัดดอกทองอุไรที่ความเข้มข้น 0.8 mg/ml ให้ผลยับยั้งการท างานของ
เอนไซม์ไทโรซิเนสดีที่สุด (ประมาณ 60%) โดยแตกต่างจากกลุ่มที่บ่มร่วมด้วยสารสกัดดอกทองอุไรความเข้มข้นอื่น ๆ อย่าง 
มีนัยส าคัญ และให้ผลไม่แตกต่างจากกลุ่มที่บ่มร่วมกับ Kojic acid (p > 0.05)   

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปที่ 4 ฤทธิ์ยับยั้งการท างานของเอนไซม์ไทโรซิเนสของสารสกัดดอกทองอุไรที่ความเข้มข้น 0.05 – 0.8 mg/ml เปรียบเทียบ
กับ Kojic acid ที่ความเข้มข้น 0.1 mg/ml ข้อมูลที่แสดงในกราฟเป็นค่าเฉลี่ย ± ค่าเบี่ยงเบนมาตรฐาน จากการทดลอง
ทั้งหมด 3 ซ ้า แบบ Independent experiment ตัวอักษรภาษาอังกฤษที่แตกต่างกันบนกราฟรูปแท่ง หมายถึง กลุ่มทดสอบ 
มีความแตกต่างทางสถิติอย่างมีนัยส าคัญ (p < 0.05) เมื่อทดสอบด้วย Duncan's multiple-range test 
 

วิจารณ์ผลการวิจัย 
ในการศึกษานี้ได้ทดลองน าเอาสารสกัดหยาบจากดอกทองอุไรที่สกัดด้วย EtOAc มาใช้ทดสอบกับเซลล์เพาะเลี้ยง

ชนิด B16F10 ซึ่งเป็นเซลล์เมลาโนไซต์ที่ได้จากผิวหนังหนูที่เป็นมะเร็งผิวหนัง เซลล์  B16F10 นิยมน ามาใช้ทดสอบหาสาร
ยับยั้งเมลานินหรือสารท าให้ผิวกระจ่างใส (Lee et al., 2019) โดยในข้ันแรกต้องท าการประเมินความเป็นพิษระดับเซลล์ก่อน
ว่าสารสกัดที่น ามาทดสอบมีความเป็นพิษต่อเซลล์ B16F10 หรือไม่ หรือเป็นพิษที่ระดับความเข้มข้นเท่าใด จากนั้นจึงท าการ
เลือกเอาความเข้มข้นของสารสกัดดอกทองอุไรที่ไม่เป็นพิษ มาใช้ทดสอบหาฤทธิ์ยับยั้งการสร้างเมลานินกับเซลล์ B16F10 
ต่อไป โดยในการทดสอบความเป็นพิษของสารสกัดดอกทองอุไรนั้น ได้ละลายสารสกัดหยาบด้วย DMSO ซึ่งเป็นตัวท าละลาย
สากล (universal solvent) ที่สามารถละลายสารประกอบทั้งแบบมีขั้วและแบบไม่มีขั้วได้อย่างมีประสิทธิภาพ (Galvao et 
al., 2014) เมื่อละลายสารสกัดหยาบด้วย DMSO บริสุทธิ์แล้ว จึงเจือจางให้ DMSO มีความเข้มข้นสุดท้ายอยู่ที่ 0.1% (v/v) 
เพราะมีรายงานว่า DMSO ที่ความเข้มข้น 0.1% จะไม่แสดงผลเป็นพิษต่อเซลล์เพาะเลี้ยงหรือแสดงผลความเป็นพิษต ่ามาก 
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(Hajighasemi and Tajik, 2017) แต่แสดงผลเป็นพิษต่อเซลล์หลายชนิดที่ความเข้มข้นมากกว่า 1% (Galvao et al., 2014) 
ซึ่งในการศึกษานี้พบว่าเซลล์ B16F10 ที่บ่มร่วมกับ 0.1% DMSO (อาหารเพาะเลี้ยง DMEM มีส่วนผสมของ 0.1% DMSO)  
มีเปอร์เซ็นต์ความมีชีวิตของเซลล์ไม่แตกต่างจากกลุ่มควบคุม แสดงว่าการใช้ 0.1% DMSO เป็นตัวท าละลาย ไม่แสดงผล 
ความเป็นพิษต่อเซลล์ B16F10    

เมื่อศึกษาผลของสารสกัดดอกทองอุไรความเข้มข้น 0.05 – 3.2 mg/ml มาทดสอบความเป็นพิษระดับเซลล์ โดย
ประเมินความมีชีวิตของเซลล์ B16F10 ด้วยวิธ ีMTT หลังจากบ่มร่วมกับสารสกัดดอกทองอุไรเป็นระยะเวลา 48 ช่ัวโมง พบว่า
สารสกัดดอกทองอุไรทุกความเข้มข้น มีเปอร์เซ็นต์ความมีชีวิตของเซลล์ต ่ากว่าชุดควบคุมอย่างมียังส าคัญทางสถิติ อย่างไรก็ดี
เซลล์ B16F10 ที่บ่มร่วมกับสารสกัดดอกทองอุไรที่ความเข้มข้น 0.05 – 0.8 mg/ml มีเปอร์เซ็นต์ความมีชีวิตของเซลล์สูงกว่า 
95% และเมื่อเปรียบเทียบกับกลุ่มที่บ่มร่วมกับ Kojic acid พบว่ากลุ่มที่บ่มร่วมกับสารดอกทองอุไรที่ความเข้มข้น 0.05 – 0.8 
mg/ml มีเปอร์เซ็นต์ความมีชีวิตไม่แตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญ จึงเลือกสนใจใช้สารดอกทองอุไรที่ความเข้มข้น 0.05 – 0.8 
mg/ml ในการทดสอบลดระดับปริมาณเมลานินและยับยั้งการท างานของเอนไซม์ไทโรซิเนสต่อไป 
      กุญแจส าคัญของวิถีการสังเคราะห์เมลานินอยู่ที่เอนไซม์ไทโรซิเนส เพราะเป็นเอนไซม์ส าคัญที่เร่งปฏิกิริยาในขั้นตอน
ก าหนดอัตรา (rate-limiting step) ของวิถีการสังเคราะห์เมลานิน จึงถือว่าเป็นเอนไซม์ขั้นก าหนดอัตรา ( rate-limiting 
enzyme) ที่ควบคุมและปฏิกิร ิยาชีวเคมีในภาพรวมของการสังเคราะห์เมลานินในเซลล์เมลาโนไซต์ (Panzella and 
Napolitano, 2019) เอนไซม์นี้ท าหน้าที่เร่งปฏิกิริยาไฮดรอกซิเลชันของไทโรซีนให้เป็นสาร DOPA และยังสามารถคะตะไลซ์
ปฏิกิริยาออกซิเดชันของสาร DOPA ให้เป็น DOPA chrome ได้ด้วย (El-Nashar et al., 2021) ดังนั ้น หากมีสารยับยั้ง 
การท างานของเอนไซม์ไทโรซิเนสจะท าให้ป้องกันไม่ให้เกิดการสะสมเมลานินในผิวหนังได้ ด้วยเหตุนี้ การค้นหาสารสกัดจาก
พืชที่มีคุณสมบัติยับยั้งกิจกรรมเอนไซม์ไทโรซิเนสได้ จึงเป็นหนึ่งในกุญแจส าคัญในการน าสารสกัดจากพืชมาใช้เป็นส่วนผสม
เครื่องส าอางและสารท าให้ผิวกระจ่างใส (Lee et al., 2019)  
 เมื่อพิจารณาถึงโครงสร้างของเอนไซม์ไทโรซิเนส พบว่าเอนไซม์ที่จัดให้อยู่ใ นกลุ่มโปรตีนคอปเปอร์ประเภทที่ 3 

(type-3 copper protein) ซึ่งหมายความว่า เป็นโปรตีนที่มีธาตุทองแดงเป็นองค์ประกอบ จ านวน 2 อะตอม จัดเรียงอยู่ตรง

ศูนย์กลางในบริเวณเร่ง (active site) โดยธาตุทองแดงทั้งสองอะตอมนี้เป็นหมู่พรอสเธทิก (prosthetic group) ที่ยึดจับกับ

เอนไซม์ไทโรซิเนสด้วยพันธะโควาเลนต์ เพื่อส่งอิเล็กตรอนจากสารตั้งต้นไปยังโมเลกุลของออกซิเจน ซึ่งเป็นตัวรับอิเล็กตรอน

ปลายทาง (terminal electron acceptor) (Buchert et al., 2007; Pillaiyar et al., 2017; Panzella and Napolitano, 

2019) ดังนั้น จึงกล่าวได้ว่าเอนไซม์ไทโรซิเนสเป็นเมทัลโลเอนไซม์ (Metalloenzyme) ที่มีไอออนทองแดงท าหน้าที่เป็น 

โคแฟคเตอร์ (cofactor) ของเอนไซม์ หรือกล่าวอีกนัยหนึ่งคือการท างานของเอนไซม์ไทโรซิเนสจึงขึ ้นอยู่กับทองแดงที่  

ท าหน้าที่เป็นโคแฟกเตอร์ของเอนไซม์ชนิดนี้ (Zolghadri et al., 2019) นักวิจัยได้เสนอกลไกการยับยัง้การท างานของเอนไซม์ 

ไทโรซิเนสจากสารพฤกษเคมีแบบที่เรียกว่าตัวยับยั้งแบบแข่งขัน (competitive inhibitor) โดยสารพฤกษเคมีจะแข่งขันกับ

สารตั้งต้นเพื่อเข้าไปจับกับบริเวณเร่งของเอนไซม์ไทโรซิเนส สารพฤกษเคมีที่มีบทบาทเป็นตัวยับยั้งแบบแข่งขัน อาจจะเป็น

สารที่มีคุณสมบัติเป็นตัวคีเลตทองแดง (Copper chelator) อนาล็อกของสารที่ไม่ถูกน าไปใช้ในกระบวนการเมทาบอลิซึม 

(non-metabolizable analogs) หรืออนุพันธ์ของสารตั้งต้นที่แท้จริง (Derivatives of the true substrate) (Chang, 2009) 

โดยกลไกท่ีกล่าวถึงกันมาก คือ สารพฤกษเคมีบางชนิดมีคุณสมบัติเป็นสารคีเลต (Chelating agent) สามารถเข้าไปจับไอออน

ทองแดงซึ่งมีประจุบวกได้ (Cu2+) จึงท าให้เข้าไปจับกับเอนไซม์ไทโรซิเนสอิสระที่มีทองแดงเป็นองค์ประกอบ ดังนั้น เมื่อเกิด

การคีเลต (Chelation) ระหว่างโมเลกุลของสารพฤกษเคมีกับทองแดง เอนไซม์จึงไม่สามารถท างานได้หรือมีกิจกรรมลดลง 

เพราะสารตั้งต้นเข้าไปจับกับบริเวณเร่งของเอนไซม์ไทโรซิเนสได้น้อยลง จึงท าให้อัตราการสังเคราะห์เมลานินลดต ่าลง (Riha 

et al., 2014; Panzella and Napolitano, 2019) ตัวอย่างของสารพฤกษเคมีส าคัญที่มีคุณสมบัติเป็นตัวยับยั้งแบบแข่งขัน 
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คือ สารประกอบฟีนอลิก กลุ่มต่าง ๆ ได้แก่ (1) สารฟีนอลิกอย่างง่าย (simple phenolics) เช่น แคทิคอล (catechol) และ

ไฮโดรควิโนน (hydroquinone) และ (2) สารโพลีฟีนอล (polyphenols) เช่น ฟลาโวนอยด์ และแทนนิน ซึ่งมีหมู่ไฮดรอกซิล 

(hydroxyl group) ที่โครงสร้างวงแหวนเบนซีนที่สามารถคีเลตไอออนทองแดงได้ (Zolghadri et al., 2019; Kim et al., 

2023) โดยมีรายงานว่าหมู่ 3-hydroxy-4-keto ของฟลาโวนอยด์ และหมู่ 5,6,7-trihydroxyl ของฟลาโวน (flavones) เป็น

ต าแหน่งที่สามารถคีเลตไอออนทองแดงได้อย่างมีประสิทธิภาพมากที่สุด (Riha et al., 2014) นอกจากนี้ยังมีรายงานว่า

จ านวนและต าแหน่งของหมู่ไฮดรอกซิลที่อยู่ในวงแหวน B ของฟลาโวนอยด์จะมีผลอย่างมากต่อความสามารถในการคีเลต

ไอออนทองแดง (El-Nashar et al., 2021)  นอกจากสารพฤกษเคมีมีบทบาทเป็นตัวยับยั้งแบบแข่งขันแล้ว ยังมีกลไกอื่น ๆ  

อีก 3 รูปแบบ ได้แก่ สารพฤกษเคมีเป็นตัวยับยั้งแบบไม่สามารถแข่งขันได้โดยตรง (uncompetitive inhibitor) โดยตัวยับยั้ง

แบบนี้จะไม่เข้าไปจับกับบริเวณเร่งของเอนไซม์ได้โดยตรง แต่สามารถเข้าไปจับกับสารประกอบเชิงซ้อนระหว่างเอนไซม์และ

สารตั้งต้น (Enzyme-substrate complex: ESC) ท าให้เกิดเป็นโครงสร้างซับซ้อนระหว่าง ESC กับตัวยับยั้ง (inhibitor) เกิด

เป็น Enzyme-substrate-inhibitor complex (ESI) ซึ่งจะท าให้สารตั้งต้นไม่สามารถเปลี่ยนแปลงกลายเป็นผลิตภัณฑ์ได้ 

(Chang, 2009; Zolghadri et al., 2019; Kim et al., 2023) ตัวอย่างของสารพฤกษเคมีที ่เป็นตัวยับยั้งแบบไม่สามารถ

แข่งขันได้โดยตรงต่อเอนไซม์ไทโรซิเนส ได้แก่ Luteolin (สารฟลาโวนอยด์ กลุ่มย่อยฟลาโวน) และ Sophorcarpidine  

(สารพฤกษเคมีกลุ่ม flavonoid glycoside) (Kim et al., 2023)  

กลไกการยับยั้งเอนไซม์ไทโรซิเนสด้วยสารพฤกษเคมีอีกกลไกที่มีการกล่าวถึง คือ สารพฤกษเคมีเป็นตัวยับยั้งแบบ

ผสมผสาน (mixed competitive and uncompetitive inhibitor) ในกลไกนี้สารพฤกษเคมีบางชนิดอาจจะยับยั้งเอนไซม์ 

ไทโรซิเนสอิสระได้ (การยับยั้งแบบแข่งขัน) และยังสามารถเข้าไปจับกับ ESC เกิดเป็น ESI ได้ด้วย (การยับยั้งแบบไม่สามารถ

แข่งขันได้โดยตรง) จึงท าให้ไทโรซิเนสท างานไม่ได้ หรือสารตั้งต้นไม่เปลี่ยนแปลงเป็นสารผลิตภัณฑ์ ตัวยับยั้งแบบนี้มักมีค่าคงท่ี

สมดุล (equilibrium binding constant) ที่แตกต่างกันระหว่างปฏิริยาการยับยั้งแบบแข่งขันและปฏิกิริยาการยับยั้งแบบไม่

สามารถแข่งขันได้โดยตรง (Chang, 2009; Zolghadri et al., 2019) สารพฤกษเคมีที่มีฤทธิ์เป็นตัวยับยั้งแบบผสมผสาน ได้แก่ 

Proanthocyanidin (โพลีฟีนอล กลุ่มแทนนิน)  Procyanidin (โพลีฟีนอล กลุ่มแทนนิน) Isosilybin A/B (โพลีฟีนอล กลุ่ม 

flavonolignan) และ 3-Phenylbenzoic acid (กรดฟีนอลิก) เป็นต้น (Kim et al., 2023) ส าหรับกลไกการยับยั้งเอนไซม์ 

ไทโรซิเนสแบบสุดท้าย คือ สารพฤกษเคมีท าหน้าที่เป็นตัวยับยั้งแบบไม่แข่งขัน (non-competitive inhibitors) โดยสามารถ

เข้าไปจับกับเอนไซม์ไทโรซิเนสที่อยู่เป็นอิสระ (ท างานคล้ายกับตัวยับยั้งแบบแข่งขัน) แต่มักจับกับบริเวณอื่นของเอนไซม์ที่

ไม่ใช่บริเวณเร่ง เพราะตัวยับยั้งแบบไม่แข่งขัน มีโครงสร้างโมเลกุลแตกต่างจากสารตั้งต้น เมื่อเข้าไปจับกับเอนไซม์แล้วจะ  

ท าให้โครงรูปของเอนไซม์เปลี่ยนแปลงไปจากเดิม ท าให้สารตั้งต้นไม่สามารถเข้าไปจับกับบรเิวณเร่งได้ นอกจากน้ีตัวยับยั้งแบบ

ไม่แข่งขันยังสามารถจับกับ ESC ได้ด้วย จนเกิดเป็น ESI ขึ้นมา แม้ว่าตัวยับยั้งแบบไม่แข่งขันจะท างานคล้ายกับตัวยับยั้งแบบ

ผสมผสาน แต่จะมีค่าคงที่สมดุลของการเข้าไปจับกันระหว่างเอนไซม์ไทโรซิเนสอิสระ กับ ESC ได้เท่า ๆ กัน (Chang, 2019; 

Kim et al., 2023) ตัวอย่างของสารพฤกษเคมีที่มีบทบาทเป็นตัวยับยั้งแบบไม่แข่งขัน ได้แก่ อนุพันธ์ของ Thiazoles 

(Zolghadri et al. , 2019) และฟลาโวนอยด์  กลุ่มไอโซฟลาโวน ชนิดย่อยที่ เป็นอนุพันธ ์ของ 8-Prenylkaempferol  

Glabridin และ 3,4-dihydroglabridin เป็นต้น (Kim et al., 2023) 

จากกลไกการยับยั้งเอนไซม์ไทโรซิเนสทั้ง 4 แบบข้างต้น จะเห็นว่าสารประกอบฟีนอลิก กลุ่มฟลาโวนอยด์มีบทบาท

เป็นตัวยับยั้งเอนไซม์ไทโรซิเนสได้ด้วยกลไกทั้ง 4 แบบ โดยเฉพาะบทบาทเป็นตัวยับยั้งแบบแข่งขันที่มีโอกาสเกิดขึ้นมาก  

(El-Nashar et al., 2021) ในการศึกษานี้ได้ท าการตรวจหาสารพฤกษเคมีเชิงคุณภาพ พบว่าสารสกัดดอกทองอุไรที่สกัดดว้ย 
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EtOAc มีฟลาโวนอยด์เป็นองค์ประกอบ อีกทั้งยังพบสารแทนนินด้วย ข้อมูลในการศึกษาครั้งนี้สอดคล้องกับข้อมูลงานวิจัยที่

ผ่านมา ที่ ได ้มีการวิเคราะห์หาสารพฤกษเคมีที่พบในสารสกัดดอกทองอุ ไรด้วยเทคนิค High-performance liquid 

chromatography (HPLC) พบว่าสารสกัดดอกทองอุไรที่สกัดด้วย EtOAc อุดมไปด้วยฟลาโวนอยด์ ซึ่ งเป ็นสารเด่น 

(Narayanan et al., 2023) ส่วนการวิเคราะห์ด้วยเทคนิค Liquid chromatography coupled to a diode array detector 

and mass spectrometer (LC-DAD-MS) พบว่าสารสกัดดอกทองอุ ไรประกอบไปด ้วยสารกลุ่ มอัลคาลอยด ์  เ ช่น  

Tecomine  Tecostamine และ Coumaroyl-spermidine analogs และสารกลุ่มฟลาโวนอยด์ กลุ่มย่อย flavonols และ  

O-glycosylated flavones เป็นต้น (Goncalves et al., 2022) ดังนั้น จึงเป็นไปได้ว่าฤทธิ์ยับยั้งเอนไซม์ไทโรซิเนสของ 

สารสกัดดอกทองอุไรที่ตรวจพบในงานวิจัยนี้ อาจจะเกี่ยวข้องกับสารฟลาโวนอยด์ที่พบในดอกทองอุไร ท่ีมีบทบาทเป็น 

ตัวยับยั้งแบบแข่งขัน โดยจะเข้าไปจับกับไอออนทองแดงที่เป็นองค์ประกอบในบริเวณเร่งของเอนไซม์ไทโรซิเนสได้ ตามกลไก

การยับยั้งแบบแข่งขันที่กล่าวไว้ข้างต้น นอกจากนี้ยังมีรายงานวิจัยที่ผ่านมา พบว่าสารสกัดจากดอกไม้อุดมไปด้วย

สารประกอบฟีนอลิก และสารกลุ่มฟลาโวนอยด์ ที่มีฤทธิ์ยับยั้งการท างานของเอนไซม์ไทโรซิเนส เช่น สารสกัดดอกดาวเรือง 

(Tagetes erecta L.) (Vallisuta et al., 2014) สารสกัดจากดอกคูณ (Cassia fistula L.) (Limtrakul et al., 2016) สาร

สกัดดอกเทียนบ้านหรือเทียนดอก ( Impatiens balsamina L.) วงศ ์  Balsaminaceae สารสกัดดอก Rhanterium 

suaveolens วงศ์ดาวเรือง (Asteraceae) (Chelly et al., 2021) และสารสกัดดอก Asphodelus microcarpus Brot. วงศ์ 

Asphodelaceae (Petrillo et al., 2016) เป็นต้น ส าหรับงานวิจัยนี้เป็นการรายงานครั้งแรกที่แสดงให้เห็นว่าสารสกัดดอก

ทองอุไรมีฤทธ์ิยับยั้งการสร้างเมลานินในเซลล์ B16F10 ได้ และยังมีฤทธิ์ยับยั้งเอนไซม์ไทโรซิเนสในหลอดทดลอง  
 

สรุปผลการวิจัย 
ในงานวิจัยนี้เป็นรายงานครั้งแรกที่แสดงให้เห็นว่าสารสกัดหยาบดอกทองอุไรที่สกัดด้วยตัวท าละลาย Ethyl 

acetate เมื่อใช้ในระดับความเข้มข้น 0.8 mg/ml สามารถออกฤทธิ์ยับยั้งการสร้างเมลานินในเซลล์เมลาโนไซต์เพาะเลี้ยงชนิด 
B16F10 ได้ โดยที่ไม่แสดงผลความเป็นพิษในระดับเซลล์ นอกจากนี้ที่ความเข้มข้นเดียวกันนี้ยังมีฤทธิ์ยับยั้งการท างานของ
เอนไซม์ไทโรซิเนสในหลอดทดลอง โดยผลที่ได้แม้จะยังไม่เทียบเท่ากับ Kojic acid แต่หากน ามาศึกษาเพิ่มเติม เช่น น าเอาสาร
สกัดหยาบดอกทองอุไรมาท าให้เป็นสารบริสุทธิ์ชนิดต่าง ๆ และประเมินว่าสารบริสุทธ์ิใดแสดงผลฤทธิ์ชีวภาพที่เฉพาะเจาะจง
ต่อการยับยั้งการสร้างเมลานิน และยับยั้งการท างานของเอนไซม์ไทโรซิเนสในระดับเซลล์ได้ จะเป็นการต่อยอดงานวิจัยที่จะ
น าไปสู่การใช้ประโยชน์สารผลิตภัณฑ์ธรรมชาติจากดอกทองอุไร โดยเฉพาะการน าไปใช้เป็นส่วนผสมของเครื่องส าอางเพื่อผิว
กระจ่างใสต่อไปในอนาคต 
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